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摘要 目的 通过 siＲNA 干扰技术敲低食管癌细胞内甾醇

氧乙酰基转移酶-1 ( SOAT1 ) 表达，探究 SOAT1 异常表达对

其生长、迁 移 及 侵 袭 能 力 的 影 响。方 法 Western blot 和

PCＲ 方法检测食管癌组织及细胞系中 SOAT1 蛋白及 mＲNA
相对 表 达 量; 通 过 ＲNA 干 扰 技 术 下 调 KYSE30 细 胞 内

SOAT1 的 mＲNA 及蛋白表达; 采用 Cell Counting Kit-8 以及

流式细胞仪器等检测其增殖和凋亡情况，利用 Western blot
检测凋亡相关蛋白( cleaved PAＲP 和 cleaved caspase-3) 的表

达情况，采用划痕实验及 transwell 系统检测细胞迁移及侵袭

能力。结果 食管癌组织中 SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达高于

癌旁正常组织( 均 P ＜ 0. 01) ，食管癌细胞系中 SOAT1 蛋白

及 mＲNA 表达亦高于食管正常上皮细胞 ( F = 85. 72，P ＜
0. 000 1) 。敲低 SOAT1 表达可减弱 KYSE30 细胞的增殖能

力( t = 10. 73，P = 0. 000 4 ) ，并促进其凋亡增加，亦能减弱

KYSE30 细胞的迁移( t = 9. 923，P = 0. 000 6 ) 及侵袭能力( t
=3. 357，P = 0. 028 4) 。结论 敲低 SOAT1 表达对食管癌细

胞的增殖和转移具有抑制作用。
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食管癌是全世界最常见的消化道恶性肿瘤之

一，具有病死率高、男性多于女性等特点［1］，其发病

率和病死率均呈上升趋势［2］。尽管许多影响食管

癌发生发展的危险因素已被证实，但其具体的机制

尚未阐明。甾醇氧乙酰基转移酶( sterol O-acyltrans-
ferase，SOAT) -1 可催化细胞内游离胆固醇转换成胆

固醇脂类，并维持细胞内的胆固醇稳态［3］。哺乳动

物体 内 SOAT 包 含 2 个 亚 型: SOAT1 和 SOAT2，

SOAT1 是内质网的标记酶，广泛表达于所有组织类

型，而 SOAT2 仅在肠道和肝脏中表达［4］。研究［5 － 7］

发现，SOAT1 在多种肿瘤中的影响已被报道，其中

包括 肝 细 胞 癌［5］、肾 透 明 细 胞 癌［6］ 以 及 结 肠 腺

癌［7］。然而，目前尚无报道阐明 SOAT1 在食道鳞状

细胞癌中的作用。因此，该研究主要从细胞学实验

阐明 SOAT1 异常表达对食管癌细胞的增殖、迁移及

侵袭的调节作用，为今后的临床治疗提供一定的基

础依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 选用的食管癌细胞株( KYSE 510、
KYSE 450、KYSE 150 和 KYSE 30) 和食道上皮细胞

( Het-1a) 均购自中国科学院细胞库。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 ＲPMI Medium 1640 basic
培养基 ( 美国 Gibco 公司) ，无支原体新生牛血清

( 杭州四季青有限公司) ，Lipofectamine 2000 转染试

剂( 美国 ThermoFisher 公司) ，Transwell 小室( 美国

Corning 生物科技有限公司) ，Cell Counting Kit -8( 上

海碧云天生物技术有限公司) ，超敏 ECL 化学发光

试剂盒( 美国 ThermoFisher 公司) ，SOAT1 抗体( 美

国 Abcam 公司) ，GAPDH 抗体和辣根过氧化物酶标

记二抗( 北京中杉金桥公司) ，Annexin V-FITC /PI 双

染色试剂盒( 美国 BD Biosciences 公司) ，Takara 逆

转录试剂盒、Ｒeal Time PCＲ 试剂盒( 北京 Takara 生

物医学公司) 。2 条 SOAT1 特异性 siＲNA 均由上海

吉玛生物科技有限公司合成，靶序列分别为: CCCA-
CUCAUUUGUCAGAGA， CUCUUCAUGUUCUUUG-
GAA。酶标仪( 美国 Bio-Tek 公司) ，流式细胞仪( 美

国 BD 生物科学有限公司) ，化学发光图像分析系统

( 上海天能科技公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 采用含 10% 新生牛血清的 ＲP-
MI 1640 培 养 基，细 胞 培 养 箱 的 培 养 条 件 为 5%
CO2、37 ℃。
1． 2． 2 siＲNA 干扰 当 KYSE 30 细胞处于生长指

