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［摘要］ 目的 探讨 N 端转录活性域缺失的肿瘤蛋白 p63（ΔNp63）调控食管鳞状细胞癌细胞增殖及迁移的

分子机制。方法 以人食管鳞状细胞癌细胞 ECA109 为模型，通过慢病毒介导的转基因在细胞中过表达 ΔNp63。通

过定量 PCR 及蛋白质印迹法检测 3- 羟 -3- 甲戊二酸单酰辅酶 A 还原酶（HMGCR）表达水平，通过染色质免疫沉淀

（ChIP）和萤光素酶报告实验检测 ΔNp63 蛋白与 HMGCR 基因 5＇- 非翻译区的结合；在细胞中过表达 ΔNp63同时利

用 RNA 干扰抑制 HMGCR 表达后，通过 CCK-8 检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞凋亡情况，Transwell 实验检

测细胞迁移情况。结果 ECA109细胞中过表达ΔNp63后，HMGCR的mRNA和蛋白质表达水平均提高（P均＜0.01）。
ChIP 及萤光素酶报告实验结果提示，ΔNp63 识别位点位于 HMGCR 启动子－728～－747 bp 区域。过表达 ΔNp63同
时抑制 HMGCR 表达组 24、48、72 h 时细胞增殖能力均低于单纯过表达 ΔNp63组（P 均＜0.05），细胞凋亡水平高

于单纯过表达 ΔNp63组［（26.9±1.9）% vs （16.6±1.5）%，P＜0.01］，细胞的迁移率低于单纯过表达 ΔNp63组
［（33.4±3.1）% vs（52.2±2.6）%，P＜0.01］。结论 ΔNp63 通过上调 HMGCR 转录表达促进食管鳞状细胞癌细

胞的增殖及迁移。
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ΔNp63 promotes proliferation and migration of esophageal squamous cell carcinoma cells by up-regulating the 
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［ Abstract ］ Objective To investigate the molecular mechanism of tumor protein 63 with truncated transactivation 
domain (ΔNp63) in regulating the proliferation and migration of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. 
Methods With ECA109 cells as a model, ΔNp63 was overexpressed in cells by transgene mediated with lentivirus. The 
expression level of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMGCR) was detected by quantitative polymerase 
chain reaction and Western blotting, and the binding of ΔNp63 and the 5＇-untranslated region (5＇-UTR) of HMGCR was 
detected by chromatin immunoprecipitation (ChIP) and luciferase activity reporter assay. ΔNp63 was overexpressed in 
cells and the expression of HMGCR was inhibited by RNA interference. Cell proliferation was detected by cell counting 
kit 8 (CCK-8), apoptosis was detected by flow cytometry, and cell migration was detected by Transwell chamber culture. 
Results The mRNA and protein expression levels of HMGCR were increased after overexpressing ΔNp63 in ECA109 cells 
(both P＜0.01). The results of the ChIP and luciferase activity reporter assay showed that the ΔNp63 recognition site was 
located in the －728 to －747 bp region of the HMGCR promoter. The cell proliferation ability of the group overexpressing 
ΔNp63 and inhibiting HMGCR expression was significantly lower than that of the group overexpressing ΔNp63 alone at 24, 
48 and 72 h (all P＜0.05); the level of apoptosis was (26.9±1.9)%, which was significantly higher than that of the group 
overexpressing ΔNP63 alone (［16.6±1.5］ %, P＜0.01); meanwhile, the cell migration rate was significantly lower than that 
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肿瘤蛋白 p63基因定位于人染色体 3q27～29
区域，与抑癌基因 p53属于同一基因家族，对于肿

瘤细胞的增殖、迁移、分化及侵袭等均具有重要

的调控作用［1］。研究显示，p63基因的蛋白产物

主要包括 2 类异构体，即带有 N 端转录活性域的

肿瘤蛋白 p63（tumor protein 63 with transactivation 
domain，TAp63） 和 N 端 转 录 活 性 域 缺 失 的 
肿瘤蛋白 p63（tumor protein 63 with truncated 
transactivation domain，ΔNp63）［1］。临床病理分

