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　　［摘要］　目的　采用重组慢病毒ＣＩＡＰＩＮ１表达载体和ＣＩＡＰＩＮ１沉默载体感染食管癌ＥＣ９７０６细胞，观察调控ＣＩＡＰＩＮ１
基因表达对细胞增殖、细胞周期、细胞凋亡及体外侵袭转移的影响。方法 　 构建 ＣＩＡＰＩＮ１ 表达慢病毒载体和
ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体，包装得到重组慢病毒；分别感染食管癌ＥＣ９７０６细胞，筛选得到稳定ＣＩＡＰＩＮ１基因高表达和低表

达的细胞。实验分为ＣＩＡＰＩＮ１表达组、ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组、无关ｓｉＲＮＡ对照组和空白对照组。采用ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹

法分析ＣＩＡＰＩＮ１基因和蛋白的表达，ＭＴＴ实验检测细胞增殖，流式细胞术（ＦＣＭ）分析细胞周期及细胞凋亡的变化，Ｂｏｙｄｅｎ

小室检测细胞侵袭转移。结果　与空白对照组、无关ｓｉＲＮＡ对照组和ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组比较，ＣＩＡＰＩＮ１高表达组细胞生长
受到抑制（Ｐ＜０．０５）；Ｓ和Ｇ２／Ｍ期细胞比例减少，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加（Ｐ＜０．０５）；平均细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０５），穿透

Ｍａｔｒｉｇｅｌ的平均细胞数减少（Ｐ＜０．０５）。结论　以慢病毒为载体介导的ＣＩＡＰＩＮ１基因高表达可有效抑制食管癌ＥＣ９７０６细
胞增殖、促进细胞凋亡和降低细胞侵袭迁移能力。

　　［关键词］　细胞因子诱导的凋亡抑制分子１；慢病毒；食管肿瘤；细胞增殖；细胞凋亡
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　　细胞因子诱导的凋亡抑制分子１（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＣＩＡＰＩＮ１）是２００４年Ｓｈｉｂａｙａｍａ等［１］通

过克隆表达的方法鉴定的凋亡抑制分子，起初命名为ａｎａ

ｍｏｒｓｉｎ，因其能抑制细胞因子ＩＬ３等撤除后的细胞凋亡而最

终被命名为ＣＩＡＰＩＮ１。研究表明ＣＩＡＰＩＮ１可能为ｒａｓ细胞

信号通路重要的效应分子，在人体内发挥着普遍的、重要的

生理功能［１２］。有研究发现，ＣＩＡＰＩＮ１表达与食管鳞癌的分

化程度、浸润深度和淋巴结转移密切相关，并且ＣＩＡＰＩＮ１阴

性患 者 的 生 存 率 显 著 低 于 ＣＩＡＰＩＮ１ 阳 性 患 者，提 示

ＣＩＡＰＩＮ１可能在食管癌的发生过程中起重要作用，并且是食

管癌的一个有价值的预后指标［３］。本实验采用重组慢病毒

ＣＩＡＰＩＮ１表 达 载 体 和 ＣＩＡＰＩＮ１ 沉 默 载 体 感 染 食 管 癌

ＥＣ９７０６细胞，观察调控ＣＩＡＰＩＮ１基因表达对食管癌细胞生

物学行为的影响，为进一步研究ＣＩＡＰＩＮ１基因在食管癌中

的作用积累实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器 　ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯ、ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５

ＤＥＳＴ、ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６、ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴ、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶、ＬＲ 克隆重组酶 Ⅱ、ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭ Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ

ＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、２９３ＦＴ细胞购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；高保真酶ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ、ＤＮＡ标志物购自宝生物工程（大连）有限公司；质粒小量

抽提试剂盒、凝胶回收试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；ＤＭＥＭ 培

养液、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国ＢＤ公

司；全长ＣＩＡＰＩＮ１ｃＤＮＡ克隆ｐＯＴＢ７ＣＩＡＰＩＮ１购自上海英

为信生物科技有限公司；鼠抗人 ＣＩＡＰＩＮ１单抗ＩｇＧ（ｓｃ

２７１２９８）、山羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ（ｓｃ２００５）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司；ＣＩＡＰＩＮ１表达较低的食管癌细胞株ＥＣ９７０６由郑州大学

