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miR-627-3p在食管鳞状细胞癌组织中的表达及其对癌细胞恶性生物学

行为的影响

朱永刚 a，b，田子强 a，赵振翔 c，王明博 a，曹峰 a，温士旺 a，李振华 a，单保恩 b（河北医科大学第四医院 a. 胸外科；
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［摘 要］ 目的：探讨 miR-627-3p 在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）组织中的表达及其对 ESCC

细胞生物学行为的影响。方法：收集 2015年 1月至 2015年 10月河北医科大学第四医院胸外科手术切除的ESCC组织 86例及对

应的癌旁组织标本 20例。通过 qPCR法检测miR-627-3p在 86例ESCC组织及癌旁组织中的表达，分析其表达与ESCC患者临床

病理学指标及预后的关系；利用Kaplan-Meier Plotter在线数据库进一步分析数据库中 hsa-miR-627的表达与ESCC患者预后的关

系；通过 qPCR法检测miR-627-3p在 4株ESCC细胞系中的表达，选取表达水平最低的食管癌细胞转染miR-627-3p mimic，选取表

达水平最高的ESCC细胞转染miR-627-3p inhibitor，采用CCK-8法检测细胞的增殖，采用Transwell实验检测细胞迁移和侵袭；采

用KEGG分析探讨miR-627-3p可能介导的信号转导通路，并采用 qPCR法验证miR-627-3p对信号通路中关键基因表达的影响。

结果：miR-627-3p在ESCC组织中的表达明显低于在癌旁组织中的表达，miR-627-3p的表达与ESCC患者淋巴结转移和临床分

期相关（均 P<0.05）；miR-627-3p高表达的 ESCC患者的 5年生存率明显高于 miR-627-3p低表达的食管癌患者（P<0.05）。ESCC

细胞系KYSE170中miR-627-3p表达最低，KYSE30中miR-627-3p表达最高；在KYSE170细胞中转染miR-627-3p mimic后，细胞

的增殖能力无明显变化（P>0.05），但细胞的迁移（P<0.05）和侵袭能力（P<0.05）显著降低；在 KYSE30 细胞中转染 miR-627-3p

inhibitor后，细胞的增殖能力无明显变化（P>0.05），但细胞的迁移（P<0.05）和侵袭能力（P<0.05）显著增高。KEGG 分析结果显

示，miR-627-3p介导了多条与肿瘤相关的信号转导通路。结论：miR-627-3p在ESCC组织中的表达明显低于在癌旁组织中的表

达，其低表达与ESCC患者的不良预后相关，miR-627-3p抑制ESCC细胞的迁移和侵袭，可能是通过干扰多条与肿瘤相关的信号

通路发挥生物学功能。
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Expression of miR-627-3p in ESCC tissues and its effect on malignant biological

behaviors of cancer cells
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of miR-627-3p in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues and its

effect on biological behaviours of ESCC cells. Methods: From January 2015 to October 2015, 86 ESCC tissue specimens and 20

cooresponding adjacent normal tissue specimens from Thoracic Surgery Department of the Fourth Hospital of Hebei Medical

University were collected. qPCR was used to detect the expression level of miR-627-3p in 86 cases of ESCC tissues and 20 cases of

adjacent normal tissues. The relationship between miR-627-3p expression and clinicopathological parameters as well as prognosis was

analyzed. The Kaplan-Meier plotter online database was used to further analyze the relationship between hsa-miR-627 expression and

the prognosis of ESCC patients. qPCR was used to detect the expression of miR-627-3p in the four ESCC cells. miR-627-3p mimic was

transfected into low-expressed cells, and miR-627-3p inhibitor was transfected into high-expressed cells. The cell proliferation was
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detected by CCK-8 assay, and the cell migration and invasion were detected by Transwell assay, respectively. KEGG analysis was used

to explore the possible signal pathways mediated by miR-627-3p, and qPCR was used to verify the effect of miR-627-3p on the

expression of key genes in the siganl pathway. Results: The expression of miR-627-3p in ESCC tissues was significantly lower than

that in adjacent normal tissues. The expression of miR-627-3p was negatively correlated with lymph node metastasis and clinical stage

of ESCC patients (all P<0.05). The five-year survival rate of ESCC patients with high miR-627-3p expression was significantly higher

than that of the patients with low miR-627-3p expression (P<0.05). The expression of miR-627-3p was lowest in KYSE170 cells, and

highest in KYSE30 cells. After transfection of miR-627-3p mimic into KYSE170 cells, the cell proliferation ability was not changed

(P>0.05), but cell migration (P<0.05) and invasion (P<0.05) abilities were significantly decreased. After transfection of miR-627-3p

inhibitor into KYSE30 cells, the cell proliferation ability was not changed (P>0.05), but cell migration (P<0.05) and invasion (P<0.05)

abilities were significantly increased. KEGG analysis showed that miR-627-3p mediated multiple tumor-related signal pathways.

