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miR-216b-5p靶向ATG5介导自噬逆转食管癌Eca109细胞的顺铂耐药性

邱善婷，李晓燕，陈哲聪，高梦源，金舒怡，陈文虎（杭州医学院  基础医学与法医学院，浙江  杭州  310059）

[摘  要]  目的：探讨miR-216b-5p对食管癌Eca109细胞顺铂（DDP）耐药性的影响及其作用机制。方法:采用 qPCR法检测

miR-216b-5p在食管癌细胞 TE-1、KYSE-150、Eca109和耐药细胞 Eca109/DDP中的表达水平。利用脂质体转染技术分别将

miR-216b-5p mimic及mimic NC、自噬相关蛋白5（ATG5）过表达质粒转染到Eca109/DDP细胞中，用CCK-8、EdU法和FCM分别

检测转染后细胞的增殖和凋亡；mRFP-eGFP-LC3双荧光标记实验检测mRFP-eGFP-LC3慢病毒感染后各组细胞自噬发生情况，

WB法检测自噬相关蛋白LC3、Beclin 1和P62表达。用荧光素酶报告基因实验验证miR-216b-5p与ATG5的靶向关系，WB法检

测ATG5的表达。建立裸鼠Eca109/DDP细胞移植瘤模型，观察miR-216b-5p过表达对移植瘤生长的影响。结果：miR-216b-5p在

TE-1、KYSE-150、Eca109和Eca109/DDP细胞中均呈低表达（均P<0.05）。过表达miR-216b-5p可显著抑制Eca109/DDP细胞的增

殖并诱导凋亡（均P<0.05），减少细胞中自噬小体数量（P<0.05），下调 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和Beclin 1蛋白水平、上调P62蛋白水

平（均 P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验证实miR-216b-5p靶向并负调控ATG5的表达（P<0.05），过表达 ATG5 可使 miR-216b-5p 

mimic对Eca109/DDP细胞增殖、自噬的抑制作用和凋亡的诱导作用明显减弱（均P<0.05），自噬相关蛋白P62表达降低、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比

值和Beclin 1表达升高（均P<0.05）。荷瘤实验结果表明，miR-216b-5p过表达可显著抑制裸鼠移植瘤的生长（P<0.05）。结论：
miR-216b-5p过表达可逆转食管癌Eca109/DDP细胞对DDP的耐药性，其机制可能与靶向负调控ATG5表达并影响细胞自噬有关。

[关键词]  食管癌；Eca109/DDP细胞；miR-216b-5p；自噬；增殖；凋亡；顺铂耐药

[中图分类号]  R735.1; R730.2      [文献标识码]  A      [文章编号]  1007-385x（2023）07-0552-08

miR-216b-5p mediates autophagy to reverses cisplatin resistance of esophageal 
cancer Eca109 cells by targeting ATG5

QIU Shanting, LI Xiaoyan, CHEN Zhecong, GAO Mengyuan, JIN Shuyi, CHEN Wenhu (School of Basic Medical Sciences & Forensic 

Medicine, Hangzhou Medical College, Hangzhou 310059, Zhejiang, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effect of miR-216b-5p on cisplatin (DDP) resistance in esophageal cancer Eca109 cells and 

its mechanism. Methods: The expression levels of miR-216b-5p in esophageal cancer cells TE-1, KYSE-150, Eca109 and drug 

resistant Eca109/DDP cells were detected by qPCR. The miR-216b-5p mimics, mimic NC and autophagy related protein 5 (ATG5) over-

expressed plasmids were transfected into Eca109/DDP cells by liposome transfection technique. The proliferation and apoptosis of 

transfected Eca109/DDP cells were detected by CCK-8, EdU methods and flow cytometry, respectively. The occurrence of autophagy in 

each group of cells after transfection with mRFP-eGFP-LC3 lentivirus was examined by mRFP-eGFP-LC3 dual fluorescent labeling 

assay, and the expression of autophagy-related markers, LC3, Beclin 1 and P62, was detected by WB. The targeting relationship between 

miR-216b-5p and ATG5 was verified by luciferase reporter gene assay, and the expression of ATG5 was detected by Western blotting. A 

nude mouse Eca109/DDP cell transplanted tumor model was established to observe the effect of miR-216b-5p over-expression on the 

growth of transplanted tumor. Results: miR-216b-5p was lowly expressed in TE-1, KYSE-150, Eca109 and Eca109/DDP cells (all 

