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　　［摘要］　目的　通过腺相关病毒介导的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）抑制人食管鳞癌细胞Ｅｃａ１０９中ΔＮｐ６３α的表达，观察其对

食管鳞癌细胞生物学特性的影响。方法　构建 Ｈ１启动子驱动的表达针对ΔＮｐ６３α的ｓｉＲＮＡ 重组腺相关病毒 ＡＡＶ
ΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ并感染Ｅｃａ１０９细胞。同时以感染空腺相关病毒ＡＡＶＮｕｌｌ的细胞及不加腺相关病毒的细胞分别作为对照组和空

白对照组，观察ｓｉＲＮＡ干扰ΔＮｐ６３α表达在体外及体内对Ｅｃａ１０９细胞生长、增殖、致瘤及凋亡的影响。结果　与对照组和空
白对照组比较，Ｅｃａ１０９细胞感染ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ后ΔＮｐ６３α蛋白表达下降（Ｐ均＜０．０５），细胞生长速度减慢（Ｐ均＜０．０５），

细胞增殖指数 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）降低（Ｐ均＜０．０１），裸鼠瘤体质量减轻（Ｐ均＜０．０５），细胞凋亡增加（Ｐ均＜０．０５）。结

论　腺相关病毒介导的ｓｉＲＮＡ干扰能显著抑制Ｅｃａ１０９细胞ΔＮｐ６３α的表达，减慢肿瘤细胞的增殖，促进肿瘤细胞凋亡，抑制
肿瘤生长。

　　［关键词］　ΔＮｐ６３α；食管肿瘤；鳞状细胞肿瘤；Ｅｃａ１０９细胞株；腺相关病毒；ＲＮＡ干扰
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　　Ｐ６３作为公认的表皮干细胞标记物，在各种上

皮组织的正常分化和细胞形态的维持中具有重要功

能［１］。Ｐ６３基因常见的异构体分为２种：含转录激

活区的ＴＡｐ６３型和无转录激活区的ΔＮｐ６３型；前

者具有肿瘤抑制因子活性，而后者具有原癌基因活

性［２］；并且ΔＮｐ６３α亚型是其活性最强的一种。既

往研究发现，食管鳞癌组织中ΔＮｐ６３α表达显著上

升，并通过调节一系列的基因表达改变细胞内外的

微环境，使上皮干细胞在脱离基底膜后仍然维持低

分化状态及其增殖特性，不断分裂增殖，从而促进肿

瘤的增长与转移［３］。目前有关ΔＮｐ６３α在食管鳞癌

中的作用机制报道尚少。本研究采用针对ΔＮｐ６３α
的小 干 扰 ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ）重 组 腺 相 关 病 毒

ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ感染食管鳞癌细胞Ｅｃａ１０９，通过

抑制ΔＮｐ６３α表达观察癌细胞生物学特性的变化，

探讨ΔＮｐ６３α在食管鳞癌发生、发展过程中的作用

及其可能的机制和途径。

１　材料和方法

１．１　材料　由 Ｈ１启动子驱动的重组腺相关病毒

ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ由解放军胸心外科研究所制备完

成；空腺相关病毒ＡＡＶＮｕｌｌ为自制；人食管鳞癌细

胞株Ｅｃａ１０９购自中国科学院上海细胞生物学研究

所；ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ４～６周龄雌性裸鼠由第二军医

大学实验动物中心提供；小鼠抗人ΔＮｐ６３α单克隆

抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；胎牛血清、ＤＭＥＭ、

ＲＰＭＩ１６４０培养液为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品；感染试

剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；免疫组化试剂盒购自

美国 ＢｉｏＧｅｎｅｘ Ｌａｂ 公 司；ＭＴＴ 检 测 试 剂 盒、

ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司。

１．２　细胞感染及分组　２４孔培养板培养Ｅｃａ１０９细

胞至约８０％融合时，根据随机对照表，取３孔细胞计

数，按感染复数（ＭＯＩ）值１００加入重组腺相关病毒

ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ（实验组）。另取３孔细胞计数后

按 ＭＯＩ值１００加入空腺相关病毒 ＡＡＶＮｕｌｌ（对照

组），再取３孔细胞计数后不加腺相关病毒（空白对

照组）。

１．３　蛋白质印迹分析检测蛋白表达　分别收集培

养４８ｈ后的实验组、对照组及空白对照组Ｅｃａ１０９细

胞，用 ５％ ＳＤＳ 裂解细胞，细胞裂解上清液经

ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，转印至硝酸纤维素膜上，经过小

鼠抗人ΔＮｐ６３α单克隆抗体（工作浓度为１４００）和

羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ多克隆抗体（工作浓度为１

４００）二步免疫反应，化学发光、显影，以ＧＡＰＤＨ 为

内参照。用ＢｉｏＲａｄ图像分析系统成像并分析，以

目的蛋白条带的灰度值与ＧＡＰＤＨ蛋白条带灰度值

的比值表示蛋白相对表达量。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞生长情况　Ｅｃａ１０９细胞接

种于９６孔板后，分别于接种后的１、２、３、４、５ｄ每孔

加入２０μｇＭＴＴ（５ｇ／Ｌ），４ｈ后弃上清，加１５０μＬ
二甲亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０ｍｉｎ至紫色结晶完全溶

解，用酶标仪在４９０ｎｍ波长处测各孔光密度值（Ｄ
值）。实验重复３次，绘制细胞生长曲线。

１．５　细胞周期分析　分别收集各组的对数生长中

期Ｅｃａ１０９细胞，按常规方法进行细胞周期检测，计

算细胞的增殖指数 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）：ＰＩ＝
（Ｓ＋Ｇ２）／（Ｓ＋Ｇ２＋Ｇ１）。

１．６　裸鼠成瘤实验　实验裸鼠随机分为３组，分组

同前，每组６只。在裸鼠背部皮下注射对数生长期

Ｅｃａ１０９细胞０．２ｍＬ（２×１０７个）。当裸鼠皮下形成

种植瘤后（约在Ｅｃａ１０９细胞注射１周左右出现肉眼

可见的瘤体），用１ｍＬ注射器抽取１００μＬ７．０×１０
７

ＩＵ／ｍＬ的ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ，在肿瘤长径注射点处

多方向瘤内注射，对照组与空白对照组分别注射等

量的空病毒和ＰＢＳ。隔日１次，共５次。接种３０ｄ
后处死裸鼠，取出瘤体称质量。

１．７　免疫组化染色及结果判定标准　裸鼠移植瘤

标本均经１０％中性甲醛溶液固定，石蜡包埋。常规

制备５～６μｍ 厚连续切片，用于免疫组化染色。免

疫组化染色采用ＳＡＢＣ法，高温抗原修复，染色程序

参照说明书进行。用已知阳性切片作为阳性对照，

ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。

　　ΔＮｐ６３α主要表达于细胞核中，染色呈棕黄色颗

粒。每张切片均随机观察５个高倍视野（×４００）下

的１００个细胞，用半定量积分法判定结果，阳性着色

细胞百分比≤５％记为０分，６％～２５％记为１分，

２６％～５０％记为２分，５１％～７５％记为３分，７６％～

１００％记为４分；阳性强度以黄色染色记为１分，棕

黄色记为２分，棕褐色记为３分。表达强度以两者

积分乘积表示，０～５分为阴性表达，６～１２分为阳性

表达。
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１．８　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　常规石蜡切片脱

蜡至水后用ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次。２０ｎｇ／ｍＬ新配

制的蛋白酶Ｋ在３７℃下消化２０ｍｉｎ；０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸ＰＢＳ洗５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次。加入

