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EphA2基因沉默对人食管癌EC9706细胞迁移、
侵袭的影响及其机制研究

任利兵，贾如江，苏春永，杨晓光，秦景云

（邯郸市中心医院 胸外科，河北 邯郸 056001）

摘要：目的 探讨促红细胞生成素产生肝细胞受体A2（EphA2）基因沉默对人食管癌EC9706细胞迁移、侵

袭的影响及其作用机制。方法 取对数生长期人食管癌EC9706细胞随机分为对照组、空载组及沉默组，分别转

染LipofectamineTM 2000、含无义随机序列（siRNA-NC-PGCsi3.0）和EphA2干扰序列（EphA2-siRNA-PGC‐

si3.0）质粒和脂质体的复合物。稳定转染后，Brd U法检测细胞增殖能力，划痕实验检测细胞迁移能力，Transwell

小室实验检测细胞侵袭能力，qRT-PCR和Western blotting分别检测细胞中EphA2、Wnt1、β-连环蛋白（β-

catenin）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）mRNA及蛋白相对表达量。结果 对照组、空载组、

沉默组Brd U阳性率分别为（26.48±2.79）%、（23.52±2.57）%、（13.29±2.06）%，Brd U阳性率组间比较，差异有

统计学意义（F =38.560，P =0.000）。与对照组、空载组比较，沉默组Brd U阳性率降低（P <0.05）；对照组与空

载组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。对照组、空载组、沉默组细胞划痕愈合率分别为（83.16±8.31）%、

（82.35±7.24）%、（34.24±5.27）%，细胞划痕愈合率组间比较，差异有统计学意义（F =78.869，P =0.000）。与对

照组、空载组比较，沉默组细胞划痕愈合率降低（P <0.05）；对照组与空载组比较，差异无统计学意义（P >

0.05）。对照组、空载组、沉默组穿膜细胞数分别为（326.74±33.15）个、（331.27±34.59）个、（126.23±26.18）个，

穿膜细胞数组间比较，差异有统计学意义（F =68.997，P =0.000），与对照组、空载组比较，沉默组穿膜细胞数减

少（P <0.05）；对照组与空载组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。细胞中EphA2、Wnt1、β-catenin、E-

cadherin、Vimentin mRNA相对表达量比较，差异有统计学意义（P <0.05），与对照组、空载组比较，沉默组

Wnt1、β-catenin、Vimentin mRNA相对表达量降低（P <0.05），E-cadherin mRNA相对表达量升高（P <0.05）。

对照组、空载组、沉默组细胞中EphA2、Wnt1、β-catenin、E-cadherin、Vimentin蛋白相对表达量比较，差异有

统计学意义（P <0.05），与对照组、空载组比较，沉默组EphA2、Wnt1、β-catenin、Vimentin蛋白相对表达量降

低（P <0.05），E-cadherin蛋白相对表达量升高（P <0.05）。对照组和空载组上述指标比较，差异无统计学意义

（P >0.05）。结论 EphA2基因沉默对人食管癌EC9706细胞迁移和侵袭有一定的抑制作用，其机制可能与阻止

Wnt/β-catenin信号通路相关。
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Methods Human esophageal cancer EC9706 cells in logarithmic growth phase were randomly divided into control

group, empty group, and silent group, transfected with Lipofectamine TM 2000, containing nonsense random sequence

(siRNA-NC-PGCsi3.0) and EphA2 interference sequence (EphA2-siRNA-PGCsi3.0). After stable transfection, Brd

U method was used to detect cell proliferation ability, scratch test to detect cell migration ability, Transwell cell test

to detect invasion ability, qRT-PCR and Western blotting to detect the mRNA and protein expression levels of

EphA2, Wnt1, β-catenin, E-cadherin, Vimentin in cells. Results The relative expression of EphA2 mRNA in the

control group, no-load group, and silent group were (1.78 ± 0.17), (1.82 ± 0.18), (0.37 ± 0.11), respectively. The

difference between the groups was statistically significant (P < 0.05). Compared with the control group and the no-

load group, the relative expression of EphA2 mRNA in the silent group decreased (P < 0.05). The positive rates of

