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1,25(OH)2D3调控ERK通路对食管鳞状细胞癌细胞生物学行为的影响
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[摘 要] 目的：探讨1,25-二羟维生素D3 [1,25(OH)2D3]对食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）细胞增

殖、迁移和细胞周期的影响及其相关机制。方法：用不同浓度1,25(OH)2D3处理ESCC细胞TE-11、KYSE30、TE-1和KYSE510后，

用CCK-8法检测细胞的增殖能力。再用浓度分别是0、0.1、0.15、0.2 μmol/L的1,25(OH)2D3处理TE-11和KYSE30细胞，划痕愈合

实验、流式细胞术分别检测细胞的迁移能力和细胞周期分布情况，WB法检测细胞中cyclin D1、P27、ERK和p-ERK蛋白的表达水

平。结果：1,25(OH)2D3 显著抑制 TE-11 和 KYSE30 细胞的增殖能力 ，其抑制程度呈时间依赖性和浓度依赖性。0.1和

0.2 μmol/L的1,25(OH)2D3处理48 h后，与空白对照组比较，TE-11和KYSE30细胞的迁移能力均显著降低（P<0.05或P<0.01），处

于G0/G1期细胞显著增加（P<0.05或P<0.01），细胞中 cyclin D1 和 p-ERK 蛋白水平显著下调、P27 蛋白水平明显上调（P<0.05

或P<0.01）而ERK蛋白的表达无明显变化。结论：1,25(OH)2D3显著抑制ESCC细胞的增殖和迁移能力并阻滞细胞周期进程，其

可能通过调控ERK信号通路而发挥作用。
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Effects of 1, 25(OH)2D3 regulating ERK pathway on the biological behaviors of
esophageal squamous cell carcinoma cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of 1,25(OH)2D3 (1,25-dihydroxy vitamin D3) on the proliferation, migration and cell

cycle of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells and its mechanism. Methods: Human ESCC cells (TE-1, KYSE30, TE-11

and KYSE510) were treated with different concentrations of 1,25(OH)2D3, and the proliferation was detected by CCK-8. TE-11 and

KYSE30 cells were treated with 1,25(OH)2D3 at concentrations of 0, 0.1, 0.15, and 0.2 μmol/L, respectively. Scratch healing test was

used to detect cell migration ability, Flow cytometry was used to detect cell cycle distribution, and WB was used to detect the protein

expressions of cyclin D1, P27, ERK and p-ERK. Results: 1,25(OH)2D3 significantly inhibited the proliferation of TE-11, KYSE30 cells

in a concentration- and time-dependent manner (P<0.05 or P<0.01). As compared with control group, TE-11 and KYSE30 cells that

treated with 0.1 and 0.2 μmol/L 1,25(OH)2D3 for 48 h exhibited significantly inhibited migration ability (P<0.05 or P<0.01), increased

cell population at G0/G1 phase (P<0.05 or P<0.01), decreased protein expressions of cyclin D1 and p-ERK (P<0.05 or P<0.01), and

increased expression of P27 protein (P<0.05 or P<0.01); however, there was no significant difference in total ERK level. Conclusion:

1,25(OH)2D3 can significantly inhibit the proliferation, migration and block the cell cycle of ESCC cells, which may be through the

regulation of ERK signal pathway.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); 1, 25-dihydroxyvitamin D3 (1, 25(OH)2D3; proliferation; migration; cell

cycle; ERK signal pathway
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食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell

carcinoma，ESCC）是最常见的恶性肿瘤之一，其在中国

的病死率居第6位、发病率居第 7位[1-2]。目前ESCC的

主要治疗方法有手术、放疗和化疗，尽管治疗方法有

所改进，然而由于缺乏有效且副作用小的药物，

ESCC患者的预后极差、5 年生存率仍然很低 [3-4]。

维生素 D3 是维生素D家族的重要成员，其活性代谢

产物是1,25-二羟维生素D3[1,25-dihydroxyvitamin D3，

1,25(OH)2D3]。流行病学研究[5-7]表明，1,25(OH)2D3水

平降低会增加多种肿瘤的患病风险，包括乳腺癌、结

直肠癌、肺癌等。维生素D及其代谢通路正成为肿瘤

防治研究领域中的热点，其中 1,25(OH)2D3可通过抗

肿瘤细胞增殖、促凋亡、抑制血管生成以及免疫调节

等途径发挥抗肿瘤作用。本研究通过观察1,25(OH)2D3

对ESCC细胞增殖、迁移及细胞周期等的影响，并探

讨可能的作用机制，旨在为 1,25(OH)2D3 用于临床

ESCC的治疗奠定实验基础并提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人 ESCC 细 胞 系 TE-11、KYSE30、TE-1 和

