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miR-1-3p通过调控STC2抑制人食管鳞状细胞癌
细胞的恶性生物学行为
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Abstract: Objective　To  explore  the  effect  of  miR-1-3p  on  the  malignant  biological  behavior  of  human
esophageal  squamous  cell  carcinoma  cells  and  the  potential  mechanisms.  Methods  The  Gene  Expression
Omnibus (GEO) database was analyzed to screen differentially expressed miRNAs in esophageal squamous
cell carcinoma (ESCC). qRT-PCR was used to detect the expression of miR-1-3p in human ESCC cell lines
(KYSE30, KYSE150, KYSE410, KYSE510, and Eca109) and normal esophageal epithelial cell line HET-1A.
CCK-8, wound healing, Transwell assays, and flow cytometry were applied to detect the effect of miR-1-3p
on the proliferation, migration, invasion, and apoptosis of ESCC cells. Bioinformatics tool was used to predict
the target genes of miR-1-3p. A Kaplan–Meier survival curve was drawn to analyze the correlation between
STC2 expression and overall survival of patients in the ESCC cohort of the TCGA database. Fluorescence in
situ  hybridization  was  performed  to  verify  the  subcellular  location  of  miR-1-3p  in  ESCC  cells,  and  dual-
luciferase  reporter  gene  assay  was  performed  to  validate  the  regulation  of  miR-1-3p  on  stanniocalcin  2
(STC2). RNA immunoprecipitation assays were used to detect the binding of miR-1-3p and STC2. Western
blot  assay was performed to  determine the  effect  of  miR-1-3p on the  expression of  STC2 and endoplasmic
reticulum  stress  pathway-related  proteins,  including  p-PERK,  p-eIF2α,  and  ATF4.  CCK-8,  wound  healing,
Transwell  assays,  and  flow  cytometry  were  applied  to  detect  the  effect  of  STC2  overexpression  and
knockdown on the proliferation, migration, invasion, and apoptosis of ESCC cells. Results　The expression
of miR-1-3p was lower in ESCC cell lines than in HET-1A cells (all P<0.05). The transfection of miR-1-3p
mimic  decreased  the  proliferation,  invasion,  and  migration  of  ESCC  cells  (all P<0.05)  and  promoted  the
apoptosis of ESCC cells (all P<0.001). Bioinformatics tool showed that STC2 was a target gene of miR-1-3p.
The expression of STC2 in ESCC tissues was higher than that in normal esophageal epithelial tissues in the
ESCC cohort  of  TCGA database  and  was  negatively  correlated  with  prognosis  (all P<0.05).  miR-1-3p  was
located  in  the  cytoplasm  and  can  directly  bind  to  STC2  mRNA.  The  transfection  of  miR-1-3p  mimic
downregulated  the  expression  of  STC2,  p-PERK,  p-eIF2α,  and  ATF4  (all P<0.05).  The  overexpression  of
STC2 promoted the proliferation, invasion, and migration (all P<0.05) and inhibited the apoptosis of ESCC
cells (all P<0.05). Knockdown of STC2 inhibited the proliferation, invasion, and migration (all P<0.05) and
promoted the apoptosis of ESCC cells (all P<0.05). Conclusion　miR-1-3p inhibits the malignant biological

behavior  and promotes  the  apoptosis  of
esophageal  squamous  cell  carcinoma
cells  by  regulating  STC2  possibly  by
suppressing  the  endoplasmic  reticulum
stress.
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摘　要：目的　探讨miR-1-3p对人食管鳞状细胞癌（ESC-
C）细胞的恶性生物学行为的影响及其可能的作用机制。

