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Abstract
AIM: To investigate the effects of transforming 
growth factor-beta 1 antisense oligonucleotide 
ASODN (TGF-β1-ASODN) on cell proliferation 
and apoptosis in human esophageal squamous 
cell carcinoma cell line EC9706.

METHODS: EC9706 cells were transfected with 
chemically synthesized TGF-β1-ASODN. The 

expression of TGF-β1 mRNA and protein was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and flow cytometry, 
respectively. Cell morphological changes were 
observed. The proliferation and apoptosis of 
EC9706 cells were measured by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay and flow cytometry, 
respectively.

RESULTS: After TGF-β1-ASODN transfec-
tion, the expression levels of TGF-β1 mRNA 
and protein in EC9706 cells were significantly 
lower than those in untransfected EC9706 cells 
(0.25 ± 0.07 vs 0.43 ± 0.09 and 35.35% vs 41.38%, 
respectively; both P < 0.05). TGF-β1-ASODN 
transfection could stimulate proliferation and 
inhibit apoptosis of EC9706 cells. After transfec-
tion, EC9706 cells lost their normal morphology. 
Compared with untransfected cells, the survival 
rate increased (109.4% vs 100.0%, P < 0.05), the 
percentages of cells in G1 and S phases decreased 
(62.9% vs 66.5% and 21.3% vs 23.7%, respec-
tively; both P < 0.05), the percentage of cells in 
G2 phase rose (14.8% vs 9.8%, P < 0.05), and the 
apoptosis rate declined in cells transfected with 
TGF-β1-ASODN (0.69% vs 0.96%, P < 0.05).

CONCLUSION: TGF-β1-ASODN can silence the 
expression of the TGF-β1 gene efficiently and 
specially, and antagonize TGF-β1-mediated pro-
liferation inhibition, cell cycle arrest and apopto-
sis in EC9706 cells.
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摘要
目的: 探讨转染TGF-β1反义寡核苷酸(TGF-
β1-ASODN)对食管鳞癌细胞EC9706增殖及凋

®

■背景资料
食管癌是世界范
围内, 特别是中国
河南省死亡率较
高的恶性肿瘤之
一, 严重危害人们
的生命健康. 因此
研究食管癌的发
病机制对于降低
肿瘤患者的死亡
率尤为重要.

■同行评议者
李玉明, 教授, 江
苏省南通市第一
人民医院消化内
科
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亡的影响. 

方法: 将化学合成的TGF-β1-ASODN转染食
管鳞癌细胞EC9706, 采用RT-PCR和流式细胞
术检测转染效率; 观察TGF-β1-ASODN转染
后细胞形态学的改变; 采用MTT和流式细胞
术检测TGF-β1-ASODN转染后对细胞增殖及
凋亡的影响. 

结果: 转染T G F-β1-A S O D N可有效抑制
EC9706细胞中TGF-β1的活性, 其mRNA及
蛋白的表达均明显低于转染前的水平(0.25
±0.07 vs  0.43±0.09; 35.35% vs  41.38%, 均
P <0.05); TGF-β1-ASODN可明显促进细胞增
殖、抑制细胞凋亡, 转染后细胞生长拥挤失
去正常形态, 细胞存活率高于转染前(109.4% 
vs  100.0%, P <0.05), G1期、S期细胞百分比低
于转染前, G2期细胞百分比则高于转染前, 细
胞凋亡率低于转染前(62.9% vs  66.5%; 21.3% 
vs  23.7%; 14.8% vs  9.8%; 0.69% vs  0.96%, 均
P <0.05).

结论:  T G F-β1-A S O D N可高效特异地将
TGF-β1基因沉默, 并解除其抑制细胞增殖、

阻滞细胞周期、促进细胞凋亡的作用.