基础医学院保存。

１．２　ＣＩＡＰＩＮ１表达慢病毒载体构建　依据 ＧｅｎＢａｎｋ中

ＣＩＡＰＩＮ１（ＮＭ＿０２０３１３）序列设计ＣＩＡＰＩＮ１基因扩增引物，

为载体构建及其在真核细胞中表达的需要，在上游引物加上

ＣＡＣＣ序列，下游引物去除终止子序列，ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯ

Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＡＧＡＴＴＴＴＧＧＧＡＴＣＴＣＴ

３′、ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＲｅｖｅｒｓｅ５′ＧＧＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＴ

ＧＣＴＡＴＣ３′，由博尚生物技术有限公司合成。以含有全长

ＣＩＡＰＩＮ１ｃＤＮＡ克隆ｐＯＴＢ７ＣＩＡＰＩＮ１为模板，ｐＥＮＴＲ／Ｄ

ＴＯＰＯＦｏｒｗａｒｄ和ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＲｅｖｅｒｓｅ为引物，用高

保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳＤＮＡ ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＰＣＲ 扩增出

ＣＩＡＰＩＮ１基因；扩增产物纯化后与载体ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯ连

接，常规方法转化入感受态 ＴＯＰ１０细胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）

中，３７℃含卡那霉素的ＬＢ培养１８ｈ。随机挑取菌落，增菌

培养，提取质粒，以通用引物Ｍ１３和扩增引物进行ＰＣＲ扩增
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初步鉴定，得到 ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＣＩＡＰＩＮ１。ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５

ＤＥＳＴ和ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＣＩＡＰＩＮ１中加入ＬＲ克隆重组

酶Ⅱ，２５℃孵育１ｈ，转化入感受态Ｓｔｂｌ３ＴＭ细胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），３７℃含氨苄青霉素的ＬＢ培养１８ｈ，挑取菌落，培养、

提质粒，进行测序分析，得到 ＣＩＡＰＩＮ１表达慢病毒载体

ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＥＳＴＣＩＡＰＩＮ１。

１．３　ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ 慢病毒载体构建　按照ｓｉＲＮＡ靶序

列设计原则和预实验结果，确定出针对ＣＩＡＰＩＮ１的ｓｉＲＮＡ
的特异性靶序列和无关对照序列，互补发卡ＤＮＡ单链的５′
端分别加入ＣＡＣＣ和ＡＡＡＡ以便于克隆入载体，ｓｉＣＩＡＰＩＮ１

Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＡＣ ＣＧＧ ＴＣＴ ＧＧＴ ＧＧＡ ＴＡＡ ＧＣＴ ＴＣＣ

ＧＡＡＧＡＡＧＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＡＧＡＣＣ３′、ｓｉＣＩＡＰＩＮ１Ｒｅ

ｖｅｒｓｅ５′ＡＡＡＡＧＧＴＣＴＧＧＴＧＧＡＴＡＡＧＣＴＴＣＴＴＣＧ

ＧＡＡＧＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＡ ＧＡＣＣ３′，ｓｉＣｏｎＦｏｒｗａｒｄ５′

ＣＡＣＣＧＴＣＣＡＡＣＡＴＧＡＴＣＧＴＧＣＧＣＣＧＡＡＧＣＧＣＡＣ

ＧＡＴＣＡＴ ＧＴＴ ＧＧＡ Ｃ３′、ｓｉＣｏｎＲｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＡ ＡＧＴ

