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[摘 要] 目的：探讨具有 IQ结构域的GTP激酶活化蛋白 1（Ras GTPase-activating-like protein, IQGAP1）在食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）组织与细胞中的表达及其对TE-2细胞增殖及侵袭能力的影响。方法: 收集2015年

1月至2016年12月郑州大学附属肿瘤医院125例ESCC手术切除的癌及癌旁组织标本，以及ESCC细胞系TE-2、TE-3、ECA109和

正常食管上皮细胞株Het-1A。用免疫组化染色法检测癌组织中 IQGAP1的表达，分析其表达水平与临床病理特征的关系；用qP-

CR和Western blotting检测ESCC细胞中 IQGAP1 mRNA和蛋白的表达。用 si-IQGAP1（阳性转染组）、si-CTRL（阴性对照组）质粒

转染TE-2细胞，用MTT法、Transwell小室法和Western blotting分别检测沉默 IQGAP1对TE-2细胞增殖、侵袭能力以及上皮钙黏

蛋白和神经钙黏蛋白表达的影响。结果: IQGAP1在ESCC组织中的阳性表达率明显高于癌旁组织（P<0.05），其高表达与肿瘤

分期和分级密切相关（均P<0.05）；IQGAP1 mRNA和蛋白在TE-2、TE-3、ECA109细胞中表达水平显著高于Het-1A细胞（均P<

0.05）。沉默 IQGAP1后，与阴性对照组和空白组比较，阳性转染组TE-2细胞中 IQGAP1 mRNA及蛋白的表达水平明显下降（均P

<0.05）；细胞的增殖和侵袭能力显著降低（均P<0.05），上皮钙黏蛋白表达水平升高（P<0.05），神经钙黏蛋白表达水平下降（P<

0.05）。结论: IQGAP1在ESCC组织中高表达，敲减 IQGAP1可抑制ESCC细胞的增殖和侵袭能力，其在ESCC的发生发展过程

中起重要的作用。
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Expression of IQGAP1 in esophageal squamous cell carcinoma and its effect on
malignant biologic behaviors of TE-2 cells
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[Abstract] Objective: To explore the expression of IQGAP1 (Ras GTPase-activating-like protein containing IQ domain) in esophageal

squamous cell carcinoma (ESCC) tissues and cell lines and its effect on the proliferation and invasion of TE-2 cell. Methods: Totally

125 pairs of cancer tissues and para-cancerous tissues from ESCC patients, who underwent surgical resection in Affiliated Tumor Hospi-

tal of Zhengzhou University from January 2015 to December 2016, were included in this study; in addition, ESCC cell lines (TE-2, TE-

3, ECA109) and normal esophageal epithelial cell line Het-1A were also collected. The expression of IQGAP1 was detected by immu-

nohistochemical staining and its relationship with cliniopathological features was also analyzed. IQGAP1 mRNA and protein expres-

sions in ESCC cell lines were detected by Real-time quantitative PCR (qPCR) and Western blotting, respectively. TE-2 cells were trans-

fected with si-IQGAP1 (positive transfection group) and si-CTRL (negative control group) plasmids, and the effects of IQGAP1 silenc-

ing on the proliferation and invasion of TE-2 cells were detected by MTT and Transwell assay. The expressions of E-cadherin and N-

cadherin were detected by Western blotting. Results: The positive expression rate of IQGAP1 in ESCC tissues was significantly higher

than that in para-cancerous tissues (P<0.05), which was closely related to tumor stage and histologic grade (all P<0.05). The mRNA and

protein expressions of IQGAP1 in TE-2, TE-3 and ECA109 cells were significantly higher than those in Het-1A cells (all P<0.05). After
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IQGAP1 was silenced, compared with the negative control group and the blank group, the expression of IQGAP1 mRNA and protein in

the positive transfection group significantly decreased (all P<0.05); the proliferation and invasiveness of TE-2 cells significantly de-

creased (all P<0.05); E-cardherin was up-regulated while N-cardherin was down-regulated (all P<0.05) in the positive interference

group. Conclusion: IQGAP1 is highly expressed in ESCC tissues, and si-IQGAP1 can inhibit the proliferation and invasion of TE-2

cells, which plays an important role in the occurrence and development of ESCC.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma; TE-2 cell; IQGAP1; siRNA; proliferation; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(1): 73-78. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.01.012]