关键词: 食管鳞癌; 转化生长因子β1; 增殖; 凋亡
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0  引言

转化生长因子-β(transforming growth factor beta, 
TGF-β)是一类多功能的多肽类细胞因子, 首先

由Assoian et al [1]于1983年自人血小板中成功提

取, 已被证实对细胞增殖分化、细胞外基质产

生、血管生成以及细胞凋亡等起重要的调控作

用[2]. 近年来发现, TGF-β对肿瘤的作用极其复

杂且可能相互矛盾, 在肿瘤早期可抑制细胞增

殖、启动细胞分化诱导凋亡; 但在肿瘤的进展

期则可通过多种机制促进肿瘤的侵袭和转移[3-5]. 
为探讨TGF-β1对食管鳞癌细胞的作用, 本研究

运用反义寡核苷酸技术观察了TGF-β1-ASODN
对食管鳞癌细胞EC9706增殖及凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管鳞癌细胞系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.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: EC9706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RPMI 1640培养基中生长, 并置于37℃, 50 
mL/L CO2的条件下培养, 实验细胞均处于对数

生长期. 
1.2.2 TGF-β1-ASODN转染EC9706细胞: 根据

文献设计合成针对TGF-β1第一启动子的反义

寡核苷酸片段[6], 启动子序列: GGC GCC GCC 
TCC CCC ATG CCG CCC TCC GGG, TGF-β1-
ASODN: CCC GGA GGG CGG CAT GGG GG, 
由北京赛百盛生物技术有限公司合成, 硫代磷

酸化修饰, PAGE纯化, 纯度99.9%. 将细胞分为3
组, 转染反义寡核苷酸组(ASODN); 转染试剂组

(不加反义寡核苷酸仅仅加入转染试剂); 未转染

组(不进行任何操作的EC9706细胞). 按KeyGen
公司转染试剂说明书将TGF-β1-ASODN(0.2 g/L)
转入EC9706细胞中. 
1.2.3 观察转染后EC9706细胞形态学改变: 在细

胞培养状态下, 用倒置显微镜分别观察各组细

胞的生长状态及形态学改变. 
1 . 2 . 4  R T- P C R 检 测 E C 9 7 0 6 细 胞 T G F - β 1 
m R N A表达 :  T G F-β1引物序列 [7]:  上游 :  5'- 
CACATCAGAGCTCCGAGAAG-3', 下游: 5'-GGTC
CTTGCGGAAGTCAATG-3', 片段大小: 492 bp, 由
北京赛百盛生物技术有限公司合成; 内参β-actin引
物序列: 上游: 5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3', 
下游: 5'-TCATAGTCCGCCTAGAAGC-3', 片段大

小: 281 bp, 由北京奥科生物技术有限公司合成. 按
照TRIzol总RNA抽提纯化试剂盒说明(Invitrogen公
司)抽提总RNA. 取1 μL总RNA加入50 μL的反应体

系中, 根据OneStep RT-PCR Kit(宝生物工程公司有

限公司)的说明, 在同一反应体系中同时扩增内参

和目的基因. 取5 μL PCR 产物, 2 g/L琼脂糖电泳, 
对凝胶进行灰度扫描并对灰度值进行统计学处理. 
1.2.5 流式细胞术检测EC9706细胞TGF-β1蛋白

表达: 将细胞用胰酶消化, 1000 r/min离心5 min, 
弃去上清; 用PBS洗2遍, 离心后弃去, 加入70%
冰乙醇固定, 过夜; 取单细胞悬液1×106/mL, 加
入鼠抗人TGF-β1 mAb(北京中山金桥生物公司)
工作液100 μL, 室温孵育30 min; 加入PBS 10 mL
洗涤1次, 弃上清; 加入羊抗鼠FITC-IgG二抗工

作液100 μL, 避光室温孵育30 min; 加入PBS 10 
mL洗涤1次, 加入PBS 0.1 mL经500目铜网过滤

后流式细胞仪检测TGF-β1蛋白. 

