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染色体缩合调控子2对食管癌小鼠细胞增殖的
影响及其机制研究*
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摘要：目的 探讨染色体缩合调控子2（RCC2）对食管癌小鼠细胞增殖的影响及其作用机制。方法 提取

食管癌小鼠食管组织及原代细胞，分组进行转染，采用CCK-8检测细胞增殖水平，RT-PCR和Western blotting

检测RCC2、SOX2及增殖细胞核抗原（PCNA）、锌指蛋白（Snail）的表达，荧光素酶实验分析RCC2与SOX2的

靶向关系。结果 RCC2在食管癌组织中表达上调（P <0.05）；过表达RCC2后食管癌小鼠细胞增殖水平升高，

而抑制RCC2表达后细胞增殖水平降低（P <0.05）；过表达RCC2后细胞中SOX2和SOX2靶基因PCNA、Snail

相对表达量升高（P <0.05），而抑制RCC2表达后SOX2、PCNA、Snail相对表达量降低（P <0.05）；荧光素酶实

验结果显示RCC2与SOX2存在靶向调控关系。结论 RCC2通过上调SOX2及其靶基因表达，提高食管癌小鼠

细胞增殖能力，促进肿瘤细胞的发生、发展。
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The effect of regulator of chromosome condensation 2 on the cell
proliferation in esophageal cancer mouse models and its mechanisms*
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Abstract: Objective To explore the effect of regulator of chromosome condensation 2 (RCC2) on the cell

proliferation in mouse models with esophageal cancer and the underlying mechanisms. Methods Esophageal

tissues and primary cells from esophageal cancer mouse models and normal mice were extracted. Gene transfection

was applied to regulate the expression of RCC2. The cell proliferation was detected via cell counting kit-8 (CCK-8),

the expression of RCC2, sex-determining region Y-box 2 (SOX2), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), and

zinc finger protein SnaiⅠ was determined via RT-PCR and Western blot, and the targeting relationship between RCC2

and SOX2 was analyzed via luciferase assay. Results The expression of RCC2 was upregulated in the esophageal

cancer tissues (P < 0.05). The cell proliferation was increased after the overexpression of RCC2 (P < 0.05), and was

decreased after the inhibition of RCC2 expression (P < 0.05). Following the overexpression of RCC2, the levels of

SOX2 and its target genes, PCNA and Snai Ⅰ , were significantly increased (P < 0.05), while the levels of SOX2,

PCNA and Snai Ⅰ were significantly reduced after the inhibition of RCC2 expression (P < 0.05). Luciferase assays

showed that there was a targeting relationship between RCC2 and SOX2. Conclusions RCC2 can enhance the cell

proliferation in esophageal cancer mouse models by up-regulating the expression of SOX2 and its target genes,

thereby further promoting the tumor formation and progression.
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随着人们生活方式和饮食习惯的变化，食管

癌发病率呈逐渐升高的趋势[1]。食管癌是一种起源

于食管鳞状上皮和柱状上皮的恶性肿瘤，其发生

与遗传、环境等多种因素有关[2]，具体病因尚未完

全明确。细胞周期失控及异常增殖是肿瘤发生的

重要机制之一。染色体缩合调节因子2（regulator of

chromosome condensation 2, RCC2） 是染色体乘客复

合体的重要组成部分，与多种增殖及凋亡抑制基

因共同作用，参与细胞增殖过程[3]。有研究发现，

RCC2 靶 向 调 节 性 别 决 定 区 Y 框 蛋 白 2（sex

determining region Y-box 2, SOX2）参与胃癌细胞的增

殖和转移，但该通路在食管癌中的作用报道较

少[4]。SOX2是一种可调节胚胎和组织发育的干细胞

转录因子，多项研究发现其在食管癌中表达上

调[5-6]，但是否受到RCC2的调控尚不明确。本研究

探讨RCC2在食管癌小鼠细胞中的表达，并分析其

是否能靶向调控 SOX2，影响食管癌细胞的增殖，

以期为临床治疗提供新靶点和思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取6～8周龄雄性SPF级C57BL/6J小鼠30只，

