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miR-1269a在食管癌组织中的表达及其对 KYSE30 细胞恶性生物学

行为的影响

魏思思，李晓亚，董佩，戴素丽，张璁，赵连梅，单保恩（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miR-1269a在食管癌组织中的表达及其对KYSE30细胞恶性生物学行为的影响，并研究其可能的作用机

制。方法：选取90例在河北医科大学第四医院通过手术切除的食管癌组织标本，并收集正常食管永生化上皮细胞和食管癌细胞

系，应用 qPCR 实验检测癌组织和细胞系 miR-1269a 的表达水平。将 miR-1269a 的 mimics 和 inhibitor 分别转染食管癌细胞

KYSE30后，用MTS、Transwell和克隆形成实验分别检测miR-1269a对KYSE30细胞增殖、侵袭、迁移和克隆形成能力的影响。通

过生物信息学软件预测miR-1269a的靶基因，并通过WB实验和双荧光素酶报告基因实验验证miR-1269a对靶基因的调控作用。

转染SOX6质粒后，采用MTS、Transwell和克隆形成实验分别检测SOX6对KYSE30细胞的增殖、侵袭、迁移和克隆形成能力的影

响，并利用回复实验进一步验证结果。结果：食管癌组织中miR-1269a的表达水平显著高于癌旁组织（P<0.05）；与正常食管上皮

细胞相比，食管癌细胞系中miR-1269a的表达水平显著升高（P<0.05或P<0.01）。miR-1269a mimics转染组KYSE30细胞的增殖、

侵袭、迁移和克隆形成能力显著高于mimics NC组（P<0.05或P<0.01）；inhibitor转染组KYSE30细胞的增殖、侵袭、迁移和克隆形

成能力显著低于 inhibitor NC组（P<0.05或P<0.01）。miR-1269a可与SOX6的3’UTR区相结合，且过表达miR-1269a后，KYSE30

细胞的SOX6表达水平和荧光素酶报告基因的活性均显著降低（P<0.05）。回复实验表明，高表达miR-1269a可以促进食管癌细

胞增殖、侵袭和迁移（P<0.05或P<0.01），同时高表达SOX6后，miR-1269a的促进作用出现部分逆转。结论：miR-1269a在食管癌

组织和细胞系中表达上调，能够促进KYSE30细胞的增殖、迁移、侵袭和克隆形成等恶性生物学行为，其机制可能是通过抑制靶

基因SOX6实现的。
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Expression of miR-1269a in ESCC tissues and its effect on malignant biological

behaviors of KYSE30 cells

WEI Sisi, LI Xiaoya, DONG Pei, DAI Suli, ZHANG Cong, ZHAO Lianmei, SHAN Baoen (Research Center, Fourth Hospital of Hebei

Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of miR-1269a in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues and its effect

on the malignant biological behaviors of ESCC KYSE30 cells, as well as to explore the underlying mechanism. Methods: Ninety speci-

mens of ESCC tissues and adjacent para-cancerous tissues were obtained from patients underwent surgery in Fourth Hospital, Hebei

Medical University. In addition, normal esophageal immortalized epithelial cells and esophageal cancer cell lines were also collected.

The expression level of miR-1269a in above mentioned tissues and cell lines was examined by Real-time fluorescent quantitative PCR.

After being transfected with miR-1269a mimics and inhibitors, the effects of miR-1269a on proliferation, migration, invasion and colo-

ny formation of KYSE30 cells were detected by MTS, Transwell and colony formation assay, respectively. The bioinformatics tool was

used to predict the possible target genes of miR-1269a. Then the regulation effect of miR-1269a on target gene expression was validated

by WB and Dual-luciferase reporter assay. After being transfected with SOX6 plasmid, the effects of SOX6 on the proliferation, migra-

tion, invasion and colony formation of KYSE30 cells were detected by MTS, Transwell and colony formation assay, respectively. At

