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ＳＰ１ 在食管鳞癌组织中的表达
及其对食管鳞状细胞增殖和凋亡的影响

黄红芳１，卢香云１，孙梦菲１，崔晓宾１，２

摘要　 目的　 探讨特异性蛋白 １（ＳＰ１）在食管鳞状细胞癌

（ＥＳＣＣ）和癌旁正常组织中的表达及其对 ＥＳＣＣ 细胞增殖和

凋亡的影响。 方法 　 通过免疫组化法检测 １２１ 例 ＥＳＣＣ 组

织和 ７４ 例癌旁正常组织中 ＳＰ１ 蛋白的表达；卡方检验、Ｃｏｘ
回归分析 ＳＰ１ 与食管鳞癌患者临床病理参数及生存预后的

关系；构建 ＳＰ１ 小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ）转染食管鳞癌 Ｅｃａ１０９
和 ＥＣ９７０６ 细胞系，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测转染后的蛋白

表达水平；通过克隆实验、ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验、流式细胞术

实验检测 ＳＰ１ 对食管鳞癌细胞增殖及凋亡水平的影响。 结

果　 ＳＰ１ 蛋白在食管鳞癌组织细胞核中表达，且食管鳞癌组

织中 ＳＰ１ 蛋白的表达率明显高于癌旁正常组织 （ χ２ ＝
２０. ５６８，Ｐ ＜ ０. ００１ ）； 组间比较结果显示， 在女性 （ Ｐ ＝
０. ０４１）、中低分化（Ｐ ＝ ０. ０３８） 及 Ｔ３ ～ Ｔ４ 浸润深度（Ｐ ＝
０. ０４１）的食管鳞癌患者中，ＳＰ１ 的高表达率更高，且 ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ
检验对生存曲线比较的结果显示 ＳＰ１ 高表达的患者生存时

间更短（Ｐ ＝ ０. ０４８）；多因素 Ｃｏｘ 回归分析显示 ＴＮＭ 分期

（Ⅲ ＋Ⅳ）是导致食管鳞癌患者生存时间较短的潜在危险因

素（Ｐ ＜ ０. ００１）；细胞生物学实验结果显示，与对照组相比，
在食管鳞癌细胞系中沉默 ＳＰ１ 后，其增殖能力降低（Ｐ ＜
０. ０５）、细胞凋亡指数升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＳＰ１ 蛋白在人

食管鳞癌组织中高表达，与患者不良预后相关，沉默 ＳＰ１ 后
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　 　 食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一［１］，生存

预后较差，仅不到 ２０％ 的患者生存时间超过 ５
年［２］。 虽然食管癌治疗方法多样，但外科手术仍是
食管癌治疗最有效的方式［３］，然而术后预后效果不
佳，存在严重的术后不良反应［４］。 研究［５］ 发现，特
异性蛋白（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＳＰ）是一个重要的转录

因子家族，其包括 ＳＰ１、ＳＰ２ 和 ＳＰ３。 ＳＰ１ 是第一个

在哺乳动物中被鉴定和克隆的 ＳＰ 家族蛋白，ＳＰ１ 作

为靶基因表达的调节剂可与功能蛋白特别是转录因

子相互作用参与调控多种生物过程。 ＳＰ１ 还参与癌

基因、抑癌基因的表达，影响细胞生长、凋亡、分化等

多种细胞基本功能，在多种肿瘤中高表达，并且与患

者的不良预后有关［６］。 然而，ＳＰ１ 在食管鳞癌发生

发展中的作用尚不明确，有待进一步研究。 该研究

旨在探讨转录因子 ＳＰ１ 在食管鳞癌中的表达及其对

食管鳞状细胞癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏ⁃
ｍａ， ＥＳＣＣ）细胞生物学功能的影响，分析其与 ＥＳＣＣ
患者生存预后的关系，从而为 ＥＳＣＣ 患者的临床预

后提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料
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１． １． １　 病例资料　 该研究收集了喀什第一人民医

