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血清应答因子在食管鳞癌细胞侵袭转移中的作用 *
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摘要 目的：研究血清应答因子（serum response factor，SRF）在人食管鳞癌细胞体外侵袭转移中的意义。方法：选用 EC9706-H、
EC9706-L和 EC109-H、EC109-L两对高低转移细胞系，采用细胞划痕实验验证食管鳞癌高低转移细胞系体外侵袭转移能力的差
异；Western blot检测 SRF在两对食管鳞癌高低转移细胞系中的差异表达；在 EC9706-H、EC109-H细胞中加入 CCG（SRF抑制
剂）抑制 SRF的表达后，检测其侵袭转移能力的变化。结果：细胞划痕实验验证了两对食管鳞癌高低转移细胞系侵袭转移能力的
差异；Western blot结果提示 SRF在 EC9706-H、EC109-H 细胞中的表达水平显著高于 EC9706-L、EC109-L细胞；在 EC9706-H、
EC109-H细胞中加入 CCG抑制 SRF的表达后，其侵袭转移能力明显减退。结论：SRF在高转移性食管鳞癌细胞系中呈现高表达，
在低转移性食管鳞癌细胞系中呈现低表达，抑制高转移性食管鳞癌细胞系中 SRF的表达后，其侵袭转移能力下降，提示 SRF和
食管鳞癌的侵袭转移能力呈正相关。
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The Effect of SRF on the Invasion and Metastasis of Human
Esophageal Squamous Cell Carcinoma*

The aim of this study was to investigate the in vitro effect of serum response factor (SRF) on the invasion
and migration of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in vitro. The invasion and migration of ESCC cell lines were
detected by scratch assays. The expression of SRF in ESCC cell lines were measured by western blot. CCG was used to suppress the
expression of SRF in highly invasive cells of ESCC. There were differences with the invasion and migration in the ESCC cell
lines. The expression of SRF in highly invasive cells of ESCC was higher than the matched lowly invasive cells. After treatment with
CCG, the invasion and migration of highly invasive cells were obviously decreased. The expression level of SRF may be
positively correlated to the invasion and migration of ESCC cell lines, and SRF may be a novel molecular marker for the prediction of
migration, diagnosis and therapy of ESCC.
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前言

食管癌是世界常见的消化道肿瘤，我国食管癌死亡率为

15.15/10万人[1]，5年生存率仅 5％ ～ 10％，其 95%左右的临床
病理学特征为鳞癌[2]。食管鳞癌患者早期即可发生侵袭转移，因

此对其侵袭转移机制的研究是目前研究热点[3]。血清应答因子

(serum response factor，SRF)是一个重要的转录因子，调控细胞
的增殖、分化和凋亡过程中多种基因的表达[4]，在肿瘤进展过

程中扮演了重要角色，其过表达可促进肿瘤细胞的侵袭转移。

最近研究表明 SRF在食管鳞癌组织中呈异常高表达[5,6]，因此推

测 SRF可能在食管鳞癌的发生和侵袭转移中起到重要的调节
作用。本实验旨在通过细胞划痕、Western blot检测 SRF在食管
鳞癌细胞中的表达水平及其与侵袭转移能力的关系，探讨 SRF
在食管鳞癌发生发展中的作用，为进一步深入研究食管鳞癌侵

袭转移机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细胞 由第四军医大学肿瘤生物国家重点实验室保存的

EC9706-H、EC9706-L、EC109-H、EC109-L食管鳞癌细胞系，是
利用 EC9706，EC109亲本细胞通过反复 Transwell实验建立的
食管鳞癌高低转移潜能细胞系[7]。

1.1.2 试剂 SRF 兔抗人多克隆抗体购于美国 Santa 公司；
茁-actin抗体购于 Sigma公司；CCG购于北京 Cayman公司；胎
牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限公司；高糖 DMEM
细胞培养液购于美国 Gibco公司。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 本实验选用对数生长期的细胞。细胞接种于含

5810· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.30 OCT.2014

10%胎牛血清的高糖 DMEM培养液中，在 37℃ 5%CO2加湿细

胞培养箱内培养。

1.2.2 细胞划痕实验检测细胞系侵袭转移能力 取对数生长

期的细胞 4× 105个接种到 6孔板中，用含有 10％胎牛血清的
高糖 DMEM培养液培养，贴壁过夜。当细胞密度达 90％左右
时，弃去培养液，用 200 滋L移液器的枪头沿培养板底部做“一”
字划痕，用 PBS洗涤细胞，重新加入培养液，37℃ 5% CO2培养