KYSE510购自中国武汉细胞研究中心。

1,25(OH)2D3购自美国Sigma公司，RPMI 1640培

养基、胎牛血清购自美国Gibco公司，磷酸盐缓冲液

（PBS）和0.25%胰酶均购自HyClone公司，BCA蛋白

定量试剂盒购自Thermo Fisher公司，CCK-8试剂盒

购自凯基生物公司，细胞周期检测试剂盒、RNA提取

试剂盒、逆转录试剂盒、SYBR 染料均购自南京

诺唯赞生物有限公司，兔抗人ERK、兔抗人 p-ERK、

鼠抗人 P27和 cyclin D1及GAPDH一抗均购自中国

华安生物有限公司，HRP标记的山羊抗兔或山羊抗

鼠二抗购自美国Sigma公司。

1.2 细胞培养

TE-11、KYSE30、TE-1 和 KYSE510 细胞在含

10% 胎牛血清、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素

的 RPMI 1640 完全培养液中培养。细胞复苏后用

RPMI 1640完全培养基重悬，转至6孔板，置于37 ℃、

5%CO2恒温培养箱中培养。每日在光学显微镜下观

察细胞的生长状态，隔日换培养液1次，每2~3 d传代

1次，取对数生长期细胞（细胞汇合度80%左右）进行

后续实验。

1.3 CCK-8法检测ESCC细胞的增殖能力

取对数生长 期 的 ESCC 细胞，细胞计数后以

4×103个/孔接种于96孔板中，每孔100 μl，24 h后弃去旧

的培养液，分别加入终浓度为25、50、100、200、300、400、

500 nmol/L的1,25(OH)2D3培养液各100 μl，空白组加入

100 μl 0.5% DMSO 培养液，每组设置3个复孔。在

37 ℃、5% CO2条件下继续培养，分别在24、48 h时每孔

加入10 μl CCK-8试剂，孵育1 h后应用酶标仪检测各孔

在波长450 nm处的光密度（D）值，取3个复孔均数计算

细胞增殖活性，并绘制细胞增殖曲线。

1.4 划痕愈合实验检测ESCC细胞的迁移能力

用记号笔在6孔板背后均匀画横线，每孔至少穿

过5条线。取对数生长期的TE-11细胞，细胞计数后

以 2×105个/孔接种于 6孔培养板中，每孔 2 ml，培养

24 h后在细胞生长面用无菌的10 μl移液器枪头垂直

于背后横线划痕。PBS洗涤细胞3次，清除枪头划下

的细胞，加入无血清培养基，据TE-11 24 h的IC50值，分别

加入终浓度为 0.1、0.15、0.2 μmol/L 的 1,25(OH)2D3培

养液2 ml，空白组加入2 ml 0.5% DMSO的培养液，置

入 37 ℃、5% CO2恒温环境下培养，分别在 0、24 h于

显微镜下拍照，每组设置3个复孔。应用 ImageJ软件

测量实验划痕的距离，计算细胞划痕愈合率。细胞

划痕愈合率=（0 h划痕宽度-48 h划痕宽度）/0 h划痕

宽度×100%。

1.5 流式细胞术检测ESCC细胞的细胞周期

将重悬后的细胞悬液用新鲜培养基进行稀释，

使细胞悬液中细胞密度为2×105个/ml，并将其均匀接

种于 6孔板，每孔 2 ml。继续在 37 ℃恒温培养箱中

孵育 12 h使细胞贴壁，之后换为无血清培养基培养

24 h，再用不同浓度的1,25(OH)2D3处理。48 h后弃去

旧的培养液，每孔用2 ml灭菌PBS清洗细胞，并用胰

酶消化。后用2 ml PBS清洗细胞2次，离心弃去上层

PBS。用-20 ℃预冷的 70%乙醇重悬细胞，于 4 ℃冰

箱中放置使细胞固定。12 h后以300×g离心后，弃去

上清，并用4 ℃预冷的灭菌PBS清洗1次。避光条件

下加入 PI 染液（含 0.1% Triton Ⅹ -100 和 100 μg/ml

RNase）轻轻吹打细胞，使其混合均匀，15 min后利用

流式细胞仪检测各组细胞的细胞周期分布。

1.6 WB检测ESCC细胞中蛋白表达

经过处理后的细胞转移至离心管，700×g 离心

5 min，收集细胞沉淀，加入细胞裂解液提取细胞中总

蛋白，BCA蛋白定量试剂盒进行定量。取30 μg等量

蛋白样品进行10% SDS-PAGE、转膜，5%脱脂奶粉常

温封闭 l h，加入兔抗人ERK（1∶2 000）、兔抗人p-ERK

（1∶500）、鼠抗人 P27（1∶2 000）和鼠抗人 cyclin D1

（1∶1 000）及 GAPDH（1∶5 000）一抗 4 ℃孵育过夜。

次日洗膜后，加入二抗（1∶10 000）室温孵育 1 h。加

入 ECL 试剂后曝光、扫描成像。以 GAPDH 为内参

照，用 ImageJ软件分析蛋白条带的灰度值。

1.7 统计学处理