P<0.05). Over-expression of miR-216b-5p significantly inhibited the proliferation and induced apoptosis of Eca109/DDP cells (both 

P<0.05), reduced the number of autophagosomes in transfected cells (P<0.05), and down-regulated LC3Ⅱ/LC3Ⅰ ratio and Beclin 1 

protein level, but up-regulated P62 protein level (all P<0.05). Luciferase reporter gene assay confirmed that miR-216b-5p negatively 

regulated ATG5 expression (P<0.05). Over-expression of ATG5 could significantly weaken the effects of miR-216b-5p mimic on 

suppressing proliferation, autophagy and inducing apoptosis of Eca109/DDP cells (all P<0.05), and reduce the expression of autophagy 

related protein P62, but increase the LC3Ⅱ/LC3Ⅰ ratio and Beclin 1 protein level (all P<0.05). The tumor bearing experiments 

showed that over-expression of miR-216b-5p could significantly inhibit the growth of transplanted tumors in nude mice (P<0.05). 
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Conclusion: Over-expression of miR-216b-5p can reverse DDP resistance in Eca109/DDP cells, and the mechanism may be related to 

its negative regulation of autophagy-related gene ATG5 to affect cell autophagy. 
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食管癌是临床最常见、最具侵袭性的恶性肿瘤

之一。在中国平均每年约有 30万新发食管癌病例，

由于食管癌早期缺少明显的症状和体征，多数患者

初诊时已属晚期，导致食管癌生存率低、病死率

高[1-2]。顺铂（cisplatin，DDP）被广泛用作包括食管癌

在内的多种肿瘤的治疗剂，其不良反应的存在和耐

药性的产生显著限制了DDP的疗效[3-4]。因此，深入

探讨食管癌细胞DDP耐药的机制，将有助于临床上

对食管癌的治疗。近年来，随着对肿瘤耐药机制研

究的不断深入，miRNA参与肿瘤耐药的机制受到研

究者的广泛关注[5-6]。例如，过表达miR-216b-5p可靶

向抑制TrkB蛋白水平增强PC3-DR细胞对多西他赛

的化疗敏感性[7]。 lncRNA IDH1-AS1 通过竞争性结

合miR-216b-5p调控细胞自噬而促进前列腺癌细胞

的增殖和抑制凋亡[8]。研究结果[9-11]证实，自噬相关蛋

白 5（autophagy associated protein 5，ATG5）在多种类

型的肿瘤细胞中高表达并增强肿瘤细胞的自噬及耐

药性。目前尚未见有关miR-216b-5p通过调控ATG5

表达参与食管癌细胞DDP耐药的作用机制的研究报

道。本研究在细胞水平探讨miR-216b-5p是否通过

靶向ATG5介导自噬来影响食管癌Eca109细胞DDP

耐药及其调控机制，旨在为临床治疗DDP耐药的食

管癌提供实验依据和新的策略。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物及主要试剂

人食管癌细胞TE-1、KYSE-150和Eca109购自武

汉普诺赛生命科技有限公司，Eca109/DDP细胞和人食

管上皮细胞HET-1A购自浙江美森细胞科技有限公司。

雄性BALB/c裸鼠（16~24 g）购自上海斯莱克公司[实验

动物合格证号：SCXK（沪）2022-0004]。

RPMI 1640 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶和

Lipo2000 转染试剂购自美国 Thermo Fisher 公司，

RIPA细胞裂解液和BCA蛋白测定试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，转染细胞专用模拟物