数期时，在 6 孔板中进行接种。待细胞生长至 70%
～80%时，按照《lipofectamine 2000 操作说明书》进

行 siＲNA 转染。分别取 100 pmol /ml siＲNA 和 3 μl
lipofectamine 2000 加入到 2 支含 100 μl Opti-MEM

·007· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 May; 56( 5)



培养基的 1. 5 ml 离心管中混匀室温放置 5 min，将 2
支离心管内液体混匀室温放置 15 min，最后分别均

匀加入到每个培养孔内。
1． 2． 3 细胞增殖检测 在 96 孔板中接种 KYSE30
细胞，密度为5 000个 /孔。经不同处理后，加入 10
μl CCK-8 溶液并混匀，继续培养 1. 5 h 后采用酶标

仪检测吸光度值。
1． 2． 4 划痕实验 当 KYSE30 细胞处于生长指数

期时，按 1 × 106 个 /ml 的密度在 6 孔板中接种。24
h 后换成含 1%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养基，继续

培养 12 h。采用 200 μl 枪头在培养孔底部划出水

平划痕，并用 PBS 洗去漂浮细胞，用含 1% 胎牛血清

的 ＲPMI 1640 培养基继续培养。置于光学显微镜下

拍照，经过不同转染处理后，48 h 再次进行拍照。
1． 2． 5 Transwell 实验 首先制备预铺 Matrigel 胶

的 transwell 小室，Matrigel 胶和 ＲPMI 1640 培养基的

比例为 6 ∶ 1。选取经 siＲNA 转染 48 h 的细胞，调整

细胞密度为 1 × 106个 / ml。在上室内加入 100 μl 细

胞悬液，下室内加入 600 μl 含 10% 胎牛血清的 ＲP-
MI 1640 培养基，继续培养 48 h。取出小室，放入

4% 多聚甲醛溶液中室温固定 20 min，PBS 洗涤后

放入 1% 结晶紫染色缸内进行染色 15 min，PBS 洗

涤后置于室温干燥，擦去小室内膜上 Matrigel 胶和

染色细胞，最后在显微镜下拍照。
1． 2． 6 流式细胞术 将 KYSE 30 细胞接种于 6 孔

板中，分成对照( NC) 组和 siＲNA-2 组，观察细胞凋

亡情况。继续培养 48 h 后，使用 Annexin V-FITC /PI
双染色试剂盒对收集的细胞进行染色。用流式细胞

仪检测细胞凋亡，用 Flow-jo 软件分析细胞凋亡情

况。
1． 2． 7 Western blot 组织或细胞采用含 1% PMSF
的 ＲIPA 裂解液进行裂解 5 min 后，在 4 ℃环境下进

行14 000 r /min 离 心。取 清 亮 的 上 清 液，并 采 用

BCA 试剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司) 进行

蛋白定量。取 30 μg 蛋白液依次进行 SDS-PAGE 浓

缩、分离并转至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 2
h，加入一抗( 1 ∶ 1 000 ) ，在 4 ℃ 条件下孵育过夜。
洗涤 3 次后，加入二抗，室温孵育 1 h，洗涤后在化学

发光图像分析系统进行拍照。
1． 2． 8 mＲNA 提取与 qＲT-PCＲ 采用 AxyPrep 总

ＲNA 小量制备试剂盒( 美国 Axygen 公司) 进行 ＲNA
提取。然后，采用逆转录试剂盒将提取的 ＲNA 逆转

录成 cDNA。最后，采用 Ｒeal Time PCＲ 试剂盒进行

相对 定 量 检 测。SOAT1 引 物 序 列: F: TTTGCT-

GACGCTGCTGTAGAACC， Ｒ: AAAGGCTTCATT-
TACTTCCCACATTGC; GAPDH 引物购于上海生工生

物工程有限公司。
1． 3 统计学处理 采用 Graphpad prism 8. 0 软件对

数据进行分析并绘制图形。结果以 珋x ± s 表示，采用

t 检验或单因素方差分析对数据进行统计分析。P
＜ 0. 05 即认为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 食管癌组织中 SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达高

于癌旁正常组织 收集 9 例食管癌患者的临床资料

及组织样本。患者平均年龄为 58 ～ 75 ( 67. 5 ± 6. 6)

