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［摘要］　目的：探讨沉默ＧＴＰＢＰ４基因表达对人食管癌ＥＣ１０９细胞生长、侵袭及化疗药物敏感性的影响。方法：通
过ＧＥＯ数据库，分析食管癌患者组织中 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ的表达水平；利用慢病毒（ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组）及阴性病
毒（ＬＶＮＣ组）转染食管癌ＥＣ１０９细胞后，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ
ｑＰＣＲ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＧＴＰＢＰ４基因表达沉默效果，然后采用ＣＣＫ８法、流式细胞法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室实验分别检测ＧＴＰＢＰ４基因表达沉默后ＥＣ１０９细胞增殖、周期分布、侵袭能力及化疗敏感性变化。结果：ＧＥＯ数
据库分析表明ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ在人食管癌组织中的表达明显高于正常邻近食管组织（Ｐ＜０．００１）。ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９
和ＫＹＳＥ１５０细胞ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为２．６６±０．３２、４．６２±０．０６、３．３８±０．１７，明显高于 ＨＥＥＣ细胞
（均Ｐ＜０．００１）；ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和ＫＹＳＥ１５０细胞ＧＴＰＢＰ４蛋白相对表达水平分别为２．４６±０．５６、３．９５±０．３６、３．１８
±０．１０，明显高于 ＨＥＥＣ细胞（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１）。ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ病毒转染后 ＥＣ１０９细胞中 ＧＴ
ＰＢＰ４ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１）。ＧＴＰＢＰ４基因表达沉默后，ＥＣ１０９细胞的生长受到明
显抑制（Ｐ＜０．００１），且加入不同浓度顺铂和５氟尿嘧啶处理细胞后，细胞的存活率和药物半数抑制浓度（５０％ ｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）均降低（均Ｐ＜０．０５）；同时Ｇ０／Ｇ１期细胞所占比例明显升高，Ｓ期细胞所占比例降低（均Ｐ
＜０．００１）；并且ＧＴＰＢＰ４基因表达沉默及联合化疗药物顺铂处理使ＥＣ１０９细胞的穿膜细胞数量明显减少，侵袭能力
降低（Ｐ＜０．００１，Ｐ＝０．００１）。结论：人食管癌组织中 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ的表达明显高于正常邻近食管组织。ＬＶ
ＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ慢病毒载体可有效抑制食管癌ＥＣ１０９细胞中 ＧＴＰＢＰ４基因的表达，从而抑制细胞增殖及侵袭能力，
增强人食管鳞癌细胞对化疗药物的敏感性。
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ｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ．Ｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ，ｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｇｅｎｅｉｎｅ
ｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒＥＣ１０９ｃｅｌｌｓ，ｔｈｕｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＧＴＰＢＰ４；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　癌症是目前人类最致命的疾病之一，而食管癌
在癌症导致的死亡中排名第８，并且大约一半的病
例发生在中国，食管鳞状细胞癌占食管癌病例的

９０％［１２］。手术辅以放化疗的综合治疗手段是目前

临床绝大多数中晚期食管癌患者的主要治疗措施，

并且新辅助化疗改善了食管癌患者的预后，大大提

高了患者术后５年的生存率［３４］。因此，如何有效提

高肿瘤对化疗药物的敏感性已经成为当前食管癌研

究的一个新方向。

ＧＴＰ结合蛋白４（ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＧＴＰＢＰ４）
是一种定位于核仁的新型 Ｇ蛋白，参与核糖体６０Ｓ
亚基合成和成熟的鸟苷三磷酸酶（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ，ＧＴＰａｓｅ）的一个新成员，与细胞增殖和生长
密切相关，是近年发现的凋亡抑制基因［５６］。目前

仅少部分研究发现 ＧＴＰＢＰ４可能对结肠癌［７］、神经

胶质瘤［８］的生物学行为有一定影响，但有关 ＧＴ
ＰＢＰ４在食管癌中的研究相对较少，有关其在食管
癌化疗敏感性方面的研究更是鲜见。本研究首先通

过ＧＥＯ数据库，分析食管癌患者组织中ＧＴＰＢＰ４的
表达情况，然后将ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ干扰慢病毒转
染至食管癌ＥＣ１０９细胞，观察沉默 ＧＴＰＢＰ４基因后
对细胞增殖、细胞周期、侵袭能力及化疗敏感性的影

