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长链非编码 ＲＮＡ ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对食管鳞癌
细胞增殖及凋亡的影响

邵生辉１，张　 健１，彭雅琼１，向　 辉２，赵　 敏２，谢元茂２，郑　 勇２，陈卫刚２

摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）钙离子激活

氯离子通道蛋白 １ 反义 ＲＮＡ１（ＡＮＯ１ ⁃ＡＳ１）对食管鳞癌（ＥＳ⁃
ＣＣ）细胞增殖和凋亡的影响及其可能的机制。 方法　 在 ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 中转染沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 慢病毒，ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测其和钙离子激活氯离子通道蛋白 １（ＡＮＯ１）表达情

况。 ＣＣＫ⁃８ 实验和平板克隆形成实验检测增殖能力；通过

ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库获取 ＡＮＯ１ 正相关表达基因集并进行通

路富集及可能通路的验证；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖细胞核抗

原（ＰＣＮＡ）、抑癌基因 Ｐ５３ 蛋白、促凋亡蛋白（Ｂａｘ）、抑凋亡

蛋白（Ｂｃｌ⁃２）、ＡＮＯ１ 蛋白和磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ
（ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ）通路相关蛋白的表达情况。 结果　 转染沉默慢

病毒后，ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达减低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与阴性对照组相

比，下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
克隆形成率下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，实验组

ＰＣＮＡ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｐ５３ 和 Ｂａｘ 蛋白表

达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），通路蛋白 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的磷酸化水平降
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低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能通过影响 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 通路活性从而降低 ＥＳＣＣ 细胞的增殖能力并促使其发生

凋亡。
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　 　 目前，我国仍是食管癌发病率最高的国家［１］。
食管鳞癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳ⁃
ＣＣ）是食管癌最常见的组织学亚型［２］。 由于 ＥＳＣＣ
起病晚，缺乏早期疾病标志物，通常被诊断已为晚

期，其总的 ５ 年生存率仅有 ２０％左右［３］。 研究［４ － ５］

显示，食管癌的发生发展与基因的表达失衡密切相

关，因此，探寻与其相关的分子标志物，对食管癌的

防治具有一定意义。 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）因其转录本长度超过 ２００ 个

核苷酸且不编码蛋白质而得名［６］。 近年来，大量

ＬｎｃＲＮＡ 被发现并证实参与肿瘤的多项生理和病理

过程［７］。 课题组前期通过基因芯片技术，发现食管

鳞癌组织中有大量 ＬｎｃＲＮＡｓ 存在异常表达，其中钙

离子激活氯离子通道蛋白 １ 反义 ＲＮＡ１ （ａｎｏｃｔａｍｉｎ
１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ⁃１，ＡＮＯ１⁃ＡＳ１）在 ＥＳＣＣ 组织中表达

上调［８］。 目前 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 在食管癌中的作用鲜有报

道，为探究该基因在食管癌中所发挥的功能，该研究

通过转染沉默慢病毒下调食管癌细胞 ＴＥ⁃１ 和
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ＥＣ１０９ 中 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达，观察食管癌细胞增殖

及凋亡等生物学功能的变化并探讨其可能的机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 细胞株　 人食管鳞状细胞癌细胞株（ＴＥ⁃１、
ＥＣ１０９）由石河子大学医学院新疆地方与民族高发

病重点实验室留存。
１． １． ２　 主要试剂　 沉默慢病毒由上海吉玛制药技

术有限公司制备；胎牛血清购自以色列 ＢＩ 公司；高
糖 ＤＭＥＭ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；双抗及胰蛋

白酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
购自上海生物工程技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；反转录试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ 公司；引物均购自上海生工生物工程股份有限公

司；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司；ＣＣＫ⁃８
试剂盒购自日本东仁公司；Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 兔抗人单克

隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；其他兔抗人多克隆抗

体购自美国 ＣＳＴ 公司；小鼠抗人 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、山羊

抗兔 ＩｇＧ 二抗、山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。
１． １． ３　 主要仪器 　 荧光倒置显微镜购自日本 Ｏ⁃
ｌｙｍｐｕｓ 公司；酶联免疫检测仪、垂直电泳槽、电泳

仪、电转印仪均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；全自动化学

发光成像仪购自上海天能科技有限公司；梯度 ＰＣＲ
仪器购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购

