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ｓｉＲＮＡ沉默ＳＴＭＮ１对食管癌Ｅｃａ１０９细胞紫杉醇敏感性的影响
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　　摘　要：目的　观察小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默ＳＴＭＮ１其对食管癌Ｅｃａ１０９细胞紫杉醇敏感性的影响。方法　将ＳＴＭＮ１

ｓｉＲＮＡ通过瞬时转染于食管癌Ｅｃａ１０９细胞，使用ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检验转染效果，通过 ＭＴＴ实验和平板克隆实验观

察Ｅｃａ１０９细胞对紫杉醇敏感性的变化，并且通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染料核染色后观察Ｅｃａ１０９细胞在紫杉醇作用下凋亡反应的差

异。结果　成功转染ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ并有效抑制了ＳＴＭＮ１的表达。转染ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ后Ｅｃａ１０９细胞对紫杉醇的药物敏感

性明显增加（犘＜０．０１），在紫杉醇作用下凋亡细胞增多（犘＜０．０１）。结论　通过ｓｉＲＮＡ抑制ＳＴＭＮ１的表达后可以增加食管癌

Ｅｃａ１０９细胞对紫杉醇的药物敏感性。

关键词：ＳＴＭＮ１；ｓｉＲＮＡ；食管癌；紫杉醇；化疗敏感性

中图分类号：Ｒ５７１；Ｒ７３３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）２２２８３３０３

犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊犻犾犲狀犮犻狀犵犛犜犕犖１犫狔狊犻犚犖犃狅狀狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狅犲狊狅狆犺犪犵犲犪犾犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾狊犈犮犪１０９狋狅狆犪犮犾犻狋犪狓犲犾


犣犺狌犎狅狀犵狑狌，犑犻犪狀犵犇犪狀，犡犻犲犣犻狔犻狀犵，犣犺狅狌犕犲犻犺狌犪，犛狌狀犇犪狔狅狀犵，犣犺犪狅犢犪犵犪狀犵△

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌犪狊狋狉狅犲狀狋犲狉狅犾狅犵狔，犌狌犪狀犵狕犺狅狌犌犲狀犲狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犪狀犵狕犺狅狌犕犻犾犻狋犪狉狔犆狅犿犿犪狀犱，犌狌犪狀犵狕犺狅狌５１００１０，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇＳＴＭＮ１ｂｙｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ｅｃａ１０９ｔｏｐａｃｌｉｔａｘｅｌ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＳＴＭＮ１）ｏｒｓｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ（ＳＣＲ）ｗｅｒｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＥｃａ１０９

ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＴＭＮ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｔｈｅＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｐａｃｌｉｔａｘｅｌｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｓｉＳＴＭＮ１ａｎｄＳＣＲｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＥｃａ１０９ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓ

ｓａｙ．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇＳＴＭＮ１ｏｎｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＳＣＲ，ｓｉＳＴＭＮ１

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓａｎｄｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓｕｎｄｅｒｐａｃｌｉｔａｘｅｌｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．ＢｏｔｈｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＳＴＭＮ１ｗｅｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｓｉＳＴＭＮ１

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＴＭＮ１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｐａｃｌｉｔａｘｅｌ

（犘＜０．０１）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｉＳＴＭＮ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｄｉｓｐｌａｙｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉ

ｎｉｎｇ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＳＴＭＮ１ｂｙｓｉＲＮＡｃｏｕｌｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＥｃａ１０９ｔｏｐａｃｌｉｔａｘｅｌ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＳＴＭＮ１；ｓｉＲＮＡ；ｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　食管癌是最为常见的肿瘤之一，在世界肿瘤疾病导致的死

