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摘要：目的　探究西达本胺（ＣＨＩ）通过长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）ＶＰＳ９Ｄ１－
ＡＳ１抑制食管鳞癌细胞侵袭和上皮间质转化的机制。方法　取人正常食管上皮
细胞设为ＨＥＥＣ组（ＨＥＥＣ细胞正常培养不做任何处理），将人食管鳞癌细胞
ＫＹＳＥ－４５０细胞分为ＫＹＳＥ－４５０组（正常培养）、ＣＨＩ组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处
理４８ｈ）、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组（转染ｏｅ－ＮＣ，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理４８ｈ）、ＣＨＩ＋ｏｅ－
ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组（转染ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ
处理４８ｈ）。用荧光原位杂交检测细胞中ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１的阳性表达，用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的侵袭能力，用蛋白质印迹检测上皮间质转化与有丝分裂原
活化蛋白激酶（ＭＥＫ）／细胞外信号相关蛋白激酶（ＥＲＫ）信号通路相关蛋白相对
表达水平。结果　ＨＥＥＣ组、ＫＹＳＥ－４５０组和ＣＨＩ组的ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１阳性
表达水平分别为 １００±００６、４５８±０８４和 １９３±０３７，ＫＹＳＥ－４５０组与
ＨＥＥＣ组相比、ＣＨＩ组与ＫＹＳＥ－４５０组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜００５）。ＫＹＳＥ－４５０组、ＣＨＩ组、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组和 ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组的细胞侵袭个数分别为（８９５７±１５６１）、（２２４９±５１８）、
（２７０４±５９５）和（５７８２±１０７３）个，Ｎ－钙黏蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）蛋白相对表达
水平分别为１００±００７、０５２±０１２、０５９±００９和０９１±０１６，Ｅ－钙黏蛋白
（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）蛋白相对表达水平分别为１００±０１１、１８１±０３５、１７９±０３０
和１２４±０２２，ＭＥＫ１蛋白相对表达水平分别为 １００±００８、０６４±０１１、
０６９±０１３和 ０９３±０１７，ｐ－ＥＲＫ１／ＥＲＫ１水 平 分 别 为 １００±００５、
０６１±００７、０５５±０１０和０９５±０１５，ｐ－ＥＲＫ２／ＥＲＫ２水平分别为１００±０１２、
０４３±００９、０４２±００８和０８９±０１４，ＣＨＩ组的上述指标与 ＫＹＳＥ－４５０组相比、
ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组的上述指标与ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　ＣＨＩ可以抑制食管鳞癌细胞侵
袭和上皮间质转化，这可能与ＣＨＩ下调ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１抑制ＭＥＫ／ＥＲＫ信
号通路激活有关。
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ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＭＥＫ）／ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＥＲＫ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｒｏｔｅｉｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｉｎ
ＨＥＥＣｇｒｏｕｐ，ＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐａｎｄＣＨＩｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±００６，４５８±０８４ａｎｄ１９３±０３７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＥＥＣｇｒｏｕｐａｎｄＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＨＩｇｒｏｕｐａｎｄＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜００５）Ｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎ
ＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐ，ＣＨＩｇｒｏｕｐ，ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ８９５７±１５６１，
２２４９±５１８，２７０４±５９５ａｎｄ５７８２±１０７３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮ－ｃａｄｈｅｒｉｎｗｅｒｅ
１００±００７，０５２±０１２，０５９±００９ａｎｄ０９１±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｗｅｒｅ１００±０１１，１８１±０３５，１７９±０３０ａｎｄ１２４±０２２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＥＫ１
ｗｅｒｅ１００±００８，０６４±０１１，０６９±０１３ａｎｄ０９３±０１７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｐ－ＥＲＫ１／ＥＲＫ１ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
１００±００５，０６１±００７，０５５±０１０ａｎｄ０９５±０１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｐ－ＥＲＫ２／ＥＲＫ２ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１００±０１２，
０４３±００９，０４２±００８ａｎｄ０８９±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐａｎｄＣＨＩｇｒｏｕｐ，
ｂｅｔｗｅｅｎＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｇｒｏｕｐａｎｄＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ（Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣＨＩｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ
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ｂｙＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＣＨＩ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｈｉｄａｍｉｄｅ；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ；
ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

