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[摘 要] 目的：探讨微小RNA-6803（miR-6803）及其宿主基因蛋白磷酸酶6调节亚单位1（protein phosphatase 6 regulation sub-

unit 1, PPP6R1）在食管鳞状细胞癌（ESCC）中的表达和PPP6R1基因启动子区甲基化状态及其在ESCC发生及发展中的作用。

方法：采用2013年至2014年间河北医科大学第四医院生物标本库的72例ESCC手术患者癌组织及对应的癌旁组织标本，用实

时荧光定量PCR法检测miR-6803和PPP6R1在ESCC组织及其癌旁组织和DNA甲基化转移酶抑制剂 5-氮杂-2’-脱氧胞苷（5-

Aza-dC）处理前后的ESCC细胞株TE1、TE13、Eca109、T.TN、Kyse170中的表达水平。用甲基化特异性PCR（MSP）法检测ESCC

细胞系和组织及其癌旁组织中PPP6R1的甲基化状态，分析其与患者临床病理特征的关系。结果：ESCC组织中miR-6803和

PPP6R1的表达水平显著低于癌旁组织（0.318±0.156，0.408±0.177 vs 1.000±0.001，均P<0.05），miR-6803表达水平与淋巴结转移、

组织分化程度及TNM分期密切相关(均P<0.05)；PPP6R1表达水平与TNM分期和组织学分化程度密切相关（均P＜0.05）。ESCC

组织中miR-6803和PPP6R1基因的表达具有显著相关性（P<0.05）。ESCC组织中PPP6R1的启动子区甲基化率显著高于癌旁组

织（56.94% vs 36.11%，P＜0.05），并与TNM分期和组织学分化程度密切相关（均P＜0.05）,miR-6803和PPP6R1基因的低表达与

PPP6R1启动子区甲基化明显相关（P＜0.05）。经 5-Aza-dC处理后，5种ESCC细胞中miR-6803和PPP6R1的表达均升高，并且

TE1、TE13、Kyse170细胞中PPP6R1基因甲基化程度降低，非甲基化程度增加，其余2种细胞中PPP6R1基因均表现为非甲基化状

态。结论：miR-6803及其宿主基因PPP6R1的低表达可能与ESCC的发生发展密切相关，其启动子区甲基化可能是miR-6803和

PPP6R1表达沉默的机制之一。
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Expression and methylation status of miRNA- 6803 and PPP6R1 in esophageal
squamous cell carcinoma and their relationship with clinical characteristics of
ESCC patients

SHEN Supeng, XU Fenglou, LIU Jianghui, LU Fan, LIANG Jia, GUO Wei, DONG Zhiming (Cancer Institute of

Hebei Province, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of microRNA-6803(miR-6803) and its host gene PPP6R1 in

esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and the role of promoter methylation status of PPP6R1 in the tumori-

genisis and progression of ESCC. Methods: ESCC tissues and corresponding para-cancerous tissues from 72 cases

of ESCC patients stored in the bio-specimen base of the Fourth Hospital Affiliated to Heibei Medical University dur-

ing 2013 and 2014 were collected for this study.Real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR) was used to detect

the expression of miR- 6803/PPP6R1 in collected tissues and in ESCC cell lines (TE1, TE13, Eca109, T.TN,

Kyse170) treated or untreated with DNA methyl-transferase inhibitor 5-aza-2’-detoxycytidine (5-Aza-dC). Methyla-
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tion specific PCR (MSP) method was used to detect the methylation status of PPP6R1 in esophageal cancer cell

lines and collected tissues, respectively. Results: The relative expressions of miR-6803 and PPP6R1 in ESCC tis-

sues were significantly reduced compared to correspondingtissues (0.318±0.156, 0.408±0.177 vs 1.000±0.001, all P<

0.05), and expression of miR-6803 was associated with lymph node metastasis, TNM stage and pathological differ-

entiation (all P<0.05); The expression of PPP6R1 was associated with TNM stage and pathological differentiation

