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miR-515-5p通过靶向HDAC2影响食管癌发生发展的分子机制
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[摘 要] 目的：探讨miR-515-5p对食管癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其分子机制。方法：选取2020年6月至2020年12月

在河北医科大学第四医院手术切除的60例食管癌患者的癌组织标本和20例健康成人的食管上皮组织标本，以及食管癌细胞TE1、

Eca109、KYSE30和KYSE170，用 qPCR 法检测食管癌组织和细胞中miR-515-5p的表达水平。在Eca109细胞中转染miR-515-5p

模拟物以及其阴性对照物、在TE1细胞中转染miR-515-5p抑制剂以及其阴性对照物，qPCR法检测转染效率，用CCK-8法、Transwell

实验分别检测转染细胞的增殖、迁移及侵袭能力。采用生物信息学方法分析预测miR-515-5p的下游靶基因，双荧光素酶报告基因

实验验证组蛋白去乙酰化酶2（histone deacetylase 2，HDAC2）为miR-515-5p的靶基因。应用GEPIA和TCGA数据集分析HDAC2在

食管癌组织中的表达及其与患者临床特征的关系。结果：miR-515-5p在食管癌组织及细胞中表达降低（均P<0.01）。过表达miR-515-5p抑

制食管癌Eca109细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P<0.05或P<0.01），而敲低miR-515-5p 表达则可增强食管癌 TE1 细胞的增殖、侵

袭和迁移能力（均P<0.05）。双荧光素酶报告基因分析证明，HDAC2是miR-515-5p的靶基因。qPCR和WB实验结果显示，miR-515-5p

对HDAC2 mRNA和蛋白表达具有负调控作用。挽救实验证实miR-515-5P通过靶向HDAC2抑制食管癌Eca109细胞的增殖、迁移

和侵袭能力（P<0.05或P<0.01）。结论：miR-515-5p通过靶向HDAC2影响食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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miR-515-5p effects the carcinogenesis of esophageal cancer via targeting HDAC2
and its molecular mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of miR-515-5p on proliferation, migration and invasion of esophageal cancer (EC)

cells and the molecular mechanism. Methods: Cancer tissue specimens from 60 patients with esophageal cancer that surgically resected

at the Fourth Hospital of Hebei Medical University from June 2020 to December 2020, esophageal epithelial tissue specimens from 20

healthy adults, as well as esophageal cancer cell lines (TE1, Eca109, KYSE30 and KYSE170) were selected for this study. Quantitative

reverse transcription polymerase chain reaction (qPCR) was performed to detect miR-515-5p expression in above mentioned EC tissues

and cells. Eca109 cells were transfected with miR-515-5p mimics or its negative controls, and TE1 cells were transfected with miR-515-5p

inhibitors or its negative controls. The transfection efficiency was detected by qPCR, and the proliferation, migration and invasion of

transfected cells were detected by CCK-8 assay and transwell assay respectively. Bioinformatics tools were used to predict the

downstream target genes of miR-515-5p, and HDAC2 (histone deacetylase 2) was verified to be a target gene of miR-515-5p by dual

luciferase reporter gene assay. GEPIA and TCGA databases were used to analyze the expression of HDAC2 in EC tissues and its

correlation with clinical characteristics of EC patients. Results: miR-515-5p was downregulated in EC tissues and cells (all P<0.01).

Over-expression of miR-515-5p inhibited the proliferation, migration and invasion ability of Eca109 cells (P<0.05 or P<0.01), while

down-regulation of miR-515-5p enhanced the proliferation, migration and invasion ability of TE1 cells (both P<0.05). Furthermore,

HDAC2 was demonstrated to be a target gene of miR-515-5p by dual luciferase reporter gene assay. qPCR and Western blotting

results showed that miR-515-5p negatively regulated the mRNA and protein expression of HDAC2. Rescue experiments confirmed

that miR-515-5p inhibited the proliferation, migration and invasion ability of esophageal cancer Eca109 cells by targeting HDAC2 (P<0.05

or P<0.01). Conclusion: miR-515-5p affects proliferation, migration and invasion of EC cells by targeting HDAC2.
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食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤。根据2020

