
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Sep. 2019, Vol. 26, No. 9

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2019.09.006

[作者简介] 孔蕾（1976-），女，硕士，主治医师，主要从事食管癌的放疗及靶向治疗的研究，E-mail: hz2893@sina.com

[通信作者] 王俊杰（WANG Junjie，corresponding author）, 博士，教授，主任医师，博士生导师，主要从事肿瘤综合治疗相关的基础与临床研究，

E-mail: junjiew_edu@sohu.com

miR-503靶向ERCC1抑制食管鳞状细胞癌放疗抵抗作用的机制

孔蕾 1，王俊杰 2，王济东 1，于甬华 3，张颖东 1，崔迪 1，张永 3，付志雪 1（1. 北京大学国际医院 放疗科，北京

102200；2. 北京大学第三医院 放疗科，北京 100191；3. 山东省肿瘤医院 放疗科，山东 济南 250117）

[摘 要] 目的:探讨miR-503通过调控人切除修复交叉互补基因1（ERCC1）介导食管鳞状细胞癌（ESCC）放疗抵抗作用的分子

机制。方法：采用qPCR法检测在放疗抵抗的ESCC肿瘤组织及KYSE140、KYSE140R细胞中miR-503的表达水平。将miR-503

模拟物、miR-503抑制物或 si-ERCC1转染至KYSE140和KYSE140R细胞中，经射线照射后，克隆形成实验和CCK-8实验检测

KYSE140R细胞的增殖活力，流式细胞仪检测KYSE140R细胞的凋亡情况，WB实验检测ERCC1蛋白表达水平的变化。双荧光

素酶报告基因验证miR-503与ERCC1的靶向关系。结果：miR-503在ESCC放疗抵抗组织和细胞中均低表达（均P<0.01）。过表

达miR-503可显著抑制KYSE140R细胞增殖并诱导细胞凋亡（均P<0.01）。双荧光素酶报告基因实验证实ERCC1是miR-503的

靶基因，且 miR-503 负调控 ERCC1 的表达。过表达 miR-503 显著下调 KYSE140、KYSE140R 细胞中 ERCC1 表达水平（均 P<

0.01），并显著抑制细胞增殖活力（均P<0.01）、显著提高细胞凋亡率（均P<0.01）；敲降ERCC1有类似作用，而同时敲降ERCC1和

miR-503则逆转以上影响。结论：过表达miR-503通过靶向ERCC1调控KYSE140R细胞对放疗的敏感性。
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[Abstract] Objective: To investigate the mechanism of miR-503 modulates radio-resistance of esophageal squamous cell carcinoma

(ESCC) by targeting excision-repair cross-complementing 1 (ERCC1). Methods: The expression level of miR-503 in radio-resistant

ESCC tumor tissues and KYSE140 and KYSE140R cells was detected by qPCR. The miR-503 mimic, miR-503 inhibitor or si-ERCC1

was transfected into KYSE140 and KYSE140R cells. After radiation treatment, the colony formation assay and CCK-8 assay were used

to detect the proliferation of KYSE140R cells. Flow cytometry was used to detect apoptosis of KYSE140R cells. WB was used to de-

tect changes in protein expression of ERCC1. Dual luciferase reporter gene assay was used to validate the targeting relationship be-

tween miR-503 and ERCC1. Results: The expression level of miR-503 was down-regulated in radio-resistant tissues and ESCC cell

lines (all P<0.01). Over-expression of miR-503 significantly inhibited cell proliferation and promoted apoptosis of KYSE140R cells (all

P<0.01). Dual-luciferase reporter assay validated that ERCC1 was a target gene of miR-503, and miR-503 negatively regulated the ex-

pression of ERCC1. Over-expression of miR-503 significantly down-regulated the expression of ERCC1 in KYSE140 and KYSE140R

cells (both P<0.01), inhibited cell proliferation (both P<0.01), but significantly increased apoptosis rate (all P<0.01); knockdown of ER-