方法　利用基因表达数据库（GEO）筛选ESCC中差异表达

的miRNA。采用qRT-PCR检测人ESCC细胞KYSE30、KYS-
E150、KYSE410、KYSE510和Eca109及正常食管上皮细胞

HET-1A中miR-1-3p的表达水平。CCK-8试剂盒、划痕愈合

和Transwell实验以及流式细胞术分别检测转染miR-1-3p
mimic对ESCC细胞增殖、迁移和侵袭、凋亡能力的影响。

使用生物信息学工具预测miR-1-3p的靶基因，Kaplan-Mei-
er法分析癌症基因组图谱（TCGA）数据库中STC2表达水

平与患者预后的关系。采用FISH检测miR-1-3p的亚细胞定

位，双荧光素酶报告基因验证miR-1-3p与STC2的靶向关

系。RNA免疫沉淀（RIP）实验检测miR-1-3phe STC2的结

合。Western blot法检测转染miR-1-3p mimic对ESCC细胞中

STC2及内质网应激相关蛋白p-PERK、p-eIF2α、ATF4表达

水平的影响。CCK-8、划痕愈合、Transwell实验和流式细

胞术分别检测过表达和敲低STC2对ESCC细胞增殖、迁

移、侵袭和凋亡能力的影响。结果　ESCC细胞中miR-1-
3p的表达水平均低于HET-1A细胞（均P<0.05），转染miR-
1-3p mimic可抑制ESCC细胞增殖、迁移和侵袭能力（均

P<0.05），促进ESCC细胞凋亡（均P<0.001）。生物信息

学工具预测miR-1-3p的靶基因为STC2，ESCC组织中STC2
的表达水平高于正常食管上皮组织，与预后呈负相关（均

P<0.05）。miR-1-3p位于胞质，并可直接与STC2 mRNA结

合。转染miR-1-3p mimic可下调STC2、p-PERK、p-eIF2α、
ATF4蛋白的表达水平（均P<0.05）。过表达STC2可促进

ESCC细胞增殖、迁移和侵袭能力（均P<0.05），抑制

ESCC细胞凋亡（均P<0.05）。敲低STC2可抑制ESCC细胞

增殖、迁移和侵袭能力（均P<0.05），促进ESCC细胞凋亡

（均P<0.05）。结论　miR-1-3p通过靶向调控STC2抑制

ESCC细胞的恶性生物学行为，促进ESCC细胞凋亡，可能

是通过抑制内质网应激发挥作用。

关键词：食管鳞状细胞癌；miR-1-3p；斯钙素

2；内质网应激
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0    引言

食管癌是中国死亡率第4位的恶性肿瘤，其中

鳞状细胞癌是最常见的食管癌病理类型[1]。食管鳞

状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ES-
CC）是一种高分子异质性、有独特肿瘤微环境的

恶性肿瘤，具有生长迅速、易复发转移和易产生治

疗抵抗等生物学特性[2-4]。虽然ESCC的治疗取得了

很大进展，但患者的生存获益仍无显著改善，5年
生存率约为20%[5]。基因的异常表达在肿瘤细胞的

恶性生物学行为中发挥重要作用，因此阐明ES-
CC发生发展的相关分子机制有可能为ESCC的诊断

和治疗提供新的思路。

微小RNA（miRNA）在基因表达的调控中发

挥至关重要的作用，在肿瘤诊断和治疗中具有广阔

前景，已成为肿瘤领域的研究热点[6-7]。miR-1-3p是
一种在多种肿瘤中表达水平下调的miRNA，已被

证实能够抑制胃癌、结直肠癌、非小细胞肺癌、肝

细胞癌等多种肿瘤的发生发展[8-11]。然而，miR-1-3p
在ESCC中的作用机制尚未完全明确。本研究主要

探讨miR-1-3p/STC2轴对ESCC细胞增殖、迁移、侵

袭和凋亡的影响及其可能的作用机制，以期为筛选

ESCC诊断的生物标志物和治疗靶点提供新思路。

1    材料与方法

1.1    细胞株

人正常食管上皮细胞HET-1A购于上海中乔新

舟生物科技有限公司，人ESCC细胞KYSE30、KY-
SE150、KYSE410、KYSE510和Eca109均购于武汉

普诺赛生命科技公司。

1.2    试剂

人食管上皮细胞HET-1A专用培养基购于上海

中乔新舟生物科技有限公司，RPMI 1640培养基、

胎牛血清、胰蛋白酶购自以色列Biological  Indu-
stries公司，总RNA提取试剂TRIzol、Lipofectam-
ineTM 3000购自美国Invitrogen公司，反转录试剂盒、

