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ＬＩＭＤ２基因表达对食管癌细胞增殖、凋亡及ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ信号通路的影响
李险波１，张志强１，韩小勇１，甄志鹏１，李焕芬２，赵　 钦１ 　 （１．保定市第一中心医院胸外科，河北保定０７１０００；２．河北省人民
医院胸外科，河北石家庄０５００５１）

［摘　 要］　 目的　 探讨ＬＩＭ结构域２（ＬＩＭＤ２）对食管癌细胞增殖、凋亡的影响，及其对细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）／丝裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路的调控作用。方法　 取１０例食管癌患者癌组织及癌旁组织标本，采用ｑＲＴＰＣＲ检测ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ表达，
采用免疫荧光染色检测ＬＩＭＤ２蛋白表达，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测ＥＲＫ１ ／ ２、ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达。取人食管
癌细胞（ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６）和人正常食管上皮细胞（ＨＥＥＣ），采用ｑＲＴＰＣＲ及免疫荧光染色检测细胞中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白表达，
筛选出ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白表达最高的ＥＣ９７０６细胞进行后续试验。取ＥＣ９７０６细胞，分为对照组（常规培养）、ＳｉＬＩＭＤ２组（转染
ＬＩＭＤ２干扰序列的腺病毒载体）、ＳｉＮＣ组（转染不含ＬＩＭＤ２干扰序列的空腺病毒载体）、ＰＤ９８０５９组（ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路阻断剂）、
ＩＳＯ组（ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路激活剂）、ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组（在ＳｉＬＩＭＤ２组基础上加入ＩＳＯ溶液）；采用ｑＲＴＰＣＲ及免疫荧光染色检测细
胞中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白表达；采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性；采用流式细胞术检测细胞周期及凋亡率；采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检
测细胞ＥＲＫ１ ／ ２、ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、细胞周期相关蛋白ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１和ＣＤＫ２、ｃａｓｐａｓｅ３、整合素β１、黏着斑激酶（ＦＡＫ）、
整合素连接激酶（ＩＬＫ）表达。结果　 ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白在食管癌组织及ＫＹＳＥ３０细胞、ＥＣ９７０６细胞中的表达均较高，且在
ＥＣ９７０６细胞中的表达高于ＫＹＳＥ３０细胞，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白在食管癌组织中表达较高
（Ｐ ＜ ０． ０５）。与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２组和ＰＤ９８０５９组ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白及ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达较低，增殖活
性较低，Ｇ０ ／ Ｇ１期比例较高，Ｓ期及Ｇ２ ／ Ｍ期比例较低，凋亡率较高，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较低，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较高，差异均
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），ＩＳＯ组ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白及ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达较高，增殖活性较高，Ｇ０ ／ Ｇ１期比例
较低，Ｓ期及Ｇ２ ／ Ｍ期比例较高，凋亡率较低，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较高，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较低，差异均有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与ＳｉＬＩＭＤ２组相比，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白及ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达较高，增殖活性较
高，Ｇ０ ／ Ｇ１期比例较低，Ｓ期及Ｇ２ ／ Ｍ期比例较高，凋亡率较低，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较高，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较低，差异均有统
计学意义（Ｐ ＜０． ０５）。结论　 沉默ＬＩＭＤ２基因表达可能通过抑制ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ磷酸化途径激活而抑制食管癌细胞增殖、促进其凋亡。
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ｈｉｇｈｅｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ，ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ＣＤＫ２，ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＩＳＯ
ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＫ，ＩＬＫ，ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１，ｐＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ ｐＰ３８ＭＡＰＫ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
ｏｆ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｐｈａｓｅ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ ａｎｄ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ，ｌｏｗｅｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ＣＤＫ２，ａｎｄ
ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳｉＬＩＭＤ２ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ＳｉＬｉｍＤ２ ＋ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＫ，ＩＬＫ，ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１，ｐＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ ｐＰ３８ＭＡＰＫ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｐｈａｓｅ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏ
ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ ａｎｄ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ，ｌｏｗｅｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ，ｈｉｇｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ＣＤＫ２，ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＬＩＭＤ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬＩＭ ｄｏｍａｉｎ ２；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ；ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 食管癌是消化道系统最常见的肿瘤之一［１］，其病
死率居世界第６位，是世界第八大癌症［２］。食管癌的
发生发展涉及遗传、表观遗传、基因及蛋白异常表达等
多种途径的改变［３］，阐明食管癌的致癌分子机制对食
管癌的靶向治疗具有重要意义。ＬＩＭ结构域（ＬＩＭ
ｄｏｍａｉｎ，ＬＩＭＤ）可广泛存在于真核生物中，能调控细胞
黏附、运动和信号转导等相关基因表达，从而参与调节
细胞生长发育进程［４］。ＬＩＭＤ家族中的ＬＩＭＤ２目前已
被证实与人类癌症的发生和进展相关［５］，且ＬＩＭＤ２已
被确定为甲状腺乳头状癌淋巴结转移的生物标志物，
成为了肿瘤进展的新效应器［６］。但ＬＩＭＤ２在食管癌
中的作用尚未明确。细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒ ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）磷酸化活化后，可从细
胞质转移到细胞核，并激活丝裂原活化蛋白激酶
（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号转导通
路，调控细胞增殖、生长、分化、凋亡等生命活动过
程［７］。且ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ信号通路活化已被证实参与食
管癌、结肠癌、甲状腺癌等多种癌症的发展过程［８］。
有研究显示，ＬＩＭＤ２能够通过调控ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ信号
通路而影响甲状腺癌进展［９］。本研究就ＬＩＭＤ２对食
管癌细胞增殖、凋亡的影响及分子机制展开分析，以期
为食管癌的靶向治疗提供参考。
１　 材料与方法
１． １　 标本来源及细胞来源

