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Abstract
AIM: To evaluate the inhibitory effects of nuclear 
factor-kappa B p65 (NF-κB p65) on expression 
of p65 and to determine its combinatory effects 
with 5-FU on proliferation and apoptosis in 
EC9706 and Eca109 esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC).

METHODS: EC9706 and Eca109 cells were trans-

fected with 50 nmol/L p65 siRNA. The expres-
sion level of p65 mRNA was measured using PT-
PCR at 0, 24, 48 and 72 h. P65 and Bcl-2 protein 
levels were determined using Western blotting. 
The cells were also stained with FITC-annexin V 
and PI, and cancer cell apoptosis was detected by 
flow cytometry using CellQuest acquisition and 
analysis programs. Morphological changes of 
ESCC cells were observed microscopically follow-
ing p65 siRNA transfection with or without 5-FU. 

RESULTS: For EC9706 and Eca109 transfected 
with p65 siRNA, the expression level of the p65 
mRNA in ESCC cells was down-regulated with 
time. Peak inhibitory effect occured at 72 h and 
a significant difference was detected, compared 
with 0 h (0.12 ± 0.01 vs 0.28 ± 0.05, 0.1 ± 0.01 vs 
0.38 ± 0.04, both P < 0.05). The protein levels of 
p65 and Bcl-2 decreased after transfection with 
p65 siRNA at 72 h. There was a significant in-
crease in apoptosis level at 72 h following p65 
siRNA transfection (6.65% ± 0.27% vs 2.03% ± 
0.08%, 8.03% ± 0.06% vs 2.66% ± 0.25%, both P 
< 0.05). The proliferation of EC9706 and Eca109 
was slow after transfection with p65 siRNA at 
72 h, while p65 siRNA in combination with 5-FU 
significantly inhibited cell proliferation. 

CONCLUSION: p65 siRNA can block NF-κB sig-
naling pathway, down-regulates expression of 
Bcl-2, which makes activated NF-κB pathway a 
potential key target in gene therapy for ESCC.
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摘要
目的: 利用RNAi技术特异性的抑制NF-κB亚
单位p65的表达, 观察其对p65表达的抑制作用
及联合5-FU对食管鳞癌细胞Eca109和EC9706
的影响. 

®

■背景资料
食管癌是世界上
最常见的恶性肿
瘤之一, 尤其在中
国河南省林县, 食
管癌的发生率和
死亡率均较高. 目
前, 中国食管癌的
主要类型仍是鳞
癌.
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方法: 将终浓度为50 nmol/L的p65 siRNA转染
到食管鳞癌细胞EC9706和Eca109中, 通过RT-
PCR检测0、24、48和72 h时段p65 mRNA的
表达水平. Western blotting法检测p65和Bcl-2
蛋白表达, Annexin V/PI复染结合流式细胞仪
检测细胞凋亡, 显微镜下观察p65 s iRNA与
5-FU单独或联合应用对食管鳞癌细胞形态学
特性的影响. 

结果: EC9706和Eca109细胞转染p65siRNA 
24、48和72 h后, p65 mRNA的表达水平随时
间的延长逐渐下调, 在72 h的阻断效率最为
明显, 与0 h相比, 差异有显著性(0.12±0.01 
vs  0.28±0.05, 0.1±0.01 vs  0.38±0.04, 均
P <0.05), 转染72 h后, p65和Bcl-2蛋白表达水
平下调. EC9706和Eca109转染p65siRNA后, 细
胞凋亡指数明显升高(6.65%±0.27% vs  2.03%
±0.08%, 8.03%±0.06% vs  2.66%±0.25%, 
均P <0.05); p65 siRNA转染72 h后, EC9706和
Eca109细胞增殖较慢; 当p65 siRNA与5-FU联
合作用, 细胞增殖明显受到抑制.

结论: p65 siRNA可阻断NF-κB信号通路, 下
调NF-κB下游基因中抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 
表明活化的NF-κB信号通路可成为食管鳞癌
基因治疗中一个重要的分子靶点. 

