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依托咪酯调节SPHK1/S1P/S1PR3通路
对食管癌细胞恶性生物学行为的影响*
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  【摘要】 目的 探讨依托咪酯(ETO)是否可调控SPHK1/S1P/S1PR3信号通路影响食管癌(EC)细胞恶性生物学

行为。方法 将EC细胞KYSE30分为NC组、ETO组、PC-NC组、PC-SPHK1组、ETO+PC-NC组、ETO+PC-SPHK1
组;检测KYSE30细胞SPHK1mRNA表达、增殖、凋亡、迁移和侵袭、CXCL-2和CXCL-8水平、B7H1、E-cadherin、N-

cadherin、vimentin、PCNA、cleavedcaspase-3、SPHK1、S1P、S1PR3蛋白表达水平;建立裸鼠移植瘤模型,观察ETO对移

植瘤生长的影响。结果 与NC组比较,ETO组KYSE30细胞SPHK1mRNA表达水平、OD490(24、48h)值、细胞迁移

和侵袭细胞数量、CXCL-2和CXCL-8水平、B7H1、N-cadherin、vimentin、PCNA、SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表达水平降

低,凋亡率、E-cadherin、cleavedcaspase-3蛋白表达水平升高(P<0.05);与PC-NC组比较,PC-SPHK1组KYSE30细胞

SPHK1mRNA表达水平、OD490(24、48h)值、细胞迁移和侵袭细胞数量、CXCL-2和CXCL-8水平、B7H1、N-cadherin、

vimentin、PCNA、SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表达水平升高,凋亡率、E-cadherin、cleavedcaspase-3蛋白表达水平降低

(P<0.05);过表达SPHK1可减弱ETO对KYSE30细胞恶性生物学行为的抑制作用(P<0.05);裸鼠移植瘤实验结果

显示,ETO可抑制肿瘤生长,促进肿瘤组织细胞凋亡(P<0.05)。结论 ETO可抑制KYSE30细胞恶性生物学行为,可
能与抑制SPHK1/S1P/S1PR3信号通路有关。
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ETOmidateinhibitsmalignantbiologicalbehaviorsofesophagealcancer
cellsviaregulatingtheSPHK1/S1P/S1PR3signalingpathway

YANGLina,JIYajun,CUIWenbin,LILing,GUOYangyang
(AnesthesiaMedicalCenter,CangzhouCentralHospital,Cangzhou061000,Hebei,China)

  【Abstract】 Objective Toinvestigatewhetheretomidate(ETO)affectsthemalignantbiologicalbehaviorsofesoph-
agealcancer(EC)cellsbyregulatingthesphingosinekinase1/sphingosine-1-phosphate/sphingosine-1-phosphatereceptor
3(SPHK1/S1P/S1PR3)signalingpathway.Methods ECcellsKYSE30weredividedintoNCgroup,ETOgroup,pc-
NCgroup,pc-SPHK1group,ETO+pc-NCgroup,andETO+pc-SPHK1group.TheSPHK1mRNAexpression,pro-
liferation,apoptosis,migration,invasion,CXCL-2andCXCL-8levels,B7H1,E-cadherin,N-cadherin,vimentin,PC-
NA,cleavedcaspase-3,SPHK1,S1P,S1PR3proteinsinKYSE30cellsweredetected.Anudemousetransplanttumor
modelwasestablished,andtheeffectofETOontransplanttumorgrowthwasobserved.Results ComparedwiththeNC
group,theETOgroupexhibitedsignificantlydecreasedmRNAexpressionofSPHK1,OD490valuesat24hand48h,

numbersofmigratoryandinvasivecells,levelsofCXCL-2andCXCL-8,andproteinexpressionsofB7H1,N-cadherin,

vimentin,PCNA,SPHK1,S1PandS1PR3inKYSE30cells,whilesignificantlyincreasedapoptosisrateandproteinex-
pressionsofE-cadherinandcleavedcaspase-3(P<0.05).Comparedwiththepc-NCgroup,thepc-SPHK1groupshowed
increasedSPHK1mRNA,OD490(24h,48h)values,cellmigrationandinvasionnumbers,CXCL-2andCXCL-8levels,

B7H1,N-cadherin,vimentin,PCNA,SPHK1,S1P,andS1PR3proteinsinKYSE30cells,whiledecreasedapoptosis
rate,E-cadherinandcleavedcaspase-3proteins(P<0.05).OverexpressionofSPHK1wasabletoweakentheinhibitoryeffect
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ofETOonthemalignantbiologicalbehaviorsofKYSE30cells(P<0.05).Nudemousexenograftexperimentsconfirmedthat
ETOinhibitedtumorgrowthandpromotedapoptosisoftumortissuecells(P<0.05).Conclusion ETOcaninhibitthemalignant
biologicalbehaviorsofKYSE30cells,whichmayberelatedtotheinhibitionoftheSPHK1/S1P/S1PR3signalingpathway.

