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Abstract
AIM: To investigate the effect of p21WAF1 (p21) 
gene transfection on the proliferation of cell line 
EC109in esophageal squamous cell carcinoma.

METHODS: Based on transfection plasmid 
and presence of the transfection, 3 groups 
were randomized. In p21 transfection group, 
pCDNA3.1(+)-p21 was transfected into EC109 
cell by the vector of Lipofectamine2000; in empty 
plasmid transfection group, pCDNA3.1(+)-neo 

plasmid was transfected into EC109 cell using 
the above-mentioned method; in non-transfec-
tion group, the EC109 cell was not transfected. 
The p21 gene mRNA and P21 protein expression 
were assayed using PCR and Western blot. The 
proliferation and apoptosis were studied using 
MTT, flow cytometry and transmission electron 
microscopy.

RESULTS: In p21 transfection group, the ex-
pressions of p21 mRNA and P21 protein were 
at a high level. The cell growth was inhibited. 
With high protein expression of P21, EC109 cell 
cycle was arrested in G1/S phase, the cell ratio 
in G1 phase was significantly increased, com-
pared with either empty plasmid transfection 
group or non-transfection group (63.120% ± 
2.893% vs 41.380% ± 6.536%, 42.173% ± 5.301%, 
both P < 0.01). The number in S phase was 
significantly lower than the other two groups 
(18.923% ± 3.084% vs 22.573% ± 5.463%, 26.867% 
± 2.922%, both P < 0.01), and G1 sub-peak (apop-
tosis peak) appeared. Apoptosis was also found 
under transmission electron microscope in the 
pCDNA3.1(+)-p21 transfection group EC109 cells.

CONCLUSION: After p21 gene transfection 
EC109 cell proliferation could be significantly ar-
rested and apoptosis could be induced in vitro.
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squamous cell carcinoma
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摘要
目的: 探讨p21 WAF1(p21 )基因转染对食管鳞癌
细胞系EC109细胞增殖的影响. 

方 法 :  根 据 转 染 质 粒 的 不 同 和 是 否 进 行
质粒转染分为3组 .  p21 转染组 :  用脂质体
Lipofectamine2000介导将pCDNA3.1(+)-p21
质粒转染入EC109细胞; 空载体转染组: 同样
方法将pCDNA3.1(+)-neo质粒转染入EC109细

®

■背景资料
p21 是细胞周期蛋
白依赖性激酶抑
制因子(CKI)家族
成 员 ,  是 食 管 鳞
状细胞癌(ESCC)
中经常失活的基
因, 与食管鳞癌的
发生, 发展密切相
关. P21蛋白抑制
DNA复制必需因
子-增殖细胞核抗
原(PCNA)和各种
Cyclin-CDK复合
物, 使得增殖细胞
在G1向S期过渡受
阻.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
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医院)消化科 ;  王
健生, 教授, 西安
交通大学医学院
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瘤外科
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胞; 未转染组: 未转染的EC109细胞. 应用RT-
PCR、Western blot分别检测p21基因mRNA、

P21蛋白变化; 流式细胞仪分析细胞周期变化, 
应用MTT、流式细胞仪和透射电镜检测转染
外源p21基因对EC109细胞增殖和凋亡的影响. 

结果: p21 转染细胞中p21  mRNA和P21蛋白
高表达; p21 转染组E C109细胞生长速度低
于空载体组和未转染组; 流式细胞仪观察到
P21蛋白高表达使EC109细胞发生G1/S阻滞, 
G1期细胞比例显著高于空载体组和未转染
组(63.120%±2.893% vs  41.380%±6.536%, 
42.173%±5.301%, 均P <0.01), S期比例显著
低于空载体组和未转染组(18.923%±3.084% 
vs  22.573%±5.463%, 26.867%±2.922%, 均
P <0.01), 并出现亚G1峰(凋亡峰). 透射电镜亦
发现p21转染组发生细胞凋亡.

结论: p21 基因转染可以抑制人食管鳞癌细胞
系EC109细胞增殖并能诱导其发生细胞凋亡.

关键词: p21 WAF1; 基因转染; 食管鳞癌
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0  引言

p21 WAF1(简称p21 )是近年来发现的细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制因子(cyclin-dependent kinase 
inhibitors, CKI)家族中的一个新成员. 已经证实

p21是食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)发生过程中经常失活的靶基

因, 与食管鳞癌的发生, 发展及组织学类型密切

相关[1]. 为探讨恢复p21表达是否有抑制人食管

鳞癌细胞增殖的作用, 我们采用脂质体介导的

基因转染技术, 将p21转染到人食管鳞癌细胞系

EC109中, 以研究其对食管鳞癌细胞生长的影响.