亡原因中位居第六［１］。中国是食管癌死亡率最高的国家之一，

食管癌在中国癌症所致的死亡原因中位居第四［２］。有研究报

道，食管癌患者即使在严格的病例选择和术前予以新辅助化

疗，联合手术根除性治疗后预后仍较差，５年存活率仅在２０％

左右［３］。因此，提高食管癌放化疗有效性、通过多模态治疗提

高患者生存期和改善生存质量成为近年食管癌的研究热点。

导致化疗失败的一个最主要的原因就是食管癌细胞对化疗药

物的原发性或继发性耐药。但是，目前食管癌的耐药机制尚不

清楚。因此，进一步研究并阐明食管癌的耐药机制有助于为临

床提高食管癌患者的治疗预后提供重要的理论依据。

紫杉醇是从美国短叶红豆杉的树皮中提取而来的一种物

质，因其可以促进微管聚合，抑制微管降解，使细胞分裂周期阻

滞在Ｇ２／Ｍ 期，最终导致肿瘤细胞凋亡，因而具有很强的抗肿

瘤作用，目前已被应用于包括食管癌在内的多种肿瘤化疗之

中［４］。但是，随着临床应用的增多，对紫杉醇耐药的现象也在

逐渐增多［４］。ＳＴＭＮ１是一种能够在细胞的有丝分裂期和分

裂间期改变微管动力学的微管脱稳定化磷蛋白［５］，在许多人类

癌组织中表达增加，参与了细胞增殖、细胞运动、微管动力学调

节和周期调节等功能［５］。近年来，有报道称ＳＴＭＮ１在乳腺癌

和骨肉瘤对紫杉醇的耐药中发挥了关键的作用［６８］，提示ＳＴ

ＭＮ１也是一个耐药相关基因。ＳＴＭＮ１是否在食管癌对紫杉

醇的耐药中具有促进作用呢？目前尚无研究报道。本研究使

用小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）在食管癌 Ｅｃａ１０９细胞中沉默ＳＴ

ＭＮ１的表达，进而通过药敏和凋亡等实验观察干预前、后食管

癌细胞对紫杉醇的敏感性变化，初步探索沉默ＳＴＭＮ１对食管

癌细胞紫杉醇敏感性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　人食管癌Ｅｃａ１０９细胞购自中科院上海细胞库；

Ｔｒｉｚｏｌ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ ２０００和 ＯｐｔｉＭＥＭ

?Ｉ购自Ｉｎｖｅｒｔｒｏ

ｇｅｎ公司；ＲＩＰＡ裂解液、５Ｘ蛋白上样缓冲液、十二烷基磺酸

钠聚丙烯酰氨凝胶电泳 （ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配制试剂盒、

ＰＭＳＦ、丽春红染色液、ＭＴＴ和结晶紫购自碧云天生物技术研

究所；ＮＣ膜和ＥＣＬ购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基和

Ｈｙｃｌｏｎｅ胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；紫杉醇购自美国施贵宝

公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒购自碧云天生物技术研究所；ＳＴ

ＭＮ１ｓｉＲＮＡ和ｓｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ购自上海吉玛制药公司；逆转

录试剂盒和实时定量ＰＣＲ试剂盒购自宝生物（大连）公司。
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ａｎｔｉＳＴＭＮ１一抗（＃３３５２）购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ａｎｔｉβａｃ

ｔｉｎ一抗（ｓｃ４７７７８）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗购自中杉金桥

公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　Ｅｃａ１０９细胞所用培养液为添加有１０％胎

牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，除用于瞬时转染的细胞在实验前

１周开始不使用抗菌药物以外，所有培养液中已加入青霉素／链

霉素。细胞培养于含５％ ＣＯ２ 的３７℃恒温培养箱内。所有用

于实验的细胞均处于对数生长期。所有实验均重复３次。

１．２．２　相关引物序列和ｑＰＣＲ　使用ｐｕｂｍｅｄＢＬＡＳＴ工具和

查阅文献设计并合成相应的引物，ＳＴＭＮ１上游引物：５′ＴＡＣ

ＡＣＴＧＣＣＴＧＴＣＧＣＴＴＧＴＣ３′，下游引物：５′ＧＧＧＧＡＡ

ＡＧＧＧＧＧＡＡＴＴＣＴＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ
［９］：上游引物５′ＣＧＧ

ＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ３′，下游引物：５′ＡＧＣ

ＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′。采用Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法

提取ＲＮＡ，按照逆转录试剂盒说明书配制反应体系并进行逆

转录反应，按照实时定量ＰＣＲ试剂盒说明书配制反应体系并

进行实时定量ＰＣＲ反应。

１．２．３　相关ｓｉＲＮＡ序列及转染实验　根据文献［７］合成ＳＴ

ＭＮ１ｓｉＲＮＡ，正义链：５′ＧＡＡＡＣＧＡＧＡＧＣＡＣＧＡＧＡＡＡ

３′，反义链：５′ＵＵＵＣＵＣＧＵＧＣＵＣＵＣＧＵＵＵＣ３′；无关

ｓｉＲＮＡ，正义链：５′ＧＣＡＡＡＡＧＡＧＣＧＡＡＡＡＧ３′，反义链：

５′ＣＵＵ ＵＵＣ ＧＣＵ ＣＵＵ ＵＵＧ Ｃ３′。按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００说明书进行瞬时转染步骤，转染６ｈ以后更换培养液，７２

