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　　［摘要］　目的　观察Ｓ１００Ａ６基因沉默对人食管癌Ｅｃａ１０９细胞增殖活性及迁移能力的影响。方法　查找人Ｓ１００Ａ６
ｍＲＮＡ序列，设计针对其编码区的ｓｉＲＮＡ序列；根据ｓｉＲＮＡ序列设计合成ｓｈＲＮＡ并构建ｓｈＲＮＡ重组表达载体；用阳离子

脂质体转染重组质粒至Ｅｃａ１０９细胞，于转染后４８ｈ，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测细胞中Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达量，蛋白质印迹法

检测细胞中Ｓ１００Ａ６蛋白表达量；ＭＴＴ法检测细胞增殖活性，绘制细胞生长曲线；通过细胞划线法检测基因沉默对于肿瘤细

胞迁移能力的影响。结果　成功构建了针对Ｓ１００Ａ６基因的ｓｈＲＮＡ真核表达载体；通过脂质体转染的方法可在Ｅｃａ１０９细
胞内高效沉默Ｓ１００Ａ６，细胞转染后４８ｈ，与未转染细胞比较，Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ 表达量降低，且差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１），蛋白表达量检测结果与ｍＲＮＡ检测结果一致；Ｓ１００Ａ６基因沉默可明显抑制对数生长期Ｅｃａ１０９细胞增殖活

性，与未转染细胞比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；Ｓ１００Ａ６基因沉默可明显抑制对数生长期 Ｅｃａ１０９细胞迁移能力。

结论　通过ｓｈＲＮＡ表达载体途径可在Ｅｃａ１０９细胞中有效沉默Ｓ１００Ａ６基因，Ｓ１００Ａ６基因沉默能够显著抑制Ｅｃａ１０９细胞增
殖活性及迁移能力。
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　　Ｓ１００Ａ６基因定位于人染色体的１ｑ２１区域，作 为钙结合蛋白Ｓ１００家族中重要的一员，主要通过与
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钙离子结合而参与细胞生长分化、基因调控和功能

调节等全部活动［１］。研究表明，Ｓ１００Ａ６在多种肿瘤

细胞及组织中高表达，转移性淋巴结标本中Ｓ１００Ａ６

阳性率为１００％［２］。也有研究人员应用ｃＤＮＡ基因

芯片检测食管腺癌与癌旁正常黏膜组织的差异表达

基因，发现癌组织中Ｓ１００Ａ６基因表达水平显著高

于正常组织［３５］。而Ｓ１００Ａ６与食管癌的关系目前国

内外尚未见报道。

　　食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤，其

发病率和死亡率在各国差异很大。我国是世界上食

管癌高发地区之一，也是高死亡率的国家之一，每年

平均死亡约１５万人［６７］。随着现代快节奏的生活方

式及食品安全、环境污染问题的日益严重，食管癌在

我国的发病率有逐年上升的趋势。在食管癌患者

中，约２０％～３０％的患者病灶限于局部，目前常用的

治疗方法为外科手术治疗，体积较大但仍属局部的

肿瘤可以先施以化疗或放疗，把肿瘤缩小到适宜手

术的范围治疗［８］。但由于食管癌部位的特殊性，无

论化疗、放疗还是手术疗法，都会对患者的日常生活

造成巨大的影响。因此，寻找食管癌相关的癌基因，

明确其作用机制，进而寻找以其为靶点的化学、基因

治疗药物，显得尤为重要。本研究通过ｓｈＲＮＡ干扰

技术沉默Ｓ１００Ａ６基因表达，观察Ｓ１００Ａ６基因沉默

对人食管癌细胞 Ｅｃａ１０９增殖活性及迁移能力的

影响。

１　材料和方法

１．１　材料　人食管癌细胞株Ｅｃａ１０９购于中国科学

院上海细胞生物学研究所；细胞培养板、无菌枪头、

一次性移液管均购于美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＤＭＥＭ 培

养基，胎牛血清 （ＦＢＳ），０．２５％ 胰蛋白酶，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）

及二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、ＴＲＩｚｏｌ及反转录试剂盒均为

美国Ｓｉｇｍａ公司产品；ｐｓｈＲＮＡＨ１载体购于美国

ＳｙｓｔｅｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ、ＤＨ５α感受态细胞、ＤＮＡ 分子量标准及荧