Conclusion: The expression of miR-627-3p in ESCC tissues is significantly lower than in adjacent normal tissues, and its low

expression is related to the poor prognosis of ESCC patients. miR-627-3p inhibits the migration and invasion of ESCC cells, which

might play a biological function by interfering with multiple tumor-related signal pathways.
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食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell

carcinoma，ESCC）是全球癌症死亡的第六大原因，是

最具侵袭性的恶性肿瘤之一［1］。在中国，ESCC是食

管癌最主要的组织学类型［2］。在过去的 20 年中，以

手术、放化疗为主的食管癌治疗方法已经有了很大

改善，但由于复发和转移率高，导致 ESCC 的整体 5

年生存率仍不理想［3］。ESCC复发和转移的具体分子

机制仍未阐明。

miRNA 可靶向作用于 mRNA 的 3′非翻译区

（3′untranslated region，3′UTR），抑制靶基因的表达［4］。

越来越多的研究［5-9］表明，miRNA在恶性肿瘤的发生

发展中发挥着至关重要的作用，包括影响肿瘤细胞

的增殖、凋亡、侵袭、转移、自噬以及肿瘤的化疗耐药

等［10］。ESCC中多种miRNA表达异常，影响ESCC细

胞的恶性生物学行为［11-12］。关于 miR-627-3p在肿瘤

中的研究较少，尤其在 ESCC 中的研究还未见报道。

本课题组在前期研究中检测到miR-627-3p在高侵袭

转移的食管癌组织中表达降低（数据待发表）。本研

究检测了86例ESCC患者的食管癌组织样本及对应的

20例癌旁正常食管黏膜组织中miR-627-3p的表达水

平，分析其表达与食管癌患者临床指标及预后的关

系，通过细胞学实验探究 miR-627-3p 对 ESCC 细胞

增殖、迁移和侵袭能力的影响，并通过生物信息分析

探讨miR-627-3p下游的信号通路，为阐明ESCC侵袭

转移的分子机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2015 年 1 月至 2015 年 10 月河北医科大学

第四医院胸外科手术切除的 ESCC组织 86例及对应

的癌旁正常组织标本 20 例，手术标本在新鲜状态下

放入液氮中冷冻，后转到−80 ℃低温冰箱中保存以备

提取RNA。术前，所有患者均未行放化疗，均已被告

知并签署知情同意书。研究方案征得医院伦理委员

会批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人 ESCC系 KYSE30、KYSE170、Eca109、TE1 购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。RPMI 1640 培

养基、胰蛋白酶、胎牛血清购自美国 Gibco 公司，青

链霉素双抗混合液购自上海翊圣生物科技有限公

司，TRIzol 试剂购自美国 Invitrogen 公司，荧光定量

PCR Mix 试剂盒购自美国 Promega 公司，Hiperfect

转染试剂购自德国 QIAGEN 公司，NC mimic、miR-

627-3p mimic、NC inhibitor、miR-627-3p inhibitor购自

广州锐博生物技术有限公司。Cell Counting Kit-8

（CCK-8）试剂盒购自美国 MCE 公司，Transwell 小室

购自美国康宁公司，matrigel 胶购自美国 BD 公司，

miR-627-3p和内参基因U6的特异性逆转录和扩增引

物购自广州锐博生物技术有限公司。

1.3 qPCR 检测 ESCC 组织及细胞中 miR-627-3p 的

表达水平

使用 TRIzol 提取组织和细胞的总 RNA，使用

promega逆转录和扩增试剂盒制备 cDNA模板，并进

行 qPCR 扩增反应，反应条件为 95 ℃预变性 5 min，

95 ℃ 变性 15 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40

个循环。采用 2−△△Ct 法计算 miR-627-3p 的相对表

达量。

1.4 miR-627-3p mimic和 inhibitor的转染

细胞生长至对数生长期，接种于 6孔板中（1×106

个/孔）培养 24 h，按照 Hiperfect Reagent 推荐的转染
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方法，每孔加入 10 μl miR-627-3p mimic或 NC mimic