（miR-216b-5p mimic、NC mimic）、动物体内专用模拟

物（Agomir miR-216b-5p mimic、Agomir NC）购自上

海吉玛基因公司，荧光素酶报告基因检测试剂盒购

自美国Promega公司，ATG5相关质粒购自上海吉凯

生物技术有限公司，双荧光mRFP-eGFP-LC3慢病毒

购自上海汉恒生物科技有限公司，TRIzol、miRNA逆

转录试剂盒、SYBR GREEN试剂盒及相关PCR引物

均购自日本TaKaRa公司，ATG5、P62、Beclin 1、LC3B

和GAPDH抗体和HRP标记的羊抗兔二抗均购自美

国Abcam公司，CCK-8试剂盒、EdU细胞增殖检测试

剂盒和Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自

日本Dojindo公司。

1.2  细胞培养与分组转染

HET-1A、TE-1、KYSE-150和Eca109细胞培养在

含10%FBS、1%青链霉素的RPMI 1640培养基中，于

37 ℃、5%CO2、饱和湿度的细胞培养箱中培养，每

1~2 d更换1次培养基。

将Eca109/DDP细胞分为空白对照组、NC mimic

组、miR-216b-5p mimic 组、miR-216b-5p mimic+OE-

ATG5组。将Eca109/DDP细胞以 5×105个/孔的密度

接种在6孔板中，按照Lipo2000转染试剂说明书分别

将 NC mimic、miR-216b-5p mimic、miR-216b-5p 

mimic联合ATG5过表达质粒转染至Eca109/DDP细

胞，空白对照组细胞为未转染细胞。转染 6 h后，用

PBS洗涤细胞3次，换成普通培养基，继续培养48 h。

通过qPCR法检测转染效率。

1.3  qPCR法检测食管癌细胞中miR-216b-5p的表达

水平

收集各组食管癌细胞，用 TRIzol 提取细胞总

RNA，测定其纯度和浓度，按照逆转录试剂盒说明书

用逆转录酶将其合成 cDNA。使用 SYBR Green试

剂盒进行 qPCR 检测。miR-216b-5p 的上游引物为

5′-GGGGAAATCTCTGCAGGCAA-3′ ，下游引物为

5′-CAGTGCAGGGTCCGAGGT-3′ ；U6 上游引物为

5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′，下游引物为 5′-AAC 

GCTTCACGAATTTGCGT-3′。qPCR反应条件：95 ℃

预处理 5 min；95 °C 10 s、95 °C 5 s、60 °C 20 s，共

40个循环。反应结束后，以U6为内参对照，以 2-ΔΔCt

法计算miR-216b-5p的相对表达量。

1.4  CCK-8法检测DDP杀伤食管癌细胞的 IC50值

取对数生长期 Eca109/DDP 细胞，以每孔 4×103

个细胞接种于 96孔板，置于培养箱中过夜培养。次

日各组细胞分别加入不同浓度梯度的DDP（0、2、4、

8、16、32 μmol/L），每组设置6个复孔，继续培养48 h。

每孔中加入10 μL CCK-8溶液，在培养箱中处理3 h，

使用酶标仪测量 450 nm 处的光密度（D）值，使用

GraphPad软件计算 IC50值。

1.5  EdU法检测食管癌细胞的增殖能力

取各组对数生长期 Eca109/DDP 细胞，以每孔
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2×105个接种于24孔板，置于培养箱中培养过夜。加

入EdU液，37 ℃培养2 h。4%多聚甲醛固定30 min，

PBS清洗 3次后行DAPI染色，荧光显微镜下观察并

统计细胞的增殖情况。

1.6  FCM检测食管癌细胞的凋亡水平

取各组对数生长期 Eca109/DDP 细胞，以每孔

2×105个接种于24孔板，置于培养箱中过夜培养。经

胰酶消化，PBS洗涤，根据Annexin V-FITC/PI试剂盒

说明书，加入 500 μL缓冲液重悬细胞，再分别加入

5 μL Annexin V-FITC溶液与10 μL PI染色液，混匀后

室温下处理15 min，以FCM检测细胞的凋亡水平。

1.7  WB法检测食管癌细胞中LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、P62、

Beclin 1和ATG5等蛋白的表达

收集各组细胞，用BCA试剂盒测定提取的总蛋

白浓度。用10%SDS-PAGE分离蛋白质，然后将蛋白

质转移到 PVDF膜上，用含有 5%脱脂奶粉的 TBST

缓冲液中室温封闭 2 h。加入稀释度均为 1∶1 000的

LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、P62、Beclin 1、ATG5 和 GAPDH 一