Brd U in the control group, the no-load group, and the silent group were (26.48 ± 2.79) %, (23.52 ± 2.57) %, (13.29 ±

2.06) %, respectively. The difference between the groups was statistically significant (P < 0.05). Compared with the

control group and the no-load group, the positive rate of Brd U in the silent group was lower (P < 0.05). The cell

scratch healing rates of the control group, no-load group, and silent group were (83.16 ± 8.31) %, (82.35 ±7.24) %,

(34.24 ± 5.27) %, respectively. The difference between the groups was statistically significant (P < 0.05). Compared

with the control group and the no-load group, the cell scratch healing rate of the silent group increased (P < 0.05).

The number of transmembrane cells in the control group, the no-load group, and the silent group were (326.74 ±

33.15), (331.27 ± 34.59), (126.23 ± 26.18), respectively. The difference between the groups was statistically

significant (P < 0.05). Compared with the control group and the no-load group, the number of transmembrane cells

in the silent group decreased (P < 0.05). The differences of relative expression levels of Wnt1, β-catenin, E-cadherin,

and Vimentin mRNA were statistically significant (P < 0.05). Compared with the control group and the no-load

group, the relative expression of Wnt1, β -catenin, Vimentin mRNA in the silent group decreased, and the relative

expression of E-cadherin mRNA increased (P < 0.05). The difference of relative expression levels of EphA2, Wnt1,

β -catenin, E-cadherin, and Vimentin protein in cells were statistically significant (P < 0.05). Compared with the

control group and the no-load group, the relative expression of EphA2, Wnt1, β-catenin, and Vimentin protein in the

silent group decreased, and the relative expression of E-cadherin protein increased (P < 0.05). The comparison of the

above indicators between the control group and the no-load group showed no significant difference (P > 0.05).

Conclusion EphA2 gene silencing has a certain inhibitory effect on the migration and invasion of human esophageal

cancer EC9706 cells, and its mechanism may be related to preventing the Wnt/β-catenin signaling pathway.

Keywords: esophageal neoplasms; erythropoietin produces hepatocyte receptor A2; migration; invasion

食管癌发生在食管上皮组织，是消化道常见

的恶性肿瘤之一，发病率及病死率均较高，对人

们生命和健康造成严重危害。我国是食管癌发病

和死亡人数最多的国家，目前治疗手段以手术切

除为主，5年内存活率低于30%[1]。食管癌的发生、

侵袭及转移过程极其复杂，其中涉及到多个基因

调控异常，癌细胞的侵袭和迁移是食管癌预后差

的主要原因之一[2]。促红细胞生成素产生肝细胞受

体（erythropoietin produces hepatocyte receptor, Eph）家

族是一类酪氨酸蛋白激酶受体，在肿瘤细胞增殖

和迁移相关信号通路中起关键调控作用，EphA2是

Eph家族最早发现的成员，广泛表达于上皮来源的

细胞，参与肿瘤侵袭、转移过程[3]。研究表明，

EphA2在乳腺癌、胃癌、前列腺癌等多种肿瘤组织

和细胞中表达异常升高，促进肿瘤细胞恶性表型

行 为 。 高 活 性 的 EphA2 与 肿 瘤 上 皮 间 质 转 化

（epithelial-mesenchymal-transition, EMT）密切相关，

肿瘤细胞发生 EMT 后更易发生侵袭和迁移，是早

期诱发肿瘤细胞侵袭和迁移的关键环节[4-5]。EphA2

在食管癌细胞中参与细胞侵袭和迁移机制研究尚

少，本研究在 RNA 干扰条件下，探讨 EphA2 对食

管癌细胞侵袭和迁移的影响，以期为食管癌的治

疗提供新方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 人食管癌EC9706细胞购于中国科

学院上海细胞研究所。

1.1.2 主要试剂和仪器 RPMI 1640培养基、胎牛

血清（FBS）、青霉素/链霉素（美国 Gibco 公司），

Brd U（美国 Sigma 公司），含有 EphA2 干扰序列

（EphA2-siRNA）、无义随机干扰序列（siRNA-NC）
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的PGCsi3.0质粒（中国吉凯基因公司），LipofectamineTM