年发布的全球癌症统计数据，食管癌病死率位列肿

瘤致死的第七，患者的 5年生存率仅 20%[1]。中国是

世界上食管癌发病率和病死率最高的国家，其严重

威胁着人民的生命健康[2]。手术切除是目前治疗食

管癌的首选方法。但是，由于食管癌缺乏早期的特

异性症状，大多数患者容易失去最佳手术时机，导致

生活质量下降和不良预后。尽管近年来在食管癌的

诊断和治疗方面取得了一些进展，但食管癌发生发

展的确切机制仍不完全清楚。miRNA是一组内源性

的非编码RNA，通过与其下游基因mRNA的 3'非翻

译区（3'UTR）直接相互作用，在基因表达调控中发挥

重要作用[3]。研究结果[4]发现，有许多miRNA作为癌

基因或抑癌基因参与癌症发生发展相关的生物学过

程，如细胞增殖、迁移和侵袭。miR-515-5p在肺癌、

前列腺癌中发挥抑癌基因的作用[5-6]。本研究在分

析 miR-515-5p 基因结构的基础上，用 qPCR 法检测

miR-515-5p在食管癌组织和细胞中的表达水平，

通过 在 Eca109 细 胞 过 表 达 、TE1 细 胞 中 敲 低

miR-515-5p 表达，探讨 miR-515-5p 对食管癌细胞增

殖、迁移和侵袭的影响及其分子机制，为临床食管癌

的诊断、治疗和预后评估提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞及主要试剂

选取 2020年 6月至 2020年 12月在河北医科大

学第四医院胸外科行肿瘤切除术的60例原发性食管

癌患者的癌组织标本（术后均经病理确诊为食管

癌），立即置于 RNA 保存液中（后续将组织抽提为

RNA）；并选取20例健康成人志愿者的食管上皮组织

标本作为对照。所有患者和志愿者术前均告知并签

署知情同意书，研究方案经所在医院医学伦理委员

会审查批准（2020ky357）。

人食管癌细胞TE1、Eca109、KYSE30和 KYSE170

均购自武汉普诺赛生命科技有限公司。RPMI 1640

培养基、青链霉素双抗混合液、胰蛋白酶购自美国

Gibco公司，胎牛血清购自上海依科赛生物制品有限

公司，TRIzol试剂盒购自美国 Invitrogen公司，qPCR

Mix 及双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国

Promega公司，Hiperfect 转染试剂购自德国QIAGEN

公司，miR-515-5p 模拟物（mimic）及其阴性对照物

（NC mimic）、miR-515-5p抑制剂（inhibitor）及其阴性

对照物（NC inhibitor）均购自广州锐博生物技术有限

公司，CCK-8 试剂盒购自美国 MCE 公司，Transwell

小室购自美国Corning公司，基质胶购自美国BD公

司，组蛋白去乙酰化酶2（histone deacetylase 2, HDAC2）

抗体购自美国Abcam公司，β-actin抗体购自武汉三

鹰生物技术有限公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的

兔二抗购自Proteintech公司，PVDF膜及ECL发光液

购自美国Millipore公司。

1.2 细胞培养、转染及分组

TE1、Eca109、KYSE30 和 KYSE170 细胞在含

10% 胎牛血清及 1% 青链霉素的 RPMI 1640 培养基

中，并置于含 5%CO2的 37℃恒温培养箱中培养。取

对数生长期的Eca109和TE1细胞，消化、重悬、计数，取

5×105个细胞接种与6孔板中。按照Hiperfect转染试

剂说明书推荐的转染方法，将miR-515-5p mimic、NC

mimic转染到Eca109细胞，将miR-515-5p inhibitor和

NC inhibitor转染到TE1细胞。实验分为miR-515-5p

mimic组、NC mimic组、miR-515-5p inhibitor组和NC

inhibitor组。转染6~8 h后，更换完全培养基，继续培

养24~48 h进行后续实验。

1.3 qPCR法检测食管癌组织及细胞中miR-515-5p

和 HDAC2 mRNA的表达水平

使用TRIzol试剂分别提取食管癌组织和细胞的

总RNA，将总RNA逆转录为 cDNA，再以 cDNA为模

板进行 qPCR扩增反应。qPCR反应条件：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。qPCR引物序列：miR-515-5p上下

游引物序列广州锐博生物技术有限公司未提供；U6:

