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miRNA-26b-3p通过靶向STAT3调控食管鳞状细胞癌细胞的增殖和迁移

谷丽娜 a，桑梅香 a,b，刘思桦 a，刘飞 a，王芃堉 a，单保恩 a,b（河北医科大学第四医院 a. 科研中心；b. 肿瘤研究所

免疫室，石家庄 河北 050011）

[摘 要] 目的：观察miR-26b-3p在食管鳞状细胞癌（ESCC）组织中的表达水平及其对ESCC细胞增殖、侵袭和迁移能力的影

响，并探讨其分子调控机制。方法: 选取河北医科大学第四医院2018年4月1日至2018年12月25日手术切除的ESCC组织及相

应癌旁组织各60例，利用qPCR法检测ESCC组织、癌旁组织和ESCC细胞中miR-26b-3p的表达。选取miR-26b-3p表达水平较低

的ESCC细胞TE1和KYSE150，转染miR-26b-3p mimic，并设立阴性对照。利用细胞增殖实验、划痕愈合实验和Transwell实验检

测过表达miR-26b-3p对TE1和KYSE150细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。荧光素酶报告基因实验检测miR-26b-3p与STAT3

的 3'UTR靶点部位的结合情况。随后同时转染miR-26b-3p mimic和 pcDNA3.0-STAT3，利用细胞增殖实验、划痕愈合实验和

Transwell实验检测STAT3是否可逆转过表达miR-26b-3p对细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。qPCR 和 WB法检测甲基化酶

抑制剂5-Aza-DC对ESCC细胞甲基化的影响和miR-26b-3p与STAT3表达的影响。结果: miR-26b-3p在ESCC组织中的表达低

于癌旁组织（P<0.01），其在 ESCC 细胞TE1、KYSE150和LYSE170中表达水平显著低于人正常食管上皮细胞HEEC（均P<0.01）。与

miR-26b-3p NC组相比，miR-26b-3p mimic转染可明显上调TE1和KYSE150细胞中miR-26b-3p的表达（均P<0.01），但可明显抑

制两种细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P<0.05或P<0.01）。荧光素酶报告基因实验结果表明，在TE1和KYSE150细胞中，miR-26b-3p

明显抑制了野生型STAT3载体的荧光素酶活性（P<0.05或P<0.01），而突变型的荧光素酶活性不受影响。同时转染miR-26b-3p

mimic和 pcDNA3.0-STAT3可部分逆转miR-26b-3p mimic对TE1 和 KYSE150 细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用（P<0.05

或P<0.01）。5-Aza-DC 处理后，TE1 和 KYSE150 细胞中 miR-26b-3p 表达上调（均 P<0.01）、STAT3 mRNA 和蛋白水平降低

（P<0.05），miR-26b-3p呈现去甲基化状态。结论: miR-26b-3p的启动子高甲基化导致其在ESCC组织和细胞中的表达下调，其作

为抑癌因子可通过靶向STAT3而抑制ESCC细胞的增殖、侵袭和迁移能力。
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miRNA-26b-3p regulates proliferation and migration of esophageal squamous cell
carcinoma cells by targeting STAT3

GU Linaa, SANG Meixianga,b, LIU Sihuaa, LIU Feia, WANG Pengyua, SHAN Baoena,b(a. Research Center, b. Department of

Immunology, Tumor Research Institute, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To detect the expression level of miR-26b-3p in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues, and to

explore its effect on the proliferation, invasion and migration of ESCC cells and its molecular mechanism. Methods: 60 pairs of ESCC

tissues and corresponding adjacent tissues that surgically resected from April 1, 2018 to December 25, 2018 were collected from the