ｈ以后收取细胞进行相应的实验。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　胰酶消化并收集细胞，裂解液裂

解并提取总蛋白，测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜并进行

裁剪，用含５％脱脂牛奶的ＰＢＳＴ封闭，一抗４℃孵育过夜；洗

膜，二抗室温孵育１ｈ；洗膜后加ＥＣＬ溶液显影观察。

１．２．５　ＭＴＴ药敏实验　胰酶消化收集细胞，按５×１０３／孔的

密度接种于９６孔培养板中，每孔培养液２００μＬ，待细胞贴壁

１６ｈ；加入适当浓度梯度的紫杉醇进行体外药物敏感性检测，

同时设置调零孔、对照孔，培养板置于培养箱中继续孵育７２ｈ；

７２ｈ以后先后加入 ＭＴＴ溶液和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），用酶标

仪检测吸光度并进行分析。

１．２．６　平板克隆形成实验　胰酶消化收集细胞，按１×１０３／

孔的密度接种于２４孔培养板中，待细胞贴壁１６ｈ后；加入

０．０４μｍｏｌ／Ｌ的紫杉醇进行体外药物敏感性检测，每３ｄ更换

培养液１次，共计培养１４ｄ；１４ｄ后，弃培养液，清洗、固定，

０．５％结晶紫染色，数码相机拍照后用ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ３软件进

行统计分析。

１．２．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８核染色实验　胰酶消化收集细胞，按

１×１０６／孔的密度接种于６孔板，待细胞贴壁１６ｈ；加入０．１

μｍｏｌ／Ｌ的紫杉醇，培养板置于培养箱中继续孵育３６ｈ诱导凋

亡；３６ｈ以后，按 Ｈｏｅｃｈｓｔ试剂盒说明书染色、封片，用荧光显

微镜观察并拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件对实验数据进行

分析，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　转染ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ前、后Ｅｃａ１０９细胞ＳＴＭＮ１表达

水平的变化　ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果提示，转染ＳＴ

ＭＮ１ｓｉＲＮＡ７２ｈ以后，食管癌Ｅｃａ１０９细胞中的ＳＴＭＮ１的

ｍＲＮＡ表达水平（图１）和蛋白水平（图２）均明显下降。

　　ＮＣ：未转染ｓｉＲＮＡ对照组；ＳＣＲ：无关对照ｓｉＲＮＡ转染组；ｓｉＳＴ

ＭＮ１：特异性ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ转染组。

图１　　转染ｓｉＲＮＡ前、后食管癌Ｅｃａ１０９细胞中ＳＴＭＮ１

ｍＲＮＡ的表达变化（ＧＡＰＤＨ作为内参基因）

图２　　转染ｓｉＲＮＡ前、后食管癌Ｅｃａ１０９细胞中

ＳＴＭＮ１蛋白的表达变化（βａｃｔｉｎ作为内参）

２．２　ＭＴＴ药敏实验结果提示沉默ＳＴＭＮ１可增加紫杉醇对

Ｅｃａ１０９细胞的抑制率　ＭＴＴ药敏实验结果显示，采用特异

性ｓｉＲＮＡ沉默ＳＴＭＮ１的表达后，食管癌Ｅｃａ１０９细胞相对于

非特异ｓｉＲＮＡ转染组的细胞，对紫杉醇的ＩＣ５０值明显下降（犘

＜０．０１），提示对药物敏感性增加（图３）。

图３　　沉默ＳＴＭＮ１后Ｅｃａ１０９细胞对紫杉醇的敏感性

２．３　平板克隆形成实验结果提示沉默ＳＴＭＮ１可增加Ｅｃａ

１０９细胞对紫杉醇的敏感性　平板克隆形成实验结果显示，采

用特异性ｓｉＲＮＡ沉默ＳＴＭＮ１的表达后，食管癌Ｅｃａ１０９细胞

在０．０４μｍｏｌ／Ｌ紫杉醇的作用下平板克隆数目与非特异ｓｉＲ

ＮＡ转染组比较有明显减少，见图４。

　　Ａ：统计结果；Ｂ：有代表性的平板克隆染色照片。

图４　　沉默ＳＴＭＮ１后食管癌Ｅｃａ１０９细胞紫杉醇

作用下克隆形成数目
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２．４　沉默ＳＴＭＮ１后Ｅｃａ１０９在紫杉醇作用下凋亡增加　与

