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PURα通过上皮间叶转化促进食管癌细胞KYSE 510的侵
袭和转移

郭志敏, 李 薇, 赵晓航

®

■背景资料
食管癌是我国常
见恶性肿瘤之一, 
具有进展较快, 易
发生淋巴结转移, 
预后较差的特点, 
而他的侵袭和转
移是与食管癌预
后差密切相关的
重要生物学特性. 
细胞上皮间叶改
变对于肿瘤细胞
的侵袭有重要的
影响.
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Abstract
AIM: To investigate the role of purine-rich ele-
ment binding protein alpha (PURα) in the inva-
sion and migration of esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC) KYSE 510 cells and the under-
lying mechanisms.

METHODS: An ESCC cell line overexpressing 
PURα (KYSE 510-PURα) was established, and 
the expression levels of epithelial-mesenchymal 
transition associated proteins were determined 
by comparing with control cells transfected with 
an empty vector of pCMV6 (KYSE 510-pCMV6). 
The expression of E-cadherin and vimentin was 
analyzed by Western blot and immunofluores-
cent staining. The capabilities of invasion and 
migration of cancer cells were assessed via tran-
swell and wound healing assays.

RESULTS: PURα was overexpressed in KYSE 
510 cells transfected with the pCMV6- PURα 
vector. The expression of E-cadherin was re-
duced, and that of Vimentin, N-cadherin and 
Snail was increased in KYSE 510-PURα cells. 
Most strikingly, the cell morphology was 
changed as fibroblasts and the abilities of migra-
tion and invasion were altered.

CONCLUSION: Our data suggest that regulation 
of PURα expression in ESCC cells may induce 
esophageal epithelial-mesenchymal transition.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: PURα; Esophageal squamous cell carci-
noma; Epithelial-mesenchymal transition

Guo ZM, Li W, Zhao XH. Purine-rich element binding 
protein alpha promotes invasion and migration of 
esophageal squamous cell carcinoma KYSE 510 cells 
by inducing epithelial-mesenchymal transition. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(36): 5579-5586  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/5579.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i36.5579

摘要
目的: 富含嘌呤元件结合蛋白α(purine-r ich 
element binding protein alpha, PURα)是调控细
胞周期和恶性转化的关键因子. 本研究旨在探
讨在食管鳞状细胞癌中转录因子PURα蛋白
的多种功能及其相关机制. 

■同行评议者
李苏宜, 教授, 主
任医师, 安徽省肿
瘤医院肿瘤内科
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■研发前沿
在肿瘤的侵袭转
移过程中细胞上
皮间叶转化发具
有 重 要 作 用 ,  这
一过程受多种转
录 因 子 的 调 节 . 
富含嘌呤元件结
合蛋白α(purine-
rich element bind-
ing protein alpha, 
PURα)在细胞生
长过程中扮演着
多 种 角 色 ,  研 究
P U R α 作 为 转 录
因子对阐明食管
癌细胞侵袭转移
机制有重要意义. 

方法: 构建过表达PURα蛋白的食管癌细胞
KYSE510-PURα和pCMV6空载体转染的对照
食管癌细胞KYSE 510-pCMV6. 用蛋白免疫印
迹和细胞免疫荧光分析检测过表达PURα蛋
白的食管癌细胞和对照食管癌细胞中上皮间
叶转变相关蛋白的表达差异, 如E-钙黏蛋白和
波形蛋白等; 采用细胞划痕实验和Transwell小
室检测食管癌细胞的侵袭转移能力. 

结果: 成功构建过表达PURα的食管癌细胞. 
蛋白免疫印迹和免疫荧光分析表明, 与对照
细胞相比, 过表达PURα的食管癌细胞中E-钙
黏蛋白的表达减少, N-钙黏蛋白、波形蛋白
和Snail蛋白表达升高. 引人注目的是, 过表达
PURα的食管癌细胞的划痕愈合能力增强, 侵
袭性显著增加. 与此同时, 细胞形态发生了纤
维样改变, 呈现上皮间叶转化表型.