院、乌鲁木齐市自治区人民医院、石河子大学医学院

第一附属医院 ３ 所医院 ２０１５ 年—２０１６ 年间的食管

鳞癌石蜡包埋组织标本 １２１ 例。 由石河子大学医学

院第一附属医院病理科两位专家审查确诊为食管鳞

状细胞癌，依照第 ８ 版食管癌分期标准对组织样本

进行 ＴＮＭ 分期，所有患者均已签署知情同意书（伦
理学批号：ｓｈｚｕ２０１５ＣＧ０９），通过电话等联系方式随

访至 ２０２２ 年 ５ 月。
１． １． ２ 　 细胞系、试剂与仪器 　 食管鳞癌细胞系

（Ｅｃａ１０９ 货号：ｉＣｅｌｌ⁃ｈ０５６、ＥＣ９７０６ 货号：ＹＳ１０５Ｃ）购
自中国科学院北京细胞库；无血清 １６４０ 培养基（货
号：ＩＭＣ⁃２０２）购自厦门逸漠生物科技有限公司；兔
抗人 ＳＰ１ 单克隆抗体购自英国艾博抗贸易有限公司

（货号：ａｂ２３１７７８）；ＥＤＴＡ 修复液（货号：ａｂｓ９２４７）购
自北京爱必信生物科技有限公司；ＳＰ ｓｉＲＮＡ（小干

扰 ＲＮＡ）购自上海吉玛公司 ｓｅｎｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ：ＣＣＡＧ⁃
ＣＡ⁃ＡＣＡＵＧＧＧＡＡＵＵＡＵｄＴｄＴ ａｎｔｉ⁃ｓｅｎｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ：
ＡＵＡ⁃ＡＵＵＣＣＣＡＵＧＵＵＧＣＵＧＧｄＴｄＴ；ＢＳＡ 封闭液（货
号：ＳＷ３０１５） 购自北京索莱宝科技有限公司； ＬｉＰ
２０００ 转染试剂（货号：１８３２４０１２）购自上海 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
生命技术公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（货号：Ｃ００４２）、凋亡

试剂盒（货号：７０⁃ＡＰ１０１⁃１００）分别购自日本同仁和

联科生物。 高压锅（型号：７９７０Ａ）购自上海仪涛生

物仪器有限公司；ＣＯ２ 细胞培养箱 （型号： Ｉ⁃５１１０⁃
２３０Ｖ）、差速离心机（型号：Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ４０）均购自美国

赛默飞世尔科技公司；光学显微镜（型号：ＣＸ２３ 双

目）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；转膜仪 （型号：ＤＹＣ⁃
Ｍｉｎｉ４）、电泳仪（型号：１６５８０３３）均购自美国伯乐生

命医学产品有限公司；流式细胞仪 （型号： ＦＡＣＳ⁃
Ｃａｎｔｏ Ⅱ）购自美国 ＢＤ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 免疫组化法染色及结果判定　 利用免疫组

织化学实验法对收集的组织蜡块进行切片、烘干后

依次进行脱蜡、脱二甲苯、脱酒精，随后将切片放进

盛满 ＥＤＴＡ 修复液的塑料盒内置于高压锅行高温高

压修复，并在室温条件下进行冷却降温，ＢＳＡ 封闭液

３７ ℃下封闭反应 ３０ ｍｉｎ，去除废液后 ４ ℃孵育一抗

（１ ∶ １ ２００）过夜，第二天在 ３７ ℃恒温箱中复温完成

后用 ＰＢＳ 冲洗滴加二抗（１ ∶ １ ０００）恒温箱孵育 ２ ｈ，
再次冲洗后进行显色、复染和酸酒精的分化，最后树

胶封片后于光学显微镜下观察结果，取相应组织做

阳性对照，用 ＰＢＳ 溶液代替一抗做阴性对照。 ＳＰ１
主要定位于细胞核，核染棕黄色为阳性。 根据阳性

细胞所占百分比计分： ＜ ５％ 计 ０ 分，６％ ～ ２５％ 记 １
分，２６％ ～ ５０％ 记 ２ 分，５１％ ～ ７５％ 记 ３ 分，７６％ ～
１００％记 ４ 分。 根据阳性细胞着色强度计分：无着色