　　食管鳞癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＥＳＣＣ）是食管癌最常见的亚型，发病率具有地域差
异。研究表明，ＥＳＣＣ发生与遗传、饮食习惯（如高温
饮食）、环境暴露（如饮酒）等多种因素有关，并且早期

症状具有非特异性，多数患者诊断时已处于疾病晚

期，导致治疗预后差［１］，因此探讨 ＥＳＣＣ的分子机制
并寻找有效的治疗靶点具有重要的临床意义。上皮

间质转化使细胞表型改变为侵袭性，增强了细胞迁移

能力，与肿瘤的发生、发展有关［２］。西达本胺

（ｃｈｉｄａｍｉｄｅ，ＣＨＩ）为新型组蛋白去乙酰化酶抑制药，
是一种新型抗肿瘤药物。研究表明，ＣＨＩ可以抑制三
阴性乳腺癌小鼠肿瘤细胞上皮间质转化，阻滞细胞周

期，并诱导细胞凋亡［３］。高曼棋等［４］研究表明，ＣＨＩ
可以抑制ＥＳＣＣ细胞增殖，诱导细胞凋亡，抑制血管形
成，但其对ＥＳＣＣ上皮间质转化的影响研究较少。长
链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）在肿瘤
细胞生物行为中扮演着重要角色，介导食管癌在内的

多种恶性肿瘤的发生与发展，是肿瘤诊断、治疗和预

后评估的新型生物标志物［５］。基于此，本研究拟探究

ＣＨＩ对ＥＳＣＣ侵袭和上皮间质转化的影响，并结合

ＬｎｃＲＮＡ探究其机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人食管鳞癌细胞（ＫＹＳＥ－１５０、ＫＹＳＥ－

４５０、ＫＹＳＥ－５１０），均购自思泰默（上海）生物科技有
限公司；人正常食管上皮细胞（ｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＥＥＣ），购自厦门逸漠生物科技有限
公司。

药品与试剂　西达本胺片，规格：每片 ５ｍｇ，批
号：２０２３０２１３，批准文号：国药准字Ｈ２０１４０１２９，深圳微
芯药业有限责任公司生产。罗斯威尔公园纪念研究

所１６４０培养基（ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ１６４０，
ＲＰＭＩ１６４０）、汉姆氏营养混合物 Ｆ－１２（Ｈａｍ’ｓ
ＮｕｔｒｉｅｎｔＭｉｘｔｕｒｅＦ－１２，Ｈａｍ’ｓＦ－１２）、杜尔贝科改良
Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）培养基、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂，均为美
国赛默飞公司生产；荧光原位杂交试剂盒，上海吉玛

制药技术有限公司生产；细胞小室、细胞裂解液、胰蛋
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白酶消化液、二喹啉甲酸法蛋白浓度测定试剂盒、细

胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）试剂
盒，均为上海碧云天生物技术有限公司生产；兔抗

Ｎ－钙黏蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体、兔抗 Ｅ－钙黏蛋白
（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体、兔抗细胞外信号相关蛋白激酶
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）１抗
体、兔抗有丝分裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）１抗体、兔抗磷酸化 －ＥＲＫ１
（ｐｈｏｓｐｈｏ－ＥＲＫ１，ｐ－ＥＲＫ１）抗体、兔抗 ｐ－ＥＲＫ２抗
体、兔抗 ＥＲＫ２抗体，辣根过氧化物酶偶联山羊抗兔
抗体，均为英国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＧｅｌＤｏｃＧｏ凝胶成像仪、ＣＦＸ３８４Ｔｏｕｃｈ荧
光定量聚合酶链反应仪，均为美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产
品；ＢＺ－Ｘ荧光显微镜，基恩士（中国）有限公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［６］