上游引物为 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',下游引

物为5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'；HDAC2上

游引物为 5'-ACCTCCGATTCCGAGCTTTC-3'，下游

引物为 5'-TCATTTCTTCGGCAGTGGCT-3'；GAPDH

上游引物为5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3',下游

引物为5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'。以U6或

GAPDH 作为内参照，采用 2-△△Ct法计算 miR-515-5p

或HDAC2 mRNA的相对表达量。

1.4 双荧光素酶报告基因实验检测miR-515-5p的下

游靶基因

构建 HDAC2 野生型（WT）及突变型（MUT）的

3′UTR 质粒，将 HDAC2 mRNA 3'UTR合成并克隆至

pGL3载体中。将4×104个细胞/孔接种于12孔板中，次日

将 pGL3-HDAC2 3'UTR WT 或 MUT 重组载体与

miR-515-5p mimic或NC mimic共转染食管癌细胞。

转染48 h后，收集细胞，用双荧光素酶报告基因检测试

剂盒测定各组转染细胞的荧光素酶活性。

1.5 CCK-8法检测miR-515-5p变化对食管癌细胞增

殖能力的影响

取对数生长期的各组转染细胞，以 4×104个/mL

接种于96孔板（100 μL/孔）中。分别于转染后0、24、

48、72、96 h时，在每孔中加入 10 μL CCK-8试剂，轻
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轻混匀匀后置于 37 ℃、5%CO2 恒温培养箱中培养

1~2 h。用酶标仪 450 nm波长处检测每孔细胞的光

密度（D）值，以D值代表细胞的增殖水平。

1.6 Transwell实验检测miR-515-5p变化对食管癌细

胞迁移和侵袭能力的影响

细胞迁移实验：将转染后各组对数生长期

Eca109 细胞或 TE1 细胞进行消化、重悬和计数，取

200 μL 密度为 2×105 个/mL 的细胞悬液接种于

Transwell 上室中，下室中加入 600 μL 完全培养基。

在培养 48 h后取出Transwell小室，清洗后，用 4%多

聚甲醛固定 20 min，在 0.1%结晶紫染色 10 min。在

光学显微镜下观察、统计穿膜细胞数，并随机选取 3

个视野拍照。细胞侵袭实验：除在Transwell上室预

铺基质胶外，其余操作步骤同细胞迁移实验。

1.7 WB法检测Eca109细胞中HDAC2蛋白的表达

收 集 NC mimic 及 miR-515-5p mimic 两 组

Eca109细胞，并用含 1%蛋白酶K的RIPA裂解液冰

上裂解30 min，离心后取上清即为细胞总蛋白。变性

后的蛋白质经10%SDS-PAGE分离，再将蛋白质条带

转移至 PVDF膜上，用 5%脱脂奶粉封闭 1 h后加入

HDAC2（1∶1 000）及β-actin抗体（1∶1 000），4 ℃下过

夜处理。次日，加入HRP标记的兔二抗（1∶10 000），

室温中处理2 h后加入ECL发光液显影。采用 ImageJ

软件分析蛋白条带的灰度值，以HDAC2/β-actin的灰

度比值表示HDAC2蛋白的相对表达量。

1.8 生物信息学分析miR-515-5p可能参与的信号通路

应用DIANA TOOLS工具预测hsa-miR-515-5p可

能参与的信号通路。应用TargetScan 数据库预测

miR-515-5p的下游靶基因。应用GEPIA数据库分析

HDAC2在食管癌组织和正常食管上皮组织中的差异表

达。根据食管癌样本类型、组织学类型、肿瘤分期、肿

瘤分级和淋巴结转移状况的不同，应用UALCAN数据

库分析TCGA数据集中食管癌HDAC2的表达水平。

1.9 统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 22.0

统计软件进行数据分析，呈正态分布的计量数据以

x̄±s表示，两组间数据比较采用 t检验，多组间数据比

较采用单因素方差分析，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-515-5p的基因结构及其在食管癌组织及细

