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Abstract
AIM: To screen stable peptidyl-prolyl cis/trans 
isomerase (Pin1)-knockdown esophageal 
squamous cell carcinoma cell strains and to 
study the effects of Pin1 down-regulation on 
the biological characteristics of esophageal 
squamous cell carcinoma cells (EC1).

METHODS: After EC1 cells were transfected 
with pmU6-Pin1 plasmid, cell strains stably ex-
pressing Pin1 siRNA were selected in the pres-
ence of G418. The expression of Pin1 protein 
was detected by Western blotting. After stable 
Pin1-knockdown cell strains were obtained, the 
impact of Pin1 knockdown on cell growth and 
apoptosis was detected by MTT assay and flow 
cytometry, respectively.

RESULTS: Western blot analysis showed that 
the expression of Pin1 protein was effectively in-
hibited in EC1 cell strains stably expressing Pin1 
siRNA. MTT assay and flow cytometry showed 
that Pin1 knockdown inhibited cell proliferation 
(the reduced rate of cell proliferation: 51.8%) and 
induced cell apoptosis (apoptosis rate: 46.39%). 
Inhibition of Pin1 could significantly increase 
the sensitivity of EC1 to cisplatin (CDDP) since 
the reduced rate of cell proliferation increased 
from 23.5% to 61.0% and the apoptosis rate from 
26.10% to 58.95%.

CONCLUSION: Stable Pin1-knockdown esopha-
geal squamous cell carcinoma cell strains provide 
a basis for studying Pin1 function in esophageal 
squamous cell carcinoma. The observation that 
Pin1 knockdown could increase the sensitivity of 
EC1 cells to CDDP provides new insight into the 
therapy of esophageal squamous cell carcinoma.

Key Words: Constitutive interference; Peptidyl-
prolyl cis/trans isomerase; Proliferation; Apoptosis; 
Cisplatin
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摘要
目的: 筛选稳定干扰Pin1的食管癌细胞系, 研
究Pin1表达与食管癌细胞生物学特征的关系. 

方法: 将针对Pin1基因的shRNA(pmU6-Pin1)
转染入EC1细胞, 经G418加压筛选稳定表达
Pin1小干扰RNA的细胞株, 用免疫印迹法检
测细胞中Pin1的表达, 确定筛选细胞系的正确
性. 通过MTT实验以及流式细胞仪检测Pin1抑
制对食管癌细胞增殖、凋亡的影响. 

结果: Western blot检测结果显示, Pin1蛋白表
达被成功抑制, 建立了稳定表达Pin1小干扰
RNA的细胞株(shPin1). 与正常EC1细胞比较, 
MTT实验和流式细胞术实验结果表明基因沉
默Pin1抑制食管癌细胞增殖(抑制率为51.8%), 
诱导细胞凋亡(凋亡率为46.39%); 并增加了
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■背景资料
Pin1的作用底物
涉及有丝分裂蛋
白、细胞骨架蛋
白、转录因子蛋
白以及凋亡蛋白
等, 与多种肿瘤的
发生密切相关. 阻
抑Pinl的功能或减
少其表达将能有
效地抑制癌症的
发生和肿瘤的进
程. 顺铂(CDDP)
是治疗癌症的常
用药物之一. 但一
些肿瘤细胞对顺
铂产生耐药性, 限
制了顺铂的临床
应用. 本研究利用
RNA干扰技术, 通
过药物筛选, 得到
稳定特异性抑制
Pin1的食管癌细胞
系, 检测对食管癌
细胞增殖、凋亡
的影响; 同时检测
对常用化疗药物
顺铂的敏感度, 以
期找到一种新的
食管癌治疗策略.

■同行评议者
李增山 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室



食管癌细胞EC1对顺铂的敏感性, 抑制食管
癌细胞增殖以及诱导细胞凋亡的能力均有所
增强, 抑制率从23.5%上升到61.0%, 凋亡率从
26.10%上升到58.95%.

结论: 稳定干扰Pin1食管癌细胞系的建立为进
一步研究Pin1在食管癌中的作用提供了研究
平台; 基因沉默Pin1增加了食管癌细胞对顺铂
的敏感性.

关键词: 稳定干扰; Pin1; 增殖; 凋亡; 顺铂
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0  引言

肽酰-脯氨酰顺反异构酶(Pinl)特异性地识别蛋

白质分子中已磷酸化的丝氨酸/苏氨酸-脯氨酸

(pSer/Thr-Pro)基序, 催化其肽键构型改变, 影响

磷酸化蛋白的功能[1,2]. Pin1的作用底物涉及有丝

分裂蛋白、细胞骨架蛋白、转录因子蛋白以及

凋亡蛋白等, 与多种肿瘤的发生密切相关[3-5]. 阻
抑Pinl的功能或减少其表达将能有效地抑制癌症

的发生和肿瘤的进程[6]. 顺铂(CDDP)是治疗癌症

的常用药物之一. 但一些肿瘤细胞对顺铂产生耐

药性, 限制了顺铂的临床应用. 本研究利用RNA
干扰技术, 通过药物筛选, 得到稳定特异性抑制

Pin1的食管癌细胞系, 检测对食管癌细胞增殖、

凋亡的影响; 同时检测对常用化疗药物顺铂的敏

感度, 以期找到一种新的食管癌治疗策略.