ＫＹＳＥ－１５０、ＫＹＳＥ－４５０、ＫＹＳＥ－５１０细胞用
ＲＰＭＩ１６４０∶Ｈａｍ’ｓＦ－１２（１∶１）培养基培养，ＨＥＥＣ细
胞用ＤＭＥＭ培养基培养，培养基均含１０％胎牛血清和
１％双抗，细胞均置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。
２２　ＣＣＫ－８法检测不同浓度下 ＣＨＩ处理４８ｈ后
ＫＹＳＥ－４５０的细胞活力［７］

取对数生长期的 ＫＹＳＥ－４５０细胞消化、重悬，重
新培养至贴壁后添加不同浓度（０、２５、５０、１００、
２００和４００μｍｏｌ·Ｌ－１）ＣＨＩ处理４８ｈ，然后按照试
剂盒说明书加入工作液，在酶标仪下检测光密度值，

并计算细胞存活率。

２３　细胞转染、细胞分组与给药方法
将ＫＹＳＥ－４５０细胞接种于６孔板中，待细胞生长

至融合度７５％左右时进行转染，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
转染试剂将 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１过表达（ｏｅ－Ｌｎ
ｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１）及阴性对照（ｏｅ－ＮＣ）质粒分别
转染至ＫＹＳＥ－４５０细胞。转染４８ｈ后，检测转染效
率，并收集细胞用于后续实验。

ＨＥＥＣ组：ＨＥＥＣ细胞正常培养不做任何处理；
ＫＹＳＥ－４５０组：ＫＹＳＥ－４５０细胞正常培养不做任何处
理；ＣＨＩ组：２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理 ＫＹＳＥ－４５０细胞
４８ｈ；ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组：ＫＹＳＥ－４５０细胞转染ｏｅ－ＮＣ，
并用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理４８ｈ；ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组：ＫＹＳＥ－４５０细胞转染 ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１，并用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理４８ｈ。
２４　 荧光原位杂交法检测细胞中的 ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１的阳性表达情况［８］

将细胞用４％多聚甲醛固定，然后按照试剂盒说

明书进行变性、杂交、信号放大，封片后用荧光显微镜

进行观察。ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１探针序列为
５′－ＤＩＧ－ＣＣＵＡＣＣＧＣＣＧＣＡＵＵＵＣＣＣ－ＤＩＧ－３′。
２５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞的侵袭能力［８］

制备单细胞悬液，将基质胶稀释后预涂于侵袭小

室，孵育２ｈ。将单细胞悬液加入２４孔板，下室加入
ＤＭＥＭ培养液，孵育２４ｈ。用乙醇固定滤膜，结晶紫
染色，橡胶封片，在显微镜下观察并计数。

２６　蛋白质印迹法检测蛋白相对表达水平［６］

收集各组细胞，裂解提取细胞总蛋白，用二喹啉

甲酸法进行蛋白定量。取蛋白样品进行上样、电泳、

转膜、封闭。加入兔抗 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ抗体、兔抗
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ抗体、兔抗 ＥＲＫ１抗体、兔抗 ｐ－ＥＲＫ１抗
体、兔抗ｐ－ＥＲＫ２抗体、兔抗ＥＲＫ２抗体、兔抗 ＭＥＫ１
抗体，所有抗体均１∶１０００稀释，孵育过夜（４℃），洗
膜，加入辣根过氧化物酶偶联山羊抗兔抗体

（１∶２０００），孵育１ｈ（室温），洗膜，滴加显色液，在成
像仪下拍照。

２７　逆转录实时荧光定量聚合酶链反应检测ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１４、钙 黏 蛋 白 １
（ｃａｄｈｅｒｉｎ１，ＣＤＨ１）、ＣＤＨ２、紧密连接蛋白（ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＪＰ）１、促丝裂原活化蛋白激酶 １
（ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ１，ＭＡＰ２Ｋ１）、丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）和 ＭＡＰＫ３ｍＲＮＡ
相对表达水平［８］