结论: PURα能通过调控食管鳞癌细胞上皮间
叶转化而促进肿瘤细胞的侵袭转移能力. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 富含嘌呤元件结合蛋白α; 食管鳞状细胞

癌; 上皮间叶转化

核心提示: 过表达富含嘌呤元件结合蛋白α(purine-
rich element binding protein alpha, PURα)的食管

癌细胞划痕愈合能力增强, 侵袭性显著增加. 同
时, 细胞形态发生了纤维样改变, 呈现上皮间叶

转化表型. 说明PURα具有调控食管癌细胞运动

和上皮间叶转变的作用, 并间接影响食管癌的侵

袭和转移.
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0  引言

食管癌是我国常见恶性肿瘤之一, 其发病率居

我国恶性肿瘤第4位[1]. 食管癌的主要组织学类

型包括食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)和食管腺癌(esophageal adeno-
carcinoma, EA)两种, ESCC是我国食管癌的主要

组织类型[2]. 食管癌进展较快, 易发生淋巴结转移, 
预后较差, 5年生存率<10%[3-5]. 侵袭和转移是与

食管癌预后差密切相关的重要生物学特性. 因此, 
探讨食管癌细胞侵袭转移的分子机制对认识食

管癌癌变机制, 寻找新的治疗方法具有重要意义. 

细胞上皮间叶改变(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)是胚胎发育、组织重建和伤口

修复的基础过程, 同时也是肿瘤细胞突破基质束

缚, 进入循环系统发生远处转移的重要机制[6]. 在
这一过程中, 上皮细胞由于受到某种外界信号的

刺激和内源转录因子的影响, 获得了间叶样的

表型, 由多角形叠瓦状排列转变为梭形不规则排

列, 同型黏附能力减弱, 异型黏附能力和运动能

力增强. 生长因子信号在大多数情况下诱导许多

转录因子表达, 而转录因子对细胞上皮间叶转变

转变具有关键作用, 如Snail-1/2、Zeb-1/2和Twist
等为强有力的抑制性转录因子, 可抑制维持上皮

极性和组织结构的基因表达[7,8]. 其中Snail作为参

与上皮间叶转变过程重要的转录因子, 通过直接

抑制E-cadherin转录和间接促进间叶表型分子如

Vimentin、N-cadherin的转录从而促使细胞上皮

间叶转变转化[9]. 许多转录因子在细胞EMT转变

的不同阶段发挥调控作用[10]. 
富含嘌呤元件结合蛋白α(purine-rich ele-

ment binding protein alpha, PURα)是PUR蛋白家

族成员之一, 能结合单链或双链DNA以及RNA, 
从而在DNA复制和RNA转录与翻译过程中发挥

重要作用[11]. 研究[12]表明, 转录因子PURα与多种

肿瘤的形成和脑肿瘤的发育密切相关. PURα在

DNA复制中双链DNA的解旋过程中起着重要的

作用, 同时能与单链DNA或RNA结合, 促进后者

的不稳定性[13]. 我们前期工作[14]发现, PURα转录

因子可通过与E2F1和PolⅡ相互作用而结合到

CASP8的第二个启动子, 影响CASP8基因G亚型

的表达. 本研究对比食管癌KYSE 510细胞过表

达PURα前后, 食管癌细胞划痕愈合、迁移和上

皮间叶转变相关表型改变, 发现PURα具有调控

食管癌细胞运动和上皮间叶转变的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞KYSE 510由日本兵库

县医学院Shimada Y教授惠赠. RPMI 1640和
Opti-MEM培养液、LipofectamineTM 2000购自

Gibco/BRL公司(Grand land, NY, USA)公司; 胎
牛血清购自PAA公司(Pasching, Austria); 兔抗人

Snail和PURα多克隆抗体购自Abcam(Cambridge, 
UK)公司; 小鼠抗人E-cadherin单克隆抗体购自

BD Transduction Lab(Lexington, KY, USA); 小
鼠抗人β-actin单克隆抗体购自Sigma-Aldrich(St. 
Louis, MO, USA); 小鼠抗人Flag单克隆抗体和

pCMV6-Entry-PURα真核基因表达质粒购自
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■相关报道
我们前期工作发
现 ,  P U R α 作 为
转录因子可通过
与E 2 F 1和P o lⅡ
相互作用而影响
Caspases8不同异
构体的表达. 同样
有研究发现PURα
与多种肿瘤的形
成和发育密切相
关, 还在胞质中参
与RNA转运以及
细胞致癌性转化
等多种生理功能.