1  材料和方法

1.1  材料  委托上海生工公司全基因合成p21
的插入片段 ,  克隆构建p 2 1 真核表达质粒

pcDNA3.1(+)-p21 . EC109细胞株购自中国科

学院上海细胞所. TRIzol试剂盒为Gibco公司

产品, Taq酶为上海生工公司产品, 逆转录试剂

盒、限制性内切酶、转染级质粒中提试剂盒

是Promega公司产品. p21小鼠抗人单抗是Neo 
Markers公司产品. 辣根酶标山羊抗小鼠IgG为北

京中杉金桥公司产品. Actin beta(ACTB)抗体和

Western blot发光试剂是Santa Cruz公司产品. 脂
质体Lipofectamine2000购于Invitrogen公司. T4
连接酶是MBI公司产品. 凝胶回收试剂盒是上海

生工公司产品. 上海生工公司进行质粒测序和

引物合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌EC109细胞系在37℃, 
50 mL/L CO2饱和湿度条件下, 用含100 mL/L胎
牛血清的DMEM高糖培养基培养传代, 取对数

生长期细胞进行相关实验.
1.2.2 p21 真核表达质粒的克隆: 制备p21的插入

片段, 两端设计加上Bam HⅠ和Eco RⅠ酶切位

点, 对此插入片段和pCDNA3.1(+)空载体进行

Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切, 琼脂糖凝胶电泳, 回
收酶切产物, 使用T4 DNA连接酶连接p21目的

片段和pCDNA3.1(+)载体. 将连接产物转化感受

态大肠杆菌DH5α, 挑取单克隆, 双酶切鉴定后

用PCDNA3.1(+)载体的测序引物T7测序.
1.2.3 RT-PCR检测EC109细胞p21  mRNA表达: 
用TRIzol试剂盒提取细胞总RNA. 逆转录cDNA
第1链合成: 反应体系20 μL, 含随机引物0.5 μg, 
逆转录酶200 U, RNA 1.0 μg, dNTP 0.5 mmol/L, 
RNasin 20 U, 37℃ 60 min, 95℃ 5 min. PCR反
应: 反应体系25 μL, 含Mg2+ 2.5 mmol/L, dNTP 
0.5 mmol/L, cDNA 2 μL, Taq DNA合成酶2 U, 上
下游引物各0.4 μmol/L, p21引物(退火56℃, 产
物218 bp): 上游:5'-TGTCCGTCAGAACCCATG
-3', 下游: 5'-GTGGGAAGGTAGAGCTTGG-3'.
β-actin引物(退火56℃, 产物100 bp): 上游: 5'-CC
CAGCACAATGAAGATCAAGATCAT-3', 下游: 
5'-ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'. 反应

35个循环. 产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, 照相.
1.2.4 基因转染: (1)分组: 根据转染质粒的不同

和是否进行质粒转染分为3组 ,  每组3个样本 . 
p21转染组: 采用Lipofectamine2000脂质体介导

转染, 将pCDNA3.1(+)-p21真核表达质粒导入

EC109细胞; 空载体转染组: 用pCDNA3.1(+)-
n e o空载体以上述相同方法转染 ,  作为阴性

对照 ;  未转染组 :  不进行转染的同期培养的

EC109细胞, 作为空白对照. (2)转染方法: 按
照Lipofectamine2000说明书进行. 采用6孔板

转染细胞, 每孔用2 m L无抗生素生长培养基

含5×105个细胞制板, 每孔用5 μg DNA, 15 μL 
Lipofectamine2000. 转染48 h后加入G418终浓

度为400 mg/L的选择培养基. 每2-4 d更换培养

基, 4 wk后挑选阳性克隆扩大培养. (3)转染细胞

■研发前沿
针对细胞周期进
行的抗肿瘤治疗
是研究热点, 基因
治疗是抗肿瘤治
疗的发展方向, 亟
待解决的问题是
选择何种恰当、

有效的基因, 以何
种安全、方便、

有效的方式导入
受体.
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p21基因检测: RT-PCR检测p21基因方法同1.2.3; 
Western blot检测外源P21蛋白. 提取细胞总蛋白, 
用Bradford法定量. 50 g/L积层胶、120 g/L SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 进行一抗、酶标二