３０μＬ的ＴＵＮＥＬ反应液，３７℃作用６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

３ｍｉｎ×３次。甘油明胶封片，显微镜下观察。阳性

信号为棕黄色，局限于细胞核内，呈圆形、椭圆形、新

月体形或环形；阳性染色的细胞为凋亡细胞［４］。每

组随机选取１２张切片，每张切片随机取３个阳性视

野观察并计数５００个细胞，计算细胞凋亡指数（凋亡

细胞数占细胞总数的百分比）。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验和方差分

析；计数资料用百分率表示，采用χ
２检验。检验水平

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　 蛋白质印迹分析法检测 ΔＮｐ６３α 蛋白表

达　结 果 显 示，实 验 组 ΔＮｐ６３α 蛋 白 表 达 量

（６０５．１３±４２．３１）低于对照组（９８５．７８±５９．５３）和空

白对照组（１０１５．３１±４３．６２），差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），而对照组与空白对照组比较差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。

图１　蛋白质印迹分析检测靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰后

Ｅｃａ１０９细胞中ΔＮｐ６３α蛋白表达

Ｆｉｇ１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆΔＮｐ６３α

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇΔＮｐ６３α

１： ＡＡＶＮｕｌｌ ｇｒｏｕｐ； ２： Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ； ３： ＡＡＶ

ΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ

２．２　ＭＴＴ法检测细胞生长情况　结果显示，实验

组细胞生长曲线较平缓，细胞生长速度较对照组和

空白对照组明显减慢，差异均有统计学意义（Ｐ＜

０．０５），而对照组与空白对照组比较，细胞生长速度

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２）。结果表明靶向

ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰能抑制细胞的生长。

２．３　 细胞周期分析结果 　 结果显示，实验组

ＰＩ（０．３８±０．３３）低于对照组（０．６７±０．２５）和空白

对照组（０．７２±０．３４），差异均有统计学意义（Ｐ＜

０．０１），而对照组与空白对照组比较，ＰＩ差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。结果表明靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ
干扰能抑制细胞增殖。

图２　靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰后

Ｅｃａ１０９细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　Ｅｃａ１０９ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

ａｆｔｅｒｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇΔＮｐ６３α
Ｐ＜０．０５ｖｓＡＡＶＮｕｌｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ

２．４　裸鼠成瘤实验结果　接种３０ｄ后处死裸鼠，取

瘤体称质量。实验组瘤体质量［（１．２７±０．５９）ｇ］较

对照组［（１．９６±０．３４）ｇ］和空白对照组［（２．１１±

０．４７）ｇ］减轻，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而

对照组与空白对照组比较，瘤体质量差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。结果提示靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干

扰能明显抑制肿瘤生长速度。

２．５　免疫组化染色结果　结果显示，ΔＮｐ６３α蛋白

阳性染色均定位于细胞核内，呈现棕黄色着色（图

３）。实验组ΔＮｐ６３α蛋白阳性表达率［（２６±１７）％］

低于对照组［（５９±９）％］和空白对照组［（５８±

１２）％］，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而对照组

与空白对照组比较，ΔＮｐ６３α蛋白阳性表达率差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结果表明靶向ΔＮｐ６３α

ｓｉＲＮＡ干扰后肿瘤组织内 ΔＮｐ６３α蛋白表达量

降低。

２．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡结果　显微镜下观

察可见，实验组肿瘤细胞凋亡增多，呈簇状分布，而

对照组、空白对照组仅有散在差异分布的凋亡细胞
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（图４）。实验组细胞凋亡指数［（１４．１６±８．３６）％］高

于对照组［（８．４５±５．８５）％］和空白对照组［（８．９１±

７．６３）％］，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而对照

组与空白对照组比较，细胞凋亡指数差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。

图３　靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰后肿瘤组织ΔＮｐ６３α表达的免疫组化分析（ＳＡＢＣ法）

Ｆｉｇ３　ΔＮｐ６３αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇΔＮｐ６３αｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ（ＳＡＢＣｍｅｔｈｏｄ）

Ａ：ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡＡＶＮｕｌｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰后肿瘤组织细胞凋亡分析

Ｆｉｇ４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇΔＮｐ６３α

Ａ：ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡＡＶＮｕｌｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　Ｐ６３定位于染色体３ｑ２７～２９，该区基因组的异