选择２０１９年３月至２０２０年６月于保定市第一中
心医院进行手术切除治疗的食管癌患者１０例，留取新
鲜的癌组织及对应的癌旁组织标本。患者术前均未接

受化疗或放疗，１０例患者中，男６例，女４例；年龄
４２ ～ ７０岁；肿瘤最大径３ ～ ８ ｃｍ；高分化２例，中分化
６例，低分化２例；ＴＮＭ分期：Ⅰ期１例，Ⅱ期５例，Ⅲ
期４例；淋巴结转移７例，无淋巴结转移３例。本研究
经保定市第一中心医院伦理委员会批准执行（２０１８Ｂ
５６６），患者均知情同意。

人食管癌细胞ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６和人正常食管上
皮细胞（ＨＥＥＣ）均购自宁波明舟生物科技有限公司，
批号分别为１８２１０６１５、１８２５１４８１、１８０５３２１７。
１． ２　 主要试剂与仪器

ＣＣＫ８试剂盒（批号８１２７１６５）购自福州飞净生物
科技有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒（批号１５１８１０３６）购
自北京博迈斯科技发展有限公司；逆转录试剂盒（批
号０６２１１８１８０９）购自美国ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ 公司；一抗
ＥＲＫ１ ／ ２、ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、细胞周期
相关蛋白ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１和ＣＤＫ２、凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３、
整合素β１、黏着斑激酶（ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）、
整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）均购自
Ａｂｃａｍ公司，批号分别为１５１３８１２、０６２７１４３、０８２５６４１、
１３１５７０３、２１６４２１５、５１０８５１４、 １００３０５２、 ０２１９０４１８、
１６５２０２５、０５８３５２１；Ｑ１６００型ｑＲＴＰＣＲ仪购自厦门和
谱仪器有限公司；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ｘ酶标仪购自美谷分子
仪器（上海）有限公司。
１． ３　 组织处理、细胞培养及分组处理

各新鲜食管癌组织及癌旁组织标本，剪取１ ｇ置
于－ ８０ ℃冰箱保存，以备检测ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ 及
ＥＲＫ１ ／ ２、ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达，
剩余组织置于４％多聚甲醛中固定２４ ｈ，随后进行石
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蜡包埋、切片，以备免疫荧光染色检测ＬＩＭＤ２蛋白表
达水平。