箱中培养。培养 0h、24h倒置显微镜观察并拍照，观察细胞划痕
区愈合情况。每组设 3个平行样本，取均值，用 Imagetool软件
计算愈合面积。愈合率 =（初始划痕宽度值—现划痕宽度值）/
初始划痕宽度值× 100%。
1.2.3 Western blot检测 SRF蛋白的表达 选取科里 EC109和
EC9706 细胞系中的高低转移细胞亚系 EC109-H,EC109-L 和
EC9706-H，EC9706-L，分别提取总蛋白。以 EC9706-L、EC109-L
为对照组，EC9706-H、EC109-H 为实验组。进行 SDS—PAGE

电泳分离，然后电转至硝酸纤维素膜（NC膜），丽春红染色，剪
膜后洗去丽春红，用含 10%脱脂奶粉的 PBS室温封闭NC膜 1 h，
加兔抗人 SRF多克隆抗体(1：100) 4℃封闭过夜；PBS洗膜 3次
后，加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG(工作浓度 1：
2000)二抗，37℃封闭 1 h；用 PBS洗膜 3 次，每次 8min 后，在
BIO-RAD 凝胶成像系统中进行显色反应。重复 3次实验，用
Quantity one软件进行灰度值结果分析。

1.2.4 检测抑制细胞中 SRF后细胞侵袭转移能力的变化 常

规培养 EC9706-H、EC109-H细胞，取对数生长期的细胞接种于
10 cm 皿中，分为对照组、实验组。细胞贴壁后实验组中加入
0.5 mg/mL 的 CCG 药物处理，48 小时后分别提取蛋白，行
Western blot检测实验组及对照组中 SRF的表达量，实验步骤
同上。取对数生长期的 EC9706-H、EC109-H细胞各 4× 105个，

分别接种到 6孔板中，贴壁过夜。当细胞密度达 90％左右时，
弃去培养液，做细胞划痕，重新加入培养液，并分 2组，实验组
及对照组，实验组中加入 CCG 0.5 mg/mL，对照组中加入等量
的 PBS，37℃ 5％CO2培养箱中培养 0 h、24 h后，倒置显微镜观
察并拍照，观察细胞划痕区愈合情况。

1.3 统计学分析
采用 SPSS 17.0统计软件包处理数据，Wilcoxon rank sum

test用于灰度值统计分析。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 食管癌高低细胞系侵袭能力的比较
细胞划痕结果显示食管癌高转移细胞 EC109-H（0.695±

0.103）较低转移细胞 EC109-L(0.419± 0.055)转移能力显著升
高（P<0.05）；高转移细胞 EC9706-H(0.763± 0.021)较低转移细
胞 EC9706-L(0.567± 0.025)转移能力显著升高（P<0.01），（图1）。

图 1食管细胞 EC109-L、EC109-H、EC9706-L、EC9706-H转移能力强弱差异 (× 40)

Fig.1 The different invasive and metastatic potential in ESCC cell lines (× 40)

