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摘要　 目的　 探索 Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ７（ＫＬＦ７）对食管鳞癌

细胞 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖、迁移和周期的影响。 方法 　 利用生

物信息学方法研究 ＫＬＦ７ 在食管鳞癌组织中的表达模式及

其与患者预后、病理分级的关系。 利用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ、Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 与细胞免疫荧光技术研究食管鳞癌细胞中 ＫＬＦ７ 的

表达模式与亚细胞定位。 利用 ＫＬＦ７ 过表达质粒（ｐｃＤＮＡ⁃
３. １０⁃ＫＬＦ７）细胞转染实现 ＫＬＦ７ 在 Ｅｃａ１０９ 食管鳞癌细胞中

过表达。 采用平板克隆计数和 ＣＣＫ⁃８ 检测研究细胞增殖能

力，利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 研究细胞迁移能力，利用流式细胞术检测

细胞周期。 结果　 ＫＬＦ７ 在食管癌组织和细胞中均有表达，
其表达水平与患者病理分级显著相关（Ｐ ＜ ０. ０５），与患者生

存率无显著相关性。 食管癌细胞系（Ｅｃａ１０９ 和 ＥＣ９７０６）中

ＫＬＦ７ 的表达水平显著高于正常食管上皮细胞（Ｈｅｔ⁃１Ａ，Ｐ ＜
０. ０５），并且 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞中 ＫＬＦ７ 高表达于细胞质和细胞核，
而 ２ 种食管癌细胞 Ｅｃａ１０９ 和 ＥＣ９７０６ 中 ＫＬＦ７ 仅高表达于细

胞核，在 Ｅｃａ１０９ 细胞中过表达 ＫＬＦ７ 后改变细胞周期、促进

细胞的增殖和迁移以及 ＣＣＮＤ１ 和 Ｐ５３ 的表达水平上调（Ｐ
＜ ０. ０５）。 结论　 ＫＬＦ７ 的过表达可能促进食管癌细胞的增

殖和迁移。
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　 　 食管癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＥＳＣＡ）是最常见

的恶性消化道肿瘤之一［１］。 我国是食管癌高发地

区，食管癌发病率在我国位居恶性肿瘤发病率的第

３ 位，死亡率位居所有癌症死亡的第 ４ 位［２］。 食管

癌的发病与环境和遗传因素密切相关［３ － ６］。 虽然食

管癌的检测和治疗方面已经有了很大进展，但是，总
体来说 ＥＳＣＡ 患者的预后仍然很差。 Ｋｒüｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ

ｆａｃｔｏｒ ７（ＫＬＦ７）是一类蛋白质羧基端具有 ３ 个高度

保守的 Ｃ２Ｈ２ 锌指结构的转录因子，近年来大量研

究［７ － １１］报道显示 ＫＬＦ７ 在胰腺导管癌、肺癌、头颈鳞

癌与胃癌等多种癌症中充当抑癌因子。 而 ＫＬＦ７ 在

食管癌中的研究甚少，目前只报道了 ＫＬＦ７ 在食管

癌组织中高表达［１２］。 为了进一步探索 ＫＬＦ７ 在食

管癌中的分子功能，该研究探索了 ＫＬＦ７ 在食管癌

组织和细胞中的表达模式，并研究了 ＫＬＦ７ 对食管

癌 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖和迁移能力的影响，有助于进一

步揭示食管癌发生发展的分子机制。

１　 材料与方法

１． １ 　 材料 　 本研究所使用的食管鳞状细胞系

Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 和 Ｈｅｔ⁃１Ａ，购于北京大学医学院细

胞资源中心；ｐｃＤＮＡ⁃３. １０ 空载质粒（ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ，
ＥＶ） 和 ＫＬＦ７ 过 表 达 质 粒 （ ｐｃＤＮＡ⁃３. １０⁃ＫＬＦ７，
ＫＬＦ７）为石河子大学医学院组织胚胎学教研室构建

并保存；ＲＰＭＩ１６４０ 培养液购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎
牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于以色列 ＢＩ 公

