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永生化食管上皮恶变细胞中核干细胞因子、细胞周期蛋白Ｂ１和ＰＴＥＮ的表达

胡梦竹１，王　娟２，张　巧３，高社干４，张功员１　　（４５０００１郑州，郑州大学公共卫生学院：流行病与卫生统计学教
研室１，卫生毒理学教研室３；０５００００石家庄，河北省人民医院病案统计室２；４７１０００河南 洛阳，河南科技大学第一附属
医院肿瘤内科４）

　　［摘要］　目的　观察核干细胞因子（ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ，ＮＳ）、细胞周期蛋白 Ｂ１（ＣｙｃｌｉｎＢ１）及抑癌基因
ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白的表达情况。方法　正常食管上皮细胞（ｓｈａｎｔｏｕｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＳＨＥＥ）和永生化食管上皮恶变细胞（ｓｈａｎｔｏｕｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＳＨＥＥＣ）连续传代培养，取对数生长期ＳＨＥＥ和ＳＨＥＥＣ细胞，采用ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测细胞中ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白的表达并做相关性分析，ＭＴＴ法检测抑制ＮＳ
表达后的细胞增殖活性。结果　以 ＳＨＥＥ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１和 ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达量为１，ＳＨＥＥＣ
细胞中对应的相对表达量分别为（２．０４７±０．５０７）、（２．２１４±０．２１３）及（０．６６８±０．１８８），两组比较差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ细胞中ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＰＴＥＮ蛋白表达量分别为（１．１４２±
０．１１３），（３．１６１±０．１０８）、（１．５８５±００５６），（２．１７３±０．０５８）及（１．８９４±０．３４１），（１．１６２±０．５２４），两组
比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＮＳｍＲＮＡ和蛋白与ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达呈正相关（ｒ＝
０．８３２，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９９１，Ｐ＜０．０５），与 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白的表达呈负相关（ｒ＝－０．９２４，Ｐ＜０．０１；
ｒ＝－０．７６９，Ｐ＜０．０５）；ＭＴＴ检测结果显示，ＮＳＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）组与空白对照组和
阴性对照组在干扰后１２ｈ细胞增殖能力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而在干扰后２４、３６、４８ｈ差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达量均高于 ＳＨＥＥ，而
ＰＴＥＮ的表达量低于ＳＨＥＥ，ＮＳ可能对细胞恶变有影响。
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ＮＳａｎｄＣｙｃｌｉｎＢ１ｗｅｒｅ２．０４７±０．５０７ａｎｄ２．２１４±０．２１３ｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＰＴＥＮｗａｓ０．６６８±
０１８８ｔｉｍｅｓｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＳＨＥＥＣｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅＳＨＥＥｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｓｏ
ｓｅｅｎｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＳ，ＣｙｃｌｉｎＢ１ａｎｄＰＴＥＮｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＳＨＥＥａｎｄＳＨＥＥＣｃｅｌｌｓ（１．１４２±０．１１３ｖｓ
３．１６１±０．１０８，１．５８５±０．０５６ｖｓ２．１７３±０．０５８，１．８９４±０．３４１ｖｓ１．１６２±０．５２４，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＳｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＣｙｃｌｉｎＢ１（ｒ＝０．８３２，Ｐ＜０．０１；
ｒ＝０．９９１，Ｐ＜０．０１），ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＴＥＮ（ｒ＝－０．９２４，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．７６９，Ｐ＜
００５）．ＭＴＴａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｍｏｎｇＮＳＲＮＡｉ
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　　目前，食管癌仍是需要我国重点防控的恶性肿瘤
之一［１］。核干细胞因子（ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ，ＮＳ）是２００２年
Ｔｓａｉ等［２］发现的一个集中在大多数干细胞和许多肿瘤