析结果发现，ΔNp63 在多种不同类型的肿瘤组织

中表达异常，并且与肿瘤的发生、发展相关。在包

括食管鳞状细胞癌在内的多种鳞状上皮细胞起源

的恶性肿瘤组织中 ΔNp63 的表达水平高于对应的

癌旁组织［2-3］。Kaymak 等［4］研究发现，野生型 p53
可通过抑制甲羟戊酸途径促进肿瘤凋亡；Freed-
Pastor 等［5］研究发现，突变型 p53 可通过上调甲羟

戊酸途径的代谢水平促进乳腺癌的发生、发展，

但具体分子机制不明确。3- 羟 -3- 甲戊二酸单酰辅

酶 A 还原酶（3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme 
A reductase，HMGCR）是细胞内甲羟戊酸途径的

关键限速酶［6］，其转录启动子区域存在 ΔNp63 的

潜在结合位点，推测 ΔNp63 可能通过调控 HMGCR
表达的转录途径从而调控食管鳞状细胞癌甲羟戊

酸途径的代谢水平。本研究拟揭示 ΔNp63 调控

HMGCR 表达的分子机制，分析 ΔNp63 通过直接调

控 HMGCR 表达对食管鳞状细胞癌细胞增殖、迁

移及凋亡的影响。

1 材料和方法

1.1 材料 人食管鳞状细胞癌细胞株 ECA109 购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心。DMEM、FBS 试剂及 Lipofectamine 2000 均购

自 美 国 Invitrogen 公 司。RNA 抽 提、PrimeScript
反转录及 SYBR Premix Ex Taq 定量 PCR 试剂盒

均购自日本 TaKaRa 公司。BCA 蛋白定量试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司。LightCycle 

of the group overexpressing ΔNp63 alone (［33.4±3.1］ % vs ［52.2±2.6］ %, P＜0.01). Conclusion ΔNp63 can promote the 
proliferation and migration of ESCC cells by up-regulating the transcriptional expression of HMGCR.

［ Key words ］ esophageal neoplasms; squamous cell carcinoma; ΔNp63; mevalonate pathway; 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(12): 1349-1354］

96 定量 PCR 仪购自美国 Roche 公司。分别表达

ΔNp63（LV.ΔNp63） 及 特 异 性 针 对 HMGCR 的

短 发 夹 RNA（short hairpin RNA，shRNA） 片

段（LV.HMGCRshRNA） 的 慢 病 毒 载 体 由 和 元 生

物技术（上海）股份有限公司构建。特异针对

HMGCR 的定量 PCR 引物（上游引物序列 5＇-TGA-
TTGACCTTTCCAGAGCAAG-3＇，下游引物序列 
5＇-CTAAAATTGCCATTCCACGAGC-3＇），检测免 
疫共沉淀后 DNA 片段含量的 PCR 引物（HMGCR
启 动 子－1～－324 bp 片 段 上 游 引 物 序 列

5＇-TTCACATAATGAGCATTTC-3＇，下游引物序列

5＇-GGACAGGAATTGTATTTCAC-3＇；HMGCR 启

动子－259～－597 bp片段上游引物序列5＇-GTGTTT-
TCTTCGTAATGTG-3＇，下游引物序列 5＇-CTGTGC-
GAACCTTACAGTTC-3＇；HMGCR 启 动 子－562～ 

－891 bp 片段上游引物序列 5＇-CCAGTTACTCCTG-
GCTGAAC-3＇，下游引物序列 5＇-TGAAATGTGCCT-
CTCCTGCG-3＇；HMGCR 启 动 子－848～－1 172 bp 
片段上游引物序列 5＇-AGAGCAGAAGGAAGAAC-
GCACAG-3＇，下游引物序列 5＇-GTGATAGGAAGC-
ATCGG-3＇；HMGCR 启 动 子－1 118～－1 438 bp 
片段上游引物序列 5＇-AGTCATCGACCTGACCC-
TGC-3＇，下游引物序列 5＇-CTACGTCACGAACG-
GTCGC-3＇），以及野生型及突变型 HMGCR 启动子