响，为食管癌基础和临床研究提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人食管黏膜上皮细胞系（ｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉ

ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＥＥＣ）及食管癌细胞系 ＥＣ１０９、ＥＣ９７０６
和ＫＹＳＥ１５０均购自中国细胞资源库（北京），液氮
中保存。ＤＭＥＭ培养基及胎牛血清 ＦＢＳ购自中国
Ｇｉｂｃｏ公司；ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ／ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ慢病毒
载体购自上海吉凯基因科技有限公司；氟尿嘧啶（５
Ｆｕ，每支２５０ｍｇ，批号：１２３６），为天津金耀氨基酸有
限公司产品；顺铂（１００ｍｇ，货号：ＪＳＤ８８１０１００），为
上海研谨生物有限公司产品。ＣＣＫ８试剂购自武汉
默沙克生物科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＣＲ引物序列购自上海生工生物股份
有限公司；ｃＤＮＡ反转录反应试剂盒和 ＳＹＢＹＧｒｅｅｎ
ＰＣＲ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡试剂盒购自美国ＢＤ公司；兔
多克隆抗体ＧＴＰＢＰ４和辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗购自中国武
汉ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；细胞裂解及蛋白抽提试剂、蛋白
浓度检测试剂考马斯亮蓝、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ配胶试剂盒
购自江苏碧云天生物技术有限公司；ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ
发光液购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购
自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国 ＢＤ公司。
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流式细胞仪购自美国 ＢＤ公司；ＰＣＲ扩增仪购自美
国ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｃ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人食管黏膜上皮细胞系 ＨＥＥＣ
及食管癌细胞系 ＥＣ１０９、ＥＣ９７０６和 ＫＹＳＥ１５０均在
含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素的ＤＭＥＭ培养
基中培养，于３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱培养，用含
０．２５％的胰蛋白酶进行消化传代。
１．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）检测 ＧＴＰＢＰ４ｍＲ
ＮＡ的表达　收集对数生长期的４种细胞，按 Ｔｒｉｚｏｌ
操作说明书提取细胞总 ＲＮＡ，检测及确定核糖核酸
浓度，使用逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤ
ＮＡ。ＧＴＰＢＰ４基因的上游引物序列为 ５’ＧＡＴ
ＧＡＡＧＴＡＴＧＧＣＧＡＣＴＣＴＣＴＣＴ３’，下游引物序列为
５’ＧＴＡＴＴＣＧＧＡＴＣＡＡＴＧＧＴＴＧＧＣＡ３’；内参照 β
ａｃｔｉｎ的上游引物序列为５’ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣ
ＣＡＧＧＣ３’，下游引物序列为 ５’ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴ
ＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３’（引物购自上海生工生物股份有
限公司）。ＰＣＲ反应条件：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，
６０℃１ｍｉｎ；共４０个循环。实验中每个样品重复检
测３次，以２－ΔΔＣｔ值表示目的基因的相对表达量。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＴＰＢＰ４蛋白的表达　收
集对数生长期的４种细胞，根据蛋白提取试剂盒操
作说明提取细胞总蛋白，考马斯亮蓝法测定蛋白浓

度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，转膜，封闭，加入一抗
（ＧＴＰＢＰ４：１∶１０００），４℃摇床孵育过夜，加入 ＨＲＰ
标记的山羊抗兔二抗 ＩｇＧ（１∶２０００），室温下孵育
１．５ｈ，化学发光仪上进行显色，βａｃｔｉｎ作为内参，利
用ＩｍａｇｅＪ图像分析系统测定各条带灰度值，以目的
蛋白条带灰度值与内参照 βａｃｔｉｎ条带灰度值的比
值表示目的蛋白的相对表达水平。

１．２．４　慢病毒感染ＥＣ１０９细胞　取处于对数生长
期的ＥＣ１０９细胞，胰酶消化，制成细胞悬液，以１．５
×１０５个／孔接种于６孔板中，３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养至细胞融合度达到约３０％；根据制造商的指
南进行感染，感染复数值（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＭＯＩ）为１０，加入适宜量ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ病毒，设
为干扰组（ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组）；阴性对照组转染
含有非特异性干扰序列的阴性病毒（ＬＶＮＣ组）；未
做任何处理的细胞为空白对照组（ＮＣ组）。感染７２
ｈ后显微镜下观察细胞荧光表达情况，荧光率大于
８０％，收集各组细胞提取 ＲＮＡ和蛋白，以实时 ＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默效率；感染效率低于８０％