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌细胞系EC1由本教研室保存; 
Lipofectamine 2000购自Invitrogen; 四氮唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)购自Sigma公司; 顺
铂(CDDP)购自云南生物谷灯盏花药业有限公

司; G418购自北京索来宝公司; Annexin V-FITC/
PI凋亡检测试剂盒购自郑州宝赛生物有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 药物配制: 将顺铂(CDDP)配制成终浓度为

2 mg/L的工作液; 将G418配制成100 g/L的储存

浓度, 贮存于-20 ℃. 
1.2.2 针对Pin1基因shRNA序列的设计及shRNA
表达载体的构建及鉴定: 构建的干扰质粒命名

为pmU6-Pin1; 构建的阴性对照干扰质粒命名为

pmU6-4A. 
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1.2.3 稳定细胞系筛选: 将EC1细胞接种于6孔
板, 待其生长至60%-70%融合时转染, 方法遵循

Lipofectamine 2000操作手册. 48 h后细胞消化

传代, 24 h细胞贴壁后加入含400 mg/L G418的
1640培养基, 筛选稳定转染细胞. 待出现G418抗
性克隆时, 将克隆通过96孔板进行单克隆化, 筛
选稳定表达Pin1小干扰RNA的细胞系. 
1.2.4 蛋白印迹法检测Pin1蛋白表达: 分别提取

基因沉默细胞系以及对照细胞系, 进行细胞裂

解和蛋白提取, 测定蛋白浓度. 通过15% SDS-
PAGE分离后转至PVDF膜上, 4 ℃封闭过夜, 分
别加Pin1(R&D)和β-actin抗体(Santa Cruz)室温

孵育2 h, 0.05% PBST溶液洗膜, 加入红外标记的

二抗(LI-COR公司)室温孵育1 h, 0.05% PBST洗
膜后使用红外扫描检测膜上印迹的蛋白. 
1.2.5 MTT比色法测定细胞的生长抑制率: 取
对数生长期的食管癌E C1细胞以及基因沉默

Pin1细胞系, 接种于96孔板, 分4组: 对照组(EC1
组)、CDDP组、基因沉默Pin1细胞组以及基因

沉默Pin1+CDDP组. 细胞贴壁后, 按分组情况

相应加入2 g/L的CDDP, 48 h后分别加入MTT(5 
g/L)20 μL, 37 ℃温育4 h后弃培养液, 加DMSO 
150 μL, 振荡10 min, 结晶完全溶解. 在酶标仪上

于570 nm波长测吸光度(A )值, 空白对照调零. 并
按照下面公式计算各组对EC1细胞增殖活力的

抑制: 细胞抑制率(%) = (阴性对照组A值-实验

组A值/阴性对照组A值)×100%. 
1.2.6 流式细胞仪(FCM)测定细胞凋亡: 取对数

生长期的食管癌EC1细胞以及基因沉默Pin1细
胞系, 接种到6孔培养板上, 分组同上. 待细胞贴

壁后, 按分组相应的加入2 g/L的CDDP, 48 h后收

集细胞. 按照试剂盒说明书步骤处理细胞后, 直
接采用FACSort流式细胞仪(美国BD公司产品)
进行检测分析. 实验设置相应的对照组.

统计学处理 所有实验均重复3次, 数据以

-t-s表示, 统计学分析均使用SigmaPlot软件进行

处理, 各组间均数的比较采用t检验, 0.05为显著

性水平界值.

2  结果

2.1 基因沉默Pin1稳定细胞系中蛋白表达水平的

检测 Western blot实验结果显示, 与未处理组细

胞相比, 转染质粒pmU6-4A组的EC1细胞中Pin1
蛋白表达水平无明显变化; 稳定转染pmU6-Pin1
质粒的细胞系, 与其他两对照组细胞比较, 对靶

蛋白的沉默效果明显, 其表达抑制率达到了90%

www.wjgnet.com

■研发前沿
手术后化疗是食
管癌重要的辅助
治疗措施, 但由于
肿瘤细胞对化疗
药物的耐药性, 大
大增加了食管癌
治疗的难度. 如何
提高化疗药物的
敏感性, 具有重要
的临床意义.
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以上(图1). 
2.2 基因沉默Pin1增强了顺铂对食管癌EC1细胞

