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［摘 要］ 目的：探究敲低DJ⁃1/PARK7表达及联合辐照对食管鳞癌细胞迁移和侵袭能力的影响及分子机制。方法：利用短发

夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）稳定转染食管鳞癌细胞 kyse150和 kyse450，敲低DJ⁃1表达。Western blot检测细胞转染效

率。Transwell迁移实验检测梯度辐照（0、4、6、8 Gy）下食管鳞癌细胞的迁移能力。将转染空病毒的对照组（shRNA⁃Control）与

DJ⁃1敲低组（shRNA⁃DJ⁃1）细胞进行 6 Gy X线辐照，细胞划痕实验及Transwell迁移侵袭实验检测各组食管鳞癌细胞迁移和侵

袭能力。Western blot检测上皮细胞⁃间充质转化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）途径相关蛋白上皮型钙黏蛋白（E⁃cad⁃
herin）、神经型钙黏蛋白（N⁃cadherin）、基质金属蛋白酶2（matrix metalloproteinase 2，MMP2）的表达变化。结果：敲低DJ⁃1后，食

管鳞癌细胞 kyse150和 kyse450内DJ⁃1蛋白表达水平明显降低。Transwell迁移实验显示，6 Gy剂量辐照诱导食管鳞癌细胞

kyse150和kyse450的迁移能力最强。细胞划痕实验及Transwell迁移侵袭实验显示，在6 Gy辐照条件下敲低DJ⁃1后kyse150和
kyse450细胞迁移和侵袭能力减弱。Western blot显示，敲低DJ⁃1联合辐照后E⁃cadherin表达上升，N⁃cadherin表达下降，MMP2
表达下降。结论：敲低DJ⁃1表达可以降低辐照诱导的食管鳞癌细胞kyse150和kyse450的迁移和侵袭能力，其机制可能与通过

上调E⁃cadherin、下调N⁃cadherin和MMP2蛋白表达从而抑制细胞EMT进程有关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect and the molecular mechanism of DJ ⁃ 1/PARK7 on migration and invasion with
irradiation of esophageal squamous cell carcinoma. Methods：Short hairpin RNA（shRNA）was used to stably transfect esophageal
squamous cell carcinoma cells kyse150 and kyse450 and knockdown the expression of DJ⁃1 gene. Western blot was used to detect the
transfection efficiency of cells. Transwell assay was used to detect the migration ability of esophageal squamous cell carcinoma cells
under gradient irradiation（0，4，6，8 Gy）. The control group cells transfected with empty virus and the DJ⁃1 knockdown group cells
were irradiated by 6 Gy X ⁃ ray. Cell healing assay and Transwell assay were used to analyze the migration and invasion ability of
esophageal squamous cell carcinoma cells. Western blot was used to detect the expression changes of epithelial⁃mesenchymal transition
（EMT）pathway related proteins E⁃cadherin，N⁃cadherin and matrix metalloproteinase 2（MMP2）. Results：After DJ⁃1 was knocked
down，DJ⁃1 protein expression levels in esophageal squamous cell carcinoma cells kyse150 and kyse450 were significantly decreased.
Transwell assay showed that，induced by 6 Gy radiation，esophageal squamous cell carcinoma cells kyse150 and kyse450 had the
strongest migration ability. According to the cell healing assay and Transwell assay，the migration and invasion of kyse150 and kyse450
cells were reduced after DJ ⁃ 1 was knocked down. Western blot analysis showed that E⁃cadherin expression increased，N⁃cadherin
expression and MMP2 expression decreased after DJ⁃1 was knocked down. Conclusion：Knockdown of DJ⁃1 expression can reduce the
irradiation ⁃ induced migration and invasion ability of esophageal squamous cell carcinoma cells kyse150 and kyse450，and the
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食管癌是我国一种常见的消化道恶性肿瘤，其