图 2 SRF在食管癌高低转移细胞系 EC109-L、EC109-H、EC9706-L、EC9706-H中的表达差异

Fig.2 The different expression levels of SRF in ESCC cell lines

2.2 SRF在食管癌高低细胞中蛋白表达差异
Western-blot结果显示了在 EC109-H 高转移细胞中 SRF

的蛋白表达(2.098± 0.095)，明显高于 EC109-L低转移细胞系

的蛋白表达（1.081± 0.074），差异有统计学意义 (P< 0.01)。在高

转移细胞 EC9706-H中，SRF的蛋白表达为 (1.937± 0.080)，明

显高于低转移细胞 EC9701-L(1.274± 0.076)，差异有统计学意

义（P< 0.01）（图 2）。
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3 讨论

侵袭转移是恶性肿瘤的主要生物学特性，与肿瘤的恶性程

度、治疗效果、患者预后密切相关[3]。食管癌患者早期即发生肿

瘤的局部侵袭和远处转移，预后极差，死亡率高，以手术、放疗、

化疗为主的综合治疗效果不理想[8]。肿瘤的侵袭和转移是一个

多步骤的复杂过程，涉及肿瘤细胞与宿主之间复杂的相互作

用，机制仍不明确，其发生发展与许多蛋白质表达及基因有关。

食管癌细胞缺乏对各种常见抗肿瘤药物的敏感性，导致其化疗

的疗效低下。与其相关的分子靶点治疗是其研究的热点。因此

从分子水平探讨食管癌的侵袭和转移机制，判断预后，治疗，延

长患者生存期，提高生存率，是食管癌研究的关键。

SRF 是转录因子 MADS (MCM-1、agamous、dencines 和
SRF)box家族的一个成员[9]。基因定位于染色体 6p21.1，全长

10607bp，包含 7个外显子，3个结构域：血清应答元件 DNA结

合域、反式激活域和多磷酸化位点。SRF已被确定在 300个人
类基因表达，占全部基因组的 1%。其功能极为强大，可调控相关

细胞的增殖、迁移、分化、血管发生、凋亡等多种基因表达[10-12]。

SRF作为多功能的转移因子，越来越多的证据表明其在肿瘤的

产生及转移中扮演重要角色。其在肝癌组织中表达上调，且超

表达的 SRF可显著增加细胞的生长和增殖，增强肝癌细胞的

侵袭转移能力,这可能与其激活Wnt /茁-catenin途径[13]有关。此

外,抑制低分化肝癌细胞 SRF的表达，通过干扰 SRFcDNA，明

显降低转移和侵袭[14]。在胆管癌[15]、甲状腺癌[16]、大肠癌[17]、胃癌[18-20]、

前列腺癌[21]等多种癌症中均证实 SRF的表达与肿瘤细胞的增

殖、迁徙和转移有关。在食管癌的体内研究提示[5,6]，SRF主要定

位于食管癌和正常食管上皮细胞的细胞核中，食管鳞癌中的阳

性表达率高于正常黏膜组，在人食管鳞状细胞癌中表达上调。

图 3 SRF在加入 CCG后食管癌高低转移细胞系 EC109-H、EC9706-H中的表达差异

Fig.3 The different expression level of SRF in ESCC cell lines after CCG treatment

2.3 加入 CCG后 SRF在食管癌高转移细胞系中蛋白表达变化
Western-blot 结果显示了在对照组 EC109-H 高转移细胞

中 SRF的蛋白表达(5.633± 0.463)，明显高于加入 SRF抑制剂

实验组 EC109-H转移细胞系的蛋白表达(2.543± 0.398)，差异

有统计学意义 (P< 0.01)。在对照组高转移细胞 EC9706-H中，SRF

的蛋白表达为（5.052± 0.501），明显高于加入 SRF抑制剂实验组
EC9706-H (1.394± 0.228)，差异有统计学意义（P< 0.01）（图3）。

Fig.4 抑制 SRF后食管细胞 EC109-H、EC9706-H转移能力强弱差异 (× 40)

Fig.4 The different invasive and metastatic potential in ESCC cell lines upon suppressing the SRF expression (× 40)

2.4 抑制 SRF表达后对食管癌细胞迁徙能力的影响

细胞划痕实验结果显示：划痕 24小时后食管癌实验组高
转移细胞 EC109-H (0.534 ± 0.077) 较对照组高转移细胞

EC109-H（0.795± 0.073）转移能力显著减少（P<0.05）；实验组高

转移细胞 EC9706-H (0.369± 0.123) 较对照组高转移细胞
EC9706-H(0.650± 0.064)转移能力显著减少（P<0.05）(图 4)。
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与食管鳞癌的分化程度、侵润深度和淋巴结转移密切相关。本

研究首先利用食管癌高低转移细胞系证实 SRF在食管癌的不

同转移潜能细胞系中的表达量不同，在高转移性细胞中表达量

明显高于低转移性细胞，再加用 SRF抑制剂 CCG后抑制高转

移细胞系中的 SRF因子，行细胞划痕实验证实抑制 SRF表达

后，高转移性细胞的转移侵袭能力减退。食管癌细胞的体外实

验进一步证实了 SRF在食管癌中的表达与肿瘤细胞的转移侵

袭能力密切相关。

综上所述，SRF在食管鳞癌高转移细胞系中高表达，抑制

SRF后细胞的转移侵袭能力减退，其在食管鳞癌的发生发展中

起到重要的调控作用。SRF分子的表达水平可能成为食管癌检

测的一个新的指标，抑制 SRF的表达为食管癌治疗提供一个

新的治疗靶点。
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