last, rescue assay was used to confirm the results. Results: The expression level of miR-1269a in ESCC tissues was significantly higher
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than that in adjacent para-cancerous tissues (P<0.05), and the expression level of miR-1269a in ESCC cell lines was significantly elevat-

ed compared with the normal epithelial cells (P<0.05 or P<0.01). The capacities of proliferation, invasion, migration and colony forma-

tion of KYSE30 cells in miR-1269a mimics transfection group were obviously higher than those in mimics NC group, while those abili-

ties in miR-1269a inhibitor transfection group were significantly lower than those in inhibitor NC group (P<0.05 or P<0.01). Bioinfor-

matics analysis showed that miR-1269a could combine with 3’UTR region at SOX6 gene; and after miR-1269a over-expression, the ex-

pression level of SOX6 and luciferase activity in KYSE30 cells were significantly reduced (P<0.05). Rescue assay showed that miR-

1269a over-expression could promote the proliferation, invasion and migration of KYSE 30 cells, while simultaneous transfection of

SOX6 could partially reverse the promotion effect of miR-1269a mimics. Conclusion: The expression level of miR-1269a in ESCC tis-

sues and cell lines is significantly increased, and it could enhance proliferation, migration, invasion and colony formation of KYSE30

cell line. And its mechanism may be related to the suppression of its target gene SOX6.

[Key words] esophageal cancer; miR-1269a; KYSE30 cell; SOX6 gene; proliferation; mighration; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(6): 623-631. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.06.002]

食管癌是恶性程度最高的癌症之一，其病死率

居世界癌症相关死亡的第6位[1]。中国的食管癌患者

数量居世界首位。食管癌根据病理分型可分为2类：

食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcino-

ma，ESCC）和食管腺癌（esophageal adenocarcinoma，

EAC），中国食管癌患者绝大部分（>90%）为 ESCC。

食管癌恶性程度高，其发病隐匿、进展快、预后差，患

者的5年生存率一般低于20%。因此，进一步探究食

管癌的发病机制、筛选食管癌诊断的分子标志物、寻

找有效的药物靶点具有重要的临床意义。miRNA是

一类长度 19～25 nt的小分子非编码RNA，其在细胞

凋亡[2]、增殖和分化[3]、肿瘤形成和进展[4-5]、病毒感染

和炎症[6-7]中均发挥重要作用。miRNA可以通过其种

子序列与靶基因mRNA的 3’UTR碱基互补配对，导

致mRNA降解或者翻译抑制，从而在转录后水平调

控基因的表达[8]。研究[9]表明，miRNA可以通过多个

靶基因发挥功能，如在肝细胞癌中，高表达的miR-

1269a通过抑制 FOXO1的表达，从而促进肝癌细胞

的增殖[4]；在结直肠癌中，上调的miR-1269a通过直接

靶向 Smad7 和 HOXD10，从而促进 TGF-β信号通路

转导，进而促进结直肠癌细胞的转移[10]；在肺癌中，

miR-1269a通过靶向TP53和 casepase-9促进细胞的

生存和增殖[11]。在肝癌中，miR-1269a通过与 SOX6

的 3’UTR区结合，从而促进肝癌细胞的增殖和克隆

形成能力[12]。然而，在食管癌中，miR-1269a的具体

功能及作用机制尚少见报道。本研究通过探讨miR-

1269a在食管癌中的表达及其对食管癌细胞KYSE30

恶性生物学行为的影响，进一步阐明miR-1269a对靶

基因SOX6表达的调控作用，旨在为食管癌的靶向治

疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人食管癌细胞系KYSE30、Eca109、NE2、NE3、TE1、