1.3~1.6实验均重复3次。采用GraphPad Prism7.0
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统计学软件对数据进行统计分析。呈正态分布的计

量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间均

数比较采用单因素方差分析以及SNK-q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 1,25(OH)2D3显著抑制ESCC细胞的增殖能力

用 不 同 浓 度 的 1, 25(OH)2D3 作 用 于 TE-11、

KYSE30、TE-1 和 KYSE510 细胞 24、48 h 后，CCK-8

法检测结果（图 1A）显示，1,25(OH)2D3对细胞的增殖

活性抑制存在着剂量-效应和时间-效应关系，并且

浓度大于0.1 μmol/L（100 nmol/L）时对细胞增殖活性

均有明显抑制作用（P<0.05或P<0.01）。经 0.1 μmol/L

的 1,25(OH)2D3处理KYSE30细胞后，光镜下见细胞

皱缩变圆，伸出伪足，贴壁性差，部分脱落，细胞间距增大

（图1B）。所以，后续实验中选择0.1、0.15、0.2 μmol/L

的1,25(OH)2D3处理KYSE30和TE-11细胞。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L 1,25(OH)2D3

A: The proliferative activity of ESCC cells was detected by CCK-8 assay;

B: The morphology of KYSE30 cells was observed under light microscope (×100)

图1 不同浓度1,25(OH)2D3对ESCC细胞增殖和形态的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of 1,25(OH)2D3 on proliferation and morphology of ESCC cells

2.2 1,25(OH)2D3显著抑制TE-11和KYSE30细胞的

迁移能力

划痕愈合实验结果（图 2）显示，与对照组比较，

0.1和 0.2 μmol组TE-11和KYSE30细胞 48 h的划痕

愈合率均显著下降（P<0.05或P<0.01）。结果表明，

0.1和0.2 μmol的1,25(OH)2D3均显著抑制ESCC的细

胞迁移能力。

2.3 1,25(OH)2D3将ESCC细胞周期阻滞在G0/G1期

流式细胞术检测结果（图 3A）显示，与对照组相

比，0.1、0.15、0.2 μmol/L的 1,25(OH)2D3作用 48 h后，

处于 G0/G1 期的 TE-11 和 KYSE30 细胞比例均显著

增加（P<0.05 或 P<0.01）。WB 实验结果（图 3B）显

示，随着 1,25(OH)2D3浓度的增加，TE-11和KYSE30

细胞中 cyclin D1 表达水平显著下降（P<0.05 或

P<0.01），而P27 蛋白表达水平显著升高（P<0.05或

P<0.01）。结果表明，1,25(OH)2D3可将ESCC细胞周

期阻滞在G0/G1期。

2.4 1,25(OH)2D3显著调控ESCC细胞中p-ERK蛋白

的表达

WB法检测结果（图4）显示，随着1,25(OH)2D3浓

度的增加，TE-11和KYSE30细胞中ERK蛋白无明显

变化，而 p-ERK 蛋白的表达水平显著低于对照组

（P<0.05或P<0.01）。结果表明，1,25(OH)2D3可明显

抑制ESCC细胞中p-ERK蛋白的表达。

3 讨 论

寻找毒性低、疗效强的抗肿瘤药物对于改善目前

ESCC的治疗效果至关重要。虽然维生素D3的传统功

能是调节体内的钙稳态，但越来越多的研究[8-10]表明，体

内维生素D3水平与肿瘤的发生发展相关，其缺乏与结

肠癌、前列腺癌、乳腺癌等的高发病率密切相关。

维生素D3的主要活性代谢产物是 1,25(OH)2D3，

通过与维生素D受体（vitamin D receptor，VDR）特异

性结合而发挥生物学功能。通常，在无配体结合情

况下，VDR通过与共抑制分子相互作用抑制靶基因

的转录[11]。但当 1,25-(OH)2D3与 VDR 相结合后，使
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VDR发生相应的构象改变导致其磷酸化，使共抑制