常扩增多见于鳞癌，并且ΔＮｐ６３α的表达特点已在

食管鳞癌［５６］、表皮鳞癌［７］、头颈部鳞癌［８］、肺鳞

癌［９］、口腔鳞癌［１０］、鼻咽癌［１１］等多种鳞状上皮源性

的恶性肿瘤中证实。目前研究证实，在食管鳞癌组

织中表达的主要是ΔＮｐ６３α，而ＴＡｐ６３的表达极少

或没有；但ΔＮｐ６３α在正常食管组织及食管腺癌中

表达呈阴性。ΔＮｐ６３α在低分化和高分化的鳞状细

胞癌中表达有显著差异，在高分化鳞癌中阳性细胞

主要分布于癌巢边缘，在巢周呈环样分布；在低分

化鳞癌中阳性细胞紊乱地分布于癌巢中央或边缘，

强阳性表达率高于高分化鳞癌［４５］。以上结果提示

ΔＮｐ６３α表达与食管鳞癌分化程度有关，呈现出肿

瘤分化程度越低，ΔＮｐ６３α表达越高的趋势。

　　近期关于ｐ６３基因功能的研究中，Ｎａｔｕｒｅ报道

了来自德州大学安德森肿瘤中心Ｆｌｏｒｅｓ等学者的研

究成果：在头颈部鳞癌组织中ΔＮｐ６３α表达的显著

上升可能通过调节一系列的基因改变细胞内外的微

环境，使上皮干细胞在脱离基底膜后仍然维持低分

化状态及其增殖特性，不断分裂增殖［３］。该研究提

示ΔＮｐ６３α参与肿瘤发生发展的机制涉及细胞周期

调控、凋亡、分化以及细胞黏附迁移等多方面。

Ｋｅｙｅｓ等［１２］在对 ΔＮｐ６３α 功能的研究中 发 现，

ΔＮｐ６３α具有“类干细胞（ｓｔｅｍｌｉｋｅ）”调控作用，通过

对干细胞相关基因的影响，促进肿瘤的发生和增殖。

其作用机制可能为抑制人体本身一种体内的抗癌过

程———“致癌基因引发的衰老（ｏｎｃｏｇｅｎｅｉｎｄｕｃｅｄ

ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＯＩＳ）”而促进肿瘤的发生。ΔＮｐ６３α的

这种致癌作用是通过上调其下游靶基因染色质重塑

蛋白Ｌｓｈ（ｌｙｍｐｈｏｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃｈｅｌｉｃａｓｅ）的表达，导致
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染色体重建，使表皮干细胞向肿瘤细胞分化。Ｙａｎｇ
等［１３］研究发现，ΔＮｐ６３α通过调控ＮＦκＢ 家族基因

的表达，诱导上皮干细胞分化为头颈部鳞癌细胞，并

促进肿瘤增生、转移及炎性反应的发生。Ｌｅｎａ等［１４］

提出ΔＮｐ６３α是头颈部鳞癌干细胞的“干性”调控基

因，促进肿瘤的发生、侵袭与转移。ΔＮｐ６３α还通过

诱导热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）的表达、激活βｃａｔｅｎｉｎ
信号途径、抑制胰岛素样生长因子结合蛋白３的表