Fourth Hospital of Hebei Medical University. qPCR was used to detect the expression of miR-26b-3p in ESCC tissues, corresponding

adjacent tissues and ESCC cells. ESCC cell lines TE1 and KYSE150 with low miR-26b-3p expression were selected and transfected

with miR-26b-3p mimics. At the same time, the negative control was set up. The effects of miR-26b-3p on proliferation, migration and

invasion of TE1 and KYSE150 cells were detected by cell proliferation assay, Wound healing assay and Transwell assay. Luciferase

reporter gene analysis was used to detect the binding between miR-26b-3p and STAT3 3'UTR. Then, miR-26b-3p mimics and

pcDNA3.0-STAT3 were co-transfected into the cells to verify whether STAT3 could reverse the effect of miR-26b-3p on cell

proliferation, migration and invasion using cell proliferation assay, Wound healing assay and Transwell test. The effects of methylase
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inhibitor 5-Aza-DC on the methylation of ESCC cells as well as the expression of miR-26b-3p and STAT3 were detected by qPCR and

WB. Results: The expression of miR-26b-3p in ESCC tissues was lower than that in the adjacent normal tissues (P<0.05), and the

expression was also significantly lower in ESCC cell lines (TE1, KYSE150 and LYSE170) as compared with normal human esophageal

epithelial HEEC cells (all P<0.01). Compared with miR-26b-3p NC group, transfection of miR-26b-3p mimics significantly up-

regulated the expression of miR-26b-3p in TE1 and KYSE150 cells and obviously inhibited the proliferation, invasion and migration of

the cells (P<0.05 or P<0.01). The luciferase reporter gene assay showed that miR-26b-3p significantly inhibited the luciferase activity

of wild-type STAT3 vector in TE1 and KYSE150 cells (P<0.05 or P<0.01), while the luciferase activity of mutant-type was not

affected. Co-transfection with miR-26b-3p mimics and pcDNA3.0-STAT3 partially reversed the inhibitory effect of miR-26b-3p on

proliferation, migration and invasion of TE1 and KYSE150 cells (P<0.05 or P<0.01). After 5-aza-DC treatment, the expression of miR-

26b-3p was up-regulated (P<0.01), mRNA and protein levels of STAT3 were decreased (P<0.05), and miR-26b-3p was demethylated in

TE1 and KYSE150 cells. Conclusion: miR-26b-3p is down-regulated in ESCC tissues and cells due to the hypermethylation of its

promoter. As a tumor suppressor, miR-26b-3p inhibits the proliferation, invasion and migration of ESCC cells via targeting STAT3.

[Key words] miRNA-26b-3p; esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); STAT3; methylation; proliferation; migration; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(12): 1151-1159. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.12.001]