抗孵育和显色, 并照相.
1.2.5 生长曲线(MTT法): 取对数生长期细胞按3
×106/L接种96孔板, 每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 
μL, 37℃温育4 h, 每孔加入180 μL二甲基亚砜, 
振荡10 min, 选490 nm波长, 在酶标仪上测定吸

光度值, 每隔24 h测定1次, 连续测定7 d, 绘制细

胞生长曲线, 计算生长抑制率. 生长抑制率 = (对
照组A值-实验组A值)/对照组A值×100%.
1.2.6 流式细胞仪检测: 取各组细胞, 每组1×
106个细胞 ,  用磷酸缓冲液(P B S)洗2次 ,  加入

700 mL/L冷乙醇4℃固定24 h, PBS洗2次, 用
RNA酶(50 mg/L)于37℃处理30 min, 加碘化丙

啶(100 mg/L)染色, 避光30 min, 进行流式细胞

仪测定.
1.2.7 透射电镜: 取各组细胞, 每组1×106个细胞, 
用PBS洗2次, 1500 r/min离心10 min, 加入30 g/L
戊二醛固定1 wk, 按常规制备电镜标本, 送透射

电镜检测.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差分析, 多个

均数之间两两比较q检验.

2  结果

2.1 pcDNA3.1(+)-p21质粒的鉴定

2.1.1 限制性内切酶Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切

鉴定: 可见重组质粒约5.9 kb, 双酶切后产生约

5.4 kb, 471 bp的2个片段, 分别为pcDNA3.1(+)
载体及目的片段 ,  证明已将目的基因克隆入

pcDNA3.1(+)载体(图1).
2.1.2 T7测序结果: 测序结果与GenBank比对, 
证明pcDNA3.1(+)中插入片段为Homo sap i-
ens cyclin-dependent kinase inhibitor 1A(p21 , 
Cip1)(CDKN1A), transcript variant 1, mRNA. 
NM_000389.2; GI: 17978496. 无碱基序列突变

(图2).
2.2 EC109细胞及转染细胞p21表达检测

2.2.1 p21  mRNA表达: RT-PCR发现未转染组和

空载体转染EC109细胞p21  mRNA低表达, 而在

p21转染细胞中p21基因mRNA高表达, 扩增得到

218 bp片段, 可证明p21已成功转染入受体癌细

胞并可高表达(图3). 
2.2.2 外源性P21蛋白检测: Western blot证实未转

染和空载体转染组P21蛋白低表达, P21转染组

P21蛋白高表达, 可证明p21已成功转染入受体

癌细胞并可高表达P21蛋白(图4). 
2.3 生长曲线(MTT法) 通过比较3种细胞的生长

曲线, 可以看出空载体转染组和未转染组细胞

的生长曲线较为接近, 而p21转染组细胞的生长

曲线则位于前两者的下方, 说明neo转染后其增

殖特性未受影响, 细胞在转染p21基因后其增殖

特性受到抑制. 在第2天增殖开始被抑制, 生长

抑制率为17.9%, 随时间延长抑制率逐渐升高, 
至第7天生长抑制率达50.8%(图5).
2.4 细胞周期分析 与亲本细胞比较, P21蛋白高

表达使EC109细胞发生G1/S阻滞, G1期细胞比

例显著高于空载体组和未转染组(63.120%±

2.893% vs  41.380%±6.536%, 42.173%±5.301%, 
P <0.01), S期比例显著低于空载体组和未转染

组(18.923±3.084% vs  22.573±5.463%, 26.867
±2.922%, P <0.01), 并出现亚G1峰(凋亡峰)(图6, 
表1).
2.5 透射电镜 空白对照及空载体转染组: 细胞生

长状态较好, 未见凋亡形态学改变, 核浆比例大, 
圆形核仁多, 细胞表面绒毛密集排列, 双层核膜

结构清晰, 胞质内有丰富的游离核蛋白体. p21
转染组: 可见部分细胞发生凋亡, 细胞体积变小, 
表面绒毛消失, 核固缩, 染色质形成高密度斑块. 
细胞内有大量脂滴出现, 胞质内出现大量脂肪

滴颗粒, 双层核膜结构清晰, 部分线粒体出现髓

样变, 游离核糖体减少(图7).