Origene公司(Rockville, MD, USA); Alexa 488标
记荧光二抗购自Invitrogen(Carslbad, CA, USA); 
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和抗鼠二抗购自

中杉金桥生物技术公司(北京, 中国); DH5α大肠

杆菌感受态细胞购自北京天根生物技术公司; 
pCMV6-Entry-PURα质粒购自Origene(Rockville, 
USA); 倒置相差和Nikon E400荧光显微镜为

Nikon(Japan)产品; TCS SP2共聚焦显微镜为

Leica产品; LAS4000图像分析仪为GE公司产品; 
细胞培养箱购自 NAPCO(Winchester, VA, USA).
1.2 方法

1.2.1 过表达PURα食管癌稳定细胞株构建与筛

选: pCMV6-Entry-PURα为SV40启动子驱动的, 
带有青霉素和新霉素抗性基因的PURα真核基

因表达载体, 其重组PURα蛋白C端带有Myc和
Flag标签. 将处于对数生长期的KYSE 510细胞

接种于6孔板, 细胞密度为80%汇合度. 分别用

150 µL Opti-MEM培养基稀释1 µg质粒DNA和

4 µL LipofectamineTM 2000试剂, 将二者混合后

室温放置45 min; 细胞用PBS洗2遍, 每孔加入

Opti-MEM无血清培养基1 mL并逐滴加入转染

试剂, 转染6 h后每孔加入1 mL含20%胎牛血清

的RPMI 1640培养基, 24 h后加入800 µg/mL的
G418, 筛选和克隆化, 获得稳定表达细胞株. 
1.2.2 蛋白提取和Western blot分析: 细胞经预

冷的1×P B S洗涤3次 ,  加入含有蛋白酶抑制

剂的RIPA buffer(50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4; 
150 mmol/L NaCl; 1 mmol/L EDTA; 1%NP-40; 
0.1%S D S)裂解细胞并收集裂解液至1.5 m L
离心管中; 冰浴超声并于12000 g , 4 ℃离心15 
min后取上清. 考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度, 
10%SDS-PAGE电泳, 110 V恒压转膜, 10%脱脂

牛奶室温封闭3 h, 加入稀释抗体于4 ℃摇床上

孵育过夜, 经TBST洗膜后加入二抗室温孵育1 h, 
加入ECL化学发光试剂显色并在LAS4000图像

分析仪中曝光和采集图像.
1.2.3 细胞爬片制备和免疫荧光分析: 将无菌盖

玻片置于6孔细胞培养板中, 表面经0.01%多聚

赖氨酸处理30 min; 将消化后的细胞悬液滴于

爬片上, 37 ℃孵箱孵育1 h后每孔加入完全培

养液1 mL继续培养至30%-50%细胞汇合. 细胞

爬片经4 ℃预冷的1×PBS洗涤3次, 4%多聚甲

醛室温固定30 min; 以1×PBS洗涤后加入0.1% 
Triton X-100处理10 min, 1×PBS洗涤3次; 2% 
BSA室温封闭30 min; 加入1∶50稀释Vimentin或
E-cadherin抗体湿盒内4 ℃孵育过夜; 1×PBS漂

洗后, 加入1∶400稀释的Alexa 488标记二抗, 室
温孵育1 h; DAPI染色, 50%甘油-PBS封片, 荧光

显微镜下观察.
1.2.4 细胞Transwell侵袭实验: 密度为1×106/L细
胞悬液100 µL接种于Fibronectin包被的Corning 
24孔板Transwell小室, 下室加入600 µL完全培