食管癌是中国常见的消化道恶性肿瘤，也是全

球癌症相关死亡原因居第七位的恶性肿瘤[1-2]。中国

食管癌最常见的病理类型是食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）[3]，手术

治疗后 5 年生存率低于 25%[4]。到目前为止，中国

ESCC发病率仍很高，且呈老龄化趋势[5]。研究ESCC

的分子机制，寻找更有效的诊断和预后的生物标志

物是十分必要的。人类肿瘤中miRNA的异常表达可

以作为癌基因或抑癌基因在肿瘤发生发展中发挥重

要作用[6-7]。表观遗传调控（包括DNA甲基化、组蛋白

甲基化、组蛋白乙酰化等）是抑制各种人类癌症中

miRNA表达的机制之一[8]。miR-26b-3p是一种位于

人类染色体 2q35的基因间miRNA。最近的研究表

明 miR-26b 在多种恶性肿瘤中异常表达，如黑色素

瘤[9]、鼻咽癌[10]、乳腺癌[11]和胶质瘤[12]等。乳腺癌组织

中miR-26b表达水平与甲基化敏感基因呈负相关，

而甲基化敏感基因的表达与甲基化状态存在相

关性[13-14]。CHEN等[15]报道，miR-26b下调可以通过靶

向TRAF5抑制ESCC细胞的增殖和迁移。然而，目

前尚不清楚ESCC中miR-26b-3p的表达与启动子甲

基化状态之间的关系，以及 ESCC 中是否存在其他

miR-26b-3p 靶点，故本研究利用多种分子生物学

方 法 探讨 ESCC 中 miR-26b-3p 的功能及其影响

ESCC进展的机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本

选取河北医科大学第四医院 2018年 4月 1日至

2018年12月25日住院手术切除的ESCC组织及相应

癌旁组织标本各60例，所选肿瘤患者均为首发，且术

前未进行任何治疗。所有组织标本均经病理科医师

诊断为ESCC。所有患者或其家属均签署知情同意

书，且该项目研究方案获得河北医科大学第四医院

伦理委员会批准。

1.2 细胞和主要试剂

人ESCC细胞株KYSE170、TE1、KYSE150及人食

管上皮细胞HEEC均保存于河北医科大学第四医院科

研中心。DMEM培养基、胰蛋白酶和5-氮杂-2’-脱氧胞

苷（5-Aza-2’-deoxycytidine, 5-Aza-DC）均购自美国Gibco

公司，胎牛血清购自上海依科赛生物制品有限公司，

TRIzol 购自美国 Invirogen 公司 ，Platinum SYBR

SuperMix试剂、miR-26b-3p mimics及其阴性对照和

pcDNA3.0-STAT3均购自中国广州瑞博生物有限公司。

逆转录试剂盒、FuGENE HD转染试剂和双荧光素酶报

告基因系统试剂盒均购自美国Promega公司，Bulge-

loopTM miRNA qRT-PCR Kit和PCR引物均购自广州锐

博生物科技有限公司，Transwell 小室购自美国Corning

公司，人工基质胶（matrigel）购自美国BD公司，DNA纯

化试剂盒购自Qiagen公司，鼠抗人STAT3单克隆抗体

和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG（二抗）购自

Proteintech 公司，鼠抗人 p-STAT3（Tyr-705）单克隆抗

体购自美国 Cell Signaling Technology 公司，兔抗人

β-actin 单克隆抗体购自英国 Abcam 公司，电化学发

光检测试剂盒购自美国Thermo Scientific公司。

1.3 细胞转染和去甲基化药物处理

对于细胞转染，取对数生长期的TE1和KYSE150

细胞，制成单细胞悬液后接种于6孔板中（1×106个/孔），

根据说明书所述的流程，将 miR-26b-3p 模拟物及其

阴性对照和 /或 pcDNA3.0-STAT3及其空载体对照与

转染试剂混合后，室温静置 20 min，加入无血清的培

养基培养的细胞中。转染6 h后更换为完全培养基，

继续培养42 h，进一步以qPCR法检测转染细胞转染分

子的表达水平，以鉴定细胞转染效率。

对于药 物 处 理 ，在 DNA 甲 基 转 移 酶 抑 制

··1152



谷丽娜, 等 . miRNA-26b-3p通过靶向STAT3调控食管鳞状细胞癌细胞的增殖和迁移

剂 5-Aza-DC处理前 1 d将细胞以低密度接种在 6孔

板中，所有细胞经5-Aza-DC（5 μmol/L）处理 72 h，每

24 h换液 1次，对照组不作任何处理，72 h后换成完

全培养基继续培养24 h后可以进行后续实验。

1.4 qPCR 检测 ESCC 组织和细胞中 miR-26b-3p 和

STAT3 mRNA的相对表达水平

用TRIzol提取细胞或组织的总RNA，按照试剂

盒说明书提供的方法进行逆转录和qPCR。所用引

物序 列 见 表 1。 PCR 反 应 条 件为 95 ℃ 5 min，

95 ℃ 15 s、60 ℃ 1 min，共 40 个循环；72 ℃ 5 min。

以 2-△△Ct法计算组织和细胞中 miR-26b-3p 和 STAT3

mRNA的相对表达水平。实验重复3次。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

PCR type

qPCR

MSP

Gene

STAT3

GAPDH

Methylation

Unmethylation

Primer

F:5’-GAAGGAGGCGTCACTTTCAC-3’

R:5’-TTGTTCAGCTGCTGCTTTGT-3’

F:5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’

R:5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

F:5’-ATTTAGGTTAAGGGCGAGGTTAC-3’

R:5’-ATCTACCGACAAAAACAAAAACG-3’

