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Abstract
AIM: To investigate the expression of dikkopf-1 
(DKK1) in esophageal carcinoma tissue and four 
esophageal carcinoma cell lines and to explore 
the impact of DKK1 overexpression on cell cycle 
and invasion in EC9706 cell line.

METHODS: The expression of DKK1 in esopha-
geal carcinoma tissues was detected by immu-
nohistochemistry, and the distribution of DKK1 
in esophageal carcinoma cell line TE13 was 
observed by immunofluorescence. Western blot 
was used to investigate the expression of DKK1 
in esophageal carcinoma tissues and matched 

normal esophageal tissues, as well as in four 
esophageal carcinoma cell lines. A eukaryotic 
expression vector of DKK1 was constructed and 
transfected into EC9706 cells to evaluate the 
impact of DKK1 overexpression on cell cycle by 
flow cytometry and on cell invasion by Boyden 
chamber assay.

RESULTS: DKK1 was highly expressed in 
esophageal carcinoma tissues and mainly dis-
tributed in the cytoplasm of TE13 cells. The 
expression of DKK1 protein in carcinoma was 
obviously higher than that in matched normal 
esophageal tissue. Differential expression of 
DKK1 was observed in four esophageal car-
cinoma cell lines. Overexpression of DKK1 in 
EC9706 cells decreased the percentage of cells in 
G0/G1 phase and increased the percentage of 
cells in sphase and the number of cells penetrat-
ing through the membrane of Boyden chamber 
(252 ± 6.71 vs 99.18 ± 3.02; 252 ± 6.71 vs 112.33 ± 
3.21, all P < 0.01).

CONCLUSION: DKK1 is overexpressed in esoph-
ageal carcinoma. Overexpression of DKK1 in 
EC9706 cells remarkably promoted cell invasion 
and progression from G1 phase to S phase.

Key Words: Esophageal carcinoma; Dikkopf-1; Eu-
karyotic expression vector; Invasion
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摘要
目的: 探讨Dikkopf-1(DKK1)对食管癌细胞周
期、侵袭能力的影响.  

方法: 采用免疫组织化学的方法检测DKK1
在食管癌组织中的表达, 并通过免疫荧光对
DKK1在细胞中的分布进行定位分析; 应用
Western blot检测食管癌组织及其配对的正常
食管组织和4株食管癌细胞系中DKK1蛋白表
达水平. 通过构建过表达DKK1的真核表达载
体, 将其转染到食管癌EC9706细胞中, 观察细

®

■背景资料
Dikkopf 1(DKK1)
是Wnt/β-catenin
信号通路中重要
的抑制因子, 在肿
瘤进程中的作用
已引起广泛关注, 
DKK1在不同的肿
瘤中表达水平有
很大的差异, 其作
用机制尚未清楚. 

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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胞周期和侵袭能力的改变. 

结果: 免疫组织化学检测食管癌组织中DKK1
阳性表达率为83.34%, 免疫荧光结果显示
DKK1主要呈细颗粒状散在分布于细胞质中. 
Western blot检测表明DKK1在食管癌组织中
的表达明显高于配对的正常食管组织; 在4株
食管癌细胞系中均有不同程度的表达. 在食管
癌细胞系EC9706中过表达DKK1, S期细胞所
占比例明显升高(57.25% vs  45.87%, P <0.05), 
在Boyden小室中穿透基底膜的细胞数目也明
显增加(252±6.71 vs  99.18±3.02; 252±6.71 
vs  112.33±3.21, 均P <0.01).

结论: DKK1在食管癌组织中呈高表达, 并且
在4个食管癌细胞系中均有表达, 在EC9706细
胞中过表达DKK1后能够促进细胞由G0/G1期
向S期转变, 同时能够增加细胞的侵袭能力.

关键词: 食管癌; Dikkopf-1; 真核表达载体; 侵袭
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0  引言

食管癌是发病率和死亡率较高的消化系恶性肿

瘤之一, 尽管采用以手术为主的放疗、化疗等

综合治疗已明显提高了患者的5年生存率, 食管

癌转移仍是影响预后的主要因素, 研究肿瘤发

生转移的分子机制成为当前的热点[1]. Dikkopf 
1(DKK1)是Wnt/β-catenin信号通路中重要抑制

因子 ,  在肿瘤进程中的作用已引起广泛关注 , 
DKK1在不同的肿瘤中表达水平有很大的差异, 
其作用机制尚未清楚[2-7]. 本研究在蛋白质水平

对食管癌组织以及4株食管癌细胞株进行检测, 
探讨其在食管癌转移过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌及配对的正常食管组织来自河