养基后于37 ℃孵箱孵育36 h, 取出上室, 细胞经

20%甲醇固定15 min后用结晶紫染色. 倒置显微

镜下计数穿膜到下层的细胞, 每张膜分别计数4
个随机视野并取平均值.
1.2.5 细胞划痕实验和划痕创伤愈合修复分析: 
处于对数生长期的食管癌细胞经2.5 g/L的胰酶

消化后, 与含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培
养基混合, 制成单细胞悬液, 按每孔约3×105细

胞密度均匀接种于预先放置有0.01%多聚赖氨

酸包被的无菌盖玻片的6孔细胞培养板中, 37 ℃
培养至细胞融合率达到60%-70%, 用无菌200 μL
枪头沿细胞层纵轴作两道平行的划痕, 造成单

层融合细胞划痕创伤模型. 沿划痕边缘等间距

作4个标记作为观察点, 倒置显微镜下拍照, 此
时划痕宽度作为划痕初始宽度(时间记为0 h). 观
察细胞迁移能力的影响: 根据不同处理因素随

机分为对照组和实验组, 根据不同处理时间, 每
组又进一步分为48 h和72 h组, 各组均设3个平

行对照孔. 37 ℃孵育相应时间后, 在上述标记的

4个相同观察点拍照, 然后1×PBS轻轻洗3次, 更
换2 mL含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液继

续培养. 每隔4 h拍照1次, 直至划痕愈合或基本

愈合, 结束观察. 各处理组划痕的愈合速度即反

映各组细胞的迁移能力[15,16]. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用

t检验比较PURα转染前后KYSE 510细胞的侵袭

和迁移能力的差异, P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 建立稳定过表达PURα的食管癌细胞KYSE 
510-PURα 为研究PURα过表达对细胞的影响, 
首先构建PURα过表达食管癌KYSE 510细胞

系. 采用外源表达PURα的pCMV6-PURα载体介

导转染食管鳞癌细胞KYSE 510, 经800 µg/mL 
G418筛选和克隆化, 获得稳定表达PURα的单

克隆食管癌细胞KYSE 510-PURα和多克隆空

载体做对照细胞KYSE 510-pCMV6. 分别扩大

培养后, 提取细胞总蛋白进行Western b lot分
析, 鉴定PURα的表达水平. 结果显示, 在KYSE 
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■创新盘点
本研究发现了转
录 因 子 P U R α 对
细胞上皮间叶转
变 的 影 响 ,  转 录
因 子 P U R α 抑 制
E-cadherin表达 , 
间接促进Vimen-
tin和N-cadherin等
间叶表型分子的
表达, 使细胞发生
上皮间叶转变, 进
而促进肿瘤细胞
的侵袭和转移. 

510-PURα中鉴定到外源表达PURα的标签蛋白

Flag, 且分子量与PURα大小相同. 鉴定到PURα

蛋白的过表达, 说明稳定过表达PURα的食管癌

细胞系构建成功(图1). 
2.2 过表达PURα食管癌KYSE 510细胞免疫荧

光分析 为检测过表达PURα食管癌KYSE 510细
胞的上皮间叶转化, 采用免疫荧光法观察食管

癌细胞上皮间叶转化重要标志分子E-cadherin
和Vimentin的表达、定位和细胞形态改变. 结果

发现与转染空载体对照细胞KYSE 510-pCMV6
相比, 过表达PURα食管癌细胞KYSE 510-PURα

膜蛋白E-cadherin的表达明显降低, 而骨架蛋白

Vimentin的表达明显升高. 细胞形态由上皮样趋

于纤维样改变(图2). 
2.3 过表达PURα增强KYSE 510细胞迁移能力 
采用细胞划痕试验检测食管癌细胞迁移能力, 
分别在培养的KYSE 510-PURα和对照KYSE 
510-pCMV6食管癌细胞爬片上划痕, 并于划痕