取人食管癌细胞（ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６）和人正常食
管上皮细胞（ＨＥＥＣ）常规复苏，随后用ＤＭＥＭ培养基
（含１０％胎牛血清及１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素—链霉素）在恒
温培养箱中常规培养及传代，待细胞达到９０％融合度
时收集，采用ｑＲＴＰＣＲ及免疫荧光染色检测各细胞中
ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白表达，选择ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ及蛋白
表达最高的ＥＣ９７０６细胞进行后续试验。

取ＥＣ９７０６细胞，按照１ × １０５个／孔的密度接种于
６孔板中，并设置为：对照组、ＳｉＬＩＭＤ２组、ＳｉＮＣ组、
ＰＤ９８０５９组、ＩＳＯ组、ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组，每组６个复
孔。对照组常规培养；ＳｉＬＩＭＤ２组及ＳｉＮＣ组分别转
染含ＬＩＭＤ２干扰序列的腺病毒载体及不含ＬＩＭＤ２干
扰序列的空腺病毒载体；ＰＤ９８０５９组及ＩＳＯ组参照文
献［１０１１］分别在培养基中加入终浓度为５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路阻断剂（ＰＤ９８０５９）及２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路激活剂盐酸异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏ
ｔｅｒｅｎｏｌ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＩＳＯ）；ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ 组在
ＳｉＬＩＭＤ２组基础上加入ＩＳＯ溶液（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）进行培
养。各组培养２４ ｈ后进行后续试验。
１． ４　 ｑＲＴＰＣＲ法检测细胞及组织ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ表达
　 　 取１． ３项下于－ ８０ ℃保存的癌组织及癌旁组织，
４ ℃解冻，冰上匀浆分离，随后用ＲＮＡ提取试剂盒提
取总ＲＮＡ。取１． ３项下的ＫＹＳＥ３０细胞、ＥＣ９７０６细
胞、ＨＥＥＣ细胞及各组ＥＣ９７０６细胞，加入细胞裂解液，
用ＲＮＡ提取试剂盒分别提取总ＲＮＡ。将提取的总
ＲＮＡ用逆转录试剂盒反转录得到ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为
模板，按照ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书进行ＰＣＲ反应（反
应体系：上下游引物各０． ５ μＬ，２ × ＳＹＢＲ ｍｉｘ １０ μＬ，
１０ × ｃＤＮＡ模板１ μＬ，灭菌双蒸水８ μＬ。反应条件：
９４ ℃预变性１４ ｍｉｎ、９４ ℃变性３３ ｓ、６７ ℃退火５７ ｓ，
５５个循环，７２ ℃延伸１７ ｍｉｎ），以ＧＡＰＤＨ为内参，用
２ΔΔＣｔ法计算ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ表达水平。各引物序列由
大连宝生物公司合成，见表１。

表１　 引物序列表
基因 引物序列（５３）
ＬＩＭＤ２ 正向：ＴＧＴＣＡＴＣＧＡＣＡＣＴＧＡＣＧＴＧＧ

反向：ＣＴＣＣＡＣＣＧＡＧＡＡＣＣＴＣＴＧＴＧ
ＧＡＰＤＨ 正向：ＣＴＣＧＣＴＣＧＧＣＡＧＡ

反向：ＡＣＧＣＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＧＴ
１． ５　 免疫荧光染色检测细胞ＬＩＭＤ２蛋白表达

取１． ３项下ＫＹＳＥ３０细胞、ＥＣ９７０６细胞、ＨＥＥＣ细
胞及各组ＥＣ９７０６细胞进行细胞爬片，将爬片经４％多

聚甲醛固定，曲拉通透化、封闭，而后加入一抗
（ＬＩＭＤ２，１∶ ２００）４ ℃孵育过夜，避光加入荧光二抗（异
硫氰酸荧光素，１∶ ２００），ＤＡＰＩ染核、甘油封片后于荧光
显微镜下观察拍照，用Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５． ０分析图像，
测定阳性表达的平均光密度值。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测相关蛋白表达