序列均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

萤光素酶报告检测载体 pGL4.2 及内参载体 pRL-
CMV 均购自美国 Promega 公司。小鼠抗人 HMGCR
单克隆抗体及 HRP 标记的山羊抗小鼠二抗均购自美

国 Santa Cruz 公司。

1.2 细胞培养及慢病毒感染 ECA109 细胞使用

DMEM（含 10% FBS）于 5% CO2、37 ℃条件下

培养至对数生长期用于细胞转染实验。96 孔培养

板中 ECA109 细胞培养至约 80% 融合时，按感染

复数为 100 加入重组慢病毒感染细胞。细胞感染

LV.ΔNp63 或共感染 LV.ΔNp63＋LV.HMGCRshRNA 为

实验组，感染空病毒 LV.Null 作为对照。病毒感染



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 1351 ·

24 h 可进行下一步实验。

1.3 定 量 PCR 检 测 HMGCR mRNA 表 达 采用 
TRIzol 试剂抽提各组细胞总 RNA，取 1 μg 总 RNA
进行反转录。使用定量 PCR 试剂盒定量检测细

胞内 HMGCR mRNA 的表达水平。定量 PCR 反

应 体 系：SYBR Premix Ex Taq 试 剂 10 μL，Rox 
Reference Dye 0.4 μL，10 μmol/L 上 下 游 引 物 各 
0.4 μL，反转录产物 0.5 μL，补充去离子水 8.3 μL
至 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃变性 60 s；95 ℃  
5 s，60 ℃ 20 s，共 40 个循环。以 18S rRNA 反转

录获得的 cDNA 作为内参，通过 ΔΔCt 法分析目的

基因的相对表达量。

1.4 蛋白质印迹法检测 HMGCR 蛋白表达 采用

常规胰酶消化法收集各组细胞，加入自制细胞裂

解 液（50 mmol/L pH 8.0 Tris，5 mmol/L EDTA， 
150 mmol/L NaCl，0.5% 非离子去污剂 NP-40， 
10 mmol/L PMSF，1 mmol/L 二硫苏糖醇，1 mg/mL 
抑肽酶），提取细胞总蛋白质，采用 BCA 法检

测总蛋白质浓度。各样本取 20 μg 总蛋白质进行 
12% SDS-PAGE，采用半干法将凝胶中蛋白质转印

至 PVDF 膜，再以 5% 脱脂牛奶常温封闭 2 h，加入

TBST 稀释相应 HMGCR 抗体 4 ℃过夜。取出后用

TBST 洗膜 3 次，加入二抗室温孵育 2 h，然后用

TBST 洗膜 3 次，使用增强型化学发光液显影。采

用图像分析软件 ImageJ 1.52a 进行条带光密度扫描

分析，以 β 肌动蛋白为内参，计算 HMGCR 的相对

表达量。

1.5 染色质免疫沉淀（chromatin immunoprecipitation，
ChIP）检测ΔNp63 结合 HMGCR 启动子位置 采用

常规胰酶消化法收集 1×107 个ECA109细胞，用 1%
甲醛交联细胞内的 DNA 结合蛋白与 DNA，于 4 ℃
进行超声裂解，获得大小为 200～1 000 bp 的 DNA
片段。用特异性针对 ΔNp63 的 ChIP 级抗体结合