空白对照组和无关ｓｉＲＮＡ转染组相比，转染了ＳＴＭＮ１特异

性ｓｉＲＮＡ的Ｅｃａ１０９细胞在０．１μｍｏｌ／Ｌ紫杉醇作用３６ｈ以

后，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染料核染色显示核浓染和碎裂的细胞明显

增多（图５），提示凋亡细胞数目增加。

　　ＮＣ：未转染ｓｉＲＮＡ对照组；ＳＣＲ：无关对照ｓｉＲＮＡ转染组；ｓｉＳＴＭＮ１：特异性ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ转染组。

图５　　沉默ＳＴＭＮ１后食管癌Ｅｃａ１０９细胞在紫杉醇作用下凋亡增加（×４００）

３　讨　　论

紫杉醇为紫杉烷类代表性的一种物质，目前已被广泛应用

于食管癌等多种恶性肿瘤的化疗方案之中［４，１０］。但是，紫杉醇

也具有较强的不良反应，如过敏反应、脱发、骨髓抑制和周围神

经病等［１１］，一定程度上影响了该药的使用。近年来，紫杉醇在

肿瘤治疗中的原发性和继发性耐药问题逐渐受到重视。如何

降低紫杉醇耐药的发生，甚至在降低该药的使用浓度亦能同样

达到有效杀伤肿瘤细胞的作用，对临床食管癌患者的治疗具有

重要的意义。

ＳＴＭＮ１也被称作ｓｔａｔｈｍｉｎ１、肿瘤蛋白１８、ｍｅｔａｂｌａｓｉｎ、

ｐ１８或ｐ１９，它由位于人染色体１ｐ３６．１的ＳＴＭＮ１基因编码，

是一种能够在细胞有丝分裂期和分裂间期改变微管动力学的

微管脱稳定化磷蛋白［５］。ＳＴＭＮ１在细胞正常生理中参与了

有丝分裂中微管的调节，但是，在肿瘤细胞中常常发生因为

ＳＴＭＮ１失调而导致有丝分裂纺锤体功能减退和导致对紫杉

醇的耐药［１２］。近年来亦有研究报道ＳＴＭＮ１可促进乳腺癌和

骨肉瘤对紫杉醇的耐药［６８］。因此，推测ＳＴＭＮ１很可能也参

与了食管癌细胞对紫杉醇的耐药。

本研究通过脂质体转染法将ＳＴＭＮ１ｓｉＲＮＡ瞬时转染入

食管癌Ｅｃａ１０９细胞中，ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示基因干扰

效果确切，转染后ＳＴＭＮ１无论是 ｍＲＮＡ水平还是蛋白水平

均有明显下降。进一步在细胞药敏实验中发现，沉默ＳＴＭＮ１

的表达后食管癌Ｅｃａ１０９细胞对紫杉醇的化疗敏感性明显增

强。由此推测，在有效沉默ＳＴＭＮ１的表达后，即使降低紫杉

醇的药物浓度亦可以同样有效地杀伤食管肿瘤细胞，因此有助

于临床中降低化疗药物用量，减少不良反应的发生和提高治疗

有效性。在细胞凋亡实验的检测中，发现沉默ＳＴＭＮ１的表达

后，食管癌Ｅｃａ１０９细胞在紫杉醇作用下凋亡也明显增加，提

示ＳＴＭＮ１导致的耐药机制之一可能为减少食管癌细胞在紫

杉醇作用下的凋亡。

综上所述，ＳＴＭＮ１在食管癌对紫杉醇的化疗敏感性中发

挥了关键的作用，通过ｓｉＲＮＡ有效沉默ＳＴＭＮ１的表达有助

于增强食管癌对紫杉醇化疗的敏感性并导致食管癌细胞化疗

下凋亡的增加。本研究结果有助于进一步阐明食管癌对紫杉

醇耐药的机制，亦可能有助于为临床中减少紫杉醇类药物不良

反应和降低化疗耐药的发生提供理论依据。
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