中 90％以上是食管鳞状细胞癌。临床诊治患者大

多处于中晚期，预后效果很差，5年生存率只有10％~
15％［1-2］。尽管各种治疗手段近年来发展迅速，但食

管鳞癌预后仍不理想。肿瘤细胞的淋巴和血管转

移是食管鳞癌预后差的重要原因［3］。因此，寻找与

食管鳞癌浸润转移相关的分子机制对于提高食管

鳞癌的预后尤为重要。

DJ⁃1/PARK7是由PARK7基因编码的一种高度

保守的同源二聚体蛋白，是常染色体隐性早发家族

性帕金森病的致病基因之一［4］。在肿瘤方面，目前

已有研究显示DJ⁃1在肝癌、胰腺癌、结肠癌等多种

肿瘤类型中过表达，与肿瘤转移呈正相关，与患者

生存负相关［5-7］。DJ⁃1的下调使多种肿瘤细胞对化

疗药物敏感，显示其在肿瘤维持中的重要作用［8］。

在食管癌方面，胞核高表达DJ⁃1的食管鳞癌患者术

后 1年内出现远处转移的比率更高，提示胞核DJ⁃l
的表达可能与食管鳞癌的远处转移潜能有关［9］。

放射治疗已经广泛用于食管鳞癌根治性放化

疗及术后辅助放化疗。既往着重于放射治疗与DJ⁃
1在食管鳞癌迁移和侵袭方面的研究很少，本研究

旨在阐明辐照下DJ⁃1与食管鳞癌迁移和侵袭的关

系，探究靶向DJ⁃1联合辐照对食管鳞癌细胞迁移和

侵袭能力的影响及其可能的作用机制，为提高食管

鳞癌患者放射治疗效果提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

人食管鳞癌细胞株 kyse150和 kyse450（中国科

学院上海生物化学及细胞生物研究所），新生牛血

清、RPMI1640 培养基、磷酸盐缓冲液（phosphate buf⁃
fer saline，PBS）（Gibco公司，美国），慢病毒构建的短

发夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）⁃DJ⁃1及对照

shRNA⁃Control（上海吉玛公司），Transwell试剂盒、

Matrigel 胶（北京康宁公司），PVDF膜（Merck Milli⁃
pore 公司，美国），青霉素、链霉素、蛋白酶抑制剂、磷

酸酶抑制剂（南京凯基生物技术股份有限公司），RI⁃

PA裂解液、嘌呤霉素、十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS⁃PAGE）、胰酶、脱脂奶粉、TBST缓冲液

（上海碧云天生物技术有限公司），GAPDH、DJ⁃1、上
皮细胞⁃间充质转化（epithelial ⁃mesenchymal transi⁃
tion，EMT）途径相关蛋白上皮型钙黏蛋白（E⁃cad⁃
herin）和神经型钙黏蛋白（N⁃cadherin）、基质金属蛋白