购自湖南省动物实验中心，实验动物生产许可证

号：SCXK（湘）2017-0008号，实验动物使用许可证

号：SYXK（湘）2017-0167。体质量180～200 g，饲

养温度22～24℃，每日给予充足动物饲料及饮水。

本研究经医院动物伦理委员会审核通过。

1.2 主要试剂及仪器

RCC2 mimics、RCC2 inhibitor 及对应阴性对照

质粒购自中国科学院上海细胞库，RPMI 1640培养

基及胎牛血清（美国 Gibco 公司），青链霉素（美国

Invirogen 公司），胰酶（福建基诺生物科技有限公

司），RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限公

司），Lipofectamine 2000 转染试剂盒（美国 Thermo

Fisher Scientific 公司），RNA 提取试剂盒 （美国

Merck & Co Inc），PCR试剂盒（日本TaKaRa公司），

鼠抗人 RCC2、SOX2、PCNA、Snail 单克隆抗体及

兔抗鼠二抗购自美国 Sigma 公司，CCK-8 试剂盒

（武汉默沙克生物有限公司）。Transwell 小室（北京

优尼康生物科技有限公司），酶标仪（美国迈瑞

MR-96A型），T100型 PCR扩增仪（美国Bio-Rad 公

司）， 371 型 二 氧 化 碳 CO2 培 养 箱（美 国 Thermo

Fisher Scientific公司）。

1.3 方法

1.3.1 食管癌小鼠模型的复制及细胞提取 小鼠每

日饮用100 g/L 4-硝基喹啉-1-氧化物（4-nitroquino-

line-1-oxide, 4-NQO）灭菌水（配制方法：将 4-NQO

溶解于 1，2-丙二醇，配制成为 5 g/L 质量浓度的溶

液，再加入高压灭菌水进一步稀释成100 g/L质量浓

度的溶液），连续喂养10周后改饮用灭菌水喂养至

18 周，观察小鼠进食、饮水情况及毛色变化，并

监测小鼠体质量。第18周时采用颈椎脱臼法处死

小鼠，打开胸腔取出食管组织。剪碎食管组织，

37℃水浴条件下加入胰酶消化 10 min，反复操作

3次，细胞混合液3 000 r/min离心5 min，取上层细

胞悬液，PBS 洗涤，在含 10% 胎牛血清的 DMEM/

F12 中重悬，接种在培养皿，CO2 培养箱中培养。

在显微镜下观察到上皮样形态，鉴定为食管癌细

胞后，在培养箱中进一步培养、传代，采用第3代

细胞进行转染。

1.3.2 细胞转染及培养 将提取的食管癌细胞

在含 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素的 1640 培养液

中培养 ， 取 对 数 生 长 期 细 胞 进 行 转 染 ， 采 用

Lipofectamine 2000 转染试剂将 RCC2 mimics、RCC2

inhibitor或mimics-NC、inhibitor-NC对照序列转染入

细胞中，并分别作为RCC2 mimics组、RCC2 inhibitor

组、mimics-NC组、inhibitor-NC组。另选未处理的

食管癌细胞作为对照组，转染后继续孵育48 h。

1.3.3 CCK-8检测细胞增殖 细胞培养24 h、48 h、

72 h时，各组分别加入10 μl CCK-8试剂，37℃避光

孵育2 h，以空白孔调零，加入150 μl DMSO溶解，

测定450 nm处吸光度值，以OD值反映细胞增殖能

力。每组重复操作3次，取平均值。

1.3.4 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应（reverse transcription

polymerase chain reaction, RT-PCR）检 测 RCC2、

SOX2、PCNA、Snail mRNA 相对表达量 采用 Trizol
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试剂盒提取细胞总 RNA，并测定样品浓度，确定

