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ｓｉＲＮＡ干扰 ＭＡＣＣ１基因对食管癌细胞ＴＥ１的生物学影响

吴　剑，张　敏，戴天阳，任德莲　　（６４６０００四川 泸州，泸州医学院免疫学教研室）

　　［摘要］　目的　通过ｓｉＲＮＡ干扰沉默结肠癌转移相关基因１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ１，ＭＡＣＣ１），观察其
对食管癌细胞株ＴＥ１增殖、迁移及侵袭能力的影响。方法　通过化学合成的特异性ｓｉＲＮＡ与阳离子脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００形成复合体，转染食管癌细胞株ＴＥ１，应用ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后ＭＡＣＣ１基因和蛋白表达水平；ＭＴＴ法
检测细胞生长增殖水平；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞株干扰前后迁移侵袭能力的改变。结果　ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１转染
ＴＥ１细胞后，与空白组比较，干扰组ＭＡＣＣ１基因和蛋白的表达水平明显降低，分别降低７１％和８７％；ＭＴＴ实验观察１～７ｄ，
干扰组较空白组、阴性对照组增殖速度明显降低（Ｐ＜０．０５），第４天后效果更明显；划痕实验结果显示干扰组迁移划痕处
的细胞（１０．６±２．２）明显少于空白组（６８．２±２．５），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各对照组间无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示干扰组穿过膜的 ＴＥ１细胞数目（４．２±１．９）较空白组（５８．４±７．４）明显减少（Ｐ＜
００５），各对照组间无统计学差异（Ｐ＞０．０５），表明干扰后 ＴＥ１细胞的迁移侵袭能力显著降低。结论　ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干
扰导致ＴＥ１细胞ＭＡＣＣ１基因及蛋白表达水平明显下调；ＭＡＣＣ１基因下调后，食管癌ＴＥ１细胞的增殖、迁移、侵袭能力均
明显降低，说明ＭＡＣＣ１基因具有促进食管癌细胞增殖、迁移、侵袭的能力。
　　［关键词］　 食管鳞癌；结肠癌转移相关基因１；ＲＮＡ，小分子干扰；细胞增殖；细胞迁移；肿瘤侵袭
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　　食管癌是常见的消化道恶性肿瘤，其中９０％为食
管鳞状上皮细胞癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＥＳＣＣ），临床上不易早期发现，发现时大多已处于中晚
期，而转移和复发是食管癌死亡率居高不下最主要的

原因。因此，寻找食管癌转移侵袭相关基因已成为近

年来的研究热点［１］。结肠癌转移相关基因１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ１，ＭＡＣＣ１）是２００９年美国科
学家Ｓｔｅｉｎ在结肠癌中发现的与结肠癌转移侵袭相关
的调控基因［２－３］，其表达水平高低可作为结肠癌是否

发生远处转移的一个评价指标。现有研究显示，

ＭＡＣＣ１可以作为结肠癌、肝癌、非小细胞肺癌等肿瘤
预后的独立指标［４－５］，而ＭＡＣＣ１与食管癌侵袭转移的
相关性尚不清楚。我们推测 ＭＡＣＣ１作为一个新的肿
瘤转移相关基因很可能在食管癌的侵袭转移中扮演了