TE13、KYSE30、KYSE150、KYSE180、KYSE170、

KYSE410、KYSE510和永生化食管癌细胞等来自于

河北医科大学第四医院科研中心细胞库。RPMI

1640培养基、胰蛋白酶购自美国Gibco公司，胎牛血

清购自Biological Industries（BI）公司，TRIzol购自美

国 Invitrogen 公司，Platinum SYBR SuperMix 试剂、

MTS 细胞增殖分析试剂盒均购自美国 Promega 公

司。PCR引物和Lipofect AMINE 2000转染试剂均购

自美国 Invitrogen公司，逆转录试剂盒和BCA蛋白定

量检测试剂盒购自美国Thermo 公司，RIPA细胞裂解

液购自北京索莱宝生物科技有限公司，miR-1269a-

mimics和 inhibitor购自苏州吉玛基因公司，Transwell

小室（孔径 3.0 μm）购自美国 Corning 公司，Matrigel

购自美国BD公司，结晶紫染液购自碧云天生物技术

有限公司，兔抗人 SOX6 和 GAPDH 抗体购自美国

Proteintech公司，DyLightTM 800标记的羊抗兔 IgG荧

光二抗购自美国Rockland公司。

1.2 组织标本的收集

收集2014年8月至2017年9月在河北医科大学第

四医院胸外科首次进行手术切除的90例食管癌患者新

鲜癌组织及其相应的癌旁组织（距癌组织边缘≥ 5 cm）。

所有标本均经手术后病理检查确诊为ESCC。于病案

室收集患者姓名、性别、年龄、手术记录、病理号码、病

理报告等临床资料。58例患者有完整的病理信息，其

中男性38例，女性20例；年龄41～74岁，中位年龄64岁；

按照国际抗癌联盟推出的第八版食管癌TNM分期标准

进行分期，Ⅰ期6例，Ⅱ期35例，Ⅲ期17例；肿瘤直径<

5 cm者17例，肿瘤直径≥5 cm者41例；有淋巴结转移者

28例，无淋巴结转移者30例。所有患者均无其他重大

基础疾病史，手术前均未进行放、化疗和免疫治疗。本

研究获得医院伦理委员会的批准，所用的标本均得到

患者的知情同意。

1.3 细胞培养及转染

KYSE30细胞用含10% 胎牛血清、100 U/ml青霉素

和100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基，置于37 ℃、

5%CO2培养箱中培养。取对数生长期的细胞进行实验。
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转染前1 d，将KYSE30细胞接种到6孔板中，待细胞汇

合度达到60%～70%时按Lipofectamine 2000转染试剂

说明书操作。miR-1269a-mimics和miR-1269a-inhibitor

转染6 h后，换为正常的完全培养基继续培养24或48

h，然后用于后续实验。

1.4 qPCR 实验检测食管癌组织和细胞系中 miR-

1269a的表达水平

用 TRIzol 裂解组织或细胞，提取总 RNA。取 2

μg 总 RNA 逆转录成 cDNA（逆转录条件：42 ℃ 60

min，72 ℃ 15 min）。以此cDNA为模板进行qPCR扩

增。PCR反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 15 s、60 ℃ 30

s、72 ℃ 30 s，共 40个循环。引物序列miR-1269a F：

5’-GCTGGACTGAGCCGTGC-3’，R：5’-CAGTGC-

GTGTCGTGGAGT-3’；以 U6 为内参，U6 引物序列

F：5’-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3’，R：

5’-GGCTGAGAACTGAATTCCA-3’。以 2－ΔΔCt值表

示 miR-1269a 的相对表达水平，以 2－ΔΔCt 值>1 表示

miR-1269a 的表达水平上调，2－ΔΔCt 值≤1 表示 miR-

1269a的表达水平下调。

1.5 MTS实验检测miR-1269a对KYSE30细胞增殖

能力的影响

接种转染后的各组细胞于96孔板中（2×103个细

胞/孔），每组设6个复孔。KYSE30细胞继续培养24、

48、72和 96 h，加入MTS试剂（500 μg/ml，10 μl/孔），

置于 37 ℃反应 2 h，用酶联免疫检测仪检测 492 nm

波长处各孔的光密度（D）值。以时间为横坐标，D值

为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1.6 Transwell小室法检测miR-1269a对KYSE30细