细胞中的新型蛋白，可能有维持干细胞和癌细胞增殖

的作用，并能使细胞保持在不分化的状态［３］。有研究

发现，ＮＳ基因在宫颈癌、胃癌、肝癌、肾癌以及乳腺癌
等细胞中均有高表达，同时又对肿瘤细胞的恶性增殖、

周期进展和凋亡逃逸有着重要的作用［４］。细胞周期

蛋白Ｂ１（ＣｙｃｌｉｎＢ１）是细胞周期蛋白家族中最早被发
现的，其基因定位于５ｑ１２，在人类恶性肿瘤中过表达，
促使细胞进入Ｇ２／Ｍ期，加速细胞周期进程，对细胞有

丝分裂和细胞增殖有调控作用［５］，并有研究发现其异

常表达与肿瘤的侵袭、转移及预后相关，提示 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１在肿瘤发生发展中起作用。ＰＴＥＮ是１９９７年发现
的一种具有磷酸酶活性的抑癌基因［６］，由人染色体

１０ｑ２３纯合性缺失导致。ＰＴＥＮ基因可以抑制肿瘤细
胞的生长及调节肿瘤细胞的侵袭和转移，并且在多种

肿瘤中发生突变和转移，其低表达或缺失与肿瘤的发

生、发展密切相关［７］。有研究表明 ＮＳ可能与Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１是细胞通过 Ｇ２／Ｍ检验点的关键因子，ＰＴＥＮ是参
与细胞周期调控重要的抑癌基因，可与 ＮＳ结合，从而
抑制其转录激活作用，并且 ＮＳ可能通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ＰＴＥＮ通路来影响细胞增殖。本实验采用 ＲＴＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常食管上皮细胞（ｓｈａｎｔｏｕｈｕｍａｎ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｅｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＳＨＥＥ）和永生

化食管上皮恶变细胞（ｓｈａｎｔｏｕｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｅｓｏｐｈ
ａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＳＨＥＥＣ）中 ＮＳ及与
细胞增殖有关的 ＣｙｃｌｉｎＢ１和抑癌基因 ＰＴＥＮｍＲＮＡ
和蛋白的表达差异，并用 ＲＮＡ干扰技术抑制 ＮＳ的表
达，然后检测细胞增殖活性，初步探索 ＮＳ对 ＳＨＥＥＣ
细胞癌变的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ细胞，由河南科技大学第一附属
医院高社干教授惠赠。

　　新生牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＤＭＥＭＦ１２培养
基（美国Ａｂｃａｍ公司），超纯 ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ
第１链合成试剂盒和 Ｎｃ细胞核／质蛋白抽提试剂盒
（北京康为世纪生物科技有限公司），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、ＭＴＴＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ（南京诺唯赞公司），鼠抗人
多克隆ＮＳ抗体、鼠抗人多克隆 ＣｙｃｌｉｎＢ１抗体和鼠抗
人多克隆ＰＴＥＮ抗体（美国Ａｂｃａｍ公司），辣根山羊抗
兔ＩｇＧ二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）。主
要实验仪器７５００ＦａｓｔＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＳｙｓｔｅｍＡｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＢＩ公司），ＨＦｓａｆｅ１２００超净工作台和细
胞培养箱（上海 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司），荧光化学成像仪
（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　细胞培养
　　用含１０％新生牛血清和支原体抗生素ＭＰｌａｓｍｏｃｉｎ
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（５ｍｇ／Ｌ）的 ＤＭＥＭＦ１２完全培养基，在 ５％ＣＯ２、
３７℃、９５％湿度的恒温培养箱中培养，１～２ｄ换液，
２～３ｄ传代。
１．３　ＲＴＰＣＲ检测ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ细胞中ＮＳ、Ｃｙｃｌｉｎ