重要的角色。本实验应用特异性较强的 ｓｉＲＮＡ转染
食管癌细胞降低ＭＡＣＣ１的表达，以探讨 ＭＡＣＣ１基因
对食管癌细胞ＴＥ１增殖、迁移及侵袭能力的影响，为
寻找食管癌侵袭、转移相关基因提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞株与试剂
　　人ＥＳＣＣ细胞株 ＴＥ１（中科院上海细胞库），ＦＡＭｓｉＲＮＡ
ＭＡＣＣ１、ＦＡＭｓｉＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ由上海吉玛制药技术有限
公司合成。ＴＲＩｚｏｌ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（Ｉｎｖｒｏｔｒｏｇｅｎ公司），
ＲＰＭＩ１６４０（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），逆转录试剂盒、逆转录试剂盒
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（成都博瑞克生物公司），小鼠抗人
ＧＡＰＤＨ单抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），兔抗人ＭＡＣＣ１多抗（Ａｂｃａｍ公司），
荧光定量 ＰＣＲ试剂（ＫＡＰＡＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）。
１．２　体外化学合成ＦＡＭ标记的ｓｉＲＮＡ
　　ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１序列正义链：５′ＡＡＧＡＵＵＧＧＡＣＵＵＧＵＡＣＡ
ＣＵＧＣ３′，反义链：５′ＧＣＡＧＵＧＵＡＣＡＡＧＵＣＣＡＡＵＣＵＵ３′；ｓｉＲＮＡ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ正义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，反
义链：５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′。
１．３　细胞转染
　　转染前１ｄ取对数生长期的细胞１×１０５种于２４孔板，分为
４组：空白组（未作处理的细胞）、干扰组（转染 ｓｉＲＮＡ
ＭＡＣＣ１）、阴性对照组（转染 ｓｉＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）和 Ｍｏｃｋ组
（ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００处理），均培养于不含抗生素的１０％ＦＢＳ
１６４０培养基，次日观察细胞达到 ８０％融合即开始转染，取
２０ｐｍｏｌ／μＬｓｉＲＮＡ１．５μＬ，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００１μＬ分别加入
含５０μＬｏｐｔｉｍｅｍｉ培养基的 ＥＰ管中静置５ｍｉｎ，随即混合为
１管，室温下静置２０ｍｉｎ后加入培养孔，６ｈ后更换１０％ＦＢＳ
１６４０培养基，在倒置荧光显微镜下（×２０）观察 ＦＡＭ蓝色荧
光，初步判断转染效率，分别收集４８、７２ｈ细胞作基因和蛋白表
达水平的鉴定。

１．４　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法荧光定量ＰＣＲ检测ＭＡＣＣ１的表达
　　培养４８ｈ后，收集４组细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，再

分别进行逆转录得到 ｃＤＮＡ，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进行定量
ＰＣＲ，ＭＡＣＣ１引物上游：５′ＧＣＡＧＡＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＧＡＡＡＧ
３′，下游：５′ＧＡＴＧＡＧＡＣＧＴＣＧＡＣＴＡＡＣＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ引物上
游：５′ＡＴＧＣＴＧＧＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＧＴＣ３′， 下 游：５′ＧＧＴＣＡＴ
ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡ３′。定量 ＰＣＲ反应条件：９５℃ 预变性
３ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，４０个循
环，７２℃延伸１ｍｉｎ，结果采用ΔΔＣｔ法进行计算。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰效果
　　分别收集培养 ７２ｈ后 ４组的细胞，预冷 ＰＢＳ漂洗细胞
２次，加入裂解液提取总蛋白，加入２×ＳＤＳ上样缓冲液，沸水
浴５ｍｉｎ上样，每孔１０μＬ，行７０Ｖ恒压ＳＤＳＰａｇｅ电泳，３００ｍＡ
恒流２ｈ冰浴电转至ＰＶＤＦ膜，５０ｇ／Ｌ脱脂牛奶室温封闭１ｈ，
加入适当浓度一抗（ＭＡＣＣ１１∶１０００，ＧＡＰＤＨ１∶２０００）４℃摇床
孵育过夜，次日用ＰＢＳＴ漂洗１５ｍｉｎ×３次，加入ＨＲＰ标记的二
抗（羊抗鼠１∶３０００，羊抗兔１∶１０００）室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ漂洗
１５ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ发光液显影曝光。以目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ
灰度值比值作为目的蛋白相对表达量，并按公式计算抑制率。

抑制率＝（１－干扰组ＭＡＣＣ１蛋白相对表达量／空白组 ＭＡＣＣ１
蛋白相对表达量）×１００％
１．６　ＭＴＴ法检测ＴＥ１细胞转染前后细胞增殖活性
　　按１０００／孔将转染组和３组对照细胞分别种在 ９６孔板
上，每孔设３个复孔，连续７ｄ和 ＭＴＴ反应，每孔２０μＬＭＴＴ
（５ｇ／Ｌ），最后１ｄ加入１５０μＬＤＭＳＯ溶解紫色结晶，４ｈ后在
４９０ｎｍ波长处测定各孔的光密度值［Ｄ（４９０）］，根据Ｄ（４９０）值
绘制细胞增殖曲线。

