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唑来膦酸对食管鳞癌细胞转移的抑制作用∗

辛淑波１ꎬ游颜杰２ꎬ林灿峰３

(１.广东省汕头市中心医院药学科ꎬ汕头　 ５１５０３１ꎻ２.漯河医学高等专科学校病理检验研究中心ꎬ漯河　 ４６２０００ꎻ
３.广东省汕头市中心医院肿瘤放射治疗科ꎬ汕头　 ５１５０３１)

摘　 要　 目的　 分析唑来膦酸(ＺＯＬ)对食管鳞癌细胞转移能力的抑制效应并探讨其分子机制ꎮ 方法　 食管鳞癌细胞

株 ＥＣ９７０６ 与 ＥＣ１０９ 细胞经 ＺＯＬ 处理后ꎬ以噻唑蓝(ＭＴＴ)比色法测定细胞增殖能力ꎬ细胞侵袭与划痕愈合实验检测细胞侵

袭与转移能力ꎬ免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)、逆转录￣聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)与细胞免疫荧光实验检测转移相关蛋白表达

变化ꎮ 结果　 不同浓度 ＺＯＬ 处理可显著抑制 ＥＣ９７０６ 与 ＥＣ１０９ 细胞的增殖、侵袭与迁移能力ꎬ同未加药对照组比较ꎬ均差

异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＺＯＬ 处理通过抑制转录因子 Ｓｌｕｇ 转录上调紧密连接蛋白表达水平ꎬ转染因子 Ｓｌｕｇ 可逆转 ＺＯＬ
的抗细胞转移效应ꎮ 结论　 ＺＯＬ 通过 Ｓｌｕｇ 调控紧密连接蛋白表达可能是其干预食管鳞癌细胞转移的分子机制ꎮ

关键词　 唑来膦酸ꎻ食管鳞癌ꎻ细胞增殖ꎻ肿瘤侵润ꎻ紧密连接蛋白
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
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　 　 我国是世界食管癌高发国家之一ꎬ以鳞状上皮细

胞癌为主ꎬ其发病率和死亡率逐年上升[１￣３]ꎮ 研究表明

远处转移是导致食管鳞癌治疗失败和患者死亡的主要

原因之一[１￣３]ꎮ 唑来膦酸(ｚｏｌｅｄｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＺＯＬ)属于第
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３ 代的双膦酸盐类药物ꎮ 一系列研究表明 ＺＯＬ 不仅直

接抑制肿瘤细胞的增殖分化、诱导细胞凋亡ꎬ还可显著

降低肿瘤细胞的迁移、侵袭能力[４￣６]ꎮ 有研究证实低浓

度的 ＺＯＬ 作用于骨肉瘤细胞系导致细胞周期停滞在 Ｓ
期并伴随细胞周期蛋白( ｃｙｃｌｉｎ)的表达降低ꎬ尤其是

ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的明显改变ꎬ从而阻滞 ＤＮＡ 合成

和细胞周期的进展[７￣８]ꎮ 随后在乳腺癌、肺癌、肾癌等

的研究中进一步阐明 ＺＯＬ 通过提高 Ｐ￣ＡＴＲ、Ｐ￣ｃｈｋ１、
Ｗｅｅ１、Ｐ￣ｃｄｃ２ 以及降低 ｃｄｃ２５ｃ 的水平来激活 Ｓ 期

ＤＮＡ 损伤检验点通路ꎬ将细胞周期阻滞在 Ｓ 和 Ｇ２ / Ｍ
期[９￣１１]ꎮ 然而目前在食管鳞癌中笔者尚未查到相关报

道ꎮ 本实验旨在分析 ＺＯＬ 处理对食管鳞癌细胞转移

能力的影响并探讨其相关的分子机制ꎬ现报道如下ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 试剂与材料　 ＺＯＬ 注射液(１００ ｍＬ􀏑５ ｍｇ /支ꎬ批
号:ＧＳ１１０)购自瑞士诺华公司ꎻＤＭＥＭ 细胞培养液(批
号:３１６０００３４)与胎牛血清(批号:１００９９１４１)购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ (批号: ３５６２３４) 购自美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(批号:ＰＩＨＴ３０Ｒ４８)购
自美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司ꎬ 兔 抗 人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ( 批 号:
ａｂ４５９３９)、Ｎ￣钙粘蛋白(批号:ａｂ１８２０３)与 ＧＡＰＤＨ(批
号:ａｂ９４８５)多克隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ兔抗人