Ｂ１及ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达
　　细胞处于对数生长期时收集各组细胞并计数，用
康为世纪公司超纯 ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总
ＲＮＡ，微量核酸测定仪检测 ＲＮＡ浓度和纯度，用１％
琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性。
　　按康为世纪公司的ｃＤＮＡ第１链合成试剂盒说明
书进行反转录合成ｃＤＮＡ第１链。从ＧｅｎＢａｎｋ上查找
到 ＮＳ（ＮＭ＿２０６８２６．１）、ＣｙｃｌｉｎＢ１（ＮＭ＿０３１９６６．３）、
ＰＴＥＮ（ＮＭ＿０００３１４）的基因序列，以 βａｃｔｉｎ为内参，
所有引物由上海生工生物有限公司设计并合成。ＮＳ
引物上游：５′ＡＡＡＧＣＣＡＴＴＣＧＧＧＴＴＧＧＡＧＴ３′；下游：
５′ＡＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＣＡＧＣＡＣ３′，产物片段长度
２４０ｂｐ。ＣｙｃｌｉｎＢ１引物上游：５′ＧＣＣＡＡＴＡＡＧＧＡＧＧ
ＧＡＧＣＡＧＴ３′；下游：５′ＡＣＣＴＡＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡＣＣ
３′，产物片段长度１０１ｂｐ。ＰＴＥＮ引物上游：５′ＡＧＡＣ
ＣＡＴＡＡＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣ３′；下游：５′ＡＣＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴ
ＣＣＣＴＴＴＣＣ３′，产物片段长度１２６ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物上
游：５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３′；下游：５′ＣＴＧ
ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′，产物片段长度２００ｂｐ。
　　ＲＴＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ，其中 ＡｃｅＱＴＭＱｐｃｒ
ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．４μＬ，ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｄｙｅ２０．４μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ
６．８μＬ。采用两步法进行反应，反应条件为９５℃预变
性１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环；９５℃１５ｓ，
６０℃ ６０ｓ，９５℃ １５ｓ，绘溶解曲线。反应结果采用
２－ΔΔＣｔ法分析各组中目的基因的相对表达量，每组重复
６次，取平均值。ＲＴＰＣＲ产物的鉴定采用２％的琼脂
糖凝胶电泳，根据产物大小来判断目的条带以及有无

非特性条带。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＨＥＥ及 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、
ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＰＴＥＮ蛋白的表达

　　采用康为世纪公司的 Ｎｃ细胞核／质蛋白抽提试
剂盒提取各细胞组的核蛋白，并用ＢＣＡ法测定蛋白样
品的浓度。制备１０％分离胶和５％浓缩胶，将测定好
浓度的蛋白样品与 ５×ＳＤＳ上样缓冲液、ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ按比例混匀，９５℃ ５ｍｉｎ进行变性，室温冷却
后短暂离心，每孔２０μＬ的上样量，按照８０Ｖ４０ｍｉｎ，

１２０Ｖ８０ｍｉｎ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后按纤维垫滤
纸ＰＶＤＦ膜滤纸纤维垫的顺序进行转膜，并赶走“三
明治”中的气泡，恒流２９０ｍＡ９０ｍｉｎ转膜。５％脱脂
奶在３７℃恒温摇床上封闭２ｈ，然后分别加入 ＮＳ一
抗 （１∶７０００）、ＣｙｃｌｉｎＢ１一抗（１∶１０００）、ＰＴＥＮ一抗
（１∶５００）和内参βａｃｔｉｎ一抗（１∶５０００），４℃过夜后，
ＴＢＳＴ漂洗 ３×１０ｍｉｎ，再加入羊抗兔 ＩｇＧ二抗
（１∶１００００）在 ３７℃摇床上孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３×
１０ｍｉｎ后用ＥＣＬ化学发光显色试剂盒在荧光化学成像
仪中显影。采用ＩａｍｇｅＪ软件对Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显影结果
进行分析，其条带以灰度值来呈现，以解析度为单位，按

