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转录因子Snail对食管癌Eca-109细胞侵袭
和迁移的影响
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Snail on the invasion and migration of esophageal carcinoma 
cell line and the potential mechanism in vitro. Methods  Esophageal carcinoma cell line Eca-109-Snail and 
Eca-109-vc were constructed by recombinant lentiviral transduction. The mRNA and protein expression of Snail 
were detected by Real-time PCR and Western blot. Transwell assay and wound healing assay were performed 
to investigate cells invasion and migration capability. Results  Two stable cell lines were established. Increased 
expression of Snail mRNA and protein in Eca-109-Snail were detected by Real-time PCR and Western blot. The 
phenotypic changes of spindle-cell morphology and increased intercellular separation were noted in Eca-109-
Snail cells. Down-regulation of E-cadherin and up-regulation of Vimentin and MMP-2 were observed in Eca-
109-Snail cells. The invasion and migration capability of Eca-109-Snail cells were higher than those of Eca-
109-vc cells, with statistically significant difference (P<0.01). Conclusion  Snail promotes the invasion and 
migration via inducing epithelial-mesenchymal transition in Eca-109 cells in vitro.
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摘  要：目的  探讨Snail在诱导食管癌细胞侵袭和迁移中的作用及机制。方法  采用慢病毒转染构

建食管癌细胞株Eca-109-Snail和Eca-109-vc，Real-time PCR及Western blot实验分别检测其mRNA及蛋

白表达水平，Transwell及细胞划痕实验检测细胞侵袭和迁移能力。 结果  慢病毒转染细胞株构建成

功。经Real-time PCR及Western blot实验鉴定慢病毒转染后的Eca-109-Snail细胞Snail表达量升高，细

胞表现出成纤维细胞样外形，细胞之间彼此分离；Eca-109-Snail细胞E-cadherin表达下降，Vimentin和

MMP-2表达上升，其侵袭和迁移能力较空载体对照组增强，差异均具有统计学意义（P<0.01）。 结
论  Snail通过诱导食管癌Eca-109细胞发生上皮间质转化，进而提高其侵袭和迁移能力。
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·基础研究·

0  引言
食管癌是我国常见的消化道恶性肿瘤之一，其

死亡率居全国恶性肿瘤第四位[1]。随着多学科综合

治疗的发展，食管癌的预后得到一定的改善，但远

处转移仍然是导致患者死亡的主要原因之一[2]。因

此寻找调控肿瘤侵袭转移的关键靶点，研究针对

靶基因的治疗药物，将对提高食管癌的疗效具有

重要的临床意义。上皮间质转化（epithelial-mesen-
chymal transition，EMT)是指上皮细胞失去细胞间

的连接和极性，获得类似纤维母细胞样的间质细

胞特性的过程，它不仅是多细胞生物胚胎发育与

器官形成的基础，而且与肿瘤的发生、侵袭和转移

有着密切联系[3]。多种转录因子参与调控上皮间质

转化的过程，其中的关键基因Snail1是Snail超家族

的一员，它通过特定的生物学作用调控EMT进而

促进肿瘤的发展[4]。其异常表达也与包括食管癌在

内的多种肿瘤的预后密切相关[5-6]。本研究通过慢

病毒转染构建过表达Snail的食管鳞癌细胞株，在

体外水平验证其在调控肿瘤细胞侵袭迁移中的作
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用，并初步阐明其调控机制。

1  材料和方法
1.1  实验材料  
1.1.1  细胞  人食管高分化鳞癌Eca-109细胞株购

自武汉大学细胞库，由同济医院肿瘤中心实验室

保存。

1.1.2  主要试剂  RPMI1640培养液购自美国Hy-
Clone公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）

购自杭州四季青公司；BCA蛋白定量试剂盒为上

海碧云天生物技术研究所产品；Snail、E-cadherin
兔抗人单克隆抗体均购自美国Cell Signaling Tech-
nology公司；Vimentin、MMP-2兔抗人单克隆抗体

均购自美国Epitomics公司；人Snail基因过表达慢

病毒（GV166：Ubi-MCS-3FLAG-IRES-puro）、

阴性对照慢病毒（GV166-null）均购自上海吉凯基

因化学技术有限公司。

1.1.3  引物序列设计与合成  Real-time PCR引物

序列由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养  Eca-109细胞的常规培养采用含

10%FBS的RPMI1640培养液，在37℃、5%CO2培

养箱中培养。

1.2.2  慢病毒转染Eca-109细胞  将对数生长期的

Eca-109细胞制备成单细胞悬液，按9×104个/孔接

种于12孔板中，12 h后按复感染指数（multiplicity 
of infection，MOI）=50分别加入Snail过表达或对

照空载（对照组）的病毒液。转染10 h后更换完全

培养液，24 h后用含1 μg/ml嘌呤霉素的完全培养液

培养48 h， 筛选转染成功的Eca-109细胞，收集细

胞，进一步鉴定。

1.2.3  Real-time PCR检测  收集各组细胞，用

TRIzol法提取细胞总RNA，TaKaRa公司反转录试

剂盒合成cDNA，按SYBR Green试剂盒（Invitro-
gen公司）说明书于实时荧光定量PCR仪进行扩

增。PCR引物：Snail引物：5’-TCGGAAGCCTA-
ACTACAGCCA-3’（上游）；5’-AGATGAG-
CATTGGCAGCGAG-3’（下游）；GAPDH引物：