胞迁移和侵袭能力的影响

细胞迁移实验：收集转染后的各组细胞，悬浮于

无血清的RPMI 1640培养基中，计数细胞。将Tran-

swell小室置于无菌 24孔板中，将各组细胞等量加入

Transwell 小室的上室（1.5×105 个/小室），下室加入

600 μl含20%胎牛血清的RPMI 1640培养基，继续培

养细胞 24 h。取出Transwell小室，用棉签小心擦净

上室内侧面的细胞，用4%多聚甲醛溶液于常温下固

定 30 min，风干后结晶紫染色 20 min，自来水清洗后

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。

细胞侵袭实验：将置于 4 ℃溶解过夜的Matrigel

用无血清RPMI 1640培养基按 1∶7的体积比例进行

稀释。Transwell小室置于无菌 24孔板中，向小室中

加入20 μl Matrigel，快速晃动24孔板，使其均匀铺满

小室底面。待Matrigel凝固后，其他操作按细胞迁移

实验进行。继续培养24 h后检测细胞的侵袭能力。

1.7 WB 实验检测 miR-1269a 对食管癌组织和

KYSE30细胞SOX6蛋白表达水平的影响

收集转染后的各组细胞，用RIPA裂解液提取各

组细胞的总蛋白。BCA法进行蛋白质定量。取 40

μg/孔进行10%SDS-PAGE，将电泳分离后的蛋白转移

到PVDF膜上，用含 5%脱脂奶粉的封闭液在室温下

封闭 1 h，加入兔抗人SOX6（体积稀释比例为 1∶1 000）

和兔抗人GAPDH抗体（内参照，体积稀释比例为 1∶

5 000），4 ℃反应过夜；加入DyLightTM 800标记的羊

抗兔 IgG荧光二抗（体积稀释比例为 1∶100 000），室

温反应 1 h。用Odyssey红外荧光成像仪进行扫描，

以目的蛋白条带的灰度值/内参照蛋白条带的灰度值

作为目的蛋白的相对表达水平。

1.8 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-1269a 对

SOX6基因的靶向作用

由上海捷瑞生物工程有限公司合成 SOX6基因

的3’UTR，并插入 pGL3- Promoter质粒载体中，将该

重组质粒命名为 pGL3-SOX6-3’UTR WT。此外，利

用定点突变将 SOX6基因的 3’UTR的miR-1269a的

潜在结合部位5'- CAGUCCA -3'序列突变为5'-UGC-

GAUU-3'，并将该重组质粒命名为 pGL3-SOX6-3’

UTR MUT。将 293T细胞悬液计数后均匀接种 12孔

板中，待细胞汇合度达 60%～70% 时分别将 miR-

1269a-mimics和mimics-NC，pGL3-SOX6-3’UTR WT

或pGL3- SOX6-3’UTR MUT质粒共转染至每孔细胞

中（实验共分 4组：pGL3-SOX6-3’UTR WT+mimics-

NC，pGL3 - SOX6 - 3’UTR WT + miR-1269a-mimics，

pGL3-SOX6-3’UTR MUT+mimics-NC，pGL3-SOX6-

3’UTR MUT+miR-1269a-mimics），转染 6 h后更换

为新鲜的含 10%胎牛血清的DMEM培养液，继续培

养 36 h。之后按照 Dual -Luciferase®Reporter Assay

System（Promega）试剂盒说明书进行操作，检测各孔

的荧光素酶活性。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。

1.9 统计学处理

本研究中的各项实验均独立重复 3 次。应用

SPSS13.0统计学软件对数据进行处理，计量资料以

x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用配对

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 食管癌组织及细胞系中miR-1269a表达水平均

明显上调

qPCR 实验检测结果显示，食管癌组织中 miR-

1269a 的表达水平明显高于癌旁组织（P<0.01，图

1A）；与正常食管上皮细胞NE2相比，食管癌细胞系

中miR-1269a的表达水平显著升高（图1B）。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Paracancer or NE2 group