酶 2（matrix metalloproteinase 2，MMP2）单克隆抗体

（CST公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与辐照

人食管鳞癌细胞株 kyse150和 kyse450贴壁培

养于含10%新生牛血清的RPMI1640培养基中，青、

链霉素终浓度为 100 U/mL，细胞培养于 37 ℃含 5%
CO2的细胞培养箱中。取对数生长、状态良好的食

管鳞癌细胞，胰酶消化后接种于直径 10 cm的细胞

培养皿中继续培养，2~3 d更换含有血清的培养基。

取贴壁培养达到70%~80%的细胞，通过X射线辐射

器（Elekta公司，瑞典）给予细胞6 Gy的单剂量照射。

1.2.2 shRNA敲低DJ⁃1
取对数生长期的kyse150和kyse450细胞，按2×

105个/皿接种于中皿中，37 ℃过夜。待细胞融合度

达到50%左右，按照病毒转染步骤进行转染。转染

后培养48~72 h，胰酶消化分皿培养贴壁后予嘌呤霉

素5、10 μg/mL进行筛选，1周后使用Western blot检
测蛋白水平的敲低效果。

1.2.3 细胞侵袭及迁移实验

提前 12 h 在小室底部添加 50 μL 稀释好的

Matrigel胶（Transwell细胞迁移实验则省去这一步），

取对数生长期细胞，辐照组在常温下给予6 Gy单剂

量辐照，胰酶消化细胞，用PBS及无血清培养基各洗

涤1次，用无血清培养基悬浮细胞，调整细胞浓度为

1×107个/mL。在 24孔板底部加入 600 μL含有 10%
新生牛血清的培养基，上室加入 200 μL的细胞悬

液，继续在细胞培养箱中培养 48 h后取出上室，用

棉签吸干上室培养基，移到预先加入 600 μL 4%多

聚甲醛的24孔板中，室温固定30 min，取出上室，棉

签吸干上室液体，移入预先加入600 μL结晶紫的24

mechanism may be related to the inhibition of EMT process by up⁃ regulating E⁃cadherin，down⁃ regulating N⁃cadherin and MMP2
protein expression.
［Keywords］ DJ⁃1；esophageal squamous carcinoma；irradiation；migration；invasion

［J Nanjing Med Univ，2020，40（08）：1085⁃1090，1104］

··1086



kyse450

*

shRNA
⁃Contr

ol
shRNA

⁃DJ⁃1

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0DJ⁃

1相
对

表
达

量

kyse150

*

shRNA
⁃Contr

ol
shRNA

⁃DJ⁃1

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0DJ⁃

1相
对

表
达

量

shRNA
⁃Contr

ol

shRNA
⁃DJ⁃1

kyse150

GAPDH
DJ⁃1

shRNA
⁃Contr

ol

shRNA
⁃DJ⁃1

kyse450

36 kDa
22 kDa

Western bolt检测及定量分析kyse150和kyse450细胞中对照组和敲低组DJ⁃1的表达。两组比较，*P < 0.001（n=3）。
图1 慢病毒构建的 shRNA转染食管鳞癌细胞kyse150和kyse450后DJ⁃1蛋白表达降低

Figure 1 DJ⁃1 expression was decreased after shRNA constructed by lentivirus transfected in kyse150 and kyse450 cells

孔板中，室温染色 1 h，取出上室，放入 PBS 中清

洗，用棉签小心抹去上室底部膜上的细胞，37 ℃烘

干箱中烘干。显微镜下随机取 5个视野计数，统计

结果。

1.2.4 细胞划痕实验

取对数生长期细胞消化后，离心1 000 r/min×5 min，
弃上清，用含10%FBS的完全培养基重悬细胞，计数

细胞，将细胞密度调至5×105个/mL，将细胞铺板前，

在6孔板底部用记号笔画3根平行的线。将细胞悬

液加入 6孔板，每孔 2 mL，使细胞均匀铺开，放入

5% CO2，37 ℃孵箱中培养16~24 h，使其形成单层细

胞。辐照组给予 6 Gy单剂量照射。用 200 μL的枪

头在单层细胞上划 3条平行线，与之前画的 3条线

重合。用PBS洗 3次，加入完全培养基。将清洗后

的 6孔板放在倒置显微镜下观察并拍照，记录划痕

后 0、12、24 h的状态。对比前后拍照记录，在相同

位置计数迁移距离。

1.2.5 Western blot实验

取贴壁生长达 70%~80%的细胞，辐照组给予

6 Gy单剂量辐照，培养箱中继续培养 24 h。用含有

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液裂解

细胞后提取总蛋白。通过BCA蛋白定量试剂盒定

量蛋白浓度。分别取20 μg蛋白，通过SDS⁃PAGE分

离蛋白质并转移至PVDF膜上，5%脱脂奶粉溶液封

闭1 h，加一抗4 ℃过夜，次日TBST缓冲液漂洗3次，

每次 15 min，加二抗常温孵育 1 h后TBST缓冲液漂

洗3次，每次10 min。电化学发光液显色后拍照，选

用GAPDH为内参。

1.3 统计学方法

使用 Prism 7.0软件进行统计分析。计量资料

以均数±标准差（x ± s）表示。Transwell迁移及侵袭

实验中，考虑敲低蛋白及辐照两个处理因素的影

响，各组间比较采用双因素方差分析（two⁃way ANO⁃

VA）及Tukey多重比较法（Tukey’s multiple compari⁃
sons test），其余各实验两组间比较采用 Student’s t
检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 慢病毒构建的 shRNA转染后，食管鳞癌细胞