或miR-627-3p inhibitor或NC inhibitor和50 μl不含胎

牛血清的 RPMI 1640培养基，充分混匀，室温下放置

5 min。同时将 4 μl Hiperfect Reagent加入 50 μl不含

胎牛血清的 RPMI 1640培养基中，充分混匀，室温下

放置 5 min。将质粒与转染试剂充分混匀后，室温下

放置 20 min，加入每孔，使终体积达到 2 ml。转染 6~

8 h后，更换新鲜的完全培养基，继续孵育24~48 h。

1.5 CCK-8 实验检测 miR-627-3p 对 ESCC 细胞增殖

的影响

细胞生长至对数生长期，接种于 96 孔板中

（5×103个/孔），每孔加入 100 μl细胞悬液。分别于第

0、24、48、72、96 h 时，每孔加入 10 μl CCK-8 试剂，轻

轻摇匀后置于 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱中孵育

1~2 h。用酶标仪测量细胞的 450 nm 波长处的光密

度（D）值。

1.6 细胞划痕实验检测 miR-627-3p 对 ESCC 细胞迁

移能力的影响

用 Marker 笔在 6 孔板背后划横线，间隔 0.5~

1.0 cm，横穿过孔。孔中加入5×105个细胞。第2天用

200 μl枪头垂直于横线划线，用PBS冲洗细胞3次，加

入无血清培养基，在37 ℃、5%CO2培养箱内培养。于

普通光学显微镜下观察 0、6、12、24 h划痕闭合情况，

并拍照。

1.7 Transwell 实验检测 miR-627-3p 对 ESCC 细胞迁

移和侵袭能力的影响

将低温融化的matrigel胶与无血清RPMI 1640培

养液按照1∶7稀释，充分混匀，在24孔板中加入20 μl，

置于 37 ℃、5%CO2培养箱中过夜凝固。选取对数生

长期的KYSE170细胞重悬于 200 μl不含胎牛血清的

RPMI 1640培养基中，按照 2×105个/孔的密度种植于

Transwell 小室上，在 24 孔板每孔中加入 800 μl 含胎

牛血清的RPMI 1640完全培养基。注意在 24孔板中

加 入 matrigel 胶 时 检 测 细 胞 的 侵 袭 能 力 ，不 加

matrigel胶时检测细胞的迁移能力。细胞于培养箱中

孵育 48 h 后，用 4% 多聚甲醛固定 20 min，用结晶紫

染色 10 min，于普通光学显微镜下观察计数穿膜的细

胞数目，并拍照。

1.8 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件分析数据。符合正态

分布的计量资料的数据用 x̄x̄ ±s表示，两组间比较采用 t

检验，采用卡方检验分析 miR-627-3p 表达高低与

ESCC 患者临床指标的关系，通过 Kaplan-Meier方法

评估患者的总体生存率，通过Log-Rank检验比较各组

差异，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-627-3p在ESCC组织中的表达及临床意义

qPCR 法检测 miR-627-3p 的表达结果显示 ，

miR-627-3p 在 ESCC 组织中的表达明显低于在癌旁

食管组织中的表达（图 1A）。miR-627-3p 的表达与

ESCC患者的年龄、性别、组织学分级无明显相关性，

与食管癌患者的淋巴结转移（P=0.008，图 1B）和临床

分期呈负相关关系（P=0.007，图 1B）。miR-627-3p高

表达的食管癌患者5年总生存率明显高于miR-627-3p

低 表 达 的 食 管 癌 患 者（P=0.040，图 2A）；

Kaplan-Meier Plotter 在 线 数 据 库 分 析 显 示 ，

has-miR-627 高表达的食管癌患者 5 年总生存率明

显高于 has-miR-627 低表达的食管癌患者（P=0.082，

图 2B）。

*P<0.05

A: The expression of miR-627-3p in ESCC tissues was significantly lower than that in adjacent normal esophageal tissues;

B: miR-627-3p was negatively correlated with lymph node metastasis and clinical stage of ESCC patients

