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[摘 要] 目的：探讨 ezrin增强子敲除对食管癌Eca-109细胞 ezrin基因表达、细胞增殖和迁移的影响。方法：将靶向 ezrin增强

子上、下游的CRISPR/Cas9重组质粒共转染食管癌Eca-109细胞，经嘌呤霉素筛选，获得敲除 ezrin增强子的细胞株Eca-C2。用

qPCR和Western blotting分别检测敲除 ezrin增强子的Eca-C2细胞中 ezrin mRNA和蛋白的表达，用蛋白芯片技术检测MAPK通

路相关蛋白的表达，用WST-1法和细胞划痕愈合实验分别检测 ezrin增强子敲除对Eca-C2细胞增殖和迁移能力的影响。结果：
成功构建稳定敲除 ezrin增强子的食管癌细胞株Eca-C2；与对照细胞相比，ezrin增强子敲除细胞 ezrin mRNA和蛋白的表达水平

均明显降低（均P＜0.05）。Eca-C2 细胞中 17种被检测的MAPK通路相关蛋白中有 9种（AKT、CREB、GSK3b、MKK6、mTOR、

P38、P53、P70S6K和RSK1）表达下调，ezrin增强子敲除后细胞的增殖和迁移能力受到明显抑制（均P＜0.05）。结论：在人食管癌

Eca-109细胞中，敲除ezrin增强子可明显抑制细胞的增殖和迁移。
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Ezrin enhancer knockout inhibits the proliferation and migration of human
esophageal carcinoma Eca-109 cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of ezrin enhancer knockout on ezrin gene expression, cell proliferation and migration

of human esophageal carcinoma Eca-109 cells. Methods: The CRISPR/Cas9 recombinant plasmids targeting upstream/downstream of

human ezrin enhancer were co-transfected into human esophageal carcinoma Eca-109 cells, and the cell line Eca-C2 with ezrin enhanc-

er knockout was screened by purinomycin. Then the expression levels of ezrin mRNA and protein in Eca-C2 cells were detected by Re-

al-time quantitative PCR (qPCR) and Western blotting, respectively; The expression levels of MAPK-pathway-related proteins were de-

tected by protein array technology; and the effects of ezrin enhancer knockout on the proliferation and migration of Eca-C2 cells were

analyzed by WST-1 method and wound-healing assay, respectively. Results: The human esophageal carcinoma cell line Eca-C2 with

stable ezrin enhancer knockout was established successfully. Compared with control cells, the mRNA and protein expressions of ezrin

in Eca-C2 cells were significantly reduced (all P<0.05). Among the 17 detected MAPK pathway related proteins in Eca-C2 cells, 9 pro-

teins (AKT, CREB, GSK3b, MKK6, mTOR, P38, P53, P70S6K and RSK1) were down-regulated, and the cell proliferation and migra-

tion were significantly inhibited (all P<0.05). Conclusion: ezrin enhancer knockout can significantly inhibit the cell proliferation and

migration of human esophageal carcinoma Eca-109 cells.
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Ezrin蛋白是埃兹蛋白、根蛋白、膜突蛋白（ezrin-