F:5’-ATTTAGGTTAAGGGTGAGGTTATGA-3’

R:5’-ATCTACCAACAAAAACAAAAACAAA-3’

Product size(bp)

95

66

179

179

F: Forward primer; R: Reverse primer

1.5 CCK-8 法检测转染后 TE1 和 KYSE150 细胞的

增殖能力

将转染后的TE1和KYSE150细胞以 2×103个/孔

的密度接种于 96孔板，常规培养，各个时间点设置 3

个复孔，分别于 0、24、48、72、96 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，绘制细

胞增殖曲线。实验重复3次。

1.6 细胞划痕实验检测转染后 TE1和KYSE150细

胞的迁移能力

将转染后的 TE1 和 KYSE150 细胞接种于 6 孔

板，待细胞生长至汇合度约90%时，用高压灭菌过的

200 μl枪头在6孔板划痕，无菌PBS洗涤6孔板3次，

加入 2 ml完全培养基继续培养。0、24 h时在倒置显

微镜下（×200）观察细胞迁移情况，拍照并对划痕愈

合情况进行分析。实验重复3次。

1.7 Transwell 实验检测转染后 TE1 和 KYSE150 细

胞的侵袭及迁移能力

将 4 ℃下过夜溶解的人工基质胶用无血清的培

养基按 1∶7的比例稀释，以 25 μl人工基质胶均匀铺

满上室底部，37 ℃无菌过夜后进行侵袭实验。将转

染后的细胞制备成单细胞悬液，加入Transwell上室

（1.5×105个/室），下室中加入含 10% 胎牛血清的

600 μl培养基，培养 48 h后用棉签擦净上室细胞，用

PBS清洗后结晶紫染色，于倒置相差显微镜（×200）下

观察并拍照。随机观察 5个视野，计数穿膜细胞数。

迁移实验不预铺基质胶，其他操作同侵袭实验。实

验均重复3次。

1.8 荧光素酶报告基因实验检测 miR-26b-3p 与

STAT3的3'UTR靶向位点的结合

利用 Target Scan 数据库（http://www.targetu/）预

测miR-26b-3p的潜在靶点。数据库预测结果显示，

miR-26b-3p可能与STAT3的 3'UTR区靶向结合。构

建野生型STAT3 3'UTR和突变型STAT3 3'UTR双荧

光报告基因载体。取对数生长期TE1和KYSE150细

胞接种于 12 孔板中（5×104 个/孔），将 STAT3-WT、

STAT3-MUT P1 或 STAT3-MUT P2 与 miR-26b-3p 模

拟物或阴性对照共转染至 TE1 和 KYSE150 细胞，

每组设置 3 个复孔。常规培养 48 h 后，按照双荧

光素酶报告基因系统试剂盒的说明书检测荧光素

酶活性。

1.9 MSP法检测ESCC细胞中miR-26b-3p的甲基化状态

采用酚/氯仿抽提法提取去甲基化药物 5-Aza-

DC处理前后TE1和KYSE150细胞的RNA，用RNA

纯化试剂盒对其进行纯化。根据 Meth Primer 预测

miR-26b-3p启动子的CpG岛（-265~-42 bp），设计该

位点甲基化特异引物，利用甲基化特异性引物和非

甲基化特异性引物进行PCR扩增，引物序列见表 1。

反应条件为 95 ℃ 5 min，95 ℃ 45 s、58 ℃ 30 s，共 40

个循环；72 ℃ 5 min。扩增产物经过 2%琼脂糖凝胶

电泳，用凝胶成像和GeneSys系统进行拍照和分析。

1.10 WB法检测STAT3和p-STAT3蛋白的表达

用RIPA蛋白裂解液将转染后细胞裂解 30 min，

离心取上清液。将 BCA 法定量的 40 μg 蛋白质以
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10%SDS-PAGE分离，用PVDF膜转移电泳分离的蛋

