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■背景资料
食管癌是我国特
别是河南省最常
见的肿瘤之一, 在
林州, 食管癌发生
率距全国首位, 虽
然手术和放化疗
可以挽救一些患
者的生命, 但转移
的高发却使食管
癌的治愈率不理
想, 了解其转移的
机制就至关重要, 
本文就此做了相
关研究. 
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of small interfer-
ing RNA (siRNA)-mediated blockade of CXCR4 
signaling on the expression of MMP-9 in human 
esophageal carcinoma cell line EC9706 and to 
provide an experimental foundation for further 
elucidating the role of CXCR4 in metastasis and 
invasion of esophageal carcinoma (ESCC). 

METHODS: Two siRNAs targeting the CXCR4 
gene and one fluorescence-labeled negative con-
trol siRNA were chemically synthesized and 
transfected into EC9706 cells, Non-transfected 
EC9706 cells were used as blank controls. The 
transfection efficiency was evaluated by fluo-

rescence microscopy. Both CXCR4 and MMP-9 
mRNA and protein levels were detected by semi-
quantitative RT-PCR and Western blot 48 h after 
transfection. Boyden chamber assay was used to 
evaluate the invasion capability of cells in vitro 
and MTT assay was used to evaluate cell growth.

RESULTS: The two siRNAs targeting the 
CXCR4 gene efficiently suppressed the expres-
sion of CXCR4 in EC9706 cells at both mRNA 
and protein levels compared to negative and 
blank controls (all P < 0.05). The expression 
of MMP-9 mRNA and protein in EC9706 cells 
transfected with the two siRNAs targeting the 
CXCR4 gene was also suppressed significantly 
compared to the two control groups (all P < 
0.05). Boyden chamber assay results showed that 
the number of cells that have passed through 
the membrane were decreased in EC-9706 cells 
transfected with two CXCR4-specific siRNAs 
compared to the two control groups (both P < 
0.05). Transfection of CXCR4-specific siRNAs 
greatly decreased the growth of EC9-706 cells 
compared to control cells (both P < 0.05).

CONCLUSION: CXCR4 may play a role in the 
metastasis and invasion of ESCC possibly by 
controlling the expression of MMP-9. CXCR4 
may be a potentially valuable therapeutic target 
for ESCC.

Key Words: Esophageal carcinoma; CXC chemokine 
receptor 4; Matrix metalloproteinase-9; Gene regu-
lation
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摘要 
目的: 探讨在食管鳞癌EC-9706细胞中沉默
CXCR4基因对MMP-9基因表达的影响, 为阐
明CXCR4基因在食管鳞癌侵袭转移中的作用
提供实验依据. 
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■研发前沿
本文研究把重点
放在CXCR4基因
上, 对此基因的研
究早期主要集中
于艾滋病, 近年来
发现他不仅在艾
滋病中具有研究
意义, 在癌症中特
别是在癌症的早
期侵袭转移中的
研究意义同样重
要, 因此本文就把
重点放在CXCR4
在癌症的早期侵
袭 转 移 中 的 作
用, 把他和与侵袭
转移相关的基因
MMP-9结合研究
是本文的一个重
点, 下一步作者希
望在裸鼠体内再
进一步研究. 

方法: 化学合成2条靶向CXCR4基因的siRNA1
和siRNA2, 同时设立荧光标记阴性对照和空
白对照. 脂质体法转染入EC-9706细胞, 荧光
显微镜下观察转染效率. 转染48 h后, 半定量
RT-PCR检测各组细胞CXCR4和MMP-9基因
mRNA表达的变化, Western blot检测各组细胞
CXCR4和MMP-9基因蛋白表达的变化, 侵袭
小室检测各组细胞穿膜细胞数的变化, MTT
检测各组细胞的A值. 

结果: 与阴性对照和空白对照相比, 转染CXCR4 
siRNA1和siRNA2组细胞CXCR4 mRNA和蛋
白的表达明显降低 ,  差异具有统计学意义
(P <0.05); 同时与阴性对照和空白对照相比, 
转染CXCR4 siRNA1和siRNA2组细胞MMP-9 
mRNA和蛋白的表达同样明显降低, 差异具
有统计学意义(P <0.05); 转染CXCR4 siRNA1
和s iRNA2组细胞穿膜细胞数与阴性对照和
空白对照相比明显下降 ,  差异具有统计学
意义(P <0.05); M T T结果显示转染C X C R4 
siRNA1和siRNA2组细胞增殖能力下降, 与阴
性对照和空白对照相比差异具有统计学意义
(P <0.05). 

结论: 在食管鳞癌EC9706中存在CXCR4基因
对MMP-9基因的调控作用, CXCR4基因有可
能通过调控MMP-9基因的表达参与食管鳞癌
细胞的浸润转移, CXCR4有可能成为食管鳞
癌基因治疗的有效靶点. 