抗，4 ℃下反应过夜。加入 HRP 标记的羊抗兔二

抗（稀释度为 1∶4 000），室温下处理 2 h，通过ECL化

学发光法显色。采集图像，使用用 Image J软件分析

蛋白质条带的灰度值。

1.8  激光共聚焦显微镜观察mRFP-eGFP-LC3慢病

毒感染后食管癌细胞的自噬体数量变化

取各组对数生长期 Eca109/DDP 细胞，以每孔

2×105个接种于 24 孔板，于培养箱中过夜培养。用

mRFP-eGFP-LC3 慢病毒感染 Eca109/DDP 细胞 24 h

后，4%多聚甲醛固定 30 min，PBS清洗 3次，在激光

共聚焦显微镜下观察细胞自噬情况并拍照，对细胞

内自噬体数量进行统计分析。

1.9  双荧光素酶报告基因实验验证miR-216b-5p与

ATG5的靶向结合关系

PCR 扩增含 miR-216b-5p 结合位点的 ATG5 序

列，构建ATG5的野生型（ATG5 WT）载体。采用基因

突变技术将结合位点突变后，构建 ATG5 突变型

（ATG5 MUT）载体。分别将 ATG5 WT、ATG5 MUT

与NC mimic或miR-216b-5p mimic共转染至Eca109/

DDP细胞，转染 6 h后更换新鲜培养基，继续培养

48 h。收集细胞，按照试剂盒说明书裂解细胞，离心

后收集上清液，检测荧光素酶活性。以海肾荧光素

酶活性为内参，计算相对萤火虫荧光素酶活性。

1.10  裸鼠Eca109/DDP细胞移植瘤模型建立及观察

取对数生长期 Eca109/DDP 细胞 2×106 个，悬浮

于100 μL PBS中，接种到裸鼠的右腋部皮下，实验分

为 PBS 组、DDP+Agomir miR-216b mimic 和 DDP+

Agomir NC组（3只/组）。每周用游标卡尺测量皮下

移植瘤长度（L）和宽度（W），并按照公式（L×W2）/2计

算皮下移植瘤的体积。35 d后，安乐死处理裸鼠，剥

离移植瘤，称质量。

1.11  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 21.0

统计学软件进行数据处理，用GraphPad Prism 7软件

绘制相关图片。符合正态分布的计量数据以 x̄±s 表

示，两组间比较采用独立样本 t 检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  miR-216b-5p在食管癌细胞中均呈低表达

qPCR 法检测结果（图 1）显示，食管癌 Eca109、

KYSE-150、TE-1 细胞中 miR-216b-5p 的表达水平显

著低于HET-1A细胞（均P<0.05，图1A）；与Eca109细

胞相比，Eca109/DDP 细胞中 miR-216b-5p 的表达水

平更显著降低（P<0.05，图1B）。结果表明，食管癌细

胞中 miR-216b-5p 均呈低表达，而在 Eca109/DDP 细

胞中表达水平更低。

图1    qPCR法检测miR-216b-5p在各食管癌细胞（A）和Eca109/DDP细胞（B）中的表达

2.2  过表达miR-216b-5p可显著增强Eca109/DDP细

胞DDP敏感性

qPCR法检测结果（图 2A）显示，与NC mimic组

比较 ，miR-216b-5p mimic 组 Eca109/DDP 细胞中

miR-216b-5p表达显著升高（P<0.05），表明转染成功。

CCK-8法检测结果（图2B）显示，过表达miR-216b-5p
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可显著抑制 Eca109/DDP 的增殖能力（P<0.05），其

