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Abstract
AIM: To investigate the effects of kiss-1 transfection 
on the growth of xenograft tumors derived from 
human esophageal carcinoma cell line EC9706 in 
nude mice, and to explore the feasibility of gene 
therapy for esophageal carcinoma.

METHODS: A eukaryotic expression vector car-
rying the kiss-1 gene (pcDNA3.1-Kiss-1) was 
transfected into EC9706 cells with Lipofectamine 
2000. The cells stably expressing Kiss-1 were se-
lected using G418. EC9706 cells untransfected or 
transfected with empty pcDNA3.1 plasmid were 
used as controls. A xenograft tumor model was 
then established. Tumor growth was observed. 
Tumor histopathological changes were deter-
mined by hematoxylin and eosin (HE) staining. 
The expression of kiss-1 mRNA and protein in 
tumor tissue was measured by RT-PCR (reverse 
transcription-polymerase chain reaction) and 
Western blot, respectively.

RESULTS: Kiss-1 transfection significantly sup-
pressed tumor growth. Histopathological observa-
tions indicated that the volume of tumors derived 
from control cells were significantly bigger than 
that from EC9706 cells transfected with pcDNA3.1-
Kiss-1 plasmid. RT-PCR and Western blot analyses 
indicated that the expression of kiss-1 mRNA and 
protein was significantly enhanced in EC9706 cells 
transfected with the recombinant plasmid when 
compared with control cells (F = 72.685 and 24.807, 
respectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: Kiss-1 transfection effectively 
inhibits the growth of subcutaneous xenograft tu-
mors derived from EC9706 cell line in nude mice, 
suggesting that Kiss-1 may be a potential molecu-
lar therapeutic target for esophageal carcinoma. 

Key Words: Kiss-1 ; EC9706; Transfection; Nude 
mouse; ������������������������������������������   Reverse transcription-polymerase chain re-
action��������������  ; Western blot
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摘要
目的: 研究转染kiss-1基因对人食管癌EC9706
细胞裸鼠皮下移植瘤的作用, 探讨其在食管癌

®

■背景资料
kiss-1 基因是近年
来发现的一个新
的肿瘤转移抑制
基因, 他可以抑制
细胞的趋化性, 增
强成簇黏附激酶
的表达和活性, 从
而抑制肿瘤细胞
的 转 移 .  本 课 题
组在前期工作基
础 上 将k i s s - 1 基
因转染了食管鳞
癌EC9706细胞并
筛选出稳定表达
kiss-1 基因的食管
癌细胞株, 关于转
染kiss-1 基因后注
射裸鼠成瘤的实
验研究目前国内
外均尚未见报道.

■同行评议者
刘丽江,  教授, 江
汉大学医学院病
理学; 李瑗, 教授, 
广西肿瘤研究所
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基因治疗中的可行性和特异性.

方法: 在食管癌细胞系EC9706中转染kiss-1
基因, 经G418筛选, 建立稳定高表达Kiss-1蛋
白的细胞系. 稳定表达该基因的细胞为转染
kiss-1 基因组, 转染空质粒细胞及未处理细胞
为对照组, 建立裸鼠荷瘤模型; 监测肿瘤生长
变化, HE染色观察肿瘤病理学变化, RT-PCR、
Western blot方法检测kiss-1  mRNA和蛋白变化. 

结果: 转染kiss-1 基因组肿瘤生长受到显著抑
制; HE染色显示转染kiss-1基因组及转染空质
粒组肿瘤组织内坏死均较空白对照组多; RT-
PCR、Western blot结果表明转染kiss-1基因组
裸鼠肿瘤组织kiss-1  mRNA和蛋白表达均显
著升高, 三组间比较差异具有统计学意义(F  = 
72.685, 24.807, 均P <0.05).

结论: 转染kiss-1基因能抑制人食管癌EC9706
细胞裸鼠皮下移植瘤的形成, 且能有效上调
kiss-1  mRNA和蛋白的表达, 可为食管癌的基
因治疗提供新的靶点、开辟新的思路. 

