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·基础论著· 

RNA 干扰 HCCR-2 基因表达对食管癌 
EC9706 细胞凋亡及周期的影响 

姜琳  于鸿  孙灿林  焦霞  朱晓蔚  戴桂红  肖蔚  吴振东  林梅  黄俊星
 

【摘要】 目的  采用 RNA 干扰技术探讨人宫颈癌癌基因-2（HCCR-2）对人食管癌细胞凋亡及增殖周

期的影响及其可能的分子机制。方法  采用脂质体介导将 pGCsi-shHCCR-2 与 pGCsi 质粒转染人食管癌细

胞株 EC9706，经 G418 筛选获得稳定抑制 HCCR-2 表达的食管癌细胞模型；逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）
及 Western blot 检测转染细胞 HCCR-2、P21、P27 mRNA 与蛋白表达；流式细胞仪检测各组细胞凋亡及增

殖周期。结果  成功构建稳定抑制 HCCR-2 表达的食管癌细胞模型。反义组、空载体组和对照组细胞 HCCR-2 
mRNA 表达量分别为 0.19±0.07、0.43±0.22、0.45±0.21；相应的 P21 mRNA 表达量分别为 0.25±0.09、
0.12±0.04、0.11±0.05；相应的 P27 mRNA 表达量分别为 0.28±0.13、0.13±0.05、0.15±0.08；相应的 HCCR-2
蛋白表达量分别为 0.42±0.23、0.88±0.41、0.91±0.46；相应的 P21 蛋白表达量分别为 0.78±0.34、0.36±
0.15、0.35±0.17；相应的 P27 蛋白表达量分别为 0.81±0.38、0.41±0.17、0.43±0.24，较其他组，反义

组细胞 HCCR-2 mRNA 及蛋白表达量显著降低（P＜0.01），而 P21、P27 mRNA 及蛋白表达量显著增加

（P＜0.01）。反义组、空载体组和对照组细胞凋亡率分别为（19.64±3.35）%、（6.75±0.91）%、

（6.79±0.98）%，反义组较其他组细胞凋亡显著增加（P＜0.01）；相应的 G0/G1 期细胞百分数分别为

（56.58±11.37）%、（41.32±8.52）%、（42.65±8.63）%，反义组较其他组处于 G0/G1 期细胞数显著增加

（P＜0.01）。结论  下调 EC9706 细胞 HCCR-2 表达后，细胞凋亡增加，细胞周期出现 G0/G1 期阻滞，其

作用机制与 P21 与 P27 表达增加有关。 
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【Abstract】  Objective  To investigate the effect of human cervical cancer oncogene-2 (HCCR-2) silencing 

by RNA interference on the apoptosis and cell cycle of esophageal cancer cell line EC9706. Methods  pGCsi- 
shHCCR-2 and pGCsi plasmids were transfected into EC9706 cells. The expression of HCCR-2, P21 and P27 in 
EC9706 cells were confirmed by RT-PCR and Western blot. The apoptosis and cell cycle arrest were analyzed 
using flow cytometry. Results  The levels of HCCR-2, P21 and P27 mRNA in pGCsi-shHCCR-2, pGCsi and 
control groups were: HCCR-2 0.19±0.07, 0.43±0.22 and 0.45±0.21, respectively; P21 0.25±0.09, 0.12±0.04 
and 0.11±0.05, respectively; P27 0.28±0.13, 0.13±0.05 and 0.15±0.08, respectively. The protein levels in 
pGCsi-shHCCR-2, pGCsi and control groups were: HCCR-2 0.42±0.23, 0.88±0.41 and 0.91±0.46, respectively; 
P21 0.78±0.34, 0.36±0.15 and 0.35±0.17, respectively; P27 0.81±0.38, 0.41±0.17 and 0.43±0.24, respectively. 
The mRNA and protein expression levels of HCCR-2 were significantly reduced, whereas the mRNA and protein 
expression levels of P21 and P27 were significantly increased in pGCsi-shHCCR-2 transfected group compared to 
those in the other two groups (P＜0.01). The apoptosis rate in pGCsi-shHCCR-2, pGCsi and control groups 
were(19.64±3.35)%, (6.75±0.91)% and (6.79±0.98)%, respectively. The apoptosis of EC9706 cells was 
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significantly increased in pGCsi-shHCCR-2 transfected group compared to those in the other two groups (P＜0.01). 
The percentage of G0/G1 phase cells in pGCsi-shHCCR-2, pGCsi and control groups were (56.58±11.37)%, 
(41.32±8.52)% and (42.65±8.63)%, respectively. The number of cells in the G0/G1 phase was significantly increased 
in pGCsi-shHCCR-2 transfected group compared to the other two groups (P＜0.01). Conclusion  Down- 
regulation of HCCR-2 can blocks the cell cycle in the G0-G1 phase and induce cell apoptosis in EC9706 cells by 
the upregulation of the P21 and P27 expression. 