蛋白 -DNA 复合物，通过免疫沉淀法分离出复合物

并纯化获得 DNA。采用 PCR 检测捕获的 DNA 中

HMGCR 启动子序列不同区域片段的丰度。

1.6 萤光素酶报告实验 采用 PCR 扩增人基因组

中 HMGCR 第一外显子区域前 1 500 bp 片段启动子

（野生型）序列，－728～－747 bp 片段区域原始

序列为 5＇-TGGGAAGTGCATGCGTGTAA-3＇。人

工合成突变启动子序列将－728～－747 bp 片段区

域改为 5＇-GTTTCCTGTACGTATGTGCC-3＇，其余

序列维持不变。将野生型及突变型启动子序列分别

克隆入萤光素酶报告检测载体 pGL4.2。接种感染

LV.ΔNp63 的 ECA109 细胞于 24 孔板，共转染重组

萤光素酶报告检测载体及内参载体 pRL-CMV。转

染 48 h 后裂解细胞，吸取上清 10 μL 于萤光素酶检

测用 96 孔板，加入 50 μL 萤火虫 / 海参萤光素酶缓

冲液，用酶标仪检测发光活性，根据萤火虫萤光素

酶荧光强度 / 海参萤光素酶荧光强度的比值得到各

组细胞裂解液中萤光素酶相对活性。

1.7 CCK-8 实验 采用常规胰酶消化法收集细

胞，在 96 孔板中接种细胞悬液（100 μL 每孔，含 
1 000个细胞）培养至 24、48、72 h进行CCK-8实验。

检测时向每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，将培养板在

培养箱内孵育 1 h，用酶标仪测定波长 450 nm 处的

光密度（D）值。

1.8 细胞凋亡检测实验 按膜联蛋白Ⅴ -FITC/PI
染色检测试剂盒说明书操作。采用胰酶消化后收集

ECA109 细胞，PBS 洗涤 3 次，重悬于 500 μL 缓冲

液 A。加入膜联蛋白Ⅴ -FITC 和 PI，混匀后室温避

光放置 15 min，在反应管中加入 400 缓冲液 A，行

流式细胞术检测。

1.9 Transwell 检测实验 制备待测细胞单细胞

悬 液，取 1×104 个 ECA109 细 胞 重 悬 于 200 μL
无血清 DMEM，加入 Transwell 上室，下室中加

入 500 μL 含 10% FBS 的 DMEM， 于 37 ℃、5% 
CO2 条件下孵育 24 h。取出小室，用 PBS 清洗 
3 次，加入 4%多聚甲醛溶液固定 30 min后，用棉棒

轻柔擦除上室中残留细胞。用 0.1% 结晶紫染液染 
15 min，再用双蒸水漂洗 3 次后室温干燥。于光学

显微镜下对下室细胞进行计数及拍照，并计算细胞

迁移率：细胞迁移率（%）＝（下室细胞数 / 细胞

总数）×100%。

1.10 统计学处理 数据采用 SPSS 15.0 软件进行

分析。服从正态分布的计量资料用 x±s 表示，两

组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比较采用单

因素方差分析，多重比较采用 Tukey 法。检验水准

（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 ECA109 细 胞 中 ΔNp63转 录 上 调 HMGCR
表 达 定 量 PCR 结 果 显 示，LV.ΔNp63 感 染 后

ECA109 细 胞 中 HMGCR mRNA 相 对 表 达 水 平

（3.433±0.233）高于LV.Null感染组（1.006±0.037，
P＜0.01）。 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 显 示，

第 12 期．王卫星，等．ΔNp63 上调 3-羟-3-甲戊二酸单酰辅酶A还原酶表达促进食管鳞状细胞癌细胞增殖及迁移
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2.2 过表达 ΔNp63同时抑制 HMGCR 表达能够下

