
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Feb. 2018, Vol. 25, No. 2

∙研究快报∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2018.02.002

[基金项目] 河北省杰出青年基金资助项目（No.2016206410）。Project supported by the Science Fund for Outstanding Youth of Hebei Province

(No.2016206410)

[作者简介] 刘飞(1986-)，男，硕士，实习研究员，主要从事肿瘤免疫的基础研究，E-mail:kyzxlf@hotmail.com

[通信作者] 桑梅香 (SANG Meixiang, corresponding author), 博士，研究员，硕士生导师，主要从事肿瘤方面的基础研究，E-mail: mxsang@hot-

mail.com

miR-92b通过调控EZH2基因的表达抑制食管癌细胞Eca109的增殖和

侵袭

刘飞，孟令娇，刘世娜，谷丽娜，李娟，张建东，吴云艳，桑梅香(河北医科大学第四医院 科研中心，河北石家庄

050011)

[摘 要] 目的：探讨食管癌（esophageal carcinoma，EC）细胞中miR-92b对组蛋白甲基转移酶 zeste同源物增强子2(enhancer

of zeste homolog 2,EZH2)基因表达的调控作用，以及对EC细胞增殖和侵袭能力的影响。方法：选取河北医科大学第四医院

科研中心保存的 2016 年 1月至 2017 年 1月 15例EC患者手术癌组织标本，通过生物信息学软件预测分析对EZH2可能调控的

miRNAs，将预测的miRNAs mimic分别转染人EC细胞Eca109 后，采用实时荧光定量PCR、Western blotting和双荧光素酶报告基

因实验验证miRNAs对EZH2基因的靶向调控作用。同时将EZH2过表达质粒共转染至Eca109，然后采用CCK-8法、流式细胞术

和Transwell 细胞侵袭及迁移实验分别检测miRNAs和EZH2表达变化对EC细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的影响。结果：转染

miR-92b的Eca109细胞中EZH2 mRNA与mimic-NC相比明显降低(P<0.01)，转染miR-92b的 Eca109细胞中EZH2蛋白表达水平

明显低于转染mimic-NC组 (0.525±0.052 vs 0.689±0.026，P<0.01）。生物信息学软件分析显示，miR-92b、let-7a及miR-25 可与

EZH2基因3’端非翻译区的结合位点相结合，但仅有miR-92b可以调控EZH2基因的表达，且miR-92b表达与EZH2 mRNA表达成

负相关(P<0.01)。miR-92b mimic转染后EZH2 mRNA、蛋白及荧光素酶报告基因活性均明显下调（均P<0.01），对Eca109细胞凋

亡无明显影响(P>0.05)；miR-92b mimic转染能抑制ECa109细胞的增殖和侵袭及迁移能力(P<0.01)。而EC细胞转染EZH2过表

达质粒后，miR-92b mimic对ECa109细胞增殖和侵袭及迁移能力的抑制作用明显减弱 (P<0.01)。结论：miR-92b可抑制ECa109

细胞的增殖和侵袭及迁移能力，其作用机制可能与靶向调控抑癌基因EZH2的表达有关。
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miR-92b suppresses growth and invasion of esophageal cancer Eca109 cells by
regulating EZH2 gene expression

LIU Fei, MENG Lingjiao, LIU Shina, GU Lina, LI Juan, ZHANG Jiandong, WU Yunyan, SANG Meixiang

(Research Center, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the regulating effects of miR-92b on the expression of EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) gene

and the proliferation and invasion abilities of esophageal cancer (EC) cells. Methods: Fifteen cases of esophageal cancer tissues that

preserved in the research center of the Fourth Hospital Affiliated to Heibei Medical University from January 2016 to January 2017 were

selected for this study. The bioinformatics tool was used to predict the possible miRNAs that might target EZH2. The mimics of predict-

ed miRNAs were transfected into human esophageal carcinoma cell lines Eca109, respectively. Then the regulation effect of miRNAs

on EZH2 gene expression was validated by real-time PCR, Western blotting and dual luciferase reporter experiment. In the meanwhile,