关键词: 食管鳞癌; 核因子-κB; RNA干扰; 5-FU; 

Bcl-2
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0  引言

食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 其死

亡率为整个肿瘤死亡的第六位[1]. 化疗药5-FU
是食管癌治疗中最常用的药物之一, 但是逐渐

出现的耐药却成为治疗中的一个难题. 核因子

κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)是近年来发现

的转录调控因子, 最常见的形式是由p50和p65
组成的异源二聚体, 活化的NF-κB信号通路可增

强肿瘤细胞对放化疗药物的敏感性. 有研究表

明, 在许多人类肿瘤如肝癌、肠癌、宫颈癌中

NF-κB信号通路的激活在肿瘤的发生发展中起

着重要的作用[2-7]. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是由双链RNA(double-stranded RNA, 
dsRNA)引发的转录后基因静默机制, 在很多生

物中都发现了这种现象, 包括果蝇、线虫、原

生动物、脊椎动物以及高等植物[8-10]. RNAi是双

链RNA介导的特异性基因沉默现象, 是目前研

究基因功能强有力的工具之一[11-13]. 本研究拟应

用RNA干扰技术, 使用针对NF-κB信号通路中

p65的特异性siRNA, 观察其对p65表达的抑制作

用及联合化疗药5-FU对食管鳞癌细胞Eca109和
EC9706的影响, 探讨将NF-κB作为基因治疗靶

点的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌细胞系Eca109由本室保存, 食管

癌细胞系EC9706由中国医学科学院肿瘤医院肿

瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠赠. 细
胞在含有100 mL/L的胎牛血清, 100 kU/L青霉

素, 100 mg/L链霉素的1640培养液(Gibco公司)中
于37℃, 50 mL/L CO2的条件下培养, 实验细胞均

处于对数生长期. 鼠抗人p65(sc-8008)和鼠抗人

Bcl-2(sc-7382)抗体购自Santa Cruz Biotechnology 
公司; NF-κB p65 siRNA干扰试剂盒购自Cell 
Signaling Technology公司; 凋亡试剂盒Annexin 
V-FITC Kit购自美国Eckman CoulterTM公司.  
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的转染: 按照siRNA干扰试剂盒说明

书的要求, 进行转染. 在转染前, EC9706(5×104)
和Eca109(6×104)按一定细胞数铺于6孔板中, 使
用无抗生素的培养基培养24 h. 将含有siRNA的

转染试剂与细胞共孵育5 h后, 加入新鲜培养基

孵育24 h.
1.2.2 细胞总RNA的提取和引物设计: p65 siRNA
转染0、24、48和72 h后 ,  用T R I z o l试剂从

EC9706和Eca109细胞中提取总RNA, 样品经琼

脂糖凝胶电泳观察. 设计p65上下游引物: p65的
上游引物为5'-ATAGAAGAGCAGCGTGGGG
ACT-3', 下游引物为5'-GGATGACGTAAAGGG 
ATAGGGC-3'; 内参GAPDH的上游引物为5'-AA
GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3, 下游引物为 
5'-CTTGACAAAGTGGTCGTTGAGG-3'.
1.2.3 RT-PCR分别合成p65和GAPDH的cDNA
第一链: 取总RNA 1 μg, 随机六合引物1 μL, 5×
AMV Buffer 4 μL, Rnase Inhibitor(20 U/μL)1 μL, 
dNTP(10 mmol/L)2 μL, AMV RT 1 μL, 加DEPC
处理水至20 μL, 稍离心后混匀, 42℃水浴60 min, 
70℃水浴10 min. 从上述反应体系中取2 μL, 加
10×PCR Buffer 5 μL, 2 mmol/L dNTP 1 μL, 25 
mmol/L MgCl2 3 μL, 50 mmol/L的引物各0.5 μL, 
1 U/50 μL Taq酶1 μL, 无菌水36 μL, 总体积为50 