照灰度值的高低半定量分析样品中蛋白的相对表达量。

１．５　ＭＴＴ法检测干扰ＮＳ后细胞增殖活性
　　取对数生长期的 ＳＨＥＥＣ细胞，收集细胞并计数，
以（１．５～５）×１０４／ｍＬ的细胞数接种到９６孔板，每孔
１００μＬ。实验设置空白对照组、阴性对照组和 ｓｉＲＮＡ
干扰组（ＲＮＡｉ组）。ｓｉＲＮＡ干扰组在铺板２４ｈ后进行
细胞转染，用小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）干扰 ＮＳ的表达，转
染后１２、２４、３６、４８ｈ进行 ＭＴＴ实验，具体方法为吸弃
转染的培养液，ＰＢＳ洗２次后向９６孔板各孔中加入
５０μＬ稀释好的 ＭＴＴ反应液，３７℃恒温培养箱孵育
４ｈ，吸去上清，然后每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，３７℃恒
温摇床上孵育１０ｍｉｎ后用酶标仪检测４９０ｎｍ波长处
的光密度值［Ｄ（４９０）］，每组重复３次，取平均值。
１．６　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据用珋ｘ±ｓ表示，两组
均数的比较采用两独立样本 ｔ检验，两组间的相关性
分析采用双变量相关分析，多组均数间的比较采用单

因素方差分析，多组均数间的两两比较采用 ＬＳＤ法，
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及 ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ表达

　　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中均有 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１和
ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达，主要在２４０ｂｐ、１０１ｂｐ、１２６ｂｐ和
内参条带出现目的条带，见图１。ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ
在ＳＨＥＥＣ细胞中高表达，ＰＴＥＮｍＲＮＡ在ＳＨＥＥＣ细胞
中低表达。以ＳＨＥＥ细胞中的表达量为１，与 ＳＨＥＥＣ
细胞中ＮＳ（２．０４７±０．５０７）、ＣｙｃｌｉｎＢ１（２．２１４±０２１３）
和ＰＴＥＮｍＲＮＡ（０．６６８±０．１８８）的表达量差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
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１、３、５分别为ＮＳ、ＰＴＥＮ和ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ在ＳＨＥＥ细胞
中的表达；２、４、６分别为 ＮＳ、ＰＴＥＮ和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ在
ＳＨＥＥＣ细胞中的表达；Ｍ：标准（ＤＬ５００）
图１　ＲＴＰＣＲ检测ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ细胞中ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１

和ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达

２．２　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及 ＰＴＥＮ
蛋白的表达

　　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中均有 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１和
ＰＴＥＮ蛋白的表达，见图 ２。ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白在
ＳＨＥＥＣ细胞中高表达，ＰＴＥＮ蛋白在ＳＨＥＥＣ细胞中低
表达。各组中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１和 ＰＴＥＮ的蛋白表达水
平，见表１。

!"!#$!%&

'

"!

()*+,-.%!/0!%&

'

"!

123!!/4!%&

'

"!

!"5*6,-!4'!%&

'

"!

% $

１：ＳＨＥＥ细胞；２：ＳＨＥＥＣ细胞
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ细胞中ＮＳ、

ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＰＴＥＮ蛋白的表达

表１　ＳＨＥＥ及ＳＨＥＥＣ中ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＰＴＥＮ蛋白
表达水平（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

细胞 ＮＳ ＣｙｃｌｉｎＢ１ ＰＴＥＮ
ＳＨＥＥ １．１４２±０．１１３ １．５８５±０．０５６ １．８９４±０．３４１
ＳＨＥＥＣ ３．１６１±０．１０８ ２．１７３±０．０５８ １．１６２±０．５２４
ｔ －２７．３５３ －１７．７９２ ２．８６８
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０１７

２．３　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及 ＰＴＥＮ
表达的相关性

２．３．１　ＳＨＥＥ和ＳＨＥＥＣ细胞中ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＰＴＥＮ

ｍＲＮＡ表达的相关性　　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ
与ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ的表达呈正相关（ｒ＝０．８３２），ＮＳ与
ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达呈负相关（ｒ＝－０．９２４），两组之
间比较的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３．２　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中 ＮＳ、ＣｙｃｌｉｎＢ１及
ＰＴＥＮ蛋白表达的相关性　　ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中
ＮＳ与ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白的表达呈正相关（ｒ＝０．９９１），ＮＳ
与ＰＴＥＮ蛋白的表达呈负相关（ｒ＝－０．７６９），两组之
间比较的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　抑制ＳＨＥＥＣ细胞ＮＳ表达对细胞增殖的影响
　　酶标仪测定空白对照组、阴性对照组和 ｓｉＲＮＡ干
扰组（ＲＮＡｉ组）细胞增殖活性结果见表２，同一时间两
两比较结果显示，转染１２ｈ时ＲＮＡｉ组与空白对照组、
阴性对照组比较细胞增殖活性差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），转染２４、３６、４８ｈ，３组比较差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组细胞转染后不同时间细胞增殖活性的变化