图1 食管癌组织及细胞系中miR-1269a表达水平

Fig.1 Expression of miR-1269a in esophageal cancer tissues and cell lines

2.2 miR-1269a表达升高促进KYSE30细胞的增殖

和克隆形成能力

瞬时转染miR-1269a-mimics和miR-1269a-inhib-

itor后，qPCR实验检测结果显示，与对照组相比，转

染 miR-1269a-mimics 后 KYSE30 细胞中 miR-1269a

表达明显升高（P<0.01，图2A）；而转染miR-1269a-in-

hibitor 后 KYSE30 细胞中 miR-1269a 表达显著降低

（P<0.01，图2B）。

MTS实验检测结果（图2C、D）显示，与对照组相

比，转染miR-1269a-mimics组KYSE30细胞增殖能力

明显升高，而转染miR-1269a-inhibitor组KYSE30细

胞增殖能力明显降低（均P<0.05）。

克隆形成实验检测结果（图 2E、F）显示，与对照

组相比，转染miR-1269a-mimics组KYSE30细胞克隆

形成明显增多 ，而转染 miR - 1269a - inhibitor 组

KYSE30细胞克隆形成明显减少（均P<0.01）。

2.3 过表达miR-1269a提高KYSE30细胞的迁移和

侵袭能力

Transwell细胞迁移实验检测结果显示，与对照

组相比，过表达 miR-1269a 后，穿过小室基底膜的

KYSE30 细胞数目明显增加（P<0.01，图 3A），表明

KYSE30细胞的迁移能力增强；而敲低miR-1269a后，

与对照组相比，KYSE30 细胞的迁移能力明显减弱

（P<0.01，图3B）。

Transwell细胞侵袭实验表明，与对照组相比，过

表达miR-1269a后，能够促进KYSE30细胞的侵袭能

力（P<0.01，图 3A）；敲低miR-1269a后，与对照组相

比，能够抑制 KYSE30 细胞的侵袭能力（P<0.01，图

3B）。

2.4 SOX6是食管癌组织miR-1269a的靶点基因

通过查找数据库 miRBase、TargetScan 和 miR-

Walk发现，SOX6可能是miR-1269a的一个直接靶点

基因。生物信息学分析结果（图4A）显示，SOX6基因

的 3’UTR区存在miR-1269a的潜在结合位点。采用

双荧光素报告基因实验检测结果（图4B）显示，SOX6

野生型组中，miR-1269a 转染组荧光强度显著低于

miR - NC 组（P<0.05）。当 SOX6 的 3’UTR 区 miR-

1269a的结合位点突变后，miR-1269a转染组荧光强

度与miR-NC组无显著差异（P>0.05）。上述结果表

明，SOX6是miR-1269a的靶点基因。

在 KYSE30 细胞中转染 miR-1269a-mimics 和

miR-1269a-inhibitor 后，qPCR 和 Wb 实验检测结果

（图 4C、D）显示，过表达miR-1269a后，SOX6 mRNA

和蛋白的表达水平明显降低（均P<0.05）；敲降miR-

1269a后，SOX6mRNA和蛋白的表达水平明显升高

（均P<0.05）。

2.5 过表达SOX6抑制KYSE30细胞的增殖、迁移和

侵袭能力

qPCR实验检测结果（图 5A、B）显示，与癌旁组

织和细胞系NE2相比，SOX6在食管癌组织和细胞系

中的表达水平显著下调（均 P<0.05）。WB 实验（图

5C）证实，转染SOX6质粒后，胞内SOX6蛋白表达水

平显著升高（P<0.05）。MTS实验检测结果（图5D）显

示，与对照组相比，转染SOX6后，KYSE30细胞的增

殖能力明显减弱（P<0.05）。Transwell细胞实验检测

结果（图 5E）显示，过表达 SOX6 后，穿过小室膜的

KYSE30细胞数目显著减少，细胞侵袭和迁移能力均

降低（均P<0.01）。克隆形成实验检测结果（图5F）显

示，与对照组相比，转染SOX6后，KYSE30细胞克隆

形成能力明显减弱（P<0.01）。上述结果表明，SOX6

能够抑制食管癌的进展。

2.6 miR-1269a通过调节SOX6的表达促进KYSE30

细胞的增殖、迁移和侵袭