蛋白marker购自美国Thermo Fisher公司，引物由上

海生物工程有限公司合成，qPCR试剂购自上海翌

圣公司，Transwell小室购自美国Corning公司，FISH
试剂盒、RIPA裂解液、β-actin抗体购自武汉赛维尔

生物科技有限公司，CCK8试剂盒、BCA试剂盒、

抗体稀释液、ECL显影液购自亚科因生物技术有限

公司，凋亡试剂盒购自BD Biosciences公司，miR-
1-3p mimic和miRNA mimic NC由苏州吉玛基因股

份有限公司合成。STC2 mRNA 3'-UTR-WT和STC2
mRNA 3'-UTR-MUT报告基因质粒购自上海汉恒生

物科技有限公司。RIP试剂盒购自广州佰信生物科

技有限公司。STC2、Ago2抗体购自美国Abcam公

司，PERK、p-PERK、p-eIF2α抗体购自江苏亲科

生物研究中心有限公司，eIF2α、ATF4抗体购自杭

州华安生物技术有限公司，p-ATF4抗体购自武汉

爱博泰克生物科技有限公司，HRP山羊抗兔二抗购

自河北瑞帕特生物科技公司。

1.3    实验方法

1.3.1    ESCC转录组数据获取及分析　从基因表达

数据文库GEO（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）
下载GSE114110、GSE55856、GSE59973和GSE43-
732 RNA微阵列数据集，4个数据集均为未经治疗

的ESCC患者。用R语言的limma包筛选ESCC组织
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及其配对癌旁组织差异表达的miRNA，筛选条

件：|log2FC|>2，P<0.05。从癌症基因组图谱数据

库TCGA（https://portal.gdc.cancer.gov/）检索食管

癌队列的转录组数据和临床信息，使用R语言的

DESeq2包筛选ESCC组织和癌旁组织的差异表达基

因，筛选条件：|log2FC|>2，P<0.05。利用R语言的

ggplot2包绘制火山图。使用omicshare平台（https://
www.omicshare.com/tools/）绘制韦恩图。

1.3.2      细胞培养、转染及分组　在 37℃、 5%
CO2培养箱中使用HET-1A人食管上皮细胞专用培

养基常规培养人正常食管上皮细胞HET-1A，使用

含10%胎牛血清、1%青霉素和链霉素的RPMI 1640
培养基常规培养KYSE30、KYSE150、KYSE410、
KYSE510和Eca109细胞。按照LipofectamineTM 3000
说明书步骤，取对数生长期细胞，使用miRNA
mimic NC、miR-1-3p mimic、STC2 overexpression
NC、STC2 overexpression以及miRNA inhibitor NC、
miR-1-3p  inhibitor、 si-STC2  NC、 si-STC2分别对

KYSE410细胞和KYSE510细胞进行转染，转染48 h
后，采用qRT-PCR法检测转染效率。

1.3.3      实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time
fluorescence  quantitative  polymerase  chain  reaction，
qRT-PCR）法检测ESCC细胞中miR-1-3p的表达水

平　采用TRIzol法提取细胞总RNA，紫外分光光度

计测量纯度及含量，使用Thermo Fisher反转录试剂

盒以5 μg总RNA为模板，将RNA反转录为cDNA，

以此cDNA为模板，以U6或GAPDH为内参照，进

行qPCR扩增，反应条件：95℃ 5 min，95℃ 10 s，
60℃ 20  s，72℃ 20  s，共40个循环。引物序列：

miR-1-3p的正向引物序列为5'-GCGCGTGGAATGT-
AAAGAAGT-3'，反向引物序列为5'-AGTGCAGGG-
TCCGAGGTATT-3'；U6的正向引物序列为5'-CTC-
GCTTCGGCAGCACATA-3'，反向引物序列为5'-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'；STC2的正向引

物序列为5'-CAGCGGGAATGCTACCTCAA-3'，反

向引物序列为5'-CACATTGCCATCCTTGCTGG-3'；
GAPDH的正向引物序列为5'-ACAACTTTGGTATC-
GTGGAAGG-3'，反向引物序列为5'-GCCATCAC-
GCCACAGTTTC-3'。 采用2−△△CT法计算miR-1-3p和
STC2的相对表达水平。实验重复3次。