【Key words】  RNA interference;  Apoptosis;  Cell cycle;  Human cervical cancer oncogene;  P21;  P27   
 
人宫颈癌癌基因（human cervical cancer oncogene，

HCCR）是一种近年来从人宫颈癌组织中发现的癌基

因，位于人染色体 12q，根据其前体 mRNA 剪接加工

结果的不同分为 HCCR-1 及 HCCR-2 两种亚型，

HCCR-2 较 HCCR-1 具有更强的致癌性[1]。研究证实，

HCCR 在宫颈癌、肝癌、乳腺癌、胃癌、食管癌、结

肠癌等其他恶性肿瘤中均有过度表达，并且可作为肝

癌及乳腺癌早期诊断的标志物[2]。然而，迄今未见有关

HCCR 对食管癌细胞生物学特征的影响及其相关调节

机制的研究报道。RNA 干扰（RNAi）是一种转录后基

因沉默现象，通过短双链 RNA 与 mRNA 中的同源序

列结合形成 RNA 诱导沉默复合物，诱导靶基因降解，

进而高效特异性的阻断目的基因的表达，目前已成为

肿瘤基因研究及治疗过程中广泛使用的生物工具。本

实验通过 RNA 干扰技术特异性沉默人食管鳞癌细胞

株 EC9706 中 HCCR-2 的表达，观察其对 EC9706 细

胞 P21、P27 表达及细胞凋亡、增殖周期的影响，并探

讨 HCCR-2 对 EC9706 细胞生物学特征影响的可能分

子机制。 

材料和方法 

一、主要材料 
高分化人食管鳞癌细胞株 EC9706 购自中国科学

院上海细胞研究所；Lipofectamine 2000 转染试剂盒美

国 Invitrogen 公司；Trizol 试剂、Quant 逆转录试剂盒、

PVDF 膜、Annexin Ⅴ-FITC 细胞凋亡检测试剂盒购自

德国 Roche 公司；DMEM 培养基、BCA 蛋白定量试剂

盒及 ECL 化学发光试剂盒购自美国 Pierce 公司；氨基

糖苷类抗生素 G418、DMEM 培养基及胎牛血清购自

美国 Gibco 公司；空白质粒 pGCsi 和重组质粒 pGCsi- 
shHCCR-2 由上海吉凯基因化学技术有限公司设计合

成；小鼠抗人 HCCR-2、小鼠抗人 P21、小鼠抗人 P27
单克隆抗体购自美国 Sigma 公司；PCR 引物由上海生

工生物工程有限公司合成。 
二、细胞培养、转染及实验分组 
EC9706 细胞株接种于含 10%胎牛血清、100 U/ml

青霉素及 100 U/ml 链霉素的 DMEM 培养液中，置于

37 ℃、相对湿度 100%、5% CO2 培养箱中培养。转染

前将生长状态良好的 EC9706 细胞，以 2×105 细胞密

度接种于 6 孔板中，倒置显微镜下观察，待细胞生长

至 60%～70%融合时，将 pGCsi-shHCCR-2 和阴性对照

质粒转染 EC9706 细胞。实验分为反义组（转染