Radixin-Moesin，ERM）家族成员之一，主要参与上皮

细胞中细胞骨架与细胞膜之间的连接，具有维持细

胞形态和运动[1]、连接黏附分子[2]及调控信号转导[3]等

功能。近年来的研究[4-6]发现，ezrin基因在包括食管

癌在内的多种肿瘤中存在异常表达现象，其表达上

调与肿瘤细胞的迁移、侵袭相关。课题组既往采用

双荧光素酶报告基因检测系统研究[7-9]发现，在人 ez-

rin基因编码区上游的增强子序列（ezrin-1 541/-706）

具有转录调控作用，有望成为肿瘤生物治疗的有效

靶点。人 ezrin增强子为非转录区域，不能用传统的

RNA干扰方法进行研究。近年来逐渐发展完善的成

簇规律间隔短回文重复系统（clustered regularly inter-

spaced short palindromic repeats / CRISPR-associated

protein 9，CRISPR/Cas9）基因编辑技术[10]可以在细胞

内对目标序列进行定向切除或插入，为研究增强子

功能提供了有效可行的方法。本课题前期实验已构

建了一系列分别靶向 ezrin 增强子及其关键区域的

CRISPR/Cas9表达载体[11]，本研究基于CRISPR/Cas9

技术敲除食管癌细胞 ezrin增强子，观察增强子敲除

对食管癌Eca-109细胞ezrin基因表达和细胞增殖、迁

移的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株、质粒与主要试剂

人食管癌细胞株Eca-109购自凯基生物公司，大

肠杆菌感受态细菌DH5α由本实验室保存。

CRISPR/Cas9重组质粒pX459-sgRNA-L1、pX459-

sgRNA-L2、pX459-sgRNA-R1和pX459-sgRNA-R2由

本实验室构建，其中 pX459 -sgRNA-L1 和 pX459 -

sgRNA-L2表达gRNA-L1和gRNA-L2，分别靶向ezrin

增强子（-1 541/-706）上游的2个位点ezrin-1541/-1522

（CAAACGTGCCACTTAACCAG）和ezrin-1673/-1654

（CCAAAGTATGTGTTTTGTGT）；pX459-sgRNA-R1

和pX459-sgRNA-R2表达gRNA-R1和gRNA-R2，分

别靶向 ezrin 增强子下游的 2 个位点 ezrin-723/-704

（TCGGCTTCTCACGGGCTTCC）和 ezrin - 714/- 695

（CACGGGCTTCCTGGCAGCCC）。

胎牛血清、DMEM 培养基和 Opti-MEM 培养基

购自Gbico公司，质粒提取及 PCR纯化回收试剂盒

购自 Axygen 公司，转染试剂 Lipofectamine™ 3000

购自 Invitrogen公司，pMD18-T载体、T4 DNA连接

酶、RNAiso、PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA

Eraser 试剂盒、SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ荧光定量

RT-PCR 试剂盒、Premix WST-1 细胞增殖检测试剂

盒、BCA蛋白浓度测量试剂盒购自TaKaRa公司。引

物合成和测序由Lifetech公司完成。抗 ezrin 单克隆

抗体（3C12, mouse Mab MS-661-P）、抗β-actin单克隆

抗体（mouse IgG1 isotype，clone AC-15）、羊抗鼠 IgG-

HRP（sc-2031）和化学发光试剂购自Santa Cruz公司，

信号通路分子筛选用 AAH -MAPK-1 试剂盒购自

RayBiotech公司。细胞划痕愈合实验专用培养插件

（culture insert）购自 ibidi公司。

1.2 细胞培养和质粒转染

人食管癌Eca-109细胞在含 10%灭活胎牛血清

的DMEM培养基中贴壁生长，用 0.25%胰蛋白酶和

0.02%EDTA消化细胞，进行传代培养。将对数生长

期的细胞消化接种到 6 孔板中，次日细胞汇合率

60%~80%时即可用于转染。将CRISPR/Cas9重组质

粒 pX459-sgRNA - L1、pX459 - sgRNA-L2、pX459 -

sgRNA-R1 和 pX459-sgRNA-R2 共转染至 Eca-109

细胞，转染步骤参照Lipofectamine™ 3000转染试剂

说明进行。48 h后，将终质量浓度为 5 μg/ml的嘌呤

霉素加入到细胞培养液中进行筛选。72 h后，更换正

常培养基，待细胞长到 20%~30%汇合度时进行第 2

次筛选，直至细胞在嘌呤霉素中能形成单细胞克隆。

1.3 ezrin增强子敲除的食管癌细胞株的测序鉴定

选取 10个单细胞克隆，提取基因组DNA，以表 1

中的序列F-EZR-L1和R-EZR-R1为引物进行第一轮

PCR，以 F-EZR-L2 和 R-EZR-R2 为引物进行巢式

PCR，反应条件：94℃ 1 min；40×（98 ℃ 10 s，58 ℃ 15

s，68 ℃ 90 s）；68 ℃ 5 min。将获得的巢式PCR产物

直接进行测序，根据测序结果选择单克隆细胞株做

进一步亚克隆测序分析。在已经测序鉴定的已敲除

ezrin增强子的单细胞克隆中选取一个进行 ezrin基

因表达、细胞增殖和迁移能力检测。本研究中，将ez-

rin增强子敲除细胞株命名为Eca-C2。

表1 PCR引物序列

Tab. 1 Sequences of primers used for PCR

Primer name

F-EZR-L1

F-EZR-L2

R-EZR-R1

R-EZR-R2

F-EZR-RT

R-EZR-RT

F-GAPDH-RT

R-GAPDH-RT

Primer sequence（5 ′→3 ′）

TCTGGTCTCAACCTTTAG

TTGTAACACACTGATTGC

CAGCGGAGAGAGGCGGAG

CAGGAGGAACACCTAGGAG

AGCGCATCACTGAGGCAGAG

GCCGCAGCGTCTTGTACTTG

GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

TGGTGAAGACGCCAGTGGA

1.4 qPCR法检测食管癌Eca-C2细胞 ezrin mRNA的

表达

RNAiso 试剂提取细胞总 RNA，参照 Prime-
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ScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser试剂盒说明