岁，其中男性 6 例，女性 3 例。术后病理诊断报告均

为食道鳞状细胞癌，其中低分化 5 例、中低分化 3
例、高分化 1 例。食管癌组织中 SOAT1 蛋白的表达

高于癌旁组织( 图 1A) ，且 SOAT1 mＲNA 表达亦高

于癌旁正常组织( 图 1B) ，差异有统计学意义( t =
4. 162，P = 0. 000 7) 。

图 1 食管癌患者的配对癌及癌旁组织中

SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达水平

A: 配对组织中 SOAT1 蛋白表达水平 ( n = 4 ) ; B: 配对组织中

SOAT1 mＲNA 表达水平( n = 9 ) ; N: 癌旁正常组织; T: 食管癌组织;

#1 ～ #4: 4 例患者; 与癌旁正常组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 食管癌细胞系中 SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达

高于食管正常上皮细胞 选取 4 株食管癌细胞系以

及 Het-1a。如图 2A 示，SOAT1 蛋白在 4 株食管癌

细胞系内表达均不同程度高于 Het-1a 细胞。如图
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2B 示，4 株食管癌细胞系内 SOAT1 mＲNA 表达亦均

高于 Het-1a 细胞且差异有统计学意义( F = 85. 72，P
＜ 0. 000 1) 。

图 2 SOAT1 蛋白及 mＲNA 在食管癌细胞及食道

上皮细胞中的相对表达量

A: 细胞系中 SOAT1 蛋白表达水平; B: 细胞系中 SOAT1 mＲNA

表达水平; 1: KYSE510; 2: KYSE450; 3: KYSE150; 4: KYSE30; 5: Het-

1a; 与 Het-1a 比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 siＲNA 敲低 KYSE30 细胞内 SOAT1 蛋白及

mＲNA 表 达 如 图 2 所 示，KYSE30 细 胞 系 内

SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达相对较高，因此后续细胞

学实验均采用 KYSE30 细胞系。如图 3 所示，通过

细胞转染 siＲNA 敲低细胞内 SOAT1 表达，结果显

示，与 NC 组比较，2 条 SOAT1 特异性的 siＲNA-1 /2
均可以下调 KYSE30 细胞内 SOAT1 蛋白( 图 3A) 及

mＲNA( 图 3B ) 表 达 且 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =

42. 80，P = 0. 000 3) 。同时，本研究选取 siＲNA-2 继

续开展功能学实验。

图 3 转染 siＲNA 后 KYSE30 细胞内 SOAT1 蛋白及 mＲNA 表达

A: KYSE30 细胞内 SOAT1 蛋白表达水平; B: KYSE30 细胞内

SOAT1 mＲNA 表达水平; 与 NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 降低 SOAT1 表达可减慢 KYSE30 细胞的增

殖能力，增加细胞凋亡比例，促进凋亡相关蛋白表达

如图 4A 示，降低 SOAT1 表达可抑制 KYSE30 细

胞的生长速度，差异有统计学意义( 72 h: t = 5. 573，

P = 0. 005 1; 96 h: t = 10. 73，P = 0. 000 4 ) ; 如图 4C
示，负向调节 SOAT1 表达可增加 KYSE30 细胞的凋

亡比例( 0. 62% vs 6. 49% ) ; Western blot 结果也证

实，敲低 SOAT1 表达促进了凋亡蛋白 cleaved PAＲP
和 cleaved caspase-3 的表达( 图 4B) 。

图 4 敲低 SOAT1 表达对 KYSE30 细胞增殖、凋亡细胞比例以及凋亡相关蛋白表达的影响

A: 2 组细胞增殖变化; B: 2 组细胞内凋亡相关蛋白表达水平; C: 2 组细胞内凋亡比率变化; 与 NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001
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图 5 下调 KYSE30 细胞内 SOAT1 表达对其迁移及侵袭的影响 × 100

A: 划痕实验检测细胞迁移能力; B: 2 组细胞的迁移比例; C: transwell 实验检测细胞侵袭能力; D: 2 组细胞的侵出细胞比例; 与 NC 组比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 下调 SOAT1 表达可减弱 KYSE30 细胞的迁