2000试剂盒（美国 Invitrogen公司），Transwell 细胞培

养小室（美国 Corning 公司），兔抗人 EphA2 单抗、

Wnt1多抗、β-连环蛋白（β-catenin）单抗、E-钙黏蛋

白（E-cadherin）单抗、波形蛋白（Vimentin）单抗、山

羊抗兔 IgG-HRP（美国 Abcam 公司），PowerPac 系列

电泳仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人食管癌 EC9706 细胞复苏后，

置于含有 10% FBS、100 u/mL 青霉素和 100 μg/mL

链霉素的 RPMI 1640 培养液中，于 5% 的二氧化碳

培养箱，37℃恒温培养，2～3 d传代1次。取对数

生长期细胞用于后续实验。

1.2.2 细胞分组及转染 将EC9706细胞随机分为

对照组、空载组及沉默组。转染前24 h，将细胞按

2×105个/孔接种于6孔板，常规培养，待细胞贴壁

良好，融合80%左右时按照LipofectamineTM 2000转

染试剂说明书进行转染。转染前4 h，将培养基更

换为不含 FBS 的 RPMI 1640 培养基，取 4 μg 质粒

（EphA2-siRNA-PGCsi3.0、 siRNA-NC-PGCsi3.0） 和

10 μL脂质体，用250 μL不含FBS的培养基分别进

行稀释，5 min 内将稀释后的质粒和脂质体混匀，

分别将稀释后的 EphA2-siRNA-PGCsi3.0、 siRNA-

NC-PGCsi3.0复合物加入空载组、沉默组细胞，对

照组细胞只加入不含质粒的 Lipofectamine TM 2000，

转染后培养 6 h，然后更换为含 10% FBS 的 RPMI

1640 培养基。转染 48 h 后，荧光显微镜下观察转

染情况，均≥ 80%，可用于后续实验。

1.2.3 Brd U法检测细胞增殖能力 取稳定转染的

各组细胞，按3×104个/mL密度接种于24孔板，内

附无菌圆玻片，细胞贴壁后，更换含有10 μmol/L

的 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基，继续培养 72 h，

使用4%多聚甲醛4℃条件下固定过夜，PBS洗涤×

3次，甲醇固定3 min，加入甲酰胺100℃，5 min核

酸变性，10% 山羊血清封闭，加入 1∶100 抗小鼠

Brd U单抗 （阴性对照加PBS） 4℃孵育过夜，加入

荧光抗体 Cy3（1∶100）室温避光孵育 2 h，DAPI 染

色，封片，显微镜下观察拍照，每组随机选取5个

视野进行计数，计算Brd U阳性率，Brd U阳性率=

Brd U 阳性细胞数（红色）/DAPI 阳性细胞数（蓝

色）×100%。

1.2.4 划痕实验检测细胞迁移能力 取稳定转染

各组细胞，按2×105个/孔接种于6孔板，待各组细

胞单层生长铺满板底时，用无菌的200 μL移液枪

头垂直于培养板，在其底部划一字型划痕，用PBS

洗去划下的细胞，显微镜下观察拍照（0 h），培养

24 h后，观察各组细胞划痕愈合情况并拍照，计算

细胞划痕愈合率。划痕愈合率=（0 h划痕距离-24 h

划痕距离）/0 h划痕距离×100%。

1.2.5 Transwell小室实验检测细胞侵袭能力 用不

含FBS的RPMI 1640培养基按1∶2对Matrige1 基质

胶进行稀释，放入培养箱静置 2 h，取 10 μL 的

Matrigel 胶铺在 Transwell 小室上室，将细胞重悬，

调整密度为 2×105个/ml，取 200 μL 细胞悬液接种

于Transwell小室上室，下室加入600 μL含10% FBS

的 RPMI 1640 培养基，置于培养箱常规培养 24 h，

取出小室，擦去上室多余细胞，每孔加入1 mL多聚

甲醛固定30 min，用 0.1% 结晶紫染色 30 min，PBS

洗涤细胞后，置于显微镜下观察细胞穿膜情况，

并拍照计数，每组细胞重复计数3次，取平均值。

1.2.6 qRT-PCR 检 测 细 胞 中 EphA2、Wnt1、β -

catenin、E-cadherin、Vimentin mRNA相对表达量 取

稳定转染的各组细胞，Trizol 法提取细胞总 RNA，

进行核酸定量，按照逆转录试剂盒说明书逆转录

cDNA，取5 μL逆转录产物A进行PCR扩增。反应

体系：2×SYBR Green qPCR Master Mix 10 μL，模