■研发前沿
化疗药5-FU是食
管癌治疗中最常
用的药物之一, 但
是逐渐出现的耐
药却成为治疗中
的一个难题.
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μL. 反应体系为: 94℃预变性2 min后开始循环, 
95℃变性1 min, 57℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
30个循环, 最后72℃延伸5 min.
1.2.4 Western blotting测定蛋白的表达: 按照细

胞质蛋白提取试剂盒说明书(P ie rce公司), 提
取细胞质蛋白, Bradford法检测蛋白质的含量, 
-70℃保存. 转染p65 siRNA 72 h后, 从Eca109
和E C9706细胞中取细胞质蛋白, 与预染的蛋

白质分子量标准一起上样. 检测p65和非靶向

MAPK蛋白, 及抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 经120 
g/L SDS-PAGE分离, 电转到硝酸纤维膜上. 5%
的脱脂奶粉TBST溶液封闭2 h, 抗体按1∶100
孵育4℃过夜, TBST溶液洗涤10 min×3次, 硝
酸纤维膜分别与辣根过氧化物酶标记的二抗 
(1∶50000)室温孵育1 h后, TBST溶液洗涤10 
min×3次, DAB显色. 实验重复3次.
1.2.5 流式细胞仪检测凋亡细胞: 转染和未转染

p65s iRNA的食管鳞癌细胞, 单独或联合使用

5-FU治疗后72 h, 制备各组单细胞悬液, 做细胞

计数. 取至少106个细胞移入新的1.5 mL离心管

中, 4℃下500转离心5 min, 形成细胞团. 小心移

去上清液, 冰预冷PBS洗细胞2次, 保证每管细胞

数至少106个细胞. 加5 μL Annexin V-FITC和2.5 
μL PI到100 μL的细胞悬液中, 轻轻混匀; 以未染

色细胞调零机器, 以Annexin V-FITC单染管和PI
单染管做为基准参照, 测定每个上样管数据, 利
用CellQuest3.0软件进行参数获取和资料分析, 
计算凋亡细胞百分比.
1.2.6 治疗前后细胞形态学观察: 在细胞培养状态

下, 用倒置显微镜分别观察两种食管鳞癌细胞未

转染组、转染72 h组、5-FU治疗组、转染48 h+5-
FU 24 h治疗组的细胞生长状态及形态学改变.

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 统计学数据用mean±SD表示, 对计量

资料, 两样本均数比较采用t检验. 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 食管鳞癌细胞转染p65 siRNA后p65 mRNA
的表达 与未转染p65 siRNA的EC9706和Eca109
细胞相比, 转染后的EC9706和Eca109细胞, p65 
mRNA的表达水平下调, 与内参吸收峰面积相

比, 他们的相对含量见表1. 72 h的阻断效率最为

明显, 与0 h相比, 差异有显著性(P <0.05). 在食

管鳞癌细胞中, p65siRNA可以特异性的降解p65 
mRNA(图1, 表1).
2.2 食管鳞癌细胞转染p65 siRNA后各组p65蛋白

的表达 EC9706和Eca109细胞转染siRNA 72 h后, 
收集各组细胞提取细胞质蛋白, Western blotting 
检测细胞中p65的蛋白表达水平(图2). 结果表明, 
与未转染p65 siRNA的EC9706和Eca109细胞相

比, 转染后的EC9706和Eca109细胞, p65蛋白的

表达水平下调, 而非靶向蛋白MAPK的表达无影

响. 说明针对p65的siRNA可特异性的抑制p65的
表达, 对其他蛋白的表达无影响.
2.3 p65 siRNA阻断NF-κB信号通路下调Bcl-2的

表达 NF-κB可以调控多种下游基因的表达, 如
cyclin D1、c-myc、Bcl-2等, 这些基因的表达有

助于肿瘤细胞的增殖、抗凋亡. 食管鳞癌细胞

EC9706和Eca109在转染p65 siRNA 72 h后, 提取

细胞总蛋白检测抗凋亡蛋白Bcl-2的表达情况. 
结果表明, 在转染72 h Bcl-2的表达下降(图3).