后继续培养48 h和72 h测量划痕区域愈合度. 与
转染空载体对照细胞KYSE 510-pCMV6相比, 
PURα过表达的KYSE 510食管癌细胞划痕区域

细胞移行速度和划痕愈合率明显加快, 具有显

著差异(P <0.001). 结果提示PURα过表达增强了

食管癌KYSE 510细胞的迁移能力(图3). 
2.4  过表达PURα促进KYSE 510细胞侵袭能力 
采用底膜带孔并涂胶的培养小室接种癌细胞, 

观察迁移到底膜另一面的癌细胞数目, 以此来

观察癌细胞的侵袭力的变化. 细胞经Transwell小
室培养模型培养后, 每个小室随机抽取4个视野, 
计算每个视野的细胞总数. 结果发现, 经PURα

基因转染后KYSE 510细胞穿过微孔膜的细胞数

明显高于空载质粒转染组, 提示在PURα过表达

后KYSE 510细胞的体外迁移能力有显著增强, 
具有显著差异(P <0.001)(图4). 
2.5 过表达PURα促进食管癌细胞上皮间叶改变 
用Western blot比较过表达PURα食管癌细胞和

转染空载体对照细胞上皮间叶改变相关蛋白标

志分子的表达变化, 结果显示KYSE 510-PURα

细胞E-cadherin表达明显降低, 而N-cadherin、
Vimentin和Snail表达明显增加, 提示PURα过表

达促进了食管癌KYSE 510细胞上皮间叶转化

(图5). 

3  讨论

PUR蛋白家族包含PURα、PURβ和PURγ三个亚

型, 在进化过程中高度保守. 其中PURα基因定

位于人类染色体5q31[17], 编码322个氨基酸, 表
达一个亲单双链DNA结合蛋白, 功能多样[18,19]. 
其结构由一个DNA结合结构域, 富含甘氨酸的

氨基端结构域和富含谷氨酰胺与谷氨酸盐的羧

基端结构域组成. 研究[20-22]发现, PURα蛋白与

c-MYC基因上游的DNA复制起始区相结合, 该
区域是一段约1.6 kb富含嘌呤的序列. 在肿瘤

发生机制的相关研究中发现PURα蛋白能与Pol 
Ⅱ、E2F1等蛋白相互作用[23], 从而影响肿瘤细

胞的发生发展. 另有研究[24]发现, PURα蛋白参与

某些化疗药物诱导的DNA损伤修复过程. PURα

蛋白在细胞生长过程中扮演着多种角色, 通过

与DNA和RNA相互作用, 并招募调节蛋白到特

定的核酸序列[25], 从而参与DNA复制与基因转

录; 在胞质中参与RNA转运以及细胞周期调节

和致癌性转化等多种生理功能[26,27]. 
在食管鳞癌中E-cadherin表达水平降低与

低分化肿瘤及其侵袭和转移表型密切相关 [28]. 
E-cadherin是跨膜糖蛋白, 以钙离子依赖的模式

介导特异的细胞间黏附, 其表达水平降低与肿瘤

进展和转移相关[29]. Vimentin是细胞骨架的重要

成分之一, 主要在间叶组织来源的细胞及某些未

分化细胞中表达, 在多种发生上皮间叶转变的肿

瘤细胞中, E-cadherin表达下降或缺失, 而Vimen-
tin表达异常增高. 本研究通过在食管鳞癌KYSE 
510细胞中过表达PURα, 促进肿瘤细胞中E-cad-

2014-12-28|Volume 22|Issue 36|WCJD|www.wjgnet.com

PURα

Flag

β-actin

A 1                            2

B

 相
对

表
达

量

1                            2

3

2

1

0

图  1  稳定表达PURα食管癌细胞KYSE 510-PURα的Western 
blot分析和灰度扫描. A: Western blot检测PURα在这两种

细胞中的表达; B: 灰度扫描PURα的相对表达量. 1: KYSE 

510-pCMV6; 2: KYSE 510-PURα. PURα: 富含嘌呤元件结

合蛋白α. 
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herin表达降低和Vimentin的表达增高. PURα过表