移和 侵 袭 性 如 图 5A、B 所 示，与 NC 组 比 较，

SOAT1 低表达组 KYSE30 细胞的迁移数目减少且差

异有统计学意义 ( t = 9. 923，P = 0． 000 6 ) 。如 图

5C、D 示，SOAT1 低表达组 KYSE30 细胞的侵袭能

力较 NC 组减弱( t = 3. 357，P = 0. 028 4) 。

3 讨论

正常细胞向恶性肿瘤细胞转化包括体细胞突

变、表观遗传改变、代谢重编程和细胞生长失控。其

中代谢重编程已成为肿瘤生物学的研究热点，关键

代谢基因也成为癌症发生发展中重要调控因子和潜

在的治疗靶点。SOAT1 是一种变构酶，它可以利用

多种甾醇( 包括氧甾醇和植物甾醇等) 作为底物和

活化剂，其中胆固醇是最优的底物和活化剂。近年

来，研究［8］发现 SOAT1 不仅参与生酮途径、异亮氨

酸降解和解酮过程而且具有调控肿瘤增殖及耐药的

能力。研究［9］发现，SOAT1 是前列腺癌的潜在预后

标志物之一，前列腺癌样本中出现胆甾醇酯积累，体

内动物模型证实降低 SOAT1 介导的胆甾醇酯积累

可以 抑 制 前 列 腺 癌 的 生 长 和 转 移。Martinez-Out-
schoorn et al［10］发现在 MDA -MB -231 细胞中上调

SOAT1 基因，可显著提高乳腺癌的生长和转移能

力。与此同时，在结直肠癌［11］和肺癌［12］中，SOAT1
亦可促进癌细胞的增殖以及转移。

为探究 SOAT1 对食管癌是否具有同样调控作

用，本研究收集了新鲜的食管癌组织，与正常食道组

织比较，癌灶中 SOAT1 蛋白和 mＲNA 表达上升。接

下来，敲低 SOAT1 表达可以减慢食管癌细胞的增殖

速度，促进其凋亡，并抑制其迁移及转移能力，这与

Geng et al［13］研究结果类似。然而，在肾细胞癌中，

SOAT1 相对低表达组患者具有更短的总生存期和

无病生存期，且体外实验发现过表达 SOAT1 基因抑

制肾癌细胞的生长及迁移能力［6］。本研究与 Geng
et al［13］的研究结果相反，这有可能与纳入实验的细

胞系类型有关。盐酸 Nevanimibe 是 SOAT1 的抑制

剂之一，体外实验显示，低剂量可抑制降低肾上腺激

素生成，高剂量可引起肾上腺皮质细胞凋亡［14］。一

项包含 63 例肾上腺皮质癌患者的多中心的临床 I
期试验发现，盐酸 Nevanimibe 的最大耐受安全计量

为6 000 mg /75 kg，但是研究中尚未发现任何完全缓

解或部分缓解的迹象［15］。因此，对于盐酸 Nevan-
imibe 是否在食管癌临床中具备安全性和有效性将

值得进一步探究。综上所述，敲低 SOAT1 表达可负

向调控食管癌细胞增殖、迁移以及侵袭能力，这为今

后的 SOAT1 抑制剂临床治疗提供了一定理论依据。
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Effect of knocking down of SOAT1 expression on proliferation
and metastasis of esophageal carcinoma

Ning Guangyao，Zhang Ｒenquan，Huang Yunlong
( Dept of Thoracic Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of SOAT1 on proliferation，migration and invasion of esophageal
cancer cells by down-regulating the expression of SOAT1 using ＲNA interference． Methods Firstly，the relative
expression levels of SOAT1 protein and mＲNA in esophageal cancer tissues and cell lines were detected using west-
ern blot and qＲT-PCＲ assay，respectively． Next，after that SOAT1 was down-regulated in KYSE30 cells by ＲNA
interference technique，the proliferation and apoptosis were detected by Cell Counting Kit-8 and flow cytometry re-
spectively，and the expression of apoptosis-related proteins ( cleaved PAＲP and cleaved caspase-3) were detected
by western blot，and the cell migration and invasion were detected by scratch and transwell assay． Ｒesults The
expression of SOAT1 protein and mＲNA in esophageal cancer tissues was higher than that in adjacent normal tissues
( all P ＜ 0. 01) ，and the expression of SOAT1 protein and mＲNA in esophageal cancer cell lines was also higher
than that in normal esophageal epithelial cells ( F = 85. 72，P ＜ 0. 000 1) ． Knock-down of SOAT1 expression could
weaken the proliferation ability of KYSE30 cells ( t = 10. 73，P = 0. 000 4) and increase the percentage of apopto-
sis，and also weaken the migration ( t = 9. 923，P = 0. 000 6 ) and invasion ( t = 3. 357，P = 0. 028 4 ) ability of
KYSE30 cells． Conclusion Knock-down of SOAT1 expression can suppress the proliferation and metastasis of e-
sophageal carcinoma cells．
Key words esophagus cancer; sterol O-acyltransferase; proliferation; metastasis
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