取１． ３项下－ ８０ ℃保存的癌组织及癌旁组织，
４ ℃解冻，冰上匀浆分离，用蛋白提取试剂盒提取总蛋
白，并用ＢＣＡ法检测蛋白浓度。取１． ３项下ＫＹＳＥ３０
细胞、ＥＣ９７０６细胞、ＨＥＥＣ细胞及各组ＥＣ９７０６细胞，
加入细胞裂解液，用蛋白提取试剂盒提取总蛋白，并用
ＢＣＡ法检测蛋白浓度。各取２５ μｇ蛋白样品行电泳
（浓缩胶８０ Ｖ，分离胶１２０ Ｖ）及转膜反应２００ ｍＡ，加
入一抗（ＥＲＫ１ ／ ２、ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２、ｃａｓｐａｓｅ３、整合素β１、ＦＡＫ、ＩＬＫ抗
体，１∶ ２ ０００；内参抗体βａｃｔｉｎ，１ ∶ ２ ０００），４ ℃孵育过
夜，加入辣根过氧化物酶二抗（１∶ ３ ０００），室温下孵育
２ ｈ。ＥＣＬ显影曝光后用化学发光成像分析系统拍照
并分析灰度值，每组试验重复３次。其中癌组织及癌
旁组织只检测ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路蛋白表达。
１． ７　 ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性

取１． ３项下培养２４ ｈ后的各组ＥＣ９７０６细胞，加
入１０ μＬ ＣＣＫ８溶液继续培养２ ｈ，随后用比色法在
４５０ ｎｍ波长下检测各组细胞ＯＤ值，以细胞培养液
ＯＤ值为空白ＯＤ值，根据公式细胞生存率（％）＝
［（试验组ＯＤ值－空白ＯＤ值）／（对照组ＯＤ值－空
白ＯＤ值）］×１００％计算细胞生存率，以细胞生存率高
低代表细胞增殖活性。
１． ８　 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡率

收集１． ３项下培养２４ ｈ后的各组ＥＣ９７０６细胞，加
入１００ μＬ结合缓冲液、１０ μＬ ＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎＶ
溶液，室温避光孵育３０ ｍｉｎ，再加入５ μＬ碘化丙啶避
光孵育５ ｍｉｎ，随后加入４００ μＬ结合缓冲液，在流式细
胞仪下检测细胞周期和凋亡情况。
１． ９　 统计学分析

数据采用ＳＰＳＳ ２４． ０软件进行统计学分析，计量
资料以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示。２组间比较行ｔ检
验；多组间比较行单因素方差分析，进一步两两比较行
ＳＮＫｑ检验；Ｐ ＜０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １ 　 食管癌组织中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、蛋白及ＥＲＫ ／

ＭＡＰＫ通路蛋白表达
　 　 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，癌组织中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ表达高
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于癌旁组织（Ｐ ＜０． ０５），见表２。免疫荧光染色显示，癌组
织中ＬＩＭＤ２蛋白表达高于癌旁组织（Ｐ ＜０． ０５），见图１。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，癌组织中ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白表达高于癌旁组织（Ｐ ＜０． ０５），见图２、表２。
表２　 食管癌组织中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、蛋白及ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通

路蛋白表达比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝１０）

标本 ＬＩＭＤ２

ｍＲＮＡ

ＬＩＭＤ２蛋白
（平均光密度／ ｍｍ２）

ｐＥＲＫ１ ／ ２

蛋白
ｐｐ３８ＭＡＰＫ

蛋白
癌旁组织 １． ０３ ± ０． １２ ０． １６ ± ０． ０１ １． ０９ ± ０． １０ １． １１ ± ０． ０９
癌组织 ２． ６５ ± ０． ０９ １． ３７ ± ０． １１ １． ９５ ± ０． １９ １． ７７ ± ０． １７
ｔ ３４． １５３ ３４． ６４２ １２． ６６６ １０． ８５０
Ｐ ０． ０００ ０． ０００ ０． ０００ ０． ０００