【Keywords】 ETOmidate;SPHK1/S1P/S1PR3signalingpathway;Esophagealcancer;Proliferation;Apoptosis

  食管癌(Esophagealcancer,EC)是我国高发恶性

肿瘤,以食管鳞状细胞癌(Esophagealsquamouscell
carcinoma,ESCC)为主,占比超90%[1-2]。由于ESCC
的早期症状不典型、缺乏有效的诊断和治疗靶点,大
多数患者在诊断时已经发生转移[3-5]。手术是食管癌

的核心根治手段,但术后肿瘤复发转移率高,患者5
年生存率仍偏低[6-8]。值得注意的是,手术麻醉作为

肿瘤手术不可或缺的环节,麻醉药物的选择不仅关乎

手术安全,更可能通过调控癌细胞生物学行为影响患

者预后,部分麻醉药物可通过调节肿瘤相关信号通

路,干预癌细胞增殖、迁移及免疫逃逸,为临床优化麻

醉方案、改善患者远期结局提供了新方向[9]。依托咪

酯(ETOmidate,ETO)是临床常用静脉麻醉药,具有

起效快、对循环呼吸抑制轻等优势,广泛应用于肿瘤

手术诱导麻醉[10]。近年研究证实,ETO兼具潜在抑

癌活性,可抑制子宫内膜癌、EC等多种肿瘤细胞的恶

性生物学行为[11-12]。ETO对食管癌细胞的抑制作用

也已被初步证实[12],但具体分子机制尚未明确,尤其

在手术麻醉场景下,其是否通过调控关键信号通路实

现抑癌效应,仍需深入探究。SPHK1/S1P/S1PR3信

号通路在癌细胞增殖和凋亡过程中发挥重要的调控

作用[13-14]。研究显示,抑制该通路可抑制卵巢癌细胞

增殖、细 胞 上 皮 间 质 转 化(Epithelial-mesenchymal
transition,EMT)、迁移和侵袭,促进细胞凋亡,裸鼠移

植瘤实验中可抑制肿瘤生长[15]。抑制该通路可提高

肺癌细胞对吉非替尼的敏感性,促进癌细胞凋亡[16]。
推测抑制SPHK1/S1P/S1PR3通路抑制癌症进展。

ETO是否可调节该信号通路影响EC细胞恶性生物

学行为尚不明确。基于此,本研究就ETO是否可调

节SPHK1/S1P/S1PR3信号通路来抑制EC细胞恶

性生物学行为进行探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞和动物 KYSE30细胞(广州赛库生物

技术有限公司)。BALB/c裸鼠,20只,SPF级,体重

(20±2)g,赛业(固安)生物科技有限公司,许可证号:

SCXK(冀)2021-003。饲养条件[温度(22±2)℃,湿度

(60±5)%,自然光照12h]。本研究已获得赛业(固
安)生物科技有限公司动物伦理委员会批准(批号:

2024-10164)。

1.1.2 主要试剂 PC-NC和PC-SPHK1质粒(广州

易锦生物技术有限公司);ETO(江苏恩华药业股份有

限公 司);Transwell小 室、细 胞 凋 亡、RT-PCR 和

RNA试剂盒、MTT试剂和BCA试剂盒(上海泽叶生

物科技有限公司);B7H1、PCNA、cleavedcaspase-3、

E-cadherin、N-cadherin、vimentin、SPHK1、S1P、

S1PR3和β-ACTIN一抗及二抗(英国Abcam公司);

HM-96A酶标仪(山东恒美电子科技有限公司);WY-
3230显微镜(广东创新仪器科技有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 分组与干预 将 KYSE30细胞分为 NC组、

PC-NC组、PC-SPHK1 组、ETO 组、ETO+PC-NC
组、ETO+PC-SPHK1组;NC组(不干预),PC-NC组

(转染 PC-NC)、PC-SPHK1组(转 染 PC-SPHK1)、

ETO组(30μmol/L的ETO干预)[12]、ETO+PC-NC
组(转染PC-NC后用30μmol/L的ETO干预)、ETO
+PC-SPHK1组(转染PC-SPHK1后用30μmol/L的

ETO干预),干预培养48h后进行后续试验。

1.2.2 RT-PCR检测SPHK1mRNA表达表达水平

 提取细胞总RNA并逆转录为CDNA,对CDNA进

行RT-PCR 扩 增。引 物:SPHK1 mRNA 正 向:5'-
TCTATAGTGCTGTTGTCACACC-3';反 向:5'-CA
AGCTCCTCCGGCTACTGAGTC-3';GAPDH正向:

5'-GAGTCAACGGATTTGGTCGTT-3';反 向:5'-T
TGATTTTGGAGGGATCTCG-3'。以2-ΔΔCT法计算

SPHK1mRNA表达水平。

1.2.3 MTT 试 验 1000rpm 离 心5min各 组

KYSE30细胞培养液5min,收集细胞重悬至5×106

个/mL。取100μL细胞悬液接种于96孔板中培养,
分别在24h和48h时加入20μL的 MTT,再加入

150μL的DMSO,酶标仪检测490nm处吸光值,以评

估细胞增殖能力。

1.2.4 细胞凋亡分析 收集各组离心的KYSE30细

胞,重悬至1×106 个/mL,取200μL接种于24孔板,
依次加入5μL的ANNEXINV-FITC和5μL的PI
试剂进行染色,无光照条件下孵育15min后,用预热

30min的流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.5 细胞迁移和侵袭分析 将各组离心收集的

KYSE30细胞重悬为1×105 个/mL,取200μL加入

Transwell上室,下室加入600μL含血清培养基,培
养24h,4%的多聚甲醛固定10min,结晶紫染色后用

显微镜观察分析细胞迁移数量。侵袭实验中 Tran-
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swell上室用 Matrigel基质胶包被,后续步骤同上。

1.2.6 CXCL-2和CXCL-8水平分析 1000rpm离

心5min各组细胞并收集细胞培养液,取100μL加入

酶标板,再加入ELISA试剂盒中预先稀释的反应试剂

和显色试剂,终止液终止反应,酶标仪测定吸光值,根
据标准品吸光值绘制的标准曲线计算 CXCL-2和

CXCL-8水平。

1.2.7 Westernblot检测细胞相关蛋白表达 提取

各组KYSE30细胞总蛋白后,用BCA法检测蛋白浓

度,95℃热水处理蛋白样品5min使其变性,取10μL
样品加入电泳槽电泳,转至PVDF膜,封闭2h,加入

B7H1、PCNA、cleavedcaspase-3、E-cadherin、N-cad-
herin、vimentin、SPHK1、S1P、S1PR3和β-ACTIN兔

抗4℃孵育过夜,再加入二抗孵育2h,ECL显色后用

Image-ProPlus6.0分析蛋白灰度值。

1.2.8 裸鼠移植瘤模型建立 将收集的KYSE30细

胞浓度调整为5×106 个/mL,将100μL细胞悬液注

射于BALB/c裸鼠右侧腋窝皮下,当肿瘤长至体积约

100mm3 时开始给药[6],将裸鼠随机分为对照组和药

物组,每 组 10 只。药 物 组 腹 腔 注 射 5 mg/kg 的

ETO[6],对照组用等量生理盐水代替,1次/d,持续

21d,颈椎脱臼法处死裸鼠,切下肿瘤,测量肿瘤体积

并称重。

1.2.9 TUNEL染色 肿瘤组织用多聚甲醛 固 定

24h后,清洗,梯度乙醇脱水,二甲苯透明后浸蜡包埋,
切片(4μM),烤片固定,脱蜡至水,蛋白酶 K室温孵

育10min,然后加入TUNEL反应混合液,37℃避光

孵育60min后,DAPI染色10min。PBS清洗后用抗荧

光淬灭剂封片,荧光显微镜观察分析细胞凋亡情况。

1.3 统计学分析 采用GraphpadPrism8.0.1软件

进行统计学分析,数据以(􀭺x±s)表示,单因素方差分

析和SNK-q检验分析多组间差异和组内两两差异;

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ETO对 KYSE30细胞SPHK1mRNA表达的

影响 SPHK1mRNA 表达水平比较:ETO组低于

NC组(P<0.05),PC-SPHK1组高于PC-NC组(P<
0.05),ETO+PC-SPHK1组高于 ETO+PC-NC组

(P<0.05),见表1。

表1 ETO对KYSE30细胞SPHK1mRNA表达的影响(􀭵x±s,n=6)

Table1 EffectofETOonSPHK1mRNAexpressioninKYSE30cells

组别 SPHK1mRNA
NC组 1.00±0.00
ETO组 0.35±0.02①

PC-NC组 1.01±0.02
PC-SPHK1组 1.82±0.07②

ETO+PC-NC组 0.36±0.02
ETO+PC-SPHK1组 0.73±0.04③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+

