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微ＲＮＡ２０５与人食管癌放射治疗抵抗细胞株Ｅｃａ１０９Ｒ放射抗性的
相关性

赵文玺１，张晶晶２，王　鹏１，徐广峰３，吴德平１

（１．淮安八十二医院〔原东部战区总医院淮安医疗区〕检验科，江苏　淮安　２２３００１；２．淮安鼎卫医学检验所，江苏　
淮安　２２３００１；３．淮安市第三人民医院检验科，江苏　淮安　２２３００１）

摘要：　目的　探讨人食管癌放射治疗抵抗细胞株Ｅｃａ１０９Ｒ中微ＲＮＡ（ｍｉＲ）２０５的表达水平与放射抗性的相关
性。方法　取人食管鳞状细胞癌细胞株Ｅｃａ１０９，采用多次逐渐递增剂量的射线照射建立人食管癌放射治疗抵抗细胞
株Ｅｃａ１０９Ｒ；另取Ｅｃａ１０９细胞，待细胞培养至融合度达到５０％ ～７０％时将 ｍｉＲ２０５ｍｉｍｉｃｓ转染入 Ｅｃａ１０９细胞，形
成Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞。根据照射剂量将 Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞和 Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞分别
分为０Ｇｙ组、２Ｇｙ组、４Ｇｙ组、６Ｇｙ组、８Ｇｙ组、１０Ｇｙ组。用倒置显微镜观察Ｅｃａ１０９和Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的形态，细胞
计数试剂盒８实验检测Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞和Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞的存活率；细胞克隆形成实验检
测Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞和Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞的增殖情况；反转录聚合酶链式反应检测 Ｅｃａ１０９细
胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞和Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞中ｍｉＲ２０５的表达水平。结果　Ｅｃａ１０９细胞形态均一，大小一致，
大多呈片状或梭状，折光性良好；Ｅｃａ１０９Ｒ细胞可见少量多角形细胞，伴有颗粒感，折光性差。在０Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ
细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与Ｅｃａ１０９细胞的存活率和细胞增殖能力比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。在
２、４、６Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞的存活率和细胞增殖能力显著高于 Ｅｃａ１０９细胞（Ｐ＜
０．０５）。在８Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的存活率和细胞增殖能力显著高于Ｅｃａ１０９细胞（Ｐ＜０．０５）；Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表
达细胞与Ｅｃａ１０９细胞的存活率和细胞增殖能力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在１０Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与Ｅｃａ１０９细胞的存活率和细胞增殖能力比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。在０Ｇｙ
组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞中ｍｉＲ２０５的相对表达量显著高于Ｅｃａ１０９细胞（Ｐ＜０．０５）。在４Ｇｙ
组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中ｍｉＲ２０５的相对表达量显著高于Ｅｃａ１０９细胞（Ｐ＜０．０５）。４Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９细胞中ｍｉＲ２０５的
相对表达量显著高于０Ｇｙ组中Ｅｃａ１０９细胞（Ｐ＜０．０５）；４Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中ｍｉＲ２０５的相对表达量显著高于
０Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９Ｒ细胞（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２０５的表达与人食管癌放射治疗抵抗细胞株 Ｅｃａ１０９Ｒ的放射抗性
具有相关性，过表达ｍｉＲ２０５可提高食管癌细胞的放射抗性。
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ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＥｃａ１０９Ｒｃｅｌｌｓ，Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｓａｎｄＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ（Ｐ＞
０．０５）．Ｉｎｔｈｅ０Ｇｙｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｉｎＥｃａ１０９ＲｃｅｌｌｓａｎｄＥｃａ１０９ｍｉＲ２０５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅ４Ｇｙｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｉｎＥｃａ１０９Ｒ
ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅ４ＧｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ０Ｇｙｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｍｉＲ２０５ｉｎＥｃａ１０９Ｒｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ４ＧｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＥｃａ１０９Ｒｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ０Ｇｙｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｉｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅＥｃａ１０９Ｒ，ａｎｄｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２０５ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；Ｅｃａ１０９Ｒｃｅｌｌｌｉｎｅ；ｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０５