的实验组，重新进行感染实验。

１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖能力　取慢病毒感染
７２ｈ后的３组ＥＣ１０９细胞，经胰蛋白酶消化成细胞
悬液，以每孔１×１０５个细胞接种于９６孔板中，每孔
接种１００μＬ，每组设５个复孔，９６孔板放入孵箱内
继续培养２４、４８、７２ｈ后，更换新鲜无血清培养基
１００μＬ，各孔加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，放入３７℃孵箱
继续培养４ｈ，用酶标仪检测４５０ｎｍ波长处的吸光
度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０
软件绘制细胞生长抑制曲线。

１．２．６　流式细胞法检测细胞周期分布　慢病毒感
染后７２ｈ的３组ＥＣ１０９细胞，胰酶消化并收集３组
细胞，用ＰＢＳ洗涤并重悬细胞，细胞密度为２×１０５

个／ｍＬ，取１ｍＬ单细胞悬液，离心去上清，加入１ｍＬ
７０％的预冷乙醇，４℃固定过夜。染色前用 ＰＢＳ洗
涤 ２次，加入 １００ｍｇ／Ｌ的 ＲＮａｓｅＡ，３７℃水浴 ３０
ｍｉｎ。再加入５００μＬ（５０ｍｇ／Ｌ），碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉ
ｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色液混匀，４℃避光反应３０ｍｉｎ后，
转移至流式细胞仪进行检测，每组重复３次。
１．２．７　ＣＣＫ８检测 ＥＣ１０９细胞对化疗药物的敏感
性　慢病毒感染 ７２ｈ后收集 ＮＣ组、ＬＶＮＣ组和
ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组细胞，接种于９６孔板中，每孔
约２×１０３个细胞，继续培养２４ｈ细胞贴壁后，分别
加入０、１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０μｍｏｌ的顺
铂，或０、２５、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ的５氟尿嘧啶，
其中０μｍｏｌ为对照组，同时设立空白组（只含培养基
不含药物和细胞）进行校正，每组样品５个复孔。继
续培养４８ｈ后，每孔加人ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续培
养４ｈ，用酶标仪检测４５０ｎｍ波长处的ＯＤ值，细胞
存活率（ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ＣＳＲ）＝（ＯＤＬＶ－ＧＴＰＢＰ４－ｓｉＲＮＡ组
－ＯＤ空白组）／（ＯＤＮＣ组 －ＯＤ空白组）×１００％，细胞抑制
率（ｃｅｌｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＣＩ）＝１－细胞存活率。使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件计算细胞的半数抑制浓度
（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）及绘制细胞存活
率曲线。

１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭能力　用
ＤＭＥＭ培养液将预包被基质胶Ｍａｔｒｉｇｅｌ稀释（１∶６），
取８０μＬ加入至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，３７℃放置过夜。慢
病毒感染 ７２ｈ后收集 ＮＣ组、ＬＶＮＣ组和 ＬＶＧＴ
ＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组细胞，接种于６孔板中，每孔约５×
１０４个细胞，继续培养 ２４ｈ，分别加入终浓度为 ３
μｇ／ｍＬ的顺铂，继续培养４８ｈ后，胰酶消化制备成
每孔４×１０４个细胞悬液，接种至 Ｔｒａｎｓｗｅｌ上室铺匀
（已铺基质胶），下室加入 ６００μＬ含 ２０％ ＦＢＳ的
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ＤＭＥＭ培养液，在５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养２４ｈ，
取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用棉签拭去聚碳酸酯膜表面的
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，ＰＢＳ冲洗，４％的多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，
０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗晾干，在荧光显
微镜下计数穿过基质胶的细胞，以此反映细胞的侵