白条带；封闭液封闭 1 h，用抗 STAT3抗体、p-STAT3

（Tyr-705）抗体和 β-actin抗体（内参照）处理过夜；加

二抗后在室温下放置 2 h，TBST 冲洗 10 min×3 次。

用电化学发光检测试剂盒曝光成像，化学发光系统

拍照并分析结果。实验重复3次。

1.11 统计学处理

采用统计软件 SPSS20.0 对数据进行统计学分

析，正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间比

较采用 t 检验，多组间比较采用F检验，以P<0.05

与P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-26b-3p在ESCC组织和细胞中呈低表达

qPCR法检测结果显示，与癌旁组织相比，miR-

26b-3p 在 ESCC 组织中的相对表达量明显较低

（1.26±0.70 vs 2.86±1.25，P<0.01，图 1A）。与正常食

管上皮细胞相比，miR-26b-3p在不同ESCC细胞中的

表达均较低。HEEC、KYSE170、TE1和KYSE150细

胞中 miR-26b-3p 的相对表达量为 1.05±0.234、0.72±

0.11、0.43±0.08 和 0.16±0.03（图 1B）。选择 TE1 和

KYSE150细胞进行下一步实验。

**P<0.01 vs Adjacent tissues or HEEC cells

A: The expression of miR-26b-3p in ESCC tissues was significantly lower than that in adjacent esophageal tissues;

B: The expression of miR-26b-3p in ESCC cells was significantly lower than that in normal esophageal epithelial cells

图1 qPCR法检测miR-26b-3p在ESCC组织（A）和细胞系（B）中的表达情况

Fig.1 Expression of miR-26b-3p in ESCC tissues (A) and cell lines(B) detected by qPCR

2.2 过表达miR-26b-3p对ESCC细胞增殖、迁移和侵

袭能力的影响

将miR-26b-3p模拟物及其阴性对照转染TE1和

KYSE150，48 h 后，qPCR 检测 miR-26b-3p 的表达水

平。与miR-26b-3p NC组相比，TE1和KYSE150细胞

中miR-26b-3p表达显著上调（P<0.01，图 2A）。为了

研究过表达miR-26b-3p对ESCC细胞增殖能力的影

响，对 TE1 和 KYSE150 细胞进行了细胞增殖实验。

增殖实验结果显示，miR-26b-3p 模拟物转染 72和

96 h，TE1（P<0.05，图 2B）和 KYSE150（P<0.05，图

2C）细胞增殖能力有明显的降低。为了研究过表

达miR-26b-3p对ESCC细胞侵袭和迁移能力的影响，

对TE1和KYSE150细胞进行了划痕愈合和Transwell

实验。划痕愈合实验结果显示，过表达miR-26b-3p

后的 24 h，TE1和KYSE150细胞迁移能力明显下降

（P<0.05或P<0.01，图 2D）；Transwell实验结果显示，

与miR-26b-3p NC组相比，miR-26b-3p模拟物转染组

的TE1和KYSE150细胞的侵袭和迁移能力均明显减

弱（P<0.05或P<0.01，图2E）。

2.3 STAT3的3'UTR存在miR-26b-3p的结合靶点

利用Target Scan数据库（http://www.targetu/）预测

miR-26b-3p的潜在靶点，数据库预测结果显示，STAT3

的3'UTR 存在miR-26b-3p的潜在结合靶点（图3A）。

采用荧光素酶报告基因实验检测miR-26b-3p与STAT3

的 3'UTR 结合情况，结果（图 3B、C）显示，在 TE1 和

KYSE150细胞中，miR-26b-3p明显抑制了野生型STAT3

载体的荧光素酶活性，而突变型的荧光素酶活性不受

影响，提示两者存在结合。以上结果说明STAT3的3'UTR

存在miR-26b-3p的结合靶点。

2.4 miR-26b-3p通过靶向STAT3调控ESCC细胞的

增殖、迁移和侵袭能力

采用一系列挽救实验进一步探讨miR-26b-3p对

ESCC细胞的作用。单独转染miR-26b-3p模拟物后，

发现 ESCC 细 胞 TE1 和 KYSE150 中 STAT3 和

p-STAT3（Tyr-705）蛋白表达降低 ，而在共转染

pcDNA3.0-STAT3和miR-26b-3p 模拟物后其表达量

部分恢复升高（图 4A）。细胞增殖曲线显示，转染

miR-26b-3p 模拟物后细胞增殖率降低，共转染

pcDNA3.0-STAT3 和 miR-26b-3p 模拟物可逆转降低

的细胞增殖率，使之重新升高（图 4B）。同时，
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*P<0.05，**P<0.01