ａ：癌旁组织；ｂ：癌组织
图１　 食管癌组织中ＬＩＭＤ２免疫荧光图片（×４００）

图２　 食管癌组织中ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路蛋白表达免疫印迹图
２． ２　 细胞中ＬＩＭＤ２表达

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６ 细胞中
ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ表达高于ＨＥＥＣ细胞（Ｐ ＜ ０． ０５）。免疫
荧光染色显示，ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６细胞中ＬＩＭＤ２蛋白
表达高于ＨＥＥＣ细胞（Ｐ ＜ ０． ０５），且ＥＣ９７０６细胞中
ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、ＬＩＭＤ２蛋白表达高于ＫＹＳＥ３０细胞，见
表３、图３。
表３　 细胞中ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、ＬＩＭＤ２蛋白表达比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）
细胞 ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ ＬＩＭＤ２蛋白（平均光密度／ ｍｍ２）
ＨＥＥＣ细胞 １． ０６ ± ０． １０ ０． ２３ ± ０． ０２

ＫＹＳＥ３０细胞 １． ５５ ± ０． １５ １． ４５ ± ０． １４

ＥＣ９７０６细胞 ２． ０２ ± ０． ２０＃ ２． １４ ± ０． ２１＃

：与ＨＥＥＣ细胞比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＫＹＳＥ３０细胞比较，
Ｐ ＜ ０． ０５

ａ：ＨＥＥＣ细胞；ｂ：ＫＹＳＥ３０细胞；ｃ：ＥＣ９７０６细胞
图３　 细胞中ＬＩＭＤ２免疫荧光图片（×４００）

２． ３　 各组ＥＣ９７０６细胞ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、蛋白及ＥＲＫ ／
ＭＡＰＫ通路蛋白表达

　 　 ｑＲＴＰＣＲ及免疫荧光染色结果显示，与对照组
相比，ＳｉＬＩＭＤ２组ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、ＬＩＭＤ２蛋白表达较
低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４、表４。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，
与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２ 组和ＰＤ９８０５９ 组
ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达较低（Ｐ ＜ ０． ０５），
ＩＳＯ 组ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达较高
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与ＳｉＬＩＭＤ２组相比，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组
ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达较高（Ｐ ＜ ０． ０５），见
表４、图５。
２． ４　 各组ＥＣ９７０６细胞增殖活性

与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２组和ＰＤ９８０５９组细胞增
殖活性较低（Ｐ ＜ ０ ． ０５），ＩＳＯ组细胞增殖活性较高

（Ｐ ＜０． ０５）。与ＳｉＬＩＭＤ２组比较，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组
细胞增殖活性较高（Ｐ ＜０． ０５），见表５。
表４　 各组ＥＣ９７０６细胞ＬＩＭＤ２ ｍＲＮＡ、蛋白及ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ

通路蛋白表达比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）

组别 ＬＩＭＤ２

ｍＲＮＡ

ＬＩＭＤ２蛋白
（平均光密度／ ｍｍ２）

ｐＥＲＫ１ ／ ２

蛋白
ｐｐ３８ＭＡＰＫ

蛋白
对照组 １． １９ ±０． １２ ２． ４６ ±０． ２１ １． ０９ ±０． １０ １． １７ ±０． ０９

ＳｉＬＩＭＤ２组 ０． ６５ ±０． ０９ １． ３７ ±０． １１ ０． ５７ ±０． ０５ ０． ７７ ±０． ０７

ＰＤ９８０５９组 １． １８ ±０． １３＃ ２． ４９ ±０． ２４＃ ０． ５５ ±０． ０４ ０． ７９ ±０． ０８

ＩＳＯ组 １． １４ ±０． １４＃ ２． ４５ ±０． ２１＃ １． ８７ ±０． １８＃△ １． ７５ ±０． １１＃△

ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组０． ６４ ±０． １５▲ １． ３８ ±０． ２２▲ １． ０４ ±０． １１＃▲ １． １８ ±０． １２＃▲