(all P<0.05). There was a significant correlation between the relative expression of miR-6803 and PPP6R1 in ESCC

tissues (P<0.05).The promoter methylation frequency of PPP6R1 in ESCC tissues was significantly higher than that

in corresponding normal tissues (56.94% vs 36.11%, P<0.05), and was also associated with TNM stage and patho-

logical differentiation (all P<0.05). The low expression of miR-6803/PPP6R1 was significantly correlated with pro-

moter methylation of PPP6R1 in ESCC tissues (P<0.05). The relative expression level of miR-6803 and PPP6R1 in

5 ESCC cell lines was enhanced after the treatment with 5-Aza-dC. After treatment with 5-Aza-dC, the methylation

level of PPP6R1 was decreased in TE1, TE13, Kyse170 cells, while complete unmethylation of PPP6R1 was detect-

ed in other two cell lines. Conclusion: Aberrant low expression of miR-6803 and its host gene PPP6R1 are closely

related to the occurrence and development of ESCC, and promoter methylation may be one of the mechanisms for

inactivation of miR-6803/PPP6R1 in ESCC.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma; microRNA-6803(miR-6803); protein phosphatase 6 regulates sub-

unit 1（PPP6R1）gene；methylation

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(9): 972-978. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.09.008]

微小 RNA（microRNA，miRNA）是一类长约 22

个核苷酸的内源性非编码RNA。miRNA具有广泛

的基因调节功能，位于编码基因内含子区的miRNA

称为内含子miRNA或基因内miRNA[1-2]。这些miR-

NA通常与其宿主基因共享启动子区，并与宿主基因

一起发生转录。有研究[3-5]表明，内含子miRNA与其

宿主基因在细胞功能上可能有协同作用。本研究在

miRNA芯片数据基础上结合生物信息学分析筛选与

食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell cancer，

ESCC）发生发展相关的miR-6803及其宿主基因蛋白

磷酸酶 6调节亚单位 1（protein phosphatase 6 regula-

tion subunit 1, PPP6R1），探索两者在ESCC组织和细

胞中表达及其甲基化水平，分析其与患者临床病理

特征的关系，为确认miR-6803和PPP6R1在ESCC发

生发展中的作用提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取河北医科大学第四医院生物标本库保存的

2013年至2014年间的72例ESCC手术患者癌组织及

对应的癌旁组织标本，经病理学切片确诊。其中男

性 47例，女性 25例，年龄 39~78岁，中位年龄 60岁。

全部患者术前均未经化疗和放疗，所有研究对象均

签署知情同意书，研究方案经医院伦理委员会批准

同意。采集的每例标本一部分置于RNAlater液中存

于-80℃冰箱中，用于DNA和RNA的提取。肿瘤组

织及癌旁组织均进行常规的病理诊断证实，按照国

际抗癌联盟（UICC；2009年版）TNM分期：Ⅰ期 2例

(2.78%），Ⅱ期 25例（34.72%），Ⅲ期 27例（37.50%），

Ⅳ期 18例（25.00%）。按照WHO肿瘤病理学分级标

准（2000年版）分级：高分化17例（23.61%），中低分化

55例（76.39%）。

1.2 细胞系及主要试剂

实验用 ESCC 细胞 TE13、T.TN、Yes-2、Eca109、

Kyse170由河北医科大学第四医院生物标本库保留

并传代。RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司，胎

牛血清、5-氮杂-2’-脱氧胞苷(5-aza-2’-deoxycytidine,

5-Aza-dC)购自美国 Sigma公司，蛋白酶K购美国自

Merck 公司，甲基化转化试剂盒购自德国 Qiagen 公

司，总RNA提取试剂盒购自德国QIAGEN公司，逆转

录试剂盒购自美国 Invitrogen公司，miRNA cDNA第

一链合成试剂盒、miRNA荧光定量检测试剂盒购自

天根生化科技（北京）有限公司。qPCR引物均在上

海生工合成。

1.3 ESCC细胞系的培养

将ESCC细胞TE13、T.TN、Yes-2、Eca109、Kyse170

用含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链

霉素的 RPMI 1640 培养液，置于 37 ℃、饱和湿度和

5%CO2的培养箱中传代培养。取对数生长期细胞，

用 5-Aza-dC（终浓度 5 μmol/L）处理细胞株作为实验

组，每 24 h更换液体，培养 2 d，第 3天换全血清培养

基培养 24 h后收集细胞并提取DNA及RNA。以未

经5-Aza-dC处理的ESCC细胞系作为对照组。

1.4 miRNA芯片高通量筛选作为研究对象的miR-
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NA及其宿主基因