食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carci-

noma，ESCC）是一种常见的上消化道恶性肿瘤，其发

病率和病死率分列中国恶性肿瘤的第 3 位和第 4

位[1]。近年来手术切除与辅助性放化疗相结合的治

疗手段在一定程度上改善了ESCC患者的预后效果，

但对于确诊时病程已进展至中晚期且伴发淋巴结转

移和远处转移的患者，术后 5 年生存率只有 18%~

47%[2]，因此迫切需要有效的生物标志物用于ESCC

的早期诊断和预测复发转移。具有 IQ结构域的GTP

激酶活化蛋白 1（IQ motif containing GTPase activat-

ing protein 1, IQGAP1）是一种含多种结构域的支架

蛋白，通过与多种蛋白相结合参与调控细胞间黏附、

细胞骨架、定向迁移及转录等基本的细胞活动[3]。研

究[4-6]发现，IQGAP1过表达与肝细胞癌、胃癌、前列腺

癌等肿瘤的发生发展、侵袭转移密切相关，然而

IQGAP1表达水平与ESCC的关系研究目前还鲜有报

道。本课题通过检测 ESCC 组织和细胞中 IQGAP1

mRNA和蛋白的表达，探讨其表达水平与患者临床

病理特征的关系以及沉默IQGAP1对ESCC细胞TE-2

增殖和侵袭能力的影响及可能的作用机制。

1 资料与方法

1.1 组织标本

选取 2015年 1月至 2016年 12月于郑州大学附

属肿瘤医院行ESCC根治术的 125例患者的癌及相

应癌旁组织标本石蜡切片，其中男性 68例、女性 57

例，年龄42~76岁，中位年龄61岁。所有患者术前均

未接受放化疗，术后病理结果均经2名以上病理科医

师确认，且都有完整的临床病例资料。

1.2 细胞株及主要试剂

人 ESCC 细胞系 TE-2、TE-3、ECA109 以及正常

食管上皮细胞株Het-1A购自上海博谷生物公司。细

胞用含 10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养液，置于

37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。

胎牛血清（FBS）、RPMI1640培养基、Transwell小

室、RNA提取试剂TRIzol、Real-time PCR试剂盒均购

自美国Gibco公司，免疫组织化学试剂盒及DAB显

色试剂盒购自福州迈新生物公司，MTT、DMSO购自

美国Sigma-Aldrich公司，IQGAP1、神经钙黏蛋白（N-

cadherin）、上皮钙黏蛋白（E-cadherin）和 GAPDH 抗

体均购自美国 Santa Cruz 公司，转染试剂 Lipo-

fectamineTM2000购自 Invitrogen公司。

1.3 免疫组化染色法检测 ESCC 组织中 IQGAP1

表达

ESCC 组织石蜡块 4 μm 连续切片，S-ABC 法染

色；二甲苯脱蜡，乙醇水化后行抗原修复，4% H2O2阻

断10 min，5% BSA于37 ℃封闭1 h，滴加 IQGAP1兔

抗人多克隆抗体（1∶500）4 ℃过夜。生物素化抗兔二

抗（1∶300）孵育1 h后，加入新鲜配置的DAB液显色，

苏木精复染后树胶封片观察染色情况。光镜下

（×200）视野下，随机选择 5 个视野进行拍照。结

果判定参照文献[7]的标准，综合染色强度和阳性细

胞数的百分比进行半定量处理：无染色（-）为0分，染

色弱（+）为1分，染色强呈棕黄色（􀳥）为2分，染色很

强呈深棕色（􀳦）为 3 分；阳性细胞数 0%~4.9% 为 0

分，5.0%~24.9%为1分，25.0%~49.9%为2分，50.0%~

74.9%为3分，≥75.0%为4分。两项计分的乘积<4为

IQGAP1蛋白阴性表达，≥4为 IQGAP1阳性表达。实

验重复3次。

1.4 qPCR法检测ESCC细胞中 IQGAP1 mRNA表达

根据TRIzol操作说明书提取细胞总RNA。按照

逆转录试剂盒说明书，以提取的总RNA为模板进行

逆转录反应，合成 cDNA。PCR引物由上海生物工程

有限公司设计并合成。引物序列：IQGAP1正义链为

5’-AGAACGTGGCTTATGAGTACCT-3’；β-actin 正

义链为5’-CATTAAGGAGAA GCTGTGCT-3’。PCR

反应条件：逆转录反应42 ℃ 60 min, 70 ℃ 10 min, 冰

上降温，PCR初始变性 95 ℃ 5 min，然后 94 ℃ 30 s、

72 ℃ 20 s、65 ℃延伸 30 s，共 40次循环。采用 2-ΔΔCt

（RQ）法计算 IQGAP1 mRNA的相对含量。实验重复

3次。

1.5 细胞转染与分组

将TE-2细胞分为阳性转染组（转染 si-IQGAP1）、

阴性对照组（转染 si-CTRL）和空白组。si-IQGAP1正

义链为 5’-GCCCACUUAAGCAUCAUUATT-3’，si-

CTRL 正 义 链 为 5’- UUCUCCGAACGUGUCAC-

GUTT-3’，均由上海吉凯基因化学技术有限公司合

成。按照转染说明书使用Lipofectamine™ 2000转染
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siRNA，转染后将培养板置于37 ℃、5% CO2培养箱孵