ＳｉＮＣ组 １． １７ ±０． １３＃ ２． ４４ ±０． ２３＃ １． ０７ ±０． １０＃△▲ １． １６ ±０． １３＃△▲

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＳｉＬＩＭＤ２组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与ＰＤ９８０５９组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＩＳＯ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
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ａ：对照组；ｂ：ＳｉＬＩＭＤ２组；ｃ：ＰＤ９８０５９组；ｄ：ＩＳＯ组；ｅ：ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组；ｆ：ＳｉＮＣ组
图４　 各组ＥＣ９７０６细胞ＬＩＭＤ２免疫荧光图片（×４００）

２． ５　 各组ＥＣ９７０６细胞周期及凋亡率
与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２组和ＰＤ９８０５９组细胞

Ｇ０ ／ Ｇ１期比例较高，Ｓ期及Ｇ２ ／ Ｍ期比例较低，凋亡率
较高（Ｐ ＜ ０． ０５）；ＩＳＯ组细胞Ｇ０ ／ Ｇ１期比例较低，Ｓ期
及Ｇ２ ／ Ｍ期比例较高，凋亡率较低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与
ＳｉＬＩＭＤ２组相比，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组细胞Ｇ０ ／ Ｇ１期比
例较低，Ｓ 期及Ｇ２ ／ Ｍ 期比例较高，凋亡率较低
（Ｐ ＜０． ０５），见表６、图６。
２． ６　 各组ＥＣ９７０６细胞周期及凋亡相关蛋白表达

与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２组和ＰＤ９８０５９组ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较低，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较高
（Ｐ ＜０． ０５），ＩＳＯ组ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较高，
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与ＳｉＬＩＭＤ２组相
比，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＣＤＫ２蛋白表达较高，
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较低（Ｐ ＜０． ０５），见表７、图７。
２． ７　 各组ＥＣ９７０６细胞ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白表达

与对照组相比，ＳｉＬＩＭＤ２组和ＰＤ９８０５９组ＦＡＫ、
ＩＬＫ、整合素β１蛋白表达较低（Ｐ ＜ ０． ０５），ＩＳＯ组ＦＡＫ、
ＩＬＫ、整合素β１蛋白表达较高（Ｐ ＜０． ０５）；与ＳｉＬＩＭＤ２
组相比，ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白表
达较高（Ｐ ＜０． ０５），见图８、表８。

图５　 各组ＥＣ９７０６细胞ＥＲＫ／ ＭＡＰＫ通路蛋白表达免疫印迹图
表５　 各组ＥＣ９７０６细胞增殖活性比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）

组别 增殖活性／ ％
对照组 １００． ００ ± ０． ００
ＳｉＬＩＭＤ２组 ６０． ４２ ± ５． ２３

ＰＤ９８０５９组 ６３． ２９ ± ５． ４５

ＩＳＯ组 １７０． １９ ± ９． ０５＃△

ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组 １０９． ３６ ± ４． １６＃▲

ＳｉＮＣ组 １０５． ８２ ± ４． ３３＃△▲

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＳｉＬＩＭＤ２ 组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５；△：与ＰＤ９８０５９组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＩＳＯ组比
较，Ｐ ＜ ０． ０５

表６　 各组ＥＣ９７０６细胞周期及凋亡率比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６，％）
组别 Ｇ０ ／ Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２ ／ Ｍ期 凋亡率
对照组 ７１． ６５ ± １． １６ １１． ６６ ± １． ２１ １７． １５ ± １． １３ ４． ４９ ± ０． ４０
ＳｉＬＩＭＤ２组 ９２． ５５ ± １． ３３ ４． ６５ ± ０． ６１ ３． １６ ± ０． ３４ ３３． ４５ ± ３． １１

ＰＤ９８０５９组 ９１． ５３ ± １． ４９ ４． ４４ ± ０． ４８ ３． ２４ ± ０． ３５ ３２． ４８ ± ３． １２

ＩＳＯ组 ６６． ０７ ± １． ０８＃△ １５． ３２ ± １． ４４＃△ ２２． ５７ ± １． ２７＃△ １． ０６ ± ０． １３＃△

ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组 ７１． ０６ ± １． １８＃▲ １１． ３６ ± １． １１＃▲ １７． ３６ ± １． ０４＃▲ ４． ６９ ± ０． ４４＃▲