1.3.4    CCK-8法检测miR-1-3p对ESCC细胞增殖能

力的影响　取对数生长期的各组KYSE410细胞和

KYSE510细胞，调整密度为每毫升2×104个，取100
μl接种于96孔板，设置6个复孔，使用含10%胎牛

血清的RPMI 1640培养基培养至细胞贴壁后，分别

在接种后第1~4天，弃原培养基并每孔加入100 μl含

10%  CCK-8试剂的RPMI  1640培养基，在 37℃、

5%CO2培养箱中常规孵育1 h后，用酶标仪检测各

孔在450 nm波长处的吸光度。

1.3.5    划痕愈合实验检测miR-1-3p对ESCC细胞迁

移能力的影响　取对数生长期的各组KYSE410细
胞和KYSE510细胞，调整密度为每毫升7×105个，

取1 ml接种于6孔板，设置3个复孔，在6孔板后画

3条平行线做标记，当细胞融合度达90%时，用200 μl
无菌微量移液吸头在细胞中划1条垂直于背面平行

线的直线，用PBS洗涤3次，更换为不含胎牛血清

的RPMI 1640培养基在37℃、5%CO2培养箱中常规

培养，分别于0 h和24 h在倒置显微镜下观察并拍照。

1.3.6    Transwell实验检测miR-1-3p对ESCC细胞迁

移和侵袭能力的影响　取对数生长期的各组KYS-
E410细胞和KYSE510细胞，用不含胎牛血清的RP-
MI 1640培养基将细胞密度调整为每毫升2×105个，

取200 μl接种于Transwell小室的上室，检测侵袭能

力时提前用Matrigel基质胶包被Transwell小室的上

室，设置3个复孔，下室为含20%胎牛血清的RPMI
1640培养基，在37℃、5%CO2培养箱中常规培养24
h后取出小室，弃去上室液体，PBS洗涤后用棉签

轻轻将上室中未侵袭的细胞擦去，用4%多聚甲醛

固定30 min，PBS洗涤后用0.1%结晶紫染色10 min，
PBS洗涤后在倒置显微镜下随机选取3个视野拍

照，统计穿膜细胞数。

1.3.7    流式细胞术检测miR-1-3p对ESCC细胞凋亡

率的影响　取各组KYSE410细胞和KYSE510细胞，

调整细胞密度为每毫升1×105个，取100 μl细胞悬液

加至流式管，在Annexin V-FITC/PI溶液中反应15
min，加入结合缓冲液静置1 h，流式细胞仪检测细

胞凋亡情况，统计早期凋亡和晚期凋亡细胞的占比

之和作为细胞凋亡率。

1.3.8    荧光原位杂交技术（FISH）检测miR-1-3p在
ESCC细胞中的定位　生物素标记的miR-1-3p探针

由武汉赛维尔生物科技有限公司设计和合成。探

针序列为：5'-ATACATACTTCTTTACATTCCA-3'。
KYSE410细胞和KYSE510细胞在提前放入盖玻片

的24孔板培养，待细胞融合度达50%时停止培养，

PBS洗涤后用4%多聚甲醛室温固定15 min，PBS
洗涤后用通透剂室温破膜10 min，PBS洗涤后用预

热的杂交液40℃预杂交30 min后，细胞与miR-1-
3p探针在37℃杂交过夜，利用Cy3检测生物素标记

的miR-1-3p探针，细胞核使用DAPI染色，荧光显

微镜观察荧光信号。

1.3.9    双荧光素酶报告基因实验验证miR-1-3p与
STC2的结合关系　构建STC2突变型（MUT）和野
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生型（WT）报告基因质粒，通过体外转染，将

KYSE410细胞分为 4 组：STC2 mRNA 3'-UTR-WT+
miRNA mimic NC、STC2 mRNA 3'-UTR-WT+miR-
1-3p  mimic、 STC2  mRNA  3'-UTR-MUT+miRNA
mimic  NC和 STC2  mRNA  3'-UTR-MUT+miR-1-3p
mimic，每组设置3个复孔。培养48 h后按照双荧光