自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司。
１． ２　 细胞培养与转染筛选　 细胞用含 １０％胎牛血

清和 １％ 青链霉素混合液的高糖 ＤＭＥＭ 培养基在

３７ ℃、５％ ＣＯ２、湿度 ９５％的培养箱内进行培养。 待

细胞融合度达到 ８０％ ～ ９０％ 时进行传代、冻存或功

能实验。 细胞转染所用沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 慢病毒载体

和空载体浓缩液由上海吉玛制药技术有限公司制备

完成。 其中 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 序 列 为 ５′⁃ＧＧＡＡＣＣＧ⁃
ＧＡＡＴＣＡＡＴＣＡＴＴＡＴ⁃３′， ｓｈ⁃ＮＣ 序列为 ５′⁃ ＴＴＣＴＣ⁃
ＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ⁃３′。 参照吉玛基因慢病毒使用

手册进行慢病毒转染，嘌呤霉素筛选后传代保存稳

转株并进行下一步实验。 分组情况：ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１
（实验组）即转染沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 慢病毒载体；ｓｈ⁃
ＮＣ（阴性对照组）即转染沉默慢病毒空载体；Ｂｌａｎｋ
（空白对照组）即未转染慢病毒。
１． ３　 总 ＲＮＡ 提取及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂裂

解各组细胞，提取细胞总 ＲＮＡ，参照反转录试剂盒

说明书合成 ｃＤＮＡ，按 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒说明

进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 引物序列见表 １，β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参。 利用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算相对表达量。

表 １　 引物序列

基因名称 序列

ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ Ｆ：５′⁃ ＣＣＡＧＴＣＣＡＣＡＡＡＧＴＣＧＣＴＣＡ ⁃３′
Ｒ：５′⁃ ＡＧＡＧＧＴＣＡＧＧＡＧＣＡＣＴＴＣＣＣ ⁃３′

ＡＮＯ１ Ｆ：５′⁃ ＧＣＴＧＴＣＴＧＧＧＣＡＧＧＣＴＴＴ ⁃３′
Ｒ：５′⁃ ＣＡＴＣＡＧＣＣＡＧＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡ ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧ ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡ ⁃３′

１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力　 按分组消化收

集细胞，计数按分组以 ２ ０００ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板，
每组设置 ５ 个复孔。 培养 ０、２４、４８、７２、９６ ｈ 时，在
每孔中加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续培养箱孵育 ２
ｈ，用酶联免疫检测仪测量各孔 ４５０ ｎｍ 处的吸光度

（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值。
１． ５　 平板克隆形成实验　 按分组收集细胞并计数，
接种于 ６ 孔板中（３００ 个 ／孔），每 ２ ～ ３ ｄ 换液，培养

１２ ～ １４ ｄ。 当出现肉眼可见的克隆时，使用 ＰＢＳ 洗

涤细胞 ２ ～ ３ 次，用 ４％ 多聚甲醛固定 ４５ ｍｉｎ，结晶

紫染色 ２０ ｍｉｎ，大于 ５０ 个细胞为 １ 个克隆，显微镜

下计数克隆形成数并计算克隆形成率。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集细胞并提取细胞总蛋白，
加入上样缓冲液混匀，１００ ℃煮 １０ ｍｉｎ 变性，取 ８ ～
１０ μｌ 上样，根据目的蛋白制备适宜浓度 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
胶进行电泳，转至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ ＢＳＡ 室温封闭 ３
ｈ，加入一抗（１ ∶ １ ０００ 稀释），４ ℃摇床过夜，洗膜后

加入二抗（１ ∶ ２０ ０００ 稀释），室温孵育 １ ｈ。 洗膜后

加入化学发光液使用化学发光成像仪进行曝光。 β⁃
ａｃｔｉｎ 蛋白条带作为内参对照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测

算各蛋白条带灰度值。
１． ７ 　 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库 　 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库

（ｗｗｗ． ｌｉｎｋｅｄｏｍｉｃｓ． ｏｒｇ）是利用 ＴＣＧＡ 数据库进行在

线分析的工具。 具体步骤：① 肿瘤类型：ＴＣＧＡ＿ＥＳ⁃
ＣＡ；② 数据类型：ＲＮＡｓｅｑ；③ 目的基因名：ＡＮＯ１；
④ 靶标数据类型：ＲＮＡｓｅｑ；⑤ 统计方法：Ｐｅａｒｓｏｎ 相