3  讨论

食管癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一, 我
国是世界上食管癌发病率和死亡率最高的国家. 
鳞癌是最多见的组织学类型[2], 占90%以上. 基
因治疗是当今攻克癌症的主要研究方向, 探寻

食管鳞癌新的基因治疗方法具有重要意义.
p21是近年来发现的一类CKI分子, 1编码

■相关报道
Bahnassy et al 发
现食管癌患者总
生存率与p21 阳性
表达呈正相关. 刘
卫梅 et al发现p21
与食管鳞癌的分
化程度、浸润深
度有关, 认为p21
基因检测可作为
一种简单的方法
评测食管癌的生
物学行为及预后.
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由164个氨基酸残基组成的蛋白质, 相对分子

质量为21 kDa, 是非常重要的抑癌基因. p21也
称野生型p53激活片段1(wild-type p53  activated 

fragment 1, WAF1), 细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制因子1A(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, 
CDKN1A), 细胞周期蛋白依赖性激酶相互作用

■创新盘点
本研究将p21 转染
到人食管鳞癌细
胞系EC109中, 研
究其对食管鳞癌
细胞生长的影响, 
探讨恢复p21 表达
是否有抑制人食
管鳞癌细胞增殖
的作用, 这可能是
食管鳞癌基因治
疗的一种新途径.

图  2  pcDNA3.1(+)-p21 测序结果.
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 GA A CT T C GA CT T TG T CACC G AG ACA CCA C T GG A GGG TG AC TT C GC CT GGG AGC GT GT GC GGGG CC T TG GCC TG CCC AAG C TC TA CC T T CCCA C GGGG CC 
180                        190                       200                        210                         220                        230                        240                        250                        260                      270

CCCGGC GAGG CCG GG A TG AG TT GG GA GGA GGC AGG CG GCC TG GC AC CT CACC T G CT CT GC T GCAG GGG ACA GCA G AGG A A GACCA T G T GG ACC T GT CAC
280                        290                        300                        310                        320                        330                        340                       350                        360                        370

TG T CT T GT AC CC T TG T GCC TC GCT CA GGG GA GCA GGC T GA A GGGT CC CCA GG T GGA CC TG GA GA CT C TCA GGG T CG AAAA  CGG CGG CAG AC CAG CA T GA
380                       390                        400                       410                        420                        430                        440                        450                       460                        470

CAGA T T T C TA C CAC T CC AAA C GC CGG CT G AT CT T C TC CAA G AGG AA GC CC T AA GA A T T CT GC A GAT A T C CAG CA CA GT G GC GGCC GC T CG AG TC TA GA G
480                        490                        500                        510                       520                        530                        540                        550                        560                         570

GGC CCG T T T AA A CC CG CT G A TC A GCC T CG AC T GT G CC TT C T AGT T G CCA GC CA T C T GT T GT T T GC CCC T CC CC CG T GCC TT  CCT T G AC C CT G GAA GG
580                        590                         600                        610                        620                         630                        640                         650                         660                        670
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蛋白1[Cyclin dependent kinase (CDK) interacted 
prote in 1, CIP1]; CDK2结合蛋白20(CDK2-
associated protein-20, CAP20); 衰老细胞释放的

抑制因子(senescent cell-derived inhibitor, SDI)
等, 从不同角度反映了p21的功能. CIP与CAP反
映其结合并抑制CDK, WAF1反映其受p53调控, 
SDI反映其防止衰老细胞进入细胞周期的功能. 
P21蛋白有C端和N端, C端抑制DNA复制必需

因子-增殖细胞核抗原(proliferating-cell nuclear 
antigen, PCNA), N端抑制Cyclin-CDK, 并且N端

Cyclin-CDK2抑制区也抑制细胞生长[3]. P21蛋
白广泛地抑制各种Cyclin-CDK复合物, 如Cyclin 
D-CDK 4、CyclinE-CDK2和CyclinA-CDK2. 通
过对CDK和PCNA的双重抑制作用, P21可阻止

DNA受损后进入S期, 使细胞有足够的时间进行

DNA修复, 从而阻止被损伤DNA的修复, 维持

细胞遗传信息的稳定性[4]. 从而使得增殖细胞在

G1向S期过渡受阻, 以便修复受损的DNA或最

终导致细胞的凋亡. P21蛋白可以和增殖细胞核

抗原(PCNA)结合形成复合物(p21 .CyclinE.cdk2.
PCNA四联复合物), 抑制Rb磷酸化, 从而抑制 
DNA的复制而使细胞周期中止.