育 24~72 h，在荧光显微镜下观察阳性转染细胞数并

计算细胞转染效率，确定转染效率最高时间点。

1.6 Western blotting检测沉默 IQGAP1对TE-2细胞

IQGAP1、上皮钙黏蛋白和神经钙黏蛋白表达的影响

收集细胞并用细胞裂解液裂解提取细胞总蛋

白，取 50 μg蛋白进行 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳 1.5

h，然后将蛋白转移到PVDF膜上，1% BSA封闭过夜，

加入 IQGAP1（1∶5 000）、上皮钙黏蛋白（1∶500）、神经

钙黏蛋白（1∶500）、GAPDH一抗（1∶1 000）37 °C孵育

2 h，TBST漂洗后加入羊抗鼠二抗（1∶1 000）37°C孵

育 1 h，将 PVDF膜浸于 1 ml显色液中避光约 10 min

后观察结果，用凝胶图像处理系统分析目标条带灰

度值和计算蛋白相对含量。实验重复3次。

1.7 MTT 法检测沉默 IQGAP1 对 TE-2 细胞增殖能

力的影响

将 200 μl密度为 5×104/ml的细胞悬液加入 96孔

板中，分别于培养24、48、72 h后加入20 μl（5 mg/ml）

的MTT液，继续培养 4 h后弃去上清液，加入 200 μl

DMSO，振荡 10 min使结晶充分溶解，于酶标仪上测

定490 nm处的光密度（D）值。实验重复3次。

1.8 Transwell小室法检测沉默 IQGAP1对TE-2细胞

侵袭能力的影响

紫外线照射消毒Transwell板，下室加入含趋化

因子的细胞培养液，阳性转染组、阴性对照组及空白

组细胞调整密度为5×104/ml，接种于含人工基底膜的

Transwell小室并套入下室，37 °C培养箱孵育 24 h。

取出上室，吸弃残夜。在上室中添加 70%甲醛固定

30 min，常规结晶紫染色，在高倍镜视野下计数小室

面细胞数即为穿透细胞数。实验重复3次。

1.9 统计学处理

应用SPSS17.0软件对数据进行统计学分析。计

量资料以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间均

数差异的比较采用单因素方差分析；用秩和检验分

析 IQGAP1表达水平与临床病理特征的关系。以P<

0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 IQGAP1在ESCC组织中的表达及其与ESCC临

床病理特征的关系

免疫组化染色结果（图 1）显示，IQGAP1定位于

肿瘤组织的细胞质内，被染成深黄色和棕黄色，而在

癌旁组织中不表达或弱阳性表达。125例ESCC组织

中 IQGAP1阳性表达率明显高于癌旁组织（P<0.01）。

分析 IQGAP1 表达与 ESCC 患者临床病理特征

的关系（表1）发现，其高表达与肿瘤病理分期和组织

学分级密切相关（均P<0.05），而与性别、年龄、有无

淋巴结转移及远处转移无相关性（均P>0.05）。

图1 IQGAP1在ESCC癌组织（（A））及癌旁组织（（B））的

表达（免疫组化染色，×200））

Fig.1 Expression of IQGAP1 in the cancerous (A) and para-

cancerous tissues of ESCC patients

（（Immunohistochemical staining, ×200））

2.2 IQGAP1 mRNA在ESCC细胞中高表达

qPCR检测结果（图 2）显示，IQGAP1 mRNA在

TE-2、TE-3、ECA109细胞中表达水平显著高于Het-

1A细胞（均P<0.01），以TE-2细胞表达水平最高（P<

0.01）。

2.3 沉默 IQGAP1后 TE-2细胞 IQGAP1 mRNA和蛋

白表达水平显著下降

qPCR检测结果（图3A）显示，转染 si-IQGAP1后，

阳性转染组TE-2细胞IQGAP1 mRNA表达水平显著低

于阴性对照组及空白组（均P<0.01）。Western blotting

检测结果（图3B）显示，阳性转染组TE-2细胞 IQGAP1

表达水平显著低于阴性对照组及空白组（均P<0.01）。

阴性对照组与空白组细胞 IQGAP1 mRNA及蛋白表达

水平比较差异无统计学意义（均P>0.05）。结果表明，

si-IQGAP1成功转染至TE-2细胞。

2.4 沉默 IQGAP1后TE-2细胞的增殖能力显著下降

MTT法检测结果（表2）显示，转染24~72 h后，阳

性转染组 TE-2 细胞的增殖能力显著低于阴性对

照组和空白组（均 P<0.05），而阴性对照组与空白

组间差异无统计学意义（均P>0.05）。结果表明，沉