袭能力。

１．３　统计学方法
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０对实验数据进行统计

学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ（ＳＷ）检验进行正态分布检验，Ｐ＞
０．０５时，数据服从正态分布。Ｌｅｖｅｎｅ检测进行方差
齐性检验，Ｐ＞０．０５，方差齐性。本研究数据符合正
态分布，多组间均数比较采用单因素方差分析，组间

两两多重比较采用最小显著性差异法。沉默 ＧＴ
ＰＢＰ４基因对细胞的生长抑制作用数据，采用双因
素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＧＥＯ数据库分析ＧＴＰＢＰ４在人食管癌组织中
的表达

　　ＧＥＯ数据库中分析１６例人正常食管组织及配
对１６例食管癌组织中 ＧＴＰＢＰ４的表达情况。结果
表明，人食管癌组织中 ＧＴＰＢＰ４明显高于正常食管
组织（Ｐ＜０．００１）（图 １）。以上结果提示，ＧＴＰＢＰ４
基因作为癌基因，可能与食管癌的发生和发展相关。

图１　ＧＥＯ数据库分析ＧＴＰＢＰ４在人食管癌组织中的表达（Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｉｎＨｕｍａｎＥｓｏｐｈａｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａＢａｓｅｄｏｎＧＥＯＤａｔａｂａｓｅ（Ｐ＜０．００１）

２．２　人食管黏膜上皮细胞和食管鳞癌细胞系 ＧＴ
ＰＢＰ４的表达
　　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测人食管黏膜上
皮细胞系ＨＥＥＣ及食管癌细胞系ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和
ＫＹＳＥ１５０细胞 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。
ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和 ＫＹＳＥ１５０细胞 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 ２．６６±０．３２、４．６２±０．０６、

３．３８±０．１７，明显高于 ＨＥＥＣ细胞（均 Ｐ＜０．００１）
（图 ２Ａ）；ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和 ＫＹＳＥ１５０细胞 ＧＴ
ＰＢＰ４蛋白相对表达水平分别为２．４６±０．５６、３．９５
±０．３６、３．１８±０．１０，明显高于 ＨＥＥＣ细胞（Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１）（图２Ｂ、Ｃ），其中ＥＣ１０９
细胞ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ和蛋白表达水平较 ＥＣ９７０６和
ＫＹＳＥ１５０细胞升高更为明显，故以 ＥＣ１０９细胞系
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作为进一步研究的对象。

图２　人食管黏膜上皮细胞和食管鳞癌细胞系ＧＴＰＢＰ４的表达（ Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＬｅｖｅｌｓｏｆＧＴＰＢＰ４ｉｎＨＥＥＣａｎｄＴｈｒｅｅＥｓｏｐｈａｇｅａｌＳｑｕａｍｏｕｓＣｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）
Ａ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；
Ｃ．ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎ．
ＨＥＥＣ：Ｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ＲＴｑＰＣＲ：Ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．

２．３　ＧＴＰＢＰ４基因沉默效果的测定
实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，与 ＮＣ组

（１．００±０．００）比较，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组（０．６２±
０．０６）ＥＣ１０９细胞中 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ相对表达量明
显下降，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３０），ＮＣ组与
ＬＶＮＣ组之间的差异无统计学意义（Ｐ＝０．９３０）（图
３Ａ）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，与空白对照组
（１０１．３０±４．００）比较，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组（４８．２２
±２．８４）ＥＣ１０９细胞中 ＧＴＰＢＰ４蛋白的相对表达量
明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），ＮＣ组与
ＬＶＮＣ组之间的差异无统计学意义（Ｐ＝０．５５０）（图
３Ｂ、Ｃ）。

图３　实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测沉默ＧＴＰＢＰ４表达后ＥＣ１０９细胞中ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达水
平变化（ Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＣｈａｎｇｅｓｉｎＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡａｎｄＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＬｅｖｅｌｓｉｎＥＣ１０９ＣｅｌｌｓａｆｔｅｒＳｉｌｅｎｃｉｎｇＧＴＰＢＰ４ＧｅｎｅＤｅｔｅｃ
ｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ（Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．００１）
Ａ．ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ．ＧＴＰＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｃ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＴＰＢＰ４ｐｒｏｔｅｉｎ．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ２．