IC50值为8.55 μmol/L。EdU实验结果（图2C）显示，过

表达 miR-216b-5p 可显著抑制细胞增殖（P<0.05）。

FCM检测结果（图 2D）显示，过表达miR-216b-5p可

显著促进 Eca109/DDP 细胞凋亡（P<0.05）。结果表

明，过表达 miR-216b-5p 可增强 Eca109/DDP 细胞

DDP敏感性。

A：qPCR法检测miR-216b-5p mimic的转染效率；B：CCK-8法检测细胞的增殖能力；

C：EdU法检测细胞增殖能力（×100）；D：FCM检测细胞凋亡水平。

图2    转染miR-216b-5p增强Eca109/DDP细胞的DDP敏感性

2.3  过表达miR-216b-5p可显著抑制Eca109/DDP细

胞自噬

激光共聚焦显微镜观察结果（图 3A、3B）显示，

过表达miR-216b-5p显著减少Eca109/DDP细胞中自

噬小体数量（P<0.05）。WB 实验结果（图 3C）显

示，过表达 miR-216b-5p 可下调 Eca109/DDP 细胞

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和Beclin 1蛋白水平、上调 P62蛋

白水平（均P<0.05），细胞自噬水平降低。结果表明，

过表达miR-216b-5p可显著抑制Eca109/DDP细胞的

自噬。

2.4  miR-216b-5p靶向调控ATG5的表达

通过TargetScan数据库预测，结果（图 4A）发现，

ATG5是miR-216b-5p的下游潜在靶基因，miR-216b-5p

可结合ATG5的 3'UTR。双荧光素酶报告基因实验

结果（图4B）显示，过表达miR-216b-5p可以明显下调

ATG5 WT细胞的荧光强度（P<0.05），而ATG5 MUT

细胞的荧光强度与对照组相比差异无统计学意义

（P>0.05）。WB结果（图4C）显示，过表达miR-216b-5p

可显著下调 ATG5 蛋白水平（P<0.05）。结果表明，

miR-216b-5p可直接靶向负调控ATG5的表达。

2.5  miR-216b-5p靶向ATG5介导自噬逆转Eca109/

DDP细胞DDP耐药性

激光共聚焦显微镜观察结果（图 5A）显示，过表

达 ATG5 可逆转 miR-216b-5p mimic 对 Eca109/DDP

细胞自噬的抑制作用（P<0.05）。WB结果（图 5B）显

示，过表达 ATG5 可逆转 miR-216b-5p mimic 导致的

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和Beclin 1蛋白水平下调及P62蛋

白水平上调（均P<0.05）。CCK-8法实验结果（图 5C）

显示，过表达 ATG5 可逆转 miR-216b-5p mimic 对细

胞增殖活力及 IC50值的影响（均P<0.05）。EdU实验

·· 555



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2023, 30(7)