ＳｉＮＣ组 ７１． ４４ ± １． １７＃△▲ １１． ５４ ± １． １７＃△▲ １７． ２３ ± １． ０９＃△▲ ４． ８１ ± ０． ５４＃△▲

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＳｉＬＩＭＤ２组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与ＰＤ９８０５９组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＩＳＯ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
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ａ：对照组；ｂ：ＳｉＬＩＭＤ２组；ｃ：ＰＤ９８０５９组；ｄ：ＩＳＯ组；ｅ：ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组；ｆ：ＳｉＮＣ组
图６　 各组ＥＣ９７０６细胞流式周期图

表７　 各组ＥＣ９７０６细胞周期及凋亡相关蛋白表达比较（ｘ ± ｓ，
ｎ ＝６）

组别 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１蛋白 ＣＤＫ２蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
对照组 １． ０９ ± ０． ０８ １． ０６ ± ０． １０ １． １７ ± ０． １０
ＳｉＬＩＭＤ２组 ０． ６３ ± ０． ０６ ０． ５４ ± ０． ０８ １． ７７ ± ０． １７

ＰＤ９８０５９组 ０． ６６ ± ０． ０５ ０． ５８ ± ０． ０７ １． ７５ ± ０． １６

ＩＳＯ组 １． ８３ ± ０． １８＃△ １． ９１ ± ０． １９＃△ ０． ４７ ± ０． ０４＃△

ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组 １． ０６ ± ０． ０７＃▲ １． ０２ ± ０． ０８＃▲ １． １８ ± ０． １１＃▲

ＳｉＮＣ组 １． ０５ ± ０． ０９＃△▲ １． ０３ ± ０． １０＃△▲ １． １４ ± ０． １４＃△▲

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＳｉＬＩＭＤ２组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与ＰＤ９８０５９组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＩＳＯ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图７　 各组ＥＣ９７０６细胞周期及凋亡相关蛋白表达免疫印迹图

图８　 各组ＥＣ９７０６细胞ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白表达免疫
印迹图

表８　 各组ＥＣ９７０６细胞ＦＡＫ、ＩＬＫ、整合素β１蛋白表达比较
（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）

组别 ＦＡＫ蛋白 ＩＬＫ蛋白 整合素β１蛋白
对照组 １． ００ ± ０． ０８ ０． ９９ ± ０． １０ １． ０４ ± ０． １０
ＳｉＬＩＭＤ２组 ０． ４７ ± ０． ０４ ０． ５７ ± ０． ０５ ０． ７４ ± ０． ０７

ＰＤ９８０５９组 ０． ４４ ± ０． ０５ ０． ５６ ± ０． ０６ ０． ７７ ± ０． ０６

ＩＳＯ组 １． ７７ ± ０． １７＃△ １． ８７ ± ０． １８＃△ １． ６７ ± ０． １６＃△

ＳｉＬＩＭＤ２ ＋ ＩＳＯ组 １． ０１ ± ０． ０７＃▲ １． ０４ ± ０． ０８＃▲ １． ０６ ± ０． ０９＃▲

ＳｉＮＣ组 １． ０７ ± ０． ０８＃△▲ １． ００ ± ０． １０＃△▲ １． １０ ± ０． １０＃△▲

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＳｉＬＩＭＤ２组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与ＰＤ９８０５９组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＩＳＯ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