调 ECA109 细胞增殖 CCK-8 检测结果（图 2）
显示，LV.ΔNp63 感染组 ECA109 细胞的增殖活性

高于 LV.Null 感染组（P＜0.05），而 LV.ΔNp63＋
LV.HMGCRshRNA 共感染组 ECA109 细胞的增殖活

性较 LV.Null 感染组下降（P＜0.05），提示抑制

HMGCR 表达能逆转 ΔNp63 对 ECA109 细胞增殖

的促进作用。

2.3 过表达ΔNp63同时抑制HMGCR 表达能够上调

ECA109 细胞凋亡率 流式细胞术检测结果（图 3） 
显 示，LV.ΔNp63＋LV.HMGCRshRNA 共 感 染 组、

LV.ΔNp63 感染组及 LV.Null 感染组的细胞凋亡率分

别 为（26.9±1.9）%、（16.6±1.5）% 及（19.8± 

1.6）%，LV.ΔNp63＋LV.HMGCRshRNA 共感染组高于 
LV.Null 感染组，而 LV.ΔNp63 感染组低于 LV.Null
感染组（P 均＜0.01），提示抑制 HMGCR 表达能

逆转 ΔNp63 对 ECA109 细胞凋亡的抑制作用。

2.4 过表达 ΔNp63同时抑制 HMGCR 表达能够抑

制 ECA109 细胞迁移率 Transwell 实验检测结果

（图 4）显示，LV.ΔNp63 感染组细胞迁移率高于

LV.Null 感染组［（52.2±2.6）% vs（40.9±3.0）%，

P＜0.01］，而 LV.ΔNp63＋LV.HMGCRshRNA 共 感 染

图 1 ECA109 细胞中 ΔNp63 对 HMGCR 表达的影响及转录调控位点分析

Fig 1 Effect of ΔNp63 on expression of HMGCR and the transcriptional regulation site analysis in ECA109 cells
A: The protein expression of HMGCR detected by Western blotting in ECA109 cells infected with LV.ΔNp63 or LV.Null; B: The 

abundance of DNA fragment in HMGCR gene 5＇-flanking region recognized by ΔNp63 after chromatin immunoprecipitation. ΔNp63: 

Tumor protein 63 with truncated transactivation domain; HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase; LV.ΔNp63: 

ΔNp63 overexpression lentivirus; LV.Null: Empty lentivirus; IgG: Immunoglobulin G.

LV.ΔNp63 感 染 组 ECA109 细 胞 中 HMGCR 蛋 白

相对表达水平高于 LV.Null 感染组（0.29±0.03 vs 
0.16±0.02，P＜0.01，图 1A）。定量PCR检测结果

显示，HMGCR 启动子－562～－891 bp 片段经 ChIP
捕获后富集程度高于其他各区域片段（图 1B）， 
提示 ΔNp63 蛋白结合于 HMGCR 启动子－562～ 

－891 bp 区域。萤光素酶报告实验结果显示携带 
－728～－747 bp 区域突变的 HMGCR 启动子相对

活性较携带野生型启动子下降［（19.9±2.1）% vs
（104.6±3.2）%，P＜0.01］。 上 述 结 果 提 示，

ECA109 细胞中 ΔNp63 可促进 HMGCR 基因转录和

HMGCR 蛋白表达。

图 2 CCK-8 检测过表达 ΔNp63同时抑制 HMGCR

表达对 ECA109 细胞增殖的调控作用

Fig 2 Regulatory effect of ΔNp63 overexpression and 

HMGCR inhibition on proliferation of ECA109 cells 

detected by CCK-8
*P＜0.05, **P＜0.01 vs LV.Null group. n＝4, x±s. CCK-8: 

Cell counting kit 8; ΔNp63: Tumor protein 63 with truncated 

transactivation domain; HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

coenzyme A reductase; LV.Null: Empty lentivirus; LV.ΔNp63: 

ΔNp63 overexpression lentivirus; shRNA: Short hairpin RNA.

组则低于LV.Null感染组［（33.4±3.1）% vs （40.9± 

3.0）%，P＜0.01］，提示抑制 HMGCR 表达能逆

转 ΔNp63 对 ECA109 细胞迁移的促进作用。 
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图 4 Transwell 实验检测过表达 ΔNp63同时抑制 HMGCR 表达对 ECA109 细胞迁移的影响

Fig 4 Effect of ΔNp63 overexpression and HMGCR inhibition on cell migration of ECA109 cells detected by 

Transwell assay
Scale bar＝100 μm. ΔNp63: Tumor protein 63 with truncated transactivation domain; HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme 

A reductase; LV.Null: Empty lentivirus; LV.ΔNp63: ΔNp63 overexpression lentivirus; shRNA: Short hairpin RNA.