结合生物信息学分析的基础上筛选ESCC发生

发展相关的候选 miRNA，选取 miR-6803 为研究对

象，并在 UCSC（University of California Santa Cruz）

基因序列数据库中进行检索，发现miR-6803为内含

子miRNA，其宿主基因为PPP6R1。经在线基因数据

库分析miR-6803/PPP6R1转录起始点周围发现CpG

岛。

1.5 qPCR 检测 ESCC 组织及细胞中 miR- 6803 及

PPP6R1的表达

按 TRIzol 试剂说明书提取 5-Aza-dC 处理前后

的细胞系和 72例ESCC及癌旁组织中的总RNA，按

逆转录试剂盒说明书提供的步骤将RNA逆转录合成

miRNA对应的 cDNA第一链，并按照配套荧光定量

检测试剂盒说明书设计miR-6803的上游引物，引物

序列见表1。反向引物及内参U6的引物由试剂盒提

供。qPCR反应条件：94℃预变性 2 min；PCR循环中

模板变性：94℃变性20 s、60℃退火34 s，退火、延伸，

共40个循环。按照逆转录试剂盒说明书建议的比例

加样，将 RNA 逆转录成 cDNA。qPCR 反应条件：

94℃预变性 10 min；94℃变性 15 s，56℃退火 30 s，

72℃延伸 30 s，共 40个循环；72℃，7min。以 2-ΔΔCt表

示miR-6803和PPP6R1 mRNA的相对表达量，ΔCt=

CtmRNA/miRNA-CtGAPDH/ U6，ΔΔCt=ΔCt病例组-ΔCt对照组。

表1 miR-6803及PPP6R1基因qPCR和MSP引物序列

Tab. 1 Primer sequences of miR-6803 and PPP6R1 gene

Types

qPCR

miR-6803

U6

PPP6R1

GAPDH

MSP

PPP6R1

Primer sequence

F: 5’- CGCACCTGCCTCTCACCCACAG -3’

F: 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’
F: 5’-ACAGCCAACATCACCTTC-3’

R: 5’-CGTCCTCCTCTTCCTCAT-3’

F: 5’-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’

R: 5’-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3’

MF: 5’-GGTTTATTTCGGGGTAGATC-3’

MR: 5’-GGTTTATTTCGGGGTAGATC-3’

UR: 5’-TGGGTTTATTTTGGGGTAGATT-3’

UF: 5’-CCTCCCACAACTATATTAATAC-3’