■相关报道
Gong  e t  a l 的研
究 结 果 显 示 , 
TGF-β1可导致大
肠癌细胞细胞周
期 受 阻 ,  细 胞 生
长受抑. Patel et al
的研究结果表明, 
TGF-β1对肝癌细
胞凋亡具有诱导
作用.
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1.2.6 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测EC9706细

胞增殖活性: 将细胞按每孔5×103铺入96孔板, 
培养24 h后进行转染, 在72 h时按常规方法加入

MTT、二甲基亚砜, 用酶标仪测定各孔的A 492, 
并计算细胞存活率(细胞存活率 = 实验组A均值

/对照组A均值×100%). 
1.2.7 流式细胞术检测EC9706细胞凋亡及细胞

周期: 细胞准备同1.2.5, 取单细胞悬液1×109/L, 
加1 mL PI(100 mg/L), 避光30 min, 流式细胞仪

检测细胞凋亡及细胞周期.
统计学处理 所有数据均经SPSS13.0软件进

行统计分析. 计数资料采用阳性率表示, 阳性率

之间的比较采用χ2检验; 计量资料采用mean±
SD表示, 2组均数的比较用t检验. 显著性水准α 
= 0.05.

2  结果

2.1 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞TGF-β1的抑

制作用 RT-PCR结果显示, TGF-β1片段大小为

492 bp(图1). 经TGF-β1/β-actin mRNA半定量分

析显示, 转染TGF-β1-ASODN后72 h, EC9706细
胞TGF-β1 mRNA的表达水平明显低于对照组

(P <0.01, 表1, 图1). 流式细胞术结果显示, 转染

TGF-β1-ASODN后72 h, EC9706细胞TGF-β1
蛋白阳性表达率明显低于对照组(P <0.01, 表1, 
图2). 以上结果表明, TGF-β1-ASODN可有效抑

制TGF-β1基因的表达. 
2.2 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞形态的影响 
倒置显微镜下观察发现, 未转染组部分细胞呈

多边形, 部分细胞呈梭形、菱形或泪滴形, 边缘

锐利, 癌细胞呈散在分布或呈片状、放射状、

条索状排列, 细胞轮廓清楚, 贴壁生长, 生长旺

盛. 转染TGF-β1-ASODN组, 24 h, 癌细胞折光性

减弱, 形态基本正常; 48 h, 细胞体积变小, 细胞

形态变圆滑, 呈圆形、椭圆形或方形, 细胞间隙

变宽, 细胞胞质减少、颗粒增多, 折光性差; 72 h, 
细胞生长拥挤失去正常形态, 部分细胞死亡脱

落而悬浮于培养液中(图3).
2.3 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞增殖的影

响  流式细胞术检测细胞周期, 结果显示转染

TGF-β1-ASODN组G1期、S期细胞较对照组减少

(P<0.01), 而G2期细胞较对照组增多(P<0.01, 表2, 
图4); MTT法检测结果显示转染TGF-β1-ASODN
组细胞的存活率较对照组高(P <0.05, 表3). 表明

TGF-β1-ASODN可使EC9706细胞增殖加快.
2.4 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影

响 流式细胞术检测细胞凋亡, 结果显示, 转染

表  1  TGF-β1-ASODN对EC9706细胞TGF-β1表达的影响

     
分组		       TGF-β1 mRNA	      t 值	           P 值

	                      TGF-β1蛋白   	         
χ2值	              P 值

						                 细胞数        阳性率(%)

TGF-β1-ASODN组	     0.25±0.07			                5741           35.35		

转染试剂组	      0.44±0.09           17.085           0.002             5628           45.32           157.108           0.000

未转染组		       0.43±0.09           13.847           0.000             2061           41.38             23.513           0.000

表  2  TGF-β1-ASODN对EC9706细胞细胞周期的影响

     
分组 	                       细胞数	      G1(%)	       χ2值	       P 值	    G2(%)	    χ2值	     P 值	  S(%)	  χ2值	  P 值

TGF-β1-ASODN组	   24 332       62.9			      14.8			    21.3		

转染试剂组	       7325       65.1       11.653      0.001       10.7       79.171      0.000       24.2        27.686    0.000

未转染组		        8873       66.5       15.204      0.004         9.8       93.521      0.000       23.7    1293.858    0.000

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

500 bp 492
bp

281

M              1              2              3

图  1  TGF-β1-ASODN转染后72 h TGF-β1 mRNA在EC9706
细胞中的表达(492 bp). M: Marker(100 bp); 1: TGF-β1-

ASODN组; 2: 转染试剂组; 3: 未转染组.