关性分析，即可获取 ＡＮＯ１ 正相关表达基因集，选择

ＧＳＥＡ 富集分析工具，对 ＡＮＯ１ 正相关基因进行

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 富集，ＦＤＲ 值小于 ０. ０５ 的纳入条件。
１． ８　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行统计

学分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，正态分布数据三

组间比较采用单因素方差分析，多重比较采用 ＬＳＤ
法，不符合正态分布则采用非参数秩和检验。 以 Ｐ
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＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 转染沉默慢病毒后 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达降低　
在食管癌 ＥＣ１０９ 和 ＴＥ⁃１ 细胞株中转染 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１
沉默慢病毒后，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证各组沉默效率。
结果如图 １ 所示，ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 两组细胞中 ｓｈ⁃
ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 表达水平均低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组

及 Ｂｌａｎｋ 组，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １０９. ９５７，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ ９４. ９４３，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ２　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可抑制食管癌细胞增殖和克

隆形成能力　 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示，转染沉默慢病

毒后，ＴＥ⁃１ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组从 ２４ ｈ 开始 ＯＤ
值较 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组减小，差异有统计学意义

（Ｆ ＝ １４９. ８３５，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＥＣ１０９ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃
ＡＳ１ 组 ＯＤ 值从 ２４ ｈ 开始低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ

组，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２６. ５８４，Ｐ ＝ ０. ００１），见
图 ２Ａ、２Ｂ。

图 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染沉默慢病毒后

食管癌细胞中 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达

与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 敲低 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对食管癌细胞 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 增殖的影响

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＴＥ⁃１ 细胞系各组细胞增殖情况；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＥＣ１０９ 细胞系各组细胞增殖情况；Ｃ、Ｄ：ＴＥ⁃１ 及 ＥＣ１０９ 两细胞系各组细

胞克隆形成情况；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｂｌａｎｋ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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　 　 平板克隆形成实验结果显示，沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１
后，ＴＥ⁃１ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组克隆形成率低于 ｓｈ⁃
ＮＣ 组和 Ｂｌａｎｋ 组，差异有统计学意义（Ｆ ＝２１１. ８５８，Ｐ
＜０. ００１）；同样，ＥＣ１０９ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组克隆

形成率低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组，差异有统计学意义

（Ｆ ＝９７９. ２８４，Ｐ ＜０. ００１），见图 ２Ｃ、２Ｄ。
２． ３　 敲低 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 表达对 ＰＣＮＡ 及 Ｐ５３ 蛋白表

达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，
ＰＣＮＡ 和 Ｐ５３ 蛋白的表达情况，结果显示，与 ｓｈ⁃ＮＣ
组及 Ｂｌａｎｋ 组相比，ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 两细胞系中 ｓｈ⁃
ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组 ＰＣＮＡ 的表达减少（Ｆ ＝ ２４１. ６３８，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ ５００. ０４４，Ｐ ＜ ０. ００１），Ｐ５３ 的表达增加（Ｆ
＝ １４１. １１８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２０５. ２６８，Ｐ ＜ ０. ００１），ｓｈ⁃
ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组之间差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０. ０５）。 见图 ３。
２． ４ 　 下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对凋亡相关蛋白的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后细胞凋亡相关

蛋白 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 的表达变化，结果显示 ＴＥ⁃１ 和

ＥＣ１０９ 两细胞系中，与 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组相比，ｓｈ⁃
ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组 Ｂａｘ 表达增加，差异均有统计学意义

（Ｆ ＝ ６５２． １３９，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ２８. ６７２，Ｐ ＝ ０. ００１）；与
ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组相比，两细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１
组 Ｂｃｌ⁃２ 的表达均减少，差异有统计学意义（Ｆ ＝
２０６. ２８８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ５５. ４４５，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４。
２． ５　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后 ＡＮＯ１ 的表达降低　 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果均显示：沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１
后，ＴＥ⁃１ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组 ＡＮＯ１ 的 ｍＲＮＡ 及

蛋白表达低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组，差异有统计学

意义（Ｆ ＝ ５５. ７６６，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ １ １８３. ６８５，Ｐ ＜
０. ００１）；同样，ＥＣ１０９ 细胞系 ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组 ＡＮＯ１
的表达低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组，差异有统计学意