增殖的抑制作用 EC1细胞以及基因沉默Pin1的
EC1细胞系, 经CDDP处理48 h后, MTT法检测

细胞增殖的变化, 结果见表1. 将EC1细胞组作为

对照组, 基因沉默Pin1的细胞组显著抑制了食

管癌细胞的增殖(抑制率为51.8%), 并且增强了

顺铂抑制食管癌EC1细胞增殖的能力(抑制率为

61.0%), 与空白对照组以及CDDP组、shPin1组
分别比较, 差异均具有统计学意义(P <0.05). 
2.3 基因沉默Pin1增强了顺铂诱导食管癌EC1
细胞凋亡的能力 EC1细胞以及基因沉默Pin1的
EC1细胞系, 经CDDP处理48 h后, 流式细胞仪检

测细胞凋亡率的变化, 结果见表2, 图2. 基因沉

默Pin1后增强了EC1细胞的凋亡率(46.39%), 并
且增加了EC1细胞对顺铂的敏感性, 诱导细胞的

凋亡率从26.10%增加到了58.95%.

3  讨论

Pin1在许多肿瘤中过度表达, 被称为肿瘤发生的

催化分子[7]. 为了进一步了解Pin1在食管癌发生

中的作用, 我们通过构建特异性靶向Pin1的干扰

■应用要点
基因沉默Pin1可
以 提 高 C D D P 抑
制细胞增殖、诱
导细胞凋亡的能
力 ,  二 者 抑 制 食
管癌细胞增殖、

诱导食管癌细胞
凋亡的效应叠加
可提高抗肿瘤的
疗效.

表  1  抑制Pin1对EC1细胞增殖以及对CDDP敏感性的影响

     
	       

对照组      CDDP组       shPin1组
      shPin1+

				              CDDP组

A值	     1.2327±   0.9426±   0.5945±    0.4802±

	     0.01	      0.03	        0.05	          0.01

抑制率(%)    0.0	    23.5	      51.8	        61.0

表  2  基因沉默Pin1增强顺铂诱导的食管癌EC1细胞凋亡 (%)

     
	       

对照组      CDDP组       shPin1组
       shPin1+

				                CDDP组

UR	         8.03        12.77          18.18          31.69

LR	         4.82        13.33          28.21          27.26

总凋亡率	       12.85        26.10          46.39          58.95

(UR+LR)

1                 2                 3

b-actin

Pin1

图  1  基因沉默Pin1的Western blot检测.. 1: EC1 cell; 2: 

mu6-4A; 3: mu6-Pin1.

图  2  基因沉默Pin1对顺铂诱导的食管癌EC1细胞凋亡的影
响. A: EC1; B: shPin1; C: EC1+CDDP; D: shPin1+CDDP.
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质粒, 将其导入食管癌EC1细胞, 经过G418药物

筛选获得了稳定沉默Pin1表达的食管癌细胞株, 
并测定了基因沉默Pin1后对食管癌细胞增殖、

凋亡的影响. 结果显示, 抑制Pin1可以抑制食管

癌细胞的增殖、诱导细胞凋亡, 为我们更深入

地研究Pin1在食管癌发生中的作用机制奠定了

基础. 
手术后化疗是食管癌重要的辅助治疗措 

施[8], 但由于肿瘤细胞对化疗药物的耐药性, 大
大增加了食管癌治疗的难度. 如何提高化疗药

物的敏感性, 具有重要的临床意义. 随着科技的

发展, 信号转导通路中的信号分子逐渐成为癌

症靶向治疗中具有发展潜力的治疗方式[9]. 许多

方面的证据表明Pin1是一个具有潜力的癌症药

物治疗靶标, 抑制Pin1可以自发的抑制多条原癌

信号通路[10,11]. 
DNA损伤在食管癌的发病机制中占有重要

地位[12]. 各种DNA损伤性应激刺激细胞所导致

的细胞周期阻滞或凋亡, 是因为野生型p53的作

用所致. 而野生型p53的积聚与稳定, 是由Pin1
所调节的[5,13,14]. 顺铂作为DNA损伤剂, 其作用机

制在于引起DNA复制障碍, 诱导细胞凋亡, 并且

这种凋亡为p53依赖性的[15]. 因此我们推测抑制

Pin1可能增强肿瘤细胞对顺铂的敏感性. 本研究

结果证实了这一推测. 基因沉默Pin1可以提高

CDDP抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的能力, 二
者抑制食管癌细胞增殖、诱导食管癌细胞凋亡

的效应叠加可提高抗肿瘤的疗效, 为探讨食管

癌治疗中常规化疗药结合特异性信号通路阻断

的治疗新策略提供思路与理论依据.
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■同行评价
本研究通过抑制
Pin1在食管癌细
胞系EC1中的表
达, 发现可抑制细
胞的增殖, 并提高
对化疗药物的敏
感性, 为探讨Pin1
在食管癌中的治
疗作用提供了一
定的研究基础.