EZH2 over-expression plasmids were co-transfected into esophageal carcinoma Eca109 cells, and the effects of miRNAs and EZH2 ex-

pression changes on the proliferation, apoptosis , invasion and migration of esophageal carcinoma cells were detected by CCK-8 meth-

od, Flow Cytometry, Transwell Invasion and migration assay, respectively. Results: Bioinformatics analysis showed that miR-92b, let-

7a and miR-25 could combine with potential binding sites at 3’-terminal non-translation region of EZH2 gene. Real-time PCR results

showed that only miR-92b was able to regulate the expression of EZH2, and miR-92b was negatively correlated to EZH2 in esophageal

cancer (P<0.01). Compared with mimic-NC, the expression of EZH2 mRNA, protein and luciferase activity in Eca109 cells after miR-
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92b mimic transfection was significantly down-regulated (both P<0.01). However, miR-92b mimic transfection had no effect on the

apoptosis of Eca109 cells. Moreover, the proliferation, invasion and migration of Eca109 cells were significantly inhibited after transfec-

tion with miR-92b-mimic (P<0.01). In addition, after co-transfection with EZH2 over-expression plasmids, the effects of miR-92b-mim-

ic on the proliferation, invasion and migration of Eca109 cells were significantly weakened (P<0.01). Conclusion: miR-92b can inhibit

the proliferation, invasion and migration of esophageal carcinoma cells, and its mechanism may be related to its target regulation of EZH2.

[Key words] esophageal carcinoma(EC); miR-92b ;enhancer of zeste homolog 2（EZH2) gene; proliferation; invasion; migration
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在世界范围内，食管癌（esophageal carcinoma,

EC）已经成为严重威胁人类生命杀手之一。EC是导

致美国中年男性癌症死亡的重要类型之一，其5年生

存率低于20%[1]。在我国每年新发EC患者数量高达

25万，其发病率及病死率均居第 4位[2]。组蛋白甲基

转移酶 zeste同源物增强子 2(enhancer of zeste homo-

log 2,EZH2)基因位于 7号染色体长臂 7q35，含有 20

个外显子，编码 746个氨基酸，属于多梳家族。它可

以通过催化组蛋白H3赖氨酸 27发生三甲基化进而

沉默靶基因的表达[3]。笔者先前的研究[4-6]表明，EZH2

基因在EC组织中高表达，与患者不良预后明显相关,

且过表达EZH2能够增加EC细胞增殖和侵袭能力。

但是在 EC 组织中 EZH2 过表达的机制目前尚不清

楚。miRNAs是进化上保守的、长度约为21～23个核

苷酸的非蛋白质编码RNA，它能够通过结合靶基因

3’非翻译区抑制靶基因的表达[7]。miRNAs大约能够

调控 1/3人类mRNA表达，miR-92b在肺癌[8]、成胶质

细胞瘤[9]、垂体腺瘤[10]、膀胱癌[11]、肝癌[12]、骨肉瘤[13]、

EC[14]等恶性肿瘤中表达水平异常，与肿瘤的发生、发

展、增殖及迁移密切相关。然而，在EC中miR-92b与

EZH2间是否存在调控关系，尚未见报道。本研究探

讨EC细胞中miR-92b对组蛋白甲基转移酶EZH2基

因表达的调控作用及对EC细胞增殖和侵袭能力的

影响，以期为EC治疗提供新靶点。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取河北医科大学第四医院科研中心保存的

2016年 1月至 2017年 1月 15例EC患者手术癌组织

标本，经病理学检测确诊。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。采集的每例标本存

于-80 ℃冰箱中，用于RNA的提取。

1.2 细胞和主要试剂

人EC细胞株Eca109来自于河北医科大学第四

医院科研中心。RPMI DMEM培养基、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，RIPA细胞裂解液购自上海贝博生物公司，