关键词: 食管鳞癌; CXC趋化因子受体4; 基质金属

蛋白酶-9; 基因调控

刘剑, 王峰, 朱利楠, 何炜, 王留兴, 樊青霞. 沉默CXCR4基因对

食管鳞癌EC-9706细胞中MMP-9基因表达的影响.  世界华人

消化杂志  2011; 19(28): 2913-2918

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2913.asp

0  引言

食管鳞癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 由于, 由于由于

其早期的浸润转移, 预后不佳. 自Muller等, 预后不佳. 自Muller等预后不佳. 自Muller等. 自Muller等自Muller等Muller等等[1]首

次报道趋化因子受体与肿瘤浸润转移的关系

后, 越来越多的趋化因子受体在随后的研究中, 越来越多的趋化因子受体在随后的研究中越来越多的趋化因子受体在随后的研究中

被发现与肿瘤的发生、发展关系密切 . 其中.  其中其中

CXC趋化因子受体4(CXC chemokine receptor4,趋化因子受体4(CXC chemokine receptor4,4(CXC chemokine receptor4, 
CXCR4)及其配体基质细胞衍生因子-1(stromal及其配体基质细胞衍生因子-1(stromal-1(stromal 
cell derived factor 1, SDF-1)[2]组成的生物轴在至

少26中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞26中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞

中表达, 是表达最为广泛的趋化因子受体, 干, 是表达最为广泛的趋化因子受体, 干是表达最为广泛的趋化因子受体, 干, 干干
扰该生物轴的作用可以影响肿瘤细胞的浸润

转移[3]. 大量研究证明基质金属蛋白酶-9(matrix大量研究证明基质金属蛋白酶-9(matrix-9(matrix 
metalloproteinase-9, MMP-9)在食管鳞癌中高表在食管鳞癌中高表

达, 且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关, 且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关[4,5]. 
本文通过RNAi技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706RNAi技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706EC-9706
中CXCR4基因的表达, 观察其对MMP-9基因表CXCR4基因的表达, 观察其对MMP-9基因表基因的表达, 观察其对MMP-9基因表, 观察其对MMP-9基因表观察其对MMP-9基因表MMP-9基因表基因表

达的影响, 同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706, 同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706EC-9706
浸润转移和增殖能力的影响 , 为进一步阐明,  为进一步阐明为进一步阐明

CXCR4在食管鳞癌浸润转移中的作用机制提供在食管鳞癌浸润转移中的作用机制提供

理论依据, 为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点., 为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点.为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点.. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 食管鳞癌EC-9706细胞、NIH3T3细胞EC-9706细胞、NIH3T3细胞细胞、NIH3T3细胞NIH3T3细胞细胞

由郑州大学基础医学院保存提供; 胎牛血清购; 胎牛血清购胎牛血清购

自杭州四季青公司; 1640培养液购自Gibco公司;; 1640培养液购自Gibco公司;培养液购自Gibco公司;Gibco公司;公司;; 
脂质体转染试剂LipofectamineLipofectamineTM2000及RNA提及RNA提RNA提提

取试剂TRIzol均购自Invitrogen公司; CXCR4兔TRIzol均购自Invitrogen公司; CXCR4兔均购自Invitrogen公司; CXCR4兔Invitrogen公司; CXCR4兔公司; CXCR4兔; CXCR4兔兔
抗人多克隆抗体、MMP-9多克隆抗体、MMP-9多克隆抗体、多克隆抗体、β-actin
兔抗人多克隆抗体及辣根过氧化物酶标记羊抗

兔抗体均购自北京中杉金桥生物技术公司; RT-; RT-
P C R一步法试剂盒购自大连宝生物工程有限

公司; 胰蛋白酶、MTT均购自美国Sigma公司;胰蛋白酶、MTT均购自美国Sigma公司;MTT均购自美国Sigma公司;均购自美国Sigma公司;Sigma公司;公司;; 
Boyden chamber购自江苏海门麒麟医用仪器厂;购自江苏海门麒麟医用仪器厂;;  
Matrigel胶购自北京大学医学部细胞生物学实验胶购自北京大学医学部细胞生物学实验

室; 其他常规试剂均为进口分装或国产分析; 其他常规试剂均为进口分装或国产分析其他常规试剂均为进口分装或国产分析纯.. 
1.2 方法方法

1.2.1 siRNA靶序列的选择及合成:靶序列的选择及合成:: 根据Gene-根据Gene-Gene-
B a n k中C X C R 4基因的序列设计两对靶向中C X C R 4基因的序列设计两对靶向C X C R 4基因的序列设计两对靶向基因的序列设计两对靶向

CXCR4的s iRNA序列, 采用BLAST同源性检的s iRNA序列, 采用BLAST同源性检s iRNA序列, 采用BLAST同源性检序列, 采用BLAST同源性检, 采用BLAST同源性检采用BLAST同源性检BLAST同源性检同源性检

索确认与人类基因无明显同源性 . 分别为 :.  分别为 :分别为 :: 
s iRNA1序列为: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-序列为: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-
CAAAGdTdT-3'; s iRNA2序列为: 5'-CUG-序列为: 5'-CUG-: 5'-CUG-
GGCAGUUGAUGCCGUGdTdT-3'. 均由郑州创均由郑州创