默 IQGAP1 表达可显著抑制 ESCC 细胞的增殖

能力。

2.5 沉默 IQGAP1后TE-2细胞的侵袭能力显著下降

Transwell小室法检测结果显示，阳性转染组细

胞的穿膜细胞数明显低于阴性对照组和空白组

[（49.7±6.7）vs（113.7±5.7）、（112.0±12.5）个，均 P<

0.01]，而阴性对照组和空白组之间穿膜细胞数差异

无统计学意义（P>0.05）。

2.6 沉默 IQGAP1 后 TE-2 细胞上皮钙黏蛋白高表

达、神经钙黏蛋白低表达

Western blotting检测结果（图 4）显示，阳性转染
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组细胞中上皮钙黏蛋白表达水平显著高于阴性对照

组和空白组 [（0.58 ± 0.08）vs（0.24 ± 0.04）、（0.23 ±

0.06），均P<0.01]，神经钙黏蛋白表达水平显著低于

阴性对照组和空白组[（0.27±0.04）vs（0.59±0.02）、

（0.60±0.02），均P<0.01]，而阴性对照组和空白组之间

差异无统计学意义（P>0.05）。

表1 IQGAP1表达水平与ESCC患者临床病理特征的关系 [n (%)]

Tab.1 The relationship between IQGAP1 expression and clinicopathological characteristics of ESCC patients[n (%)]

Clinicopathological feature

Tissue sample

Para-cancerous tissues

Cancerous tissues

Gender

Male

Female

Age (t/a)

≤60

>60

T stage

T1/T2

T3/T4

Histological grade

Well

Moderate

Poor

Lymph node metastasis

Negative

Positive

Distant metastasis

Negative

Positive

N

125

125

68

57

54

71

49

76

16

46

63

79

46

38

87

Negative

98（81.7）

20（16.0）

11（16.2）

9（15.8）

8（14.8）

12（16.9）

13（26.5）

9（11.8）

7（43.7）

8（17.4）

5（7.9）

14（17.7）

6（13.0）

7（18.4）

15（17.2）

Positive

27（18.3）

105（84.0）

57（83.8）

48（84.2）

46（85.2）

59（83.1）

36（73.5）

67（88.2）

9（56.3）

38（82.6）

58（92.1）

65（82.3）

40（87.0）

31（81.6）

72（82.8）

P

<0.001

0.953

0.753

0.019

0.035

0.491

0.874

**P<0.01 vs Het-1A or TE-3 or ECA109 cells

图2 ESCC细胞中 IQGAP1 mRNA表达

Fig.2 The expression of IQGAP1 mRNA in ESCC cells

3 讨 论

细胞支架蛋白 IQGAP1含有4个 IQ基序和1个C

端RasGAP相关结构域，它们通过与肌动蛋白、细胞

骨架蛋白Cdc42和Rac、上皮钙黏蛋白、神经钙黏蛋

白、钙调蛋白以及分裂原激活蛋白激酶（mitogen-acti-

vated protein kinase，MAPK）通路中级联分子等配体

相互作用参与调控细胞间黏附和细胞增殖、分化和

迁移，进而影响肿瘤发展进程[7-9]。过表达的 IQGAP1

与β-catenin相结合可将其转移到核内，促进其与转录

因子的结合活化，从而使癌基因 c-myc和细胞周期蛋

白（cyclin D1）的表达水平升高，促进细胞增殖和分

化[10]。研究[11]发现，IQGAP1在甲状腺癌组织中高表

达，沉默 IQGAP1 可通过中止 Wnt/β -连接蛋白（β -

catenin）信号通路转导抑制肿瘤细胞的增殖和 EMT

进程。过表达的 IQGAP1通过与 β-连接蛋白相互作

用参与调控肝癌细胞的转录活性进而增加肝癌细胞

的增殖和侵袭能力，沉默 IQGAP1会继发β-连接蛋白

表达下调逆转这种现象[12]。在胰腺癌的研究[13-14]中也
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发现，IQGAP1存在过表达现象并通过Cdc42/Rac1信

