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HIP1 基因沉默对人食管癌 EC109 细胞迁移侵袭能力的影响

冯征，王雪娇，文苗苗，夏靖华，张晏宁，张娇，张志培，孙盈

(空军军医大学第二附属医院胸外科，西安 710038)

[摘　要] 目的：研究亨廷顿蛋白相互作用蛋白1(Huntingtin interacting protein 1，HIP1)基因沉默对人食管癌

EC109细胞迁移侵袭的影响。方法：构建慢病毒干扰HIP1的食管癌细胞系，定量PCR和蛋白质印迹

法检测HIP1基因沉默效果。通过细胞划痕实验和Transwell迁移侵袭试验研究HIP1基因沉默对人食

管癌细胞迁移侵袭能力的影响。结果：慢病毒转染EC109食管癌细胞后，HIP1基因沉默效率达到

80%以上。qRT-PCR和蛋白质印迹法证实此次慢病毒干扰HIP1效果显著。细胞划痕试验和Transwell

迁移侵袭试验显示HIP1基因沉默后可抑制EC109食管癌细胞的迁移和侵袭。结论：构建的HIP1干涉

慢病毒表达载体可抑制HIP1基因和蛋白的表达，并可有效抑制EC109食管癌细胞迁移和侵袭，提示

HIP1作为食管癌的差异蛋白，可能通过促进食管癌细胞的转移参与食管癌的发生发展。
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Effect of HIP1 gene silencing on migration and invasion of 
EC109 cells in human esophagus cancer
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ZHANG Jiao, ZHANG Zhipei, SUN Ying
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Abstract Objective: To investigate the effect of Huntingtin-interacting protein 1 (HIP1) gene silencing on the migration 

and invasion of human esophagus cancer EC109 cells. Methods: Lentivirus interference of target HIP1 was 

structured and used to transfect into EC109 cells. Quantitative PCR (qPCR) and Western blotting were 

adopted to detect the HIP1 gene silencing effect. Moreover, the wound healing assay and transwell migration 

and invasion were performed to analyze the effect of HIP1 on the migration and invasion of EC109 cells.  

Results: The efficiency of HIP1 gene silencing was about 80% after EC109 cell transfection. qPCR and 

Western blot proved the significant effect of lentivirus interference. The wound healing, transwell migration 

and invasion assay showed that the migration and invasion of EC109 cells were inhibited by shRNA-HIP1.  

Conclusion: Lentivirus interference of target HIP1 can specifically suppress the gene and protein expression 
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食管癌在国内外均属于一种高发生率、高病

死率的实体肿瘤，其临床治疗效果不容乐观 [ 1 ]。

分子靶向治疗是近几年逐渐趋向成熟的针对肿瘤

基因靶点的治疗方式，尤其在非小细胞肺癌、乳

腺癌某些靶点应用比较成功 [2-3]，且具有不良反应

小、靶向性高、治疗效果明显等优点。但是，目

前临床上鲜有针对食管癌患者的靶向药物，因而

缺乏有效的靶向治疗手段。为提高食管癌的治疗

效果，亟待探索出针对食管癌的分子治疗靶点。

1997年亨廷顿蛋白相互作用蛋白1(huntingtin 
interacting protein 1，HIP1)作为与Hunting ton病

Huntingtin突变相互作用蛋白首次被克隆出来 [4]。

随后的研究 [ 5 - 7 ]发现： H I P 1 可能参与多种肿瘤的

发生发展过程。前期研究 [8]发现H I P1蛋白可能是

食管癌组织和癌旁组织中的差异蛋白，但HIP1在

食管癌中的作用及其机制并不清楚。本研究将对
HIP1基因进行沉默，并检测沉默前后人食管癌细

胞迁移侵袭的变化，拟从细胞水平上探究HIP1对

人食管癌细胞的转移是否有一定的调控作用。

1  材料与方法

1.1  细胞

人食管癌细胞系EC109，Kyse30，T10，T11
由空军军医大学唐都医院胸外科实验室保存。

1.2  细胞培养

人食管癌细胞系(EC109，Kyse30，T10，T11)
用含10%胎牛血清和1%双抗(青链霉素)的RPMI1640
培养液于37 ℃，5% CO2培养箱中进行培养。