　　食管癌是一种对人类健康有严重危害的恶性肿
瘤，其发病率在全部肿瘤中居第８位，在肿瘤相关性
死亡率排名中居第６位［１２］。中国是食管癌高发地

区，每年发病人数占全球总人数５０％以上［３］。食管

癌是一种预后较差的恶性肿瘤［４］，转移和复发是导

致其预后差的主要原因［５］。许多采用根治性放疗

的患者在１～２ａ复发，５ａ生存率仅１０％左右［６］。

导致复发或转移的原因较多，如肿瘤组织乏氧、对辐

射效应的个体差异、放射治疗抵抗等均会导致病灶

内残留有活性的癌细胞。如何提高放射治疗敏感性

或者降低放射治疗抗性，达到预期效果，是亟待解决

的问题。当前，微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）成为研
究热点之一，其越来越多的作用和功能被研究人员

发现。有研究表明，食管癌患者的癌组织和血液中

ｍｉＲＮＡ的表达水平与健康人群有显著差异［７］。

ＰＡＮ等［８］研究发现，ｍｉＲ２０５过表达可以提高食管
癌细胞 ＫＹＳＥ３０对放射治疗的抵抗性。ＦＥＢＥＲ
等［９］研究发现，ｍｉＲ２０５在鳞状细胞癌和腺癌中表
达较低。以上研究结果提示，癌细胞中 ｍｉＲ２０５过
表达后可能会导致细胞对放射治疗的抵抗。基于

此，本研究通过建立Ｅｃａ１０９放射治疗抵抗细胞株，
检测ｍｉＲ２０５在放射治疗前后的表达水平，同时检
测ｍｉＲ２０５过表达后细胞的增殖变化情况，探讨
ｍｉＲ２０５与食管癌细胞 Ｅｃａ１０９放射治疗抵抗性的
相关性。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂与仪器　人食管鳞状细胞癌细
胞株Ｅｃａ１０９购自上海细胞生物研究所；ＲＰＭＩｌ６４０
培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自加拿
大 Ｗｉｓｅｎｔ公司，ＲＮＡ提取试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ
公司，ｍｉＲ２０５ｍｉｍｉｃｓ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试
剂盒购自广州锐博生物科技有限公司，ｍｉＲＮＡ反转
录试剂盒和反转录聚合酶链式反应 （ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）试剂盒
购自美国ＡＢＩ公司，细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自上海碧云天生物技术有限公司；
ＶＡＲＩＡＮ２３００Ｃ／Ｄ型医用电子直线加速器购自美国
ＶａｒｉａｎＭｅｄｉｃａｌＳｙｓｔｅｍｓ公司，ＯＬＹＭＰＵＳＣＫ４０型倒
置显微镜购自日本奥林巴斯公司，ＫＨＢＳＴ３６０生物
酶标仪购自上海科华生物工程股份有限公司，微量

分光光度计购自南京五义科技有限公司，荧光定量

ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司，ＭＤＦ３８２Ｅ（ＣＮ）医用低
温冰箱购自大连三洋冷链有限公司。

１．２　细胞培养及放射治疗抵抗模型的建立　将
Ｅｃａ１０９细胞株复苏后接种于含体积分数１０％胎牛
血清的ＲＰＭＩｌ６４０培养基，置于３７℃、含体积分数
５％ ＣＯ２的培养箱中培养，每２ｄ换液１次，待细胞
铺满培养瓶底９０％后扩大培养备用。取部分培养
好的Ｅｃａ１０９细胞用直线加速器进行照射，剂量率
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为 ２００ｃＧｙ·ｍｉｎ－１，辐射源到细胞的距离１００ｃｍ，
照射面积１０ｃｍ×１０ｃｍ，照射剂量依次为２Ｇｙ照射
３次、３Ｇｙ照射３次、４Ｇｙ照射５次［１０］，照射时间 ＝
照射剂量／剂量率。每次射线照射后次日更换培养
液，清除死亡细胞，传代培养后至细胞铺满培养瓶底

９０％再进行下一次照射，总剂量达到３５Ｇｙ后，存活
下来的细胞即为放射治疗抵抗细胞模型，命名为

Ｅｃａ１０９Ｒ细胞。
１．３　细胞转染　取部分培养的 Ｅｃａ１０９细胞消化
后稀释为１×１０８Ｌ－１的单细胞悬液，每孔３ｍＬ接种
到６孔板中培养，待细胞融合度达到５０％ ～７０％，
按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒说明书操作步
骤，将 ｍｉＲ２０５ ｍｉｍｉｃｓ转 染 入 Ｅｃａ１０９细 胞
（Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞），继续培养４８ｈ后
将细胞消化备用。