素酶试剂盒说明书检测细胞的荧光素酶活性。

1.3.10      RNA免疫沉淀（RIP）实验检测miR-1-
3p和STC2的结合　收集对数生长期的KYSE410细
胞，细胞总量为2×107个，在RIP裂解缓冲液中裂解

后，与磁珠以及Ago2或IgG抗体在摇床上4℃孵育

过夜，回收抗体并完成纯化后，进行qRT-PCR检测

沉淀物中miR-1-3p和STC2的富集情况。

1.3.11    Western blot检测miR-1-3p对STC2和内质网

应激相关蛋白表达水平的影响　胰蛋白酶收获各组

KYSE410细胞和KYSE510细胞，分别加入RIPA裂

解液、蛋白酶抑制剂，提取磷酸化蛋白时同时加入

磷酸酶抑制剂，提取细胞总蛋白。BCA法进行细胞

总蛋白定量，各取30 μg的样品煮沸10 min，置于冰

上冷却。采用12% SDS-PAGE分离蛋白质，将蛋白

质转移至PVDF膜，快速封闭液室温封闭30 min。
加入β-actin（1∶1 000）、STC2（1∶1 000）、PERK
（1∶500）、p-PERK（1∶1 000）、eIF2α（1∶500）、

p-eIF2α（ 1∶500）、 ATF4（ 1∶1 000）、 p-ATF4
（1∶500）一抗于4℃孵育过夜，TBST洗膜3次（15
分钟/次），加入HRP标记的山羊抗兔二抗（1∶
1 000）室温孵育2 h，TBST洗膜3次（15分钟/次），

采用ECL显影液显影，使用Image J软件分析图像，

以β-actin为内参，以各个检测蛋白条带的灰度值之

比表示蛋白的相对表达量。

qRT-PCR、CCK-8、划痕愈合、Transwell、流

式细胞术、Western blot等实验均重复3次。

1.4    统计学方法

x̄

采用SPSS26.0、GraphPad Prism 8和R4.2软件

进行统计学分析并作图。呈正态分布的计量资料以

±s表示，两组间比较采用t检验，生存分析采用

Kaplan-Meier法，两组间生存时间的比较采用Log-
rank检验。检验水准α=0.05。

2    结果

2.1    miR-1-3p在ESCC细胞中低表达

分析GSE114110、GSE55856、GSE59973和GS-
E43732数据集，发现在ESCC组织中miR-1-3p的表

达水平均低于癌旁组织（均P<0.05，图1），选择

|log2FC|更大的miR-1-3p进一步研究。采用 qRT-
PCR法检测miR-1-3p在ESCC细胞中的表达水平，

结果显示，miR-1-3p在ESCC细胞KYSE30、KYS-
E150、KYSE410、KYSE510和Eca109细胞中的表

达水平均低于HET-1A细胞（均P<0.05）。miR-1-
3p表达最低的KYSE410和KYSE510细胞被用于进

行后续研究。

2.2    miR-1-3p抑制ESCC细胞的增殖、迁移、侵袭

能力

ESCC细胞中分别转染miRNA mimic NC和miR-
1-3p mimic，qRT-PCR法检测转染效率。结果显示，

miR-1-3p mimic组ESCC细胞中miR-1-3p的表达水

平高于miRNA mimic NC组（均P<0.001，图2A），

表明在KYSE410和KYSE510细胞中成功建立过表

达miR-1-3p的细胞模型。

CCK-8、划痕愈合和Transwell实验结果显示，

与miRNA mimic NC组相比，miR-1-3p mimic组KY-
SE410和KYSE510细胞的增殖、迁移和侵袭能力均

显著降低（均P<0.05，图2B~D）。以上结果说明

miR-1-3p可显著抑制ESCC细胞的增殖、迁移和侵

袭能力，在ESCC中发挥了抑癌作用。

2.3    miR-1-3p促进ESCC细胞凋亡

将转染miRNA mimic NC和miR-1-3p mimic的
ESCC细胞进行流式细胞术检测，结果显示，与

miRNA mimic NC组相比，miR-1-3p mimic组KYS-
E410和KYSE510细胞的凋亡率均显著升高（均P<
0.001），见图3。说明miR-1-3p能够促进ESCC细
胞凋亡。