1.3  慢病毒干扰 RNA 包装及 shRNA 转染

1.3.1  慢病毒包装

包装有干扰HIP1的慢病毒(HIP1-lentiv irus)购

自 上 海 吉 凯 基 因 化 学 技 术 公 司 ， 总 共 设 计 了 3 条

R N A干扰靶点序列，1条阴性对照序列：s h R N A -
HIP1 #1序列5'-A AGCTATTCAGGTGCTCAT-3'； 
shRNA-HIP1 #2序列5'-TTCAATTTCAACAGTCAA- 
A-3'；shRNA-HIP1 #3序列5'-TCTTCCAAACAGTA- 
TTCA A-3'；以及shRNA阴性对照序列5'-TTCTCC- 

GAACGTGTCACGT-3'。
1.3.2  shRNA 转染

将慢病毒干扰目的 EC 1 0 9 细胞消化后计数，

铺 9 6 孔板，每孔加入 4 × 1 0 3个细胞，常规培养过

夜；待细胞融合率达80%~90%时，分别将3种干扰

病毒、阴性对照病毒及空白组按照操作说明进行

转染细胞，并分别命名为s h R N A -H I P 1，s h R N A -
Control，Control组。

1.4  荧光定量 PCR 法检测基因 mRNA 水平

H I P1正向引物5' - GTTGTG G CCTC A ACC AT- 
T- 3 ' ； 反 向 引 物 5 ' - A C C A C T TC T TG C A G TG TA - 
G-3'。β-actin正向引物5'-CTCCATCCTGGCCTCG- 
CTGT-3'；反向引物5'-GCTGTCACCTTCACCGT- 
T C C - 3 ' 。 通 过 Tr i z o l 法 提 取 细 胞 中 总 R N A ， 紫

外 分 光 光 度 计 测 定 R N A 浓 度 及 纯 度 ( 2 . 0 > A 2 6 0 /
A280>1.8)。取总RNA 3 μg，按逆转录反应试剂说

明完成cDNA的合成。制备20 μL的PCR反应体系：

2× SYBR混合缓冲液10 μL、正向引物1 μL、反向引

物1 μL、模板cDNA 2 μL、水6 μL。每个样本重复 
3个复孔。上机检测并设置反应条件：95 ℃ 10 min；

95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 50 s循环35次。结果

通过2−∆∆Ct相对定量法进行分析。

1.5  蛋白质印迹法

用R IPA蛋白裂解液裂解细胞，取上清制备蛋

白样品，按BCA蛋白检测试剂盒步骤用酶标仪测定

蛋白浓度。30 μg蛋白/泳道行SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳并电转膜，封闭，洗膜，加目的蛋白一抗(稀

释浓度HIP1 1:1 000；β-actin 1:2 500)，4 ℃过夜孵

育，加含辣根过氧化酶标记的兔Ig G二抗(稀释浓

度1:5 000)，37 ℃孵育40 min。加ECL试剂，于暗

室中自显影。

1.6  细胞划痕试验

将shRNA-HIP1及对照组转染48 h后的细胞进

行细胞计数，按1×10 5个细胞/孔接种于6孔板，用

完全培养液培养过夜。12~18 h后当6孔板中细胞

融合度达到70%~80%时画线，并用PBS轻轻冲洗画

线处数次，洗去刮掉的细胞。加入无血清培养液

of HIP1. In addition, HIP1 gene silencing can inhibit the migration and invasion of EC109 cells. Therefore, we 

suggest that HIP1 may affect the prognosis of esophageal cancer by promoting the metastasis.  

Keywords Huntingtin interacting protein 1; lentivirus interference; migration and invasion; esophagus cancer
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进行培养，对同一视野分别在0，24，48 h进行拍

照，保存图像。

1.7  Transwell 迁移试验

将不含Matrigel胶的小室置入24孔板上室中，

下室加入500 μL含10%血清的RPMI 1640培养液，

上 室 加 入 1 0 0  μ L 提 前 饥 饿 处 理 的 、 细 胞 浓 度 为

1 × 1 0 5/ m L的s h R N A -H I P 1及对照组细胞悬液，常

规培养细胞2 4  h后固定染色，显微镜下随机挑选  
5个视野进行拍照计数。试验重复3次，并进行统

计分析。

1.8  Transwell 侵袭试验

上室中每孔加入50 μL用无血清R MPI 1640培

养液按1 : 8稀释的Mat r ige胶，置于3 7  ℃细胞培养

箱内约1 h后，下室加入500 μL含10%血清的RPMI 
1640培养液，上室加入100 μL提前饥饿处理的、细

胞浓度为1×105/mL的shRNA-HIP1及对照组细胞悬

液，常规培养细胞24 h后固定染色，显微镜下随机

挑选5个视野进行拍照计数。试验重复3次，并进

行统计分析。

1.9  统计学处理

采用SPSS 18.0统计软件进行数据分析。数据

比较采用t检验。P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  HIP1 基因和蛋白高表达食管癌细胞系的筛选