生生物公司合成, PAGE纯化. 同时设计荧光标记, PAGE纯化. 同时设计荧光标记纯化. 同时设计荧光标记. 同时设计荧光标记同时设计荧光标记

的对照组siRNA(与人类基因无同源性).siRNA(与人类基因无同源性).与人类基因无同源性).). 
1.2.2 细胞培养与转染:细胞培养与转染:: 食管鳞癌E C-9706细E C-9706细细
胞在含有100 mL/L胎牛血清的1640培养基中,100 mL/L胎牛血清的1640培养基中,胎牛血清的1640培养基中,1640培养基中,培养基中,, 
37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2条件下培养, 细胞培养2 d即, 细胞培养2 d即细胞培养2 d即2 d即即
更换1次培养液. 转染前24 h, 将EC-9706细胞用. 转染前24 h, 将EC-9706细胞用转染前24 h, 将EC-9706细胞用24 h, 将EC-9706细胞用将EC-9706细胞用EC-9706细胞用细胞用

胰蛋白酶消化、传代至24孔培养板, 每孔2×1024孔培养板, 每孔2×10孔培养板, 每孔2×10, 每孔2×10每孔2×102×105

细胞, 使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分, 使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分1640培养基培养. 实验分培养基培养. 实验分. 实验分实验分

为4组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-4组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-组为空白对照组, B组为转染阴性siR-, B组为转染阴性siR-组为转染阴性siR-siR-
NA组, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2组, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2siRNA1组, D组为转染siRNA2组, D组为转染siRNA2, D组为转染siRNA2组为转染siRNA2siRNA2
组; 每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞; 每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞, 实验重复3次. EC-9706细胞实验重复3次. EC-9706细胞3次. EC-9706细胞次. EC-9706细胞. EC-9706细胞细胞

培养6 h后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获6 h后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获, 继续培养48 h, 收获继续培养48 h, 收获48 h, 收获收获

细胞, 进行后续试验., 进行后续试验.进行后续试验.. 
1.2.3 半定量RT-PCR检测各组细胞CXCR4和半定量RT-PCR检测各组细胞CXCR4和RT-PCR检测各组细胞CXCR4和检测各组细胞CXCR4和CXCR4和和
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■创新盘点
虽然有相关文章
研究CXCR4在食
管癌发生、发展
侵袭转移中的作
用 ,  MMP-9在食
管癌侵袭转移中
的重要作用, 但本
文将二者联系起
来 ,  研 究 表 明 了
CXCR4通过�种
途径, 如�参与食
管癌发生、发展
侵袭转移. 

MMP-9基因表达变化:基因表达变化:: 用TRIzol试剂提取细胞TRIzol试剂提取细胞试剂提取细胞

总RNA, 样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCRRNA, 样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCR样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCR. 根据RT-PCR根据RT-PCRRT-PCR
试剂盒说明书, 将CXCR4与, 将CXCR4与将CXCR4与CXCR4与与β-act in、MMP-9、MMP-9MMP-9
与β-ac t in分别进行同管扩增. CXCR4引物分别进行同管扩增. CXCR4引物. CXCR4引物引物为:: 
上游序列: TCTTCTTAACTGGCATTGTG, 下: TCTTCTTAACTGGCATTGTG, 下下
游序列: AGAGGTTGACTGTGTAGATG, 扩: AGAGGTTGACTGTGTAGATG, 扩扩
增片段长度为219 bp; MMP-9引物为: 上游序219 bp; MMP-9引物为: 上游序引物为: 上游序: 上游序上游序

列: GGATGGAGGTGATATGTGAA, 下游序列:: GGATGGAGGTGATATGTGAA, 下游序列:下游序列:: 
GCAGGCATAAGAGGAGTG, 扩增片段长度扩增片段长度

为: 121 bp;: 121 bp; β-actin引物为: 上游序列: GGCAG-引物为: 上游序列: GGCAG-: 上游序列: GGCAG-上游序列: GGCAG-: GGCAG-
CAGGATGAGATTC; 下游序列: GGAGTCTG-下游序列: GGAGTCTG-: GGAGTCTG-
TAGTCTTCACC, 扩增片段长度为: 391 bp. 引扩增片段长度为: 391 bp. 引: 391 bp. 引引
物由赛百胜生物有限公司设计合成. RT-PCR. RT-PCR
反应体系总体积为2525 μL, 加入0.5加入0.50.5 μL的总RNA,的总RNA,RNA, 
上、下游引物各0.50.5 μL. 50 ℃ 30 min进行逆转录进行逆转录

反应, 94 ℃ 2 min使RNase失活, 然后94 ℃变性, 94 ℃ 2 min使RNase失活, 然后94 ℃变性使RNase失活, 然后94 ℃变性RNase失活, 然后94 ℃变性失活, 然后94 ℃变性, 然后94 ℃变性然后94 ℃变性94 ℃变性变性

30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行32退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行3230 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行32延伸1 min, 共进行321 min, 共进行32共进行3232
个循环, 最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5, 最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物572 ℃延伸10 min. 取PCR产物5延伸10 min. 取PCR产物510 min. 取PCR产物5取PCR产物5PCR产物5产物55 μL
行1.2%琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分1.2%琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分, 使用SYNGENE凝胶分使用SYNGENE凝胶分SYNGENE凝胶分凝胶分