２．４　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖能力及流式细胞法
检测细胞周期

　　ＣＣＫ８法分别比较２４、４８和７２ｈ时３组细胞生
长抑制率，双因素方差分析，Ｆ组间 ＝３６６．５００，Ｐ＜
０．００１，Ｆ时间 ＝８０９７．０００，Ｐ＜０．００１，Ｆ组间×时间 ＝
９８．４１０，Ｐ＜０．００１，差异有统计学意义。分别比较
各时间点３组细胞生长抑制率，２４ｈ时３组细胞的
生长抑制率差异无统计学意义（Ｐ＝０．０９４）；与 ＮＣ
组比较，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组 ＥＣ１０９细胞在４８ｈ、

７２ｈ生长抑制明显，差异有统计学意义（均 Ｐ＜
０．００１），而ＮＣ组与ＬＶＮＣ组之间的差异无统计学
意义（Ｐ＝０．０６３，Ｐ＝０．０６３）。组间比较：与 ＮＣ组
相比，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组细胞生长受到明显抑制
（Ｐ＜０．００１）（图４Ａ）。以上结果提示，沉默ＧＴＰＢＰ４
基因表达可使食管癌ＥＣ１０９细胞的增殖能力降低。

流式细胞法检测结果显示：与ＮＣ组比较（５５．３１
±０．４３）％，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组 ＥＣ１０９细胞周期
Ｇ０／Ｇ１期的细胞数增多（７０．６２±１．２１）％，而Ｓ期细
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胞数减少，分别为（２６．１０±０．７６）％，（１９．２７±
１．１７）％，差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．００１）（图

４Ｂ、Ｃ）。上述结果表明，沉默 ＧＴＰＢＰ４基因表达可
诱导细胞出现Ｇ１期阻滞，从而抑制细胞的增殖。

图４　ＣＣＫ８法和流式细胞法检测沉默ＧＴＰＢＰ４基因对ＥＣ１０９细胞生长抑制和细胞周期的影响（ Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＧｒｏｗｔｈＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄＣｅｌｌＣｙｃｌｅｏｆＥＣ１０９ＣｅｌｌｓａｆｔｅｒＳｉｌｅｎｃｉｎｇＧＴＰＢＰ４ＧｅｎｅＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｎｄＦＣＭＡｓ
ｓａｙ（Ｐ＜０．００１）
Ａ．Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ；Ｂ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；Ｃ．Ｃｅｌｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ．
ＣＣＫ８：ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８；ＦＣＭ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ．

２．５　ＣＣＫ８检测ＥＣ１０９细胞对化疗药物的敏感性
慢病毒感染ＥＣ１０９细胞后加入不同浓度顺铂或

５氟尿嘧啶，结果表明，随着药物浓度增加，细胞的存
活率逐渐下降。顺铂处理后 ＮＣ组 ＩＣ５０为 １８５．６０
μｍｏｌ／Ｌ，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组ＩＣ５０为１５０．１０μｍｏｌ／Ｌ；

５氟尿嘧啶处理后ＮＣ组ＩＣ５０为４０２．２０μｍｏｌ／Ｌ，ＬＶ
ＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组ＩＣ５０为２０３．１０μｍｏｌ／Ｌ，两者差异
均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）（图５）。结果表明，
沉默ＧＴＰＢＰ４基因表达后细胞对两种化疗药物更加
敏感。

图５　ＣＣＫ８法检测沉默ＧＴＰＢＰ４基因后ＥＣ１０９细胞的化疗敏感性（ Ｐ＜０．００１， Ｐ＜０．０１）
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＣｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＥＣ１０９ＣｅｌｌｓａｆｔｅｒＳｉｌｅｎｃｉｎｇＧＴＰＢＰ４ＧｅｎｅＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８（ Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１）
Ａ．Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｂ．Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５ＦＵ．
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２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测结果显示，慢病毒

感染 ＥＣ１０９细胞后，细胞的侵袭能力发生了改变，
与ＮＣ组（９７６．００±１７．５８）相比，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ
组的穿膜细胞数量（５１８．００±５４．４９）明显减少，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）（图６Ａ、Ｂ）。慢病毒感