ＣＣＡＡＣＡＴＧＡＴＣＧＴＧＣＧＣＴＴＣＧＧＣＧＣＡＣＧＡＴＣＡＴ

ＧＴＴＧＧＡＣ３′，发卡ＤＮＡ单链由博尚生物技术有限公司

合成。用Ｔ４ＤＮＡ连接酶，将ｓｉＣＩＡＰＩＮ１Ｆｏｒｗａｒｄ和ｓｉＣＩＡＰ

ＩＮ１Ｒｅｖｅｒｓｅ、ｓｉＣｏｎＦｏｒｗａｒｄ和ｓｉＣｏｎＲｅｖｅｒｓｅ的退火产物分

别与ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６重组，转化入ＴＯＰ１０细胞，卡那霉素筛

选培养，得到ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｉＣＩＡＰＩＮ１和ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｉ

Ｃｏｎ。分别增菌培养，提取质粒ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｉＣＩＡＰＩＮ１
和ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｉＣｏｎ，用ＬＲ克隆重组酶Ⅱ将ｓｉＲＮＡ单元

ｓｉＣＩＡＰＩＮ１ 和 ｓｉＣｏｎ 分 别 重 组 入 ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭ

ＤＥＳＴ，进行测序分析，得到ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体和

无关对照 ｓｉＲＮＡ 慢病毒载体，即 ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭ

ＤＥＳＴｓｉＣＩＡＰＩＮ１和ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴｓｉＣｏｎ。

１．４　慢病毒的包装　用０．２５％胰蛋白酶消化对数生长期的

２９３ＦＴ细胞，调整细胞密度为６×１０８／Ｌ，接种于１０ｃｍ细胞

培养皿，３７℃、５％ＣＯ２培养２４ｈ，待细胞达７０％～８０％ 融

合时即可用于转染。加ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭ

ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ和重组慢病毒载体（ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５

ＤＥＳＴＣＩＡＰＩＮ１、ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴｓｉＣＩＡＰＩＮ１、

ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴｓｉＣｏｎ）ＤＮＡ 进行转染，参照

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的使用说明书操作。４８ｈ后收集病毒上清

液，４℃４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，再用０．４５μｍ的滤膜过滤后，

利用逐孔稀释法进行病毒滴度测定，分装后－８０℃保存。

１．５　病毒感染和筛选　将ＥＣ９７０６细胞按１０５个／孔接种于

６孔培养板，培养８ｈ后，慢病毒（ＣＩＡＰＩＮ１表达慢病毒、

ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ慢病毒和无关对照ｓｉＲＮＡ慢病毒）分别感

染ＥＣ９７０６细胞，病毒 ＭＯＩ与细胞数比例为１０１，同时加

入ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ使其终浓度５μｇ／ｍｌ。８ｈ后更换新鲜培养液，

加入终浓度为５μｇ／ｍｌ的Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ筛选培养，２～３周后得

到稳定转导的细胞。

１．６　ＲＴＰＣＲ　使用 ＡＢＩ公司ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０分析软

件进行设计，以ＧＡＰＤＨ基因作为内参照，引物、探针（表１）

由博尚生物技术有限公司合成。ＣＩＡＰＩＮ１表达ＥＣ９７０６细

胞、ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡＥＣ９７０６细胞、无关对照ｓｉＲＮＡＥＣ９７０６
细胞和空白ＥＣ９７０６细胞分别使用总ＲＮＡ小量提取试剂盒

提取ＲＮＡ，按照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书进行操作，使用 ＡＢＩ

７５００ｆａｓｔＰＣＲ仪扩增。根据Ｃｔ值得到对应表达基因的拷贝

数，以样本检测ＣＩＡＰＩＮ１基因拷贝数与内参 ＧＡＰＤＨ 拷贝

数的比值作为该基因的相对表达量。

表１　ＲＴＰＣＲ引物和探针

名称 引物、探针序列

ＣＩＡＰＩＮ１ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＣＡＧＴＧＧＡＧＧＣＴＣＴＧＡＡＡＧＧ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＡＣＡＣＧＣＧＧＣＣＣＴＣＡＴＴ３′
Ｐｒｏｂｅ５′ＦＡＭＡＴＡＡＧＣＴＴＣＡＡＧＣＧＴＴＡＡＣＴＡＭＲＡ３′

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧ３′
Ｐｒｏｂｅ５′ＦＡＭＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣＧＣＴＡＭＲＡ３′

１．７　免疫印迹分析　收集各组细胞，超声破碎细胞，测定蛋

白的含量，取适量样品，进行ＳＤＳＰＡＧＥ；电转到ＰＶＤＦ膜上

用含５％脱脂奶粉４℃封闭６ｈ；加入鼠抗人ＣＩＡＰＩＮ１单抗

ＩｇＧ，４℃下孵育过夜；再用１∶２０００山羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ二

抗孵育１ｈ。化学发光法分别检测ＰＶＤＦ膜上ＣＩＡＰＩＮ１蛋

白的表达量。

１．８　ＭＴＴ实验检测细胞增殖　取各组对数生长期的细胞，

稀释成４×１０４／ｍｌ的单细胞悬液，接种于９６孔细胞培养板，

每孔２００μｌ。５％ＣＯ２、３７℃分别培养２４、４８、７２、９６ｈ，加入浓

度为５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ２０μｌ，继续在孵箱中培养４ｈ，弃上清

液，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，震荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，在

酶标仪（ｉＭａｒｋ，美国ＢＩＯＲＡＤ公司）上测定４９０ｎｍ波长下

的光密度（Ｄ）值。以时间为横坐标，Ｄ 值为纵坐标，用Ｅｘｃｅｌ
软件绘制细胞生长曲线。

１．９　细胞周期测定　收集各组同步化过的细胞用ＰＢＳ洗２
次，加入４℃预冷的７５％乙醇，４℃固定过夜；弃乙醇，ＰＢＳ
洗１次，加入ＲＮａｓｅ１００μｇ／ｍｌ，加碘化丙啶（ＰＩ）染色剂，避

光染色２０ｍｉｎ，用流式细胞仪（ＦＡＣＳ，美国ＢＩＯＲＡＤ公司）

检测细胞周期变化。

１．１０　细胞凋亡检测　收集各组细胞用ＰＢＳ洗２次，用２５０

μｌ结合缓冲液重新悬浮细胞，使其浓度为１×１０
５／ｍｌ。取

１００μｌ的细胞悬液于５ｍｌ流式管中，每管加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ／ＦＩＴＣ和５μｌ２０μｇ／ｍｌ的ＰＩ，避光混匀，标记１５ｍｉｎ。对

照不加 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ作校正因子。在反应管中加入４００μｌ



·１２６０　 · 第二军医大学学报　２０１１年１１月，第３２卷

ＰＢＳ。用ＦＡＣＳ检测，结果用随机软件分析。

１．１１　细胞体外侵袭实验　使用Ｂｏｙｄｅｎ小室，将含有 Ｍａ

ｔｒｉｇｅｌ的无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液加到上层小室的滤膜上，

３７℃放置２ｈ使 Ｍａｔｒｉｇｅｌ形成凝胶备用。下室用无血清培养

液培养的ＮＩＨ３Ｔ３细胞的上清液２００μｌ作为趋化因子。上

室中加入密度为１×１０６／ｍｌ的细胞４００μｌ。３７℃、５％ＣＯ２条

件下培养２４ｈ。ＨＥ染色，显微镜下（×１００）随机计数６个

视野滤膜背面的细胞数。每组设５个平行实验。

１．１２　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件包处理数据，结果

用珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，组间比较使用ＬＳＤ法。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＩＡＰＩＮ１表达慢病毒载体构建结果　用ｐＥＮＴＲ／Ｄ