ｏｃｃｌｕｄｉｎ (批号: ｓｃ￣５５６２) 与 Ｅ￣钙粘蛋白 (批号: ｓｃ￣
３９３１５３)、山羊抗人 Ｓｌｕｇ (批号:ｓｃ￣１０４３７)与 Ｓｎａｉｌ (批
号:ｓｃ￣７８６２)多克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬＦＩＴＣ
荧光标记羊抗兔 ＩｇＧ(批号:ＺＦ￣０３１５)、ＨＲＰ 标记羊抗兔

ＩｇＧ(批号:ＺＤＲ￣５３０６)购自北京中杉金桥公司ꎬＥＣＬ Ｋｉｔ
(批号:２８￣９０６８￣３７)购自美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 试
剂(批号:９１０８Ｑ)、逆转录试剂盒(批号:６３９５３６)、Ｔａｑ 酶

(批号:Ｒ３００Ｓ)与 ＰＣＲ 引物购自大连 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ噻
唑蓝(ＭＴＴꎬ批号:Ｍ２１２８)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ其他常

规化学试剂均为进口或国产分析纯ꎮ ｐＣＭＶ￣ｍｙｃ￣Ｓｌｕｇ
载体由白求恩医务士官学校冉永刚硕士惠赠ꎮ

收稿日期　 ２０１６－０５－２４　 修回日期　 ２０１６－１１－２１
基金项目　 ∗河南省教育厅高等学校重点科研项目应用研

究 计 划 ( １５Ｂ３２０００３ )ꎻ 河 南 省 科 技 攻 关 计 划 项 目

(１４２１０２３１０４６４)ꎻ漯河医学高等专科学校自然科学项目(２０１５￣
Ｓ￣ＬＭＣ０２)

作者简介　 辛淑波(１９８０－)ꎬ女ꎬ广东汕头人ꎬ副主任药师ꎬ
硕士ꎬ主要从事临床药学和肿瘤科临床药学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:
ｘｉｎｓｈｕｂｏ＠ １２６.ｃｏｍꎮ

通信作者　 游颜杰(１９７７－)ꎬ男ꎬ河北石家庄人ꎬ讲师ꎬ博
士ꎬ主要从事肿瘤分子病理学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｙｏｕｙａｎｊｉｅ＠ １６３.
ｃｏｍꎮ

１.２　 主要仪器　 二氧化碳(ＣＯ２)恒温细胞培养箱(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)、倒置显微镜(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)、分光

光度计(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)、荧光显微镜(德国 Ｃａｒｌ
Ｚｅｉｓｓ 公司)ꎮ
１.３　 细胞培养与转染　 人食管鳞癌细胞株 ＥＣ９７０６ 与

ＥＣ１０９ 由汕头大学医学院附属肿瘤医院中心实验室提

供ꎬ置含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２条件下常规培养ꎬ定时换液、传代ꎮ 细胞转染按照

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 试剂说明书操作ꎮ
１.４　 噻唑蓝(ＭＴＴ)比色法检测细胞增殖能力 　 细胞

以每孔 ５ × １０３个􀅰ｍＬ－１接种于 ９６ 孔板中ꎬ设 ４ 个复

孔ꎬ培养２４ ｈꎻ更换含有不同浓度(０ ~ ６４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
ＺＯＬ 的培养液继续培养 ４８ 或 ７２ ｈꎬ加入 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

ＭＴＴ ２０ μＬ 作用 ４ ｈꎻ弃去培养液加入 ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ
振荡 １０ ｍｉｎꎬ测定各孔 ４９０ ｎｍ 吸光度值(Ａ４９０)ꎮ 实验

重复 ３ 次取平均值ꎮ 按下式计算相对细胞活力:细胞

活力(％)＝ (实验组 Ａ４９０ /对照组 Ａ４９０)×１００％ꎮ
１. ５ 　 细 胞 侵 袭 实 验 　 细 胞 经 ＺＯＬ ( ０ꎬ ２ꎬ ４ꎬ
８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)处理 ６ ｈꎬ以无血清 ＤＭＥＭ 培养液调整

