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磷酸化小窝蛋白⁃１ 在食管癌细胞中的表达及意义
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摘要： 目的　 检测磷酸化小窝蛋白⁃１（ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１）在食管癌细胞中的表达，探讨其表达的意义。 方法　 体外培养

人食管癌株 ＴＥ１ 细胞，检测 ＴＥ１ 细胞中 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 的表达水平，通过细胞转染技术以 Ｃａｖ⁃１ 小干扰 ＲＮＡ 转染 ＴＥ１
细胞，使细胞中 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 表达水平降低，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞体外侵袭实验观察细胞侵袭情况。 结果　 转染 Ｃａｖ⁃１
ｓｉＲＮＡ 后，食管癌细胞 ＴＥ１ 中 Ｃａｖ⁃１ 和 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 表达水平均较转染前明显下降 （Ｐ 均 ＜ ０． ０５），而 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结果

显示，转染 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 后，细胞侵袭数目为（７． ４ ± １． ２）个，较转染前［（４９． ２ ± ３． ６）个］明显减少（Ｐ ＜ ０． ０１）。 结

论　 Ｃａｖ⁃１ 在食管癌的发生发展过程中扮演着促癌基因的角色，其机制可能与调节 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 的表达有关。
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　 　 我们前期研究发现，小窝蛋白⁃１（Ｃａｖ⁃１）在食管

癌中扮演着促癌基因的角色，Ｃａｖ⁃１ 的高表达能促进

食管癌细胞的侵袭及转移能力，但是其促癌基因的机

制尚不明确。 磷酸化及甲基化可以活化生物体内多

种生物活性物质，目前有关食管癌细胞中 Ｃａｖ⁃１ 的磷

酸化研究未见报道，本研究通过检测食管癌细胞中的

磷酸化的 Ｃａｖ⁃１ 来了解磷酸化 Ｃａｖ⁃１（ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１）是
否是食管癌中 Ｃａｖ⁃１ 的活化形式，从而更进一步地了

解 Ｃａｖ⁃１ 在食管癌中扮演的促癌基因的具体机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 人食管癌细胞系 ＴＥ１ 由本实验室提供，
ＲＰＭＩ１６４０ 培养液、胎牛血清（杭州四季青），二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）（美国 ＭＰＢＩＯ 公司），Ｃａｖ⁃１ 多克隆抗体

（ＣＳＴ），胰蛋白酶（碧云天生物技术有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞转染 　 食管癌细胞 ＴＥ１ 用含 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 高糖培养基在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱湿条件下

培养，细胞呈贴壁生长。 选择指数期生长的食管癌细

胞接种于培养皿中 １８ ｈ，细胞融合度约为 ７０％ 时进

行转染。 在 ５００ μｌ ０ｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基中加入 １０ μｌ
（２００ ｐｍｏｌ） ｓｉＲＮＡ 并轻柔混匀；在 ５００ μｌ ０ｐｔｉ⁃ＭＥＭ
培养基中加入 １０ μｌ ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ 试剂，混匀后室温放

置 ５ ｍｉｎ；稀释好的 ｓｉＲＮＡ 和 ＲＮＡｉ⁃Ｍａｔｅ 试剂混合，
室温放置 ２０ ｍｉｎ 后将混合物加到培养皿中。 细胞在

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养 ５ ｈ 后进行下一步研究。

１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞体外侵袭实验 　 食管癌细胞

ＴＥ１ 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基在 ３７℃、５％
ＣＯ２、饱湿条件下培养，细胞呈贴壁生长。 取 ２５ μｌ
１∶ ８倍稀释好的 ｍａｔｒｉｇｅｌ 均匀涂于小室底部膜的上室

面，室温风干１ ｈ，置 ３７ ℃温箱过夜使 ｍａｔｒｉｇｅｌ 聚合成

凝胶。 上室加入 ３００ μｌ 预温的无血清培养基，室温

下静置 １５ ～ ３０ ｍｉｎ，使基质胶再水化，吸去剩余培养

基。 取 １００ μｌ 含 １ × １０５个细胞的无血清培养基接种

于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ，３２３４）上层，小室下层加入

６００ μｌ 含 １０％胎牛血清培养基，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱培养 ２４ ｈ。 取出小室用冰 ＰＢＳ 淋洗一遍，冰甲醇

固定 １０ ｍｉｎ，冰 ＰＢＳ 再次淋洗一遍后 ＨＥ 染色，棉签

刮下上层细胞，刀片切下膜，置于载玻片上中性树胶

封片固定。 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转染后的侵袭试验则在转染

后 １４ ｈ 将细胞接种于小室中。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将对数生长期的 ＴＥ１ 细