A: Relative expression of miR-26b-3p in TE1 and KYSE150 cells transfected with NC or mimics; B, C: The proliferation of TE1(B)

and KYSE150 (C) cells was decreased after miR-26b-3p over-expression; D: The migration ability of TE1 and KYSE150 cells in

miR-26b-3p mimic group was decreased(×200); E: The migration and invasion ability of TE1 and KYSE150 cells in miR-26b-3p

mimic group were decreased (×200)

图2 过表达miR-26b-3p显著抑制TE1和KYSE150细胞的增殖、侵袭和迁移能力

Fig.2 miR-26b-3p over-expression significantly inhibited the ability of proliferation, migration

and invasion of TE1 and KYSE150 cells
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Transwell 实验表明 ，共转染 pcDNA3.0-STAT3 和

miR-26b-3p模拟物可逆转 miR-26b-3p 模拟物单独

转染对细胞迁移和侵袭能力的抑制作用（图

4C）。以上结果表明 STAT3 是 miR-26b-3p 的下游

靶点基因，miR-26b-3p通过靶向STAT3调控ESCC细

胞的增殖、迁移和侵袭能力。

2.5 ESCC 细胞中 miR-26b-3p 启动子甲基化对

miR-26b-3p和STAT3表达的影响

经甲基化酶抑制剂 5-Aza-DC处理后，MSP检测

结果显示，TE1和KYSE150细胞呈现去甲基化状态

（图5A）；与 NC 组相比，TE1 细胞和 KYSE150 细胞

的 miR-2b-3p 表达上调（P=0.003，P=0.004，图 5B）。

5-Aza-DC 处理后 TE1 和 KYSE150 细胞中 STAT3

mRNA 表达与 NC 组相比均降低（0.83±0.050 vs

1.04±0.10 ，P=0.020 ；0.82±0.03 vs 1.04±0.11 ，P=

0.027，图 5C）；TE1 和 KYSE150 细胞中 STAT3

和 p-STAT3（Tyr-705）蛋白水平均显著降低（图 5D）。

以上结果提示，ESCC 细胞中 miR-26b-3p 启动子

DNA甲基化是miR-26b-3p的调控机制之一。

*P>0.05, **P<0.01

A: Binding sites between 3’-UTR of STAT3 and miR-26b-3p; B, C: Luciferase reporter assays showed that up-regulation of miR-26b-3p

reduced the relative luciferase activity of STAT3 3'-UTR in TE1 (B) and KYSE150 (C) cells