３　 讨论
　 　 近年来研究发现，含ＬＩＭＤ的蛋白与人类多种肿
瘤的生长及增殖密切相关，并逐渐受到肿瘤研究者的
重视。Ｗａｎｇ等［１２］研究发现，ＬＩＭＤ家族的ＬＩＭＤ２可
促进非小细胞肺癌细胞的增殖及侵袭进程。夏朝晖
等［１３］发现，ＬＩＭＤ２高表达与子宫内膜癌肿瘤分期及淋
巴结转移浸润有关。ＬＩＭＤ２已在乳腺癌、膀胱癌、甲
状腺癌、黑色素瘤等人类癌症中有较多研究，但ＬＩＭＤ２
在食管癌中的作用尚未明确。本研究发现，ＬＩＭＤ２在
食管癌组织及ＫＹＳＥ３０、ＥＣ９７０６细胞中表达均较高，
且在食管癌细胞中以ＥＣ９７０６细胞表达较高，提示
ＬＩＭＤ２参与了食管癌的发生发展过程。本研究进一
步沉默ＥＣ９７０６细胞中ＬＩＭＤ２表达后，发现细胞增殖
活性降低，细胞周期阻滞于Ｇ０ ／ Ｇ１期，细胞凋亡率增
加，表明沉默ＬＩＭＤ２表达可显著抑制ＥＣ９７０６细胞增
殖，并促进其凋亡，预示ＬＩＭＤ２可能成为治疗食管癌
的潜在靶分子，但其具体调控机制还有待进一步探究。
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据文献资料研究显示，ＬＩＭＤ２可在细胞质与细胞核
之间穿梭，并组装蛋白，使原本无相互作用的蛋白产生级
联作用，进而调控信号转导［１４］。Ｐｉｎｈｅｉｒｏ等［６］及Ｐｅｎｇ
等［１５］发现，ＬＩＭＤ２可直接与ＩＬＫ结构域结合，促进ＩＬＫ活
化，引起细胞运动和侵袭性相关信号转导途径激活，参与
癌细胞扩散过程。另外，ＩＬＫ与整合素β１结合活化后，可
促进整合素β１下游ＦＡＫ／ ＭＡＰＫ通路活化，从而调控细
胞增殖、分化过程［１６１７］。本研究发现，沉默ＥＣ９７０６细胞
中ＬＩＭＤ２ 表达后，ＩＬＫ、整合素β１、ＦＡＫ 蛋白及
ＥＲＫ／ ＭＡＰＫ通路ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达亦减
少，提示沉默ＬＩＭＤ２表达抑制ＥＣ９７０６细胞增殖，并促进
其凋亡的作用可能与抑制ＥＲＫ／ ＭＡＰＫ通路有关。

ＭＡＰＫ与其通路中的重要分子ＥＲＫ作用，将细胞
外信号传递至细胞内，并调控细胞周期，将增殖信号传
至细胞内，促进细胞周期相关蛋白ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１及ＣＤＫ２
表达，进而增强癌细胞恶性增殖能力［１８］。且
ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路已被证实是参与肿瘤细胞发生发展
的重要通路［１９］。本研究发现，ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ 通路
ｐＥＲＫ１ ／ ２、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白在食管癌组织中表达较
高，用ＩＳＯ激活ＥＣ９７０６细胞ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路后，细
胞增殖活性升高，Ｇ０ ／ Ｇ１期比例较低，Ｓ期及Ｇ２ ／ ＧＭ
期比例较高，凋亡率较低，同时细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
及ＣＤＫ２表达较高，凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达较
低，反之用ＰＤ９８０５９抑制ＥＣ９７０６细胞ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通
路后，癌细胞显示出较低的增殖活性，且凋亡率升高，
提示ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路激活可能是促进食管癌恶性发
展的诱因，这与以往文献研究结果一致［９１０］。本研究
在沉默ＬＩＭＤ２表达的基础上用ＩＳＯ激活ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ
通路，结果发现，沉默ＬＩＭＤ２表达抑制ＥＣ９７０６细胞增
殖，并促进其凋亡的作用被逆转，证实ＬＩＭＤ２是通过
调控ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ通路参与食管癌的发生发展。

综上所述，沉默ＬＩＭＤ２表达可能通过抑制ＥＲＫ ／
ＭＡＰＫ通路而抑制食管癌细胞增殖、促进其凋亡，这为
阐明ＬＩＭＤ２参与食管癌发生发展的可能机制提供了
一定理论依据。
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