CC1 exhibited a similar effect, while knockdown of both ERCC1 and miR-503 reversed the above effects. Conclusion: Over-expres-

sion of miR-503 up-regulated the radio-sensitivity of KYSE140R cells by targeting ERCC1.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); miR-503; excision-repair cross-complementing 1 (ERCC1); radiotherapy-

resistance
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食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cellcarci-

noma，ESCC）是人类常见的恶性肿瘤之一，在中国发

病率较高[1]。ESCC预后极差，III期患者 5年总生存

率仅为 10%~15%[2]。放疗是现今治疗ESCC最有效

的手段之一，但仍有 40%~60%的患者治疗无效或复

发[3]，放疗抵抗是影响肿瘤治疗效果和患者生存预后

的重要因素[4]。因此，寻找调控ESCC放疗抵抗相关

的分子机制是提高ESCC癌患者放疗效果的关键途

径。miRNA参与调控多种肿瘤的放疗抵抗[5-8]。miR-

503 通过抑制 WEEI 来增强喉癌细胞的放疗敏感

性[6]，其缺失促进了腺癌细胞的放疗耐受[7]。近期研

究[9]表明，miR-503在ESCC细胞中低表达，同时靶向

Cyclin D1促进ESCC细胞的增殖、迁移和侵袭。目

前尚少有文献报道miR-503介导ESCC放疗抵抗性

的分子机制，本研究检测miR-503对ESCC放疗抵抗

性细胞生物学行为的影响，并进一步探讨miR-503通

过靶向调控下游基因介导 ESCC 放疗抵抗作用的

机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集 2016年 1月至 2018年 2月北京大学国际医

院肿瘤放疗科收治的资料完整的ESCC患者 23例，

经手术切除的ESCC组织迅速保存于液氮中。患者

在放射治疗后 1个月做胸部增强CT扫描、食管钡餐

造影，参照X线评价标准进行疗效评价，其中放疗抵

抗8例、放疗敏感15例。入选标准：（1）经病理证实，

食管钡餐 X 片和 CT 检查后确诊为 ESCC 的初治患

者；（2）按北京大学国际医院肿瘤放疗科院治疗规范

接受并完成标准的单纯根治性放疗，放疗剂量为1.8~

2.0 Gy/次、1次/d，5次/周，总剂量为 60~70 Gy。排除

标准：（1）患者不同意标本的采集；（2）不能耐受手术

的患者；（3）合并有免疫系统疾病的患者。所有研究

对象研究前均签署知情同意书，研究方案经北京大

学国际医院医学伦理委员会审查并批准。

1.2 细胞与主要试剂

ESCC细胞TE12、KYSE510、KYSE140和人正常

食管黏膜上皮细胞NE2均购自中国科学院上海细胞

研究所。将 TE12、KYSE510、KYSE140 细胞用含有

10%胎牛血清和 100 U/ml青霉素、100 µg/ml链霉素

的RPMI 1640培养基于 37 ℃、5%CO2培养箱中常规

培养。

miR-503模拟物/抑制物和靶向切除修复交叉互

补基因（excision - repair cross - complementing 1，ER-

CC1）的小干扰RNAsi-ERCC1载体均购自上海吉玛

公司，高纯总RNA快速提取试剂盒购自长沙联博志

达生物技术公司，SYBR Green法PCR试剂盒购自美

国Thermo Fisher Scientific公司，逆转录试剂盒购自

大连瑞真生物技术有限公司，Lipofectamine 2000转

染试剂购自美国 Invitrogen公司，Annexin V-FITC/PI

双染细胞凋亡检测试剂盒、免疫印迹一抗（antibody-

ERCC1）和二抗（羊抗鼠 IgG）均购自美国BD Biosci-

ences公司。

1.3 放疗抵抗细胞株KYSE140R的构建

取对数生长期KYSE140 细胞，用直线加速器 6

MV射线进行照射，剂量为2 Gy。更换新鲜的RPMI-

1640培养基，观察细胞活力，对无明显死亡的细胞株

加大照射剂量，反复传代培养，直至该细胞能在6 Gy

射线下稳定存活，收集该细胞即ESCC放疗抵抗细胞

株KYSE140R。

1.4 细胞转染

使用Lipofectamine 2000试剂盒分别将miR-503

模 拟 物 、miR-503 抑 制 物 或 si-ERCC1 转 染 至

KYSE140和KYSE140R细胞中，转染后将细胞置于

37 ℃、5% CO2培养箱内培养 48~72 h，筛选稳定转染

的细胞株。

1.5 qPCR检测ESCC组织和细胞中miR-503的表达

采用 TRIzol 一步法提取总 RNA，并取 2 μg 总

RNA反转录为 cDNA。以 U6 为内参（引物序列见

表1，F：正向引物；R：反向引物），按SYBR Green实时

PCR试剂盒说明建立终体积为 20 μl的 PCR反应体

系。PCR热循环参数为：95 ℃、5 min，然后3步反应：

94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，进行

45个循环。检测结果采用2-ΔΔCt法进行计算。

表1 PCR引物序列

Tab. 1 Primer sequences for PCR

Gene

miR-503

ERCC1

U6

Primer sequence

F: 5’-TAGCAGCGGGAACAGTTCTGCAG-3’