表 1 p65 mRNA在EC9706和Eca109细胞中不同时间点表
达的相对含量

     
分组              0 h               24 h              48 h            72 h

EC9706   0.28±0.05  0.26±0.03  0.21±0.03  0.12±0.01a

Eca109    0.38±0.04  0.21±0.02  0.18±0.03  0.10±0.01a

aP<0.05 vs  0 h.

图 2 转染p65 siRNA后EC9706和Eca109细胞中p65蛋白的
表达. 1: EC9706对照组; 2: Eca109对照组; 3: EC9706转染组; 

4: Eca109转染组.
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1              2            3            4

图 1 p65 mRNA不同时间点表达的相对含量分析. A: 转染

组EC9706细胞; B: 转染组Eca109细胞; 1: marker; 2: 0 h; 3: 24 

h; 4: 48 h; 5: 72 h.
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■相关报道
Ma et al 的研究中
发现, 与正常的造
血细胞相比, 骨髓
瘤细胞中存在有
IκBα的磷酸化和
降解以及NF-κB
活性的增强, 并且
NF-κB的激活也
与骨髓瘤细胞对
化疗药物的抗性
有 关 ;  使 用 蛋 白
酶抑制剂PS-341
可以阻断NF-κB
的核转录及其与
DNA的结合活性, 
降低骨髓瘤细胞
对化疗药物的耐
受 性 ,  而 对 正 常
的造血细胞无明
显 的 影 响 ,  并 且
PS-341与化疗药
物联合使用可以
降低化疗药的副
作用.
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2.4 p65 siRNA与5-FU单独或联合使用对EC9706
和E c a109细胞凋亡的影响  流式细胞仪检测

细胞凋亡结果显示, EC9706和Eca109在转染

p65s i R N A后 ,  细胞凋亡指数明显升高(表2, 
P <0.05); 当与5-FU(327 mg/L)联合使用时, 凋亡

和坏死的细胞均显著增加(表2, P <0.05).
2.5 p65 siRNA与5-FU单独或联合应用对食管鳞

癌细胞形态学特性的影响 经p65 siRNA转染72 h
后, EC9706和Eca109细胞出现细胞形态缩小, 漂
浮数增加, 细胞增殖较慢; 在p65 siRNA转染48 h
后, 与5-FU联合作用24 h, EC9706和Eca109细胞

出现细胞形态缩小, 胞质凝缩, 细胞漂浮数明显

增加, 细胞数量下降, 增殖明显受到抑制(图4-5).

3  讨论

我们前期研究表明, 活化的NF-κB信号通路存在

于食管鳞癌细胞中[14-15], 但是, 激活的NF-κB信
号通路在食管鳞癌细胞的增殖、凋亡及对化疗

药的耐受性等机制中是否起作用, 尚不清楚. 本
研究使用RNA干扰技术, 特异性的阻断NF-κB
亚单位p65的表达, RT-PCR结果发现, p65 siRNA
的mRNA水平随着时间的延长而下降, 在72 h 
p65的表达受到明显抑制. 根据RT-PCR的结果, 
Western blotting实验中发现, 在转染72 h后, 与未

转染细胞相比, p65的蛋白表达水平也明显下降, 
而非靶向抗体MAPK的表达水平未受到影响. 