析系统软件扫描各条带灰度值, 分析CXCR4和, 分析CXCR4和分析CXCR4和CXCR4和和
MMP-9基因在各组细胞中的相对表达水平.基因在各组细胞中的相对表达水平.. 
1.2.4 We s t e r n b l o t检测各组细胞C X C R4和检测各组细胞C X C R4和C X C R4和和

MMP-9蛋白表达变化:蛋白表达变化:: 按照细胞蛋白提取试剂按照细胞蛋白提取试剂

盒说明书, 提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克, 提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克. 参考《分子克参考《分子克

隆操作指南》Western blot操作步骤, 取各组细Western blot操作步骤, 取各组细操作步骤, 取各组细, 取各组细取各组细

胞总蛋白各100100 μg, 分别与2×SDS缓冲液按1∶1分别与2×SDS缓冲液按1∶12×SDS缓冲液按1∶1缓冲液按1∶11∶1
混合, 95 ℃加热10 min, 与预染的蛋白质分子量, 95 ℃加热10 min, 与预染的蛋白质分子量加热10 min, 与预染的蛋白质分子量10 min, 与预染的蛋白质分子量与预染的蛋白质分子量

标准一起上样, 经12%SDS-PAGE分离, 电泳结, 经12%SDS-PAGE分离, 电泳结经12%SDS-PAGE分离, 电泳结12%SDS-PAGE分离, 电泳结分离, 电泳结, 电泳结电泳结

束后根据蛋白Marker指示的位置切下含有目的Marker指示的位置切下含有目的指示的位置切下含有目的

带的胶条, 电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染, 电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染, 用丽春红染用丽春红染

色, 确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检, 确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检. 同时每次实验均检同时每次实验均检

测β-actin(42 kDa)的表达, 以作为上样标准. 5%的表达, 以作为上样标准. 5%, 以作为上样标准. 5%以作为上样标准. 5%. 5%
的脱脂奶粉TBST溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗TBST溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗, 4 ℃过夜, 加一抗过夜, 加一抗, 加一抗加一抗

(CXCR4抗体按1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶抗体按1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶稀释; MMP-9抗体按1∶; MMP-9抗体按1∶抗体按1∶1∶
600稀释)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×稀释)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×2 h, TBST溶液洗涤10 min×溶液洗涤10 min×10 min×
3次, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶次, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶(1∶
5 000)室温下振摇2 h, TBST溶液洗涤10 min×3室温下振摇2 h, TBST溶液洗涤10 min×32 h, TBST溶液洗涤10 min×3溶液洗涤10 min×310 min×3
次, ECL化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定, ECL化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定. 测定测定

蛋白条带的A值, 以表示蛋白的相对表达水平., 以表示蛋白的相对表达水平.以表示蛋白的相对表达水平.. 
1.2.5 Boyden小室检测体外侵袭力:小室检测体外侵袭力:: 参照Albin等参照Albin等Albin等[6]

的研究方法并予以改良, Matrigel胶用4 ℃无血并予以改良, Matrigel胶用4 ℃无血, Matrigel胶用4 ℃无血胶用4 ℃无血4 ℃无血无血

清1640稀释, 均匀铺盖于81640稀释, 均匀铺盖于8稀释, 均匀铺盖于8, 均匀铺盖于8均匀铺盖于88 μm的聚碳酸酯膜上,的聚碳酸酯膜上,, 
37 ℃放置30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射放置30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射使其形成凝胶状, 紫外线照射, 紫外线照射紫外线照射

30 min杀菌. 下室加200杀菌. 下室加200. 下室加200下室加200200 μL NIH3T3细胞无血清细胞无血清

培养24 h条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好24 h条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好, 加盖上述制备好加盖上述制备好

的人工基质胶膜, 上室内滴加浓度为5×10, 上室内滴加浓度为5×10上室内滴加浓度为5×105×105个/mL/mL

的单细胞悬液500500 μL, 常规培养24 h, 取出小室,常规培养24 h, 取出小室,24 h, 取出小室,取出小室,, 
吸弃上室内的细胞悬液, 以棉签小心擦净滤膜, 以棉签小心擦净滤膜以棉签小心擦净滤膜

上室面的细胞和胶, 950 mL/L乙醇固定, 常规HE, 950 mL/L乙醇固定, 常规HE乙醇固定, 常规HE, 常规HE常规HEHE
染色后中性树胶固封于载玻片上. 用倒置显微. 用倒置显微用倒置显微

镜(×400)计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细(×400)计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细5个视野的穿过孔径的细个视野的穿过孔径的细

胞数, 取均数. 每株细胞设3个平行样本., 取均数. 每株细胞设3个平行样本.取均数. 每株细胞设3个平行样本.. 每株细胞设3个平行样本.每株细胞设3个平行样本.3个平行样本.个平行样本.. 
1.2.6 MTT法检测细胞增殖能力:法检测细胞增殖能力:: 分别收集处于