pGCsi-shHCCR-2 的 EC9706 细胞）、空载体组（转染

pGCsi 的 EC9706 细胞）及对照组（未转染 EC9706 细

胞）。转染后 48 h，换含 G418（500 mg/ml）的培养

液进行抗性筛选约 3 周，对照组细胞全部死亡，反义

组和空载体组均有克隆形成，用克隆环挑取单细胞阳

性克隆继续在含 G418（200 mg/ml）的培养液中扩大

培养及鉴定。 
三、RT-PCR 法与 Western blot 法检测各组细胞

HCCR-2、P21 及 P27 表达 
1. RT-PCR 法：Trizol 试剂提取各组细胞总 RNA，

经紫外分光光度计定量，取 2 μg RNA 按照 Quant 试剂

盒说明书进行逆转录反应。以逆转录产物为模板进行

PCR 扩增。反应条件为：95 ℃预变性 5 min，94 ℃变

性 30 s，60 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，共 32 个

循环，最后 72 ℃延伸 5 min。PCR 引物序列如下：内

参照 β-actin 上游 5'-GATGTGGATATTCGCAAGGAT 
CT-3' ； 下 游 5'-TAGTGTAAACCAGCAAACCCAT 
C-3'，产物 450 bp。HCCR-2 引物：上游 5'-GAAACTC 
CTGTTTGGAGAAGGGT-3'；下游 5'-CCGGTCTCGGA 
GGAAACAGCATC-3'，产物 324 bp。P21 引物：上游

5'-GACACATGAGCAGTTCAAGGCTG-3' ；下游 5'- 
GACATCGTCTCCCAAGTCAGGCT-3'，产物 310 bp。
P27 引物：上游 5'-CCTATCGAACTCAGTTATAGAAG 
-3'，下游 5'-GAAAAGCATGTACAGGTGGCTGT-3'，
产物 275 bp。扩增产物经电泳分离、扫描，以目的条

带与内参 β-actin 条带灰度比值表示 mRNA 相对表达

量。实验重复 3 次，结果取均值。 
2.  Western blot 法：各组细胞用预冷的 PBS 洗涤 3

次后，采用本实验常规方法[3]抽提总蛋白，BCA 法测

定蛋白浓度后， 置－70 ℃冰箱保存。取 50 μg 蛋白行

8% SDS-PAGE 电泳，电转移至 PVDF 膜上，5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h 后 TBST 漂洗。一抗分别为鼠抗人

HCCR-2、鼠抗人 P21 及鼠抗人 P27 单克隆抗体（1∶
200），4 ℃孵育过夜，TBST 漂洗。加入辣根过氧化
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物酶标记的山羊抗小鼠二抗（1∶2000）室温孵育 2 h，
TBST 漂洗，按 ECL 化学发光试剂盒说明书进行曝光

