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■背景资料
TSC2(tuberous scl-
erosis complex 2)
是一个肿瘤抑制
基因, 表达马铃薯
球蛋白(tuberin), 
对以mTOR为媒
介的下游通路起
负向调控作用. 
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Abstract
AIM: To observe the impact of a tuberous scle-
rosis complex 2 (TSC2)-specific antisense oligo-
nucleotide (ASODN) on cell proliferation and 
apoptosis in human esophageal cancer cell line 
EC9706. 

METHODS: A TSC2 ASODN at different con-
centrations (5, 10 and 15 μmol/L) was transfect-
ed into EC9706 cells using cationic liposomes. A 
sense oligonucleotide (15 μmol/L) and nonsense 
oligonucleotide (15 μmol/L) were used as nega-
tive controls, and non-transfected EC9706 cells 
were used as a normal control. At 24, 48 and 72 h 
after transfection, MTT and TUNEL assays were 
used to examine the proliferation and apoptosis 
of EC9706 cells, respectively, and immunocyto-
chemistry and RT-PCR were used to determine 
the expression of TSC2.

RESULTS: Compared to the three control 
groups, transfection of the TSC2 ASODN in-
creased proliferation, decreased apoptosis 
(13.11 ± 0.13, 9.31 ± 0.29, 4.38 ± 0.43 vs 16.46 ± 
0.43, 16.63 ± 0.34, 16.23 ± 0.45, all P < 0.05), and 
reduced the expression of TSC2 mRNA and pro-
tein (FmRNA = 260.23, 572.22, 1004.35, Fprotein 
= 50.60, 330.69, 1221.28, all P < 0.05) in EC9706 
cells in a time- and concentration-dependent 
manner. Transfection with a dose of 15 μmol/L 
for 72 h exhibited the most strong effect (P < 0.05).

CONCLUSION: The TSC2 ASODN could en-
hance proliferation and inhibit apoptosis in hu-
man esophageal cancer cell line EC9706.
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摘要

目的: 探讨抑癌基因TSC2反义寡核苷酸对人
食管癌EC9706细胞增殖、凋亡的影响.

方法: 运用阳离子脂质体介导TSC2的反义寡
聚核苷酸(ASODN)转染食管癌EC9706细胞, 
并分5 μmol/L、10 μmol/L、15 μmol/L3组作
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■研发前沿
目前关于TSC基
因与食管癌发生
的关系的研究鲜
有报道.

为实验组. 以终浓度为15 μmol/L正义寡核苷
酸(SODN)/无关寡核苷酸(N-ODN)及未转染
组分别作为无关对照组、细胞对照组. 分别在
转染后连续培养24 h、48 h、72 h 这3个不同
时间点, 用MTT检测细胞的增殖情况; 免疫细
胞化学检测TSC2蛋白表达; RT-PCR检测tsc2 
mRNA表达. 用TUNEL检测转染后48 h细胞的
凋亡情况.

结果: 同一时间点, 不同浓度的TSC2反义寡核
苷酸对食管癌EC9706细胞增殖有不同的促进
作用, 实验组与正义组、无关组及正常对照
组相比, 差异有统计学意义(P <0.05), 以浓度
为15 μmol/L作用最强; 实验组各组凋亡指数
均低于对照组, 且与对照组相比, 差异具有统
计学意义(13.11±0.13, 9.31±0.29, 4.38±0.43 
vs  16.46±0.43, 16.63±0.34, 16.23±0.45, 均
P <0.05). 同一浓度的TSC2反义寡核苷酸, 在
不同时间点对食管癌EC9706细胞增殖的促
进作用, 随时间的增加而增强, 以72 h作用最
强. 同一时间, 不同浓度的TSC2反义寡核苷酸
对食管癌EC9706细胞TSC2基因的表达有不
同程度的抑制作用, 实验组与正义、无关及
正常对照组相比, 差异有统计学意义(F蛋白 = 
50.60、330.69及1221.28, 均P<0.05; F mRNA = 
260.23、572.22及1004.35, 均P <0.05), 以浓度
为15 μmol/L作用最强; 同一浓度的TSC2反义
寡核苷酸, 在不同时间内对食管癌EC9706细
胞TSC2基因的表达的抑制作用, 随时间的增
加而增强, 以72 h作用最强.

结论: 抑癌基因TSC2反义寡核苷酸可促进食
管癌EC9706细胞增殖、抑制其凋亡.

