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ＥＣＲＧ４对人喉鳞癌细胞 Ｈｅｐ２侵袭转移的影响及其
分子机制

贾建平，孙晓慧
（中国人民解放军北部战区空军医院，辽宁 沈阳　１１００４２）

［摘　要］目的：探讨ＥＣＲＧ４对人喉鳞癌细胞Ｈｅｐ２侵袭转移能力的影响及机制。方法：设计并构建ＥＣＲＧ４
过表达载体、并转染Ｈｅｐ２细胞，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测Ｈｅｐ２细胞中ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达；
通过细胞划痕实验检测细胞迁移能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移和侵袭能力，应用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＮＦκＢ信
号通路相关蛋白ＮＦκＢｐ６５在胞浆和胞核中的表达及转录因子 Ｓｎａｉｌ、ＥＭＴ标志性分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ蛋白表达。结果：在Ｈｅｐ２细胞中过表达ＥＣＲＧ４后，ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ与蛋白表达水平显著升高，划痕和
Ｔｒａｎｗｅｌｌ实验表明过表达ＥＣＲＧ４可抑制细胞的迁移和侵袭；同时过表达 ＥＣＲＧ４可下调细胞核中 ＮＦκＢｐ６５蛋
白表达，上调细胞浆中ＮＦκＢｐ６５蛋白表达；过表达ＥＣＲＧ４可上调ＥＭＴ上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白，下调转录
因子Ｓｎａｉｌ及ＥＭＴ间质标记物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达。结论：ＥＣＲＧ４可能通过抑制ＮＦκＢ／Ｓｎａｉｌ信号
通路来抑制ＥＭＴ的发生，进而抑制Ｈｅｐ２细胞的侵袭转移。

［关键词］ＥＣＲＧ４；喉肿瘤；癌，鳞状细胞；上皮间质转化；细胞迁移；细胞侵袭；核因子κＢ
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　　喉鳞状细胞癌源于喉部黏膜上皮，是第二常见
的头颈部鳞状细胞癌［１］。目前，世界喉鳞状细胞

癌发病率逐渐增加，尤其在年轻人中呈上升趋

势［２］。喉部的特殊解剖结构使得喉鳞状细胞癌极

易发生局部侵袭和颈淋巴结转移［３］，导致患者疾

病复发和预后不良。食管癌相关基因４（（ＥＣＲＧ４）
是一种肿瘤候选抑制基因，在食管鳞癌、乳腺癌、结

肠直肠癌和神经胶质细胞瘤中表达下调［４－６］，有报

道其并可抑制头颈鳞癌［７］、肝癌［８］的增殖、迁移和

侵袭，还可抑制喉鳞癌细胞的增殖、促进细胞凋

亡［９］，但其机制尚不清楚。上皮间质转化（ＥＭＴ）
是上皮细胞从有极性不能移动的上皮细胞转化为

间质细胞过程，细胞发生 ＥＭＴ后上皮标志物 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调、ＥＭＴ间质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ表达上调，迁移和侵袭能力增加。本实
验通过体外实验探究 ＥＣＲＧ４对 Ｈｅｐ２细胞 ＥＭＴ
发生、迁移和侵袭的影响及分子机制，以期阐明喉

癌侵袭和转移的分子机制，提高喉癌的生存期和治

愈率。

１　材料与方法

１１　主要试剂
胎牛血清购自以色列ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（ＢＩ）

公司，ＤＭＥＭ培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ，胰酶购自江苏
碧云天生物技术研究所，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＴＲＩｐｕｒｅ总 ＲＮＡ提取试
剂、ＳｕｐｅｒＭＭＬＶ反转录酶均购自北京百泰克生物
技术有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自北京索莱宝科技
有限公司，结晶紫购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶购自美国ＢＤ公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒、ＥＣＲＧ４抗体、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体、ＮｃａｄｈｅｒｉｎＤ１抗
体、Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ抗体、Ｓｎａｉｌ抗体、ＮＦκＢｐ６５抗体均
购自沈阳万类生物科技有限公司。