染ＥＣ１０９细胞联合化疗药物顺铂处理后，与 ＮＣ组
（７０１．００±８４．６６）相比，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ组的穿
膜细胞数量（３５４．３０±４９．６９）明显减少，差异有统
计学意义（Ｐ＝０．００１）（图６Ｃ、Ｄ）。以上结果提示沉
默ＧＴＰＢＰ４基因表达，可明显增加顺铂抑制食管癌
细胞侵袭的能力，提高药物敏感性。

图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测沉默 ＧＴＰＢＰ４基因表达联合顺铂对 ＥＣ１０９细胞体外侵袭能力变化（Ｐ＜０．００１， Ｐ＝
０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＴＰＢＰ４ＧｅｎｅＳｉｌｅｎｃｉｎｇａｎｄＣｉｓｐｌａｔｉｎｏｎｔｈｅＩｎｖａｓｉｏｎＡｂｉｌｉｔｙｏｆＥＣ１０９ＣｅｌｌｓＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌＩｎ
ｖａｓｉｏｎＡｓｓａｙ（Ｐ＜０．００１， Ｐ＝０．００１）
ＰａｎｅｌＡａｎｄＣｓｈｏｗｒｅｓｕｌｔｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｎｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；ｐａｎｅｌＢａｎｄＤｓｈｏｗｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓ．

３　讨　论

ＧＴＰＢＰ４，也称为慢性肾功能衰竭蛋白（ｃｈｒｏｎｉｃ
ｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅｇｅｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＦＧ），是由 １０号染色体
长臂１４１５区（１０ｑ１５１４）编码、由６３３个氨基酸组
成的重要功能蛋白，是一种定位于核仁的新型 Ｇ蛋
白，故也称作核仁 ＧＴＰ结合蛋白 １（ｎｕｃｌｅｏｌａｒＧＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＯＧ１）［９１０］。当前，对于该基因的
研究较少，许多机制功能需要进一步探究，目前研究

显示该蛋白主要参与核糖体 ６０Ｓ亚基的合成和成
熟，还和肾病末期的发展有密切关系［１１１２］。但是对

于该基因和肿瘤的关系研究较少。有研究发现，在

神经胶质瘤细胞株中，ＧＴＰＢＰ４表达水平下调，转染
ＧＴＰＢＰ４过表达质粒后，可明显降低雪旺氏细胞生
长、ＤＮＡ合成及裸鼠成瘤的能力，进一步研究发现，
ＧＴＰＢＰ４抑制细胞增殖的能力是通过调节 Ｍｅｒｌｉｎ蛋
白、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白实现的，从而扮演抑癌基因角
色［８］。但也有研究和上述结果不一致，在乳腺癌

中，ＧＴＰＢＰ４呈高表达，且与预后差、生存期短呈正

相关［１３１４］。另有研究发现：在胃癌组织、多种胃癌

细胞株中 ＧＴＰＢＰ４表达均升高，ＧＴＰＢＰ４高表达与
胃癌患者的临床分期、肿瘤侵袭、淋巴结转移和远处

转移密切相关，下调 ＧＴＰＢＰ４表达后，胃癌细胞株
ＭＫＮ４５及ＡＧＳ的增殖能力及克隆形成减低、凋亡
增加［１５］，提示该蛋白可能在肿瘤中承担潜在癌基因

角色。

基于以上研究发现，ＧＴＰＢＰ４在恶性肿瘤中的
表达水平不同（下调或上调），提示 ＧＴＰＢＰ４可能是
一种癌基因或抑制基因，主要依赖于特定的肿瘤类

型。而到目前为止，ＧＴＰＢＰ４与食管癌关系及食管
癌化疗药物敏感性方面的探讨尚未被研究。所以，

综合以上研究，我们首先利用 ＧＥＯ数据库［１６］，发现

食管癌组织中ＧＴＰＢＰ４表达水平明显高于正常对照
组。为了证实这一现象，我们利用人食管黏膜上皮

细胞系 ＨＥＥＣ及食管癌细胞系 ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和
ＫＹＳＥ１５０细胞系，检测ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ和蛋白表达
水平，结果发现与正常食管黏膜上皮细胞 ＨＥＥＣ相
比，ＧＴＰＢＰ４在食管鳞癌细胞系 ＥＣ９７０６、ＥＣ１０９和
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ＫＹＳＥ１５０中的表达明显升高，并且 ＥＣ１０９细胞中