司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂购于美国赛默飞

世尔科技有限公司；山羊抗兔 ＩｇＧ、鼠抗人 β⁃ａｃｔｉｎ 蛋

白抗体、ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购于北京北京

中杉金桥生物技术有限公司；ＫＬＦ７ 抗体购于美国

Ａｂｃａｍ 公司；ＲＮＡ 提取试剂盒购于美国 Ｏｍｅｇｅ 公

司；反转录试剂购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；实时定量

ＰＣＲ 试剂盒以及专用 ９６ 孔板购于德国 ＱＩＡＧＥＮ 公

司；ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购于美国康宁公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒

购于西安米鼠生物有限公司；引物由上海生工工程

有限公司合成。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养及处理 　 使用含 １０％ 胎牛血清、
１００ Ｕ ／ ｍｌ 青 链 霉 素 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培 养 基 培 养

Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 和 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞。 采用以下方法处

理细胞：采用阳离子脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 按照

说明书操作向 Ｅｃａ１０９ 细胞内转染 ＫＬＦ７ 的过表达

质粒及空载质粒。
１． ２． ２　 生物信息学分析　 利用 Ｓａｎｇｅｒｂｏｘ 和 ＧＥＰＩＡ
生物信息学平台分析 ＫＬＦ７ 在不同癌症组织中的表

·０２１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊａｎ；５８（１）



达数据；ＧＥＰＩＡ２ 数据库的参数设置如下，① 基因：
ＫＬＦ７；② 总生存期（ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）；③ 分组阈

值：中位值；④ 风险比：显示（Ｙｅｓ）；⑤ ９５％ 置信区

间 （９５％ ＣＩ）：显示（Ｙｅｓ）。
１． ２． ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 提取细胞总 ＲＮＡ，逆
转录成 ｃＤＮＡ，然后进行 ＰＣＲ 扩增，ＧＡＰＤＨ 作为内

参。 所用到的引物详见表 １。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测引物

基因名 参考序列（检索号） 引物序列

ＫＬＦ７ ＮＭ＿００３７０９． ４ Ｆ： ５′⁃ＧＡＴＧＧＣＡＧＣＴＴＣＧＴＧＴＣＡＧＴＧ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＡＧＡＧＧＡＧＣＧＡＧＴＧＡＧＴＧＧＧ⁃３′

ＫＬＦ７ ＮＭ＿００１２７０９４３． １ Ｆ：５′⁃ＣＴＣＣＡＧＡＡＡＡＣＧＡＧＡＡＡＴＣＧＡＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＧＡＡＡＣＡＧＴＣＣＡＡＧＴＣＣＴＣＡＣＣ⁃３′

ＫＬＦ７ ＮＭ＿００１２７０９４４． １ Ｆ： ５′⁃ＧＡＧＡＴＧＡＴＧＴＡＡＣＴＧＧＴＴＣＧＧＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＧＡＡＡＣＡＧＴＣＣＡＡＧＴＣＣＴＣＡＣＣ⁃３′

ＫＬＦ７ ＮＭ＿００１２７０９４２． １ Ｆ： ５′⁃ＧＣＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＴＣＡＧＴＣＴＧＴＣＴＧＧＣＴＣＡＣ⁃３′

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１２５６７９９． ３ Ｆ： ５′⁃ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧ⁃３′

Ｐ２１ ＮＭ＿０００３８９． ５ Ｆ：５′⁃ＴＣＡＣＣＧＡＧＡＣＡＣＣＡＣＴＧＧＡＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＧＡＧＧＡＧＣＧＡＧＴＧＡＧＴＧＧＧ⁃３′

Ｐ５３ ＮＭ＿０００５４６． ６ Ｆ：５′⁃ＧＧＡＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＴＴＧＴＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＧＴＡＣＡＧ⁃３′

ＣＣＮＤ１ ＮＭ＿０５３０５６． ３ Ｆ：５′⁃ＣＣＴＣＧＧＴＧＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡＡＴＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴＣＧＣＡＧＡＣ⁃３′

１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 裂解细胞并提取总蛋白，调整

蛋白浓度，上样、电泳、转膜和封闭后，将已经封闭好

的 ＰＶＤＦ 膜加入对应的抗体，其中 ＫＬＦ７ 抗体（美国

ａｂｃａｍ 公司，１ ∶ １ ０００），β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（北京中杉金

桥，１ ∶ ５ ０００），４ ℃孵育过夜；洗涤后，孵育二抗 １
ｈ，洗膜曝光。
１． ２． ５　 细胞免疫荧光实验　 细胞消化离心，将悬液

接种于 ２０ ｍｍ 盖玻片上，次日，固定 ３０ ｍｉｎ 后清洗，
透膜 １０ ｍｉｎ 清洗，室温封闭 １０ ｍｉｎ，加入 ＫＬＦ７ 抗体

（美国 ａｂｃａｍ 公司，１ ∶ ５０）孵育过夜，洗涤后予以二

抗（北京中杉金桥，１ ∶ １００）避光室温孵育 １ ｈ，滴加

ＤＡＰＩ 染液孵育 １５ ｍｉｎ 后洗涤。 滴加抗荧光淬灭

剂，封片观察。
１． ２． ６　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 按照 ３ × １０３ ／孔的密度接种于

９６ 孔板，每组设置 ５ 个复孔，于 ２４、４８、７２、９６ ｈ 每孔

添加 １００ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续孵育 １ ｈ 后，检测

吸光度值。
１． ２． ７ 　 平板克隆实验 　 按照 １ × １０３ ／孔的密度接

种于 ６ 孔板，每组设置 ３ 个复孔，常规培养 １０ ｄ，至
肉眼可见的克隆时弃上清液，加入 １ ｍｌ、４０ ｇ ／ Ｌ 多聚

甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，清洗 ２ 次，加入结晶紫溶液染色

２０ ｍｉｎ，冲洗，拍照计数。
１． ２． ８　 流式细胞术分析　 消化收集细胞，加入 １ ｍｌ
ＰＢＳ，加入 ３ ｍｌ 无水乙醇置于 － ２０ ℃冰箱过夜，次
日加入 ＰＢＳ 离心静置 １５ ｍｉｎ，离心，弃上清液，加入

１ ｍｌ ＤＮＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ。
流式细胞仪上机测试。 每组 ３ 个重复。
１． ２． ９ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 　 取 ２００ μｌ 加入 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 上室，细胞数为 ４ × １０４ 个 ／孔，取 ６００ μｌ 含有

２０％ ＦＢＳ 的培养基加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室，培养 ２４ ｈ，
经甲醇固定和结晶紫染色后，显微镜下随机选取 ５
个视野对迁移细胞进行细胞计数。 每组设置 ３ 个重

复。
１． ３　 统计学处理　 数据分析使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８
软件，如非特殊说明，数据均表示为 �ｘ ± ｓ，两组数据

间差异采用非配对双尾 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＫＬＦ７ 在食管癌中表达模式的生物信息学分

析　 利用 Ｓａｎｇｅｒｂｏｘ 生物信息分析平台对 ＫＬＦ７ 在

多种癌组织中的表达模式进行分析，结果显示 ＫＬＦ７
在大多数癌组织中与相应正常组织中的表达存在显

著差异（Ｐ ＜ ０. ０５，图 １Ａ）。 利用 ＧＥＰＩＡ 在线工具分

析 ＫＬＦ７ 在食管癌患者中的表达模式，结果显示

ＫＬＦ７ 表达水平与食管癌患者的病理分期显著相关

（Ｆ ＝ ３. ０３，Ｐ ＝ ０. ０３０ ７，图 １Ｂ），但是，没有发现

ＫＬＦ７ 表达水平与食管癌患者的总体生存率存在显

著相关（图 １Ｃ）。
２． ２　 ＫＬＦ７ 在食管癌细胞中的表达与亚细胞定位

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＫＬＦ７ 在食管癌细胞系

Ｅｃａ１０９ 和 ＥＣ９７０６ 与正常食管上皮细胞系 Ｈｅｔ⁃１Ａ
中均有表达（图 ２Ａ），并且食管癌细胞中 ＫＬＦ７ 的表

达水平高于正常上皮细胞（ ｔ ＝ ２. ８７６，ｔ ＝ ６. ５１７，Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示 ＫＬＦ７ 的