北医科大学第二医院胸外科2006-06/2008-06
手术切除的138例食管癌患者 .  人食管癌细

胞株由天津市胸科医院张逊教授惠赠 ,  包括

K Y S E-150、K Y S E-510、E C9706和T E13. 
D K K1表达质粒p C M V-Ta g-2b由河北医科大

学病理教研室张祥宏教授惠赠. 限制性内切酶

Bam HⅠ、Eco RⅠ, T4 DNA连接酶, Taq DNA聚

合酶、蛋白Marker和碘化丙啶(PI)购自Promega

公司; 质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自Qia-
gen公司; RPMI 1640、新生小牛血清(newborn 
calf serum, NBS)及Lipofectmine2000购自Gibco
公司; DKK1兔抗人单克隆抗体及兔抗人β-actin
多克隆抗体购自Invitrogen公司; Boyden小室购

自美国Millipore公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌细胞用含100 mL/L 
NBS、100 mg/L链霉素、100 kU/L青霉素的

RPMI-1640培养, 在37 ℃、50 mL/L CO2细胞培

养箱中培养.  细胞进入对数生长期后, 用PBS清
洗2次, 0.25%胰酶消化, 制备成2.5×108/L单细

胞悬液, 接种到6孔板内培养. 
1.2.2 免疫组织化学和免疫荧光检测DKK1表达: 
组织化学检测食管癌石蜡切片中DKK1的表达. 
石蜡切片抗原热修复后, 按照说明书采用SP免
疫组织化学法进行操作, 用PBS代替一抗作阴性

对照, 已知阳性片作阳性对照. 染色结果由2名
病理科医生采用双盲原则评定. 浅黄至棕黄色

为阳性细胞[8]. 
在6孔板中水平置入载玻片进行细胞培养, 

当细胞生长达40%-50%时取出载玻片, 4%多聚

甲醛固定细胞, 用0.1% Triton X-100 PBS溶液浸

透5 min, 然后加入含100 mL/L山羊血清的PBS
室温封闭30 min. 用含有30% BSA的PBS 1∶100
稀释一抗, 室温下孵育60 min后用PBS洗5 min×
3次, 罗丹明标记的二抗在室温下反应60 min进
行染色, 再用PBS洗5 min×3次, 用DAPI对细胞

核进行染色, 最后在激光共聚焦显微镜下进行

观察. 
1.2.3 Western blot检测DKK1的表达: 分析4例患

者的食管癌组织与配对的正常组织中DKK1表
达. 收集进入对数生长期的人食管癌细胞, 向6
孔板中加入RIPA在冰上进行裂解(300 μL/孔, 其
中PMSF浓度为0.1%), 30 min后将其收集在1.5 
mL EP管中, 4 ℃, 15 000 r/min离心15 min, 收集

上清液用BCA法测定蛋白浓度. 组织蛋白提取

时, 首先在液氮中研磨成粉末状, 再加入RIPA裂

解, 其余步骤同细胞蛋白提取. 每个样品取50 μg
蛋白进行10% SDS-PAGE胶电泳, 蛋白电转移到

PVDF膜上; 5%脱脂奶粉4 ℃过夜封闭, 用DKK1
的兔抗人单克隆一抗(1∶500)室温下孵育2 h, 
然后用过氧化物酶标记的羊抗兔二抗(1∶5000
稀释)室温下孵育30 min[7], 以β-actin为内参, 用
Bandscan5.0软件分析蛋白条带总灰度值, 检测

表达差异. 

■研发前沿
对 于 D K K 1 在 不
同肿瘤中的表达
差异已有较多报
道, 但对于在肿瘤
中的具体作用机
制及功能的研究
报道较少, 尤其在
食管癌中的报道
较少. 
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1.2.4 D K K1表达载体的构建: 根据D K K1在
GeneBank中mRNA(NM: 012242.2)的序列, 设计

PCR引物, Forward: 5'-TGGATCCATGATGGCTC
TGGGCGCAGCGGGAG-3', Reverse: 5'-CGAAT
TCTTAGTGTCTCTGACAAGTGTGAAGCCTA
GAAG-3', 在5'端分别引入酶切位点Bam HⅠ和

Eco RⅠ, PCR产物的大小为815 bp. 扩增的产物

与pMD-18T载体连接, 构建的质粒进行Bam H
Ⅰ-Eco RⅠ双酶切鉴定, 插入正确的片段亚克隆

到pCMV-Tag-2b载体上, 构建成DKK1表达载体

pCMV-Tag-2b-DKK1, 再进行酶切鉴定和测序

分析. 
1.2.5 Real-time PCR检测DKK1的mRNA变化:  
将构建的DKK1表达载体pCMV-Tag-2b-DKK1
和空载体pCMV-Tag-2b分别转染食管癌细胞