１．７　划痕实验检测ＴＥ１细胞转染前后细胞迁移能力
　　在２４孔板上培养细胞４８ｈ后，用无菌枪头沿孔纵轴划直
线，用ＰＢＳ漂洗干净后，每孔加入不含血清的培养基培养，于划
痕后２４ｈ在倒置显微镜下（×１０）观察划痕处细胞的迁移情
况，选取３个不同视野分别计数划痕处迁移细胞数目，取平均
值后进行统计分析，评估各组细胞迁移能力。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移、侵袭能力
１．８．１　细胞迁移实验　　采用 Ｃｏｒｎｉｎｇ孔径为８μｍ的２４孔
小室，上室分别加入各组细胞１×１０５个，３００μＬ无血清１６４０培
养基，下室加入５００μＬ含１０％ＦＢＳ的１６４０培养基，２４ｈ后取
出小室，擦拭去上室的细胞，４％甲醛固定１０ｍｉｎ，吉姆萨染色
后显微镜下观察，２００倍光镜下随机取５个视野拍照，计算穿膜
细胞数目，评定细胞迁移能力。

１．８．２　细胞侵袭实验　　从－２０℃取出Ｍａｔｒｉｇｅｌ，在－４℃过
夜融化，用ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基将原液按 １∶２稀释后，取
１００μＬ均匀涂抹上室，放入３７℃，６０ｍｉｎ待其凝固成胶，所有
操作过程在冰上进行，枪头４℃预冷，其他步骤同细胞迁移实
验，４８ｈ后观察结果。
１．９　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件处理，实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，两
组间数据比较采用成组ｔ检验。

２　结果

２．１　ｓｉＲＮＡ转染效率
　　转染６ｈ后，倒置相差荧光显微镜下观察发现 ｓｉＲＮＡ片段
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均匀地分布在细胞中，发光细胞分布面积广，密度高（图 １）。
选择５个不同视野计算同一视野下的荧光细胞数目，计算得出
平均转染效率达９０％以上，可以进行后续的实验。
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Ａ：ｓｉＲＮＡ转染后；Ｂ：同一视野转染前
图１　荧光显微镜观察ｓｉＲＮＡ转染前后效率变化

２．２　荧光定量ＰＣＲ检测ｓｉＲＮＡ干扰效果
　　空白组、Ｍｏｃｋ组、阴性对照组的 ＭＡＣＣ１表达量无统计学
差异（Ｐ＞００５），ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干扰组 ＭＡＣＣ１基因表达量显
著降低（０．２９±００３），见图２。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与其余３组比较
图２　荧光定量ＰＣＲ检测各组ｓｉＲＮＡ干扰ＭＡＣＣ１基因的表达

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＡＣＣ１蛋白表达
　　提取干扰７２ｈ后的细胞蛋白做免疫印迹实验，结果显示
ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干扰组（０．１３±０．０４）与空白组相比，ＭＡＣＣ１蛋
白表达明显受到抑制，抑制率为８７％，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），结果见图３。
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１：空白组；２：Ｍｏｃｋ组；３：阴性对照组；４：干扰组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后７２ｈ各组细胞的ＭＡＣＣ１表达

２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖能力结果
　　ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干扰组增殖能力相比空白组、阴性对照组
有明显降低（Ｐ＜０．０５），而空白组、阴性对照组、Ｍｏｃｋ组之间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与其余３组比较
图４　ＭＴＴ法检测ｓｉＲＮＡ干扰后的ＴＥ１细胞增殖能力

２．５　划痕实验结果
　　无血清培养２４ｈ后，ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干扰组细胞向划痕处
运动的数目（１０．６±２．２）明显少于空白组（６８．２±２．５）、阴性对
照组（４５．８±３．１）和Ｍｏｃｋ组（５２．３±１．５），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），提示干扰ＭＡＣＣ１之后，ＴＥ１细胞的运动迁移能力
明显降低，其余３组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图５）。