2.4    STC2是miR-1-3p的靶基因，在ESCC组织中高

表达，与预后呈负相关

通过在线生物信息学数据库（TargetScan、
microT、miRanda、miRmap、PITA、PicTar）预测

miR-1-3p下游的潜在结合基因。交集结果显示共有

113个miR-1-3p可能调控的靶基因（图4A）。TC-
GA数据库ESCC队列分析结果表明，与正常食管上

皮组织相比，ESCC组织中有1 137个表达水平上调

的基因和1 284个表达水平下调的基因（图4B）。

经过交叉分析得到4个基因，其中仅STC2为上调的

基因（图4C），提示STC2可能是与miR-1-3p结合

的下游靶基因。

TCGA数据库分析结果表明，STC2在ESCC组
织中高表达（均P<0.05），见图4D~F。Kaplan-Me-
ier生存曲线分析显示STC2高表达患者的OS较STC2
低表达患者更短（P<0.01，图4G）。ROC曲线提

示STC2能够作为预测ESCC患者OS的独立生物标

志物（P<0.001，图4H）。以上结果表明STC2在
ESCC中高表达，与患者预后不良密切相关。

·658· 肿瘤防治研究2024年第51卷第8期  Cancer Res Prev Treat,2024,Vol.51,No.8



 

A B

C

GSE114110 GSE55856

GSE114110 GSE43732

miR-1-3p

miR-139-5p

GSE59973

15

133 7

1

0 2

2
2

4

1

11
0

3
400

GSE55856

Down
No sig
Up

Down
No sig
Up

15

miR-139-5p

miR-139-5p

miR-1-3p
miR-1-3p

10

−L
og

1
0
 P

 v
al

u
e

−L
og

1
0
 P

 v
al

u
e

5

0

60

40

20

0

−5 0
Log2 Fold change

5 −6 −3 0
Log2 Fold change

3

GSE59973 GSE43732

Down
No sig
Up

Down
No sig
Up

4

miR-139-5p

miR-139-5p

miR-1-3p

miR-1-3p3

−L
og

1
0
 P

 v
al

u
e

−L
og

1
0
 P

 v
al

u
e

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f

m
iR

-1
-3

p

2

1

0

60

1.5

1.0

0.5
**

H
ET-

1A

K
Y

SE30

K
Y

SE15
0

K
Y

SE41
0

K
Y

SE51
0

Eca
10

9

**
***

***

*

0

40

20

0

−2−4 0
Log2 Fold change

2 4 −2.5 0 2.5
Log2 Fold change

5.0

 
A, B: volcano plots and venn diagram revealed differentially expressed miRNAs between ESCC tissues and matched normal esophageal epithelium
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图 1　miR-1-3p在ESCC组织和细胞中的表达

Figure 1　Expression of miR-1-3p in ESCC tissue and cells
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图 2　miR-1-3p抑制ESCC细胞增殖、迁移、侵袭

Figure 2　miR-1-3p inhibited proliferation, migration, and invasion of ESCC cells
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图 4　STC2是miR-1-3p的靶基因，与患者预后负相关

Figure 4　STC2 was a target gene of miR-1-3p and negatively correlated with prognosis
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2.5    在ESCC细胞中miR-1-3p与STC2 mRNA 3'-UTR
结合

Starbase数据库进行预测分析发现，STC2 mR-
NA的3'-UTR上有一个潜在的与miR-1-3p相互作用

的结合位点（图5A）。通过FISH证实miR-1-3p主
要位于ESCC细胞的细胞质中（图5B）。双荧光素

酶报告基因实验结果显示，转染miR-1-3p mimic显
著降低了转染STC2 mRNA 3'-UTR-WT组细胞的荧

光素酶活性（P<0.01，图5C），但STC2 mRNA 3'-
UTR-MUT组细胞的荧光素酶活性未降低，说明

miR-1-3p和STC2 mRNA可以发生相互作用。RIP实
验结果进一步证实miR-1-3p和STC2 mRNA的相互

作用（P<0.05，图5D）。此外， Western blot检测

miR-1-3p对STC2表达的影响结果显示，miR-1-3p
mimic组KYSE410和KYSE510细胞中STC2的表达水

平均低于miRNA mimic NC 组（均P<0.05，图5E）。

以上结果均提示miR-1-3p能够与STC2 mRNA相结

合，从而调控STC2蛋白的表达。

2.6    miR-1-3p通过调控STC2影响内质网应激

STC2可通过调控内质网应激发挥促癌作用[12]，

为探索miR-1-3p对内质网应激的影响，我们进行了

Western blot实验，结果显示，miR-1-3p mimic组KY-
SE410和KYSE510细胞中STC2、 p-PERK、 p-eIF-
2α、ATF4蛋白的相对表达水平均低于miRNA mimic
NC组（均P<0.05，图6）。