书进行gDNA的去除以及 cDNA的逆转录。qPCR反

应采用荧光染料法。配制SYBR® Premix Ex TaqTM反

应液，在 qPCR 仪上进行 Three Step with Melt 反应，

PCR反应条件为 94 ℃ 10 s；40×（94 ℃ 5 s，56 ℃ 20

s，72 ℃ 20 s）。Melt反应采用默认值。内参照基因

选择GAPDH基因。利用系统软件进行标准曲线、溶

解曲线及样品mRNA含量分析。qPCR所用引物 F-

EZR-RT/R-EZR-RT 和 F-GAPDH-RT/R-GAPDH-RT

序列见表1。

1.5 Western blotting 法检测食管癌 Eca-C2 细胞中

ezrin蛋白的表达

提取细胞总蛋白，利用BCA蛋白浓度测量试剂

盒测定蛋白含量。取 25 μg细胞总蛋白提取物进行

12%SDS-PAGE，将蛋白电转至 PVDF膜上，5％脱脂

奶粉封闭40 min；加入抗 ezrin（1∶500）和β-actin抗体

（1∶1 000），室温孵育 40 min，PBST（10 mmol/L，pH

7.2~7.4，0.05% tween 20）洗膜 2次，PBS洗 1次；再加

入对应二抗羊抗鼠 IgG-HRP（1∶1 000），室温孵育 40

min，PBST 洗膜 2 次，PBS 洗 1 次；最后加入 Western

blotting化学发光试剂，进行蛋白成像分析以及灰度

值分析。

1.6 膜蛋白芯片检测食管癌细胞的MAPK信号通路

相关蛋白的表达

收集对数生长期食管癌 Eca-109 和 Eca-C2 细

胞，提取细胞总蛋白，利用BCA蛋白浓度测量试剂盒

测定蛋白含量，膜芯片蛋白上样终质量浓度为 500

μg/ml。膜蛋白芯片的封闭和孵育参照AAH-MAPK-1

试剂盒说明书进行。将与检测液作用后的膜蛋白芯

片置于 ImageQuant LAS4000化学发光成像分析系统

中，扫描参数设置为高分辨率，采用仪器自带分析软

件提取数据，采用AAH-MAPK-1的数据分析软件进

行数据分析。

1.7 水溶性四氮唑盐（WST-1）法检测食管癌Eca-C2

细胞的增殖能力

将处于对数生长期、细胞密度5×104个/ml的食管

癌 Eca-109 和 Eca-C2 细胞，分别接种至 96 孔板中

（100 μl/孔），每组实验设计 4个平行孔，在 37 ℃、5%

CO2培养箱孵育 72 h。其间每隔 12 h向每孔加入 10

μl的 Premix WST-1试剂，继续培养 4 h，通过酶标仪

在 440 nm波长处读取光密度（D）值，以时间（t）为横

坐标，以D值为纵坐标绘制细胞的增殖曲线。实验重

复3次。

1.8 细胞划痕愈合实验检测食管癌细胞的迁移能力

将对数生长期食管癌Eca-109和Eca-C2细胞分

别接种至划痕愈合实验专用培养插件Culture-Insert

4 Well（7×105个/孔）中，置 37 ℃、5% CO2细胞培养箱

中培养，待细胞完全贴壁且均匀铺满时，移除插入元

件形成细胞间隙，更换培养基继续培养，分别于 0、

24、48和 72 h在倒置光学显微下（×100）观察细胞的

迁移情况并拍照。用 Image J软件测量4个位点划痕

宽度，计算划痕愈合率。划痕愈合率（%）=［（0 h划痕

宽度－检测时间划痕宽度）/0 h划痕宽度］× 100%。