图3 STAT3的3’’UTR存在miR-26b-3p的结合靶点

Fig.3 A binding site on the 3’’UTR of STAT3 with miR-26b-3p

3 讨 论

越来越多的证据[16]表明，miRNA参与了ESCC的

发生发展。本研究观察到 miR-26b-3p 在 ESCC 组

织和细胞中呈低表达，上调miR-26b-3p的表达可抑

制ESCC细胞的增殖、迁移和侵袭。这提示miR-26b-3p

可能在 ESCC 中起到抑癌基因的作用。

miRNA可通过靶向下游基因进而发挥癌基因或

抑癌基因的作用，其可通过结合靶基因的 3'-UTR序

列而抑制靶基因的翻译[16]。由于匹配区域的非严格

性，一个miRNA可与许多靶基因结合发挥调节作用，

不同的miRNA也可以与同一基因靶点结合并导致翻

译抑制[17]。在本研究中，利用生物信息学预测发现

STAT3是miR-26b-3p的下游靶基因，荧光素酶报告

基因实验结果显示，miR-26b-3p可与 STAT3转录物

的 3'-UTR结合。STAT3作为 JAK/STAT信号通路的

重要组成部分，参与了细胞质到细胞核的信号传递

过程[18]，因此选择STAT3进行后续研究。结果显示，

miR-26b-3p的过表达降低了 STAT3和 p-STAT3蛋白

的表达水平，这证实了 STAT3可作为miR-26b-3p的

下游靶基因发挥作用。细胞增殖和Transwell实验结

果显示，过表达 STAT3 可部分逆转 miR-26b-3p 对

TE1和KYSE150细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制

作用。最近有研究[19]表明，miR-26b-3p作为抑癌因子

在乳腺癌的发生发展中发挥重要作用，本研究结果

与其一致。这些结果为探讨miR-26b-3p和STAT3在

ESCC中的作用机制提供了实验依据。

CpG 岛（cytosine-phosphate-guanine island）的甲

基化可调节miRNAs的转录[20]。像其他生理修饰和

生化修饰一样，DNA甲基化同样可以逆转[21]。DNA
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高甲基化与抑癌基因沉默密切相关，DNA甲基转移

酶抑制剂可以显著逆转抑癌基因的沉默并抑制肿瘤

生长[21]。本研究利用去甲基化药物 5-Aza-DC 处理

TE1和KYSE150细胞，结果发现ESCC细胞出现了去

甲基化，同时 miR-26b-3p 的表达水平明显增高而

STAT3 mRNA 水平降低，并且 STAT3 和 p-STAT3 的

蛋白水平也明显降低。这些结果表明，ESCC细胞中

miR-26b-3p 表达下调的部分原因可能是其启动子

CpG岛的高甲基化。对于miR-26b-3p的表达调控机

制，目前尚未有相关报道。

*P<0.05, **P<0.01
A: The relative expression of STAT3 and p-STAT3 proteins in TE1 and KYSE150 cells treated with miR-26b-3p NC, miR-26b-3p mimics

and/or pcDNA3.0-STAT3; B: Co-transfection of pcDNA3.0-STAT3 and miR-26b-3p mimics could reverse the inhibitory effect of

miR-26b-3p mimics on cell proliferation in TE1 and KYSE150 cells; C: Cell migration and invasion restrained by miR-26b-3p mimics were

reversed by co-transfection of pcDNA3.0-STAT3 and miR-26b-3p mimics (×100)

图4 miR-26b-3p通过靶向STAT3调控TE1和KYSE150细胞的增殖、迁移和侵袭能力

Fig.4 miR-26b-3p regulated proliferation, migration and invasion of TE1 and KYSE150 cells by targeting STAT3

综上所述，miR-26b-3p可作为抑癌基因在ESCC

中发挥作用，其启动子CpG位点的高甲基化是其表

达下调的机制之一。另外，研究发现 STAT3可能是

miR-26b-3p的靶基因，STAT3可部分逆转miR-26b-3p

对ESCC的抑癌作用。5-Aza-DC处理后，miR-26b-3p

的表达水平增加而STAT3表达降低。这些结果均表

明miR-26b-3p可能是受到表观遗传修饰机制调控的

抑癌基因，为ESCC的治疗提供了新的策略。然而，

miR-26b-3p在ESCC发生发展过程中的确切机制尚

需进一步研究。
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*P<0.05, **P<0.01

A: MSP analysis for methylation status after 5-Aza-DC treatment (0 or 5 µmol/L) in TE1 and KYSE150 cells; B and C: qPCR analysis

for miR-26b-3p and STAT3 expression after 5-Aza-DC treatment (0 or 5 µmol/L) in TE1 cell and KYSE150 cell; D: WB analysis for

STAT3 expression after 5-Aza-DC treatment (0 or 5 µmol/L) in TE1 and KYSE150 cells

图5 TE1和KYSE150细胞中miR-26b-3p启动子甲基化对miR-26b-3p和STAT3表达的影响

Fig.5 Effect of miR-26b-3p promoter methylation on the expression of miR-26b-3p and STAT3 in TE1 cell and KYSE150 cells
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