胞中的表达

成熟的 miR-515-5p 是由 83 个核苷酸茎环的

miR-515衍生而来，图1A展示了miR-515在人类基因组

chr19（q13.42）区域的基因结构（数据来源于miRBase）。

qPCR法检测结果（图1B）显示，miR-515-5p在食管癌组

织中的表达水平显著低于正常食管上皮组织（P<0.01）。

临床数据分析发现，临床分期越 高 的 食 管 癌

组织中 miR-515-5p的表达水平越低（P<0.01；图1C）。

在食管癌 TE1、Eca109、KYSE30、KYSE170 细胞中，

Eca109细胞中miR-515-5p的相对表达水平最低、TE1细

胞中相对表达水平最高（图 1D）。因此，选择Eca109

和 TE1 细胞进行后续的生物学功能实验。

2.2 过表达或敲低 miR-515-5p 降低或提高食管癌

细胞的增殖、迁移及侵袭能力

转染 miR-515-5p mimic 或 miR-515-5p inhibitor

后，与NC mimic或NC inhibitor 组比较：miR-515-5p

mimic组Eca109细胞中miR-515-5p表达水平显著升

高、miR-515-5p inhibitor组TE1细胞中miR-515-5p表

达水平显著降低（P<0.01 或 P<0.05，图 2A）；miR-

515-5p mimic 组 Eca109 细胞的增殖能力显著下

降 、miR-515-5p inhibitor 组 TE1 细胞的增殖能力显

著升高（均 P<0.05，图 2B）；miR-515-5p mimic 组

Eca109 细胞的迁移和侵袭能力均显著降低 、

miR-515-5p inhibitor组 TE1细胞的迁移和侵袭能力

均显著增强（P<0.05或P<0.01，图 2C）。实验结果表

明，过表达miR-515-5p 显著降低食管癌Eca109细胞

的增殖、迁移和侵袭能力，敲低miR-515-5p则显著提

高食管癌TE1细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

2.3 HDAC2是miR-515-5p的直接靶标

KEGG通路分析结果显示，miR-515-5p与癌症的

信号通路显著相关（图 3A）；利用TargetScan数据库

对miR-515-5p的下游靶基因进行了预测，结果表明

HDAC2 的 3′UTR 区存在两个 miR-515-5p 的结合位

点（图 3B）。双荧光素酶报告基因实验结果（图 3C）

显示，miR-515-5p mimic 抑制了 WT HDAC2 3′UTR

的荧光素酶活性（P<0.01），但对MUT HDAC2 3′UTR

的荧光素酶活性几乎没有影响（P>0.05）。随后，在

Eca109 细胞中进行了 miR-515-5p 的过表达实验，

qPCR 法和 WB 法实验结果显示，转染 miR-515-5p

mimic后，Eca109细胞中HDAC2 mRNA和蛋白表达

水平均显著下降（均P<0.01，图 3D、E）。实验结果表

明，HDAC2是miR-515-5P的直接靶标。

2.4 miR-515-5p通过靶向HDAC2抑制食管癌Eca109

细胞的增殖、侵袭和迁移

GEPIA数据库资料分析结果（图4A）显示，与正常

食管上皮组织相比，HDAC2在食管癌组织中表达显著

上调（P<0.05）。此外，根据样本类型（图4B）、组织学类

型（图4C）、临床肿瘤分期（图4D）、肿瘤分级（图4E）和

淋巴结转移状况（图4F），应用UALCAN数据库对TCGA

数据集中HDAC2在食管癌中的表达进行了分析。结
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果显示：在临床分期高、肿瘤分级高、淋巴结转移数量

多的样本中，HDAC2的表达水平更高（均P<0.05）。为

了进一步验证miR-515-5p是否通过靶向HDAC2而抑

制食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，将miR-515-5p

mimic和HDAC2过表达载体共转染Eca109细胞，检测

转染细胞的增殖、迁移和侵袭能力。检测结果（图4G）

显示，过表达 HDAC2 后，miR-515-5p对细胞增殖的

抑制作用明显减弱。同样的，过表达 HDAC2后，

miR-515-5p对Eca109细胞迁移和侵袭的抑制作用也

被减弱（P<0.05或 P<0.01 ，图 4H 、4I）。以上结果

提示，miR-515-5p 通过靶向 HDAC2 调控食管癌

Eca109 细胞的增殖、迁移和侵袭（图5）。

A：人类基因组chr19(q13.42)区miR-515的基因结构；B：60例食管癌组织与20例正常食管上皮组织中miR-515-5p表达差异；

C：不同临床分期食管癌组织中miR-515-5p的表达（n=60）；D：qPCR法检测食管癌细胞中miR-515-5p的表达水平

图1 miR-515-5p基因结构及其在食管癌组织和细胞中的表达水平

*P<0.05, **P<0.01

A：qRCR法检测miR-515-5p mimic或miR-515-5p inhibitor在食管癌细胞中的转染效率；B：CCK-8法检测转染细胞的增殖能力；

C：Transwell实验检测转染细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）

图2 过表达或敲低miR-515-5p对食管癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响
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A：KEGG 富集分析miR-515-5p下游靶基因参与的信号通路；B：miR-515-5p和HDAC2 3′UTR结合位点的示意图；C：双荧光素酶