分子从VDR上脱离，形成1,25-(OH)2D3-VDR-RXR复

合体，并与靶基因启动子上的维生素 D 反应元件

（vitamin D response element，VDRE）特异性结合，调

控靶基因转录，从而发挥抑瘤作用[12-13]。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L 1,25(OH)2D3

图2 不同浓度1,25(OH)2D3对ESCC细胞迁移的影响

Fig.2 Effect of different concentrations of 1,25(OH)2D3 on the migration of ESCC cells

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L 1,25(OH)2D3

图3 不同浓度1,25(OH)2D3对ESCC细胞周期（A））和周期相关蛋白cyclin D1与P27（（B））表达的影响

Fig.3 Effects of different concentrations of 1,25(OH)2D3 on the cell cycle (A) and the expressions of

cell cycle related proteins cyclin D1 and P27 (B) in ESCC cells
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*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L 1,25(OH)2D3

图4 不同浓度1,25(OH)2D3对ESCC细胞ERK和p-ERK蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of different concentrations of 1,25(OH)2D3 on the protein expressions of ERK and p-ERK in ESCC cells

肿瘤细胞具有恶性增殖和侵袭、转移等特点，抑

制肿瘤细胞增殖与转移是治疗肿瘤的关键和难

点[14-15]。本研究结果表明，1,25(OH)2D3可以显著抑制

ESCC细胞的增殖与迁移能力。肿瘤细胞恶性增殖

与细胞细胞周期紊乱密切相关。哺乳动物细胞编码

3种细胞周期蛋白D（cyclin D1/D2/D3)，它们协同作

为细胞周期蛋白依赖性激酶 4（cyclin-dependent

kinase 4，CDK4）和CDK6的变构调节器，调控细胞周

期从G1期向S期转变。在人类肿瘤中，cyclin D1比

cyclin D2或D3更容易失调。cyclin D1的过表达导

致CDK活性失调，细胞在有丝分裂信号受限的条件

下快速生长，绕过关键的细胞检查点，最终导致肿瘤

生长[16]。cyclin依赖性激酶抑制因子P27（又称KIP1）

是一种通过特定的分子机制抑制细胞周期进程的因

子，对细胞周期的抑制作用是通过抑制 CDK 介导

的[17-18]。P27与 cyclin/CDK复合体的相互作用在调控

细胞周期、增殖分化过程中起关键作用。本研究结

果表明，1,25(OH)2D3使S期细胞数量降低，导致细胞

堆积在G0/G1 期，同时 cyclin D1 表达下调、P27 蛋

白表达逐渐上调，从而抑制癌细胞的增殖。这与

1,25(OH)2D3对乳腺癌[19]、胃癌[20]和结肠癌[21]细胞的作

用一致，表明 1,25(OH)2D3对细胞增殖的影响与作用

浓度和处理时间相关。本研究仅从细胞实验说明了

1,25(OH)2D3的抗ESCC细胞增殖的作用，未进行体内

实验，但也为 1,25(OH)2D3的体内抗ESCC研究提供

了可参考的给药浓度。

哺乳类动物细胞中，与ERK相关的细胞内信号

转导途径被认为是经典丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen activated protein kinase，MAPK）信号转导途

径[22]。研究[23-24]指出，ERK通路在细胞的增殖、分化

以及肿瘤转移等方面有重要调控作用，激活的ERK

二聚物可在细胞质中调控靶蛋白，也可转运入细胞

核，在核内磷酸化多种调控基因表达的转录因子，促

进肿瘤细胞增殖并抑制细胞调亡，促使肿瘤细胞侵

袭与转移等。本研究进一步实验发现，1,25(OH)2D3

可以降低磷酸化ERK蛋白的表达，但是 1,25(OH)2D3

作用于ESCC细胞是否会影响ERK信号通路上下游

蛋白的变化还需进一步的研究。

综上所述，1,25(OH)2D3对ESCC细胞具有抑制增

殖与迁移、阻滞细胞周期进程的作用，其可能通过调

控ERK信号通路而发挥作用。1,25(OH)2D3能否作为

ESCC的辅助治疗，或者联合化疗药物协同治疗有待

深入研究。本研究结果为 1, 25(OH)2D3 用于临床

ESCC的治疗提供了实验基础和新的思路。
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