■创新盘点
TGF-β对肿瘤的
作用极其复杂且
可能相互矛盾, 本
研究运用反义寡
核苷酸技术观察
TGF-β1-ASODN
对 食 管 鳞 癌 细
胞 增 殖 及 凋 亡
的 影 响 ,  可 明 确
TGF-β1对食管癌
细胞的作用, 并为
阐明食管癌的发
病机制奠定基础.
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TGF-β1-ASODN组细胞凋亡率较对照组降低

(P <0.05), 表明TGF-β1-ASODN可抑制EC9706细
胞凋亡(表4, 图5).

3  讨论

TGF-β在机体的胚胎发育、创伤修复、免疫调

节、细胞外基质的合成和储存等方面发挥重要

作用, 同时也对许多细胞的生长具有调节作用. 
TGF-β对细胞的作用可表现为刺激或抑制, 这主

要取决于细胞的类型、来源、分化状态和实验

条件的不同. 体外研究表明, TGF-β家族成员可

抑制上皮细胞的增殖, 促进细胞凋亡, 但对不同

的肿瘤细胞其作用还有待进一步探讨. 
本研究根据文献[6]合成针对TGF-β1第一

启动子的反义寡核苷酸(TGF-β1-ASODN), 并进

行硫代磷酸化修饰, 运用阳离子聚合物瞬时转

染食管鳞癌细胞EC9706, 观察TGF-β1-ASODN
对EC9706细胞增殖及凋亡的影响. RT-PCR结

A B 图  3  TGF-β1-ASODN转染后EC9706细胞形
态. A: 未转染组; B: TGF-β1-ASODN组.

图  2  TGF-β1-ASODN转染后72 h TGF-β1蛋白在EC9706细胞中的表达. A: TGF-β1-ASODN组; B: 转染试剂组; C: 未转染组.

100       101       102       103

18

A

100       101       102       103

73B

100       101       102       103

61C

表  3  TGF-β1-ASODN对EC9706细胞增殖的影响

     
分组	                          A 值	    存活率(%)  t 值	 P 值

TGF-β1-ASODN组	0.58±0.11   109.4		

转染试剂组	 0.53±0.09     96.2    4.272    0.043

未转染组		  0.53±0.09   100.0    4.445    0.039

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

表  4  TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影响

     
分组	                   细胞数  凋亡百分率(%)  χ2值      P 值

TGF-β1-ASODN组	24 332         0.69		

转染试剂组	    7325         0.95         5.306  0.021

未转染组		     8873         0.96         6.154  0.013

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

CV S0CCV S0BCV 50A 图  4  流式细胞术检测各组EC9706细胞
周期. A: TGF-β1-ASODN组; B: 转染试

剂组; C: 未转染组.
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■应用要点
本 研 究 提 示 , 
TGF-β1-ASODN
可以高效特异地
将TGF-β1基因沉
默, 解除其促进细
胞凋亡、阻滞细
胞周期、抑制细
胞增殖的作用. 这
有助于进一步探
讨TGF-β1在食管
癌发生发展中的
作用.
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果显示, 转染TGF-β1-ASODN后24 h TGF-β1 
mRNA的表达水平即有所下降, 72 h(0.25±0.07)
明显低于转染前(0.43±0.09, P <0.01), 而同一

样本中TGF-β1-ASODN非靶向基因β-actin的表

达未见明显变化. 流式细胞术结果也显示, 转
染后TGF-β1蛋白的表达(35.35%)明显低于转

染前(41.38%, P <0.01). 以上结果表明, TGF-β1-
ASODN可以高效特异地将TGF-β1基因沉默, 这
为进一步研究TGF-β1-ASODN对食管鳞癌细胞