１２　细胞培养及转染
人喉癌细胞 Ｈｅｐ２及 ｐｃＤＮＡ３１载体均购自

万类生物科技有限公司。Ｈｅｐ２细胞用含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基于３７℃，５％ ＣＯ２的培养
箱内培养。将全长野生型ＥＣＲＧ４ＣＤＳ序列克隆入
ｐｃＤＮＡ３１载体，构建 ＥＣＲＧ４过表达载体（ＥＣＲＧ４
ｐｃＤＮＡ３１），基因测序证明载体构建成功。根据Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００操作说明转染 ＥＣＲＧ４ｐｃＤＮＡ３１
质粒（ＥＣＲＧ４组）或空载体质粒（Ｖｅｃｔｏｒ组），并设立
未转染Ｈｅｐ２细胞组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）。
１３　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＥＣＲＧ４的表达

利用总ＲＮＡ提取试剂及ｃＤＮＡ合成试剂提取
细胞总 ＲＮＡ并反转录至 ｃＤＮＡ，放入 ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ
９６荧光定量仪（ＢＩＯＮＥＥＲ，韩国）进行荧光定量反
应，采用２－ΔΔＣＴ法对ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ进行定量分析。
ＥＣＲＧ４基因引物序列如下，ＥＣＲＧ４Ｆ为 ５′ＴＧＡ
ＣＡＴＣＡＣＣＴＡＴＴＧＧＣＴＴＡ３′，ＥＣＲＧ４Ｒ为５′ＧＡＡＴ
ＣＧＣＴＡＴＴＴＧＣＴＴＣＴＴＧ３′；内参基因 βａｃｔｉｎＦ为
５′ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′，βａｃｔｉｎＲ
为５′ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴ３。
１４　划痕实验检测细胞迁移能力

实验前将培养基换为无血清培养基并加入

１ｍｇ／Ｌ的丝裂霉素Ｃ处理１ｈ，利用２００μＬｐｉｐｅｔｔｅ
ｔｉｐ造成细胞划痕，用无血清培养基清洗细胞表面
１次，显微镜下观察并按组拍照，记录照片中细胞
的位置，记为０ｈ，并换用无血清培养基于３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱中分别培养２４ｈ进行再次拍照记
录，记为２４ｈ，计算细胞迁移距离。
１５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力

胰酶消化收集细胞，分别将２００μＬ细胞悬液
加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室（细胞量５×１０３／孔），下室加入
含２０％ 胎牛血清的培养液 ８００μＬ，置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下培养２４ｈ。甲醛固定，结
晶紫染色，在倒置显微镜下计数迁移至微孔膜下层

５个视野的细胞，取均数。
１６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力

胰酶消化收集细胞，分别将２００μＬ细胞悬液
加入预先铺有Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室（细
胞量２×１０４／孔），下室加入含２０％ 胎牛血清的培

９７１

　２期 贾建平等　ＥＣＲＧ４对人喉鳞癌细胞Ｈｅｐ２侵袭转移的影响及其分子机制



养液８００μＬ。置于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度条件
下培养２４ｈ，甲醛固定，结晶紫染色，在倒置显微镜
下计数侵袭至微孔膜下层 ５个视野的细胞，取
均数。

１７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＥＣＲＧ４、Ｓｎａｉｌ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ及胞浆和胞核蛋白中 ＮＦκＢ
ｐ６５蛋白表达

ＲＩＰＡ裂解法提取样本总蛋白及细胞浆和细胞
核蛋白，采用 ＢＣＡ法对蛋白进行定量，取 ２０～
４０μｇ蛋白上样，行 ＳＤＳＰＡＧＥ并转印至 ＰＶＤＦ膜，
经５％（Ｍ／Ｖ）脱脂奶粉封闭１ｈ后，加入适当稀释
的 ＥＣＲＧ４、Ｓｎａｉｌ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｎｍｅｎ
ｔｉｎ、ＮＦκＢｐ６５抗体４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ缓冲液清
洗ＰＶＤＦ膜，放入二抗羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ（１∶５０００）
工作液中３７℃孵育４５ｍｉｎ，ＥＣＬ底物发光，采用凝
胶图象处理系统（ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件）分析目标
条带光密度值。

１８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１８０统计软件进行数据分析，实验

数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用独
立样本 ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异具有统计学
意义。

２　结果

２１　ＥＣＲＧ４表达
ＥＣＲＧ４组 Ｈｅｐ２细胞中 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ的表