EC9706, 继续培养48 h后收集细胞, TRIzol法提

取总RNA, 取1 μg总RNA用随机引物反转录为

cDNA, Real-time PCR扩增DKK1基因, 引物序列: 
Forward 5'-CAACGCTATCAAGAACCTGC-3', 
Reverse: 5'-GATCTTGGACCAGAAGTGTC-3'; 
内参GAPDH引物序列为: Forward: 5'-GGCAT
GGACTGTGGTCATGA-3', Reverse: 5'-TGGX
GTGTGAACCACGAGAA-3'. 条件为: 95 ℃, 
10 min预变性, 95 ℃变性5 s, 60 ℃退火34 s, 
74 ℃荧光检测3 s, 重复40个循环. 70 ℃-95 ℃
绘制熔解曲线, 使用SYBR Green检测荧光改

变, 以2-ΔΔCt值比较两组之间差异, 并进行数据

分析. 
1.2.6 流式细胞术分析细胞周期: 将人食管癌细

胞EC9706接种到6孔板中, 分为转染pCMV Tag-
2b-DKK1(实验组)和pCMV-Tag-2b(对照组)两
组, 每组设3个复孔. 细胞转染48 h后, 消化细胞

制备成单细胞悬液, 4 ℃, 1 000 r/min×5 min离
心后再悬浮2次, 400目滤网过滤细胞悬液, 离心

后用750 mL/L乙醇1 mL固定细胞18 h, 之后用

PBS重悬细胞, 4 ℃, 1 000 r/min×5 min离心后

在悬浮2次, 200 μL RNase A(1 g/L)在37 ℃孵育

30 min, 加入800 μL PI染色液混匀后4 ℃避光染

色30 min. 在流式细胞仪上检测各个时相的细

胞分布. 
1.2.7 DKK1对食管癌细胞侵袭能力的影响: 人
食管癌EC9706细胞接种到12孔板中, 细胞融合

度为80%时进行转染, 分为转染pCMV-Tag-2b-

■相关报道
Sikandar最新报道
了 D K K 1 对 细 胞
周期和细胞凋亡
的调控作用.

图  1  免疫组织化学染色检测DKK1在食管癌组织中的表达(×100). A: DKK1在食管癌中强表达; B: DKK1在食管癌中弱表达; 

C: DKK1在食管癌中不表达; D: DKK1在食管癌中主要分布在细胞质中(罗丹明染色); E: 细胞核(DAPI染色); F: D+E.
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图  2  Western blot检测DKK1在食管癌中的表达. A: DKK1

在4株食管癌中的表达; B: DKK1在食管癌组织和配对的远

癌正常组织中表达. T: 癌组织; N: 正常组织. 
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DKK1(实验组)、pCMV-Tag-2b(对照组)和没有

转染载体的空白组. 实验前用300 μL DMEM水

化Boyden小室. 转染EC9706细胞18 h后用Opti-
MEM重悬细胞, 调整浓度为3×108/L, 取300 μL
单细胞悬液接种到上室内; 下室内为500 μL的
含100 mL/L NBS的RPMI-1640培养基, 37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱内培养48 h. 取出Boyden小室, 
移走上室内的培养液, 用棉棒将上室内未穿膜

的细胞轻轻刮掉, 置于0.1%结晶紫染色液中30 

min; 取出小室, 用蒸馏水漂洗干净[9]; 镜下观察

并统计各组穿膜细胞数并进行统计分析.

2  结果

2.1 免疫组织化学和免疫荧光检测DKK1在食

管癌组织和食管癌细胞系中表达 通过免疫组

织化学分析了138例手术切除的食管癌标本中, 
DKK1强阳性表达88例(63.77%), 弱阳性表达27
例(19.57%), 阴性表达23例(16.66%), DKK1在食

■创新盘点
本文主要对DKK1
在食管癌细胞中
增殖、细胞周期
和侵袭能力进行
了探讨. 
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管癌组织中的阳性表达率为83.34%(图1A-C). 免
疫荧光检测食管癌细胞TE13中的DKK1的表达, 
结果显示DKK1主要分布在细胞质中, 呈细颗粒

状散在分布(图1D-F).
2.2 Western blot检测DKK1在食管癌组织和食

管癌细胞系中的表达 DKK1在食管癌组织中呈

高表达, 在配对的远癌正常组织中呈低表达(图
2A). 通过对4株食管癌细胞系中DKK1表达分析, 
结果表明DKK1在细胞系中有不同程度的表达, 
其中在TE13中表达最高, 而在EC9706细胞中的