合格后逆转录成 cDNA。PCR反应条件：95℃预变

性30 s，95℃变性5 s，60℃退火30 s，74℃延伸30 s，

共 40个循环，记录每个基因的Ct值，目的基因相

对表达量以2-△△Ct表示。引物序列由上海生工生物

工程有限公司提供，引物序列见表1。

1.3.5 Western blotting 检测 RCC2、SOX2、PCNA、

Snail 蛋白相对表达量 细胞培养 48 h 后去除培养

液，PBS洗涤，加入细胞裂解液，3 000 r/min离心

5 min，取上清液。采用 SDA-PAGE 检测细胞目的

蛋白相对表达量，配置胶体，制备蛋白样品，上

样 （蛋白样品和 Maker），电泳，转膜，封闭，分

别加一抗、二抗孵育，洗膜，显影，标记获得的

蛋白条带，采用 Image Lab 软件测定蛋白条带灰度

值，并计算目的蛋白相对表达量。

1.3.6 荧光素酶实验 按照荧光素酶试剂盒说明

书进行操作，将细胞按 2×105个/孔的密度接种到

12孔板中，共转染RCC2、SOX2。将SOX2野生型、

突变型质粒分别与RCC2 mimics、mimics-NC共转染

至细胞 （分别作为RCC2和野生型SOX2-wt 共转染

组、突变型SOX2-mut共转染组），培养48 h，去除

培养液后 PBS 洗涤，加入细胞裂解液，在 4℃条

件下震荡 10 min， 40℃、1 000 r/min 离心 3 min，

取上清液进行发光检测。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验或单因

素方差分析或重复测量设计的方差分析，进一步

两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 实验组和对照组RCC2的表达

实验组和对照组RCC2 mRNA相对表达量分别

为（1.48±0.35）和（1.06±0.22），经 t 检验，差异有

统计学意义（t =1.254，P =0.029），实验组高于对

照组。

2.2 各组细胞增殖情况

RCC2 mimics组、mimics-NC组、RCC2 inhibitor

组、inhibitor-NC 组、对照组细胞培养 0 h、24 h、

48 h、72 h时增殖情况比较，采用重复测量设计的

方差分析，结果显示：①不同时间点细胞增殖有

差异（F =103.803，P =0.000）；②各组细胞增殖有差

异（F =13.012，P =0.000）；③各组细胞增殖变化趋

势有差异（F =56.475，P =0.000）。0 h、24 h 时各组

细胞增殖无明显差异（P >0.05）。48 h、72 h时，与

对照组比较，RCC2 inhibitor 组细胞增殖减少（P <

0.05），其余各组增加（P <0.05）；与对应阴性对照

组比较，RCC2 mimic 组细胞增殖增加（P <0.05），

RCC2 inhibitor组细胞增殖减少（P <0.05）。见表2。

2.3 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail mRNA

相对表达量

RCC2 mimics组、mimics-NC组、RCC2 inhibitor

组、 inhibitor-NC 组、对照组细胞 RCC2、 SOX2、

PCNA、Snail mRNA 相对表达量比较，经单因素方

表1 RT-PCR引物序列

基因

RCC2

SOX2

PCNA

Snail

GAPDH

引物序列

正向：5'-CAAACGUGGUUGUACGAGA-3'

反向：5'-UCCAAGCGAUUCAACGUUA-3'

正向：5'-ACAC-CAATCCCATCCACACT- 3'

反向：5'-GCAAACTTCCTG-CAAAGCTC-3'

正向：5'-AAGCCGAAACCAGCTAGACTTTC-3'

反向：5'-TGCCCGAGTGCCAACAA-3'

正向：5'-AGACTTTACCTTCCAGCAGCCCTACGACCAGGCCC-3'

反向：5'-AAGGCCTTCAACTGCAAATACTGCAACAAGGAATA-3'

正向：5'-CCACTCCTCCACCTTTGAC-3'

反向：5'-ACCCTCTTGCTGTACCCA-3'

引物长度/bp

502

175

314

883

190
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差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。进一步两