对数生长期的各组细胞, 于96孔培养板中接种, 于96孔培养板中接种于96孔培养板中接种96孔培养板中接种孔培养板中接种

200 μL细胞悬液(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L细胞悬液(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L/孔); 37℃, 50 mL/L孔); 37℃, 50 mL/L); 37 ℃, 50 mL/L 
CO2培养箱及饱和湿度条件下培养48 h,加入5 mg/L48 h, 加入5 mg/L加入5 mg/L5 mg/L
的MTT溶液20MTT溶液20溶液2020 μL, 继续培养4 h; 吸去上清后每继续培养4 h; 吸去上清后每4 h; 吸去上清后每吸去上清后每

孔加入200200 μL DMSO, 在96孔酶标仪上读取在96孔酶标仪上读取96孔酶标仪上读取孔酶标仪上读取A 570 nm

值. 每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,. 每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,3次, 每次做5个平行孔,次, 每次做5个平行孔,, 每次做5个平行孔,每次做5个平行孔,5个平行孔,个平行孔,, 
按照公式计算生长抑制率. 抑制率(%) = (1-实验. 抑制率(%) = (1-实验抑制率(%) = (1-实验(%) = (1-实验实验

组平均A值/对照组平均/对照组平均对照组平均A值)×100%.)×100%. 
统计学处理 所有数据采用SPSS11.5软件进所有数据采用SPSS11.5软件进SPSS11.5软件进软件进

行统计处理, 两组均数的比较采用, 两组均数的比较采用两组均数的比较采用t检验, 检验水, 检验水检验水

准取α = 0.05. 

2  结果

2.1 转染效率检测转染效率检测 转染带绿色荧光的阴性对照转染带绿色荧光的阴性对照

siRNA后48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视后48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视随机在荧光显微镜下选取5个视5个视个视

野, 发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例, 发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例

为77.6%±2.33%(图1), 而空白对照组观察不到77.6%±2.33%(图1), 而空白对照组观察不到图1), 而空白对照组观察不到1), 而空白对照组观察不到而空白对照组观察不到

明显的绿色荧光细胞, 显示转染效率较高., 显示转染效率较高.显示转染效率较高.. 
2.2 CXCR4 siRNA对CXCR4 和MMP-9 mRNA表对CXCR4 和MMP-9 mRNA表CXCR4 和MMP-9 mRNA表和MMP-9 mRNA表MMP-9 mRNA表表

达的影响 半定量RT-PCR检测结果显示, siRNART-PCR检测结果显示, siRNA检测结果显示, siRNA, siRNA
转染EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)48 h后, 与空白组(0.81±0.03)后, 与空白组(0.81±0.03), 与空白组(0.81±0.03)与空白组(0.81±0.03)(0.81±0.03)
和转染阴性对照siRNA组(0.76±0.02)相比, 转siRNA组(0.76±0.02)相比, 转组(0.76±0.02)相比, 转(0.76±0.02)相比, 转相比, 转, 转转
染CXCR4 siRNA1组(0.42±0.09)和转染CXCR4CXCR4 siRNA1组(0.42±0.09)和转染CXCR4组(0.42±0.09)和转染CXCR4(0.42±0.09)和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2组(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表组(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表细胞CXCR4 mRNA的表CXCR4 mRNA的表的表

达明显下降(图2), 差异具有统计学意义((图2), 差异具有统计学意义(图2), 差异具有统计学意义(2), 差异具有统计学意义(差异具有统计学意义((P <0.05). 
转染CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2组和转染CXCR4 siRNA2CXCR4 siRNA2
组细胞MMP-9 mRNA的表达同样明显下降, 分MMP-9 mRNA的表达同样明显下降, 分的表达同样明显下降, 分, 分分
别为(0.51±0.07)和(0.55±0.03)(图3), 与空白组(0.51±0.07)和(0.55±0.03)(图3), 与空白组和(0.55±0.03)(图3), 与空白组(0.55±0.03)(图3), 与空白组图3), 与空白组3), 与空白组与空白组

(0.87±0.04)和转染阴性对照s iRNA组(0.90±和转染阴性对照s iRNA组(0.90±s iRNA组(0.90±组(0.90±(0.90±
0.10)相比差异具有统计学意义(相比差异具有统计学意义((P <0.05). 
2.3 CXCR4 siRNA对CXCR4和MMP-9蛋白表对CXCR4和MMP-9蛋白表CXCR4和MMP-9蛋白表和MMP-9蛋白表MMP-9蛋白表蛋白表

达的影响 Western blot检测结果显示, siRNA转检测结果显示, siRNA转, siRNA转转

染EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和后, 与空白组(0.66±0.01)和, 与空白组(0.66±0.01)和与空白组(0.66±0.01)和(0.66±0.01)和和
转染阴性对照siRNA组(0.61±0.07)相比, 转染siRNA组(0.61±0.07)相比, 转染组(0.61±0.07)相比, 转染(0.61±0.07)相比, 转染相比, 转染, 转染转染