结果（图 5D）显示，过表达ATG5可逆转miR-216b-5p 

mimic导致的细胞增殖抑制（P<0.05）。FCM检测结

果（图 5E）显示，过表达 ATG5 可逆转 miR-216b-5p 

mimic 对细胞凋亡的促进作用（P<0.05）。结果表明，

miR-216b-5p可通过靶向负调控ATG5的表达来介导

细胞自噬，从而逆转Eca109/DDP细胞DDP耐药性。

A：激光共聚焦显微镜下观察mRFP-GFP-LC3的荧光自噬小体（×630），箭头示自噬小体；B：mRFP-GFP-LC3

双荧光自噬体数量统计分析；C：WB法检测Eca109/DDP细胞中自噬相关蛋白表达。

图3    过表达miR-216b-5p抑制Eca109/DDP细胞的自噬

A：TargetScan数据库预测miR-216b-5p与ATG5的结合位点；B：双荧光素酶报告基因实验验证

miR-216b-5p与ATG5靶向关系；C：WB法检测Eca109/DDP细胞中ATG5的表达。

图4  miR-216b-5p直接靶向负调控ATG5表达

2.6  miR-216b-5p过表达显著降低裸鼠Eca109/DDP

细胞移植瘤DDP耐药性

裸鼠荷瘤实验结果（图 6）显示，在DDP处理下，

Agomir miR-216b-5p mimic组裸鼠Eca109/DDP细胞

移植瘤的体积和质量均显著小于对照组和 Agomir 

NC组（均P<0.05），表明miR-216b-5p过表达明显降

低裸鼠Eca109/DDP细胞移植瘤DDP耐药性。

3  讨  论

食管癌是消化系统常见恶性肿瘤之一，目前其

治疗以手术及放、化疗为主[12]。DDP是治疗局部进展

期及转移性食管癌的一线药物，其抗肿瘤作用是诱

导DNA损伤和线粒体凋亡，最终杀死肿瘤细胞[13-14]。

食管癌患者的早期治疗效果显著，但其产生的耐药
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是导致治疗失败的重要原因，其主要机制包括促进

药物排出细胞内和减少药物蓄积、增强药物灭活及

DNA修复、产生保护性细胞自噬、抑制细胞凋亡信号

转导等作用[15-17]。因此，深入挖掘食管癌治疗中DDP

耐药的相关机制对提高临床化疗药物的敏感性具有

重要意义。

A和B：ATG5过表达可部分逆转miR-216b-5p过表达对Eca109/DDP细胞自噬的抑制作用；C和D：ATG5过表达部分

缓解miR-216b-5p过表达对Eca109/DDP细胞增殖的抑制作用；E：ATG5过表达促进Eca109/DDP细胞凋亡。

图5    过表达ATG5部分逆转miR-216b-5p过表达对Eca109/DDP细胞自噬和DDP敏感性的影响

A和B：miR-216b-5p过表达可显著抑制小鼠移植瘤的生长；C：裸鼠移植瘤的生长曲线。

图6    miR-216b-5p过表达显著降低裸鼠Eca109/DDP细胞移植瘤对DDP的耐药性

近年来，关于miRNA参与肿瘤耐药机制的研究 越来越深入。研究结果[18]显示，大约 50%的miRNA
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与肿瘤有关。如 miR-216b-5p 靶向调控 BTN3A2 促

进胶质瘤迁移[19]，miR-216b-5p调控ZNF146促进结直

肠癌进展[20]。此外，miR-216b-5p在肿瘤耐药中也发

挥重要作用，如miR-216b-5p的失调与上皮性癌化疗

耐药相关 [21]。本研究发现，miR-216b-5p在各食管

癌细胞和 Eca109/DDP 细胞中均呈低表达，过表达

miR-216b-5p可显著增强Eca109/DDP细胞的DDP敏

感性。

ATG5属于自噬相关蛋白之一，在应激情况下，

肿瘤细胞的自噬效应被激活或增加，为其提供能量

或再生原料，从而提高细胞的生存能力[22-23]。已有研

究表明，在宫颈癌[24]、乳腺癌[25]、胃癌[26]等多种肿瘤

中，化疗会激活自噬，从而导致化疗耐药性的产生。

铂类药物通过抑制DNA的复制和转录，使DNA出现

断裂和编码等错误以杀死肿瘤细胞[27]。DDP耐药后

的多种肿瘤受到自噬的调控，如在睾丸癌中沉默

ATG5及ATG7可抑制睾丸癌细胞的自噬和增殖；如

在肺鳞癌中沉默ATG5可抑制癌细胞的自噬，肺腺癌

A549/DDP细胞也受到ATG5等自噬蛋白的调控[28-29]。

本研究通过双荧光素酶报告基因实验证实ATG5是

miR-216b-5p的靶基因，过表达ATG5可使miR-216b-5p 

mimic对Eca109/DDP细胞增殖、自噬的抑制和诱导

凋亡的作用明显减弱。同时，自噬相关蛋白P62表达

降低、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和Beclin 1蛋白水平升高。

综上所述，本研究证实在食管癌Eca109/DDP细

胞中过表达miR-216b-5p能够通过靶向抑制ATG5的

表达来下调细胞的自噬水平，从而逆转Eca109/DDP

细胞DDP耐药性，阐明了miR-216b-5p在食管癌细胞

自噬调控中的作用和分子机制，为食管癌DDP耐药

提供了新的治疗靶点。
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