关键词: TSC2; 反义寡核苷酸; EC9706细胞; 增殖; 

凋亡
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0  引言

mTOR(mammalian target of rapamycin)是一种

进化上保守的丝/苏氨酸蛋白酶, 在细胞生长调

控中起重要的作用, 他可通过整合能量、生长

因子﹑氨基酸等所激发的信号通路来调控细胞

生长、增殖及凋亡[1-3]. TSC1(tuberous sclerosis 
complex 1)和TSC2(tuberous sclerosis complex 
2)是2个肿瘤抑制基因, 分别表达错构瘤蛋白

(hamartin)、马铃薯球蛋白(tuberin), 他们对以

mTOR为媒介的下游通路起负向调控作用[4-6]. 
近年来研究发现, mTOR信号通路及其调控与细

胞的恶性转化及乳腺癌、肾细胞癌、肺癌等肿

瘤的形成密切相关, mTOR信号通路相关基因已

成为肿瘤治疗的新靶点[7-15]. 另外, mTOR信号通

路与食管癌的发生关系的研究也取得了较大进

展[16,17]. 研究表明, TSC在乳腺癌[18]、喉鳞状细

胞癌[19]等肿瘤中均低表达, 但关于TSC基因与

食管癌发生的关系的研究却鲜有报道. 本研究

采用反义寡核苷技术沉默TSC基因, 观察其对

食管癌细胞EC9706细胞TSC基因的表达及细胞

生长与凋亡的影响, 以期为靶向治疗食管癌提

供新思路. 

1 材料和方法

1.1 材料 人食管癌EC9706细胞株(中国医学科

学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室

馈赠); 胎牛血清和RPMI 1640培养液均购自四

季青公司; Lipofectamine 2000转染试剂购自

碧云天生物技术研究所; 全硫代修饰T S C2的
ASODN(5'-CCGCTGTTCATCGTTACCCTCT-
GTCGC-3), TSC2的SODN(5'-GGGCAGGTT-
GCGGTCAGACACGA3), 无关序列N-ODN(5'-
GTCTATACTACCAGACAGCTTGAGT-3)由上

海生工生物工程合成; 兔抗人TSC2多克隆抗体

购自EPITOMICS公司; PV-9000二步法免疫组

化检测试剂及ZLI-9031/9032/9033浓缩型DAB
试剂盒购自中杉金桥 ;  碱磷酶标记链亲和素

(Alkaline Phosphatase Streptavidin)、5-溴-4-氯-3
吲哚磷酸/显色原硝基四氯唑蓝(BCIP/NBT)购
自中杉金桥; TSC2 mRNA上游引物(5'-ACCAG-
CATCTCATACACACG-3), 下游引物(5'-CCA-
CACA CACCACTTCAACA-3)及内参上游引物

(5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGG-3), 下游引

物(5'-GAGCTAC GAGCTGCCTGACG)由上海

生工生物工程设计合成. 
1.2 方法

1.2.1 细胞分组培养及转染: 将人食管癌EC9706
细胞于含有胎牛血清的RPMI-1640培养液中, 并
置于细胞培养箱中培养, 细胞在培养瓶中贴壁

生长良好, 隔天换液1次并传代. 待细胞长满培

养瓶后消化、离心、计数后分别以细胞数1.0×
104个/孔、5.0×104个/孔、1.0×106个/孔种于3
个96孔板和3个24孔板培养及9个6孔板中过夜

培养. 96孔板和24孔板每板分终浓度为5、10、
15 μmol/L的TSC2反义寡聚核苷酸(ASODN)实
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■相关报道
研究表明, TSC在
乳腺癌、喉鳞状
细胞癌等肿瘤中
均低表达.

验组, 以终浓度为15 μmol/L SODN、N-ODN及

不转染组分别作为正义对照组、无关对照组和

正常对照组, 每组设3个重复, 6孔板也以此分组. 
细胞板培养24 h后, 按照脂质体转染试剂使用

说明, 在脂质体介导下转染终浓度为5、10及15 
μmol/L的ASODN和终浓度为15 μmol/L的SODN
及N-ODN分别培养24 h、48 h和72 h.  
1.2.2 MTT检测转染后细胞的增殖率及结果判

定: 在不弃去培养液的情况下, 分别向转染后的

24 h、48 h、72 h的96孔细胞培养板每孔中加入

20 μL MTT溶液, 置于细胞培养箱中继续培养, 4 h
后终止培养, 吸弃上层液体, 向每孔中加入150 μL 
DMSO, 恒温下震荡10 min, 待结晶完全溶解. 用
酶标仪在492 nm泼长处测各孔的吸光度(A ), 并
记录结果. 结果判定: 细胞增殖率 = (实验组A值