化学治疗和放射治疗是通过诱导肿瘤细胞

的凋亡起到抗肿瘤的作用[16-18], 活化的NF-κB信
号通路在肿瘤细胞的增殖、抗凋亡中起着重要

的作用, 一些研究发现, NF-κB在肿瘤细胞抗化

疗或抗放疗中也起着一定的作用[19-21]. 化疗药

5-FU是食管癌治疗中最常用的药物之一, 但是

逐渐出现的耐药却成为治疗中的一个难题 [22]. 
Bcl-2是一类新的癌基因家族成员, 基因转染实

验显示Bcl-2高表达广泛抑制大多数刺激剂诱导

的细胞凋亡[23-25]. Huang et al [26]使用针对Bcl-2的

siRNA转染宫颈癌细胞, 通过下调其表达, 研究

他在肿瘤细胞凋亡中的作用, 结果发现Bcl-2的
低表达会增加肿瘤细胞对化疗药的敏感性. 在
乳腺癌等多种肿瘤细胞的研究中, 通过使用NF-
κB抑制剂可以下调Bcl-2的表达, 促进肿瘤细胞

的凋亡, 提示NF-κB和Bcl-2能够成为肿瘤治疗

的新靶点[27-28]. 
NF-κB调控的下游基因包括IL-1、COX2、

MMP9等促进肿瘤发生的基因; VEGF、TNF等与

肿瘤血管生成有关的基因; ICAM-1、VCAM-1等
与肿瘤转移有关的基因; Bcl-2、cIAP、TRAF等
与肿瘤抗凋亡有关的基因[29-30]. 我们采用Western 
blotting法, 检测转染p65 siRNA, 阻断NF-κB信号

通路后, 是否能够下调抗凋亡基因Bcl-2的表达, 
结果发现, 与未转染细胞相比, 转染细胞中Bcl-2
的表达受到抑制. 本研究还采用流式细胞仪检

测食管鳞癌细胞在转染前后及单独或联合应用

5-FU后, 对细胞凋亡的影响. EC9706和Eca109在
转染p65 siRNA后, 细胞凋亡数开始增加; 当转

染细胞联合使用5-FU时, 细胞凋亡数明显增加

(P <0.05), 同时细胞死亡数也明显增加. 以上结

果显示, Bcl-2是肿瘤细胞抵抗凋亡的一个重要

的调节者, 当使用p65 siRNA阻断食管鳞癌细胞

中NF-κB信号通路时, Bcl-2的表达下调, 细胞凋

亡数增加, 提示Bcl-2也是受NF-κB调节的一个

重要的下游基因, NF-κB可以通过下调抗凋亡基

因Bcl-2的表达, 增加食管鳞癌细胞的凋亡; 当联

合使用化疗药时, 可以明显提高食管鳞癌细胞

的凋亡数. 因此, 食管鳞癌细胞对5-FU敏感性的

增加, 或许是由于NF-κB信号通路的阻断, 抑制

了抗凋亡基因Bcl-2的表达, 促进食管鳞癌细胞

凋亡. 
因此, 激活的NF-κB信号通路在食管鳞癌

细胞的增殖、抗凋亡及耐药中起着重要的作用, 
通过转染p65 siRNA可以特异性的阻断NF-κB信
号通路, 促进细胞的凋亡, 增加细胞对化疗药的

敏感性, 提示NF-κB信号通路可以成为食管癌基

表 2 流式细胞仪检测p65 siRNA转染后EC9706和Eca109
的细胞凋亡 (%)

     
分组             EC9706                     Eca109

对照组                      2.03±0.08            2.66±0.25

siRNA转染组                  6.65±0.27a           8.03±0.06a

5-FU组                        13.54±0.71          19.20±0.37

siRNA转染+5-FU组    24.61±0.85c         28.87±0.35c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  5-FU组.

图 3 转染p65 siRNA后Bcl-2在食管鳞癌细胞中的表达. 
1: EC9706对照组; 2: Eca109对照组; 3: EC9706转染组; 4: 

Eca109转染组.

Bcl-2

Actin

26 kDa

42 kDa

1             2             3            4 ■应用要点
NF-κB信号通路
可以成为食管癌
基因治疗中一个
强有力的作用靶
点, 为食管癌的分
子靶向治疗提供
基础.
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因治疗中一个强有力的作用靶点. 
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