实验重复 3 次。

1.9 统计学处理

应用GraphPad Prism 7.0软件，计量资料以 x̄±s

表示，两组间数据比较采用 t检验。以P<0.05或P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建稳定敲除 ezrin增强子的食管癌细胞

株Eca-C2

将 CRISPR/Cas9 表达载体 pX459-sgRNA-L1、

pX459-sgRNA - L2、pX459-sgRNA-R1 和 pX459-

sgRNA-R2共转染食管癌Eca-109细胞，经嘌呤霉素

筛选得到单细胞克隆 Eca-C2，Eca-C2 细胞基因组

DNA PCR扩增产物电泳结果见图 1A。PCR引物位

于 ezrin增强子的上、下游，预计未敲除和敲除 ezrin

增强子的扩增片段分别约为 1 300 bp和 450 bp。图

1A显示，Eca-C2基因组DNA扩增结果与预计敲除

ezrin增强子的扩增结果一致。进一步对PCR扩增产

物进行亚克隆测序分析，Eca-C2的部分测序结果见

图1B，实线框和虚线框内分别为gRNA-L2和gRNA-

R2靶位点序列的残存部分。Eca-C2与Eca-109细胞

的序列比对分析见图 1C，图中实线框和虚线框内分

别为gRNA-L2和gRNA-R2靶位点序列。与Eca-109

细胞相比，Eca-C2 缺失 958 bp，位于 CRISPR/Cas9

表达载体的上游 gRNA-L2和下游 gRNA-R2靶位点

之间，缺失片段为ezrin基因-1 670/-698，包含ezrin增

强子-1 741/-706序列。由此可见，转染靶向 ezrin增

强子上、下游的CRISPR/Cas9重组质粒，在预定位点

对食管癌细胞基因组DNA进行的切割，实现人 ezrin

增强子的靶向敲除，证实Eca-C2为敲除 ezrin增强子

的食管癌细胞株。

2.2 ezrin增强子敲除下调食管癌Eca-C2细胞中 ez-

rin mRNA和蛋白的表达

qPCR检测结果（图 2A）显示，敲除 ezrin增强子

的食管癌Eca-C2细胞中 ezrin mRNA表达水平显著

低于未敲除对照组（t=4.708，P<0.05）。Western blot-

ting检测结果（图2B）显示，ezrin增强子敲除后，食管

癌细胞中 ezrin蛋白表达水平也低于对照组（t=15.46，

P<0.05）。由此可见，ezrin 增强子敲除下调食管癌
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Eca-C2细胞中ezrin mRNA和蛋白表达水平。

A: The agarose gel electrophoresis photograph of PCR amplification product; B: The sequencing profile of Eca-C2 subclone;

C: Sequence alignment between Eca-109 and Eca-C2 cells

图1 食管癌Eca-C2细胞中ezrin增强子敲除的鉴定

Fig. 1 Identification of esophageal carcinoma cell line Eca-C2 with ezrin enhancer knockout