/空白对照组A值)×100%. 
1.2.3 细胞爬片的制备及固定: 将大小适宜的盖

玻片(已清洗、泡酸、消毒)平铺于24孔板孔底, 
取处于对数生长期的细胞, 消化, 制备成细胞悬

液, 按5.0×104个/孔接种于24孔板中, 常规培养. 
待细胞充分贴壁后, 吸出每孔中的培养液, 按上

述转染方法和要求处理细胞, 分别继续培养至

24 h、48 h、72 h后, 吸出培养液, 用PBS冲洗, 
甲醛固定, PBS再冲洗, 最后用镊子夹起细胞爬

片, 用中性树胶粘贴于载玻片上(有细胞的一面

朝上), 放入4 ℃冰箱保存备用. 
1.2.4 TUNEL检测细胞的凋亡: 取转染48 h的各

组细胞爬片, 参照TUNEL试剂盒说明书操作. 凋
亡指数(AI)的计算方法: 每张爬片计数200个细

胞中的凋亡细胞数, 重复3次, 取均值. 每组做3
张爬片, 凋亡指数 = (凋亡细胞数/200)×100%. 
1.2.5 免疫细胞化学检测及结果判定: 将待测的

各组细胞爬片常温下放置30 min, PBS冲洗; 浸
入0.3% TritonX-100通透液中, 冰浴中孵育30 min, 
PBS冲洗; TSC2和mTOR抗体分别以1∶50和
1∶100稀释后, 按照PV-9000二步法免疫组化检

测试剂使用说明和ZLI-9031/9032/9033浓缩型

DAB试剂盒使用说明进行操作. 用PBS代替一抗

做阴性对照, 分别用已知的TSC2蛋白阳性表达

的喉癌组织, 已知的mTOR蛋白阳性表达的乳腺

癌组织做阳性对照. 结果判定: TSC2、mTOR蛋
白免疫细胞化学阳性信号位于细胞胞质内, 均
呈棕黄色; 每张片子镜下随机取10个高倍视野, 
按阳性细胞数所占百分比及阳性细胞着色深

浅进行评分(10): <1%为0分、1%-25%为1分、

26%-50%为2分、51%-75%为3分、>76%为4分; 

无着色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐

色为3分. 上述2种评分结果相乘, 以积分值表示

蛋白的表达水平. 
1.2.6 RT-PCR检测方法及结果判定: 收集前述已

处理的6孔板细胞, 每3个复孔的细胞相当于25 mL
培养瓶1瓶细胞, 然后采用总RNA提取试剂盒提

取总RNA. 取1-5 μg总RNA加入总体为20 μL的
反应体系中, 按70 ℃5 min后迅速冰上冷却2 min, 
42 ℃50 min, 95 ℃5 min终止, 进行逆转录. 然后

按95 ℃1 min、95 ℃30 s、59 ℃30 s、72 ℃1 
min、72 ℃5 min、4 ℃终止进行PCR. 取2-5 μL 
PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察

P C R结果 ,  并用凝胶成像分析处理系统摄像 , 
分析计算各组的灰度比值, 获得目的片段的相

对量. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件分析, 数据

采用mean±SD数据表示, 进行完全随机设计资

料的单因素方差分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 MTT检测细胞增殖能力 转染TSC2的反义

寡聚核苷酸(ASODN)后, 随浓度和时间的增加, 
EC9706细胞的增殖能力增强, 且在15 μmol/L、
72 h作用最强 .  同一时间点 ,  各实验组与对

照组比较细胞增殖的差异有统计学意义(F = 
140.66、153.57及160.65, 均P <0.05), 而各对照

组之间的差异无统计学意义(均P >0.05); 同一浓

度, 实验组各时间点比较差异有统计学意义(F = 
167.59、247.39及541.54, 均P <0.05, 表1).
2.2 TUNEL检测细胞凋亡的结果 转染TSC2的
反义寡聚核苷酸(ASODN)48 h后, 实验组各组