TRIzol购自美国 Invitrogen公司，Platinum SYBR Su-

perMix 试剂、FuGENE HD、pGL3-Promoter 质粒和

pRL-TK质粒以及双荧光素酶报告基因检测试剂盒

均购自美国 Promega 公司，Hiper fect transfection re-

agent转染试剂购自德国QIAGEN公司，凋亡检测试

剂盒购于上海贝博生物试剂公司，miR-25、miR-92b

及 let7a的模拟物（mimics）及无关miRNAs（NC mim-

ics）购自苏州吉玛基因公司，pCMV6 Entry-EZH2-

Myc-DDK质粒均购自ORIGENE公司，PCR引物购

自锐博公司和英潍捷基贸易有限公司，定点突变试

剂盒购自美国 NEB 公司，miDETECTA TrackTM miR-

NA qRT-PCR starter kit购自广州锐博生物科技有限

公司，兔抗人EZH2多克隆抗体和鼠抗人的β-actin单

克隆抗体购自美国 Invitrogen公司，羊抗兔二抗购自

Abcam 公司，Transwell 小室（孔径 3.0 μm）购自美国

Corning公司，Matrigel购自美国BD公司，姬姆萨染

液购自珠海贝索生物技术有限公司，CCK-8试剂盒

和BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自上海威奥生物科

技有限公司。

1.3 生物信息学方法预测调控EZH2的miRNAs并

合成miR-25、miR-92b及 let-7a模拟物

检索生物信息学工具网站 http://www. Tar-

getScan.org，预测对 EZH2 调控的 miRNAs。选取与

EZH2基因存在结合位点的miR-25、miR-92b及 let-7a

用于本研究。人 miR-25、miR-92b 及 let-7a 模拟物

（mimic）和其阴性对照（negative control，NC）均由上

海吉玛制药技术有限公司合成。miR-25-mimic 的正

义链序列为 5'-CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA-

3'，反义链序列为 5'-AGACCGAGACAAGUGCAAU-

GUU-3'；miR-92b-mimic的正义链序列为5'-UAUUG-

CACUCGUCCCGGCCUCC-3'，反义链序列为 5'-AG-

GCCGGGACGAGUGCAAUAUU-3'；Let-7a-mimic 的

正 义 链 序 列 为 5' - UGAGGUAGUAGGUUGUAU-

AGUU-3'，反义链序列为 5'-CUAUACAACCUACU-

ACCUCAUU-3'；mimic-NC 的正义链序列为 5'-UU-

CUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，反义链序列为 5'-

ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。

1.4 细胞培养及转染

Eca109细胞用含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉

素和 100 μg/ml 链霉素的 DMEM 培养基培养，置于
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37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。miRNA 转染前 1 d，