为了进一步证实 miR-1269a 是通过调节 SOX6

的表达而促进KYSE30细胞的增殖、迁移和侵袭，本

研究进行了回复实验。qPCR和WB实验检测结果
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（图 6A、B）显示，过表达 SOX6 的同时过表达 miR-

1269a，SOX6 的表达水平受到明显抑制（P<0.01）。

MTS实验检测结果（图 6C）显示，过表达miR-1269a

后，KYSE30细胞的增殖能力升高（P<0.05）；同时过

表达SOX6，KYSE30细胞的增殖能力有所减弱，部分

增殖能力得到回复。Transwell实验检测结果（图6D）

显示，过表达miR-1269a后，KYSE30细胞的迁移和侵

袭能力增强，同时过表达SOX6后，细胞的迁移和侵

袭能力部分回复。上述结果表明，miR-1269a通过抑

制SOX6的表达而发挥促癌作用。

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

A: The transfection efficiency of miR-1269a-mimics; B: The transfection efficiency of miR-1269a-inhibitor;

C: Effect of miR-1269a over-expression on proliferation; D: Effect of miR-1269a knockdown on proliferation;

E: Effect of miR-1269a over-expression or knockdown on clonogenesis; F: Statistical histograms of clonogenesis

图2 促进或抑制miR-1269a表达对KYSE30细胞增殖和克隆形成能力的影响

Fig.2 Effect of miR-1269a over-expression/knockdown on the proliferation and cloning ability of KYSE30 cells

3 讨 论

食管癌是世界范围内常见的消化道恶性肿瘤之

一，中国食管癌的发病率和病死率均居世界首位。

食管癌恶性程度高，发病隐匿、进展快、预后较差，目

前，食管癌临床诊断和治疗均缺乏特异性的分子靶

点和有效的治疗药物。越来越多的研究[13-14]表明，

miRNA在细胞的增殖、分化、转移、凋亡及恶性转化

等过程具有重要作用，是多种肿瘤诊断、预后和治疗

的有意义的作用靶点。

miR-1269a在其他多种肿瘤中的功能已有报道，

如在肝癌中miR-1269a促进肿瘤的发生和进展[10]，在

非小细胞肺癌中miR-1269a促进细胞的增殖和克隆

形成[15]，但其在食管癌中的功能并不明确。miR-

1269a在多种癌种中发挥促癌功能，可见miR-1269a

对肿瘤的发生发展具有重要作用，因此本研究在食

管癌中也探究其功能和作用机制。
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**P<0.01 vs miR-NC or Inhibitor-NC group

A: Effect of miR-1269a-mimics on migration and invasion; B: Effect of miR-1269a-inhibitor on migration and invasion

图3 过表达或敲降miR-1269a对KYSE30细胞迁移和侵袭能力的影响（（×100））

Fig.3 Effects of microRNA-1269a over-expression or knockdown on migration and invasion of KYSE30 cells（（×100））

*P<0.05 vs miR-NC or Inhibitor-NC group

A: The wild-type and mutant-type of miR-1269a binding sequence; B: Relative fluorescence activity by dual-luciferase reporter assay;