为探索miR-1-3p是否通过调控STC2的表达发

挥抑癌作用，本研究进行了过表达和敲低STC2的
挽救实验。CCK-8、划痕愈合、Transwell实验和流

式细胞术结果显示，与miR-1-3p mimic+STC2 overex-
pression NC组相比，miR-1-3p mimic+STC2 overexp-
ression组KYSE410和KYSE510细胞的增殖、迁移

和侵袭能力均显著升高（均P<0.05，图7），凋亡

率下降（均P<0.05，图8）。与miR-1-3p inhibitor+
si-STC2 NC组相比，miR-1-3p inhibitor+si-STC2组
KYSE410和KYSE510细胞的增殖、迁移和侵袭能

力均显著下降（均P<0.05，图9），凋亡率升高

（均P<0.05，图10）。以上结果表明，miR-1-3p可
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图 6　miR-1-3p抑制ESCC细胞内质网应激相关蛋白表达

Figure 6　miR-1-3p inhibited the expression of endoplasmic
reticulum stress pathway-related proteins in ESCC cells
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A:  predicted  binding  sites  on  miR-1-3p  to  sponge  STC2 mRNA;  B:  FISH determined  the  subcellular  localization  of  miR-1-3p;  C:  dual-luciferase
reporter gene assay validated the regulation of miR-1-3p on STC2; D: Ago2-RIP assay was applied to detect the expression of miR-1-3p and STC2 in
ESCC cells; E: Western blot showed the expression of STC2. **: P<0.01, *: P<0.05.

图 5　ESCC细胞中miR-1-3p与STC2 mRNA 3'-UTR结合

Figure 5　miR-1-3p sponges STC2 mRNA 3'-UTR in ESCC cells
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A-C: CCK-8, wound healing, and Transwell assays showed the effects of STC2 overexpression on the proliferation, migration, and invasion of ESCC
cells. ***: P<0.001, **: P<0.01, *: P<0.05, ns: no significance.

图 7　过表达STC2促进ESCC细胞增殖、迁移和侵袭

Figure 7　STC2 overexpression promoted proliferation, migration and invasion of ESCC cells
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通过调控STC2抑制内质网应激从而在ESCC中发挥

抑癌作用。

3    讨论

食管癌早期症状隐匿，大多数患者在确诊时已

经处于中晚期[13]。多项研究成果表明，miRNA在

ESCC的发生发展中发挥重要作用，有望成为肿瘤

进程中的新型治疗靶标[14-16]。miR-1-3p是一种重要

的抑癌miRNA，参与影响多种人类肿瘤细胞的恶

性生物学行为，在多种恶性肿瘤中表达水平降低。

例如，在结直肠癌中，miR-1-3p可通过下调NAMPT
抑制肿瘤进展；在肺腺癌中，miR-1-3p/CELSR3轴
可抑制肿瘤恶性表型；在肝细胞癌中，miR-1-
3p/ORC6轴可诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡 [17-19]。

然而，miR-1-3p在ESCC发生发展中的作用及相关

机制尚未完全阐明。

本研究通过分析GEO数据库中ESCC患者肿瘤

组织的miRNA表达数据，发现ESCC组织中miR-1-
3p的表达水平较正常食管上皮组织显著降低。为验

证miR-1-3p在ESCC细胞中的表达水平，进一步通

过qRT-PCR检测证实了miR-1-3p在ESCC细胞中呈

低表达状态，提示miR-1-3p可能在ESCC发生发展

过程中发挥抑癌作用。维持增殖信号、激活侵袭和

转移以及抵抗细胞死亡是肿瘤的重要恶性生物学行

为特征[20]，本研究通过体外细胞实验探讨miR-1-
3p在ESCC中的功能，结果表明miR-1-3p可抑制

ESCC细胞的增殖、迁移和侵袭能力，促进ESCC细
胞的凋亡。以上结果说明miR-1-3p在ESCC的发生

发展过程中作为抑癌miRNA发挥作用。

miRNA存在多种作用机制，其中通过种子序

列与靶mRNA的3'-UTR上的互补序列结合，抑制靶

mRNA的翻译或诱导其降解，最终在转录后水平调

控基因表达是最常见的功能机制[21-22]。本研究首先

通过数据库分析筛选出miR-1-3p下游的靶基因

STC2，TCGA数据库ESCC队列患者数据的分析结

果显示，STC2在不同病理分期和淋巴结转移分级

的ESCC组织中表达水平均较正常食管上皮组织显

著升高。通过双荧光素酶报告基因实验和RIP实验

验证了miR-1-3p和STC2 mRNA 3'-UTR的潜在结合

性，Western blot证实了在ESCC细胞中miR-1-3p能
够与STC2的结合从而下调其表达水平。

STC2最初作为一种调节钙和磷酸盐分泌的糖

蛋白激素被发现[23]。近期研究表明，STC2可通过

调节未折叠蛋白反应（unfolded  protein  response,
UPR）的PERK-eIF2α-ATF4通路调控内质网应激的

严重程度及其下游CHOP和JNK/NF-κB通路的激

活，起到细胞保护作用[12, 24]。当细胞处于缺氧、营

养缺乏及氧化应激等病理状态下时，错误折叠或未
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图 8　过表达STC2抑制ESCC细胞凋亡

Figure 8　STC2 overexpression inhibited apoptosis of ESCC cells
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A-C: CCK-8, wound healing, and Transwell assays showed the effects of STC2 knockdown on the proliferation, migration, and invasion of ESCC
cells. **: P<0.01, *: P<0.05, ns: no significance.

图 9　敲低STC2抑制ESCC细胞增殖、迁移和侵袭

Figure 9　STC2 knockdown inhibited the proliferation, migration, and invasion of ESCC cells
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折叠的蛋白质在内质网腔内过多蓄积，导致内质网

应激，并进一步激活UPR [25]。UPR通过减少蛋白质

的转录翻译、增加错误折叠蛋白质的降解、上调分

子伴侣促进蛋白折叠等多种方式缓解内质网应激、

恢复内质网稳态[26]。随后激活的UPR可以恢复内质

网稳态，有利于细胞存活，促进肿瘤的发生发展、

血管形成、免疫逃逸以及耐药，而持续加重的

UPR则会诱导细胞凋亡[27-31]。内质网应激在恶性肿

瘤中广泛激活，慢性内质网应激已成为恶性肿瘤的

标志之一[32]。因此抑制UPR或激活内质网应激可能

是有效的治疗手段。在ESCC中，抑制内质网应激

可通促进凋亡抑制肿瘤进展[33]。本研究已经证实

miR-1-3p可促进ESCC细胞凋亡，为探索其对内质

网应激的影响，接下来通过Western  blot检测了

miR-1-3p对内质网应激PERK感受器通路的蛋白表

达水平的影响，结果表明miR-1-3p可显著降低p-
PERK、p-eIF2α、ATF4蛋白的表达水平。同时，

本研究还通过干预STC2的表达水平进行挽救实

验，结果表明过表达和敲低STC2能够分别拮抗

miR-1-3p mimic和miR-1-3p inhibitor对ESCC细胞增

殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。以上结果提示，

miR-1-3p可能通过调控STC2的表达来抑制内质网

应激相关的PERK-eIF2α-ATF4效应通路进而抑制

ESCC进展。

综上所述，miR-1-3p在ESCC细胞中低表达，

miR-1-3p通过下调STC2的表达抑制ESCC细胞增

殖、迁移、侵袭，并可通过抑制内质网应激促进凋

亡。本研究为筛选ESCC诊断和治疗的生物标志物

提供了潜在靶点，并为进一步阐释ESCC的发病机

制奠定了理论基础。
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图 10　敲低STC2促进ESCC细胞凋亡

Figure 10　STC2 konckdown promoted apoptosis of ESCC cells
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