将Eca109细胞分别接种到 6孔板中，待细胞汇合度

为 60%～70% 时，按 Hiper fect transfection reagent 转

染试剂说明书操作。细胞转染首先分4组，Eca109细

胞中转染miR-92b-mimic、miR-25-mimic、let-7a-mim-

ic及mimic-NC；然后再增设EZH2过表达质粒转染组

和空载体（vector）转染组，分为 mimic-NC+vector 转

染组、miR - 92b-mimic + vector 转染组、mimic-NC +

EZH2 转染组、miR-92b-mimic+EZH2 转染组。转染

时，各组片段的终浓度均为100 nmol/L。转染6 h后，

换为正常的完全培养液继续培养 48或 72 h，然后用

于后续实验。

1.5 实时荧光定量 PCR 法检测 miR-92b、miR-25、

let-7a及EZH2 mRNA的表达水平

收集转染 48 h 后 4 组的 Eca109 细胞，用 TRIzol

试剂提取各组 Eca109 细胞及 15 例 EC 患者的总

RNA，按反转录试剂盒和实时荧光定量PCR试剂盒

说明书提供的方法进行反转录，并利用荧光定量

PCR 方法检测 EZH2（以 GAPDH 为内参照）、miR-

92b、miR-25和 let-7a（以U6为内参照）表达量。检测

miR-92b、miR-25 和 let-7a 表达水平的 PCR 反应条

件：95 ℃ 2 min ；95 ℃ 5 s、60 ℃20 s、72 ℃ 15 s，共

35 个循环；65 ℃ 5 min。检测EZH2表达水平的PCR

反应条件：95℃ 预变性 5min，95℃ 15 s、60℃ 1 min，

共 40个循环；72 ℃5 min。以 2－ΔΔCt法计算各组细胞

miR-92b、miR-25、let-7a和EZH2 mRNA的相对表达

水平。实验重复3次。

1.6 Western blotting检测EZH2蛋白的表达水平

收集mimic-NC、miR-92b-mimic、mimic-NC+vector、

mimic-NC+EZH2、miR-92b-mimic+vector及miR-92b-

mimic+EZH2组细胞。用RIPA蛋白裂解液裂解细胞，

冰浴条件下用超声细胞粉碎机持续超声裂解蛋白约5

min，冰上静置30 min，离心后取上清液。BCA法进行

蛋白定量，取蛋白质30 μg/孔进行10% SDS-PAGE，将

电泳分离后的蛋白质电转移至硝化纤维素膜上，用脱

脂奶粉封闭1～3 h；加入兔抗人EZH2多克隆抗体（体

积稀释比例为1∶1 000）和兔抗人β-actin单克隆抗体（体

积稀释比例为1∶1 000，作为内参照），4 ℃反应过夜，TBST

漂洗3次（每次10 min）；然后加入山羊抗兔IgG（体积稀

释比例为1∶5 000），室温反应2 h，TBST漂洗3次（每次

10 min）。ECL化学发光，用Image J灰度分析软件进行

分析。实验重复3次。

1.7 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-92b 对

EZH2基因的靶向作用

由英潍捷基贸易有限公司合成EZH2基因的 3’

UTR，上下游引物序列分别为 5' - AATCTCGAG-

CATCTGCTACCTCC-3' 和 5' - CCGCTCGAGTTG-

CAAAAATTCAC-3'（含XhoⅠ酶切位点）。以Eca109

细胞 cDNA为模板，PCR获得EZH2基因3’UTR中含

miR-92b结合位点的长度为 262 bp，经XhoⅠ酶切并

插入 pGL3-Promoter质粒载体中。测序鉴定插入序

列准确无误后，将该重组质粒命名为pGL3-EZH2-3’