p21在人的肿瘤细胞表达可抑制肿瘤细胞

的生长, 一旦p21表达缺失, 会导致正常的细胞周

期控制能力丧失; 有p53基因突变或缺失的细胞, 
p21产生减少或缺乏, 不能通过调节CDK复合物

活性与PCNA的DNA复制功能, 不能协调DNA复

制与细胞周期进程, 或者产生异常的DNA复制, 
从而导致基因组不稳定, 可导致细胞癌变[4]. 在胃

癌、结肠癌、膀胱癌、卵巢癌和胆管癌中p21基
因的表达与肿瘤的预后明显相关[5]. 通过改变p21
基因的表达可以起到调节肿瘤生长的作用, 如陆

■应用要点
本研究提示p21 转
染对食管鳞癌有
明显的生长抑制
作用并能诱导细
胞凋亡, p21 转染
的优点是其片段
长度小, 克隆和转
染操作比较方便, 
是具有应用前景
的基因治疗的很
好靶基因.
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图  4  转染细胞P21蛋白检测. 1: Marker; 2: P21转染组; 3: 空

载体转染组; 4: 未转染组.
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图  5  p21 转染EC109细胞生长曲线.
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图  6  p21 转染对EC109细胞周期的影响. 1: 未转染组; 2: 空载体转染组; 3: p21转染组.

表  1  p21 转染对EC109细胞周期的影响 (mean±SD, %, n  = 3)

     
分组

				    细胞周期百分比　　　　　　                  　　　 

		           G0/G1	           G2/M	              S		         
凋亡率

未转染组		  41.380±6.536	 22.573±5.463	 36.047±1.782	   0.177±0.085    

空载体转染组	 42.173±5.301	 26.867±2.922	 30.960±3.334	   0.183±0.095   

p21转染组	 63.120±2.893b	 18.923±3.084	 17.957±2.026b	 10.833±2.405b

bP<0.01 vs  空载体转染组, 空白对照组.
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丽华 et al [6]发现药物氧化苦参碱通过上调细胞周

期负调控因子p21基因表达, 来发挥其抗结肠癌

肿瘤细胞作用. 耿长新 et al [7]发现多烯紫杉醇使

人肝癌细胞p21表达上调, 从而发挥对该肿瘤的

生长抑制作用. 反之, 郭晓榕 et al [8]发现HBx基因

可下调p21  mRNA的表达, 从而促进细胞增殖、

抑制细胞凋亡.
p21基因失活在食管鳞癌发生发展机制中

起着重要作用[9]. 王言飞 et al [1]发现P21蛋白的

异常表达与食管鳞癌的发生, 发展及组织学类

型、淋巴结转移TNM分期密切相关, 提示p21基
因失活是食管癌发生发展过程中的早期分子事

件. 说明p21基因在食管癌的调控机制中起负性

调控作用, 其调节通路障碍可能参与了食管癌

的发生, 其表达对于评估食管癌的恶性程度, 提
示自然病程及预后有重要意义. 刘卫梅 et al [10]发

现p21基因与食管鳞癌的分化程度、浸润深度

均有关, 高分化者及浸润深度浅者, 其p21基因

表达高于中低分化及深层浸润食管鳞癌, 认为

p21基因检测可作为一种简单的方法评测食管

癌的生物学行为及预后. Bahnassy et al [11]研究发

现食管癌患者总生存率与p21阳性表达呈正相

关. 上述发现说明用p21基因转染治疗食管鳞癌

是可行的.
我们发现EC109细胞在转染p21基因而产生

P21蛋白高表达后, 其增殖特性明显受到抑制. 
在接种第2天增殖开始被抑制, 随时间延长抑制

率逐渐升高, 至第7天与对照组比较生长抑制率

达50.8%. 流式细胞仪检测发现有明显的G1/S期
阻滞, 出现凋亡特征性的亚G1峰, 透射电镜亦发

现细胞凋亡发生. 本研究提示p21转染对食管鳞

癌有明显的生长抑制作用并能诱导细胞凋亡, 
这为食管鳞癌的基因治疗提供了一种新途径, 
p21转染的优点是其片段长度小, 克隆和转染操

作比较方便, 是具有应用前景的基因治疗的很

好的靶基因.
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图  7  p21 转染EC109细胞电镜表现. A: 

未转染组; B: 空载体转染组; C: p21转

染组.

A B C ■同行评价
本研究设计合理, 
方法先进, 结果表
述 清 晰 ,  结 论 可
靠 ,  学 术 价 值 较
好.