CXCR4 siRNA1组(0.24±0.03)和转染CXCR4组(0.24±0.03)和转染CXCR4(0.24±0.03)和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2(0.30±0.04)组细胞CXCR4蛋白的表达组细胞CXCR4蛋白的表达CXCR4蛋白的表达蛋白的表达

明显下降, 差异具有统计学意义(, 差异具有统计学意义(差异具有统计学意义((P <0.05). 转染转染

CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2组细胞组和转染CXCR4 siRNA2组细胞CXCR4 siRNA2组细胞组细胞

MMP-9蛋白的表达同样明显下降, 分别为(0.33蛋白的表达同样明显下降, 分别为(0.33, 分别为(0.33分别为(0.33(0.33
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■应用要点
本研究表明在食
管鳞癌EC-9706细
胞中阻断CXCR4
基 因 可 以 下 调
M M P - 9 基 因 的
表 达 ,  初 步 证 实
了在EC-9706细
胞 中 C X C R 4 在
M M P - 9 的 转 录
调控中起重要作
用 ,  CXCR4可能
通过上调MMP-9
的表达在食管鳞
癌的侵袭转移中
发 挥 重 要 作 用 , 
CXCR4可作为食
管鳞癌基因治疗
的一个有效靶点. 

±0.10)和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和与空白组(0.69±0.09)和(0.69±0.09)和和
转染阴性对照siRNA组(0.71±0.02)相比差异具siRNA组(0.71±0.02)相比差异具组(0.71±0.02)相比差异具(0.71±0.02)相比差异具相比差异具

有统计学意义((P <0.05, 图4).图4).4). 
2.4 CXCR4 siRNA对食管鳞癌细胞EC-9706侵对食管鳞癌细胞EC-9706侵EC-9706侵侵

袭能力的影响 侵袭小室结果显示, 转染CXCR4侵袭小室结果显示, 转染CXCR4, 转染CXCR4转染CXCR4CXCR4 
siRNA1和转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细和转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细CXCR4 siRNA2组的EC-9706细组的EC-9706细EC-9706细细
胞穿透Matrigal基底膜的细胞数分别为(58.30Matr igal基底膜的细胞数分别为(58.30基底膜的细胞数分别为(58.30(58.30
±13.44)和(62.80±11.20), 显著低于空白组和(62.80±11.20), 显著低于空白组(62.80±11.20), 显著低于空白组显著低于空白组

(89.00±14.93)和转染阴性对照siRNA组(84.60和转染阴性对照siRNA组(84.60siRNA组(84.60组(84.60(84.60
±16.41)的穿膜细胞数, 差异具有统计学意义的穿膜细胞数, 差异具有统计学意义, 差异具有统计学意义差异具有统计学意义

(P <0.05). 与空白组相比, 转染CXCR4 siRNA1和与空白组相比, 转染CXCR4 siRNA1和, 转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4 siRNA1和CXCR4 siRNA1和和
转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细胞侵袭抑CXCR4 siRNA2组的EC-9706细胞侵袭抑组的EC-9706细胞侵袭抑EC-9706细胞侵袭抑细胞侵袭抑

制率分别达到34.8%和30.3%, 说明两对CXCR434.8%和30.3%, 说明两对CXCR4和30.3%, 说明两对CXCR430.3%, 说明两对CXCR4说明两对CXCR4CXCR4 
siRNA均能显著抑制体外培养的EC-9706细胞的均能显著抑制体外培养的EC-9706细胞的EC-9706细胞的细胞的

侵袭转移能力.. 
2.5 CXCR4 siRNA对食管鳞癌细胞EC-9706增殖对食管鳞癌细胞EC-9706增殖EC-9706增殖增殖

能力的影响 转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4CXCR4 siRNA1和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2组的EC-9706在转染48 h后细胞的增殖组的EC-9706在转染48 h后细胞的增殖EC-9706在转染48 h后细胞的增殖在转染48 h后细胞的增殖48 h后细胞的增殖后细胞的增殖

能力与空白组合转染阴性对照siRNA组相比明siRNA组相比明组相比明

显降低, 分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±, 分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±(转染CXCR4 siRNA1 0.480±转染CXCR4 siRNA1 0.480±CXCR4 siRNA1 0.480±
0.013, 转染siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580转染siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580空白组 0.580 0.580
±0.017合转染阴性siRNA组0.573±0.008), 可合转染阴性siRNA组0.573±0.008), 可siRNA组0.573±0.008), 可组0.573±0.008), 可0.573±0.008), 可可
见细胞生长受到明显抑制((P <0.05), 表明CXCR4表明CXCR4CXCR4 
s i R N A可能同时具有抑制细胞增殖的能力 ,可能同时具有抑制细胞增殖的能力 ,,  
CXCR4基因在食管鳞癌细胞生长过程中同样起基因在食管鳞癌细胞生长过程中同样起

到重要作用.. 