４ 种转录本 （ ＮＭ ＿ ００３７０９、 ＮＭ ＿ ００１２７０９４３、 ＮＭ ＿
００１２７０９４４ 和 ＮＭ＿００１２７０９４２）在正常食管上皮和食

管癌细胞系中均有表达，它们的转录水平在正常食

管上皮细胞系和食管癌细胞系中不存在显著差异

（图 ２Ｂ）。
　 　 采用免疫荧光细胞化学染色技术对 ＫＬＦ７ 在食

管癌细胞中进行亚细胞定位研究，结果显示，在食管

癌细胞 Ｅｃａ１０９ 和 ＥＣ９７０６ 细胞系中，ＫＬＦ７ 的表达

主要表达于细胞核，而在正常食管上皮细胞 Ｈｅｔ⁃１Ａ
细胞系中，ＫＬＦ７同时高表达于细胞核和细胞质，见
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图 １　 生物信息学分析 ＫＬＦ７ 在癌组织和正常组织的表达模式

Ａ：ＫＬＦ７ 在多种癌症组织的表达模式；Ｂ：ＫＬＦ７ 与食管癌患者不同病理分期的关系；Ｃ：ＫＬＦ７ 与患者总生存率的关系

图 ２Ｃ。
２． ３　 过表达ＫＬＦ７ 促进 Ｅｃａ１０９ 细胞系的增殖　 为

了进一步研究 ＫＬＦ７ 在食管癌细胞中的生物学作

用，本研究选择了 Ｅｃａ１０９ 细胞系作为研究对象，使
用 ｐｃＤＮＡ⁃３. １０⁃ＫＬＦ７ 和 ｐｃＤＮＡ⁃３. １０ 空载体质粒

（ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ）分别转染细胞，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
验证质粒转染后细胞中 ＫＬＦ７ 的表达水平，结果如

图 ３Ａ 显示，转染 ４８ ｈ 后，相对于转染 ＥＶ 的细胞，
转染 ＫＬＦ７ 过表达质粒的细胞中，ＫＬＦ７ 蛋白表达水

平明显升高（ ｔ ＝ ７. ２０２，Ｐ ＜ ０. ０１）；采用 ＣＣＫ⁃８ 法和

平板克隆实验检测细胞的增殖能力，过表达 ＫＬＦ７
后，Ｅｃａ１０９ 细胞的增殖能力显著增加（ ｔ ＝ １８. ４３，Ｐ
＜ ０. ０５），见图 ３Ｂ、Ｃ。 以上结果表明，体外细胞水

平，过表达 ＫＬＦ７ 促进食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖。
２． ４　 过表达 ＫＬＦ７ 影响细胞的周期　 流式细胞术

研究转染 ＫＬＦ７ 过表达质粒 ４８ ｈ 后 Ｅｃａ１０９ 细胞周

期，如图 ４Ａ、Ｂ 所示，Ｇ０ ／ Ｇ１ 期和 Ｇ２ 期细胞的比例

在 ＫＬＦ７ 过表达组和对照组之间没有显著差异（ ｔ ＝
１３. ０６，ｔ ＝ １. ７３３），但是，过表达 ＫＬＦ７ 的 Ｅｃａ１０９ 细

胞的 Ｓ 期比例显著高于对照组 （ ｔ ＝ ５. ９１７，Ｐ ＜
０. ０５），见图 ４Ａ。
　 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测结果如图 ４Ｃ 所示，过表达

ＫＬＦ７ 的 Ｅｃａ１０９ 细胞中 Ｐ５３ 和 ＣＣＮＤ１ 表达水平显

著增加（ ｔ ＝ ６. ９３６，ｔ ＝ ４. ８９８，Ｐ ＜ ０. ０１），而 Ｐ２１ 的表

达水平未发现显著变化，但存在上调趋势 （ ｔ ＝
１. ３７８，Ｐ ＞ ０. ０５），表明过表达 ＫＬＦ７ 可能通过调控

ＣＣＮＤ１ 促进细胞从 Ｇ０ 期向 Ｓ 转变，同时通过调控

Ｐ５３ 的表达反馈调控细胞周期和增殖。
２． ５　 过表达 ＫＬＦ７ 促进细胞的迁移能力　 为了探

究 ＫＬＦ７ 对食管鳞癌细胞的迁移能力的影响，采用

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 Ｅｃａ１０９ 的迁移能力。 结果表明，
与 ＥＶ 组相比，过表达 ＫＬＦ７ 后 Ｅｃａ１０９ 细胞穿过聚