关键词: kiss-1 ; EC9706; 转染; 裸鼠; 逆转录聚合

酶链反应; 蛋白免疫印迹
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0  引言

kiss-1基因是近年来发现的一个新的肿瘤转移

抑制基因, 定位于人染色体1q32-q41, 由4个外

显子组成. 他可以抑制细胞的趋化性, 增强成

簇黏附激酶的表达和活性, 从而抑制肿瘤细胞

的转移[1-4]. 本研究首先在食管癌细胞系EC9706
中转染kiss-1基因, 建立了稳定高表达Kiss-1蛋
白的细胞系, 然后将不同组的细胞注射入裸鼠

皮下成瘤, 之后采用RT-PCR及Western blot等实

验方法, 分别检查了不同组裸鼠移植瘤组织中

kiss-1基因蛋白及mRNA表达水平的变化. 从不

同角度对kiss-1基因抑制肿瘤转移的机制进行初

步探索. 旨在进一步探讨kiss-1基因在食管鳞癌

发生过程中的作用, 为寻找检测食管鳞癌的新

的分子标记奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA3.1真核表达质粒由郑州大学

基础医学院微生物学与免疫学教研室保存 . 

pcDNA3.1-Kiss-1真核表达质粒由本课题组构建, 
经酶切及测序鉴定后保存在本实验室. 食管癌

细胞系EC9706由中国医学科学院肿瘤医院分子

肿瘤学国家重点实验室惠赠. One step RNA PCR 
Kit(AMV)购自大连宝生物工程有限公司; 凯基

全蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物科技发展

有限公司; SP免疫组织化学检测试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司; Lipofectamine2000
购自Invitrogen公司; Kiss-1兔抗人多克隆抗体购

自武汉博士德生物工程有限公司; 引物由北京奥

克生物工程公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1  细胞培养与基因转染:  细胞在含有100 
mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 mg/L
链霉素的完全培养基中37 ℃、50 mL/L CO2条

件下培养, 以1-2×105/孔的密度接种于24孔板

上, 待细胞长至90%-95%融合时, 按试剂盒要求

将pcDNA3.1-Kiss-1质粒与脂质体混合后加入

24孔板中, 轻微混匀后, 置37 ℃孵箱中培养, 转
染4-6 h换液, 加入完全培养液终止转染, 并以

pcDNA3.1空质粒转染做阴性对照. 于转染后48 
h加入终浓度为800 mg/L的G418, 连续应用2 wk, 
挑取肉眼可辨的单克隆细胞, 以G418终浓度为

300 mg/L继续扩大培养, 获得稳定转染细胞. 
1.2.2 转染细胞的裸鼠荷瘤实验及分组: 4-6 wk
鼠龄BalB/c雌性裸鼠, 平均质量18-22 g, 购自中

国科学院上海斯莱克实验动物中心. 在河南省

肿瘤病理重点实验室动物实验中心层流净化室

无菌饲养. 取对数生长期细胞, 胰酶消化, PBS调
整细胞悬液浓度至5×1010/L, 在裸鼠腋下接种

0.2 mL. 15只裸鼠随机分组, 每组5只. A组接种

pSU2PER2EGFP2STA T3重组体转染细胞, B组
接种空载体转染细胞, C组接种未转染细胞. 注
射7 d开始每3天游标卡尺测量瘤体大小, 每隔

3 d测量肿瘤的长径(L)和短径(S), 至28 d统一处

死裸鼠, 取下肿瘤组织, 根据公式V (cm3) = (L×
S2)/2来计算肿瘤的体积. 
1.2.3 Western blot检测蛋白表达: 按照总蛋白

提取试剂盒说明书(凯基生物公司)提取总蛋

白, Bradford法检测蛋白质的含量, 蛋白经SDS-
PAGE电泳(5%浓缩胶, 15%分离胶)后转移至硝

酸纤维素膜, 用含1%脱脂奶粉的TBST封闭30 
min, 一抗于4 ℃孵育过夜, TBST洗涤3次×10 
min; 辣根过氧化物酶标记的二抗于室温孵育2 h, 
TBST洗涤3次×10 min, 膜与化学发光底物孵育

5 min, 经X线片曝光、显影、定影. 显色结果用

■相关报道
国内外研究表明, 
肝癌、乳腺癌及
肺癌中kiss-1 基因
表达量与肿瘤的
侵袭力成呈负相
关, 且kiss-1 基因
表达较高的患者
预后往往也明显
好于表达量低的
患者.
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软件Total Lab2.0进行灰度分析, 并计算蛋白的