显影，结果扫描并保存。以目的条带与内参 β-actin 条

带灰度比值表示蛋白相对表达量。实验重复 3 次，结

果取均值。 
四、流式细胞仪检测细胞凋亡及增殖周期 
收集各组细胞，4 ℃ PBS 洗涤 2 次，重悬细胞，

按照 Annexin Ⅴ-FITC 试剂说明书，加入 Annexin Ⅴ
-FITC 及 PI 各 5 μl，混匀避光孵育 15 min，再加入

400 μl 1×结合缓冲液，混匀后置 FACSCalibur 流式细

胞仪（美国 BD 公司）检测细胞凋亡率。实验重复 3
次，结果取均值。 

各组细胞采用 0.25%胰蛋白酶消化后离心，制成

5×105/ml 单细胞悬液，离心，加入 70%预冷乙醇 5 ml
固定，4 ℃固定过夜，PBS 洗涤，将细胞重悬于含

0.1 mg/ml 碘化丙啶染液中，室温避光染色 30 min，置

于流式细胞仪检测细胞周期，计数 5000 个细胞。实验

重复 3 次，结果取均值。 
五、统计学处理 
定量资料数据以均数±标准差（ x ±s）表示，采

用 One-Way ANOVA 作方差分析后，组间两两比较使

用 Bonferroni's post-hoc 检验。P＜0.05 表示差异具有统

计学意义。 

结    果 

一、各组细胞 HCCR-2、P21 及 P27 的表达 
RT-PCR 结果显示，反义组 HCCR-2 mRNA 表达

较空载体组显著降低（P＜0.01），空载体组与对照组

之间 HCCR-2 mRNA 表达差异无统计学意义（P＞0.05）；
反义组 P21 mRNA 表达较空载体组显著增高（P＜0.01），
空载体组与对照组之间 P21 mRNA 表达差异无统计学

意义（P＞0.05）；反义组 P27 mRNA 表达较空载体组

显著增高（P＜0.01），空载体组与对照组之间 P27 
mRNA 表达差异无统计学意义（P＞0.05）。见图 1，
表 1。 

Western blot 结果显示，反义组 HCCR-2 蛋白表达

较空载体组显著降低（P＜0.01），空载体组与对照组

之间 HCCR-2 蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）；
反义组 P21 蛋白表达较空载体组显著增高（P＜0.01），
空载体组与对照组之间 P21 蛋白表达差异无统计学意

义（P＞0.05）；反义组 P27 蛋白表达较空载体组显著

增高（P＜0.01），空载体组与对照组之间 P27 蛋白表

达差异无统计学意义（P＞0.05）。见图 2，表 2。 
二、各组细胞凋亡率及增殖周期的改变 
流式细胞仪检测结果显示，反义组细胞凋亡率较

空载体组显著增加（P＜0.01）；与空载体组相比，反

义组 G0/G1 期细胞比例显著增加（P＜0.01），S 期及

G2/M 期细胞比例均显著降低（P＜0.01）。见图 3，表

3。 

表 1  各组细胞 HCCR-2、P21 及 P27 mRNA 表达的 
变化（ sx ± ，n＝3） 

组别 HCCR-2 P21 P27 

反义组 0.19±0.07 0.25±0.09 0.28±0.13 
空载体组 0.43±0.22a 0.12±0.04a 0.13±0.05a 
对照组 0.45±0.21a 0.11±0.05a 0.15±0.08a 

F 值  68.473  56.224  79.153 
P 值 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 

注：与反义组比较，aP＜0.01 

表 2  各组细胞 HCCR-2、P21 及 P27 蛋白表达的 
变化（ sx ± ，n＝3） 

组别 HCCR-2 P21 P27 
反义组 0.42±0.23 0.78±0.34 0.81±0.38 
空载体组 0.88±0.41a 0.36±0.15a 0.41±0.17a 
对照组 0.91±0.46a 0.35±0.17a 0.43±0.24a 

F 值   73.946   65.221   63.784 
P 值 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 

注：与反义组比较，aP＜0.01 

表 3  siRNA 抑制 HCCR-2 表达对 EC9706 细胞凋亡率 
及增殖周期的影响（%， sx ± ，n＝3） 

组别 凋亡率 G0/ G1 期 S 期 G2/M 期 

反义组 19.64±3.35 56.58±11.37 26.33±6.23 17.09±3.18 
空载体组 6.75±0.91a 41.32±8.52a 37.42±9.57a 21.26±3.51a 
对照组 6.79±0.98a 42.65±8.63a 37.78±9.21a 19.57±2.84a 

F 值   50.633   60.324   63.357   53.513 
P 值 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 