细胞密度为 ２ × １０６个􀅰ｍＬ－１ꎬ于每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室内

加入１００ μＬꎻ将整个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放入含 １０％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养液的 ２４ 孔板内培养 ２４ ｈꎻ上室甲醇固定ꎬ
结晶紫染色ꎬ擦掉位于上室面未穿膜细胞后封片ꎬ光镜

下计数 ５ 个 ２００ 倍视野的迁移细胞数ꎮ
１.６　 划痕愈合实验检测细胞迁移能力 　 细胞经 ＺＯＬ
(０ꎬ２ꎬ４ꎬ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)处理 ６ ｈ 后接入 １２ 孔板ꎬ待细胞

铺满板底后用 ２００ μＬ 枪头垂直于孔板制造划痕ꎬ冲洗

去除划痕产生的细胞碎片ꎬ加入无血清培养基后继续

常规培养ꎬ每隔 ６~１２ ｈ 取出观察并采集图片ꎮ
１.７　 免疫荧光　 细胞以适当浓度铺与盖玻片上继续

培养 １２ ｈꎬ加入 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体ꎬ３７ ℃作用 １ ｈꎻ充分

洗涤后加入 １􀏑１ ０００ 稀释的 ＦＩＴＣ 荧光标记的羊抗兔

ＩｇＧꎬ３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎꎬ荧光显微镜下摄相分析ꎮ
１.８　 免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)与逆转录￣聚合酶链

反应 (ＲＴ￣ＰＣＲ) 检测转移相关分子表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ:ＥＣ１０９ 细胞经 ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＺＯＬ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ
裂解细胞取 ５０ μｇ 总蛋白进行十二烷基硫酸钠￣聚丙

烯酰胺凝胶电泳( ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)后转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
含 ５％ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 中 ４ ℃封闭过夜ꎻ分别加入适当稀

释的抗体ꎬ３７ ℃作用 １ ｈꎻ充分洗涤后加入 １􀏑１ ０００稀
释的 ＨＲＰ 标记羊抗兔 ＩｇＧꎬ３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎꎬ以 ＥＣＬ
Ｋｉｔ 进行化学发光反应ꎬ胶片随后进行显影、定影ꎬ并以

ＧＡＰＤＨ 作为半定量内参ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ:以 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂与

逆转录试剂盒提取组织或细胞总 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡꎬ

􀅰０７８􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３６ Ｎｏ􀆰 ８ Ａｕｇｕｓｔ ２０１７



操作均按试剂说明书进行ꎮ 反应条件:９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ６０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ６０ ｓꎬ
共 ３０ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取适量产物经

２％琼脂糖凝胶电泳分离ꎬ成像系统进行拍照分析ꎮ
ＰＣＲ 扩增引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 引物序列特征　
Ｔａｂ.１　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　

引物 序列 规格 / ｂｐ
ｖｉｍｅｎｔｉｎ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＡＡＴＧＧＣＴＣＧＴＣＡ ＣＣＴＴＣＧＴＧＡＡＴ￣３′ １６０
ｖｉｍｅｎｔｉｎ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＡＧＡＴＴＡＧＴＴＴＣＣＣＴＣＡＧＧＴＴＣＡＧ￣３′
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＣＧＣＣＡＡＴＣＡＡＣＴＴＧＣＣＡＧＡＡ￣３′ １１０
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＴＧＧＣＣＣＡＧＴＧＡＣＧＣＴＧＴＡＴＣ￣３′
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＴＴＡＡＧＧＧＧＴＣＴＧＴＣＡＴＧＧＡＡＧＧＴ￣３′ １０６
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＧＴＧＴＡＡＧＣＧＡＴＧＧＣＧＧＣＡＴＴＧＴＡ￣３′
ｏｃｃｌｕｄｉｎ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＡＡＧＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＧＡＡＧＧＴＣ￣３′ ３９７
ｏｃｃｌｕｄｉｎ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＴＣＣＡＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＡＴＧＴＧ￣３′
Ｓｎａｉｌ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＴＴＧＧＡＴＡＣＡＧＣＴＧＣＴＴＴＧＡＧ￣３′ １５０
Ｓｎａｉｌ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＡＴＴＧＣＡＴＡＧＴＴＡＧＴＣＡＣＡＣＣＴＣ￣３′
Ｓｌｕｇ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＧＡＧＴＣＴＧＴＡＡＴＡＧＧＡＴＴＴＣＣＣＡＴＡＧ￣３′ １２２
Ｓｌｕｇ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＴＴＴＡＧＴＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＡＡＣ￣３′
ＧＡＰＤＨ￣ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣ￣３′ ２１９
ＧＡＰＤＨ￣ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＴＴＣＴ ＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ￣３′