收集各组细胞，根据试剂盒说明书进行总 ＲＮＡ
提取和反转录扩增，然后进行荧光定量，分析 ｍＲＮＡ
相对表达水平。引物序列由上海吉玛基因有限公司

提供。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１在各组细胞中的表达
ＨＥＥＣ、ＫＹＳＥ－１５０、ＫＹＳＥ－４５０和 ＫＹＳＥ－５１０

细胞中ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１相对表达水平分别为
１００±００６、１６７±０３１、２２８±０５４和１８３±０３７，
ＫＹＳＥ－１５０、ＫＹＳＥ－４５０、ＫＹＳＥ－５１０细胞中 ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１相对表达水平与ＨＥＥＣ细胞比较，在统
计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。其中，
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

ＫＹＳＥ－４５０细胞差异最显著，故用ＫＹＳＥ－４５０细胞进
行后续实验。

２　ＣＨＩ对食管鳞癌细胞活力的影响
０、２５、５０、１００、２００和４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理

后，ＫＹＳＥ－４５０细胞存活率分别为（１００００±３０３）％、
（９３５７±１０６１）％、（８４２７±９３５）％、（７３１６±７５９）％、
（５８７８±６９３）％和（２９１１±４５４）％，与０μｍｏｌ·Ｌ－１

相比，５０、１００、２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理后，
ＫＹＳＥ－４５０细胞存活率均显著下降（均 Ｐ＜００５）。
ＣＨＩ的半数抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＩＣ５０）值为 ２２５９μｍｏｌ·Ｌ

－１，因此后续实验选用

２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理ＫＹＳＥ－４５０细胞。
３　ＣＨＩ调控ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１的表达水平

ＫＹＳＥ－４５０组给予正常培养不做任何处理；ＣＨＩ
组给予２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理 ＫＹＳＥ－４５０细胞
４８ｈ；ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ 组 转 染 ｏｅ－ＮＣ，并 用
２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理 ４８ｈ；ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组转染ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１，并
用２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ处理４８ｈ。

ＨＥＥＣ组、ＫＹＳＥ－４５０组和 ＣＨＩ组中 ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１阳性表达水平分别为 １００±００６、
４５８±０８４和１９３±０３７，ＫＹＳＥ－４５０组与ＨＥＥＣ组
相比、ＣＨＩ组与 ＫＹＳＥ－４５０组相比，在统计学上差异
均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
４　ＣＨＩ通过ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１抑制ＫＹＳＥ－４５０
侵袭能力

ＫＹＳＥ－４５０组、ＣＨＩ组、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组和ＣＨＩ＋
ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组的 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ相对
表 达 水 平 分 别 为 １００±００７、０３９±００６、
０４４±００９和０８５±０１５，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为 １００±０１２、０５３±０１０、０５０±００８和
０９１±０１７，ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为

１００±００６、０４３±００８、０４２±００７和０９２±０１６，
细 胞 侵 袭 个 数 分 别 为 （８９５７ ± １５６１）、
（２２４９±５１８）、（２７０４±５９５）和（５７８２±１０７３）
个，ＣＨＩ组与ＫＹＳＥ－４５０组相比、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组与 ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９、ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ相对表达水平和细胞侵袭个数
在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５），
ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组的 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ
相对表达水平和细胞侵袭个数与 ＣＨＩ组相比，在
统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。结
果见图１。
５　ＣＨＩ通过ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１抑制ＫＹＳＥ－４５０
上皮间质转化

ＫＹＳＥ－４５０组、ＣＨＩ组、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组和 ＣＨＩ＋
ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组的ＣＤＨ１ｍＲＮＡ相对表
达水平分别为１００±００５、２１８±０４２、２１１±０３９
和 １２４±０２３，ＣＤＨ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±００８、０４８±００８、０４６±００９和０８７±０１３，
ＴＪＰ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±００９、
１９４±０３８、１９９±０４０和１３３±０２７，Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白相对表达水平分别为１００±００７、０５２±０１２、
０５９±００９和０９１±０１６，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表
达水平分别为１００±０１１、１８１±０３５、１７９±０３０
和１２４±０２２，ＣＨＩ组与 ＫＹＳＥ－４５０组相比、ＣＨＩ＋
ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组与 ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组相
比，ＣＤＨ１、ＣＤＨ２、ＴＪＰ１ｍＲＮＡ相对表达水平和 Ｎ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平在统计学
上 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （均 Ｐ ＜００５），
ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组与 ＣＨＩ组相比，ＣＤＨ１、ＣＤＨ２、ＴＪＰ１
ｍＲＮＡ相对表达水平和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白相对表达水平在统计学上差异均无统计学意