3  讨论

趋化因子与趋化因子受体的相互作用能诱导靶

细胞趋化性的迁移及细胞骨架的重排, 增强靶, 增强靶增强靶

细胞与内皮细胞的黏附能力, 广泛参与细胞的, 广泛参与细胞的广泛参与细胞的

生长、发育、分化、凋亡等多种生理功能[7-9]. 
趋化因子在肿瘤的生物学行为中表现出双向的

调节作用. 一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细. 一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细, 趋化因子能通过刺激肿瘤细趋化因子能通过刺激肿瘤细

胞生长, 趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消, 趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消

化细胞外基质的间接作用促进肿瘤的生长和转

移[10,11]; 另一方面则可以通过抑制血管生成、趋另一方面则可以通过抑制血管生成、趋

化免疫活性细胞来抵抗肿瘤的生长和转移[12,13]. 并并
且, 特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的, 特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的, 转移的转移的

靶器官也不同[14]. 
趋化因子CXCL12与其特异性受体CXCR4CXCL12与其特异性受体CXCR4与其特异性受体CXCR4CXCR4

所构成的CXCL12-CXCR4生物学轴在多种肿CXCL12-CXCR4生物学轴在多种肿生物学轴在多种肿

瘤的播散和器官特异性转移中发挥着重要的

作用[15,16]. SDF-1是由骨髓基质细胞及其他相是由骨髓基质细胞及其他相

关的间皮细胞和上皮细胞分泌的一种趋化蛋

白, 系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligand, 系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligand系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligandCXCL12(CXC chemokine ligand 
12). CXCR4是目前已知 SDF-1的唯一受体, 与是目前已知 SDF-1的唯一受体, 与 SDF-1的唯一受体, 与的唯一受体, 与, 与与
其具有高度亲和力[17-19]. 自2001年Muller报道了自2001年Muller报道了2001年Muller报道了年Muller报道了Muller报道了报道了

CXCR4及其配体共同决定了乳腺癌的转移模式及其配体共同决定了乳腺癌的转移模式

后[1], 研究不断表明CXCR4也在前列腺癌、B细研究不断表明CXCR4也在前列腺癌、B细CXCR4也在前列腺癌、B细也在前列腺癌、B细B细细
胞淋巴瘤、星形胶质瘤及慢性淋巴细胞白血病

的细胞系等多种肿瘤中表达, 因此CXCR4的作, 因此CXCR4的作因此CXCR4的作CXCR4的作的作

用可能并不限于乳腺癌[20-22]. 

图� �� � �  1  阴性 
对照siRNA转
染效率. 

图� �� ������ ���������������������������  2 CXC R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组CXCR4 
mRNA表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA组; 3: 转

染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

Marker        1         2         3          4

b-actin

CXCR4

图� �� ������ ���������������������������  3 CXC R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组MMP-9 
mRNA表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA组; 3: 转

染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

Marker        1         2         3          4

b-actin

MMP-9

图� �� ������ �������������������������� 4 CXC  R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组CXCR4
和MMP-9 蛋白表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA

组; 3: 转染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

1               2             3              4

b-actin

MMP-9

CXCR4
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食管鳞癌是人类最常见的消化系恶性肿瘤

之一, 其生物学特征为易复发和早期的侵袭转, 其生物学特征为易复发和早期的侵袭转其生物学特征为易复发和早期的侵袭转

移, 而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成, 而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成

的, 因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制, 因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制, 死亡率高. 因此控制死亡率高. 因此控制. 因此控制因此控制

癌细胞的转移已成为食管鳞癌研究中最具意义

的课题. 近年来的研究表明在食管鳞癌中存在. 近年来的研究表明在食管鳞癌中存在近年来的研究表明在食管鳞癌中存在

CXCR4的高表达, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润的高表达, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润且CXCR4与食管鳞癌的浸润CXCR4与食管鳞癌的浸润与食管鳞癌的浸润

转移关系密切[23,24]. 本实验设计合成两对针对本实验设计合成两对针对

CXCR4基因不同位点的siRNA序列转染入食管基因不同位点的siRNA序列转染入食管siRNA序列转染入食管序列转染入食管

鳞癌细胞EC-9706中, 侵袭小室实验结果显示,EC-9706中, 侵袭小室实验结果显示,中, 侵袭小室实验结果显示,, 侵袭小室实验结果显示,侵袭小室实验结果显示,, 
转染s iRNA组的EC9706细胞侵袭转移能力明s iRNA组的EC9706细胞侵袭转移能力明组的EC9706细胞侵袭转移能力明EC9706细胞侵袭转移能力明细胞侵袭转移能力明

显下降, 与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,, 与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,34.8%和30.3%,和30.3%,30.3%, 
差异具有统计学意义 . 说明在食管鳞癌细胞.  说明在食管鳞癌细胞说明在食管鳞癌细胞

EC-9706中抑制CXCR4基因的表达可有效抑制中抑制CXCR4基因的表达可有效抑制CXCR4基因的表达可有效抑制基因的表达可有效抑制

细胞的侵袭转移能力. MTT试验进一步表明在. MTT试验进一步表明在试验进一步表明在

EC-9706细胞中抑制CXCR4基因的表达同样可细胞中抑制CXCR4基因的表达同样可CXCR4基因的表达同样可基因的表达同样可

以抑制细胞的增殖. 说明CXCR4基因在食管鳞. 说明CXCR4基因在食管鳞说明CXCR4基因在食管鳞CXCR4基因在食管鳞基因在食管鳞

癌的发生、发展中发挥重要作用. 不过CXCR4. 不过CXCR4不过CXCR4CXCR4
如何参与食管鳞癌的浸润转移目前报道甚少[25]. 