DJ⁃1蛋白表达明显降低

Western blot 检测 kyse150 及 kyse450 细胞中

shRNA⁃DJ⁃1的转染效率。与 shRNA⁃Control相比，

shRNA⁃DJ⁃1转染后，DJ⁃1蛋白表达明显降低，差异

有统计学意义（P < 0.001），提示 shRNA⁃DJ⁃1敲低食

管鳞癌细胞 kyse150和 kyse450中 DJ⁃1的表达（图

1）。
2.2 辐照能够诱导食管鳞癌细胞的迁移能力

Transwell迁移实验显示，随着辐照剂量的提高

（0、4、6 Gy），食管鳞癌细胞 kyse150与 kyse450穿过

小室的细胞数逐渐增多（P < 0.01），而辐照剂量提高

至8 Gy时，穿过小室的细胞数反而减少（P < 0.01），

说明辐照能够诱导食管鳞癌细胞的迁移，且剂量为

6 Gy时辐照诱导的细胞迁移能力最强，而剂量提升

至 8 Gy时，辐照对细胞的杀伤作用明显，诱导的迁

移能力反而下降（图2）。
2.3 敲低DJ⁃1表达降低辐照诱导的食管鳞癌细胞

kyse150和kyse450的迁移和侵袭能力

细胞划痕实验显示，单纯辐照组与对照组相

比，随着细胞培养时间的延长（12 h、24 h），细胞向

划痕处移动更多，说明辐照能够诱导食管鳞癌细胞

kyse150、kyse450细胞的迁移。在同样给予 6 Gy辐
照处理下，敲低DJ⁃1组较单纯辐照组，随着培养时

间的延长（12 h、24 h），细胞向划痕处移动明显减

少，说明在辐照条件下，敲低DJ⁃1降低了食管鳞癌

细胞kyse150和kyse450的迁移能力（图3）。
Transwell迁移和侵袭实验显示，与未辐照组比
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Transwell迁移实验检测食管鳞癌细胞kyse150和kyse450在辐照剂量梯度（0、4、6、8 Gy）下的迁移能力。两组比较，*P < 0.01（n=5）。
图2 辐照能够诱导食管鳞癌细胞kyse150和kyse450的迁移能力（×200）

Figure 2 Irradiation induced the migration of esophageal squamous cell carcinoma cells kyse150 and kyse450（×200）
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图3 敲低DJ⁃1表达降低食管鳞癌细胞kyse150和kyse450辐照诱导的迁移能力（细胞划痕实验，×200）
Figure 3 Knockdown of DJ⁃1 expression reduced irradiation⁃ induced migration of esophageal squamous cell carcinoma

cells kyse150 and kyse450（cell healing assay，×200）

··1088



*

细
胞

数
（
个
）

600
400
200

0
shRNA⁃C

ontrolshRNA⁃D
J⁃1

*
None
+IR

*
细

胞
数
（
个
）

400
300
200
100

0
shRNA⁃C

ontrolshRNA⁃D
J⁃1

* None
+IR

None：未辐照；IR：辐照。两组比较，*P < 0.01（n=5）。
图4 敲低DJ⁃1表达降低食管鳞癌细胞kyse150（A）和kyse450（B）辐照诱导的迁移和侵袭能力（Transwell实验，×200）

Figure 4 Knockdown of DJ⁃1 expression reduced irradiation⁃induced migration and invasion of esophageal squamous cell
carcinoma cells kyse150（A）and kyse450（B）（Transwell assay，×200）
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较，单纯辐照组穿过小室的细胞数明显增多，差异

具有统计学意义（P < 0.01）。在 6 Gy辐照下，敲低

DJ⁃1联合辐照组相比单纯辐照组，穿过小室的细胞

数明显减少，差异有统计学意义（P < 0.01）。说明敲

低DJ⁃1能够降低食管鳞癌细胞 kyse150和 kyse450

辐照诱导的迁移和侵袭能力（图4）。
2.4 敲低DJ⁃1能够抑制辐照诱导的食管鳞癌细胞

kyse150、kyse450的EMT进程

进一步用Western blot检测 kyse150和 kyse450
细胞E⁃cadherin、N⁃cadherin、MMP2蛋白的表达，结
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果显示单纯辐照组与其对照组比较，E⁃cadherin表