相对表达水平. 
1.2.4 RT-PCR(一步法)检测mRNA的表达: 采用

大连宝生物公司提供的一步法试剂盒说明书

进行, RNA提取过程按照TRIzol(Invitrogen公
司)RNA提取试剂盒说明书进行, 引物序列分

别为kiss-1上游5'-AGAGGAAGCCAGCTGCT
ACTG-3', 下游5'-GCCGAAGGAGTTCCAGT
TGTA-3'; 内参β-actin: 上游5'-CATCCTGCGT
CTGCACCT-3', 下游5'-TCAGGAGGAGCAAT 
GATCTTG-3', 预期扩增片段大小分别为191 bp
和480 bp. RT-PCR反应条件: 50 ℃×30 min, 
94 ℃×2 min, 94 ℃×40 s, Kiss-1为48 ℃×30 s, 
72 ℃×1 min, 共30个循环; 72 ℃延伸10 min. 取
5 μL用1.5%琼脂糖凝胶电泳, 在凝胶成像仪上

成像及灰度分析.
统计学处理 实验结果应用SPSS13.0统计分

析软件进行分析, 检验水准α = 0.05, 各组间相对

表达水平的比较采用F分析.

2  结果

2.1 裸鼠移植瘤瘤体体积 至接种4 wk后, 裸鼠处

死前测量各组移植瘤瘤体大小. 连续4 wk检测

3组裸鼠的成瘤体积, 肉眼观察时可见EC9706/
pcDNA3.1-Kiss-1组瘤体最小, 裸鼠移植瘤体积

明显小于EC9706细胞组、EC9706/pcDNA3.1
细胞组. 4 wk后裸鼠处死后迅速测量体积, 3组

裸鼠肿瘤体积大小分别为1 541.60 mm3±59.36 
mm3、1 482.60 mm3±70.32 mm3、508.40 mm3

±464.90 mm3, 差异具有统计学意义(F  = 473.35, 
P  = 0.000). 
2.2 HE染色裸鼠肿瘤组织染色特点 各组抑制瘤

组织HE染色后, 光镜下观察可见大小不等的瘤

细胞团, 其中散在灶状、片状凝固性坏死, 瘤细

胞团周围有少量纤维结缔组织包绕. 瘤细胞多

为圆形或多角形上皮样细胞, 细胞排列紧密, 呈
明显异形行, 大小不一, 形态各异, 核大而深染, 
部分肿瘤细胞核仁清晰可见, 病理性核分裂相相

可见. 坏死灶依EC9706细胞组、EC9706/pcD-
NA3.1细胞组、EC9706/pcDNA3.1-Kiss-1细胞

组的顺序逐渐增多, 图1为转染kiss-1基因组裸鼠

肿瘤组织HE染色图片, 肿瘤细胞之间坏死组织

广泛分布.
2.3 Western blot法检测kiss-1基因转染裸鼠移植转染裸鼠移植

瘤组织蛋白表达 免疫细胞化学法检测结果显示, 
Kiss-1蛋白和在三组细胞中的表达主要定位于

胞质, 采用HPIAS-1000高清晰图像处理系统进

行图像分析, Kiss-1蛋白在转染组中的平均吸光

度(A值), 明显高于转染空质粒组和空白对照组

(P <0.05). Western blot检测结果见图2和表1.
2.4 RT-PCR法检测kiss-1基因转染裸鼠移植瘤组转染裸鼠移植瘤组

织kiss-1  mRNA表达 RT-PCR扩增结果经凝胶电

泳显示, kiss-1  mRNA RT-PCR扩增产物与预计

一致, 其片段大小为191 bp, 内参β-actin片段大

小为480 bp(图3). 扩增结果经凝胶灰度扫描而

对kiss-1  mRNA阳性表达进行定量, 在EC9706

表  1  转染前后不同组别裸鼠移植瘤组织中Kiss-1蛋白
的表达 (n  = 5)

     
分组                                       Kiss-1/β-actin	      F 值	 P 值

EC9706细胞组	           0.652±0.039	 	  

EC9706/pcDNA3.1细胞组  0.642±0.042  24.807  0.000

EC9706/pcDNA3.1-Kiss    0.790±0.029

-1细胞组	 	  

图  1  EC9706/pcDNA3.1-Kiss-1组裸鼠移植瘤组织学形态
(HE×200).