计 ０ 分，黄色计 １ 分，棕黄色计 ２ 分，棕色计 ３ 分。
两个判定标准相乘≤８ 分为低表达， ＞ ８ 分为高表

达。 结果由两名以上经验丰富的病理学医师评定，
意见不一致时由上级医师做最终评定计分并录入统

计学软件。
１． ２． ２　 细胞转染　 细胞计数完成后，将 Ｅｃａ１０９ 和

ＥＣ９７０６ 细胞分为 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ＳＰ１ 组（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验设置 ３ 组转染浓度：１００、１２０、１４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）
并均匀接种于 ６ 孔中，待细胞密度达 ７０％ ～ ８０％ 时

进行转染，将转染试剂（５ μｌ ｌｉＰ ２０００）、ＳＰ１ ｓｉＲＮＡ
（ １４ μｌ、 ｓｅｎｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ＣＣＡＧＣＡＡＣＡＵＧＧ⁃
ＧＡＡＵＵＡＵｄＴｄＴ ａｎｔｉ⁃ｓｅｎｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ＡＵＡＡＵＵＣ⁃
ＣＣＡＵＧＵＵＧＣＵＧＧｄＴｄＴ）分别加入 １２５ μｌ 的无血清

１６４０ 培养基中混匀，活化 ２０ ｍｉｎ 后移至孔板内。
１． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将转染好的细胞进行蛋

白的提取：将配好的裂解液（ＰＭＳＦ：ＲＩＰＡ 裂解液 ＝
１：１００）覆盖孔板，于 ４ ℃冰箱孵育 ３０ ｍｉｎ，用细胞刮

板将孔板内的细胞刮下，移至 ＥＰ 管中，置于差速离

心机（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）内离心 １５ ｍｉｎ 后取出，计算体

积并煮沸，按照制胶 － 电泳 － 上样 － 转膜 － 封闭 －
孵育一抗（１ ∶ １ ０００）８ ｈ －孵育二抗（１ ∶ １０ ０００）２ ｈ
－洗膜步骤依次操作，最后于避光室内滴加化学发

光试剂进行显色。
１． ２． ４　 克隆实验　 通过 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验检测

两组食管鳞癌细胞系的集落形成能力，将转染后的

细胞（４００ ～ ５００ 个）均匀接种到 １２ 孔培养板中培养

１０ ～ １４ ｄ，间隔 ３ ｄ 进行换液，观察细胞生长情况。
待克隆集落形成后，移除废液，ＰＢＳ 清洗，孔板内加

入多聚甲醛固定 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，染色完成后拍照，利用

ＩｍａｇｅＪ 软件进行计数。
１． ２． ５　 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验　 通过 ＣＣＫ⁃８ 细胞增

殖实验检测两组食管鳞癌细胞系的增殖能力。 将转

染好的 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组和空白对照组（仅培

养基）消化离心接种至 ９６ 孔板内，并于每个时间点

（０、２４、４８、７２、９６ ｈ）铺一个 ９６ 孔板，每组设置 ５ 个

复孔，分别于 ０、１、２、４、５ ｄ 后于避光条件下在各孔

内依次加入 １０ ｕｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，作用 ２ ｈ 后，上机（避
光）检测 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度值。
１． ２． ６　 流式细胞术　 利用流式细胞术检测两组食

管鳞癌细胞系的凋亡能力，于 １２ 孔板内进行转染

（计数后每孔细胞数约 １ × １０４）；待转染 ４８ ｈ 后，把

·２３０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）



５ μｌ 的 ＰＩ 及 １０ μｌ 的 ＦＩＴＣ 加于处理好的细胞中

（空白组不加），避光 ５ ｍｉｎ，在每个流式管中加入 ２
ｍｌ ＰＢＳ 及处理好的细胞，上机检测，记录结果。
１． ３　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 统计软件处理