R: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

F: 5’-GCCGCATCAAGAGAAGAT-3’

R: 5’-A AGAAGAGGAAGAAGCAGAG-3’

F: 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

R: 5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

1.6 克隆形成实验检测KYSE140和KYSE140R细胞

克隆形成能力的不同

用胰蛋白酶消化KYSE140和KYSE140R细胞，

按 500个/孔接种于 6孔板，24 h后分别给予单剂量 3

Gy和6 Gy射线照射。于37 ℃培养箱中培养14 d后，

移去培养液，PBS洗 2次，甲醇固定 15 min，1%结晶

紫染色，显微镜下计数细胞克隆（大于50个细胞记为
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1个克隆）。

1.7 CCK-8 实验检测 KYSE140 和 KYSE140R 细胞

增殖情况

实 验 前 1 d 将 对 数 生 长 期 的 KYSE140 和

KYSE140R细胞接种于 96孔板，500个/孔，每孔加入

2 ml，培养 24 h后，应用 6 MV射线在不同剂量（2、4、

6、8、10 Gy）下照射细胞，照射结束后将细胞置于

37 ℃培养箱中培养48 h。于待测前向培养孔内加入

10 μl CCK-8溶液，37 ℃孵育1 h，用酶标仪于450 nm

下检测光密度（D）值，每组设置 3 个重复孔。测算

IC50值。如前所述方法接种细胞，分别在3 Gy和6 Gy

射线下对 KYSE140 和 KYSE140R 细胞进行放射处

理，培养适当时间（0、24、48、72、96 h），于相应时间点

按上述方法测量450 nm处D值，绘制细胞增殖曲线。

1.8 流式细胞术检测 KYSE140 和 KYSE140R 细胞

凋亡水平

将 KYSE140 和 KYSE140R 细胞接种于 6 孔板，

24 h后分别给予单剂量3 Gy和6 Gy射线照射。培养

24 h后，收集细胞并用PBS冲洗 2次。将细胞与 500

μl 预冷的 1×结合缓冲液和 5 μl Annexin-V-FITC 混

合，室温避光孵育 15 min，上机前 5 min 加入 2.5 μl

PI，使用流式细胞仪检测细胞的凋亡率，采用FlowJo

软件进行数据分析。

1.9 WB 检测 KYSE140 和 KYSE140R 细胞 ERCC1

蛋白的表达

使用 RAPI 裂解液提取 KYSE140 和 KYSE140R

细胞总蛋白，依照二喹啉甲酸试剂盒的指导要求检

测蛋白浓度。上样缓冲液中加入萃取的蛋白，加热

至95 ℃，维持10 min。10% SDS-PAGE分离蛋白后，

转膜、封闭，加入一抗，4 ℃下过夜培养。TBST冲洗

蛋白 3次，加入二抗，温室中培养 1 h。洗膜 3次后加

入化学发光试剂显影蛋白。β-actin用作内参，Bio-

rad Gel DolEZ成像器拍照，采用 Image J软件分析靶

带的灰度水平。

1.10 双荧光素酶报告基因法检测 miR-503 的靶

基因

构建 ERCC1-Wt 和 ERCC1-Mut 的报告基因质

粒 ，将其分别与 miR -NC 和 miR-503 共转染于

KYSE140细胞中，在37℃、5% CO2培养箱中培养48 h，

收集细胞后PBS清洗，用PLB裂解细胞，取上清液10

μl于 96孔板，加入 10 μl Luciferase Assay Reagent II，

检测荧光素酶反应强度。

1.11 统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计分析，所有实验独

立重复 3次。两组间比较采用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析。采用Graphpad Prism 6软件绘

图。以P<0.05和P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-503在ESCC放疗抵抗的肿瘤组织与细胞

中低表达

qPCR 检测结果显示，miR-503 在 ESCC 患者放

疗抵抗组肿瘤组织中的表达水平显著低于放疗敏感

组（t=6.35，P<0.01；图 1A）。同时，miR-503 在 ESCC

细胞系中的表达水平明显低于人正常食管黏膜上皮

细胞NE2（F=319.28，P<0.01；图 1B），且KYSE140细

胞 中 miR - 503 的 表 达 水 平 显 著 低 于 TE12 和

KYSE510细胞（F=427.47，P<0.01；图 1B），因此选择

KYSE140 细胞进行后续实验。此外，放疗抵抗

KYSE140R细胞中miR-503的表达水平显著低于其

亲本KYSE140细胞（t=7.81，P<0.01；图1B）。

▼▼P<0.01 vs Radiation sensitive group; **P<0.01 vs NE2 group; ▲▲P<0.01 vs TE12 or KYSE510 group;△△P<0.01 vs KYSE140 group