UTR WT。此外，利用定点突变将EZH2基因 3’UTR

的 miR - 92b 潜在结合部位 5' - GUACCAGUGAAU-

UUUUGCAAUA-3'序列中划线碱基删除，并将该重

组质粒命名为pGL3-EZH2-3’UTR-MUT。

将 Eca109单细胞悬液计数后均匀接种于 96孔

板中（每孔 2×104 个细胞，200 μl）。24 h 后分别向

Eca109 细胞中转染 miR - 92b - mimic 及 mimic-NC。

48h 后将 0.2 μg pGL3-EZH2-3’UTR-WT 或 pGL3-

EZH2-3’UTR-MUT与0.02 μg pRL-TK质粒共转染至

每孔细胞中，置于 37 ℃、CO2体积分数为 5%的培养

箱中培养 12 h后，弃去旧培养液，添加新鲜的含 10%

胎牛血清的DMEM培养液，继续培养 36 h。细胞经

PBS 洗涤 3次后，弃尽洗液，每孔中加入 200 μl细胞

裂解液，振荡裂解细胞15 min，于4 ℃条件下1 000×g

离心5 min，吸出上清液并加到空白不透明的96孔板

中。按双荧光素酶活性检测试剂盒说明书提供的方

法，在多功能酶标仪上检测，计算相对荧光素酶活

性。相对荧光素酶活性＝萤火虫荧光素酶活性值/

海肾荧光素酶活性值。实验重复3 次。

1.8 CCK-8法检测Eca109细胞增殖能力

分别收集转染了 mimic-NC + vector、miR-92b-

mimic+vector、mimic-NC+EZH2 及 miR-92b-mimic+

EZH2的4组Eca109细胞，以2×103个/孔的密度接种

细胞于 96孔板，常规培养。分别于 0、24、48和 72 h

在各孔中加入CCK-8 试剂 10 μl，继续培养细胞 1 h。

然后用酶标仪测定波长为 450 nm 处各孔的光密度

（D）值。各个时间点设置3个复孔，计算平均值。实

验重复3次。

1.9 流式细胞术检测转染miR-92b后Eca109细胞的

凋亡情况

用无EDTA的胰蛋白酶消化转染后的Eca109细

胞，并收集至EP管中。用200 μl AnnexinV 结合缓冲

液重悬细胞。每管加5 μl Annexin-V/FITC 溶液，4 ℃

避光孵育15 min。再加入5 μl 20 μg/ml PI溶液，轻轻

混匀，4 ℃避光孵育5 min。将细胞转入流式管中，上

机进行检测。Annexin V单染代表细胞发生早期凋

亡，Annexin V/PI双染代表细胞处于晚期凋亡。实验

重复3次。

1.10 Transwell 实验检测Eca109细胞侵袭及迁移能力

将 4 ℃过夜溶解的Matrigel胶用无血清的培养
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基按1∶7的比例稀释，操作在冰上进行，避免Matrigel

胶在常温下出现不可逆性凝固。将带有8 μm微孔聚

碳酸酯膜的Transwell小室置于无菌 24孔板中，由此

形成上下两个小室，向上室中加入 25 μl Matrigel胶，

快速晃动24孔板，使其均匀铺满小室底面，避免产生

气泡，37 ℃无菌保持过夜，确保 Matrigel 胶充分聚

合。Transwell 迁移实验为上室中不铺 Matrigel 胶。

收集mimic-NC+vector、miR-92b-mimic+vector、mim-

ic-NC+EZH2及miR-92b-mimic+EZH2的 4组Eca109

细胞，培养24 h后用胰蛋白酶消化细胞，制成单细胞

悬液并计数。将各组细胞分别加入Transwell小室的

上室（1.5×105个/小室），下室中加入 600 µl含 10%胎

牛血清的RPMI 1640培养液，常规培养 48 h，用棉签

擦净上室细胞，PBS清洗后姬姆萨染色，于倒置相差

显微镜下（×200）观察并拍照，随机观察 5个视野，计

数穿膜细胞数。实验重复3次。

1.11 统计学处理

应用SPSS13.0统计学软件，计量资料以 x̄±s表

示，两组间的均数比较采用 t检验，多组间均数比较

采用单因素方差分析，组内两两比较采SNK-q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 转染 miR-92b 降低 Eca109 细胞中 EZH2 mRNA

和蛋白的表达水平

使用生物信息学软件TargetScan预测靶向调控

EZH2 的 miRNAs，最终选择了 3 个 miRNAs（let-7a、

miR-92b和miR-25），并在Eca109细胞中进行转染上

述 miRNA mimic，结果（图 1）显示，转染 miR-92b 的

Eca109细胞中EZH2 mRNA与mimic-NC相比明显降

低(P<0.01)。转染miR-92b的 Eca109细胞中EZH2蛋

白表达水平明显低于转染 mimic-NC 组 [(0.525±

0.052) vs(0.689±0.026)，t=4.856，P=0.008]。

2.2 miR-92b靶向作用于EZH2基因

生物信息学软件分析结果（图2A）显示，EZH2基

因3’UTR 上存在潜在的miR-92b结合位点。双荧光

素酶报告基因分析结果（图2B）显示，miR-92b转染组

EZH2 相对荧光强度明显低于对照组（t=17.69，P=

0.001），当EZH2 3’UTR中的miR-92b结合位点发生

突变后，miR-92b 过表达对报告基因的抑制作用消

失，即miR-92b-mimic转染组与mimic-NC 组的表达

无明显差异（t=1.747，P=0.155）。对 15例EC组织中

EZH2与miR-92b表达的相关性分析结果（图 2C）

显示 ，EZH2 与 miR-92b 两者之间表达存在负相

关（r=-0.6847，P<0.01）。

**P<0.01 vs miR-NC group

图1 转染miR-92b后Eca109细胞中EZH2 mRNA（（A））

和蛋白(B)的表达水平

Fig.1 Expression level of EZH2 mRNA (A) and protein (B) in

Eca109 cells after transfection with miR-92b mimics

**P<0.01 vs miR-NC group

A: The wild-type and mutant type of miR-92b binding sequence；B: Relative fluorescence value by dual-luciferase reporter assay；