数据；计数资料采用绝对数（％ ）表示，计数资料组

间比较采用 χ２ 检验；正态分布计量资料组间比较采

用独立样本 ｔ 检验，不服从正态分布计量资料组间

比较采用非参数检验；绘制 ＳＰ１ 表达与食管鳞癌关

系的 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线图， ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验用作

生存曲线的比较；Ｃｏｘ 回归分析评定相关指标能否

作为独立预后因子。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＳＰ１ 在食管鳞癌及癌旁正常组织中的表达情

况　 免疫组化结果显示食管鳞癌癌旁正常组织（图
１Ａ、Ｂ）、食管鳞癌组织中 ＳＰ１ 均定位于细胞核（图
１Ｃ、Ｄ）。 食管鳞癌组织和癌旁正常组织中 ＳＰ１ 蛋白

表达阳性率分别为 ２６. ４％ 和 １. ４％ 。 癌组织中 ＳＰ１
的蛋白表达阳性率高于癌旁正常组织（χ２ ＝ ２０. ５６８，
Ｐ ＜ ０. ００１）。

图 １　 食管鳞癌癌旁正常组织与食管鳞癌组织中 ＳＰ１ 蛋白的表达情况

　 　 Ａ、Ｂ：食管鳞癌癌旁正常组织中 ＳＰ１ 的表达；Ｃ、Ｄ：食管鳞癌组

织中 ＳＰ１ 的表达

表 １　 ＳＰ１ 在食管鳞癌与癌旁正常组织中的表达

分组
免疫组化染色

低表达 （％ ） 高表达 （％ ）
χ２ 值 Ｐ 值

正常组织 ７３（９８． ６） １（１． ４）
２０． ５６８ ＜ ０． ００１

食管鳞癌 ８９（７３． ６） ３２（２６． ４）

２． ２　 食管鳞癌组织中 ＳＰ１ 蛋白表达与临床病理特

征之间的关系　 食管鳞癌组织中，ＳＰ１ 蛋白在女性、
中低分化、浸润深度 Ｔ３ ～ Ｔ４ 级的高表达率高于食

管鳞癌癌旁正常组织（均 Ｐ ＜ ０. ０５），差异具有统计

学意义。 见表 ２。
２． ３　 ＳＰ１ 蛋白表达与食管鳞癌患者生存预后的关

系　 通过生存曲线结果图可以发现，食管鳞癌患者

中 ＳＰ１ 蛋白高表达的患者生存时间低于 ＳＰ１ 低表达

的患者（Ｐ ＝ ０. ０４８）。 见图 ２。 单因素 Ｃｏｘ 回归分析

显示，淋巴结转移（Ｐ ＝ ０. ００４）和 ＴＮＭ 分期（Ⅲ ＋
Ⅳ）（均 Ｐ ＜ ０. ０１）是影响食管鳞癌患者生存时间的

危险因素，多因素 Ｃｏｘ 回归显示 ＴＮＭ 分期（Ⅲ ＋
Ⅳ） 是影响患者生存期的独立危险因素 （ Ｐ ＜
０. ００１）。 见表 ３。

表 ２　 食管鳞癌患者不同临床病理特征中 ＳＰ１ 蛋白表达的比较

项目
例数

ｎ（％ ）
食管鳞癌中 ＳＰ１ 的表达

低表达 高表达
χ２ 值 Ｐ 值

性别

　 男 ４６ ２９ （６３． ０４） １７ （３６． ９６）
４． １６８ ０． ０４１

　 女 ２４ ９（３７． ５０） １５ （６２． ５０）
年龄（岁）
　 ≤６０ ３６ １４（３８． ８９） ２２ （６１． １１）