达及Ｐ７３依赖的细胞凋亡途径抑制肿瘤细胞凋亡，

参与肿瘤的形成［１５１７］。这些相关研究进一步证实了

ΔＮｐ６３α在鳞癌干细胞“干性”维持中的重要作用。

因此，以ΔＮｐ６３α为靶向的基因治疗，可能为提高食

管鳞癌的治疗效果提供新的方向。

　　本实验通过ｓｉＲＮＡ干扰技术，采用腺相关病毒

为载体，将外源性靶向ΔＮｐ６３α的ｓｉＲＮＡ转入人食

管鳞癌细胞系Ｅｃａ１０９中。运用蛋白质印迹分析法

检测ｓｉＲＮＡ干扰后ΔＮｐ６３α蛋白表达情况，结果显

示感染后ΔＮｐ６３α表达降低（Ｐ＜０．０５），提示以腺

相关病毒为载体能将靶向ΔＮｐ６３α的ｓｉＲＮＡ高效

转入食管鳞癌细胞中，获得满意的干扰效果。我们

进一步采用 ＭＴＴ法观察ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ感染的

Ｅｃａ１０９细胞生长情况，结果表明实验组细胞较空病

毒对照组以及空白对照组细胞增殖受到抑制（Ｐ＜

０．０５）。为明确 ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ对 Ｅｃａ１０９细胞

周期和凋亡的影响，我们检测了细胞周期和凋亡的

变化，结果显示实验组细胞ＰＩ低于空病毒对照组以

及空白对照组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。上述结果表

明，ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ有效抑制了食管鳞癌Ｅｃａ１０９
细胞的体外增殖并诱导其凋亡。

　　在体内实验中，实验组裸鼠肿瘤细胞生长减慢

（Ｐ＜０．０５），提示抑制ΔＮｐ６３α的表达可使肿瘤生

长速度减缓，但不能阻止肿瘤的发生。为进一步证

实ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ在体内的作用，我们检测了肿

瘤组织中ΔＮｐ６３α的表达及细胞凋亡情况。结果发

现靶向ΔＮｐ６３αｓｉＲＮＡ干扰后肿瘤组织内ΔＮｐ６３α
表达量降低（Ｐ＜０．０５），肿瘤组织内发现大量凋亡

细胞。其作用机制可能为［１８２０］：（１）ΔＮｐ６３α通过激

活细胞生长及增殖相关基因，赋予肿瘤细胞增殖潜

能。如ΔＮｐ６３α可直接与腺苷脱氨酶（ＡＤＡ）、脂肪

酸合酶（ＦＡＳＮ）的ｐ５３ＲＥ结合，激活转录。（２）

ΔＮｐ６３α通过负调节某些细胞周期抑制因子促进细

胞增殖；而通过ｓｉＲＮＡ技术抑制ΔＮｐ６３α的表达

可以抑制细胞增殖，促进肿瘤细胞凋亡。（３）

ΔＮｐ６３α在快速增殖的细胞中可促进细胞周期运

转，而在趋于分化的细胞中ΔＮｐ６３α则扮演周期阻

抑子的角色。（４）ΔＮｐ６３α抑制细胞信号通路，经由

ＪＮＫ通路、Ｎｏｔｃｈ通路等调节细胞分化过程。阻断

Ｎｏｔｃｈ信号通路，ΔＮｐ６３αＮｏｔｃｈ的平衡受到破坏，

细胞可能失去分化能力而不断分裂，获得肿瘤干细

胞增殖特性而促进肿瘤发生。

　　本研究表明 ＡＡＶΔＮｐ６３αｓｈＲＮＡ可有效抑制人

食管鳞癌Ｅｃａ１０９细胞中ΔＮｐ６３α表达，从而抑制细

胞增殖。同时通过荷瘤裸鼠在体实验进一步证明

ΔＮｐ６３α沉默可抑制Ｅｃａ１０９细胞的生长、增殖，促

进其凋亡，从而延缓肿瘤生长速度。ΔＮｐ６３α与肿

瘤发生、发展的关系非常复杂，涉及细胞增殖、凋亡、

分化以及细胞黏附迁移等多方面的调控，其在肿瘤

调控网络中的具体作用机制等有待进一步研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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商素芳

·更正启事·

关于《糖尿病肾病患者尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白的改变及其临床意义》

一文的更正

　　本刊２０１２年３３卷第９期１０３２～１０３４页刊登的吴坚等的论文《糖尿病肾病患者尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白的

改变及其临床意义》因作者的疏忽，将文中尿微量白蛋白／尿肌酐（ｕＡｌｂ／ｕＣｒ）的单位误写为 ｍｇ／ｍｍｏｌ，现更正为 ｍｇ／ｇ（论文

网络版已进行了相应更正），并向广大读者致歉。