的增殖及凋亡的影响奠定了基础. 
正常的TGF-β功能取决于正常的TGF-β信

号通路, TGF-β具有抑制细胞增殖及促进凋亡的

作用. TGF-β抑制细胞增殖主要是对细胞周期的

阻滞作用[8-10]. G1期向S期转化是细胞周期调控

的关卡, 细胞一旦通过此控制点, 将通过整个细

胞周期. 本研究结果显示, TGF-β1-ASODN转染

EC9706细胞后, G2期细胞明显增多, 其百分比

(14.8%)明显高于转染前(9.8%), 而G1期的细胞

减少, 其百分比(62.9%)低于转染前(66.5%), S期
细胞百分比(21.3%)也明显低于转染前(23.7%). 
由此可见, TGF-β1-ASODN对食管鳞癌细胞

EC9706中TGF-β1的特异性抑制, 可能解除了

TGF-β1对细胞的生长抑制, 使得细胞通过G1期

及S期, 进入G2期, 导致有更多的细胞进行细胞

分裂. 本研究MTT检测结果也证实转染TGF-β1-
ASODN后72 h, 细胞存活率(109.4%)明显高于

转染前(100%, P <0.05), 细胞增殖加快, 提示转染

TGF-β1-ASODN后, 细胞增殖活性增强. 转染之

后细胞形态学的改变也提示TGF-β1-ASODN对

TGF-β1基因的抑制, 导致EC9706细胞增长速度

加快. 72 h时, 细胞生长明显拥挤并失去正常形

态, 使得部分细胞死亡脱落而悬浮于培养液中. 
TGF-β1不仅可抑制上皮细胞的增殖并对细

胞凋亡具有诱导作用. Patel et al [11]的研究结果表

明, TGF-β1对肝癌细胞凋亡具有诱导作用. 本研

究转染TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影

响也是显而易见的, 在转染TGF-β1-ASODN后, 
细胞凋亡率降低(转染前: 0.96%, 转染后: 0.69%, 
P <0.05), 表明以TGF-β1-ASODN沉默TGF-β1基
因, 可阻断TGF-β1对食管鳞癌细胞EC9706的凋

亡促进作用. 
对大多数上皮细胞TGF-β1发挥着生长抑

制作用, 本研究结果提示T G F-β1对食管鳞癌

细胞EC9706也具有生长抑制及诱导凋亡的作

用. TGF-β抑制细胞增殖的机制主要是对细胞

周期的阻滞作用. TGF-β在G1期发挥调节细胞

周期的作用, 这些作用主要通过对细胞周期素

(cyclin)、细胞周期素依赖激酶(cyclin-dependent 
k inase, CDK)、细胞周期素依赖激酶抑制因

子(cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI)以及

c-Myc[12-13]的表达水平及功能状态进行调控, 最
终使pRB去磷酸化而活化, 活化的pRB结合并

抑制大量生长因子, 导致细胞停滞在G1期. 此
外, TGF-β1对细胞凋亡的诱导可能通过以下途

径: (1)提高细胞内组织型转谷氨酰胺酶的含量; 
(2)与c-Myc基因相互作用; (3)抑制RB蛋白的表

达及磷酸化或与其他凋亡相关基因相互作用. 
这些调节过程始终离不开TGF-β1/Smads信号

的正常转导, 信号通路中任何分子的异常都可

能干扰细胞周期的正常运转, 从而成为肿瘤发

生的诱因. TGF-β1-ASODN可以高效特异地将

TGF-β1基因沉默, 解除其促进细胞凋亡、阻滞

细胞周期、抑制细胞增殖的作用. 本研究结果

显示的TGF-β1对食管癌细胞增殖及凋亡的影响

有助于进一步探讨TGF-β1在食管癌发生发展中

的作用.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (科学编辑: 李军亮 2009-12-08)