A: The expression level of miR-503 in radiation sensitive tissue and radiation resistant tissues was measured by qPCR;

B: The expression level of miR-503 in ESCC cell lines was measured by qPCR

图1 miR-503在食管鳞状细胞癌组织和细胞中的表达情况

Fig.1 The expression of miR-503 in ESCC tissues and cell lines
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2.2 过表达miR-503缓解KYSE140/KYSE140R细胞

的放疗抵抗

CCK-8实验结果（图 2A）显示，随着放射剂量的

递增，KYSE140和KYSE140R细胞增殖活力均受到

抑制（KYSE140：IC50=2.94 Gy；KYSE140R：IC50=5.95

Gy）。qPCR检测结果（图2B）显示，随着放疗剂量的

增加，miR-503 在 KYSE140 和 KYSE140R 细胞中表

达上调（FKYSE140=237.96，FKYSE140R=199.28，均P<0.01）。

转染 miR-503 模拟物可显著上调 KYSE140 和

KYSE140R细胞中miR-503的表达水平（tKYSE140=6.47，

tKYSE140R=5.21，均P<0.01；图2C）。CCK-8实验结果（图

2D）表明，过表达 miR - 503 显著降低 KYSE140 和

KYSE140R细胞增殖活力（KYSE140：t24h=3.06，P<0.05,

t48h=6.50、t72h=7.80、t96 h=14.25, 均 P<0.01；KYSE140R：

t24 h=5.60，t48 h=4.72，t72 h=8.00，t96 h=5.67，均 P<0.01）。

克隆形成实验结果（图2E）同样证实，过表达miR-503

减少KYSE140和KYSE140R细胞克隆形成数（tKYSE140

=13.56，tKYSE140R=14.85，均P<0.01）。流式细胞术检测

结果（图 2F）表明，过表达 miR -503 可显著促进

KYSE140 和 KYSE140R 细胞的凋亡（tKYSE140=20.89，

tKYSE140R=19.57，均P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; △△P<0.01 vs 2 Gy group

A: The cell proliferation ability under different radiation dose was measured by CCK-8; B: The expression level of miR-503 under

different radiation dose was measured by qPCR; C: The expression level of miR-503 in KYSE140 and KYSE140R cells was measured

by qPCR; D: The cell proliferation ability was measured by CCK-8; E: Cell viability was detected by colony formation assay (×100);

F: The percentage of apoptotic cells was detected by Annexin V-FITC/PI flow cytometer assay

图2 miR-503对KYSE140/KYSE140R细胞放疗抵抗的作用

Fig.2 The effect of miR-503 on radio-resistance of KYSE140/KYSE140R cells

·· 972



孔蕾, 等 . miR-503靶向ERCC1抑制食管鳞状细胞癌放疗抵抗作用的机制

2.3 ERCC1是miR-503的靶基因

借助生物信息学数据库 StarBase 3.0和miRmap

对miR-503的靶基因进行预测，发现ERCC1可能是

miR-503的靶基因（图3A）。双荧光素酶报告基因检

测结果（图 3B）证实，共转染 pmirGLO-ERCC1-Wt/

miR-503的KYSE140细胞中，荧光素酶活性显著降

低（t=6.52，P<0.01），而共转染pmirGLO-ERCC1-Mut/

miR-503的KYSE140细胞中荧光素酶活性与对照组

无显著差异（t=0.46，P>0.05）。WB检测结果（图 3C、

D）表明，过表达 miR-503 显著下调 ERCC1 蛋白在

KYSE140 和 KYSE140R 细胞中的表达水平（tKYSE140=

7.78，tKYSE140R=14.64，均P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: The bioinformatics analysis result showed that miR-503 had a binding site with ERCC1; B: The luciferase activity in

ERCC1-Wt transfected miR-503 was lower than that in NC group detected by dual-luciferase reporter assay;