义 （ Ｆ ＝ １７０. １９９， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｆ ＝ １９１. ３３９， Ｐ ＜
０. ００１），见图 ５。
２． ６ 　 ＡＮＯ１ 正相关基因及相关通路富集 　 通过

ＬｉｎｅｄＯｍｉｃｓ 在线数据库，筛选到食管癌数据集中与

ＡＮＯ１ 表达正相关基因，并根据相关性由高到低进

行排序并展示 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数 ＞ ０. ５ 的基因（图
６Ａ）。 通过 ＧＳＥＡ 富集分析工具，对 ＡＮＯ１ 正相关

表达的基因可能调节的通路进行富集（图 ６Ｂ），并选

择 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路进行验证。

图 ３　 下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对食管癌细胞 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 中 ＰＣＮＡ 和 Ｐ５３ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两细胞系各组 ＰＣＮＡ 和 Ｐ５３ 蛋白表达情况；Ｂ：ＰＣＮＡ 蛋白相对表达量；Ｃ：Ｐ５３ 蛋白相对表达量；ａ：Ｂｌａｎｋ 组；ｂ：ｓｈ⁃ＮＣ
组；ｃ：ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 对食管癌细胞 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 凋亡相关蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两细胞系各组细胞 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 的表达；Ｂ：Ｂａｘ 蛋白相对表达量；Ｃ：Ｂｃｌ⁃２ 蛋白相对表达量；ａ：Ｂｌａｎｋ 组；ｂ：ｓｈ⁃ＮＣ 组；ｃ：

ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 表达后 ＡＮＯ１ 表达降低

　 　 Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 细胞中 ＡＮＯ１ ｍＲＮＡ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 细胞

中 ＡＮＯ１ 蛋白的表达；Ｃ：ＡＮＯ１ 蛋白相对表达量；ａ：Ｂｌａｎｋ 组；ｂ：ｓｈ⁃ＮＣ 组；ｃ：ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｂｌａｎｋ 组比较：
＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 ＬｉｎｅｄＯｍｉｃｓ在线数据库食管癌中 ＡＮＯ１ 正相关表达基因（Ａ）和 ＧＳＥＡ 通路富集情况（Ｂ）

图 ７　 下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 表达对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两细胞系各组细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关蛋白的表达；Ｂ：ＰＩ３Ｋ 蛋白磷酸化水平（ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ）；Ｃ：Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平

（ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ）；ａ：Ｂｌａｎｋ 组；ｂ：ｓｈ⁃ＮＣ 组；ｃ：ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 组；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ７　 敲低 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路蛋

白的表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路蛋白的表达和磷酸化修饰情况，结果

显示：下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，ＴＥ⁃１ 及 ＥＣ１０９ 两细胞系

中均发现，与 ｓｈ⁃ＮＣ 组及 Ｂｌａｎｋ 组相比，ｓｈ⁃ＡＮＯ１⁃
ＡＳ１ 组 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平均降低，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ５３６. ０８８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ４１８. ０７３，Ｐ
＜ ０. ００１），见图 ７。

３　 讨论

　 　 近年来，大量研究证实，非编码 ＲＮＡ 的异常表

达与 ＥＳＣＣ 等消化道肿瘤的发生发展密切相关，并
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在其增殖、转移、凋亡等多种生物学过程中发挥重要

作用［９ － １０］，其中包括许多反义 ＬｎｃＲＮＡ［７］，例如：
ＫＲüｐｐｅｌ 样因子 ３ 反义 ＲＮＡ １ （ＫＬＦ３⁃ＡＳ１［１１］ ） 在

ＥＳＣＣ 表达上调从而使其正义链 ＫＬＦ３ 发生激活，进
而抑制食管癌细胞的迁移和侵袭。 锌指蛋白 ６６７ 反

义 ＲＮＡ １ （ＺＮＦ６６７⁃ＡＳ１［１２］）与其正义链 ＺＮＦ６６７ 在

食管癌中均高表达，并抑制 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、迁移

和侵袭，ＺＮＦ６６７⁃ＡＳ１ 的过度表达增加了 ＺＮＦ６６７ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 本课题组通过芯片筛选发