１.９　 统计学方法　 上述实验均重复 ３ 次ꎮ 采用 ＳＰＳＳ
１１.０ 版统计软件包ꎬ计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表
示ꎬ采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 ＺＯＬ 抑制食管鳞癌细胞增殖能力 　 ＥＣ１０９ 与

ＥＣ９７０６ 细胞经不同浓度 ＺＯＬ 处理 ７２ ｈ 后ꎬ其增殖能

力相对于未处理(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)对照组显著降低ꎬ抑制

效应呈剂量依赖性(图 １)ꎬ均差异有统计学意义(Ｆ ＝
４５.３１ꎬ７１.２１ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎮ
２.２　 ＺＯＬ 干预食管鳞癌细胞侵袭能力 　 ＥＣ１０９ 与

ＥＣ９７０６ 细胞经较低浓度 ＺＯＬ(２ꎬ４ꎬ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)处理

后ꎬ细胞侵袭能力较未处理(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)对照组明显

减低(Ｆ＝ １７５.８７ꎬ１２５.９３ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ抑制效应呈剂量

依赖性(图 ２)ꎮ
２.３　 ＺＯＬ 抑制食管鳞癌细胞迁移能力 　 ＥＣ１０９ 与

ＥＣ９７０６ 细胞经较低浓度 ＺＯＬ(２ꎬ４ꎬ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)处理

后ꎬ 细 胞 划 痕 愈 合 ( 迁 移 ) 能 力 较 未 处 理

(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)对照组明显降低(Ｆ＝ １７５.８７ꎬ１２５.９３ꎬ均
Ｐ<０.０５)ꎬ抑制效应呈剂量依赖性ꎮ 见图 ３ꎮ
２.４　 ＺＯＬ 对转移相关蛋白表达的调节 　 ＥＣ１０９ 细胞

经 ８ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＺＯＬ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ以 ＲＴ￣ＰＣＲ 与

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测转移相关分子表达状态ꎮ 结果显

示ꎬ间质细胞标志物波形蛋白、Ｎ￣钙粘蛋白表达相对于

未加药(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)对照组明显减弱ꎬ而上皮细胞标

志物中紧密连接蛋白表达水平明显上调ꎬＥ￣钙粘蛋白

表达未见明显变化ꎻ转移相关转录因子 Ｓｌｕｇ 表达水平

相对于对照组显著减弱ꎬ而 Ｓｎａｉｌ 未见明显变化(图
４Ａ)ꎮ 细胞免疫荧光实验进一步证实 ＺＯＬ 处理增强紧

密连接蛋白表达水平ꎬ而未改变 Ｅ￣钙粘蛋白表达(二
者均定位与细胞膜)(图 ４Ｂ)ꎮ

　 　 Ａ.ＥＣ１０９ 细胞ꎻＢ. ＥＣ９７０６ 细胞ꎻ与 ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 组比较ꎬ
∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１

图 １　 ＺＯＬ 对 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力的抑制作用比较(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝５) 　

Ａ.ＥＣ１０９ ｃｅｌｌｓꎻＢ.ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１
Ｆｉｇ.１ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＺＯＬ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝５) 　

２.５　 ＺＯＬ 通过干预 Ｓｌｕｇ 转录上调紧密连接蛋白表

达　 ＥＣ１０９ 细胞经 ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＺＯＬ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ转
染 Ｓｌｕｇ 表达载体 ( ｐＣＭＶ￣ｍｙｃ￣Ｓｌｕｇ)ꎬ以 ＲＴ￣ＰＣＲ 与