ＴＯＰＯＦｏｒｗａｒｄ和ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＲｅｖｅｒｓｅ扩增得到９３９

ｂｐ的全长ＣＩＡＰＩＮ１ＯＦＲｃＤＮＡ基因片段；与载体ｐＥＮＴＲ／

ＤＴＯＰＯ连接，卡那霉素平板上长出多个转化菌，随机挑取

一个菌落，以上述引物ＰＣＲ扩增鉴定得到９３９ｂｐ基因片

段。ｐＥＮＴＲ／ＤＴＯＰＯＣＩＡＰＩＮ１与ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＥＳＴ克隆

重组后，得到多个转化菌，随机挑取菌落培养、提取质粒，进

行测序分析，插入序列与设计的ＣＩＡＰＩＮ１（ＮＭ＿０２０３１３）全长

ＯＦＲｃＤＮＡ序列完全一致，即得到ＣＩＡＰＩＮ１表达慢病毒载

体ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５ＤＥＳＴＣＩＡＰＩＮ１。

２．２　ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体构建结果　针对ＣＩＡＰ

ＩＮ１的ｓｉＲＮＡ的特异性靶序列和无关对照序列的发卡ＤＮＡ
单链退火后均得到约５０ｂｐ的双链 ＤＮＡ。分别与 ｐＥＮ

ＴＲＴＭ／Ｕ６重组后提取质粒，经 ＬＲ 克隆重组酶Ⅱ分别与

ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴ重组，转化后均得到多个转化

菌，分别进行测序分析，结果见图１，与设计的针对ＣＩＡＰＩＮ１

ｓｉＲＮＡ和无关对照序列完全一致，即得到ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ
慢病毒载体和无关对照ｓｉＲＮＡ慢病毒载体。

图１　ｐＬｅｎｔｉ６／ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＤＥＳＴ插入序列测序峰图

Ａ：ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ插入序列测序峰图；Ｂ：无关对照ｓｉＲＮＡ插入序列测序峰图

２．３　ＲＴＰＣＲ 结果　结果见图２。空白对照组与无关

ｓｉＲＮＡ对照组比较，ＣＩＡＰＩＮ１ｍＲＮＡ相对表达量差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）；而ＣＩＡＰＩＮ１表达组ＣＩＡＰＩＮ１ｍＲＮＡ相

对表达量较对照组升高（Ｐ＜０．０１），ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ 组

ＣＩＡＰＩＮ１ｍＲＮＡ相对表达量较对照组降低（Ｐ＜０．０１）。　　

２．４　免疫印迹结果　结果显示（图３），在相对分子质量为

３９０００处各组均有印迹条带显现，ＣＩＡＰＩＮ１表达组ＣＩＡＰＩＮ１
的印迹强于空白对照组和无关ｓｉＲＮＡ对照组，而ＣＩＡＰＩＮ１

ｓｉＲＮＡ组ＣＩＡＰＩＮ１的印迹弱于空白对照组和无关ｓｉＲＮＡ对

照组，表明构建的过表达ＣＩＡＰＩＮ１和抑制ＣＩＡＰＩＮ１表达的

食管癌ＥＣ９７０６细胞株均获成功。

图２　ＣＩＡＰＩＮ１ｍＲＮＡ的表达
Ｐ＜０．０１与空白对照组和无关ｓｉＲＮＡ对照组比较．ｎ＝５，珔ｘ±ｓ
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图３　免疫印迹分析结果

１：ＣＩＡＰＩＮ１表达组；２：ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组；３：无关ｓｉＲＮＡ对照

组；４：空白对照组

２．５　ＭＴＴ检测结果　空白对照组、无关ｓｉＲＮＡ对照组和

ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组细胞在２４、４８、７２、９６ｈ生长良好，而ＣＩＡ

ＰＩＮ１表达组细胞生长受到抑制（Ｐ＜０．０５，图４）。同时形态

学观察表明，ＣＩＡＰＩＮ１表达组细胞４８ｈ就出现有细胞变圆，

且随时间的延长，圆缩脱落细胞增多。

图４　细胞生长曲线
Ｐ＜０．０５与空白对照组比较．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．６　细胞周期检测结果　细胞周期检测结果见图５和表２，

空白对照组、无关ｓｉＲＮＡ对照组和ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组各期

细胞比例差异无统计学意义。ＣＩＡＰＩＮ１表达组Ｓ和 Ｇ２／Ｍ
期细胞比例减少，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加，与 ＣＩＡＰＩＮ１