报告基因实验检测不同转染组Eca109细胞的荧光素酶活性；D：qRCR法检测Eca109细胞中HDAC2 mRNA的相对表达量；

E：WB法检测Eca109细胞中HDAC2蛋白的相对表达量

图3 在食管癌中细胞中HDAC2是miR-515-5p的直接靶标

*P<0.05,**P<0.01

A、B：GEPIA（A）、UALCAN（B）数据库分析HDAC2在食管癌组织中的表达水平；C~F：UALCAN数据库分析HDAC2在食管癌组织

中的表达与患者临床特征的关系；G：CCK-8实验检测miR-515-5p mimic和HDAC2过表达载体共转染对Eca109细胞增殖能力的影

响；H、I：Transwell实验检测miR-515-5p mimic和HDAC2过表达载体共转染对细胞迁移、侵袭能力的影响（结晶紫染色，×200）

图4 miR-515-5p 通过靶向HDAC2抑制食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭
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图5 miR-515-5p通过靶向HDAC2调控食管癌细胞的增殖、

迁移和侵袭的示意图

3 讨 论

miRNA是一种常见的非编码RNA，全长约21个

核苷酸，广泛存在于动物、植物和病毒中[7-10]。miRNA

的主要作用机制是通过与靶基因的3'UTR区结合，抑

制靶基因的表达，导致靶基因转录后沉默[11]。本研究

探讨了miR-515-5p对食管癌细胞的生物学功能的影

响，并发现其通过靶向HDAC2发挥抑制食管癌细胞

增殖、迁移和侵袭的作用，为食管癌的发生发展提供

了新的实验依据。

研究结果[12-17]表明，miR-515-5p参与肿瘤的发生

发展，且可作为 lncRNA和 circRNA的分子海绵。本

研究采用qPCR法对食管癌细胞进行筛选，结果发现

miR-515-5p 在 Eca109 细胞中表达水平最低，在 TE1

细胞中表达水平最高。转染 miR-515-5p mimic 后，

Eca109细胞的增殖、迁移及侵袭能力均显著下降；而

转染miR-515-5p inhibitor后，TE1细胞的增殖、迁移

及侵袭能力均显著升高。为进一步研究miR-515-5p

在食管癌发生发展中的作用，应用KEGG分析探讨

了miR-515-5p可能介导的下游信号转导通路，发现

其影响了多条与癌症发生发展相关的信号通路。通

过生物信息学分析对miR-515-5p可能的下游靶基因

进行了预测，发现HDAC2可能是miR-515-5p的下游

靶基因，通过双荧光素酶报告基因实验证实了

miR-515-5p可以直接靶向HDAC2基因的3'UTR。本

研究结果提示，HDAC2可能作为miR-515-5p的靶基

因，抑制食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭。据报

道，miR-515-5p通过与一些已知的癌基因直接相互

作用，在多种肿瘤中发挥肿瘤抑制作用。例如，

miR-515-5p可以通过调节MARK4来抑制乳腺癌和

肺癌细胞的迁移和转移[18]。miR-515-5p还可能通过

靶向CBX4抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭[19]。

也有研究[20]认为，miR-515-5p通过靶向CXCL6抑制

非小细胞肺癌细胞的转移。与上述研究结果一致的

是，本研究结果表明miR-515-5p在食管癌中发挥着

重要的肿瘤抑制作用。

综上所述，本研究结果表明miR-515-5p抑制食

管癌细胞的增殖、侵袭及迁移，并通过直接靶向

HDAC2发挥抑制食管癌发生发展的生物学作用。但

关于为何miR-515-5p在食管癌组织中低表达？其低

表达的分子机制是什么？还需要进一步研究。
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