*P＜0.05 vs Eca-109 cells

图2 Ezrin增强子敲除对食管癌Eca-C2细胞

ezrin mRNA（（A））和蛋白（（B））表达的影响

Fig.2 Effects of ezrin enhancer knockout on expression of

ezrin mRNA (A) and protein (B) in esophageal carcinoma cells

2.3 ezrin增强子敲除对食管癌Eca-C2细胞MAPK

信号通路蛋白分子表达的影响

蛋白芯片成像扫描分析结果（图3）显示，在 ezrin

增强子敲除食管癌Eca-C2细胞中表达下调的MAPK

通路相关蛋白主要有 9种：AKT（P-S473）、CREB（P-

S133）、GSK3b（P -S9）、MKK6（P - S207）、mTOR（P-

S2448）、P38（P-T180/Y182）、P53（P-S15）、P70S6K（P-

T421/S424）和RSK1（P-S380）；表达水平无明显差异

的有 8种：ERK1/2、GSK3a（P-S21）、HSP27（P-S82）、

JNK（P-T183）、MEK（P-S217/221）、MKK3（P-S189）、

MSK2（P-S360）和RSK2（P-S386）。结果表明，ezrin

增强子敲除能够下调食管癌 Eca-C2细胞中MAPK

通路相关的9种蛋白分子表达。

2.4 ezrin增强子敲除抑制食管癌Eca-C2细胞的增殖

WST-1法检测结果（图4）显示，敲除ezrin增强子

的Eca-C2细胞的增殖速率在细胞培养 24、36、48、60

和 72 h 时均显著低于对照组（t=8.818，9.198，11.49，

10.58，10.09；均P<0.05）。结果表明，ezrin增强子敲

除抑制食管癌细胞的增殖。

2.5 ezrin增强子敲除抑制食管癌Eca-C2细胞的迁移

细胞划痕愈合实验检测结果（图 5）显示，24、48

和 72 h时，敲除 ezrin增强子的Eca-C2细胞的迁移率

明显低于对照组 Eca - 109 细胞（t=3.562，8.184，

10.800；均P<0.05）。结果表明，ezrin增强子敲除可抑

制食管癌Eca-C2细胞的迁移。

3 讨 论

ezrin基因在多种肿瘤细胞中高表达，采用RNA

干扰的方法[12]，直接作用于基因的转录产物mRNA，

能够暂时下调 ezrin基因表达。然而，对于肿瘤的生

物治疗，最有效的措施是找到可调控的靶点，从根本

上稳定控制基因表达。增强子对基因表达具有转录

调控作用，理论上，降低增强子活性或敲除增强子可

以下调基因表达。在前期明确 ezrin增强子序列的基

础上[7-9]，本研究采用CRISPR/Cas9基因编辑技术，敲

除食管癌细胞中 ezrin增强子，检测其对 ezrin基因表

达的影响。CRISPR/Cas9 系统借鉴细菌的防御策

略[10]，由导向 RNA（guide RNA，gRNA）寻找特定的

DNA序列，然后利用Cas9核酸内切酶对靶DNA进行

切割，造成双链断裂，在细胞的重组修复机制下，实

现DNA缺失突变[13]。目前，CRISPR/Cas9技术已广

泛应用于癌症研究中，包括建立基因突变的癌症模

型、研究癌症发生的机制、筛查与肿瘤细胞转移相关

的基因和癌症治疗等[14]。为了提高基因敲除效率，本

研究针对 ezrin增强子序列，在其上、下游各设计2个
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靶位点，共转染 4个CRISPR/Cas9表达载体，其表达

产物 gRNA分别靶向 ezrin增强子上游的 2个靶位点

和下游的2个靶位点。经筛选鉴定，最终获得稳定敲

除人 ezrin增强子的食管癌细胞株Eca-C2，突变细胞

株中ezrin基因的mRNA和蛋白表达水平明显低于未

敲除ezrin增强子的细胞株Eca-109。

*P<0.05, **P<0.01 vs Eca-109 group

A: Array membrane scanning pattern; B: Array map; C: Pixel density analysis of MAPK pathway protein expression