凋亡指数均低于对照组, 且与对照组相比, 差异

具有统计学意义(F  = 562.46, P <0.05); 不同浓度

的各实验组两两比较, 差异均有统计学意义(均
P <0.05), 且随着浓度的增加, 对细胞凋亡的抑制

作用增强(图1, 表2).
2.3 各组EC9706细胞TSC2蛋白及mRNA的表

达 转染TSC2的反义寡聚核苷酸(ASODN)后, 随
浓度和时间的增加, EC9706细胞中TSC2蛋白

及mRNA表达下降, 且在15 μmol/L、72 h作用

最强. 同一时间段, 各实验组与对照组比较, 差
异均有统计学意义(F蛋白 = 50.60、330.69及
1221.28, 均P <0.05; F mRNA = 260.23、572.22
及1004.35, 均P <0.05), 而各对照组之间比较

P >0.05; 同一浓度, 实验组各时间点比较, 差异均
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■创新盘点
本研究采用反义
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T S C 基 因 ,  观 察
其对食管癌细胞
EC9706细胞TSC
基因的表达及细
胞生长与凋亡的
影响.

有统计学意义(F蛋白 = 123.47、83.59及13.29, 

均P <0.05; F mRNA = 67.81、139.61及392.57, 均
P <0.05), 而对照组各时间点比较P >0.05(图2, 3; 
表3, 4).

3  讨论

食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 目前, 临
床上用于食管癌治疗的方法主要是外科手术治

疗、化疗、放疗以及综合治疗等. 尽管近年来

各种治疗方法得以不断改进和完善, 但食管癌

患者的预后仍然较差, 我国食管癌患者治疗后

的5年存活率仅为20%-30%[20]. 寻找新的毒副作

用小、效果好的抗肿瘤药物及敏感的分子作为

药物的治疗靶点成为研究者关注的热点问题. 

图  1  EC9706细胞凋亡的情况(TUNEL法, ×400). A: 对照组; B: 以15 μmol/L的浓度转染TSC2 ASODN 48 h的试验组.

图  2  EC9706细胞TSC2蛋白的表达(免疫组化PV法, ×200). A: 对照组; B: 以15 μmol/L的浓度转染TSC2 ASODN 72 h的试验组.

表  1  不同处理组细胞增殖率的比较 (mean±SD)

     分组          24 h         48 h        72 h

正常对照组 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000

N-ODN对照组 0.961±0.035 0.952±0.037 0.981±0.017

SODN对照组 0.946±0.043 0.938±0.032 0.969±0.027

转染TSC2 ASODN组

5 μmol/L组 1.155±0.028ac 1.106±0.053ac 1.318±0.026ac

10 μmol/L组 1.307±0.032ac 1.392±0.045ac 1.567±0.031ac

15 μmol/L组 1.463±0.016ac 1.571±0.036ac 1.770±0.043ac

aP<0.05 vs  正常对照组、N-ODN对照组和SODN对照组; cP<0.05, vs  24 h、48 h、72 h 3个不同时间点.

表  2  不同处理组48 h后凋亡指数的比较

     分组     凋亡指数

正常对照组 16.46±0.43

N-ODN对照组 16.63±0.34

SODN对照组 16.23±0.45

转染TSC2 ASODN实验组

5 μmol/L组 13.11±0.13a

10 μmol/L组   9.31±0.29a

15 μmol/L组   4.38±0.43a

aP<0.05 vs  正常对照组、N-ODN对照组和SODN对照组.

A B

A B
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在生理状态下, mTOR受一系列癌基因(如
EG FR、Ras、PI3K/AKT等)和抑癌基因(如PTEN
和TSC1、TSC2蛋白复合物)的调控. 其中AKT/
TSC1-TSC2/mTOR是一条进化保守的信号通

路, 广泛存在于果蝇﹑鱼类及哺乳动物体内. 他

在调节蛋白质合成﹑细胞生长﹑细胞增殖, 决
定细胞大小和数量等方面发挥重要的作用, 是
促进细胞生长和维持细胞正常功能关键的信号

途径, 在肿瘤的发生发展中也起到十分重要的

作用. AKT是PI3K下游直接的靶蛋白, 当细胞外

生长因子或胰岛素等和受体结合后, PI3K被激

活产生3, 4二磷酸磷脂酰肌醇(PI-3, 4P2)和3, 4, 
5三磷酸磷脂酰肌醇(PI-3, 4, 5P3), 在后两者和

磷脂酰肌醇依赖性激酶-1(PDK1)共同作用下使

AKT蛋白磷酸化, 而活化的AKT可磷酸化TSC2
的Ser939和Thr1462, 从而抑制下游TSC1-TSC2
复合物的功能, 解除TSC1-TSC2复合物对小GTP
酶Rheb的抑制, 使Rheb活化, 活化形式的Rheb正
向调节mTOR[21-24]. mTOR作为蛋白质合成调节