２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果
　　结果见图６。ＭＡＣＣ１表达下调后，穿过小室膜的细胞数明
显降低：干扰组（４．２±１．９）明显少于空白组（５８．４±７．４）、阴性
对照组（４２．２±３．４）和Ｍｏｃｋ组（４４．４±４．６），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
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图５　倒置显微镜观察无血清培养２４ｈ后各组细胞划痕处运动的数目变化　（×１０）
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Ａ：空白组；Ｂ：Ｍｏｃｋ组；Ｃ：阴性对照组；Ｄ：干扰组
图６　吉姆萨染色观察各组细胞迁移能力　（×２０）

３　讨论

　　复发与转移是造成食管癌患者５年生存率低的主
要原因，早期诊断能够显著改善食管癌的预后，因此，

寻找食管癌早期诊断和预后判断的生物学指标成为近

年来研究热点。结肠癌转移相关基因（ＭＡＣＣ１）是
２００９年Ｓｔｅｉｎ利用全基因组差异分析技术发现的新肿
瘤标志物。研究显示 ＭＡＣＣ１是 ＨＧＦ／ＣＭＥＴ信号通
路的重要调控因子［６］，能促进肿瘤细胞的增殖、迁移、

侵袭性和血管生成［７］。本课题组在前期工作中发现

临床上有淋巴结转移的食管癌组织 ＭＡＣＣ１的表达高
于癌旁组织，未有淋巴结转移的食管癌组织 ＭＡＣＣ１
表达和癌旁组织无差异，提示 ＭＡＣＣ１与食管癌侵袭
转移相关（将另文发表），因此，很有必要开展进一步

的基因功能研究。

　　本研究采用小ＲＮＡ干扰技术（ｓｍａｌｌＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｅｎｃｅ，ｓｉＲＮＡ）以探索 ＭＡＣＣ１基因在食管癌细胞 ＴＥ１
中的生物学功能。该技术具备基因抑制率高，对细胞

毒性小等优点，是基因功能研究中不可缺少的技术手

段［８］。同时，我们选择了 Ｓｔｅｉｎ等［３］鉴定筛选出

ＭＡＣＣ１特异性较好的ｓｉＲＮＡ序列，一定程度上避免了
脱靶效应（ｏｆｆｔａｒｇｅｔｅｆｆｅｃｔ）［９］，使结果更加准确。ＴＥ１
食管癌细胞株属于食管鳞癌，在 ＴＥ系细胞株里，ＴＥ１
侵袭力最强，ＨＧＦ／ＣＭＥＴ的表达最高［１０－１１］。因此，选

择了ＴＥ１食管癌细胞株用于 ＭＡＣＣ１基因在食管癌
细胞中的功能研究。采用脂质体法将 ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１
转染食管癌细胞株ＴＥ１后，转染效率高达９０％以上，
符合后续实验要求。本研究应用荧光定量 ＰＣＲ技术
和蛋白免疫印迹技术分别检测食管癌细胞 ＭＡＣＣ１基
因和蛋白的表达，结果显示 ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１干扰组较
空白组、阴性对照组 ＭＡＣＣ１基因和蛋白表达水平均
显著降低，说明转染干扰模型构建成功；ＭＴＴ实验结
果发现干扰组１～７ｄ内细胞 Ｄ（４９０）值均明显降低，
与对照组相比具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），４ｄ后降低
更加明显，由此说明ＭＡＣＣ１基因具有促进肿瘤增殖的
活性；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，ｓｉＲＮＡＭＡＣＣ１
干扰组迁移、侵袭的细胞数目明显减少，与空白组、阴性

对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明
ＭＡＣＣ１基因具有促进食管癌细胞迁移、侵袭的功能。

　　综上所述，ＭＡＣＣ１基因具有促进食管癌细胞增
殖、迁移、侵袭的功能，属于食管癌预后不良的生物学

指标，可望成为食管癌前期诊断和临床治疗的一个潜

在新靶点，为进一步研究 ＭＡＣＣ１基因在食管癌侵袭
转移奠定了实验基础。在其他肿瘤研究中，已有报道

ＭＡＣＣ１通过ＨＧＦ／ｃｍｅｔ信号通路促进肿瘤侵袭转移，
但也有其与 ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关报道［１２］，

ＭＡＣＣ１基因的作用机制有待进一步研究。
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