图1 miR-627-3p在ESCC组织中的表达以及与临床指标的关系

Fig.1 miR-627-3p expression in ESCC tissues and its relationship with clinical parameters
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2.2 miR-627-3p在ESCC细胞系中的表达

qPCR 法检测人 ESCC KYSE170、Eca109、TE1、

KYSE30等 4种细胞系中miR-627-3p的表达水平，结

果显示，以上 4种细胞系中miR-627-3p的相对表达量

分别为 1.00±0.09、1.07±0.05、1.30±0.17 和 2.11±0.19。

其中，KYSE170细胞中miR-627-3p的表达水平最低，

KYSE30 细胞中 miR-627-3p 的表达水平最高，因此，

选用 KYSE170 细胞进行过表达实验，选用 KYSE30

细胞进行敲低实验。

2.3 转染 miR-627-3p mimic 对 ESCC 细胞功能的

影响

miR-627-3p mimic转染ESCC细胞KYSE170后，

qPCR 法检测结果显示，miR-627-3p mimic 转染组细

胞中miR-627-3p表达水平与对照组相比明显升高，差

异具有统计学意义（图 3A，P<0.05），表明miR-627-3p

过表达成功。CCK-8 法检测结果显示，miR-627-3p

过表达组KYSE170细胞的增殖能力与对照组相比无

明显变化（图 3B，P>0.05）。细胞划痕实验检测结果

显示，转染miR-627-3p mimic组中细胞的迁移率与对

照组相比明显降低，差异具有统计学意义（图 3C，

P<0.05）。Transwell迁移和侵袭实验结果显示，转染

miR-627-3p mimic 组中细胞的迁移和侵袭数量与对

照组相比明显减少，差异具有统计学意义（图 3D，

P<0.05）。

*P<0.05

A: Transfection efficiency of miR-627-3p mimic into KYSE170 cells; B: The proliferation of KYSE170 cells did not change after miR-

627-3p overexpression; C: The migration ability of KYSE170 cells in miR-627-3p mimic group was decreased; D: The migration and

invasion abilities of KYSE170 cells in miR-627-3p mimic group were decreased

图3 转染miR-627-3p mimic对ESCC细胞功能的影响

Fig.3 Effect of miR-627-3p mimic transfection on the function of ESCC cells

A: The five-year overall survival rate of esophageal cancer patients with high expression of miR-627-3p was significantly higher than that

of esophageal cancer patients with low expression of miR-627-3p; B: The five-year overall survival rate of esophageal cancer patients

with high expression of has-miR-627 was significantly higher than that of esophageal cancer patients with low expression of has -miR-627

图2 miR-627-3p的表达与ESCC患者预后的关系

Fig.2 Relationship between miR-627-3p expression and prognosis of ESCC patients
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2.4 转染 miR-627-3p inhibitor 对 ESCC 细胞功能的

影响

将 miR-627-3p inhibitor 转 染 至 ESCC 细 胞

KYSE30 后，qPCR 检测结果显示，与对照组相比，

miR-627-3p inhibitor 转染组细胞中 miR-627-3p 表达

水 平 明 显 降 低 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（图 4A，

P<0.05），表 明 miR-627-3p inhibitor 转 染 成 功 。

CCK-8 法 检 测 结 果 显 示 ，与 对 照 组 相 比 ，转 染

miR-627-3p inhibitor 组 KYSE30 细胞的增殖能力无

明显变化（图 4B，P>0.05）。划痕实验结果显示，与对

照组相比，转染 miR-627-3p inhibitor 组中细胞的迁

移 率 明 显 增 加 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（图 4C，

P<0.05）。Transwell 迁移和侵袭实验结果显示，与

对照组相比，转染 miR-627-3p inhibitor 组中细胞的

迁移和侵袭数量明显增多，差异具有统计学意义

（图 4D，P<0.05）。

2.5 miR-627-3p 通过多种信号途径抑制 ESCC 的

发展

为进一步探讨 miR-627-3p 抑制食管癌侵袭转

移进而影响 ESCC 发展的分子机制，本研究采用

miRWalk、miRDB 和 TargetScan 3 个 数 据 库 对

miR-627-3p 下游靶基因进行筛选，共有 570 个靶基

因同时存在于 3 个数据库（图 5A）。570 个靶基因

的 KEGG 分析结果显示，miR-627-3p 可能介导了 11

个信号通路，其中，有多条信号通路与肿瘤的发

生、发展密切相关，如调节干细胞多能性的信号通

路（signaling pathways regulating pluripotency of

stem cells）、肿 瘤 蛋 白 聚 糖 相 关 信 号 通 路

（proteoglycans in cancer）、MAPK 信号通路（MAPK

signaling pathway）、Ras 信 号 通 路（ras signaling

pathway）和 肿 瘤 的 转 录 失 调（transcriptional

misregulation in cancer）。

*P<0.05

A: Transfection efficiency of miR-627-3p inhibitor into KYSE30 cells; B: The proliferation of KYSE30 cells did not change after miR-