板cDNA 2 μL，正反向引物各1 μL，加双蒸水至总

体积 20 μL。反应条件：95℃预变性 10 min；95℃

变性 30 s，60℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，共 35 个

循环。每组设置 5 个复孔。以 β-actin 为内参。引

物由上海吉玛基因公司设计合成，引物序列见表1。

采用2-ΔΔCt法计算EphA2、Wnt1、β-catenin、E-cadherin、
Vimentin mRNA相对表达量。

1.2.7 Western blotting检测细胞中EphA2、Wnt1、β-
catenin、E-cadherin、Vimentin蛋白相对表达量 取稳

定转染的各组细胞，加入RIPA裂解液裂解细胞，离

心取上清液，BCA法测定蛋白浓度，校正上样量，加

入上样缓冲液，100℃水浴 5 min 蛋白变性后进行

SDS-PAGE 凝胶电泳，电泳结束后，将蛋白质转至

PVDF 膜上，TBS 洗膜，5% 脱脂牛奶封闭 2 h 后 TBS

洗 膜 ，加 入 稀 释 的 EphA2、Wnt1、β -catenin、E-

cadherin、Vimentin、β-actin 一抗（1∶2 000），4℃孵育
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过夜，TBS 洗膜，加入 HRP 标记的二抗（1∶5 000），

室温孵育2 h，TBS洗膜，滴加ECL化学发光液，曝

光、显影，采用凝胶成像分析系统进行灰度扫描，

计算目的蛋白相对表达量，以目的蛋白条带灰度

值与内参β-actin条带灰度比值表示。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 25.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两样本比较用LSD-t检验。P <0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖能力比较

对照组、空载组、沉默组 Brd U 阳性率分别为

（26.48±2.79）%、（23.52±2.57）%、（13.29±2.06）%，

3 组 Brd U 阳性率比较，差异有统计学意义（F =

38.560，P =0.000）。与对照组、空载组比较，沉默组

Brd U阳性率降低（P <0.05）；对照组与空载组比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。见图1。

2.2 细胞迁移能力比较

对照组、空载组、沉默组细胞划痕愈合率分别

为（83.16±8.31）%、（82.35±7.24）%、（34.24±5.27）%。

3组细胞划痕愈合率比较，差异有统计学意义（F =

78.869，P =0.000）。与对照组、空载组比较，沉默组

细胞划痕愈合率降低（P <0.05）；对照组与空载组比

较，差异无统计学意义（P >0.05）。见图2。

2.3 细胞侵袭能力比较

对照组、空载组、沉默组穿膜细胞数分别为

（326.74±33.15）个 、（331.27±34.59）个 、（126.23±

26.18）个。3组穿膜细胞数比较，差异有统计学意义

（F =68.997，P =0.000）。与对照组、空载组比较，沉

默组穿膜细胞数减少（P <0.05）；对照组与空载组比

较，差异无统计学意义（P >0.05）。见图3。

2.4 3 组细胞中 EphA2、Wnt1、β -catenin、E-
cadherin、Vimentin mRNA相对表达量比较

对照组、空载组、沉默组细胞中 EphA2、Wnt1、

β-catenin、E-cadherin、Vimentin mRNA 相对表达量

比较，差异有统计学意义（P <0.05）。与对照组、

空 载 组 比 较 ， 沉 默 组 EphA2、Wnt1、 β -catenin、

Vimentin mRNA 相 对 表 达 量 降 低（P <0.05），

E-cadherin mRNA 相对表达量升高（P <0.05）；对照

组与空载组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

见表2。

表1 引物序列

基因

EphA2

Wnt1

β-
catenin

E-

cadherin

Vimentin

β-actin

引物序列

正向：5'-AAGCAATGCCATGCATGACTA-3'