义（均Ｐ＞００５）。结果见图２。

图 １　各组细胞的侵袭能力的比较（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｅａｃｈｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（×１００）
Ａ：ＫＹＳＥ－４５０ｇｒｏｕｐ，ＫＹＳＥ－４５０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：ＣＨＩｇｒｏｕｐ，ＫＹＳＥ－４５０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩ

ｆｏｒ４８ｈ；Ｃ：ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ＫＹＳＥ－４５０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＮＣａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩｆｏｒ４８ｈ；Ｄ：ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ

ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ｇｒｏｕｐ，ＫＹＳＥ－４５０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＨＩｆｏｒ４８ｈ
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图 ２　用蛋白质印迹法检测各组细胞上皮间质转化相关蛋白
水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

图 ３　蛋白质印迹检测各组细胞中细胞外信号相关蛋白激酶
（ＥＲＫ）１、磷酸化 －ＥＲＫ１（ｐ－ＥＲＫ１）、ｐ－ＥＲＫ２、ＥＲＫ２和有丝
分裂原活化蛋白激酶（ＭＥＫ）１的蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＥＲＫ）１，ｐｈｏｓｐｈｏ－ＥＲＫ（ｐ－
ＥＲＫ）１，ＥＲＫ２，ｐ－ＥＲＫ２ａｎｄｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
（ＭＥＫ）１ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

６　ＣＨＩ通过 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１调控 ＭＥＫ／
ＥＲＫ信号通路相关基因和蛋白相对表达水平

如图３所示：ＫＹＳＥ－４５０组、ＣＨＩ组、ＣＨＩ＋ｏｅ－
ＮＣ组、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡ ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组的
ＭＡＰ２Ｋ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１１、
０５５±００９、０５６±０１２和 ０８２±０１８，ＭＡＰＫ１
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００６、０４３±００８、
０４０±００５和０９２±０１６，ＭＡＰＫ３ｍＲＮＡ相对表达
水平分别为１００±００８、０４７±００６、０５０±００９和
０８７±０１５，ＭＥＫ１蛋白相对表达水平分别为

１００±００８、０６４±０１１、０６９±０１３和０９３±０１７，
ｐ－ ＥＲＫ１／ＥＲＫ１ 水 平 分 别 为 １００ ±００５、
０６１±００７、０５５±０１０和 ０９５±０１５，ｐ－ＥＲＫ２／
ＥＲＫ２水 平 分 别 为 １００±０１２、０４３±００９、
０４２±００８和０８９±０１４，ＣＨＩ组与 ＫＹＳＥ－４５０组相
比、ＣＨＩ＋ｏｅ－ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１组与ＣＨＩ＋ｏｅ－
ＮＣ组相比，ＭＡＰ２Ｋ１、ＭＡＰＫ１、ＭＡＰＫ３ｍＲＮＡ相对表达
水平和ＭＥＫ１、ｐ－ＥＲＫ２／ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ２／ＥＲＫ２蛋白
相对表达水平，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）；ＣＨＩ＋ｏｅ－ＮＣ组的上述指标与 ＣＨＩ组相
比，在统计学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）。