627-3p inhibitor transfection; C: The migration ability of KYSE30 cells in miR-627-3p inhibitor group was increased; D: The migration

and invasion abilities of KYSE30 cells in miR-627-3p inhibitor group were increased

图4 抑制miR-627-3p对ESCC细胞功能的影响

Fig.4 Effect of miR-627-3p inhibitor on the function of ESCC cells

A: A total of 570 target genes existed in the three databases;

B: miR-627-3p maight mediate multiple tumor related

signal pathways

图5 miR-627-3p潜在的靶基因和介导的信号通路

Fig.5 Potential target genes and signaling pathways

mediated by miR-627-3p

·· 982



朱永刚, 等 . miR-627-3p在食管鳞状细胞癌组织中的表达及其对癌细胞恶性生物学行为的影响

3 讨 论

miRNA 是一类由内源基因编码长度约 2~23 个

核苷酸的单链非编码 RNA 分子，在真核细胞内普遍

存在［4］，是近年来研究较为广泛的一类非编码RNA。

miRNA在 ESCC中表达失调，影响肿瘤细胞增殖、凋

亡、转移和侵袭等多种生物学行为，成为目前该领域

的研究热点。本研究首次探讨了 miR-627-3p 在

ESCC细胞中表达的临床意义以及对ESCC细胞生物

学功能的影响，为ESCC的发生发展机制提供了新的

理论依据。

本研究采用 qPCR 方法检测了在 86 例 ESCC 组

织及 20 例癌旁食管黏膜组织中 miR-627-3p 的表达

状况，结果显示，miR-627-3p 在 ESCC 组织中的表达

明显低于在癌旁食管组织中的表达，且与 ESCC 患

者的淋巴结转移和临床分期呈负相关。生存分析

结果表明，miR-627-3p 高表达的 ESCC 患者 5 年总

生存率明显高于低表达的 ESCC 患者，与 Kaplan-

Meier Plotter 在线数据库的生存分析结果一致。以

上结果显示，miR-627-3p 可能在 ESCC 的发生发展

过程中发挥了抑癌作用，与 ESCC 的淋巴结转移和

不良预后相关。

在细胞功能方面，本研究发现，miR-627-3p 在

KYSE170 细胞中的表达水平最低，在 KYSE30 细胞

中的表达水平最高。转染miR-627-3p mimic后，细胞

的增殖能力无明显变化，而细胞的迁移和侵袭能力

明显降低；转染 miR-627-3p inhibitor 后，细胞的增殖

能力无明显变化，而细胞的迁移和侵袭能力明显增

加。以上结果提示，miR-627-3p可能抑制ESCC细胞

的迁移和侵袭，进而影响ESCC的转移和进展。有研

究［13］报道，在骨肉瘤中，miR-627-3p可通过抑制靶基

因 PTN 从而抑制骨肉瘤细胞的增殖和转移。此外，

miR-627-3p可抑制肺腺癌的增殖和浸润［14］。miRNA

的作用方式多样，可通过结合其他 RNA 或蛋白发挥

作用，例如结合 circRNA发挥海绵分子效应从而影响

肺癌细胞的增殖与侵袭［15-16］，介导多种下游信号转导

通路从而影响肿瘤的发生发展进程［17-18］。本研究通

过KEGG分析探讨了miR-627-3p可能介导的下游信

号转导通路，结果显示，miR-627-3p影响了多条与肿

瘤的发生发展密切相关的信号通路，具体机制有待

进一步研究。

综上所述，miR-627-3p 在 ESCC 组织中低表达，

且低表达与ESCC患者的不良预后相关，miR-627-3p

抑制ESCC细胞的迁移和侵袭，且可能通过干扰多条

与肿瘤相关的信号通路发挥生物学功能。
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