表  2  Kiss-1转染各组裸鼠移植瘤kiss-1  mRNA的表达 (n  
= 5)

     
分组                                     mRNA相对含量       F 值	 P 值

EC9706细胞组	           0.377±0.030	 	  

EC9706/pcDNA3.1细胞组  0.382±0.024  72.685  0.000

EC9706/pcDNA3.1-Kiss    0.535±0.014

-1细胞组	 	  

图  2  Western blot法检测kiss-1 基因转染裸鼠移植瘤组织
蛋白表达. 1: EC9706细胞组; 2: EC9706/pcDNA3.1细胞组; 

3: EC9706/pcDNA3.1-Kiss-1细胞组.

kiss-1

β-actin

15.4 kDa

42 kDa

1                    2                   3

■创新盘点
本文首次采用细
胞转染、RT-PCR
及Westren blot等
技术联合检测转
染kiss-1 基因后食
管癌EC9706细胞
裸鼠皮下移植瘤
成瘤情况及中瘤
组织Kiss -1蛋白
及mRNA表达的
情况.
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细胞组、EC9706/pcDNA3.1细胞组、EC9706/
pcDNA3.1-Kiss-1细胞组中kiss-1  mRNA的含量

依次增高, 组间比较差异具有统计学意义(F = 
72.685, P <0.05, 图3, 表2).

3  讨论

肿瘤发生发展过程中的侵袭和转移是影响其预

后的重要因素, 食管癌患者早期出现侵袭和转

移的生物学特性严重影响了患者的生存率, 目
前肿瘤转移抑制基因在肿瘤侵袭和转移中的

作用受到了普遍关注[5]. kiss-1基因是1996年Lee
等在人黑色素瘤细胞株中最先发现的一个新的

肿瘤转移抑制基因, 定位于染色体1q32-q41区. 
kiss-1基因编码的是一个有亲水性的145个氨基酸

组成的蛋白质, 其羧基末端(61-121)的54个氨基酸

是人孤儿G蛋白偶联受体(hOT7T175)的配体, 被
命名为转移抑素(metastin), 其与受体结合在人类

多种肿瘤中发挥了抑制肿瘤转移的作用[6-8], 但其

具体机制尚不十分明确. 
研究表明, kiss-1基因的异常表达与肾癌, 肾

癌、胃癌、肝癌、乳腺癌、胰腺癌及卵巢癌等

恶性肿瘤的浸润转移密切相关[9-14]. 我们前期的

实验研究显示: 食管鳞癌组织中的确存在kiss-1
基因的表达显著下调, 并且这种表达量的下调

与食管鳞癌的淋巴结转移有关[15-17]. 因此本课题

组在前期组织实验的基础上, 构建kiss-1基因真

核表达载体, 并将其转染入食管癌EC9706细胞, 
然后采用将不同组别的细胞注射入裸鼠体内, 
RT-PCR和Western blot技术首先验证kiss-1基因

转染成功, 并检测转染前后裸鼠移植瘤组织中

Kiss-1蛋白及mRNA的表达情况. 结果显示: 转
染kiss-1基因后食管癌EC9706细胞裸鼠移植瘤

组织中Kiss-1蛋白及mRNA的表达水平显著增

加(P <0.05). 自2001年Yan等首次克隆出kiss-1基
因并将其转入HT-1080细胞, 发现kiss-1基因降低

了MMP的表达而起到了抑制肿瘤转移的作用以

来, kiss-1基因与MMP的关系在胰腺癌、卵巢癌

及子宫内膜癌中也相继被发现. 我们通过以上

实验证明了在食管癌细胞中kiss-1基因的过表达

能抑制肿瘤的生长表达, 从而起到抑制肿瘤细

胞转移的作用; 转染kiss-1基因的肿瘤细胞其蛋

白及mRNA表达均显著上调, 转染kiss-1基因可

能能够抑制肿瘤组织的生长. 
kiss-1的确切功能目前尚不完全清楚, 有资

料报道kiss-1还可能通过MAPK信号转导途径、

Rac/Cdc42途径及PKC/PLC、Ca2+途径调节肿瘤

细胞的增殖、凋亡及抑制肿瘤细胞的转移[18-20]. 
因此对kiss-1基因进行深入、广泛的研究, 了解

其抑制肿瘤浸润和转移的具体机制, 可为肿瘤

的预后评估及临床治疗提供理论依据.
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