１．４　细胞形态观察　用倒置显微镜观察 Ｅｃａ１０９
细胞和Ｅｃａ１０９Ｒ细胞贴壁生长状态下的形态。
１．５　ＣＣＫ８法检测细胞存活率　根据照射剂量将
Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞和
Ｅｃａ１０９Ｒ细胞分别分为０Ｇｙ组、２Ｇｙ组、４Ｇｙ组、
６Ｇｙ组、８Ｇｙ组、１０Ｇｙ组，共１８组。将３种细胞消
化后稀释为２×１０４Ｌ－１的单细胞悬液，每孔１００μＬ
接种到 ９６孔板中，放置于 ３７℃、含体积分数 ５％
ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后，按照分组分别给予０、
２、４、６、８、１０Ｇｙ的剂量进行照射，培养４８ｈ后吸去
上清液，并加入９０μＬ含血清培养液，再加入１０μＬ
的 ＣＣＫ８试剂，之后继续培养４ｈ，使用酶标仪测定
每个反应孔在４５０ｎｍ处的吸光度值，并计算细胞存
活率。细胞存活率＝（实验孔吸光度值 －空白孔吸
光度值）／（对照孔吸光度值－空白孔吸光度值）。
１．６　克隆形成实验检测细胞增殖情况　Ｅｃａ１０９
细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞和 Ｅｃａ１０９Ｒ细
胞的分组同“１．５”。将３种细胞消化后稀释为１×
１０６Ｌ－１的单细胞悬液，每孔１ｍＬ接种到６孔板中，
再补充２ｍＬ含血清培养基，培养２４ｈ后按照分组
分别给予０、２、４、６、８、１０Ｇｙ的剂量进行照射，继续
培养１４ｄ，期间每３ｄ更换１次培养液，最后吸走培
养液，甲醇固定３０ｍｉｎ，吉姆萨染液进行染色，计数＞
５０个细胞的克隆数，并计算克隆形成率。克隆形成
率＝细胞克隆数／接种细胞数。
１．７　ＲＴＰＣＲ法检测细胞中 ｍｉＲ２０５相对表达量
　采用 ＲＮＡ提取试剂盒提取 ０Ｇｙ剂量照射的
Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞和
Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中的总ＲＮＡ，以及用单次４Ｇｙ剂量照
射后继续培养４８ｈ的 Ｅｃａ１０９细胞和 Ｅｃａ１０９Ｒ细
胞中的总 ＲＮＡ，用微量分光光度计测定 ＲＮＡ浓度
和纯度，ＯＤ２６０／２８０处于１．８～２．０最佳，如果ＯＤ２６０／２８０＜
１．８，可能有蛋白质污染；ＯＤ２６０／２８０＞２．０，可能有试剂
残存。使用反转录试剂盒，以提取到的 ＲＮＡ为模

板，反转录出互补的单链 ＤＮＡ，以 Ｕ６为内参基因，
应用ＲＴＰＣＲ技术检测 ｍｉＲ２０５的 Ｃｔ值，采用
２－ΔΔＣｔ法计算ｍｉＲ２０５的相对表达量。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用两独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　Ｅｃａ１０９细胞和Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的形态　结果
见图１。Ｅｃａ１０９细胞形态均一，大小一致，大多呈
片状或梭状，折光性良好；Ｅｃａ１０９Ｒ细胞出现少量
多角形细胞，伴有颗粒感，折光性差。异常形态的细

胞在后续传代培养过程中逐渐消失，最终获得均一

性良好的细胞株Ｅｃａ１０９Ｒ。

图１　Ｅｃａ１０９和Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的形态 （×１００）
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥｃａ１０９ａｎｄＥｃａ１０９Ｒｃｅｌｌｓ（×１００）
２．２　Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５
过表达细胞存活率比较　结果见表１。在 ０Ｇｙ组，
Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与
Ｅｃａ１０９细胞的存活率比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。在 ２、４、６Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９
ｍｉＲ２０５过表达细胞的存活率显著高于 Ｅｃａ１０９细
胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在 ８Ｇｙ组，
Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的存活率显著高于 Ｅｃａ１０９细胞，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表
达细胞与Ｅｃａ１０９细胞的存活率比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。在 １０Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与 Ｅｃａ１０９细胞的存
活率比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。
表１　Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表
达细胞存活率比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓａｍｏｎｇＥｃａ１０９
ｃｅｌｌｓ，Ｅｃａ１０９ＲｃｅｌｌｓａｎｄＥｃａ１０９ｍｉＲ２０５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｅｌｌｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞存活率