ｓｉＲＮＡ组、空白对照组和无关ｓｉＲＮＡ对照组比较差异有统计

学意义 （Ｐ＜０．０５）。

图５　细胞周期检测
Ａ：ＣＩＡＰＩＮ１表达组；Ｂ：ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组；Ｃ：无关ｓｉＲＮＡ对照

组；Ｄ：空白对照组

表２　细胞周期检测
（％，ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

分组 Ｇ０Ｇ１ Ｓ Ｇ２Ｍ

Ａ ７３．１７±２．７１ ２１．８２±０．４２ ５．０１±０．１４

Ｂ ６１．２９±２．１２ ２９．４２±０．５２ ９．２９±０．３２

Ｃ ６２．２２±１．９８ ２７．１５±０．６３ １０．６３±０．２７

Ｄ ６４．６９±２．６１ ２６．４３±０．５４ ８．８８±０．３１

　Ｐ＜０．０５与 Ａ 组比较．Ａ：ＣＩＡＰＩＮ１表达组；Ｂ：ＣＩＡＰＩＮ１

ｓｉＲＮＡ组；Ｃ：无关ｓｉＲＮＡ对照组；Ｄ：空白对照组

２．７　细胞凋亡和细胞体外侵袭实验结果　结果见表３。

ＣＩＡＰＩＮ１表达组的平均细胞凋亡率较无关ｓｉＲＮＡ对照组和

空白对照组增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＣＩＡＰＩＮ１表

达组穿透 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的平均细胞数较无关ｓｉＲＮＡ对照组和空

白对照组减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而ＣＩＡＰＩＮ１

ｓｉＲＮＡ组的平均细胞凋亡率和穿透 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的平均细胞数，

与无关ｓｉＲＮＡ对照组和空白对照组比较差异均无统计学意

义。

表３　细胞凋亡和体外侵袭实验结果
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

分组 细胞凋亡率（％） 穿膜细胞数

ＣＩＡＰＩＮ１表达组 １６．１１±１．８８ ２２．６±６．８

ＣＩＡＰＩＮ１ｓｉＲＮＡ组 ４．７６±０．４９ ７２．５±１４．２

无关ｓｉＲＮＡ对照组 ７．０３±０．８１ ６２．３±１０．７

空白对照组 ６．５７±０．９４ ６８．７±１２．１

　Ｐ＜０．０５与ＣＩＡＰＩＮ１表达组比较

３　讨　论

　　ＣＩＡＰＩＮ１基因定位于１６号染色体长臂（１６ｑ１．３２．１），相

对分子质量为３９０００，有８个外显子和７个内含子，ｍＲＮＡ

１．７ｋｂ。Ｓｈｉｂａｙａｍａ等［１］最早发现ＣＩＡＰＩＮ１可能是独立于凋

亡调节分子Ｂｃｌ２家族、ｃａｓｐａｓｅ家族等之外的ＲＡＳ信号转导

通路中的一个新调节分子，而Ｒａｓ信号途径又是与许多细胞

增殖有关的信号转导通路。Ｈａｏ等［４］研究发现ＣＩＡＰＩＮ１基

因广泛分布于胎儿和成人的各种正常组织中。ＣＩＡＰＩＮ１主

要定位于细胞质和细胞核，并在核仁有较明显的分布，对细

胞的增殖及分化具有重要的调控作用［５］。

　　Ｚｈｅｎｇ等［３］借助特异性ＣＩＡＰＩＮ１单克隆抗体对外科手

术切除的１１２例食管癌组织蜡块标本进行免疫组化染色检

测ＣＩＡＰＩＮ１表达，结果发现，在食管鳞癌组织中ＣＩＡＰＩＮ１表

达水平随着肿瘤浸润深度的增加而降低，低分化鳞癌中

ＣＩＡＰＩＮ１表达水平显著低于高分化鳞癌，无淋巴结转移者

ＣＩＡＰＩＮ１多呈阳性表达，而有淋巴结转移者常呈阴性表达。

同时还发现ＣＩＡＰＩＮ１表达阴性患者术后生存率显著低于表

达阳性者。以上结果提示，ＣＩＡＰＩＮ１在食管鳞癌组织中的表

达下调与食管鳞癌的发生、发展具有较大的相关性。类似的

结果在胃癌［６］、肾透明细胞癌［７］、结直肠癌组织均有所发
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现［８］。但是该研究并没有明确ＣＩＡＰＩＮ１与食管癌发生之间