选 取 实 验 室 保 存 的 食 管 癌 细 胞 系 ( E C 1 0 9 ，

Kyse30，T10，T11)，采用qPCR及蛋白质印迹法

检 测 不 同 食 管 癌 细 胞 系 中 H I P 1 基 因 和 蛋 白 的 表

达，挑选HIP1基因和蛋白均高表达的食管癌细胞

系为目的细胞系。图1为不同食管癌细胞系中HIP1

的基因检测结果；图2为不同食管癌细胞系中HIP1

的蛋白检测结果。HIP1基因和蛋白的表达水平在

EC109细胞系中均较高，因此筛选EC109细胞系为

本次研究的目的细胞。

2.2  慢病毒干扰 HIP1(shRNA-HIP1) 细胞系的构建

按照操作流程将已经包装好的慢病毒转染至

食管癌EC109细胞系中(图3)。选择显微镜下观察

的荧光表达丰度较高，感染效率达到 8 0 % 以上，

且细胞生长良好的shRNA-HIP1-3细胞作为shRNA-

HIP1细胞系。

2.3  HIP1 沉默细胞系 qPCR 鉴定结果

s h R N A - H I P 1 - 1 ， s h R N A - H I P 1 - 2 ， s h R N A -
HIP1-3细胞中HIP1基因表达均降低，其中shRNA-
HIP1-3最为显著。由此，从基因水平上确定HIP1
沉默细胞系构建成功(图4)。

2.4  HIP1 沉默细胞系蛋白质印迹法鉴定结果

与 C o n t r o l 组 和 s h R N A - C o n t r o l 组 比 较 ，

shRNA-HIP1-3组细胞中HIP1蛋白表达显著降低。

因此，从蛋白水平上确定HIP1沉默细胞系构建成

功(图5)。

2.5  HIP1 基因沉默对人食管癌细胞迁移能力的影响

图6为EC109细胞shRNA- Control组和shRNA-
HIP1组划痕后0和48 h的迁移情况。沉默HIP1基因

表达可以明显抑制食管癌EC 1 0 9细胞的体外迁移

能力(P<0.05)。图7为EC109细胞shRNA-Control组
和shRNA-HIP1组穿过Transwell小室的能力，结果

同样证实沉默HIP1基因表达可以明显抑制食管癌

EC109细胞的体外迁移能力(P<0.05)。
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图1 不同食管癌细胞系中HIP1的基因表达

Figure 1 HIP1 gene expression in different ESCC cell lines

图2 不同食管癌细胞系中HIP1的蛋白表达

Figure 2 HIP1 protein expression in different ESCC cell lines
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图3 慢病毒感染EC109细胞(×100)

Figure 3 EC109 cells were transfected with shRNA-HIP1 (×100)

(A)明视野下慢病毒干扰处理的EC109细胞；(B)shRNA-HIP1-1处理的EC109细胞；(C)shRNA-HIP1-2处理的EC109细胞； 

(D)shRNA-HIP1-3处理的EC109细胞。

(A) Micrograph of EC109 cells infected with shRNA-HIP1 in bright field; (B) Micrograph of EC109 cells infected with shRNA-HIP1-1 in 

fluorescent field; (C) Micrograph of EC109 cells infected with shRNA-HIP1-2 in fluorescent field; (D) Micrograph of EC109 cells infected 

with shRNA-HIP1-3 in fluorescent field.
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图4 慢病毒干扰EC109细胞中HIP1基因表达

Figure 4 HIP1 gene expressions before and after shRNA-HIP1 

in EC109 cells

图5 慢病毒干扰EC109细胞中HIP1蛋白表达

Figure 5 HIP1 protein expressions before and after shRNA-

HIP1 in EC109 cells
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2.6  HIP1 基因沉默对人食管癌细胞侵袭能力的影响

图8为EC109细胞shRNA- Control组及shRNA-
H I P 1组的穿膜情况。与s h R N A - Co nt ro l组相比，

s h R N A - H I P 1 组 细 胞 的 体 外 侵 袭 能 力 明 显 降 低

(P<0.05)。
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图6 划痕试验观察HIP1基因沉默对人食管癌细胞迁移能力的影响

Figure 6 Scratch wound healing assay showed that knockdown of HIP1 inhibited the migration of EC109 cell lines

(A)HIP1基因沉默前后EC109细胞0 h和48 h的迁移差异(×200)；(B)HIP1基因沉默前后EC109细胞迁移的距离。

(A) Migration differences of EC109 cells at 0 and 48 h before and after HIP1 gene silencing (×200); (B) Migration distance of EC109 cell 

before and after HIP1 gene silencing. 