Ｅｃａ１０９细胞 Ｅｃａ１０９Ｒ细胞
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５
过表达细胞

０Ｇｙ组 ５ ０．８４５±０．０２０ ０．８５３±０．０２８ ０．７９６±０．０５４
２Ｇｙ组 ５ ０．５３７±０．０２４ ０．６５１±０．０３０ａ ０．６６６±０．０２５ａ

４Ｇｙ组 ５ ０．４６４±０．０２４ ０．５４６±０．０１４ａ ０．５２０±０．０４９ａ

６Ｇｙ组 ５ ０．３４５±０．０１４ ０．３８５±０．００７ａ ０．３８１±０．０３０ａ

８Ｇｙ组 ５ ０．２６３±０．０１３ ０．３０６±０．０１３ａ ０．２６０±０．０１３
１０Ｇｙ组 ５ ０．２３５±０．０１３ ０．２４９±０．０１１ ０．２４５±０．０１３

　　注：与Ｅｃａ１０９细胞比较ａＰ＜０．０５。
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２．３　Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５
过表达细胞增殖能力比较　结果见表２和图２。在
０Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细
胞与Ｅｃａ１０９细胞的增殖能力比较差异无统计学意
义 （Ｐ＞０．０５）。在 ２、４、６Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞的增殖能力显著高于
Ｅｃａ１０９细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在
８Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的增殖能力显著高于
Ｅｃａ１０９细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与Ｅｃａ１０９细胞的增殖能
力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在１０Ｇｙ组，
Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞与Ｅｃａ１０９
细胞的增殖能力比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。

表２　Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表
达细胞增殖能力比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｍｏｎｇＥｃａ１０９
ｃｅｌｌｓ，Ｅｃａ１０９ＲｃｅｌｌｓａｎｄＥｃａ１０９ｍｉＲ２０５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（克隆形成率）

Ｅｃａ１０９细胞 Ｅｃａ１０９Ｒ细胞
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５
过表达细胞

０Ｇｙ组 ５ ０．６５７７±０．１１７８ ０．６３４３±０．０５１８ ０．６１３０±０．０７９７
２Ｇｙ组 ５ ０．３６４７±０．０２１９ ０．４７２０±０．０３７０ａ ０．５０３７±０．０２６１ａ

４Ｇｙ组 ５ ０．１５１７±０．０３６５ ０．２８９７±０．０６５８ａ ０．２６２７±０．０３９９ａ

６Ｇｙ组 ５ ０．０６８３±０．０３２５ ０．１８５３±０．０４５１ａ ０．１９６７±０．０７１０ａ

８Ｇｙ组 ５ ０．００３３±０．００１５ ０．０２８３±０．００９３ａ ０．００３０±０．００１０
１０Ｇｙ组 ５ ０．０００２±０．０００２ ０．００７７±０．００２５ ０．０００３±０．０００１

　　注：与Ｅｃａ１０９细胞比较ａＰ＜０．０５。

图２　不同剂量组Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞和Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞克隆形成情况
Ｆｉｇ．２　ＣｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ，Ｅｃａ１０９ＲｃｅｌｌｓａｎｄＥｃａ１０９ｍｉＲ２０５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ
２．４　Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５
过表达细胞中ｍｉＲ２０５相对表达量比较　在０Ｇｙ组，
Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过
表达细胞中 ｍｉＲ２０５的相对表达量分别为０７３±
０．０４、１．２４±０．０６、３．９１±０．２２，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞、
Ｅｃａ１０９ｍｉＲ２０５过表达细胞中ｍｉＲ２０５的相对表达
量显著高于 Ｅｃａ１０９细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。在４Ｇｙ组，Ｅｃａ１０９细胞、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中
ｍｉＲ２０５的相对表达量分别为１．３３±０．０４、３２６±
０．０６，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中 ｍｉＲ２０５的相对表达量显著
高于Ｅｃａ１０９细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
４Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９细胞中ｍｉＲ２０５的相对表达量显
著高于０Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９细胞，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；４Ｇｙ组的Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中ｍｉＲ２０５的
相对表达量显著高于０Ｇｙ组的 Ｅｃａ１０９Ｒ细胞，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