5’-GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3’（上游），

5’-GGAAGATGGTGATGGGATTTC-3’（下游）。

反应条件：（1） 95℃ 30 s；（2） 95℃8 s，60℃

32 s，40个循环；（3） 95℃ 1 min，60℃ 30 s，

95℃ 30 s。最后以2-ΔΔCT法计算基因相对表达量。

1.2.4  Western blot实验  用RIPA细胞裂解液于冰

上裂解细胞，裂解产物经离心、蛋白变性后，加

入Loading buffer上样至SDS-PAGE胶电泳分离，

PVDF膜恒流电转，5%脱脂奶粉封闭1 h，Tween-
PBS洗膜后加入一抗，4℃过夜孵育，再次洗膜后

加入二抗，室温孵育1 h，Tween-PBS洗膜，ECL
化学发光法显影，凝胶成像分析系统进行灰度扫

描，计算各组条带的灰度值。实验选用GAPDH为

内参对照。

1.2.5  细胞划痕实验   取对数生长期Eca-109-
Snail、Eca-109-vc细胞分别接种于24孔板中培养至

95%融合后，用10 μl无菌枪头垂直划出一条无细胞

区，小心洗去漂浮细胞3遍后加入无血清培养液，

放至37℃、5%CO2培养箱培养，分别在划痕0、24 h
后于显微镜下观察并拍照。各实验组24 h细胞迁移

距离（mm）= 0 h划痕宽度－24 h划痕宽度；24 h细

胞迁移率=（0 h划痕宽度－24 h划痕宽度）/0 h划痕

宽度×100%。

1.2.6  Transwell实验  于Transwell板上室面铺ECM
胶40 μl，5 h后，取对数生长期细胞，以每毫升1×
105个密度接种于上室，下室加入含10%胎牛血清

的完全培养液600 μl，于37℃、5%CO2培养箱培养

24 h，再经甲醇固定，0.1%结晶紫染色后，用棉签

刮除上室面ECM胶，于显微镜下随机选取5个视野

（×200）观察并拍照，计数每个视野中穿过滤膜的

细胞数。

1.3  统计学方法

应用SPSS17.0统计学软件分析。均值检验采

用student’s t test，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  稳定转染细胞株Eca-109-Snail和Eca-109-vc的

建立

慢病毒转染后，嘌呤霉素分别筛选出稳定转

染细胞株，经Real-time PCR及Western blot实验

鉴定显示，转染过表达Snail病毒的食管癌细胞的

Snail mRNA相对表达量为（39.45±0.75），显著

高于Eca-109-vc组（0.71±0.14）及未转染组细胞

（1.0±0.0），差异具有统计学意义（P=0.0043，

P=0.0036），见图1A。Snail蛋白在过表达组相对

表达量为（0.81±0.05）显著高于Eca-109-vc组细胞

（0.34±0.07）和未转染组细胞（0.16±0.04），差

异具有统计学意义（P=0.0062，P=0.0013），见图

2。据此将转染过表达Snail病毒的食管癌细胞认定

为稳定过表达Snail的Eca-109-Snail细胞，空载体转

染组细胞为Eca-109-vc细胞。

2.2  Snail诱导EMT样表型转变

          Snail过表达食管癌Eca-109-Snail细胞表现出
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成纤维细胞样的外形，细胞之间彼此分离，见

图1B。Western blot实验显示Eca-109-Snail细胞

E-cadherin蛋白表达量（0.22±0.04）较空载体转染

组Eca-109-vc细胞（0.84±0.05）以及对照组细胞

（0.73±0.08）降低（P=0.0031；P=0.0010）；Eca-
109-Snail细胞中Vimentin蛋白表达量（1.13±0.04）

较空载体转染组Eca-109-vc细胞（0.72±0.06）、

对照组细胞（0.89±0.09）升高（P=0.0082； 
P=0.010）；Snail过表达组细胞株MMP-2蛋白表

达（1.19±0.05）均较空载体转染组（0.75±0.07）

及对照组细胞（0.50±0.08）升高（P=0.0012； 
P=0.0043），见图2，差异均具有统计学意义。提

示Snail的高表达可以抑制E-cadherin蛋白的表达，

上调Vimentin、MMP-2的表达。

*: P<0.05, compared with Eca-109-Snail cells

A: expression levels of Snail mRNA detected by Real-time PCR; B: 

the presence of spindle-shaped cells with loss of polarity, increased 

intercellular separation, and pseudopodia were noted in Eca-109-Snail 

cells but not in Eca-109-vc cells (×200)

图1  Snail过表达食管癌细胞株的建立及其EMT样表型的
改变
Figure1  The establishment and EMT-like morphological 
changes of over-expressed Snail in esophageal carcinoma 
cell lines 