胞传代并置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱内培养，待细

胞长至皿底的 ８０％ ～ ９０％时进行转染处理，培养 ５ ｈ
后收集细胞，预冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，加细胞裂解

液，超声破碎细胞， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离细胞总蛋白，将蛋白通过电转移

印迹到 ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂奶粉 ／ ＴＢＳＴ 液封闭 ＰＶＤＦ
膜；蛋白上样量分别为 ３０ μｇ，Ｃａｖ⁃１ 工作浓度为 １ ∶
５００，β⁃ａｃｔｉｎ 工作液浓度为 １∶ １ ０００，二抗工作浓度为

１∶ １０ ０００，ＥＣＬ 试剂发光，Ｘ 胶片曝光，显影，定影，将
条带扫描后灰度分析。
１􀆰 ３　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件处理数据。
计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采用 ｔ 检验进行统计分析。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
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２　 结　 果

２􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果　 转染 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 后，
食管癌细胞 ＴＥ１ 中 Ｃａｖ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 比值为 １． ８９３ ４ ±
０􀆰 ４３０ １，较转染前 （４􀆰 １１０ ４ ± ０􀆰 ４３３ １） 明显下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）； ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 比值为 ０􀆰 ３２８ ５ ±
０􀆰 ０１７ ４，较转染前 （１． ２８４ ２ ± ０． ２３８ ７） 明显下降

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见图 １。
２． ２　 细胞侵袭实验结果　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结果显示，转染

Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 后，细胞侵袭数目为（７． ４ ± １． ２）个，较
转染前［（４９． ２ ± ３． ６）个］明显减少（Ｐ ＜ ０． ０１）。 见

图 ２。

　 　 注：ＮＣ 表示阴性对照组，代表转染前。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＥ１ 细胞转染前后 Ｃａｖ⁃１
及 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 的表达水平比较

　 　 注：２ａ：转染 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 后；２ｂ：转染前；２ｃ：与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（代

表转染前）比较，∗Ｐ ＜ ０． ０１。

图 ２　 细胞侵袭实验显示转染 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ
前后细胞侵袭能力比较

３　 讨　 论

近来，Ｃａｖ⁃１ 在肿瘤中的表达水平及其扮演的角

色已在大量的肿瘤标本及肿瘤细胞中被广泛研究。
在胰腺癌［１］、膀胱癌［２］、胃癌［３］ 中，Ｃａｖ⁃１ 的表达水平

和肿瘤发生淋巴结转移、脉管侵袭以及根治术后肿瘤

的局部复发率呈正相关。 在食管癌中，Ｋａｔｏ 和 Ａｎｄｏ
等研究者也有相似的报道。 因而，Ｃａｖ⁃１ 似乎可作为

有效的肿瘤分子标志物。
我们前期的研究结果显示，Ｃａｖ⁃１ 在食管癌细胞

中呈高表达［４ － ５］，Ｃａｖ⁃１ 水平的降低可以抑制人食管

癌细胞的侵袭及迁移能力，这些结果均提示 Ｃａｖ⁃１ 在

食管癌的发展过程中扮演着促癌的角色，但是截至目

前，尚没有有关 Ｃａｖ⁃１ 在促癌作用过程中的机制研

究。 磷酸化是细胞内许多分子的一种活化形式，如
ＡＫＴ 的磷酸化 （活化） 就与肿瘤的发生密切相

关［６ － ７］。 因 此 本 研 究 通 过 检 测 食 管 癌 细 胞 中

ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 的表达水平来了解 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 是否是食

管癌细胞中 Ｃａｖ⁃１ 的活化形式。 结果显示，食管癌细

胞 ＴＥ１ 中 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 呈高表达，进行 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转

染干扰后，ＴＥ１ 细胞中 Ｃａｖ⁃１ 与 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 表达均明

显下降，并且细胞的侵袭能力也随之降低，这提示，
ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 可能直接参与食管癌侵袭，ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 可

能是 Ｃａｖ⁃１ 促癌作用中的活化形式。 但我们同时发

现，在转染 Ｃａｖ⁃１ ｓｉＲＮＡ 后，细胞的 Ｃａｖ⁃１ 总的蛋白水

平降低了，在 Ｃａｖ⁃１ 总的蛋白水平降低的情况下有可

能导致 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 随之降低，ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 降低只是

Ｃａｖ⁃１ 表达降低的一种伴随反应。 因此，我们课题组

准备在之后的研究中进行有关 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 独立的研

究，即找到一种 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 的特异性磷酸化抑制剂，
从而更进一步明确探讨 ＰＹ１４Ｃａｖ⁃１ 在食管癌发生中

的作用。
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