注：与反义组比较，aP＜0.01 
 

讨    论 

HCCR 基因作为近年来发现的原癌基因，不仅在

人类宫颈癌组织中异常高表达，在其他肿瘤如肝癌、

乳腺癌、食管癌、胰腺癌、胃癌、结肠癌和肾癌中也

有过度表达，而且与多种恶性肿瘤的发生、发展及预

后密切相关[4]。杨燕等[5]采用 siRNA 干扰肝癌 HepG2
细胞 HCCR 表达后，结果发现该细胞增殖降低，细胞

凋亡增加，细胞周期停滞在 G0/G1 期，其机制与 HepG2
细胞 P53 表达降低而 P15 表达增加有关。我们在前期

研究中亦发现，应用反义寡核苷酸干扰技术沉默胰腺

癌 PANC-1 细胞 HCCR-2 基因后，细胞增殖受到抑制，

细胞凋亡增加，其作用机制与 Bcl-2 表达降低而 Bax
表达升高有关[6]。本实验为探讨 HCCR-2 对食管癌

细胞生物学特征影响的作用机制，采用 RNA 干扰技

术，构建编码人 HCCR-2 mRNA 的短发夹状质粒载体
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pGCsi-shHCCR-2，经脂质体介导转染人食管癌鳞癌细

胞株 EC9706，利用载体上的 G418 抗性基因筛选获得

细胞克隆后扩大培养，RT-PCR 和 Western blot 检测结

果显示，反义组 HCCR-2 mRNA 及蛋白表达均明显低

于对照组，该结果证实 pGCsi-shHCCR-2 转染可以从

转录及翻译水平有效抑制 EC9706 细胞 HCCR-2 的表

达。本实验结果还显示，pGCsi-shHCCR-2 转染EC9706
细胞后，与对照组相比，不仅细胞凋亡显著增加，而

且出现细胞周期 G0/G1 期停滞，S 期细胞比例明显减

少，表明 RNA 干扰 HCCR-2 表达使 EC9706 细胞凋亡

增加，而细胞分裂速度减慢，提示 HCCR-2 参与食管

癌 EC9706 细胞周期的调控，并与细胞生长增殖及凋亡

有关。 
大量研究证实，恶性肿瘤的发生、发展与细胞周

期的失调控密切关联，而细胞周期调控机制的核心是

细胞周期依赖性蛋白激酶（CDKs）[7]。抑癌基因 P21
与 P27 均为细胞周期蛋白依赖激酶抑制剂（CKIs）家

族成员，属于细胞周期负性调控因子，P21 及 P27 低

表达或缺失将促使细胞进入分裂期，进而促进肿瘤的

发生及发展[8]。Guo 等[9]研究显示，HCCR 基因是抑癌

基因 P53 的负性调节因子，HCCR 异常高表达可以使

P53 及其相关基因 P21、Bax 表达下调或失活，从而导
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致肿瘤的发生和进展。本实验结果显示，与对照组相

比，反义组 P21 和 P27 mRNA 及蛋白表达均显著增高，

该结果提示 siRNA HCCR-2抑制EC9706细胞HCCR-2
表达后，EC9706 细胞出现细胞凋亡增加而细胞周期阻

滞，是通过上调 P21 和 P27 的表达实现的。然而，HCCR
基因作为一种候选的基因治疗靶点，目前对于其促进

食管癌的生长、侵袭及转移的作用机制及相关调控机

制尚未完全明确。近年来研究发现，不仅 EGF 
/PI3K/AKT 、 Ras/Raf/MEK 、 TGF-β/Smad 及 TCF/ 
β-catenin 等信号通路可调节 HCCR 基因的表达，而且

HCCR基因也可调节P53信号通路相关基因的表达[10-11]。

因此，今后我们还需不断探索细胞内各种不同信号通

路之间的联系并加强体内实验研究，才可能从本质上

阐明 HCCR 的促癌机制，从而为食管癌早期诊断和临

床治疗提供新的基因靶点。 
志谢  对泰州市人民医院临床实验中心叶军副主任技师在本文流式细胞仪

实验方面给予的指导和帮助表示感谢 
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