达下降，N⁃cadherin、MMP2表达升高。在 6 Gy辐照

条件下，敲低DJ⁃1组与单纯辐照组比较，E⁃cadherin
表达明显升高，N⁃cadherin、MMP2表达下降，说明辐

照能够诱导食管鳞癌细胞 kyse150、kyse450的EMT
进程，而敲低DJ⁃1表达能够抑制EMT进程，从而降

低食管鳞癌细胞的迁移侵袭能力（图5）。
3 讨 论

DJ⁃1 是原核细胞和真核细胞中保守的一种

20 kDa蛋白，具有多种生物学功能。在癌细胞中DJ⁃1
已被确定是原发性乳腺癌、非小细胞肺癌［10］、卵巢

IR
sh⁃DJ⁃1

E⁃cadherin
N⁃cadherin

MMP2
DJ⁃1

GAPDH

kyse150 kyse450
- - + +
- + - +

- - + +
- + - +

135 kDa
140 kDa
72 kDa
22 kDa
36 kDa

Western blot检测食管鳞癌细胞kyse150和kyse450中EMT相关蛋白及MMP2的表达。IR：辐照。

图5 敲低DJ⁃1抑制辐照诱导的食管鳞癌细胞kyse150、kyse450的EMT进程

Figure 5 Knockdown of DJ ⁃ 1 reduced irradiation ⁃ induced EMT process of esophageal squamous cell carcinoma cells
kyse150 and kyse450

癌［11］和结直肠癌［5］中抑癌基因PTEN的负调节剂。此

外，DJ⁃1在各种类型的癌症（包括非小细胞肺癌［10］、卵

巢癌［11］和结直肠癌［12］）中上调并与患者的预后相

关，这表明DJ⁃1是一种致癌基因，并可能成为癌症

治疗的潜在靶点［8］。

EMT是肿瘤发生恶性进展的重要特征之一，是

上皮细胞转化为间充质状态的过程，能够促进多种

肿瘤细胞的转移［13-14］。有很多研究显示，EMT是食

管鳞癌远处转移的重要原因［15-16］。钙黏蛋白（cad⁃
herin）开关是EMT的一个重要机制，E⁃cadherin转化

为N⁃cadherin是一种潜在的机制，可以促进肿瘤的

进展和转移［17］。此外，EMT总是伴随着基质金属蛋

白酶（matrix metalloproteinase，MMP）的上调。细胞

外基质（extracellular matrix，ECM）和基底膜的降解

是肿瘤细胞离开原发灶浸润邻近组织的主要病理

过程，MMP可降解多种ECM组分［18］。MMP根据其

特定的结构域可分为二十余类，MMP2和MMP9因

为可以降解各种明胶基质和Ⅳ型胶原而与肿瘤的

播散和侵袭性密切相关［19］。

本研究将DJ⁃1、辐照与 EMT相关蛋白进行关

联，发现辐照能够诱导食管鳞癌细胞 kyse150、
kyse450的侵袭迁移，并上调N⁃cadherin蛋白、下调

E⁃cadherin的表达，说明辐照能够促进食管鳞癌细

胞的 EMT进程。而敲低 DJ⁃1联合辐照后上调了

kyse150和 kyse450细胞中 E⁃cadherin的表达，下调

了N⁃cadherin的表达，提示DJ⁃1表达的下调抑制了

辐照诱导的EMT。此外，本研究中DJ⁃1表达降低下

调了辐照诱导的 kyse150和 kyse450细胞中MMP⁃2
的表达，进一步提示DJ⁃1表达的下调可以抑制食管

鳞癌辐照诱导的侵袭性。因此，本研究提示，DJ⁃1
在食管鳞癌中可能具有类似促癌基因的作用，在食

管鳞癌的迁移侵袭和发展中起到重要的作用。然

而DJ⁃1是如何影响EMT蛋白表达，其中是否还有其

他蛋白发挥作用还尚不可知，仍需进一步研究，以

期找出可影响食管鳞癌转移侵袭的作用靶点，为食

管鳞癌临床综合治疗提供新的思路。
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