号通路促进癌细胞的增殖和转移，且二磷酸酶

（FBP1）可通过抑制 ERK 激活进而阻止 IQGAP1 与

MAPK的相互作用从而改善胰腺癌的药物抵抗。此

外，在头颈鳞状细胞癌[15]、乳腺癌[16]等肿瘤的研究中

也发现 IQGAP1过表达与肿瘤的分期、淋巴结转移及

预后密切相关。

**P<0.01 vs si-CTRL or TE-2 group

图3 沉默 IQGAP1后TE-2细胞中 IQGAP1 mRNA（（A））和蛋白（（B））的表达

Fig.3 The expressions of IQGAP1 mRNA (A) and protein (B) in TE-2 cells after IQGAP1 gene silencing

表2 si-IQGAP1对TE-2细胞增殖能力的影响（（D450））

Tab.2 Effects of si-IQGAP1 on the proliferation capacity of TE-2 cells (D450））

Group

si-IQGAP1 TE-2

si-CTRL TE-2

TE-2

Proliferation capacity of cells

24 h

0.27±0.03*

0.34±0.01

0.33±0.02

48 h

0.34±0.01*

0.43±0.01

0.44±0.03

72 h

0.39±0.03*

0.60±0.06

0.61±0.03

*P<0.05 vs si-CTRL TE-2 or TE-2 group

图4 沉默 IQGAP1后TE-2细胞上皮钙黏蛋白和

神经钙黏蛋白的表达

Fig. 4 Protein expressions of E-cadherin and N-cadherin in

TE-2 cells after silencing IQGAP1

为研究 IQGAP1在ESCC中的表达及其对ESCC

细胞增殖及侵袭能力的影响，本研究首先通过免疫

组化技术检测 IQGAP1在ESCC及癌旁组织中的表

达，结果显示 IQGAP1在ESCC组织的阳性表达率明

显高于癌旁组织，并且其表达水平与ESCC分期和病

理学分级显著相关。在此基础上，构建了针对

IQGAP1 的小干扰 RNA 并采用瞬时转染技术敲除

TE-2细胞中 IQGAP1的表达，分别用MTT法和Tran-

swell小室法检测细胞转染前后增殖及侵袭能力的变

化，结果显示 si - IQGAP1 成功沉默 TE-2 细胞中

IQGAP1的表达，细胞的增殖能力及穿膜细胞数在转

染 si-IQGAP1后显著下降，表明 IQGAP1下调能明显

抑制TE-2细胞的增殖及体外侵袭转移能力。

EMT可促进上皮细胞表型发生改变并获得间

充质属性，增强癌细胞的侵袭迁移能力[12]。越来越多

的研究[17-18]发现，EMT在肿瘤的侵袭转移过程中发挥

重要作用，上皮钙黏蛋白和神经钙黏蛋白是EMT过

程中的关键组件，前者属于肿瘤抑制基因，其表达下

调使细胞间黏附能力丢失；而间质相关蛋白神经钙

黏蛋白表达上调则促进细胞间黏附并调控细胞迁移

和肿瘤侵袭。本研究结果显示，沉默 IQGAP1表达可

以通过上调上皮钙黏蛋白表达和下调神经钙黏蛋白

表达逆转EMT过程，这与 si-IQGAP1可明显抑制TE-

2细胞的增殖及体外侵袭迁移能力的结果相一致，表

明 IQGAP1在EMT过程中及癌细胞侵袭转移的肿瘤

促进功能上发挥着关键作用，然而其具体的分子机
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制还有待深入研究。

综上所述，本研究结果表明 IQGAP1在ESCC组

织和细胞中高表达并与肿瘤的分期和分级密切相

关，沉默 IQGAP1可通过EMT途径抑制人ESCC细胞

的增殖和侵袭能力，提示 IQGAP1可能在ESCC的发

生发展中发挥着重要的作用。
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