两比较结果：对照组低于RCC2 mimics组、mimics-

NC组、inhibitor-NC组（P <0.05）；与对应阴性对照

组 比 较 ， RCC2 mimic 组 升 高（P <0.05）， RCC2

inhibitor组降低（P <0.05）。见表3和图1。

2.4 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail蛋白相

对表达量

RCC2 mimics 组、mimics-NC 组、RCC2 inhibitor

组、inhibitor-NC组、对照组细胞RCC2、SOX2、PCNA、

Snail 蛋白相对表达量比较，经单因素方差分析，差

异有统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较结果：

对 照 组 低 于 RCC2 mimics 组 、 mimics-NC 组 、

inhibitor-NC组（P <0.05）；与对应阴性对照组比较，

RCC2 mimic组升高（P <0.05），RCC2 inhibitor组降低

（P <0.05）。见表4和图2、3。

2.5 各组细胞荧光素酶活性比较

荧光素酶实验结果显示，mimics-NC组、RCC2

和野生型 SOX2-wt 共转染组、突变型 SOX2-mut 共

转 染 组 的 荧 光 素 酶 活 性 分 别 为（0.98±0.13）、

（1.27±0.24）和（0.91±0.17），经单因素方差分析，

差异有统计学意义（F =32.610，P =0.000）。进一步两

1 2 3 4 5

72 kD

45 kD

37 kD

53 kD

36 kD

RCC2

SOX2

PCNA

Snai

GAPDH

1：对照组；2：RCC2 mimics 组；3：mimics-NC 组；4：RCC2

inhibitor组；5：inhibitor-NC组。

图3 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail蛋白的表达

表2 各组不同时间点细胞增殖比较 （n =6，x±s）

组别

RCC2 mimic组

mimic-NC组

RCC2 inhibitor组

inhibitor-NC组

对照组

0 h

0.14±0.03

0.16±0.04

0.13±0.02

0.15±0.03

0.14±0.05

24 h

0.37±0.06

0.34±0.07

0.30±0.05

0.35±0.07

0.36±0.04

48 h

1.26±0.11

0.81±0.09

0.47±0.06

0.84±0.09

0.74±0.08

72 h

1.84±0.20

1.26±0.14

0.53±0.07

1.23±0.15

1.15±0.13

表3 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail mRNA

相对表达量比较 （n =6，x±s）

组别

RCC2 mimic组

mimic-NC组

RCC2 inhibitor组

inhibitor-NC组

对照组

F 值

P 值

RCC2

mRNA

1.41±0.39

1.12±0.34

0.23±0.05

1.09±0.23

1.05±0.34

67.020

0.000

SOX2

mRNA

2.34±0.78

1.45±0.32

0.26±0.07

1.42±0.30

1.38±0.39

83.541

0.000

PCNA

mRNA

1.28±0.32

1.04±0.24

0.19±0.06

1.01±0.26

0.96±0.35

42.650

0.000

Snail

mRNA

1.56±0.42

1.12±0.25

0.27±0.04

1.09±0.23

1.01±0.20

51.203

0.000

4

3

2

1

0

m
R
N
A
相

对
表

达
量

RCC2 SOX2 PCNA Snail

RCC2 mimic组
mimic-NC组
RCC2 inhibitor组
inhibitor-NC组
对照组

图1 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail mRNA

相对表达量比较 （n =6，x±s）

表4 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail蛋白

相对表达量比较 （n =6，x±s）

组别

RCC2 mimic组

mimic-NC组

RCC2 inhibitor组

inhibitor-NC组

对照组

F 值

P 值

RCC2蛋白

1.52±0.35

1.24±0.26

0.26±0.05

1.21±0.28

1.15±0.22

107.231

0.000

SOX2蛋白

2.36±0.72

1.52±0.23

0.24±0.04

1.49±0.26

1.28±0.22

63.574

0.000

PCNA蛋白

1.43±0.26

0.94±0.17

0.14±0.03

0.97±0.15

0.91±0.24

30.621

0.000

Snail蛋白

1.62±0.43

0.58±0.07

0.20±0.05

0.62±0.08

0.49±0.06

78.174

0.000

RCC2 SOX2 PCNA Snail

4

3

2

1

0

蛋
白

表
达

量

RCC2 mimic组
mimic-NC组
RCC2 inhibitor组
inhibitor-NC组
对照组

图2 各组细胞RCC2、SOX2、PCNA、Snail蛋白

相对表达量比较 （n =6，x±s）
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两比较结果：与 mimics-NC 组比较，RCC2 和野生