图7 Transwell迁移试验观察HIP1基因沉默对人食管癌细胞迁移能力的影响

Figure 7 Transwell migration assay showed that knockdown of HIP1 inhibited the migration of EC109 cell lines

(A)HIP1基因沉默前后EC109细胞穿过Transwell小室的差异(结晶紫染色，×200)；(B)HIP1基因沉默前后EC109细胞穿过

Transwell小室的细胞数。

(A) Differences of EC109 cells passing through transwell compartment before and after HIP1 gene silencing (crystal violet staining, ×200); 

(B) Number of EC109 cell passing through transwell compartment before and after HIP1 gene silencing. 
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3  讨论

食管癌是全球发病率和病死率较高的恶性肿

瘤，其发生、发展和转移均涉及极其复杂的多基

因调控过程 [9-11]。因此，研究食管癌的发病病因及

发病机制具有重要的临床意义。

HIP1首次被克隆出来 [4]后，R oss等 [12]在1998
年发现慢性髓单核白血病患者中HIP1能与PDGFβR
基 因 形 成 融 合 基 因 而 导 致 造 血 干 细 胞 的 恶 性 转

化。由此，开启了HIP1在肿瘤中作用的研究。Rao
等 [13]在前列腺癌和结肠癌中检出HIP1的表达，并

通过组织芯片发现HIP1的表达与前列腺癌的进展

和恶性程度有关。在此基础上有学者 [14]在前列腺

癌模型小鼠和前列腺癌患者血清中均检出抗HIP1
抗体，初步证明HIP1可以作为前列腺癌血清学标

志物。Marghalani等[15]在梅克尔细胞癌组织中也检

出HIP1高表达。随着对HIP1与肿瘤关系研究的深

入，学者[5-7]发现HIP1在人类多种肿瘤(尤其人类上

皮性肿瘤)中都过度表达，提示HIP1可能在肿瘤的

发生发展过程中发挥重要的作用。但HIP1在食管

癌中的作用及其机制并不清楚。

前期研究 [ 8 ]发现H I P 1蛋白在食管癌中的阳性

表达率远高于癌旁组织，由此说明HIP1可能是食

管癌组织和癌旁组织中的差异蛋白，与食管癌发

生发展存在一定的关联。目前尚无HIP1在食管癌

相关方面的研究报道，但在其他肿瘤组织中检出

HIP1高表达[6,15-17]。

本研究采用慢病毒干扰技术沉默H I P1基因，

成功设计了针对HIP1的3条RNA干扰靶点序列和一

条阴性对照序列，在相同条件下感染相同细胞，产

生的干扰效果有差异，其中以shRNA-HIP1-3干扰

效果最好，其沉默效率达到80%以上。划痕试验和

Transwell迁移侵袭试验结果显示：构建的慢病毒表

达载体可特异性地抑制H I P1基因和蛋白的表达，

沉默H I P 1基因可明显抑制EC109食管癌细胞体外

迁移和侵袭能力，提示HIP1作为食管癌的差异蛋

白，很大程度上可能作为转移的促进因子，通过促

进食管癌细胞的转移参与食管癌的发生发展。
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图8 HIP1基因沉默对人食管癌细胞侵袭能力的影响

Figure 8 Transewll invasion assay showed that knockdown of HIP1 inhibited the invasion of EC109 cell lines

(A)HIP1基因沉默前后EC109细胞的穿膜差异(结晶紫染色，×200)；(B)HIP1基因沉默前后EC109细胞穿膜的细胞数。

(A) Differences of EC109 cells passing through Matrige before and after HIP1 gene silencing (Crystal violet staining ,×200); (B) Number 

of EC109 cell passing through Matrige before and after HIP1 gene silencing. 
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综上所述，本研究初步证实慢病毒干扰沉默
HIP1基因可有效抑制EC109细胞中HIP1基因表达，

降低EC109细胞的侵袭及迁移能力，但其在食管癌

发生发展中的机制和意义还有待进一步研究。
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