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测紧密连接蛋白表达状态ꎮ 结果显
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示ꎬ过表达 Ｓｌｕｇ 可以明显逆转 ＺＯＬ 处理对紧密连接蛋

白表达(蛋白与 ｍＲＮＡ 水平)的上调效应(图 ５Ａ)ꎮ 细

胞实验证实ꎬ过表达 Ｓｌｕｇ 部分抵消 ＺＯＬ 处理对 ＥＣ１０９
细胞侵袭迁移能力的抑制作用(图 ５Ｂꎬ５Ｃ)ꎮ

　 　 Ａ.切片图ꎻＢ.矩形图ꎻ与 ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 组比较ꎬ∗１Ｐ< ０. ０５ꎬ
∗２Ｐ<０.０１

图 ２　 ＺＯＬ 对 ＥＳＣＣ 细胞侵袭能力的抑制作用　
Ａ. ｓｌｉｃｅ ｉｍａｇｅꎻ Ｂ. ｈｉｓｔｏｇｒａｍꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１

ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１
Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＺＯＬ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ＥＳＣＣ

ｃｅｌｌｓ　

３　 讨论　
ＺＯＬ 是目前抗骨吸收作用最强的双膦盐类药物ꎬ

临床上主要应用于治疗骨质疏松症、骨更新代谢异常

加快以及恶性肿瘤骨转移引起的骨痛症和高钙血症等

疾病[５￣６]ꎮ 研究显示 ＺＯＬ 具有直接的抗肿瘤作用ꎬ一
方面可以通过干扰诸如 Ｒａｓ、Ｒｈｏ 和 Ｒａｃ 等小分子结

合蛋白的翻译后修饰从而抑制肿瘤细胞生长并促进其

凋亡ꎬ另一方面可以活化 γ / δＴ 细胞增强其对肿瘤细

胞的杀伤效应[４￣６]ꎮ 笔者在本研究中发现 ＺＯＬ 呈剂量

　 　 Ａ.切片图ꎻＢ.矩形图ꎻ与 ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 组比较ꎬ∗１ Ｐ<０.０５ꎬ
∗２Ｐ<０.０１

图 ３　 ＺＯＬ 对 ＥＳＣＣ 细胞迁移能力的抑制作用　
Ａ. ｓｌｉｃｅ ｉｍａｇｅꎻ Ｂ. ｈｉｓｔｏｇｒａｍꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１

ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１
Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＺＯＬ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＳＣＣ

ｃｅｌｌｓ　

依赖性抑制食管鳞癌细胞的增殖能力ꎮ 为了避免高浓

度药物产生的细胞毒作用对后续实验的影响ꎬ本研究

选择较低药物浓度(２ ~ ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ )ꎬ进一步观察

ＺＯＬ 对肿瘤细胞侵袭迁移的调节作用并深入探讨其分

子机制ꎮ
肿瘤转移是一个多因素、多阶段参与的复杂过程ꎮ

已知 上 皮￣间 质 细 胞 转 化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)发生在肿瘤转移的起始阶段ꎬ是形成

肿瘤转移的早期关键步骤[１２￣１３]ꎮ ＥＭＴ 的主要分子特

征是 Ｅ￣钙粘蛋白、紧密连接蛋白等上皮标志物表达和

功能缺失ꎬ同时 Ｎ￣钙粘蛋白、波形蛋白等间质细胞的标

志物过量表达ꎮ 本研究亦显示ꎬ低剂量 ＺＯＬ 处理可下

调波形蛋白与 Ｎ￣钙粘蛋白表达ꎬ增强上皮细胞标志物

紧密连接蛋白表达ꎮ 值得注意的是ꎬ另一个重要的细胞

黏附分子 Ｅ￣钙粘蛋白表达水平未见明显变化ꎮ

􀅰２７８􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３６ Ｎｏ􀆰 ８ Ａｕｇｕｓｔ ２０１７



Ａ.电泳图ꎻＢ.免疫荧光图

图 ４　 ＺＯＬ 对转移相关蛋白表达的调节　
Ａ.ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｍꎻＢ.ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＯＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ　