表达很低(图2B).
2.3 DKK1表达质粒的构建 应用真核表达载体

pCMV-Tag-2b构建了DKK1表达质粒pCMV-Tag-
2b-DKK1, 经Eco RⅠ-Bam H I双酶切鉴定和测

序分析表明构建的重组质粒正确(图3A-C). 将
构建成的过表达DKK1质粒转染食管癌细胞系

EC9706后, Real-time PCR检测DKK1在EC9706
细胞中的表达, 结果表明DKK1的表达能够增加

27.15倍(图3D-E). 
2.4 D K K1对食管癌E C9706细胞周期的影响 
人食管癌细胞系在转染pCMV-Tag-2b-DKK1
的E C9706细胞中S期细胞所占的比例明显升

高(57.25% vs  45.87%), 而G0/G1期细胞所占

的比例降低, 表明DKK1参与细胞周期的调控

(图4).
2.5 DKK1对食管癌细胞EC9706侵袭能力的影响 
通过转染pCMV-Tag-2b-DKK1的EC9706细胞通过

Boyden小室基底膜的细胞数(112.33±3.21)明显

地高于转染对照组(99.18±3.02)和空白组的细胞

数(252±6.71), 表明过表达DKK1的EC9706细胞

侵袭能力有明显的增加(图5). 

3  讨论

Wnt/β-catenin信号通路的异常在肿瘤的发生发

展过程中具有重要的作用[10-14]. DKK1是一种分

泌性糖蛋白, 能够与细胞膜上的Wnt受体LRP5
和DKK1共受体Kremen1结合, 形成内吞小体, 从
而阻断Wnt信号通路[15-18]. DKK1在不同的肿瘤

中表达水平不一. 在胃肠道肿瘤、乳腺癌、胶

质瘤中DKK1的表达降低或缺失[9,19,20], 而在肝

癌、食管癌、黑色素瘤等肿瘤中DKK1的表达

明显的升高[21,22], 这种差异性的表达在肿瘤中的

意义尚不完全清楚. 
Yamabuki等[23]分析食管鳞癌的基因表达谱

发现, DKK1在癌组织中的表达水平明显高于癌

旁组织, 且与预后相关, 可能成为临床上食管癌

诊断及预后判断的标志物. Darlavoix等的研究

表明DKK1在Barrett's食管中的过表达增加了转

变为食管腺癌的风险. 本研究通过对食管癌组

织和食管癌细胞系的研究结果显示: DKK1在多

数食管癌组织中高表达(83.34%), 且在食管癌

组织中的表达明显地高于配对的远癌正常食管

组织; 免疫组织化学和Western blot检测的结果

一致. 在4株食管癌细胞系中也有不同程度的表

达, TE13中的表达最高, 而在EC9706细胞中的表

达量最低; 免疫荧光检测DKK1在食管癌细胞中

■应用要点
本研究针对DKK1
在食管癌中的表
达做出了分析, 并
且在食管癌细胞
株中进行了过表
达后研究癌细胞
增殖、细胞周期
和侵袭能力的改
变, 今后的研究中
其将深入探讨作
用机制, 有可能成
为肿瘤生物治疗
的靶点.  
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图  5  Boyden chamber检测EC9706细
胞过表达DKK1后侵袭能力的改变(结
晶紫染色×100). A: 空白组; B: 对照组; 

C: 实验组; D: 穿过Boyden chamber细

胞数目的统计学分析. bP<0.01 vs  空白

组和对照组.    
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主要分布于细胞质, 呈细颗粒状散在分布, 符合

DKK1是一分泌型蛋白的特点[24]. 这些结果为我

们研究DKK1在肿瘤中的作用提供了线索. 
在研究DKK1对食管癌细胞的生物学作用

时, 我们选择EC9706细胞进行研究, 该细胞系中

内源性DKK1的表达水平很低. 细胞周期分析的

结果显示DKK1能够促进EC9706细胞由静止期

向DNA合成期转变, 这可能是与DKK1能够促

进细胞的增殖有关. 有关DKK1与细胞增殖、细

胞周期的关系已有相关的报道[25,26], 具体的作用

机制有待进一步深入的研究. Boyden小室实验

结果表明: 过表达DKK1的EC9706细胞能够明

显的增加穿过小室基底膜的细胞数, 因此, 我们

认为DKK1能够提高食管癌细胞EC9706的侵袭

能力, 在肿瘤发生转移的过程中具有促进作用. 
本研究的结果与Kuang等[27]的研究结果相吻合, 
DKK1的过表达能够增加细胞的侵袭能力. 

我们通过对DKK1在食管癌中的表达和功

能水平上的研究, 证明其在食管癌发生发展过

程中具有重要的作用, 具体在Wnt/β-catenin信号

通路中的调控机制, 需要我们进一步深入探讨.
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