肿瘤的浸润和转移是一个连续的多步骤

过程, 其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转, 其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转

移过程中必不可缺的环节[26]. MMPs是肿瘤细是肿瘤细

胞分泌的最主要的降解基底膜的蛋白酶, 因此, 因此因此

MMPs的表达与肿瘤侵袭和转移也密切相关的表达与肿瘤侵袭和转移也密切相关[27]. 
MMP-9是MMPs家族中相对分子量最大的酶,是MMPs家族中相对分子量最大的酶,MMPs家族中相对分子量最大的酶,家族中相对分子量最大的酶,, 
他可以降解所有细胞外基质, 在肿瘤的侵袭、, 在肿瘤的侵袭、在肿瘤的侵袭、

转移过程中发挥重要作用. 在正常生理条件下,. 在正常生理条件下,在正常生理条件下,, 
MMP-9的表达受到严格的调控并保持平衡状态.的表达受到严格的调控并保持平衡状态.. 
但在恶性肿瘤中, MMP-9的表达增强, 降解细胞, MMP-9的表达增强, 降解细胞的表达增强, 降解细胞, 降解细胞降解细胞

外基质的能力增强, 引起浸润和转移, 另一方面, 引起浸润和转移, 另一方面引起浸润和转移, 另一方面, 另一方面另一方面

MMP-9还可通过参与肿瘤血管新生促进肿瘤的还可通过参与肿瘤血管新生促进肿瘤的

生长和扩散[28,29]. 
RNA干涉技术是生物进化过程中基因组水干涉技术是生物进化过程中基因组水

平上的免疫监控机制, 作为一种特异性基因沉, 作为一种特异性基因沉作为一种特异性基因沉

默技术, 越来越多地在某些疾病的发病机制和, 越来越多地在某些疾病的发病机制和越来越多地在某些疾病的发病机制和

治疗等研究中发挥着重要作用[30]. 本研究中设计本研究中设计

了2对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-2对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-基因的siRNA片段, 半定量RT-siRNA片段, 半定量RT-片段, 半定量RT-, 半定量RT-半定量RT-RT-
PCR和Western blot检测结果显示, 两对siRNA在和Western blot检测结果显示, 两对siRNA在Western blot检测结果显示, 两对siRNA在检测结果显示, 两对siRNA在, 两对siRNA在两对siRNA在siRNA在在

食管鳞癌EC-9706细胞中对CXCR4基因和蛋白EC-9706细胞中对CXCR4基因和蛋白细胞中对CXCR4基因和蛋白CXCR4基因和蛋白基因和蛋白

的表达均有不同程度的抑制作用, 与空白组和, 与空白组和与空白组和

转染阴性siRNA组的表达均有统计学意义. 本研siRNA组的表达均有统计学意义. 本研组的表达均有统计学意义. 本研. 本研本研

究同时检测了siRNA沉默CXCR4基因后, 食管siRNA沉默CXCR4基因后, 食管沉默CXCR4基因后, 食管CXCR4基因后, 食管基因后, 食管, 食管食管

鳞癌EC-9706细胞中MMP-9基因的表达变化, 结EC-9706细胞中MMP-9基因的表达变化, 结细胞中MMP-9基因的表达变化, 结MMP-9基因的表达变化, 结基因的表达变化, 结, 结结
果显示, 当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9, 当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9基因的表达被抑制后, MMP-9, MMP-9
的表达无论从mRNA水平或蛋白水平都明显降mRNA水平或蛋白水平都明显降水平或蛋白水平都明显降

低, 与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有, 与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有s iRNA组的表达均有组的表达均有

统计学意义, 说明MMP-9的上调机制有可能被, 说明MMP-9的上调机制有可能被说明MMP-9的上调机制有可能被MMP-9的上调机制有可能被的上调机制有可能被

阻断..
本研究表明在食管鳞癌EC-9706细胞中阻EC-9706细胞中阻细胞中阻

断CXCR4基因可以下调MMP-9基因的表达, 初CXCR4基因可以下调MMP-9基因的表达, 初基因可以下调MMP-9基因的表达, 初MMP-9基因的表达, 初基因的表达, 初, 初初
步证实了在EC-9706细胞中CXCR4在MMP-9的EC-9706细胞中CXCR4在MMP-9的细胞中CXCR4在MMP-9的CXCR4在MMP-9的在MMP-9的MMP-9的的
转录调控中起重要作用, CXCR4可能通过上调, CXCR4可能通过上调可能通过上调

MMP-9的表达在食管鳞癌的侵袭转移中发挥重的表达在食管鳞癌的侵袭转移中发挥重

要作用, CXCR4可作为食管鳞癌基因治疗的一, CXCR4可作为食管鳞癌基因治疗的一可作为食管鳞癌基因治疗的一

个有效靶点.. 
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