反向：5'-ACGCATGCTAGTGCATGCACA-3'

正向：5'-AAGTAGCCAGTAGTAGCACA-3'

反向：5'-AGTAATGACTACGTACAGTA-3'

正向：5'-AGGCATAGCATGTACCAAGTACA-3'

反向：5'-ATTCAGGACGTTCCAGAAGCTAA-3'

正向：5'-ACGTAGCATGAAATGCTAGCTA-3'

反向：5'-CATGCATGCATGCTAACCGATA-3'

正向：5'-AATCGGTAGCTAGCCATGAATAA-3'

反向：5'-CGTAGTAACGTAGCTGATCGATA-3'

正向：5'-AATGCATGCTAGCTAGCTCGATGA-3'

反向：5'-ATGCATGCATGCATGCATGCTTCA-3'

引物

长度/

bp

132

251

165

103

189

157

对照组 空载组 沉默组

图1 EphA2对细胞增殖能力的影响 （DAPI染色×200）
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2.5 3 组细胞中 EphA2、Wnt1、β -catenin、E-
cadherin、Vimentin蛋白相对表达量比较

3 组细胞中 EphA2、Wnt1、β-catenin、E-cadherin、
Vimentin蛋白相对表达量比较，差异有统计学意义（P <

0.05）。与对照组、空载组比较，沉默组EphA2、Wnt1、

β-catenin、Vimentin蛋白相对表达量降低（P <0.05），E-

cadherin蛋白相对表达量升高（P <0.05）；对照组与空载

组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表3和图4。
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对照组 空载组 沉默组

图2 EphA2对细胞迁移能力的影响 （DAPI染色×100）

对照组 空载组 沉默组

图3 EphA2对细胞侵袭能力的影响 （0.1%结晶紫染色×100）

表2 3组细胞中EphA2、Wnt1、β-catenin、E-cadherin、Vimentin mRNA相对表达量比较 （n =5，x±s）

组别

对照组

空载组

沉默组

F 值

P 值

EphA2 mRNA

1.78±0.17
1.82±0.18
0.37±0.11①②

38.560

0.000

Wnt1 mRNA

1.26±0.13

1.31±0.13

0.64±0.09①②

49.869

0.000

β-catenin mRNA

0.98±0.11

0.95±0.09

0.51±0.08①②

39.041

0.000

E-cadherin mRNA

1.01±0.15

0.98±0.14

1.97±0.19①②

60.825

0.000

Vimentin mRNA

0.92±0.11

0.90±0.10

0.63±0.07①②

14.574

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与空载组比较，P <0.05。

表3 3组细胞中EphA2、Wnt1、β-catenin、E-cadherin、Vimentin蛋白相对表达水平比较 （n =5，x±s）

组别

对照组

空载组

沉默组

F 值

P 值

EphA2蛋白

1.13±0.11

1.09±0.10

0.21±0.05①②

164.878

0.000

Wnt1蛋白

0.73±0.08

0.71±0.07

0.31±0.04①②

65.271

0.000

β-catenin蛋白

0.86±0.08

0.83±0.08

0.36±0.05①②

77.092

0.000

E-cadherin蛋白

0.57±0.06

0.55±0.07

1.14±0.11①②

81.723

0.000

Vimentin蛋白

0.64±0.07

0.67±0.08

0.25±0.05①②

59.674

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与空载组比较，P <0.05。
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3 讨论