Product size（bp）

118
104

163

163

1.6 甲基化特异性PCR（MSP）法检测ESCC组织及

细胞系中PPP6R1甲基化状态

采用常规酚/氯仿抽提法，提取 5-Aza-dC处理前

后 ESCC 细胞系和 72 例 ESCC 及癌旁组织中 DNA，

用紫外分光光度法定量，每个样本中均取2 μg DNA，

按照EpiTect Fast DNA纯化试剂盒说明书对样本进

行转化及纯化，经UCSC基因序列数据库进行序列检

索，并结合 Methprimer CpG 岛预测软件分析，发现

PPP6R1在横跨部分启动子及第一外显子区有一长

达 1 080 bp 的 CpG 岛，CG 二核苷酸序列密度大于

50%。本实验在此CpG岛范围内设计MSP检测用引

物，引物位置位于启动子区（−541～−378 bp）。用甲

基化引物和非甲基化引物进行 PCR扩增，引物序列

见表 1。qPCR 反应条件为：95℃预变性 10 min 后，

95℃变性 45 s，退火 45 s，72℃延伸 1 min，35个循环

后，72℃延伸 7 min。MSP扩增产物经 2%琼脂糖凝

胶电泳，用UV凝胶电泳成像及图像分析系统进行图

像分析。甲基化结果的判定方法如下：（1）完全甲基

化，甲基化特异引物扩增出目的条带，而非甲基化特

异引物未扩增出目的条带；（2）非甲基化，非甲基化

特异引物扩增出目的条带，而甲基化引物未扩增出

目的条带；（3）不完全甲基化，甲基化特异引物和非

甲基化特异引物均扩增出目的条带，统计时将不完

全甲基化归入甲基化。MSP 阳性对照采用基因组

DNA经甲基化酶SssⅠ处理以后进行PCR，阴性对照

用灭菌双蒸水取代 DNA 模板进行 PCR。为进行

MSP检测的质量控制，随机选取 10%的标本进行重

复实验。

1.7 统计学处理

应用 SPSS13.0软件，计量数据以x̄±s表示，组间

比较采用 t检验；计数资料采用χ2检验，相关性分析采

用Pearson分析，均为双侧检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ESCC组织中miR-6803的表达及其与临床病理
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特征的关系

经在线基因数据库分析，miR-6803位于宿主基

因PPP6R1的第 4位内含子上，且在PPP6R1基因上

游5’端区域存在密集的CpG岛（图1）。qPCR法检测

结果（表 2，图 2A）显示，ESCC组织中miR-6804的表

达水平显著低于相应癌旁组织（t=- 37.025，P<

0.05）。ESCC患者miR-6804表达水平与其病理分级

（t=2.563，P<0.05）、TNM 分期（t=20.65，P<0.05）有

关，而与患者淋巴结转移情况、性别及年龄无关

（t=-1.416，0.566，0.747；均P＞0.05）。

2.2 ESCC组织中 PPP6R1的表达及其与临床特征

的关系

qPCR检测结果（表 2，图 2B）显示，ESCC组织中

PPP6R1的表达水平显著低于癌旁组织（t=-28.325，

P<0.05）。ESCC患者PPP6R1基因的表达水平与病

理分级（t=-2.496，P<0.01）、TNM 分期（t=2.356，P<

0.01）有关，而与患者的淋巴结转移、性别及年龄无关

（分别 t=-1.890，-0.740，1.181；均P>0.05）。ESCC组

织中miR-6803表达与其宿主基因PPP6R1表达有显

著相关性（r=0.878, P<0.05；图2C)。

图1 miR-6803和PPP6R1基因结构示意图

Fig. 1 Schematic map of genomic structure of miR-6803 and

PPP6R1 gene

*P<0.05 vs para-cancerous tissues

A：Relative expression of miR-6803 in ESCC tissues；B: Relative expression of PPP6R1 mRNA in ESCC tissues；

C: Pearson correlation between miR-6803 and PPP6R1 mRNA

图2 ESCC组织中miR-6803和PPP6R1 mRNA的相对表达

Fig. 2 Relative expression of miR-6803 and PPP6R1 mRNA in ESCC tissues

表2 miR-6803和PPP6R1的表达及甲基化状态与患者临床病理资料的关系

Tab. 2 Correlations of the expression and methylation status of miR-6803 and PPP6R1 in ESCC tissues

with the clinicopathologic features

Group

Total

Gender

Male

Female
Age

≥60

＜60
Lymph node

+

-

Differe-ntiation

Well

Poorly

TNM stage

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

N

72

47

25

37

35

46

26

17

55

27

45

Expression of miR-6803

sx ±

0.318±0.156

0.325±0.173

0.305±0.124

0.331±0.167

0.304±0.145

0.299±0.166

0.350±0.134

0.382±0.154

0.286±0.148

0.365±0.156

0.288±0.150

t

-37.025

0.566

0.747

-1.416

2.563

20.65

P

0.000

0.573

0.457

0.162

0.013

0.043

Expression of PPP6R1

sx ±

0.408±0.177

0.426±0.186

0.395±0.172

0.432±0.169

0.383±0.184

0.330±0.183

0.405±0.182

0.423±0.172

0.342±0.189

0.407±0.181

0.328±0.180

t

-0.740

1.181

-1.890

2.087

2.536

P

0.000

0.462

0.242

0.062

0.040

0.020

Methylation of PPP6R1 promoter

n(%)

41(56.94)

26(55.32)

15(60.00)

22(56.76)

25(60.61)

36(63.16)