C and D: The expression of ERCC1 protein was measured by WB

图3 ERCC1是miR-503的靶基因

Fig.3 ERCC1 was a target gene of miR-503

2.4 miR-503靶向ERCC1调控KYSE140/KYSE140R

细胞的放疗抵抗

WB检测结果（图4A、B）显示，敲降ERCC1显著

下调 KYSE140 和 KYSE140R 细胞中 ERCC1 蛋白的

表达水平（tKYSE140=8.63，tKYSE140R=6.47，均P<0.01）；同时

敲降ERCC1和miR-503，ERCC1蛋白的表达水平与

对照组的差异无统计意义（tKYSE140=1.19，tKYSE140R=0.96，

均P>0.05）。CCK-8 检测结果（图 4C）表明，敲降

ERCC1 显著降低 KYSE140 和 KYSE140R 细胞增殖

能力（KYSE140：F24 h=7.86，P<0.05，F48 h=32.68，F72 h=

5.14，F96 h=24.59，均 P<0.01；KYSE140R：F24 h=21.34，

F48 h=40.48，F72 h=58.89，F96 h=43.61，均P<0.01），而同时

敲降ERCC1和miR-503则对KYSE140和 KYSE140R

细胞的增殖能力无显著影响（均P>0.05）。克隆形成

实验和流式术检测结果（图 4D、E）进一步证实，敲降

ERCC1显著抑制KYSE140和KYSE140R细胞活力，

促进凋亡（细胞活力：tKYSE140=13.38，tKYSE140R=11.78，均

P<0.01，图 4D；凋亡：tKYSE140=17.15，tKYSE140R=15.72，均

P<0.01，图 4E），而同时敲降ERCC1和miR-503与对

照组相比差异无统计显著性（P>0.05）。

3 讨 论

中国国家癌症中心发布的2018年全国癌症报告

显示，中国 90%以上的食管癌被确诊为ESCC，其发

生与长期吸烟、重度饮酒、吞烫食有关[10-11]，多发于中

老年男性。目前，ESCC的治疗以放疗为主，多项研

究[12-14]表明ESCC产生放疗抵抗是导致治疗失败重要

原因，而miRNA是调控多种肿瘤放疗抵抗的关键因

素[15-16]。miR-503在多种癌细胞和组织中低表达[17-18]，

其表达情况可能与调控肿瘤放疗抵抗有关。MA等[6]

报道，过表达miR-503可提高喉管癌细胞的放疗敏感

性。RUTH等[7]研究表明，在乳腺癌肿瘤细胞中表达

miR-503可提高其放疗敏感性。BARGIELA-IPAR-

RAGUIRRE等[19]发现，miR-503在辐射治疗的胃癌细

胞中低表达，并与胃癌细胞放疗抵抗有关。本研究

发现，miR-503在ESCC放疗抵抗组织及细胞中低表

达，同时其在放疗抵抗细胞株KYSE140R中的表达

水平显著低于亲本株 KYSE140，据此推测 miR-503

的低表达可能与ESCC放疗抵抗有相关性。进一步

研究发现，过表达miR-503显著降低KYSE140R细胞

的增殖能力、促进细胞凋亡，从而提高KYSE140R细

胞对放疗的敏感性。

ERCC1编码核苷酸切除修复蛋白，参与放疗诱

导的DNA损伤修复[20]，进而增强癌细胞的放疗抵抗

性[21-22]。有研究[23]表明，宫颈癌细胞经放射处理后，其

ERCC1 表达显著上调并与放疗抵抗相关。另有研

·· 973



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(9)

究[24]表明，ERCC1在放疗敏感的胶质瘤细胞株中的

表达水平低于放疗不敏感的胶质瘤细胞株。本研究

利用双荧光素酶报告基因检测证实，ERCC1是miR-

503的靶基因。过表达miR-503靶向调控ERCC1降

低KYSE140R细胞的增殖活力并促进细胞凋亡，从

而增加KYSE140R细胞的放疗敏感性。

**P<0.01 vs NC or si ERCC1+miR-503 inhibitor group

A and B: The expression of ERCC1 protein was measured by WB; C: The cell proliferation ability was measured by CCK-8;

D: The cell viability was detected by colony formation assay; E: The percentage of apoptotic cells was detected by

Annexin V-FITC/PI flow cytometer assay

图4 miR-503靶向ERCC1调控KYSE140/KYSE140R细胞的放疗抵抗性

Fig.4 miR-503 regulated radio-resistance of KYSE140/KYSE140R cells by targeting ERCC1

综上所述，本研究揭示了 miR-503 靶向 ERCC1

调控ESCC放疗抵抗的相关作用机制，过表达的miR-

503 靶 向 下 调 ERCC1 的 表 达 水 平 ，进 而 抑 制

KYSE140R细胞的放疗抵抗性。此外，在本课题组的

后续研究中，将进一步探讨miR-503/ERCC1介导的

下游信号通路对ESCC放疗抵抗性的作用机制。
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