的因果关系，并不能够证明ＣＩＡＰＩＮ１是否参与了食管癌的

发生、发展。为了进一步探讨ＣＩＡＰＩＮ１基因在食管癌发生、

发展中的作用，本研究采用重组慢病毒ＣＩＡＰＩＮ１表达载体

和ＣＩＡＰＩＮ１沉默载体感染食管癌 ＥＣ９７０６细胞，观察调控

ＣＩＡＰＩＮ１基因表达对食管癌细胞生物学行为的影响。有研

究表明，ＣＩＡＰＩＮ１基因的低表达促进胃癌的增殖［９］，高表达

则可以抑制肾癌［７］和肺癌［１０１１］细胞的生长，因此我们推测

ＣＩＡＰＩＮ１基因也可能与食管癌细胞的增殖有着密切的关系。

本研究结果显示，与对照组相比，ＣＩＡＰＩＮ１基因高表达实验

组细胞生长受到抑制，表明ＣＩＡＰＩＮ１基因的高表达可以抑

制食管癌细胞的增 殖。对 于 胃 癌 和 肺 癌 的 研 究 表 明，

ＣＩＡＰＩＮ１在胃癌中的表达下调促进细胞周期的运转［９］，而在

肺癌中的高表达则促使细胞出现Ｇ／Ｓ期阻滞现象进而诱发

凋亡［１０１１］，因此本研究进行了食管癌ＥＣ９７０６细胞的凋亡和

细胞周期检测。结果表明，ＣＩＡＰＩＮ１表达组Ｓ和Ｇ２／Ｍ期细

胞比例减少，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加，与各对照组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡实验显示高表达ＣＩＡＰＩＮ１
基因可以增加食管癌ＥＣ９７０６细胞的凋亡。形态学研究发

现，ＣＩＡＰＩＮ１基因高表达组细胞４８ｈ就出现有细胞变圆，且

随时间 的 延 长，圆 缩 脱 落 细 胞 增 多。以 上 结 果 表 明，

ＣＩＡＰＩＮ１的高表达可以促进细胞周期阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期进而

诱发细胞凋亡，而这可能是 ＣＩＡＰＩＮ１高表达抑制食管癌

ＥＣ９７０６细胞增殖的机制之一。

　　Ｚｈｅｎｇ等［３］的研究还表明，ＣＩＡＰＩＮ１的低表达与食管癌

是否伴随淋巴转移有相关性，我们推测ＣＩＡＰＩＮ１可能与食

管癌细胞的侵袭性密切相关。本研究的细胞体外侵袭实验

结果显示，高表达ＣＩＡＰＩＮ１基因降低食管癌ＥＣ９７０６细胞侵

袭和迁移的能力，证明ＣＩＡＰＩＮ１的表达下调可能是促进食

管癌远处转移的重要因素之一。综上所述，本实验初步证实

ＣＩＡＰＩＮ１基因参与了食管癌细胞的周期调控，可促进细胞凋

亡和降低细胞侵袭迁移能力，有可能成为食管癌基因治疗的

潜在靶点。

　　有趣的是，Ｌｉ等［１２］研究显示，ＣＩＡＰＩＮ１在肝癌组织中较

正常组织中高表达，下调ＣＩＡＰＩＮ１表达可抑制肝癌细胞增

殖，而且Ｓｈｉｂａｙａｍａ等［１］的研究表明ＣＩＡＰＩＮ１是一种凋亡抑

制分子。这些研究与包括本研究在内的多项研究并不相符，

产生这一现象的原因可能是因为ＣＩＡＰＩＮ１在不同组织类型

的肿瘤中作用不同。由此可见，肿瘤的发生、发展和调控是

一个极为复杂的过程，尚需进一步深入研究。
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