随着外科水平的提高和放疗技术的成熟，食

管癌的综合治疗有了很大进步，但由于食管癌细

胞侵袭性极强，极易侵袭邻近部位，治疗效果仍

不够理想，术后生存率较低。EphA2与许多肿瘤细

胞的生长和远处转移有关，其高表达是多种肿瘤

细胞的共同事件，尤其在侵袭性强的肿瘤细胞中

表达异常高，且EphA2的表达也往往随着肿瘤恶化

程度增强而升高[6-7]。利用新兴的 RNA 干扰技术，

通过沉默 EphA2 基因，阻断 EphA2 基因和蛋白合

成，从而抑制肿瘤细胞侵袭和迁移，为临床治疗

食管癌提供一种新的思路和方法。

细胞迁移是肿瘤侵袭和转移的关键环节，肿

瘤细胞与细胞外基质之间的相互作用在肿瘤细胞

迁移与侵袭过程中发挥重要作用，引起细胞迁移

的必要步骤是细胞与细胞外基质的黏附与解离[8]。

EphA2通过与细胞黏附分子相互作用，促进血管生

成，参与调控信号转导，从而维持细胞之间良好

的黏附性[9]。在癌组织中，EphA2信号转导发生异

常，癌细胞脱离黏附，容易游离，侵袭性增强，

进而促进肿瘤细胞恶性表型行为[10]。研究发现，在

转录水平下调EphA2的表达可逆转肝细胞癌细胞迁

移及侵袭[11]。EphA2在神经胶质瘤细胞、前列腺癌

细胞中表达较高，并能促进细胞增殖、侵袭和迁

移，降低EphA2表达，可明显抑制细胞侵袭和迁移

等恶性生物学行为[12-13]。本研究对照组EphA2相对

表达量较高，与其在其他肿瘤中表达结果一致[14]，

通过转染EphA2干扰序列后，细胞增殖、迁移和侵

袭能力显著下降，提示EphA2基因沉默，对人食管

癌EC9706细胞迁移和侵袭能力具有一定的抑制作

用。EphA2高表达能减弱肿瘤细胞之间的连接，并

同时增加肿瘤细胞与细胞外基质的黏附，促进肿

瘤细胞的迁移和侵袭，增加患者肿瘤细胞转移的

风险，影响预后[15]。由此表明，通过RNA干扰技术，

沉默 EphA2 基因能在一定程度上抑制人食管癌

EC9706细胞的迁移和侵袭。

EMT 是上皮细胞向间质样细胞转化的现象，

上皮源肿瘤细胞通过 EMT 向周围组织迁移。EMT

发生期间细胞的黏附力减弱，侵袭性增强，同时

伴随上皮标志物E-cadherin表达下调以及间质标志

物 Vimentin 和 β-catenin 表达上调。E-cadherin 表达

下调和 β-catenin 核转位是EMT的标志性变化，是

肿瘤细胞发生迁移和侵袭的基础条件。Wnt/β-

catenin 信号通路参与诱导肿瘤细胞 EMT 过程，肿

瘤细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路被异常激活，β-
catenin 在胞质中聚集，激活下游靶基因，并可与

E-cadherin结合，形成 β-catenin/E-cadherin复合物，

使细胞之间的黏附性减弱，诱导肿瘤细胞 EMT，

增强细胞迁移和侵袭的能力。在乳腺癌组织中及

人胃癌细胞中，Wnt/β-catenin信号通路与癌细胞的

EMT 及侵袭和迁移密切相关[16-17]。本研究对照组

Wnt1、β-catenin mRNA及蛋白相对表达量均较高，

提示在 Wnt/β-catenin 信号通路人食管癌EC9706 细

胞被激活，通过干扰EphA2表达后Wnt1、β-catenin
mRNA 及 蛋 白 相 对 表 达 量 均 下 降 ， E-cadherin

mRNA 及蛋白相对表达量升高，Vimentin mRNA 及

蛋白相对表达量降低，表明 Wnt/β-catenin 信号通

路被抑制，并阻止癌细胞EMT，提示EphA2基因沉

默抑制人食管癌EC9706细胞侵袭和迁移，可能与

癌细胞内Wnt/β-catenin信号通路失活相关。

综 上 所 述 ， EphA2 基 因 沉 默 对 人 食 管 癌

EC9706 细胞迁移和侵袭具有一定的抑制作用，其

作用机制可能与Wnt/β-catenin信号通路失活相关，

抑制细胞EMT，降低细胞增殖、迁移和侵袭能力，

为临床治疗食管癌提供实验依据。EphA2基因在多

种肿瘤细胞中高表达，且与肿瘤细胞迁移和侵袭

也存在一定的相关性，是否为人食管癌及其细胞

迁移和侵袭的特异性基因或标志靶点，尚需进一

步深入研究。
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图4 3组细胞中各蛋白相对表达量
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