图3 ezrin增强子敲除对食管癌Eca-C2细胞MAPK通路蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of ezrin enhancer knockout on the expression of MAPK pathway related proteins

in esophageal carcinoma Eca-C2 cells

*P<0.05 vs Eca-109 cells

图4 敲除ezrin增强子抑制食管癌Eca-C2细胞的增殖

Fig.4 Proliferation of esophageal carcinoma Eca-C2 cells

was inhibited by ezrin enhancer knockout

大多数肿瘤细胞具有较强的细胞增殖和迁移能

力，食管癌细胞 ezrin基因高表达与细胞增殖、移动侵

袭和肿瘤分化程度有关[15-16]。本研究采用WST-1法

检测 ezrin增强子敲除对食管癌细胞增殖的影响，结

果发现，敲除 ezrin增强子的食管癌细胞增殖能力明

显降低。WST-1是一种类似于MTT的化合物，在电

子耦合试剂存在的情况下，可以被线粒体内的一些

脱氢酶还原生成橙黄色的甲臜，用于细胞增殖检测

和细胞毒性分析[17]。与MTT不同的是，WST-1经还

原产生的甲臜是水溶性的，不需溶解可以直接检测，

而且 WST-1 法检测的线性范围更宽、灵敏度更高。
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本研究采用细胞划痕愈合实验检测 ezrin增强子敲除

对食管癌细胞迁移能力的影响，实验结果显示，敲除

ezrin 增强子的食管癌细胞的迁移能力降低。这与

RNA干扰ezrin基因表达抑制食管癌细胞增殖和移动

侵袭的研究结果相一致[15]。肿瘤的发生、发展和预后

与细胞信号转导异常直接相关，丝裂原活化蛋白激

酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）是细胞

内重要的信号转导系统，参与调控细胞的增殖、分

化、迁移和凋亡等一系列生理过程。本研究采用膜

蛋白芯片检测 ezrin增强子敲除对食管癌细胞MAPK

通路相关蛋白表达的影响，初步发现有 9种蛋白在

ezrin 增强子敲除食管癌细胞中表达下调，其中，

CREB[18]、mTOR[19]、P70S6K[20]、GSK3b[21]在食管鳞癌

中存在高表达，与癌症的发生、发展有关。研究[18]显

示，下调CREB表达可有效降低体外和体内食管癌细

胞的增殖、诱导凋亡、抑制细胞迁移和侵袭。mTOR

及其下游关键因子P70S6K与肿瘤浸润深度、TNM分

期、分化程度和淋巴结转移等密切相关，作为食管鳞

癌早期诊断和判断预后的辅助指标[19-20]。Ezrin增强

子敲除所导致的表达下调蛋白在MAPK错综复杂信

号网络中是如何相互联系的、对食管癌细胞的增殖

和迁移有何影响以及其作用机制，还需要进一步

研究。

*P<0.05 vs Eca-109 cells

图5 敲除ezrin增强子抑制食管癌Eca-C2细胞的迁移能力（（×100））

Fig.5 Migration ability of esophageal carcinoma cells was inhibited by ezrin enhancer knockout (×100)

综上所述，本研究基于CRISPR/Cas9技术构建敲

除 ezrin增强子的食管癌细胞株Eca-C2，发现敲除增

强子的食管癌细胞 ezrin 蛋白表达量降低，CREB、

mTOR、P70S6K、GSK3b等MAPK通路蛋白分子表达

水平下调，细胞的增殖和迁移能力降低，证实了 ezrin

增强子对基因具有表达调控作用，增强子通过调控

ezrin基因表达进而影响食管癌细胞的增殖和迁移能

力。后续工作将在本研究的基础上，检测敲除 ezrin

增强子对食管癌细胞凋亡及裸鼠体内致瘤性的影

响，为评价 ezrin增强子作为肿瘤生物治疗靶点的可

行性提供实验依据。
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