现多个 ＬｎｃＲＮＡｓ 在 ＥＳＣＣ 中表达上调［８］，其中高表

达的 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 在 ＥＳＣＣ 中发挥何种生物学功能尚

无明确报道，故本研究通过体外实验进行了探究。
　 　 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 位于人类染色体 １１ｑ１３. ３ 上，大小

为 ７２２ 个碱基，由钙离子激活氯离子通道蛋白 １
（ａｎｏｃｔａｍｉｎ １，ＡＮＯ１）基因反义链转录，为 ＡＮＯ１ 的

反义 ＬｎｃＲＮＡ。 Ｙｕ ｅｔ ａｌ［１３］ 发现， ＡＮＯ１ 在 ＥＳＣＣ 中

表达上调。 有研究［１４］ 证实敲除 ＥＳＣＣ 细胞系中的

ＡＮＯ１ 可抑制细胞增殖、诱导凋亡和减少肿瘤生长。
ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的异常表达，提示其可能在 ＥＳＣＣ 的发生

发展中发挥重要作用。 为了进一步探究其对 ＥＳＣＣ
细胞生物学功能的影响，本研究同时向 ＥＳＣＣ 细胞

系 ＴＥ⁃１ 和 ＥＣ１０９ 中转染沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 慢病毒抑

制其表达水平并在此基础上进行后续功能学实验。
结果显示，下调 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，ＴＥ⁃１ 及 ＥＣ１０９ＥＳＣＣ
细胞增殖能力及克隆形成能力降低。 ＰＣＮＡ 是肿瘤

细胞异常增殖的标志性蛋白，可反映肿瘤细胞增殖

情况；Ｐ５３ 则为抑癌基因，其失活将导致细胞获得无

限增殖能力，从而发生恶性癌变。 本研究表明，沉默

ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，ＰＣＮＡ 蛋白表达降低，同时抑癌基因

Ｐ５３ 蛋白表达升高，进一步证明敲除 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１，ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞的增殖能力受到抑制。 同时，下调 ＡＮＯ１⁃
ＡＳ１ 后，ＥＳＣＣ 细胞中促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达增加，而
抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低，说明沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可

能促进食管癌细胞发生凋亡。 本研究还发现，下调

ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的表达，ＡＮＯ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均

降低。 以上结果提示，ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能发挥促癌基

因作用，影响 ＥＳＣＣ 细胞的增殖和凋亡，且 ＡＮＯ１⁃
ＡＳ１ 与 ＡＮＯ１ 存在正相关表达。
　 　 有研究［１４］显示，高表达的 ＡＮＯ１ 通过激活 ＥＧＦ
受体（ＥＧＦＲ）和钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ（ＣＡＭＫ
Ⅱ），从而诱导 Ａｋｔ 和丝裂原活化蛋白激酶 １
（ＭＡＰＫ）信号的激活，促进 ＥＳＣＣ 的发生。 为进一

步探究 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 在 ＥＳＣＣ 细胞中发挥功能的可能

机制，本研究通过对食管癌中与 ＡＮＯ１ 正相关表达

的基因进行通路富集，结果提示可能影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
信号通路。 活化的 ＰＩ３Ｋ 通过刺激其下游因子 Ａｋｔ
来调节细胞的存活、增殖及代谢等过程。 通过体内

外实验证实，该通路的 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 等关键分

子在 ＥＳＣＣ 中均有高表达和激活［１５］。 本研究显示，
沉默 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 后，ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 蛋白磷酸水平下

降，提示 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路活性降低。 以上结果提

示抑制 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 表达可能影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的

活化进而降低 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力，促进其发生凋

亡。 结合以上结果，推测其作用机制有以下可能：①
ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 本身具有直接调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

关键分子表达和磷酸化修饰的作用进而影响食管癌

生物学行为；② ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 与 ＡＮＯ１ 两者之间存在

直接或间接调控作用进而调节通路活性影响食管癌

进程。 这为 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 在 ＥＳＣＣ 中作用机制的进一

步研究提供了方向。
　 　 综上所述，抑制 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
通路活性从而降低 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力，诱导其发

生细胞凋亡。 提示 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 可能通过影响 ＥＳＣＣ
的增殖及凋亡，发挥促癌基因作用，为 ＡＮＯ１⁃ＡＳ１ 的

进一步研究及 ＥＳＣＣ 的早期诊治提供一定理论依

据。
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