［Ｄ（４９０），ｎ＝６，珋ｘ±ｓ］

组别 １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ
空白对照组 ０．３８３±０．０５７０．４７４±０．０５８０．６４２±０．１２６０．７６９±０．０９９
阴性对照组 ０．３７５±０．０４７０．４５４±０．０６００．６１０±０．１１２０．７５３±０．１２０
ＲＮＡｉ组 ０．３７１±０．０６００．３９０±０．０１００．４６４±０．０３５０．５７６±０．０７６
Ｆ ０．０５４ ４．０５９ ４．５６２ ５．７０４
Ｐ ０．９４８ ０．０４４ ０．０３４ ０．０１８

３　讨论

　　食管癌是威胁人类生命健康最常见的恶性肿瘤之
一，它的浸润转移是引起食管癌恶化的主要原因。癌

基因和抑癌基因相互作用，共同参与肿瘤的发生、发

展［８］。核干细胞因子 ＮＳ在多种人类癌细胞中高表
达，在干细胞的早期多潜能状态时表达丰度很高，而在

干细胞分化开始时 ＮＳ基因的表达几乎完全消失，在
分化的成体组织中该基因完全不表达。近年来研究发

现，ＮＳ与细胞恶性增殖、细胞周期进展以及肿瘤的发
生、发展紧密相关［９］。

　　本研究采用正常食管上皮细胞ＳＨＥＥ及其恶变细
胞ＳＨＥＥＣ作为实验对象。ＳＨＥＥ及 ＳＨＥＥＣ细胞系是
由沈忠英［１０］建立并培养传代，永生化食管细胞系可以

研究正常食管细胞诱导恶变转化成永生化细胞以及向

恶性细胞转化的条件及其发生发展的过程，为食管癌

的癌变过程及其治疗提供一种新的模型［１１］，是近年来

肿瘤研究的新热点和新领域。研究结果发现癌细胞
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ＳＨＥＥＣ中ＮＳ基因和蛋白的表达量显著高于正常细胞
ＳＨＥＥ，张功员等［１２］研究同样发现食管鳞状细胞癌组

织中ＮＳ蛋白的表达率显著高于癌旁不典型增生组织
和正常食管黏膜组织。本研究还发现细胞周期蛋白

ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ和蛋白均在 ＳＨＥＥＣ中高表达，而抑
癌基因 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白却在 ＳＨＥＥＣ细胞中低表
达，这与Ｑｉｎ等［１３］研究结果相一致。同时还做了 ＮＳ、
ＣｙｃｌｉｎＢ１及 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白相关性分析，在
ＳＨＥＥ和 ＳＨＥＥＣ细胞中，ＮＳｍＲＮＡ和蛋白与 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达呈正相关，与 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和
蛋白的表达呈负相关，提示 ＮＳ可能与 ＣｙｃｌｉｎＢ１共同
作用，通过调控细胞周期而作用于细胞增殖，ＰＴＥＮ可
与ＮＳ结合从而抑制其转录激活作用，具体机制问题
还需进一步的研究。细胞增殖实验表明干扰 ＮＳ表达
后，ＳＨＥＥＣ细胞增殖能力低于空白对照组和阴性对照
组，提示 ＮＳ低表达能抑制 ＳＨＥＥＣ细胞的增殖活性。
但是，永生化食管上皮恶变细胞是由促癌物十二烷基

葵豆蔻（ＴＰＡ）诱导建立的，它只是具有肿瘤特征而不
是真正的肿瘤细胞，此结论只能作为参考，还需进一步

的研究论证。

　　综上，ＮＳ可能对食管上皮恶变细胞的癌变有促进
作用，可望成为食管癌研究和治疗的一个新的靶点，对

食管癌的基因治疗等临床应用具有重要作用。但是

ＮＳ的生物学功能和在肿瘤恶性增殖中的作用机制目
前还不清楚，仍需进一步的探索。
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