达较Ｃｏｎｔｒｏｌ组及 Ｖｅｃｔｏｒ组显著上调（Ｐ＜００１），
见图 １Ａ；ＥＣＲＧ４蛋白在 Ｃｏｎｔｒｏｌ组及 Ｖｅｃｔｏｒ组
Ｈｅｐ２细胞中呈现低表达，ＥＣＲＧ４组 Ｈｅｐ２细胞
中 ＥＣＲＧ４蛋白表达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组及 Ｖｅｃｔｏｒ组显著
上调（Ｐ＜００１），与 ｍＲＮＡ表达趋势基本一致，
见图１Ｂ。

注：Ａ为 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ相对表达水平，Ｂ为 ＥＣＲＧ４蛋白表达水平；（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图１　各组Ｈｅｐ２细胞中ＥＣＲＧ４基因和蛋白表达水平
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＣＲＧ４ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

２２　ＥＣＲＧ４对Ｈｅｐ２细胞迁移能力影响
细胞划痕检测Ｈｅｐ２细胞迁移能力，结果显示

ＥＣＲＧ４组细胞迁移率较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组及 Ｖｅｃｔｏｒ组显
著下降（Ｐ＜００１），见图 ２Ａ；Ｔａｎｓｗｅｌｌ实验检测
Ｈｅｐ２细胞迁移，结果显示 ＥＣＲＧ４组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
及Ｖｅｃｔｏｒ组相比细胞迁移数显著减少（Ｐ＜００１），
见图２Ｂ。
２３　ＥＣＲＧ４对Ｈｅｐ２细胞侵袭能力影响

Ｔａｎｓｗｅｌｌ实验检测Ｈｅｐ２细胞侵袭能力，结果
显示ＥＣＲＧ４组 Ｈｅｐ２细胞侵袭数较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组及

Ｖｅｃｔｏｒ组显著减少（Ｐ＜００１），见图３。
２４　ＥＣＲＧ４对 Ｈｅｐ２细胞 ＮＦκＢ信号通路的活
化的影响

为了观察ＥＣＲＧ４对 ＮＦκＢ信号通路的影响，
通过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组Ｈｅｐ２细胞细胞核与胞
浆中ＮＦκＢｐ６５蛋白表达变化。结果显示 ＥＣＲＧ４
组Ｈｅｐ２细胞胞核中 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平较
Ｃｏｎｔｒｏｌ组及 Ｖｅｃｔｏｒ组显著下调（Ｐ＜００１），见图
４Ａ；ＥＣＲＧ４组Ｈｅｐ２细胞胞浆中ＮＦκＢｐ６５蛋白表
达水平较Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组显著上调，见图４Ｂ。
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注：Ａ为细胞划痕检测细胞迁移能力，Ｂ为Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移能力；（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图２　各组Ｈｅｐ２细胞迁移能力
Ｆｉｇ．２　ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图３　各组Ｈｅｐ２细胞侵袭能力
Ｆｉｇ．３　ＩｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２５　ＥＣＲＧ４对Ｈｅｐ２细胞ＥＭＴ的影响
将ＥＣＲＧ４过表达质粒及空载体对照质粒转染

Ｈｅｐ２细胞，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测转录因子 Ｓｎａｉｌ、ＥＭＴ
上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＥＭＴ间质标志物Ｎｃａｄｈｅｒ
ｉｎ、Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ蛋白水平。结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及
Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＥＣＲＧ４组转录因子 Ｓｎａｉｌ蛋白表达
显著下调（Ｐ＜００１），见图５Ａ；上皮标志物 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白显著上调（Ｐ＜００１），见图５Ｂ；ＥＭＴ间
质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ蛋白表达显著下
调，见图６Ａ和图６Ｂ。

３　讨论

恶性喉鳞癌是一类具有高度侵袭性、预后状况

差的头颈部肿瘤，ＥＣＲＧ４在喉癌组织及细胞中呈
现低表达。在本课题组前期研究中，ＥＣＲＧ４在喉
癌组织及癌旁组织样本中均表达，但喉癌组织中

ＥＣＲＧ４表达水平较癌旁组织显著降低；同时检测
喉癌上皮细胞系 Ｈｅｐ２与 ＬＳＣ１中 ＥＣＲＧ４的表
达，发现Ｈｅｐ２细胞中 ＥＣＲＧ４的表达水平显著低
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注：Ａ为 细胞核中ＮＦκＢｐ６５蛋白表达，Ｂ为细胞浆中ＮＦκＢｐ６５蛋白表达；（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图４　ＥＣＲＧ４对各组Ｈｅｐ２细胞胞核与胞浆中ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥＣＲＧ４ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍ

（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图５　ＥＣＲＧ４对各组Ｈｅｐ２细胞Ｓｎａｉｌ与Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＣＲＧ４ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｎａｉｌａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

于ＬＳＣ１细胞［１０］，故本实验选用ＥＣＲＧ４本底水平
较低的Ｈｅｐ２细胞系作为转染细胞进行后续研究，
保障了实验的进行。

为了确定ＥＣＲＧ４对喉鳞癌Ｈｅｐ２细胞侵袭转
移的作用，将ＥＣＲＧ４过表达质粒转染Ｈｅｐ２细胞，
细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移和侵袭能力，
结果表明ＥＣＲＧ４可明显抑制Ｈｅｐ２细胞的迁移和
侵袭，进一步验证 ＥＣＲＧ４是潜在的肿瘤候选抑制
基因。

上皮间质转化（ＥＭＴ）是上皮细胞从有极性不

能移动的上皮细胞通过极性改变和细胞黏附力丧

失等一系列变化转化为间质细胞，增加细胞迁移和

侵袭能力的过程。ＥＭＴ在 Ｗｎｔ、Ｎｏｔｃｈ等相关信号
通路的作用下激活下游相关转录因子 Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ
或者ＺＥＢ，抑制上皮标志基因 Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ）的转录，促进间质标记基因 Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ与 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达［１１－１２］。有研究表明激活 ＮＦκＢ信
号通路可上调转录因子Ｓｎａｉｌ的表达，抑制ＥＭＴ上
皮标志基因 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达进而促进肝胆管癌
细胞的迁移和侵袭［１３］；在肺癌细胞 Ａ５４９中，大黄
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（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００１

图６　ＥＣＲＧ４对各组Ｈｅｐ２细胞Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ与Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥＣＲＧ４ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｎｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

素通过抑制ＮＦκＢ信号通路进而抑制ＡＴＰ诱发的
细胞的 ＥＭＴ、迁移和侵袭［１４］；有报道指出，抑制

ＥＭＴ可抑制喉鳞癌细胞的迁移和侵袭［１５］。为了验

证ＥＣＲＧ４是否通过 ＮＦκＢ／Ｓｎａｉｌ信号通路影响
ＥＭＴ的发生，本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测了
ＮＦκＢ信号通路相关蛋白 ＮＦκＢｐ６５在胞浆和胞
核中的表达以及转录因子 Ｓｎａｉｌ、ＥＭＴ上皮标志基
因Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＥＭＴ间质标志基因 Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ与 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达。结果显示，过表达 ＥＣＲＧ４可明
显下调胞核中 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达，上调胞浆中
ＮＦκＢｐ６５的表达，说明 ＥＣＲＧ４可显著抑制 ＮＦ
κＢｐ６５转位入核而抑制 ＮＦκＢ信号通路；过表达
ＥＣＲＧ４可明显下调转录因子 Ｓｎａｉｌ，并可下调 ＥＭＴ
间质标志基因 Ｖｉｎｍｅｎｔｉｎ与 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表
达、上调 ＥＭＴ上皮标志基因 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表
达，显著抑制ＥＭＴ发生。

综合以上结果表明，ＥＣＲＧ４可能通过抑制
ＮＦκＢ／Ｓｎａｉｌ信号通路活性阻滞 ＥＭＴ的发生进而
抑制 Ｈｅｐ２细胞的侵袭转移。本研究明确了
ＥＣＲＧ４对喉鳞癌侵袭转移的影响及其相关分子作
用机制，为 ＥＣＲＧ４在喉鳞癌发生发展中的作用及
相关分子机制提供了新的有力证据，揭示 ＥＣＲＧ４
可能成为喉鳞癌基因治疗的潜在新靶点。
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　２期 贾建平等　ＥＣＲＧ４对人喉鳞癌细胞Ｈｅｐ２侵袭转移的影响及其分子机制