碳脂膜的细胞数目增多（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ５），表明过表

达 ＫＬＦ７ 促进食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞的迁移。
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图 ２　 ＫＬＦ７ 在 Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 和 Ｈｅｔ⁃１Ａ 中的表达与定位

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＬＦ７ 在 Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 与 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞系中蛋白表达；Ｂ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析 ４ 种 ＫＬＦ７ 转录本在 Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 与

Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞系中 ｍＲＮＡ 表达；Ｃ：免疫荧光细胞化学染色检测 ＫＬＦ７ 在 Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 与 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞系中的定位 × ２００；１：ＮＭ＿００１２７０９４２. １；
２：ＮＭ＿００１２７０９４３. １；３：ＮＭ＿００１２７０９４４. １；４：ＮＭ＿００３７０９. ４；５：ＧＡＰＤＨ；与 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞系比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 过表达 ＫＬＦ７ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能力的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测在 Ｅｃａ１０９ 细胞中转染过表达质粒后 ＫＬＦ７ 蛋白表达水平；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测 Ｅｃａ１０９ 细胞系增殖能力； Ｃ：平板克隆实验检

测 Ｅｃａ１０９ 细胞系增殖能力；与 ＥＶ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ４　 过表达 ＫＬＦ７ 对食管鳞癌细胞系周期的影响

　 　 Ａ：流式细胞术检测检测 Ｅｃａ１０９ 细胞周期；Ｂ：流式细胞分析结果的统计学分析；Ｃ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 Ｅｃａ１０９ 细胞中 Ｐ２１、Ｐ５３ 和 ＣＣＮＤ１
的表达；与 ＥＶ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＫＶ 比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 过表达 ＫＬＦ７ 对食管鳞癌 Ｅｃａ１０９ 细胞系迁移的影响 × ２００
与 ＥＶ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 转录失调是癌症生长和转移的主要驱动力，形
成了癌症转录组，从而形成了癌细胞蛋白质组。
ＫＬＦ７ 作为转录因子，调控来源于神经外胚层和中胚

层的细胞分化［１３］，此，ＫＬＦ７ 通过作用于基因表达模

式的改变在癌症发生过程中发挥了重要作用，研究

表明，ＫＬＦ７ 可通过下调 Ｅ⁃钙黏蛋白的表达，促进口

腔鳞状细胞癌的迁移和表皮间充质转化［１１］。
　 　 生物信息学技术结果显示 ＫＬＦ７ 在食管癌组织

中的表达水平明显高于正常组织，同时 ＫＬＦ７ 表达

与食管癌的 ＴＮＭ 分期相关，这与程序的结果一

致［１２］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示

ＫＬＦ７ 在食管癌细胞系 Ｅｃａ１０９、ＥＣ９７０６ 和正常上皮

细胞 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞中都有表达，但在 Ｅｃａ１０９ 细胞、
ＥＣ９７０６ 细胞中 ＫＬＦ７ 的蛋白表达水平显著高于