光定量试剂盒购于日本ＴａＫａＲａ公司；无内毒素质

粒提取试剂盒为德国 Ｑｉａｇｅｎ公司产品；Ｓ１００Ａ６、

ＧＡＰＤＨ一抗及二抗均为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产

品；蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒及ＥＣＬ

发光试剂盒均购于美国Ｐｉｅｒｃｅ公司。细胞培养箱为

美国 Ｎｕａｉｒｅ公司产品，移液器、离心机为德国Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司产品，定量ＰＣＲ仪为日本 ＴａＫａＲａ公

司产品，电泳仪及垂直电泳设备为ＢｉｏＲａｄ公司产

品，酶标仪及紫外分光光度检测仪为 Ｔｈｅｒｍｏ公司

产品。引物合成及测序在上海英骏生物技术有限公

司完成。

１．２　ｓｈＲＮＡ重组表达载体构建　登陆ＮＣＢＩ数据

库查找人Ｓ１００Ａ６基因信息（ＮＭ＿０１４６２４．３），根据

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ｓｉＲＮＡ设计软件设计针对

Ｓ１００Ａ６基因编码区的ｓｉＲＮＡ序列（表１），同时选择

通用的错配序列（ＮＣ）。根据ｓｉＲＮＡ序列，设计两

条互补的ＤＮＡ模板单链，模板链包括ｓｈＲＮＡ的正

义链（ｓｅｎｓｅ）和反义链（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ），中间以１２个脱氧

核苷酸的ｌｏｏｐ结构（５′ＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡ３′）相

连，后面接有 ＲＮＡＰｏｌｙⅢ聚合酶转录中止位点

（ＴＴＴＴＴ），同时模板链两端分别添加 ＢａｍＨⅠ
（ＧＧＡＴＣＣ）和ＥｃｏＲⅠ（ＧＡＡＴＴＣ）酶切位点，合成

相应的ＤＮＡ单链（ＰＡＧＥ级别）。用无菌水稀释合

成好的单链ＤＮＡ至２０ｐｍｏｌ／Ｌ，然后进行ＤＮＡ单

链退火，形成互补的双链ＤＮＡ。退火产物与线性化

载体连接、转化感受态细菌ＤＨ５α，涂布于平板，３７℃

过夜培养。在每组序列对应的平板上，使用无菌牙

签挑取２个菌落，９５℃处理１０ｍｉｎ进行菌体裂解，然

后加入ＰＣＲ扩增体系，引物为载体多克隆位点两端

的引物，上游引物：５′ＡＴＡＴＴＴＧＣＡＴＧＴＣＧＣ

ＴＡＴＧＴＧ３′，下游引物：５′ＣＡＧＧＣＴＡＧＡＴＣＴ

ＧＧＴＣＴＡＡＣＣＡ３′，取ＰＣＲ产物５μＬ进行２％琼

脂糖凝胶电泳，筛选阳性菌落。对于筛选到的阳性

菌落，提取质粒ＤＮＡ后进行序列分析。对于测序正

确的重组表达载体，扩增其对应的转化菌株，进行无

内毒素质粒ＤＮＡ提取，提取方法和步骤严格按照试

剂盒说明书进行。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测转染后细胞中Ｓ１００Ａ６

ｍＲＮＡ表达　取对数生长期Ｅｃａ１０９细胞，用胰酶消

化法制备细胞悬液，使用完全培养液（ＤＭＥＭ＋１０％

ＦＢＳ）调整细胞密度为１×１０５个／ｍＬ。将细胞接种

到６孔板，每孔添加２ｍＬ细胞悬液，３７℃、５％ＣＯ２
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条件下培养２４ｈ，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂

说明书进行质 粒 转 染。实 验 分 为 错 义 序 列 组

（Ｅｃａ１０９＋ＮＣ组）和基因沉默组（Ｅｃａ１０９＋ｓｉＲＮＡ１／

ｓｉＲＮＡ２／ｓｉＲＮＡ３组），以未转染Ｅｃａ１０９细胞作为空

白对照组。转染后４８ｈ，收集细胞，ＴＲＩｚｏｌ裂解法提

取总ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ反转录制备ｃＤＮＡ，使用反

转录引物Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ），然后取１μＬ反转录产物进行

ＰＣＲ检测，实验使用ＧＡＰＤＨ（ＮＭ＿００２０４６．４）作为

内参。引物序列：ＧＡＰＤＨ 上游引物５′ＡＴＣ ＣＣＡ

ＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧ３′，下游引物５′ＴＧＣＴＧＡ

ＴＧＡＴＣＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴ３′；Ｓ１００Ａ６上游引物５′

ＴＴＧＧＣＣＴＣＣＴＣＧＴＧＧＣＣＡＴＣ３′，下游引物５′

ＡＧＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧ３′。ＰＣＲ反应

总体系为２０μＬ：ＴａＫａＲａＳＹＢＲ
○ＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１０

μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，

ｄＨ２Ｏ补足反应体系至２０μＬ。反应条件：９５℃１０

ｍｉｎ，５８℃２０ｍｉｎ，７２℃２０ｍｉｎ，共３５个循环。应用

２－ΔΔＣｔ法分析基因相对表达量。

表１　ｓｉＲＮＡ序列及其对应的双链ＤＮＡ序列

Ｔａｂ１　ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎａｍｅ Ｓｔａｒｔｉｎｇ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′） ＤｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｓｉＲＮＡ１ ７８ ＧＣＡＣＡＣＣＣＴＧ ＧＡＴＣＣＧＣＡＣＡＣＣＣＴＧＡＧＣＡＡＧＡＡＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＣＴＴＣＴＴＧＣＴＣＡＧＧＧＴＧＴＧＣＴＴＴＴＴＧ

　ＡＧＣＡＡＧＡＡＧ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＡＣＡＣＣＣＴＧＡＧＣＡＡＧＡＡＧＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＣＴＴＣＴＴＧＣＴＣＡＧＧＧＴＧＴＧＣＧ

ｓｉＲＮＡ２ １０５ ＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣ ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＧＡＴＣＡＧＣＴＣＣＴＴＴＴＴＧ

　ＣＡＧＡＡＧＧＡＧ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＣＴＴＣＴＧＧＡＴＣＡＧＣＴＣＣＧ

ｓｉＲＮＡ３ １４１ ＧＣＴＧＣＡＧＧＡＴ ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＣＡＧＧＡＴＧＣＴＧＡＡＡＴＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＡＡＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴＴＧ

　ＧＣＴＧＡＡＡＴＴ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＴＧＣＴＧＡＡＡＴＴＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＡＡＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＣＴＧＣＡＧＣＧ

ＮＣ ／ ＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴ ＧＡＴＣＣＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＧＧＡＡＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴＧ

　ＣＣＡＧＣＴＴＣＣ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣＴＧＡＣＡＧＧＡＡＧＧＧＡＡＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＧＣＴＴＣＧ

１．４　蛋白质印迹法检测转染后细胞中Ｓ１００Ａ６蛋

白表达量　收集转染后４８ｈ的Ｅｃａ１０９细胞，加入

细胞裂解液提取细胞总蛋白，９５℃１０ｍｉｎ处理蛋白

变性，ＢＣＡ法检测总蛋白浓度。每组样本取１０μＬ

进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 垂直电泳，其中分离胶浓度为

１２％，４００ｍＡ恒流４５ｍｉｎ进行蛋白转膜，丽春红染

色观察目的条带，后５％脱脂牛奶常温封闭２ｈ，加

入ＴＢＳＴ 稀释的一抗（１８００），４℃过夜孵育；

ＴＢＳＴ洗膜３次，加入小鼠二抗，室温孵育２ｈ，再洗

膜３次，添加ＥＣＬ发光液反应底物，进行Ｘ光曝片，

扫描曝光底片，用相关图像分析软件进行目的条带

光密度扫描分析。Ｓ１００Ａ６蛋白相对表达量＝目的

条带光密度值／参照蛋白条带光密度值。

１．５　ＭＴＴ法检测Ｓ１００Ａ６基因沉默对肿瘤细胞增

殖活性影响　取转染后４８ｈ的Ｅｃａ１０９细胞，胰酶

消化法制备细胞悬液，使用完全培养液调整细胞密

度至１×１０５个／ｍＬ，接种细胞到９６孔板，每孔１００

μＬ，接种后正常条件培养，转染后２４、４８和７２ｈ分

别检测细胞活性。每孔加入１０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的

ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后吸去上清，每孔加入１５０

μＬＤＭＳＯ溶液，３７℃下振荡１５ｍｉｎ，用酶标仪于

５７０ｎｍ处检测光密度值，绘制细胞生长曲线。

１．６　细胞划线法检测Ｓ１００Ａ６基因沉默对肿瘤细

胞迁移能力的影响　取转染后４８ｈ的Ｅｃａ１０９细

胞，胰酶消化法制备细胞悬液，锥虫蓝染色后进行细

胞计数，使用完全培养液调整细胞密度至１×１０５个／

ｍＬ，接种细胞到６孔板，每孔２ｍＬ，接种后正常条

件培养；细胞培养２４ｈ，使用无菌２００μＬ枪头划

痕，再使用无血清培养液冲洗２次，加入含１％血清

的培养液２ｍＬ，正常条件培养；划线后２４、４８和

７２ｈ分别用显微镜拍照，观察细胞迁移情况。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析，数据结果以珚ｘ±ｓ表示，采用析因分析进行组

间差异及组内差异的比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｓｈＲＮＡ 重组表达载体的构建　我们针对
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Ｓ１００Ａ６基因编码区成功设计了ｓｉＲＮＡ序列并构建

了３组ｓｈＲＮＡ重组表达载体，经测序分析发现，插

入序列与设计序列完全一致（图１）。

图１　重组载体测序结果

Ｆｉｇ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ

Ａ：ｓｈＲＮＡ２Ｓ１００Ａ６；Ｂ：ｓｈＲＮＡＮＣＳ１００Ａ６

２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测转染后细胞中Ｓ１００Ａ６

ｍＲＮＡ表达　结果如图２所示，基因沉默组Ｅｃａ１０９
细胞中Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达量低于未转染组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；错义序列组与

未转染组相比较，差异无统计学意义，说明ｓｈＲＮＡ
结构或者转染试剂对细胞内目的基因表达量无明显

影响。

图２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｅｃａ１０９

细胞中Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳ１００Ａ６ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　蛋白质印迹法检测转染后细胞中Ｓ１００Ａ６蛋

白表达　结果如图３所示，基因沉默组Ｅｃａ１０９细胞

中Ｓ１００Ａ６蛋白相对表达量低于未转染组，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中２号序列的

沉默效果最好。

图３　蛋白质印迹分析法检测Ｅｃａ１０９

细胞中Ｓ１００Ａ６蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳ１００Ａ６

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．４　Ｓ１００Ａ６基因沉默对肿瘤细胞增殖活性影

响　检测结果（图４）显示，未转染组Ｅｃａ１０９细胞的

增殖活性高于基因沉默组，４８ｈ及７２ｈ时差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）；错义序列组与未转染组细胞

相比较差异无统计学意义。

图４　ＭＴＴ法检测Ｅｃａ１０９细胞增殖活性

Ｆｉｇ４　ＭＴＴａｓｓａｙｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｓａｍｅｐｏｉｎｔｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ

２．５　Ｓ１００Ａ６基因沉默对肿瘤细胞迁移能力的影

响　通过观察不同时间点细胞沿划线向内延伸生长

速度，发现在细胞对数生长期，基因沉默组Ｅｃａ１０９
细胞的迁移能力低于错义序列组及未转染组，结果

如图５所示。

图５　细胞划线法检测Ｅｃａ１０９细胞迁移能力

Ｆｉｇ５　ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１２０

３　讨　论

　　食管癌是消化道常见肿瘤，恶性化程度较高。

我国是食管癌的高发国家，又是食管癌病死率最高

的国家，全世界每年食管癌新发病例３１．０４万，我国

约１６．７２万。我国食管癌病死率通常男性高于女

性，男女之比约为２１；患病年龄多在５０～６９岁

（约占６０％）［９１０］。

　　Ｓ１００蛋白相对分子质量大约为９０００～１３０００，

目前共发现２３个Ｓ１００蛋白家族成员，是蛋白超家

族中最大的多基因家族。Ｓ１００Ａ６为Ｓ１００蛋白家族

成员之一，在细胞内分布广泛，最初在腹水瘤中被检

出，在细胞周期活动、细胞分化、肿瘤生长以及细胞

外基质分泌活动等过程中发挥诸多功能。研究表明

Ｓ１００Ａ６在多种肿瘤中表达异常，并与肿瘤的增殖、

浸润转移和凋亡密切相关［１１］。Ｓ１００Ａ６可以作为胰

腺癌、胃癌和结肠癌等的肿瘤标记物［１２］，其对于肿

瘤的影响首先与钙离子相关［１３］，其次与肿瘤常见的

调控通路相关，如 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路等。

　　基因沉默是一种转录后调控机制，首先在转基

因植物中被发现，大量研究表明环境因子、发育因

子、ＤＮＡ修饰、组蛋白乙酰化程度、基因拷贝数、位

置效应、生物的保护性限制修饰以及基因的过度转

录等都与基因沉默有关［１４］。作为基因沉默的一项

新技术，ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）的应

用有望成为一种防治疾病的新方法。ＲＮＡｉ具有特

异、高效的特点，因此可用于一些肿瘤的治疗。

Ｚｈｏｕ等［１５］在人类卵巢癌ＣａｏＶ３细胞系中特异性沉

默血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）基因，结果显示肿瘤

细胞增殖及侵袭能力明显下降，ＶＥＧＦ 基因沉默可

引起ｃａｓｐａｓｅ３活性增强，ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２表达

显著下降。Ｎａｌｌａ等［１６］将针对 ＭＭＰ９及ｕＰＡＲ和

ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ设计的ｓｉＲＮＡ序列导入前列腺癌细胞

株ＰＣ３和Ｄｕ１４５细胞，结果显示目的基因表达量明

显下调，细胞侵袭能力明显减弱，细胞凋亡明显增

加。Ｐａｔｕｔｉｎａ等［１７］在体内肿瘤模型上针对 ＭＤＲ１
基因进行ＲＮＡｉ实验，结果表明通过ＲＮＡｉ途径也

可实现细胞耐药性逆转，同时对体内肿瘤模型抑制

作用亦十分明显。

　　本实验通过在线ｓｉＲＮＡ 软件设计了针对人

Ｓ１００Ａ６基因的ｓｉＲＮＡ 序列并成功构建了３组

ｓｈＲＮＡ表达载体及对照质粒。转染后细胞中 ｍＲ

ＮＡ及蛋白相对表达量分析表明，３条ｓｉＲＮＡ序列

均对目的基因有一定的沉默效果，其中２号ｓｉＲＮＡ
序列沉默效果最好。ＭＴＴ法检测结果显示，细胞在

进入对数生长期后，相对于对照组，Ｓ１００Ａ６基因沉
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默组细胞增殖活性明显降低（Ｐ＜０．０１）。以上结果

提示我们，Ｓ１００Ａ６在食管癌的发病及发展中有着重

要而且关键的作用，可能成为潜在的食管癌基因治

疗的靶点。Ｅｃａ１０９是来源于人食管癌、具有代表性

的食管鳞癌细胞株，属于高分化肿瘤细胞株，在食管

癌的体外研究及裸鼠成瘤实验中多被用到。后续研

究中，我们将对从Ｅｃａ１０９细胞中取得的实验数据在

多种食管来源的肿瘤细胞株中进行验证，以确定其

是否具有普遍性。

　　目前食管癌的治疗主要包括化疗和手术疗法，

化疗对患者产生巨大的不良反应，而手术疗法会对

患者日常生活造成巨大影响。基因治疗作为一种靶

向无创疗法，一直是近年肿瘤治疗研究的热点，下一

步我们将通过基因沉默结合靶向启动子，对食管癌

进行靶向治疗研究，以为食管癌的基因治疗提供新

的理论依据，也为以后的临床应用提供可行的思路。

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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