１． ３９６ ０． ２３７
　 ＞ ６０ ３４ １８（５２． ９５） １６ （４７． ０６）
分化程度

　 高分化 １８ １２（６６． ６７） ６（３３． ３３）
４． ３１８ ０． ０３８

　 中低分化 ５２ ２０ （３８． ４６） ３２ （６１． ５４）
浸润深度

　 Ｔ１ ＋ Ｔ２ ２４ １５（６２． ５０） ９（３７． ５０）
４． １６８ ０． ０４１

　 Ｔ３ ＋ Ｔ４ ４６ １７ （３６． ９６） ２９ （６３． ０４）
淋巴结转移

　 无 ３７ １９ （５１． ３５） １８ （４８． ６５）
１． ００８ ０． ３１５

　 有 ３３ １３ （３９． ３９） ２０ （６０． ６０）
ＴＮＭ 分期

　 Ⅰ期 ＋ Ⅱ期 ４１ ２１ （５１． ２２） ２０ （４８． ７８）
１． １２６ ０． ２７０

　 Ⅲ期 ＋ Ⅳ期 ２９ １１ （３７． ９３） １８ （６２． ０７）

图 ２　 ＳＰ１ 蛋白的表达情况与食管鳞癌患者

预后关系的生存曲线图
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２． ４　 沉默 ＳＰ１ 后食管鳞癌细胞的 ＳＰ１ 蛋白表达情

况　 为摸索 ＳＰ１ ｓｉＲＮＡ 的最佳的作用浓度，我们选

取食管鳞癌 Ｅｃａ１０９ 细胞系进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，
以检测不同 ＳＰ１ ｓｉＲＮＡ 浓度（１００、１２０、１４０ ｎｍｏｌ ／
ｍｌ）作用下 ＳＰ１ 的表达水平。 结果显示，与对照组

相比，转染浓度在 １４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ、作用 ４８ ｈ 的Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 条带最浅，沉默效果最佳（图 ３）。
２． ５　 沉默 ＳＰ１ 对食管鳞癌细胞增殖的影响　 ＣＣＫ⁃
８ 细胞增殖实验结果显示，沉默 ＳＰ１ 后，食管鳞癌

Ｅｃａ１０９ 细胞系培养至 ４８ ｈ 时，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ
组的细胞增殖能力开始出现明显差异（ ｔ ＝ ５. ３７７，Ｐ
＜ ０. ００１）；而对于食管鳞癌 ＥＣ９７０６ 细胞系，在沉默

ＳＰ１ 后培养至 ２４ ｈ 时，增殖能力就已出现明显差异

（ ｔ ＝ ２. ３４０，Ｐ ＝ ０. ０４７）；随着培养时间的延长，待细

胞培养至 ９６ ｈ 时，食管鳞癌 Ｅｃａ１０９ 细胞系 （ ｔ ＝
８. ７２２，Ｐ ＜ ０. ００１）和 ＥＣ９７０６ 细胞系（ ｔ ＝ ８. ６３５，Ｐ ＜
０. ００１）中 ｓｉ⁃ＳＰ１ 组的细胞增长能力均低于 ｓｉ⁃Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组（图 ４）。 平板克隆实验结果同样提示，食管鳞