Ｈｅｔ⁃１Ａ 细胞。 免疫荧光实验结果显示在 Ｈｅｔ⁃１Ａ 细

胞中 ＫＬＦ７ 同时定位细胞质与细胞核， 但是在

Ｅｃａ１０９ 细胞、ＥＣ９７０６ 细胞中 ＫＬＦ７ 仅定位于细胞核

中。 有文献［１４］报道 ＫＬＦ７ 一个互作因子，被命名为

ＫＬＦ７ 的活性调节因子（ＭＯＫＡ），该因子能够调控

ＫＬＦ７ 亚细胞定位，ＫＬＦ７ 与 ＭＯＫＡ 蛋白组成复合物

·４２１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊａｎ；５８（１）



入核，因此，可以猜测，食管癌变的过程中，ＫＬＦ７ 从

胞浆入核的生物学行为可能与 ＭＯＫＡ 有关，但是尚

需进一步的研究验证。
　 　 进一步 Ｅｃａ１０９ 细胞培养结果显示，过表达

ＫＬＦ７ 促进细胞体外增殖和迁移能力以及改变细胞

周期，为了查找 ＫＬＦ７ 如何影响 Ｅｃａ１０９ 细胞的增殖

和迁移，本研究检测过表达 ＫＬＦ７ 后 Ｄ 型细胞周期

蛋白（ＣＣＮＤ１）和 Ｐｒｏｔｅｉｎ ５３（Ｐ５３）的表达，结果显示

过表达 ＫＬＦ７ 促进 ＣＣＮＤ１ 和 Ｐ５３ 的表达，该结果与

其他癌症中的研究结果一致［８ － １１］。
　 　 综上所述，本研究结果显示 ＫＬＦ７ 有可能通过

促进 ＣＣＮＤ１ 和 Ｐ５３ 的表达调控癌细胞的分裂周期

和增殖，提示 ＫＬＦ７ 可能是食管癌发生发展的重要

调控因子，将有助于揭示食管癌发生发展的分子机

制。
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细胞培养中黑点状污染物的种类及对治方法
谭百宏１，王艳玲１，郑敬彤２，于　 军１，刘　 利２，李艳超３

摘要　 目的　 探讨细胞培养中黑点状污染物的种类及防治

措施。 方法　 倒置显微镜观察黑点状污染物的生长状态；革
兰染色、金胺 Ｏ 染色以及电子显微镜术分析黑点状物质的

形态学特征；１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序鉴定细菌种类；药敏实验筛

选污染物敏感的抗生素；采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液对

冻存的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞进行复苏。 结果　 倒置显微镜实时观

察显示黑点状物质呈静止和运动两种生长状态；革兰染色呈

阴性，金胺 Ｏ 染色呈阳性；电子显微镜负染技术揭示该污染

物是一种短杆状细菌，游动期带有极性鞭毛；１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

测序表明该污染物是一种名为 ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｚｕｃｉｎｅｕｍ
ＨＬＫ１ 的苯基杆菌。 药敏实验筛选出头孢曲松、羧苄西林和

亚胺培南等抗生素对该细菌具有抑制作用，但是细胞培养实

验表明上述抗生素无法清除 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞内的细菌。 被污

染细胞不能长期冷冻保存，但是采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上

清液进行复苏可显著提高细胞的存活效率。 结论　 培养体

系内的黑点状污染物是一种能够侵入细胞内部、生存能力极

强的寡营养细菌，常规抗生素处理很难将它们从培养体系内

清除。 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液可能含有某种对抗 ｐ． ｚ．
ＨＬＫ１ 的活性物质，采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清进行细胞

复苏可以显著提高细胞的存活效率。
关键词　 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞；细胞培养；单核 －巨噬细胞系统；细
菌污染
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　 　 近些年国内一些实验室出现一种特殊的细胞污

染形式，该污染物在倒置显微镜下呈黑点状，看似细

胞碎屑，却具有一定游动能力。 这些黑点状物质通

常对宿主细胞没有明显影响，只有在细胞复苏、换液

不及时、或传代密度过低等情况下才会迅速增多并

导致细胞死亡，因而有人形象地称之为“黑胶虫”。
“黑胶虫”问题并不局限于国内，国外网站内也经常

会看到关于它们本质和危害的讨论［１］。 上述现象

已经持续多年，但是很少有人对此做深入研究［１ － ２］。
探讨污染物的种类和防治措施不仅耗费时间和精

力，而且还常与实验初衷严重偏离。 然而如果不弄

清污染的原因，细胞培养将会不断重复“培养 － 污

染 －丢弃 － 再培养”的恶性循环，造成实验浪费的

同时还会培养出超级耐药细菌。 为此，笔者对该实

验室中出现的黑点状污染物进行详细分析，希望能

对各位同行的相关实验有所帮助或借鉴。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与试剂　 本实验使用的细胞系包括

人神经母细胞瘤 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞系（ＡＴＣＣ 公司）和

小鼠巨噬细胞来源的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞系（组织与胚

胎学系传代保存细胞株）；ＤＭＥＭ 高糖培养基购自

Ｇｉｂｃｏ 公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 美国）；γ 射线照射胎牛血清

购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（以色列）；青链霉素和革兰

染色试剂购自北京鼎国生物技术公司；金胺 Ｏ 购自

上海 Ａｌａｄｄｉｎ 公司；血平板和药敏片购自杭州微生

物试剂公司。 本实验所使用的仪器包括 ３７ ℃细胞

培养箱（ ＳＡＮＹ，日本）、Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 倒置显微镜

（日本）以及 ＪＥＭ １２００ＥＸＩＩ 透射电子显微镜（ＪＥＯＬ，
日本）。
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