C: Correlation between miR-92b and EZH2 mRNA in EC tissues

图2 预测并验证EZH2基因是miR-92b直接作用靶点

Fig.2 Prediction and validation of EZH2 gene as the target of miR-92b

·· 121



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(2)

2.3 转染miR-92b mimic明显抑制Eca109细胞的增殖

CCK-8 法检测结果（图 3）显示，转染 miR-92b-

mimic 组的 Eca109 细胞增殖能力较转染 mimic-NC

组明显减弱(q=6.446, P<0.01)；而联合转染 EZH2 过

表达质粒后，mimic-NC+EZH2组增殖能力较mimic-

NC 组相比明显增强（q=4.659, P<0.01)；miR-92b-

mimic+EZH2对Eca109 细胞增殖的抑制作用与转染

mimic-NC组相比无明显差异（q=0.079, P>0.05)。

**P<0.01 vs miR-NC group

图3 转染miR-92b及过表达EZH2对Eca109细胞增殖的影响

Fig.3 Effect of miR-92b transfection and EZH2 over-

expression on proliferation of Eca109 cells

2.4 转染 miR-92b mimic 显著抑制 Eca109 细胞的

EZH2蛋白的表达量

Western blotting检测结果（图 4）显示，与mimic-

NC+control相比，miR-92b-mimic+control组EZH2蛋

白的表达量显著减少（q=23.32，P<0.01）。与mimic-

NC＋control相比，mimic-NC+EZH2组EZH2蛋白的

表达量显著增加（q＝12.04，P<0.01）。与 mimic-

NC＋control组相比，miR-92b-mimic＋EZH2组EZH2

蛋白表达量无明显差异（q＝0.3945，P>0.05）。

2.5 转染 miR-92b mimic 对 Eca109 细胞凋亡无明显

影响

流式细胞技术检测结果（图 5）显示，转染 miR-

92b-mimic组Eca109细胞的凋亡率与转染miR-NC组

相比无明显差异（t＝1.225，P>0.05），表明miR-92b对

Eca109细胞凋亡无显著影响。

2.6 转染 miR-92b mimic 降低 Eca109 细胞的侵袭及

迁移能力

Transwell侵袭实验结果（图6A）显示，转染miR-

92b-mimic组的Eca109细胞穿膜数比转染mimic-NC

组明显减少(q=12.88, P<0.01)，而联合转染 EZH2 过

表达质粒后，与mimic-NC+control组相比，miR-92b+

EZH2组细胞的侵袭能力未见明显变化（q＝0.1277，P

>0.05）。Transwell 细胞迁移实验结果（图 6B）显示，

转染miR-92b-mimic 组穿膜细胞数比转染mimic-NC

组减少(q=31.78,P<0.01)，而联合转染EZH2过表达质

粒后，与mimic-NC＋control组相比，miR-92b+EZH2

组细胞的侵袭能力未见明显变化（q=2.971，P>0.05）。

**P<0.01 vs miR-NC+ vector group
图4 转染miR-92b联合过表达EZH2对EZH2

蛋白表达水平的影响

Fig.4 Effect of co-transfection of miR-92b mimics and EZH2

over-expression vectors on the protein expression of EZH2

图5 转染miR-92b mimic对Eca109细胞凋亡的影响

Fig.5 Effect of miR-92b mimic transfection

on apoptosis of Eca109 cells

3 讨 论

EZH2是 PRC2复合体的催化亚基，它的羧基末

端 SET区具有H3K27甲基转移酶功能，能够催化组

蛋白 H3 赖氨酸 27 发生三甲基化，三甲基化后的

H3K27（H3K27me3）能将PRC2复合物招募到特定的

靶基因位点，从而沉默靶基因的表达[3]。EZH2表达

与多种恶性肿瘤的生长及转移相关，Shin等[15]研究表

明，EZH2能够使 TIMP3启动子发生组蛋白H3赖氨

酸 27 三甲基化抑制其表达，从而破坏了 MMPs /

TIMPs平衡，导致细胞外基质降解增加，前列腺癌细

胞侵袭能力增强。Hou等[16]研究显示，miR-101-3p能
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够通过作用于EZH2基因3’UTR从而抑制其表达，进