在中国，食管癌的发病率居高不下，近年来随着

人们健康意识的提升和医疗技术的进步，越来越多

的食管癌患者被确诊，其中超过９０％的患者为食管

鳞状细胞癌，而欧美地区的食管癌以腺癌为主［１１］。

因此，需要建立符合我国食管癌特征的诊疗流程，制

定有效可行的治疗方案和预后评估手段，不断深入

探索食管鳞状细胞癌的病因、病程，为该病的检测、

诊断和治疗提供更充分的依据。当前，食管癌的治

疗以手术为主，由于各种原因无法进行手术的患者

会选择放射治疗和化学治疗，随着放射治疗技术的

精进，食管癌患者放射治疗后５ａ生存率也从最初
的低于２０％提高到４４％左右。但是较高的复发率
依然困扰着医生和患者［１２］，复发的主要原因是癌组

织范围难以精准测定，使放射治疗剂量的设定难度

加大，以及癌细胞对放射治疗的抵抗性等。对此，多

数学者选择使用恶性程度更高的低分化食管癌细胞

株来建立放射治疗抵抗模型［１３１４］；但也有研究表

明，无论食管癌分化程度高低，都存在放射治疗抵抗

的现象［９］。本研究在查阅大量文献，并进行预实验

验证后，最终选择高分化细胞株Ｅｃａ１０９进行造模，
该细胞株来源于人食管鳞状细胞癌，细胞特征明显，

易于传代培养。本研究采用多次分阶段递增剂量照

射的方法建立放射治疗抵抗模型，结果显示，造模完

成后，常规培养条件下，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的形态特征
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与Ｅｃａ１０９细胞无明显区别，可以正常传代、贴壁生
长。在给予 Ｅｃａ１０９、Ｅｃａ１０９Ｒ细胞相同剂量射线
照射后，Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的存活率显著高于 Ｅｃａ１０９
细胞，细胞增殖能力也显著高于 Ｅｃａ１０９细胞，与陈
鑫等［１５］的研究结果一致。

ｍｉＲＮＡ是存在于真核生物体内的一类长度不
超过２５个核苷酸的非编码 ＲＮＡ，在机体内几乎所
有的代谢活动和疾病过程都有 ｍｉＲＮＡ的参与［１６］。

王智［１７］研究发现，血清中 ｍｉＲＮＡ水平的改变可以
预测化学治疗的效果和预后情况。也有研究表明，

在非小细胞肺癌中沉默 ｍｉＲ２０５后，可以抑制肿瘤
细胞的增殖及体外血管的形成［１８］。ｍｉＲ２０５的主
要功能是调控肿瘤细胞的增殖、侵袭及凋亡，但是其

在不同的肿瘤组织或细胞中的表达水平却不尽相

同。有研究证实，ｍｉＲ２０５参与肿瘤细胞增殖和凋
亡的过程［８］。本研究对比了 ｍｉＲ２０５在 Ｅｃａ１０９Ｒ
与Ｅｃａ１０９细胞中的表达水平，以及在接受射线照
射后 ｍｉＲ２０５的表达水平变化情况，结果发现，
ｍｉＲ２０５在Ｅｃａ１０９Ｒ细胞中的相对表达量显著高
于Ｅｃａ１０９细胞，且细胞的存活率和克隆形成率也
高于Ｅｃａ１０９细胞，说明细胞的存活和增殖能力的
提高与 ｍｉＲ２０５高表达有关，ｍｉＲ２０５可能参与了
细胞的放射治疗抵抗。本研究还发现，Ｅｃａ１０９
ｍｉＲ２０５过表达细胞的存活率和克隆形成率均显著
高于Ｅｃａ１０９细胞，进一步说明 ｍｉＲ２０５可以提高
Ｅｃａ１０９细胞的增殖能力，达到抵抗射线照射的作
用，与细胞的放射治疗抵抗有关，从而推测可以通过

抑制ｍｉＲ２０５的表达水平来降低 Ｅｃａ１０９Ｒ细胞的
放射治疗抗性。

综上所述，本研究通过建立放射治疗抵抗细胞

模型，证实了ｍｉＲ２０５与人食管鳞状细胞癌细胞株
Ｅｃａ１０９的放射治疗抗性有相关性，为下一步验证
调节ｍｉＲ２０５表达水平来改变Ｅｃａ１０９和Ｅｃａ１０９Ｒ
细胞的放射治疗抗性提供了依据，为食管癌放射治

疗方法的改进和优化提供了新的理论依据。
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