　 　 锌指转录因子 Ｓｎａｉｌ 与 Ｓｌｕｇ 是重要的转录抑制因

子ꎬ可通过识别 Ｅ￣钙粘蛋白基因启动子区域特异性

ＤＮＡ 结合序列 ５’￣ＣＡＣＣＴＧ￣３’(Ｅ￣ｂｏｘ 元件)直接抑制

其转录ꎬ从而引发 ＥＭＴ 和肿瘤转移[１４]ꎮ 已有文献表

明ꎬ紧密连接蛋白基因启动子区域含有转录抑制因子

Ｓｎａｉｌ 与 Ｓｌｕｇ 识别序列[１５]ꎮ 本研究显示ꎬＺＯＬ 处理后

Ｓｌｕｇ 表达水平相对于对照组显著减弱ꎬ而 Ｓｎａｉｌ 未见明

显变化ꎮ 过表达 Ｓｌｕｇ 逆转 ＺＯＬ 处理对紧密连接蛋白

表达的影响ꎬ并进一步抵消 ＺＯＬ 处理对食管鳞癌细胞

侵袭迁移能力的抑制效应ꎮ
有研究证实ꎬＺＯＬ 处理显著抑制三阴性乳腺癌细

胞增殖并造成细胞周期停滞[１４]ꎮ 此外ꎬＺＯＬ 处理可减

低 Ｎ￣钙粘蛋白和 Ｓｎａｉｌ 表达水平ꎬ同时增强 Ｅ￣钙粘蛋

白表达ꎬ这是通过干扰 ＮＦ￣κＢ 通路重要因子 ＲｅｌＡ 磷

酸化并影响其细胞内定位产生的[１６]ꎮ 上述在乳腺癌

中的相关报道同本研究结果有所不同ꎬ这可能与肿瘤

类型的不同和肿瘤细胞的异质性差异有关ꎮ
目前 ＺＯＬ 抗肿瘤作用的大规模多中心临床研究

仍不成熟ꎮ 由于双膦酸盐特殊的药代动力学特点ꎬ使
用较高剂量可能是临床中达到抗肿瘤作用所需要的ꎬ
可能也会增加药物的毒副作用[５ꎬ７]ꎮ 因此在以后的研

究中ꎬ需要进一步解决双膦酸盐的最适剂量和给药方

案及如何与现有的肿瘤治疗手段进行联合应用的问

题ꎮ 本实验结果显示鳞癌细胞的转移能力ꎬ为进一步

拓宽 ＺＯＬ 的临床应用范围和抑制食管鳞癌转移提供

了新的研究思路ꎮ

Ａ.Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 与 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎻＢ.细胞侵袭实验ꎻＣ.划痕愈合实验ꎻ与对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎬ∗２Ｐ<０.０５
图 ５　 ＺＯＬ 通过调控 Ｓｌｕｇ 与紧密连接蛋白表达干预转移　

Ａ.ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻＢ.ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎻＣ.ｗｏｕｎｄｉｎｇ ｈｅａｌ ａｓｓａｙꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎬ∗２Ｐ<０.０５
Ｆｉｇ.５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＺＯＬ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｌｕｇ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ　
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«医药导报»微信公众服务号正式开通
　 　 (本刊讯)２０１６ 年 １ 月 １ 日ꎬ«医药导报»微信公众服务号

正式开通运营ꎮ 该公众服务号由«医药导报»编辑部负责建设、
维护和运营ꎮ

«医药导报»微信公众号具体功能包括:配合«医药导报»网
站处理稿件ꎬ为作者提供移动终端查询业务ꎮ 作者关注«医药导

报»微信公众号后ꎬ可通过移动终端微信发送信息ꎬ查询稿件处

理进度和处理结果ꎮ 提供在线查阅和在线阅读内容ꎮ 读者关注

«医药导报»微信公众号后ꎬ可免费下载和阅读«医药导报»过刊

内容ꎻ提供通俗易懂的药学服务知识ꎬ定期推送临床药学和药学

服务资讯ꎮ 此外ꎬ编辑部还将通过微信公众号推送编辑部公告ꎮ

　 　 «医药导报»微信公众号是«医药导报»杂志和网站的延伸ꎬ
将为作者和读者提供更多免费服务ꎬ为公众提供科学的用药信

息ꎮ 编辑部将把«医药导报»微信公众服务号作为延伸和拓展

杂志业务、扩大杂志社会影响力的重要探索ꎮ
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