达后, KYSE 510细胞形态趋于长梭形, 具有明显

的上皮间叶转变特征. 通过细胞划痕实验发现, 
与对照细胞相比, 48 h和72 h后转染PURα的食管

癌KYSE 510细胞迁移能力明显增强. Transwell
实验也表明, 在铺有基质胶的Transwell小室中培

养36 h后, 过表达PURα的食管癌KYSE 510细胞

的侵袭转移能力显著增加(P<0.001). 我们进一步

发现, 过表达PURα蛋白的食管癌细胞, 上皮间

叶转变相关蛋白标志E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin和Snail等蛋白表达变化, 除E-cadherin
表达降低外, 其他几个标志蛋白均表达升高, 说
明该细胞的侵袭能力增加. PURα可能是作为转

录因子, 通过结合到Snail基因转录调控区, 上调

Snail的表达, 而Snail是参与上皮间叶转变调节

的重要转录因子, 可以通过直接抑制E-cadherin

■应用要点
本研究发现PURα
过表达显著增强
食管鳞癌细胞发
生细胞上皮间叶
改变(epi thel ial-
mesenchymal tran-
sition, EMT), 使食
管鳞癌细胞运动
能力和侵袭转移
能力增强, 为认识
食管癌侵袭转移
机制积累了新的
数据.
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图  2  细胞免疫荧光结果(×400). A: KYSE 510-pCMV6细胞E-cadherin染色(绿色); D: KYSE 510-pCMV6细胞Vimentin染

色(绿色); G: KYSE 510-PURα细胞E-cadherin染色(绿色); J: KYSE 510-PURα细胞Vimentin染色(绿色); B, E, H, K: DAPI对

细胞核染色(蓝色); C, F, I, L: 绿色通道和蓝色通道整合图像. PURα: 富含嘌呤元件结合蛋白α. 
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的转录和间接促进间叶表型分子如Vimentin、
N-cadh e r i n的转录促使细胞发生上皮间叶转

变 [30-33], 进而促进细胞的侵袭和转移. 
本研究发现转录因子PURα通过诱导食管

癌细胞上皮间叶转变而参与食管癌细胞侵袭转

移过程, 对认识食管癌转移复发分子机制及其

治疗措施积累了科学数据, 具有重要意义. 以往

研究, 尽管已经发现PURα可以作为DNA/RNA
结合蛋白和转录因子, 调节肿瘤细胞的发生发

展以及对化疗药物的耐药, 但未能阐明PURα与

肿瘤细胞侵袭转移表型间的关系. 本研究发现

PURα这一单双链DNA/RNA结合蛋白同样参与

对细胞侵袭转移的调节. 通过影响对该目标基

因的转录和翻译, 有可能阻止上皮细胞的间叶

转变, 使肿瘤细胞恢复上皮细胞特性, 就有可能

逆转上皮间叶转变, 阻碍肿瘤细胞的侵袭转移

能力, 从而为降低食管癌的复发转移措施提供

新思路. 另外, 通过检测食管癌组织中PURα蛋

白的表达水平, 可以对食管癌患者可能的转移

进行预测, 而对临床治疗有一定的辅助意义. 
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图  5  上皮间叶相关蛋白Western blot结果和灰度扫描. A: 

Western blot检测PURα在这两种细胞中的过表达, 1: KYSE 

510-pCMV6, 2: KYSE 510-PURα; B: 灰度扫描各种蛋白

的相对表达量, a: N-cadherin, b: E-cadherin, c: Vimentin, d: 

Snail, e: PURα. PURα: 富含嘌呤元件结合蛋白α. 

■同行评价
本文就食管鳞癌
的转移机制展开
研究. 创新性较为
突出. 发现转录因
子PURα通过诱导
食管癌细胞EMT
而参与食管癌细
胞侵袭转移过程, 
对认识食管癌转
移复发分子机制
具有重要意义. 实
验设计严谨, 结论
可信程度高.
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