11(36.67)

6(35.29)

30(66.67)

11(40.74)

30(66.67)

χ2

7.185

0.146

0.001

5.553

4.626

6.675

P

0.007

0.703

0.974

0.018

0.039

0.031
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2.3 ESCC组织中 PPP6R1基因甲基化状态及其与

临床病理特征的关系

MSP分析结果(表2)显示，PPP6R1在ESCC组织

中甲基化率显著高于癌旁组织（χ2=7.185，P<0.05）。

ESCC 患者 PPP6R1 基因甲基化状态与其病理分级

(χ2=4.255，P<0.05)、TNM 分期 (χ2=4.626，P<0.05)有

关，而与患者的及淋巴结转移、性别、年龄无关（χ2=

5.553，0.146，0.001，均P>0.05）。

2.4 ESCC 组织中 miR- 6803 和 PPP6R1 表达与

PPP6R1启动子区甲基化的关系

在72例ESCC组织中，发生PPP6R1甲基化的组

织中miR-6803表达水平显著低于未发生甲基化的组

织 (0.283 ± 0.138 vs 364 ± 0.167, t=− 2.195, P<0.05）；

PPP6R1 mRNA在甲基化组的相对表达水平显著低

于未发生甲基化组(0.361±0.160 vs 0.469±0.183, t=−

2.653, P<0.05）。

2.5 ESCC细胞系中miR-6803和PPP6R1表达及其

甲基化状态

经5-Aza-dC处理后，5种ESCC细胞TE1、TE13、

Eca109、T.TN、Kyse170 中 miR-6803 和 PPP6R1 的表

达均升高(图 3A，3B)，并且TE1、TE13、Kyse170细胞

系中PPP6R1基因甲基化程度降低、非甲基化程度增

加，其余 2种细胞系中PPP6R1基因均表现为非甲基

化状态(图3C)。

*P<0.05，**P<0.05 vs 5Aza-dC(-) group

A: Expression of miR-6803; B: Expression of PPP6R1; C: Methylation of PPP6R1;

+: 5-Aza-dC-treated；-: 5-Aza-dC-untreated

图3 ESCC细胞系中miR-6803和PPP6R1的表达及甲基化状态

Fig. 3 Expression and methylation statusof miR-6803 and PPP6R1 gene in ESCC cell lines

3 讨 论

近年来，关于内含子miRNA及其宿主基因表达

及功能通路的研究越来越受到人们的关注。有研

究 [6]表明，内含子miRNA及其宿主基因的相对表达

水平具有一致性，其表达水平的高低可能受到宿主

基因启动子的调控。宿主基因启动子区DNA甲基化

可能是导致内含子miRNA及其宿主基因表达沉默的

重要机制。Dohi等[7]应用甲基化芯片筛选在肝细胞

癌中具有启动子区甲基化的 miRNA，发现 miRNA-

335与其宿主基因中胚层特异性转录本（mesoderm-

specific transcript, MEST）在肝细胞癌中表达水平具

有一致性，且其表达下调可能是由于宿主基因启动

子区CpG岛甲基化导致的。Grady等[8]在对结直肠癌

的研究发现，内含子 miR- 342 及其宿主基因 EVL

（Enah/Vasp-like)表达沉默，其沉默机制可能是EVL基

因上游的CpG岛甲基化。Yeung等[9]的实验结果也表

明，HPV-16感染相关的子宫颈癌抑制基因miR-23b

的低表达可能与其宿主基因C9orf3启动子区甲基化

有关，miR-23b 低表达后 HPV-16 型 E6 基因表达升

高，从而导致肿瘤发生。

miR-6803 是在 miRNA 芯片数据基础上并结合

生物信息学分析筛选出的，是ESCC组织中显著低表

达的miRNA之一。在UCSC基因序列数据库中检索

发现，miR- 6803 为内含子 miRNA，其宿主基因为

PPP6R1。miR-6803 位于 PPP6R1 的第 4 位内含子

上。PPP6R1基因属于丝/苏氨酸磷酸酶的蛋白磷酸

酶（protein phosphatase，PPP）家族成员，该家族成员
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在体内参与多种生理过程，包细胞周期、细胞增殖及