表 ３　 食管鳞癌患者生存预后独立危险因素单、多因素 Ｃｏｘ 回归分析

变量
单因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ 值

多因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐ 值

ＳＰ１ 表达 （ＩＳ ≤８ ／ ＞ ８） ０． ６１９ ０． ８２６ ～ ３． １５８ ０． １６１ ２． １４５ ０． ９９５ ～ ４． ６２２ ０． ０５１
性别（男性 ／ 女性） ０． ８８８ ０． ４１１ ～ １． ５１２ ０． ４７３ ０． ８５２ ０． ４２５ ～ １． ７０５ ０． ６５０
年龄 （≤５９ 岁 ／ ＞ ５９ 岁） ０． ６５０ ０． ３４０ ～ １． ２４２ ０． １９２ ０． ５５９ ０． ２７２ ～ １． １５２ ０． １１５
部位（上段 ／ 中段 ／ 下段） ０． ７０２ ０． ３０８ ～ １． ６００ ０． ４００ ０． ４７８ ０． １８０ ～ １． ２６８ ０． １３８
分化 （低 ／ 中 ／ 高） ０． ９９９ ０． ５１１ ～ １． ９５４ ０． ９９７ ０． ５０６ ０． ２３１ ～ １． １０９ ０． ０８９
远处转移（有 ／ 无） ０． ５２８ ０． ２８８ ～ ０． ９６６ ０． ０３８ ５． ８７５ ０． ４３８ ～ ７８． ８５７ ０． １８１
浸润深度 （Ｔ３ ～ Ｔ４） １． ５８０ ０． ８０３ ～ ３． １０８ ０． １８５ ０． ７１０ ０． ２６１ ～ １． ９３４ ０． ５０３
淋巴结转移 （是 ／ 否） ２． ６２６ １． ３６６ ～ ５． ０４８ ０． ００４ ０． ７２１ ０． ２４２ ～ ２． １４４ ０． ５５６
ＴＮＭ 分期（Ⅲ ＋ Ⅳ ／Ⅰ ＋ Ⅱ） ３． ２６５ ２． ０２９ ～ ５． ２５１ ＜ ０． ００１ ９． ４１５ ２． ６４６ ～ ３３． ５０３ ０． ００１

图 ３　 不同 ＳＰ１ ｓｉＲＮＡ 浓度转染 Ｅｃａ１０９ 细胞系后 ＳＰ１ 蛋白的表达

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白表达条带图；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带灰度值结果（４８ｈ、７２ｈ）；ａ：ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ｓｉ⁃ＳＰ１（１００ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）组；ｃ：ｓｉ⁃ＳＰ１（１２０

ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）组；ｄ：ｓｉ⁃ＳＰ１（１４０ ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）组；与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 沉默 ＳＰ１ 后食管鳞癌细胞（Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６）的增殖能力

与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 沉默 ＳＰ１ 后食管鳞癌细胞（Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６）的集落形成能力

与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

癌 Ｅｃａ１０９ 细胞系中，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组的集落形成能力明显

低于 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ ｔ ＝ ６. ３３２，Ｐ ＜ ０. ００１），在食管鳞

癌 ＥＣ９７０６ 细胞系中，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组的集落形成能力低于

ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ ｔ ＝ ７. ６９０，Ｐ ＜ ０. ００１，图 ５）。 以上实验

结果表明沉默 ＳＰ１ 可以抑制食管鳞癌细胞的增殖。
２． ６　 沉默 ＳＰ１ 对食管鳞癌细胞凋亡的影响　 在食

管鳞癌 Ｅｃａ１０９ 细胞系中，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组凋亡指数（１６. ３８
± ４. ０１）高于 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组凋亡指数（６. ７２ ± ２. ６８），
差异具有统计学意义（ ｔ ＝ ３. ６９，Ｐ ＜ ０. ０５）；在食管

鳞癌 ＥＣ９７０６ 细胞系中，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组凋亡指数（１１. ７７ ±
３. ３１）高于 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组凋亡指数（５. ８０ ± ２. １８），差
异具有统计学意义（ ｔ ＝ ４. ９１，Ｐ ＜ ０. ００１）。 提示沉默

ＳＰ１ 蛋白可以促进食管鳞癌细胞的凋亡。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 食管鳞状细胞癌在肿瘤中具有较高的发生率，
生存预后较差，缺乏有效的治疗方案［７］。 食管癌的

发生发展机制较为复杂，与多种影响因素相关［８］，
探索食管鳞癌发生发展的机制以寻求食管鳞癌新型

治疗手段已成为当前研究的目标。 截止目前，ＳＰ１
蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其对食管鳞癌细胞