*: P<0.05, compared with Eca-109-Snail

图2  Western blot实验检测EMT相关蛋白的表达情况

Figure2  Expression levels of EMT related protein detected 

by Western blot

*: P<0.05, compared with Eca-109-Snail

图3  细胞划痕实验检测食管癌Eca-109细胞株的迁移能力
（×100）
Figure3  Effect of Snail on migration of Eca-109 cell lines 
detected by Wound healing assay（×100）

2.3  Snail基因促进食管癌细胞的迁移

细胞划痕实验显示24 h后Eca-109-Snail及Eca-
109-vc的细胞划痕愈合率分别为（62.51±5.73）%
和（14.66±2.82）%，过表达组细胞可见明显的细

胞迁移效应，与对照组比较差异具有统计学意义

（P=0.0002），见图3。结果提示Snail基因参与诱

导食管癌细胞迁移能力增强。
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2.4  Snail基因促进食管癌细胞的侵袭

      Transwell侵袭实验中，Snail过表达组细胞穿

过上室ECM胶及聚碳酸酯膜的数量为（74.0±
8.1）个/HP，空载对照组细胞数为（35.0±5.2）

个 /HP，Snail过表达组细胞侵袭能力明显高于

空载对照组细胞，两组比较差异有统计学意义

（P=0.0026），见图4。提示Snail基因的过表达诱

导食管癌细胞侵袭能力增强。

3  讨论
食管癌是我国恶性程度较高且预后较差的恶

性肿瘤之一[1]。由于起病隐匿，早期症状不典型，

恶性程度高，70%的患者表现出临床症状时已出现

转移[7]。因此研究食管癌侵袭转移的机制并寻找新

的治疗靶点仍是该领域的科研热点。

肿瘤的侵袭转移是一个复杂的过程，包括降

低细胞之间的黏附、降解细胞外基质以及促进细

胞运动等过程 [8]。近年来已有越来越多的研究表

明，在多种上皮来源的恶性肿瘤的侵袭转移行为

中存在上皮间质转化的过程，EMT在肿瘤的恶性

进展以及浸润、转移中发挥重要作用[9-10]。目前普

遍认为E-cadherin的下调或丢失是EMT的重要分子

标志，致使肿瘤细胞的细胞极性和细胞间的黏附

作用减弱或丧失，同时使上皮细胞获得间充质细

胞特点，如细胞骨架的重建、细胞外基质的合成

增加、上调间质相关蛋白等[11]。大量研究表明，

锌指转录因子Snail是调控EMT的关键基因，通过

与E-cadherin启动子上的E-box作用元件结合从而抑

制E-cadherin的转录[12]。对食管癌病例进行分析发

现：Snail高表达的患者总生存相对较差；Snail在
食管癌中的表达随肿瘤分化程度的降低而升高，

Snail阳性的肿瘤组织浸润深度更深，更容易出现

淋巴结转移及远处转移[13-14]。

本实验利用慢病毒作为有效的载体，成功构

建过表达Snail的食管癌细胞株Eca-109-Snail，通

过特异性上调Snail表达后，观察Snail基因在调

控食管癌细胞发生EMT，并进一步诱导侵袭转

移中的作用。结果显示，过表达组细胞之间彼此

分离，表现出成纤维细胞样形态。同时，Snail的
上调抑制了上皮细胞标志物E-cadherin的表达，

诱导间质细胞标志蛋白Vimentin的表达升高，通

过这一系列作用，最终促进食管癌上皮细胞发生

间质表型转化。此外，基质金属蛋白酶（matrix 
metalloproteinases，MMPs）是一类锌依赖的蛋白

水解酶家族，它的活化是诱导肿瘤浸润和转移的

重要步骤。其家族成员MMP-2能够降解细胞外基

质中的主要成分—Ⅳ型胶原，在肿瘤侵袭转移中

发挥关键作用[15]。本研究发现Snail过表达组食管

癌细胞MMP-2蛋白表达升高，提示Snail参与对

MMP-2的调节，促进肿瘤细胞对细胞外基质成分

的降解，使食管鳞癌上皮细胞侵袭、迁移能力显

著增强。

本研究证实了食管癌Eca-109细胞中Snail基
因为调控侵袭和迁移的重要因子之一，通过调控

EMT相关蛋白表达，介导食管癌细胞丧失细胞间

连接，诱导食管癌细胞获得降解细胞外基质并向

远处运动的能力，最终促进食管癌细胞的侵袭和

迁移。以往研究也证明了利用siRNA沉默Snail基
因的表达可以显著降低食管癌细胞EC9706的体外

侵袭能力[16]。因此Snail基因作为EMT的重要调控

靶点，对于肿瘤的发生发展起着关键作用。然而

在其诱导肿瘤细胞上皮间质转化，并进一步调控

侵袭转移的过程，具体是通过何种信号通路和细

胞因子协同作用的，仍然有待进一步探索。本研

究为深入研究Snail在食管癌侵袭转移中的作用机

制奠定了基础，为针对EMT的肿瘤治疗提供了依

据。
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