过程中重要的调节分子, 其公认的2个重要的底

物包括p70S6K和4EBP1. p70S6K是核糖体40S
小亚基S6K蛋白激酶. 他可通过磷酸化S6蛋白对

5'末端含寡聚嘧啶转录本(5'Top)mRNAs翻译起

始起上调作用[25], 5'Top是蛋白质生物合成的基

础, 他的主要翻译产物包括核糖体蛋白, 延长因

子EF1α、EF2和polyA结合蛋白等. 而4EBP1为
一种翻译抑制因子, 结合并抑制翻译起始因子

eIF4E上解离下来, 游离的eIF4E结合到支架蛋白

■应用要点
T S C 2 反 义 寡 核
苷酸促进食管癌
E C 9 7 0 6 细 胞 增
殖、抑制其凋亡.

表  3  各组EC9706细胞TSC2蛋白表达的比较

     分组        24 h      48 h     72 h

正常对照组 7.10±0.21 7.18±0.13 7.35±0.15

N-ODN对照组 7.01±0.24 7.16±0.24 7.31±0.11

SODN对照组 7.60±0.10  7.66±0.18 7.82±0.20

转染TSC2 ASODN组

  5 μmol/L组 4.99±0.09ac 4.10±0.18ac 3.16±0.12ac

10 μmol/L组 4.30±0.09ac 3.12±0.19ac 2.09±0.16ac

15 μmol/L组 3.81±0.10ac 2.12±0.26ac 1.45±0.08ac

aP<0.05 vs  正常对照组、N-ODN对照组和SODN对照组; cP<0.05, vs  24 h、48 h、72 h 3个不同时间点.

表  4  各组EC9706细胞TSC2 mRNA表达的比较

     分组        24 h         48 h        72 h

正常对照组 0.845±0.004 0.854±0.004 0.860±0.007

N-ODN对照组 0.842±0.080 0.847±0.002 0.851±0.005

SODN对照组 0.842±0.020 0.859±0.003 0.862±0.002

转染TSC2 ASODN组

5 μmol/L组 0.789±0.003ac 0.740±0.006ac 0.684±0.027ac

10 μmol/L组 0.718±0.006ac 0.654±0.004ac 0.610±0.011ac

15 μmol/L组 0.642±0.002ac 0.542±0.003ac 0.415±0.024ac

aP<0.05 vs  正常对照组、N-ODN对照组和SODN对照组; cP<0.05, vs  24 h、48 h、72 h 3个不同时间点.
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图  3  A: 72 h各组TSC2 mRNA的表达. 1: 5 μmol/L试验组; 

2: 10 μmol/L试验组; 3: 15 μmol/L试验组; 4: SODN对照组; 

5: N-ODN对照组; 6: 正常对照组. B: 转染15 μmol/L TSC2 

ASODN后24 h/48 h/72 h TSC2 mRNA的表达. 1: 24 h; 2: 

48 h; 3: 72 h.
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eIF4G上, eIF4G募集其他起始因子组装成起始

复合物, 促进翻译[26]. 在上述2个底物分子的共同

调控下, 促进细胞的生长和增殖. 
该研究采用TSC2反义寡聚核苷酸转染食管

癌EC9706细胞使TSC2基因封闭, 后用MTT检测

细胞的增殖能力, 流式细胞技术检测细胞的凋

亡, 免疫细胞化学、RT-PCR检测TSC2表达. 结
果证实TSC2反义寡核苷酸转染食管癌EC9706
细胞后, 能够封闭TSC2的表达, 使TSC2的表达

下降, 细胞的增殖能力增强, 凋亡能力下降. 从
而证实TSC2的底表达对食管癌的发展有促进作

用, 使TSC2有望成为肿瘤发生和治疗的新的靶

点, 为临床食管癌的治疗提供一些理论基础. 
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■同行评价
本研究结果认为
T S C 2 反 义 寡 核
苷酸转染食管癌
EC9706细胞后 , 
能够封闭TSC2的
表达 ,  使TSC2的
表达下降, 细胞的
增殖能力增强, 凋
亡能力下降. 从而
证实TSC2的低表
达对食管癌的发
展有促进作用, 使
TSC2有望成为食
管癌发生和治疗
的新的靶点, 为食
管癌分子治疗的
研究又提供一条
新的线索.