增殖、凋亡的生物学行为影响的研究较少。 在本研

究中，免疫组化发现 ＳＰ１ 在食管鳞癌组织中的表达

高于癌旁正常组织，且主要表达在食管鳞癌组织的

细胞核内。 ＳＰ１ 蛋白在女性、低中分化及浸润深度

Ｔ３ ～ Ｔ４ 级的食管鳞癌组织中表达率更高，Ｃｏｘ 单因

素回归分析提示有远处转移、淋巴结转移和 ＴＮＭ 分

期是影响食管鳞癌患者生存时间的危险因素，ＴＮＭ
分期是影响患者生存期的独立危险因素。
　 　 ＳＰ 家族转录因子在多种细胞过程中起着至关

重要的作用，ＳＰ１、ＳＰ３ 和 ＳＰ４ 调控多种癌症相关的

基因，这些基因参与细胞周期、细胞增殖、细胞分化

和凋亡［９］。 有研究［１０］表明，转录增强因子 １ 可以通

过激活 ＳＰ１ 促进结直肠癌细胞增殖。 此外，ＳＰ１ 还

可以与 ＲａｓＧＲＰ１ 启动子结合，促进其转录，进而诱

导肝细胞的增殖［１１］。 另有研究［１２］ 证明，甘草查尔

酮 Ａ 通过下调 ＳＰ１ 的表达诱导口腔鳞癌细胞的凋

亡。 本研究利用 ＳＰ１ ｓｉＲＮＡ 转染食管鳞癌 Ｅｃａ１０９
和 ＥＣ９７０６ 细胞系，通过 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖试验、克隆

实验发现 ｓｉ⁃ＳＰ１ 组的细胞增殖能力及集落形成能力

明显低于 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ｓｉ⁃ＳＰ１ 组的细胞凋亡指数明

显高于 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组。 本研究在 Ｅｃａ１０９ 和 ＥＣ９７０６
两株食管鳞癌细胞系中验证了 ＳＰ１ 蛋白对食管鳞癌

细胞增殖及凋亡，补充了ＳＰ１蛋白在食管鳞癌发生
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图 ６　 沉默 ＳＰ１ 后食管鳞癌细胞（Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６）的凋亡能力

与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

发展过程中关系的相关研究。 有研究［１３］ 表明在食

管鳞癌中长链非编码 ＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 作为 ｍｉｃｒｏＲ⁃
ＮＡ⁃３８３ 上的竞争内源性 ＲＮＡ，可通过增加 ＳＰ１ 的

表达来增强食管鳞状细胞癌的恶性特征，这与本研

究的结果一致。 这些研究提示，ＳＰ１ 具有促进食管

鳞癌发生发展的作用。
　 　 综上所述，本研究表明 ＳＰ１ 在食管鳞癌组织中

高表达，并且沉默 ＳＰ１ 能够抑制食管鳞癌细胞的增

殖和凋亡，ＳＰ１ 可能成为食管鳞癌潜在的分子治疗

靶点。 但是 ＳＰ１ 在食管鳞癌组织中高表达的分子机

制尚未明确，未来将通过细胞学实验和动物实验进

一步探究 ＳＰ１ 在食管鳞状细胞癌中表达的发生机

制，更深层次探索 ＳＰ１ 在食管鳞癌进展中的作用。
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ｒａｔｅ ｏｆ ＳＰ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ （Ｐ ＝ ０. ０４１）， ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｏｒ ｐｏｏｒｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ （Ｐ ＝ ０. ０３８） ａｎｄ Ｔ３ － Ｔ４ ｉｎｖａ⁃
ｓｉｏｎ ｄｅｐｔｈ （Ｐ ＝ ０. ０４１） ＥＳＣＣ（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ） ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｕｒ⁃
ｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＰ１ ｗａｓ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＰ１ （Ｐ ＝
０. ０４８）． Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｃｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴＮＭ （ｔｕｍｏｒ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ） ｓｔａｇｅ （Ⅲ ＋
Ⅳ） ｗａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｓｈｏｒｔｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （Ｐ ＜
０. ００１）． Ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｓｏｐｈ⁃
ａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５） ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５） ａｆｔｅｒ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＰ１． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＳＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＰ１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｓｐｅｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １； ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
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