ＧＴＰＢＰ４表达水平升高更为明显，故以 ＥＣ１０９细胞

系作为下一步研究的对象。进一步，我们利用慢病

毒载体 ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ感染 ＥＣ１０９细胞，从而

靶向沉默 ＧＴＰＢＰ４基因表达，采用 ＲＴｑＰＣＲ及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测基因沉默效果，结果发现沉默

ＧＴＰＢＰ４基因后，ＥＣ１０９细胞的中 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ

及蛋白表达水平均明显下降，证实重组慢病毒可以

有效沉默ＧＴＰＢＰ４基因的表达。ＣＣＫ８法及流式细

胞术检测结果显示，沉默 ＧＴＰＢＰ４基因表达可有效

抑制ＥＣ１０９细胞的生长，诱导细胞出现 Ｇ１期阻滞，

Ｓ期细胞明显减少，从而抑制细胞的增殖，与文献报

道结果一致［１７］。

化疗是食管癌重要的辅助治疗手段，然而在化

疗过程中，往往会出现化疗不敏感或者化疗缓解后

复发［１８１９］。因此，寻找化疗抵抗时的生物学标志物

和化疗增敏剂、恢复耐药肿瘤细胞的化疗敏感性具

有重要意义。目前临床常用于食管癌化疗的药物是

顺铂或氟尿嘧啶，本研究通过慢病毒感染食管癌

ＥＣ１０９细胞并经化疗药物顺铂作用后观察细胞生长

和侵袭能力变化。ＣＣＫ８法检测细胞增殖及 Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，沉默 ＧＴＰＢＰ４基因联合顺

铂或氟尿嘧啶使细胞的存活率及 ＩＣ５０显著降低，明

显增加顺铂抑制食管癌细胞侵袭的能力，提示靶向

沉默ＧＴＰＢＰ４基因的ｓｉＲＮＡ和顺铂或氟尿嘧啶具有

协同效应，能够大大改善食管癌细胞 ＥＣ１０９对化疗

药物的敏感性。

既往研究发现，核糖体生物合成受损会影响细

胞功能，导致细胞应激反应，而这种应激反应是通过

核糖体Ｍｄｍ２ｐ５３（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＭｄｍ２ｐ５３，ＲＰ

Ｍｄｍ２ｐ５３）途径，阻碍了 Ｍｄｍ２与 ｐ５３结合，致使

ｐ５３泛素化降解障碍，ｐ５３通路激活，细胞周期停滞、

损伤修复、自噬等，在肿瘤发生过程中有重要作

用［２０２２］。另有研究发现，在具有野生型 ｐ５３的乳腺

癌个体中，ＧＴＰＢＰ４蛋白表达增加与患者生存率降

低相关，提示ＧＴＰＢＰ４可能是促癌基因，且可能是通

过抑制ｐ５３信号通路发挥抑制肿瘤细胞增殖的作

用［１７］。以上研究报道提示，ＧＴＰＢＰ４可能是促癌基

因，且可能是通过调节 ｐ５３信号途径来调节细胞周

期，从而促进肿瘤细胞增殖、抑制凋亡而导致肿瘤的

发生发展。但对于本实验，该理论还需要我们进一

步研究。

综上所述，本研究结果表明 ＧＴＰＢＰ４基因在人
食管鳞癌组织中高表达，ＬＶＧＴＰＢＰ４ｓｉＲＮＡ慢病毒
载体可有效沉默食管癌 ＥＣ１０９细胞中 ＧＴＰＢＰ４基
因的表达，从而抑制细胞增殖，降低其侵袭能力，增

强人食管鳞癌细胞对化疗药物的敏感性。虽然其作

用机制还不是很明确，但该结果为 ＧＴＰＢＰ４在食管
癌发生发展中的作用研究奠定了基础，提供了假设，

为探索ＧＴＰＢＰ４在食管癌化疗增敏及靶向治疗方面
提供了新思路。
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ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｐ５３ｕｎｃｏｖｅｒｓａｄｄｉｔｉｏｎａｌｎｏｄｅｓｏｆ
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３５（８）９７７９８９．
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