而抑制肺鳞状细胞癌细胞的增殖、侵袭及迁移能力。

Zhang 等[17]研究表明，miR-137 在宫颈癌中低表达，

miR-137上调可以通过抑制EZH2的表达进而抑制宫

颈癌细胞增殖和迁移能力。本课题组前期的研究[4-6]

表明，EZH2与H3K27me3与食管鳞状细胞癌患者预

后明显相关，EZH2与H3K27me3与EC细胞的增殖、

侵袭及迁移能力有关。以上这些研究结果表明，

EZH2是促进肿瘤细胞增殖及侵袭的重要促癌因子,

因此寻找特异性的靶向EZH2表达的小分子药物对

治疗肿瘤生长和转移有重要的临床意义。

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group

图6 miR-92b过表达联合EZH2基因过表达对Eca109细胞侵袭（（A））及迁移（（B））能力的影响（姬姆萨染色，，×200））

Fig. 6 Effect of co-transfection of miR-92b mimics and EZH2 over-expression vectors

on the invasion (A) and migration (B) of Eca109 cells（（Giemsa staining ，，×200））

尽管有许多研究[18-19]报道了 miRNA 参与了 EC

细胞发生、发展以及侵袭和迁移，但其具体分子作用

机制还不是十分清楚。研究[20]显示，miRNA对靶基

因表达主要起负性调控作用，主要通过自身‘种子序

列’与靶基因 3’UTR结合，然后经由RNA介导的沉

默复合物（RNA-inducingsilence complex，RISC）来实

现。miR-92b与多种肿瘤的发生发展密切相关，例如

在骨肉瘤中过表达miR-92b通过抑制RECK促进骨

肉瘤细胞增殖、迁移及侵袭能力[13]。Zhuang等[12]在体

内外实验研究表明，miR-92b通过靶向作用于 smad7

促进肝癌细胞发生增殖及转移。Wang等[21]研究表明

miR-92b抑制剂通过调节 beta-catenin/TCF-4信号通

路，对神经胶质瘤的生长及侵袭起抑制作用。而Ma

等[13]研究 miR-92b 在食管癌组织中的表达时发现，

miR-92b在伴有远处淋巴结转移的食管癌组织中的

表达明显低于不伴有远处转移的食管癌组织，并且

发现miR-92b高表达的患者预后较好。其另一项研

究[22]认为，miR-92b抑制食管癌细胞发生侵袭和转移

与靶向抑制 Integrin α6表达有关。以上这些结果显

示，miR-92b在不同肿瘤及靶基因中可能发挥癌基因

及抑癌基因的不同作用。

本研究通过采用生物信息学软件分析的方法预

测了对EZH2可能调控的miRNAs，实时荧光定量PCR

及蛋白质印迹检测结果显示，转染miR-92b mimic的

食管癌Eca109 细胞EZH2 mRNA及蛋白表达水平明

显降低。通过双荧光素酶报告基因实验证明 miR-
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92b直接与EZH2基因的 3’UTR结合而抑制其表达；

并且在EC组织的研究发现EZH2与miR-92b表达呈

负相关。进一步通过CCK-8 和Transwell 侵袭及迁

移实验证明，miR-92b与EZH2在EC细胞增殖、侵袭

及迁移能力方面具有相反功能。

总之，本研究结果表明，miR-92b具有抑制EC细

胞增殖、侵袭及迁移能力，这种作用是通过靶向作用

于组蛋白甲基转移酶EZH2来实现的，提示miR-92b

通过靶向抑制 EZH2 的表达能够抑制 EC 细胞的增

殖、侵袭及迁移。本研究结果为进一步探索miR-92b

在EC进展过程中的作用机制提供了实验基础。
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