型 SOX2-wt 共转染组荧光素酶活性升高（t =5.819，

P =0.000）；而 mimics-NC 组与突变型 SOX2-mut 共

转染组荧光素酶活性比较，差异无统计学意义

（t =1.792，P =0.078）。

3 讨论

食管癌是多因素、多基因共同作用的结果，

病因和发病机制复杂。近年来，细胞周期及相关

信号通路调节蛋白在癌症方面的研究逐渐成为热

点。大量研究显示，细胞周期调节因子的功能缺

陷在食管癌发生、发展过程中起到重要作用[7]。

RCC2是一种通过相关信号通路参与细胞周期调控

的蛋白，目前发现其在多种肿瘤细胞生物学行为

中发挥作用，如沉默RCC2表达后，胃癌细胞增殖

能力受到抑制[8]。RCC2 可通过 MAPK/JNK 信号通

路，诱导肺癌细胞迁移，参与结肠癌细胞的上皮

间质化 （epithelial mesenchymal transition, EMT） 过

程[9]。还有研究发现，RCC2 在乳腺癌细胞中表达

上调，且能作用于整联蛋白黏附复合物参与细胞

迁移，提示RCC2在细胞增殖和信号传导过程中起

到一定作用[10]。本研究结果表明，食管癌小鼠食管

组织中 RCC2 表达高于正常小鼠，提示 RCC2 在食

管癌中表达上调。过表达 RCC2 后细胞增殖增加，

抑制 RCC2 表达后细胞增殖减少，提示 RCC2 可能

通过调控细胞周期，参与食管癌细胞增殖。

SOX2是转录因子SOX家族的成员，与靶基因

HMG结构域结合，参与调控胚胎发育、维持细胞

的干性和自我更新等过程[11]。上皮来源的恶性肿

瘤，如食管癌、肺癌、口腔癌、皮肤癌等，均可

见 SOX2 表达上调，提示 SOX2 可能与肿瘤 EMT 过

程有关[12]。还有研究发现，SOX2 通过调控胃癌细

胞周期，阻滞细胞凋亡，从而影响胃上皮细胞的

生长，并与胃癌临床预后不良有关[13]，提示 SOX2

可能通过调控肿瘤细胞周期，参与肿瘤进展。目

前发现 SOX2 的启动子区与 PCNA、Snail 存在多个

结合位点，其中PCNA是一种DNA聚合酶的辅助蛋

白，在细胞DNA复制过程不可或缺，其在细胞静

止期表达水平较低，G1 期开始增加，S 期达到峰

值，随后G2期明显下降，因此其表达水平能有效

评价肿瘤细胞 DNA 合成状态和细胞增殖动力水

平[14]。MO等[15]研究发现，SOX2能通过调控同样为

转录因子的 Snail，参与食管鳞癌的恶化。还有研

究发现，抑制SOX2表达后，胃癌细胞增殖能力受

限，PCNA蛋白表达水平明显下降[16]。与SOX2相同

的是，Snail 也是一种转录因子，是最早发现的

Snail 超家族成员，在食管癌、胃癌、结肠癌等多

种恶性肿瘤中表达上调[17]。Snail 是肿瘤细胞 EMT

过程的标志物之一，与肿瘤复发、转移密切相关。

相 关 研 究 发 现 ， SOX2 能 分 别 靶 向 作 用 PCNA、

Snail，增强小鼠成瘤能力，促进食管癌细胞的增殖

和自我更新[18]。本研究结果表明，RCC2与SOX2具

有靶向调控作用。过表达 RCC2 后，细胞中 SOX2

及 SOX2 靶基因 PCNA、Snail 相对表达量均明显升

高，反之降低，提示 RCC2 可靶向调控 SOX2 及其

靶基因，从而促进食管癌细胞增殖。相关研究发

现，胃癌细胞中 RCC2 过表达可抑制 SOX2 泛素化

过程，促进SOX2与其靶基因启动子区结合，增强

SOX2转录活性[19]。还有研究认为，在RCC2沉默的

肺癌细胞中过表达SOX2能正向调控细胞存活，拮

抗RCC2沉默对细胞增殖的抑制作用[20]，这可能是

RCC2通过调控SOX2的表达，促进肿瘤细胞增殖的

原因之一。

综上所述，RCC2、SOX2在食管癌细胞中均呈

高表达，且 RCC2 能通过上调 SOX2 及其靶基因的

表达，提高食管癌小鼠细胞增殖能力，进一步对

食管癌的进展产生影响。但RCC2调节信号通路众

多，可能有多种信号通路参与食管癌细胞增殖过

程，且目前尚不清楚 SOX2 与 RCC2 靶基因启动子

区结合的作用机制。
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