3 讨 论

p53 家族成员通过调控共有或者独特的靶基因

表达，在肿瘤细胞的增殖、迁移及分化等过程中发

挥重要的调节作用［7-9］。近年来有学者尝试通过调

控该家族成员或其下游靶点的表达及活性开展肿

瘤生物治疗的探索，取得了长足的进展［10］。由于

ΔNp63 被发现的时间较晚，在多个方面的研究上处

于相对滞后的状态［1］。 
有研究显示，ΔNp63 在膀胱癌、卵巢癌等癌

组织中的表达水平较在相对应的癌旁组织中表达

水平降低［11-12］；相反，在多种鳞状上皮细胞起源

的恶性肿瘤中 ΔNp63 的表达水平较相对应的癌旁

组织高［2］。前期结果证实，在食管鳞状细胞癌细胞

中 ΔNp63 表达升高，体内外实验证实 ΔNp63 具有

促进食管鳞状细胞癌细胞增殖、成瘤的作用［13］。

鉴于 ΔNp63 在不同肿瘤组织中表达变化趋势不一

致，其对肿瘤细胞增殖潜能的调控作用可能是通过

不同的信号通路实现的，因此本实验进一步探索食

管鳞状细胞癌细胞中 ΔNp63 调控细胞生物学活性

的可能机制。本研究发现过表达 ΔNp63能够上调

食管鳞状细胞癌细胞中 HMGCR 的 mRNA 及蛋白

质表达，提示 ΔNp63 可能在转录水平调控 HMGCR
表达。ChIP 及萤光素酶报告实验进一步明确了

ΔNp63 在 HMGCR 基因启动子区域的结合位点，在

使 HMGCR 启动子区域－728～－747 bp 位置序列

突变后过表达 ΔNp63 不能正常转录启动子下游序

列，证实ΔNp63 蛋白在食管鳞状细胞癌细胞中具有

转录因子活性，并直接增强了 HMGCR 基因的转录 
表达。

本实验发现，抑制 HMGCR 表达能够逆转过表

达 ΔNp63对食管鳞状细胞癌细胞增殖、迁移的促

进作用及对凋亡的抑制作用，提示 ΔNp63 通过调

控甲羟戊酸途径限速酶 HMGCR 的表达影响甲羟

第 12 期．王卫星，等．ΔNp63 上调 3-羟-3-甲戊二酸单酰辅酶A还原酶表达促进食管鳞状细胞癌细胞增殖及迁移

图 3 流式细胞术检测过表达 ΔNp63同时抑制 HMGCR 表达对 ECA109 细胞凋亡的影响

Fig 3 Effect of ΔNp63 overexpression and HMGCR inhibition on apoptosis of ECA109 cells detected by flow cytometry
ΔNp63: Tumor protein 63 with truncated transactivation domain; HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme of A reductase; 

LV.Null: Empty lentivirus; LV.ΔNp63: ΔNp63 overexpression lentivirus; shRNA: Short hairpin RNA.
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戊酸代谢，进而影响食管鳞状细胞癌细胞的生物学

活性。临床研究结果显示，他汀类药物可能通过抑

制甲羟戊酸途径抑制肿瘤的发展进程［14-16］，但是

高剂量服用这类药物可能导致横纹肌溶解等不良反 
应［17］。探索调控细胞内甲羟戊酸途径的分子机制

并获得新的基因干预靶点，有望在提高抑制甲羟戊

酸途径效果的同时避免药物带来的不良反应。本研

究明确了 ΔNp63 通过直接转录上调 HMGCR 表达

促进食管鳞状细胞癌细胞增殖、迁移活性的分子机

制，为基于甲羟戊酸代谢途径开展的食管鳞状细胞

癌基因治疗提供了潜在靶点。
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