C: Expression level of SOX6 mRNA after transfection with miR-1269a mimics and inhibitor; D: Expression level of SOX6 protein after

transfection with miR-1269a mimics and inhibitor

图4 预测并验证SOX6基因是miR-1269a的作用靶点

Fig.4 Prediction and validation of SOX6 as the target of miR-1269a

本研究通过 qPCR检测 90例食管癌及癌旁组织

中miR-1269a的表达，结果显示，miR-1269a在食管癌

组织中的表达明显高于癌旁组织；MTS增殖、Tran-

swell及克隆形成实验显示，miR-1269a促进食管癌细

胞的增殖、迁移、侵袭及克隆形成。上述结果表明，

miR-1269a在食管癌中发挥促癌功能。通过3种预测

靶基因的软件预测miR-1269a的靶基因，并将 3个预

测结果进行overlap，通过进一步的生物信息学分析，

最终选定SOX6为miR-1269a的潜在靶基因，并用荧

光素酶报告基因实验进行验证。结果显示，SOX6是

miR-1269a的靶基因。高表达miR-1269a能明显抑制

SOX6 mRNA和蛋白水平的表达，表明miR-1269a通

过与 SOX6 mRNA的 3’UTR结合抑制 SOX6 mRNA

和蛋白水平的表达。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Paracancer, NE2 or pcDNA3.1 group

A: Expression level of SOX6 mRNA in ESCC tissues; B: Expression level of SOX6 mRNA in ESCC cell lines;

C: Expression level of SOX6 protein after transfection with SOX6 plasmid; D: Effect of SOX6 on KYSE30 cells proliferation;

E: Effect of SOX6 on migration and invasion of KYSE30 cells; F: Effect of SOX6 on clonogenesis of KYSE30 cells

图5 过表达SOX6对KYSE30细胞增殖、迁移侵袭和克隆形成能力的影响

Fig.5 Effects of SOX6 over-expression on proliferation, migration, invasion and clonogenesis of KYSE30 cells

**P<0.01 vs miR-NC+pcDNA3.1 or miR-NC+SOX6 group; ΔP<0.05 vs miR-1269a+pcDNA3.1 group

A: Expression of miR-1269a after co-transfection with miR-1269a-mimics and SOX6 plasmid; B: Expression of SOX6 protein af-

ter co-transfection with miR-1269a-mimics and SOX6 plasmid; C: Effect on proliferation after co-transfection with miR-1269a-mimics

and SOX6 plasmid; D: Effect on migration and invasion after co-transfection with miR-1269a-mimics and SOX6 plasmid（×100）

图6 同时过表达miR-1269a和SOX6对KYSE30细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

Fig.6 Effects of simultaneous over-expression of miR-1269a and SOX6 on proliferation, migration and invasion of KYSE30 cells
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SOX6是SOX转录因子家族的成员，SOX6在食

管癌中低表达，通过上调 P53和 P21并且下调 cyclin

D1/CDK4、cyclin A和β-catenin从而抑制食管癌的进

展[16]。其他多项研究[17-19]也表明，SOX6作为肿瘤抑

制因子通过影响细胞增殖和周期分布进而抑制肿瘤

的发生发展。在恶性肿瘤如肝癌、食管癌、骨肉瘤和

胰腺癌中，SOX6均发挥抑癌功能，因此SOX6表达降

低可能是促进肿瘤发生发展的机制之一[20-23]。本研

究在食管癌细胞系及永生化食管细胞中检测 SOX6

的表达，发现SOX6在食管癌细胞中的表达水平明显

低于永生化食管细胞中的表达；在临床组织样本中

检测SOX6的表达，结果表明，SOX6在食管癌组织中

的表达明显低于食管正常组织中的表达。过表达

SOX6能够显著抑制食管癌细胞的增殖、克隆和迁移

侵袭能力。

此外，已有研究[24-26]显示，SOX6 可被多种 miR-

NA调控，在食管癌中，miR-208通过下调SOX6的表

达而促进细胞生长；在结直肠癌中，miR-766通过靶

向SOX6而促进细胞增殖；在肝癌中，miR-96通过调

节SOX6表达而促进细胞增殖和转移。本研究也证

实，SOX6作为miR-1269a的靶基因而调节食管癌的

进展。

综上所述，miR-1269a在食管癌组织中高表达，

通过直接靶向SOX6，促进癌细胞增殖、克隆形成、迁

移和侵袭，发挥促癌基因的作用。
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