分化等过程[10-12]。有研究[13]认为，siRNA敲除PPP6R1

可能导致 IκB激酶 ε（kinases ε, IκBε）对TNF-α的反应

性降低，从而增加其致癌活性。

首先，本研究经GEO数据库检索芯片数据结果

显示，PPP6R1 基因在 5-Aza-dC 处理后的肝癌细胞

系、前列腺癌细胞系、乳腺癌细胞系等多种肿瘤细胞

中表达升高，提示PPP6R1在这些肿瘤中低表达可能

与其DNA甲基化有关。进一步结合Methprimer CpG

岛预测软件在线分析miR-6803/PPP6R1转录起始点

周围发现CpG岛。基于以上数据分析结果，本课题

进一步探索miR-6803/PPP6R1在ESCC中的表达情

况及其与甲基化的关系。

本研究中在 72例ESCC及相应癌旁组织中检测

miR- 6803 和 PPP6R1 的相对表达水平，结果显示

miR-6803和 PPP6R1在 ESCC组织中表达水平均显

著低于癌旁组织（P<0.05）。结果提示 miR- 6803/

PPP6R1表达沉默可能与ESCC的发生有关，而且在

ESCC组织中miR-6803与 PPP6R1的表达水平呈正

相关（P<0.05），支持内含子miR-6803与其宿主基因

PPP6R1表达相一致的推论。

为了进一步验证 miR-6803/PPP6R1 在 ESCC 中

是否存在甲基化，本研究首先检测miR-6803/PPP6R1

在5种ESCC细胞TE1、TE13、Eca109、T.TN、Kyse170

中的表达均呈阴性或弱阳性，经甲基化抑制剂5-Aza-

dC处理后，上述 5种细胞中miR-6803/PPP6R1的表

达水平均增高，提示基因组DNA甲基化可能是导致

miR- 6803/PPP6R1 在 ESCC 中表达下调的机制之

一。本研究还应用MSP法检测 5种ESCC细胞系中

PPP6R1的甲基化状态，结果显示未经5-Aza-dC处理

的 5种细胞中PPP6R1均扩增出甲基化条带，应用 5-

Aza-dC处理后，TE1、TE13、Kyse170细胞系中PPP6R1

基因甲基化程度降低，非甲基化程度增加，其余 2种

细胞系中PPP6R1基因均表现为非甲基化状态，进一

步提示miR-6803/PPP6R1在ESCC中表达缺失或降

低可能与宿主基因PPP6R1启动子区DNA甲基化有

关。本研究结果与上述文献报道相一致。

此外，本研究还发现PPP6R1在ESCC组织中的

甲基化率显著高于癌旁组织，且 miR-6803/PPP6R1

在ESCC组织中低表达与PPP6R1启动子区甲基化有

关，进一步提示 miR-6803/PPP6R1 表达下调可能与

其启动子区 CpG 岛异常高甲基化密切相关。并且

PPP6R1基因的高甲基化与ESCC组织的病理分级及

患者TNM分期相关，提示该基因甲基化导致的基因

沉默可能与ESCC的恶性表型相关，对预后评估可能

有一定的参考意义。但本研究也发现PPP6R1表达

阳性且该检测区域也发生甲基化的组织，其甲基化

检测结果显示不完全甲基化状态，提示可能在部分

肿瘤组织中可能PPP6R1启动子区甲基化不足以抑

制其转录而呈阳性表达。

总之，本研究结果提示，内含子miR-6803与其宿

主基因 PPP6R1 在 ESCC 中的表达具有一致性，

miRN-6804在ESCC组织中低表达可能受到PPP6R1

启动子区的调控，PPP6R1基因启动子区甲基化可能

是导致miR-6803/ PPP6R1低表达的重要机制之一。

Yatin 等 [14]分析 PPP6R1 可能对 Notch1 胞内域（intra-

celluar domain of Notch1，ICN1）有蛋白修饰作用，

PPP6R1是否参与Notch1的信号调节还有待于进一

步验证。而由此认为，对 miR-6803/PPP6R1 作用机

制的进一步研究可能为ESCC的诊断及预后评估提

供新的分子依据。
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