讨　　论

ＥＳＣＣ是我国较为常见的消化系统恶性肿瘤，患
者被确诊时往往已是晚期且已转移，因此治疗困难，

预后不佳。近年来，随着分子生物学和肿瘤学研究的

深入，越来越多的研究聚焦于寻找新的治疗靶点和药

物。ＣＨＩ是我国自主研发合成的新型抗肿瘤药物，具
有广谱抗肿瘤作用［９］。目前，ＣＨＩ临床上已经用于治
疗多种恶性肿瘤，如难治性皮肤 Ｔ细胞淋巴瘤［１０］、乳

腺癌［１１］、白血病［１２］等，显示出较好的治疗效果，但

ＣＨＩ在ＥＳＣＣ治疗中的作用及其机制尚未完全阐明。
在本研究中，ＣＨＩ处理可抑制ＫＹＳＥ－４５０侵袭能力和
上皮间质转化，这说明 ＣＨＩ也可能具有抗 ＥＳＣＣ作
用。ＬｎｃＲＮＡ与肿瘤发生、进展密切相关。ＬｎｃＲＮＡ
ＬＩＮＣ００２６１可以促进胃癌细胞增殖、侵袭，并且促进上
皮间质转化，与胃癌进展有关［１３］。在本研究中，

ＫＹＳＥ－４５０细胞中ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１的阳性表达
显著升高，ＣＨＩ处理使其降低，这提示 ＣＨＩ可能通过
调控 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１表达发挥抗 ＥＳＣＣ作用。
ＭＡ等［１４］研究发现，ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１表达在
ＥＳＣＣ患者体内升高，且其表达水平与患者不良预后有
关，这与本研究的结果是类似的。

癌细胞侵袭能力增强使肿瘤发生转移的可能性

增大，不利于患者治疗。肿瘤细胞的侵袭和转移是导

致癌症患者死亡的主要原因之一。ＭＭＰｓ与肿瘤细胞
侵袭、转移关系密切。研究表明，异丙酚可能通过抑

制ＭＭＰ－９表达来抑制肝癌细胞侵袭及迁移［１５］，辣

椒素通过抑制ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９蛋白表达，实现对结
肠癌细胞侵袭、迁移的抑制［１６］。在本研究中，ＣＨＩ处
理使 ＫＹＳＥ－４５０细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１４
ｍＲＮＡ相对表达水平均显著降低，细胞侵袭个数显著
减少，而 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１过表达可以减弱 ＣＨＩ
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的抑制作用，这说明ＣＨＩ通过抑制ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－
ＡＳ１来抑制癌细胞侵袭。上皮间质转化会增强肿瘤细
胞转移和侵袭的能力，增加对化疗药物的耐受性，不

利于患者治疗及治疗预后［１７］。石雅馨等［１８］研究发

现，重楼皂苷Ⅶ可以上调子宫腺肌病异位内膜细胞
ＣＤＨ１、下调ＣＤＨ２，调控上皮间质转化进程从而抑制
细胞的迁移和侵袭。在本研究中，ＣＨＩ处理使 ＣＤＨ１、
ＴＪＰ１ｍＲＮＡ和Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平均显著
升高、ＣＤＨ２ｍＲＮＡ和Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平
均显著降低，而 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１过表达可以减
弱ＣＨＩ的上述作用，这说明 ＣＨＩ通过抑制 ＬｎｃＲＮＡ
ＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１来抑制癌细胞上皮间质转化。ＭＥＫ／
ＥＲＫ信号通路参与调控多种细胞的增殖、迁移、侵袭
等行为，在肿瘤细胞的发生发展中发挥重要作用。杨

谦等［１９］研究发现，胡黄连苷Ⅱ可能通过抑制 ＭＥＫ／
ＥＲＫ信号通路来发挥抗食管癌作用，其调节癌细胞周
期使细胞增殖及侵袭减少，凋亡增多。在本研究中，

ＣＨＩ处理使 ＫＹＳＥ－４５０细胞 ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路相
关基因和蛋白水平下调，而过表达 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－
ＡＳ１可以减弱ＣＨＩ处理的下调作用，这表明ＣＨＩ的抗
癌作用可能与下调 ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１来抑制
ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路激活有关。上述发现揭示了 ＣＨＩ
在ＥＳＣＣ中的抗肿瘤作用及其分子机制，为 ＣＨＩ在
ＥＳＣＣ治疗中的应用提供了理论依据。然而，本研究
仍存在一些局限性。首先，所有实验均在体外进行，

未来需要进一步开展动物实验以验证 ＣＨＩ的体内抗
肿瘤效果。其次，ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１在 ＥＳＣＣ中
的具体作用机制仍需进一步探讨。

本研究提示：ＣＨＩ可以抑制食管鳞癌细胞侵袭和上
皮间质转化，这可能与ＣＨＩ下调ＬｎｃＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１
抑制ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路激活有关。
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［８］　武文娟，李波，吕海宏，等槲皮素通过调控ＧＡＳ５／ｍｉＲ－１８ｂ－５ｐ轴

抑制神经内分泌肿瘤细胞活性的研究［Ｊ］中国临床药理学杂

志，２０２４，４０（１０）：１４２９—１４３３

［９］　刘谦，瞿菲，李薇组蛋白去乙酰化酶抑制剂在乳腺癌的治疗

进展［Ｊ］南京医科大学学报（自然科学版），２０２４，４４（２）：

２８１—２８６

［１０］　王冠钰，王艺萌，张春雷西达本胺联合传统药物治疗复发／难

治性皮肤Ｔ细胞淋巴瘤２例［Ｊ］中国皮肤性病学杂志，２０２４，

３８（９）：１０００—１００６

［１１］　熊戴群，刘少龙，叶欣华西达本胺联合吉西他滨三线治疗晚

期三阴性乳腺癌［Ｊ］中国新药与临床杂志，２０２０，３９（７）：

４２５—４２８

［１２］　ＸＩＭ，ＧＵＯＳ，ＢＡＹＩＮＣ，ｅｔａｌＣｈｉｄａｍｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅＮＯＴＣＨ１－

ＭＹＣｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓｉｎＴ－ｃｅｌｌａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］

ＦｒｏｎｔＭｅｄ，２０２２，１６（３）：４４２—４５８

［１３］　谢锐，尹源，滕俊，等长链非编码 ＲＮＡＬＩＮＣ００２６１通过调控

ｍｉＲ－３２４－３ｐ／ＥＳＴ１促进胃癌进展［Ｊ］中国免疫学杂志，

２０２４，４０（１０）：２１０１—２１０７

［１４］　ＭＡＬ，ＹＡＮＷ，ＳＵＮＸ，ｅｔａｌＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＶＰＳ９Ｄ１－ＡＳ１

ｐｒｏｍｏｔｅｓｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｔｈｅ

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＪＣａｎｃｅｒ，２０２１，１２（２２）：

６８９４—６９０４

［１５］　许思贵，莫怀忠，向梅，等异丙酚通过下调ＥＲＫ－ＶＥＧＦ／ＭＭＰ－９

信号通路对肝癌细胞增殖、迁移及侵袭的影响及机制研究［Ｊ］

中国现代医学杂志，２０２２，３２（２３）：３９—４４

［１６］　黄虹，黄蝶，王瑞杰，等辣椒素通过上调ＭＴＳＳ１表达抑制结肠

癌细胞侵袭、迁移的实验研究［Ｊ］中国比较医学杂志，２０２２，３２

（３）：３１—３７

［１７］　刘其伟，晁玮霞，焦叶林，等食管鳞癌多药耐药细胞建立及干

性和上皮间质转化表型鉴定［Ｊ］中国药理学通报，２０２０，３６

（１２）：１７１７—１７２４

［１８］　石雅馨，王子璐，曹涵，等重楼皂苷Ⅶ通过调控上皮间充质转

化抑制子宫腺肌病异位内膜迁移和侵袭的分子机制［Ｊ］中华

中医药杂志，２０２４，３９（５）：２５３４—２５４１

［１９］　杨谦，张军，马玉泉，等胡黄连苷Ⅱ通过 ＭＥＫ／ＥＲＫ通路抑制

食管癌细胞增殖及侵袭转移的机制研究［Ｊ］中国医院用药评

价与分析，２０２１，２１（７）：８２０—８２５

（收稿日期２０２４－１２－１２）