PC-NC组比较,③P<0.05。

2.2 ETO对各组 KYSE30细胞增殖和凋亡的影响

 ETO组KYSE30细胞OD490(24h、48h)值低于NC
组,凋 亡 率 高 于 NC 组(P <0.05),PC-SPHK1组

OD490(24h、48h)值高于PC-NC组,凋亡率低于PC-
NC组(P <0.05),ETO+PC-SPHK1组 OD490(24、

48h)值高于 ETO+PC-NC组,凋亡率低于 ETO+
PC-NC组(P<0.05),见图1、表2。
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图1 流式细胞术检测细胞凋亡

Figure1 Apoptosisdetectedbyflowcytometry
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表2 各组KYSE30细胞增殖能力和凋亡率比较(􀭵x±s,n=6)

Table2 Comparisonofproliferationabilityandapoptosisrateof

KYSE30cellsineachgroup

组别 OD490
24h 48h

凋亡率(%)

NC组 0.40±0.03 0.82±0.05 5.27±0.68
ETO组 0.21±0.02① 0.43±0.03① 43.58±4.92①
PC-NC组 0.39±0.03 0.81±0.05 5.62±0.74
PC-SPHK1组 0.54±0.03② 1.04±0.06② 0.75±0.12②
ETO+PC-NC组 0.22±0.00 0.45±0.04 44.89±5.31
ETO+PC-SPHK1组 0.31±0.02③ 0.63±0.04③ 23.46±2.87③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+

PC-NC组比较,③P<0.05。

2.3 ETO对各组 KYSE30细胞迁移和侵袭能力的

影响 KYSE30细胞迁移和侵袭细胞数量比较:ETO
组低于NC组(P<0.05),PC-SPHK1组高于PC-NC

组(P<0.05),ETO+PC-SPHK1组高于ETO+PC-
NC组(P<0.05),见表3、图2、3。

表3 各组KYSE30细胞迁移和侵袭能力比较(􀭵x±s,n=6,个)

Table3 ComparisonofmigrationandinvasionabilitiesofKYSE30cells

indifferentgroups

组别 迁移数量 侵袭数量

NC组 194.86±25.74 167.54±21.36
ETO组 83.54±12.42① 65.47±8.92①

PC-NC组 197.32±26.83 171.25±21.67
PC-SPHK1组 278.49±31.56② 254.83±30.48②

ETO+PC-NC组 81.73±11.95 62.96±8.65
ETO+PC-SPHK1组 145.67±18.38③ 123.72±16.81③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+

PC-NC组比较,③P<0.05。

NC! ETO! pc-NC!

pc-SPHK1! ETO+pc-NC! ETO+pc-SPHK1!

图2 细胞迁移结果图(200×)

Figure2 Imagesofcellmigration

NC! ETO! pc-NC!

pc-SPHK1! ETO+pc-NC! ETO+pc-SPHK1!

图3 细胞侵袭结果图(200×)

Figure3 Imagesofcellinvasion

2.4 ETO对KYSE30细胞CXCL-2和CXCL-8水平

的影响 KYSE30细胞CXCL-2和CXCL-8水平比

较:ETO组低于 NC组(P<0.05),PC-SPHK1组高

于PC-NC组(P<0.05),ETO+PC-SPHK1组高于

ETO+PC-NC组(P<0.05),见表4。
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表4 各组KYSE30细胞CXCL-2和CXCL-8水平比较(􀭵x±s,n=6)

Table4 ComparisonofCXCL-2andCXCL-8levelsinKYSE30cellsa-

mongdifferentgroups

组别 CXCL-2(pg/mL) CXCL-8(pg/mL)

NC组 156.47±9.18 108.76±7.24
ETO组 71.28±5.63① 53.41±4.72①

PC-NC组 154.39±10.27 106.53±7.86
PC-SPHK1组 218.63±14.92② 137.24±9.38②

ETO+PC-NC组 73.56±6.14 52.18±4.49
ETO+PC-SPHK1组 119.72±8.51③ 84.61±6.57③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+

PC-NC组比较,③P<0.05。

2.5 ETO对 KYSE30细胞B7H1、E-cadherin、N-cad-
herin和vimentin蛋白表达的影响 ETO组 KYSE30
细胞B7H1、N-cadherin和vimentin蛋白表达水平低

于NC组,E-cadherin蛋白表达水平高于 NC组(P<
0.05),PC-SPHK1组B7H1、N-cadherin和vimentin
蛋白表达水平高于 NC组,E-cadherin蛋白表达水平

低于 PC-NC 组(P <0.05);ETO+PC-SPHK1组

B7H1、N-cadherin和 vimentin蛋 白 表 达 水 平 高 于

ETO+PC-NC组,E-cadherin蛋白表达水平低于ETO+
PC-NC组(P<0.05),见图4、表5。

B7H1

E-cadherin

N-cadherin

vimentin

-actinβ
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图4 各组KYSE30细胞中B7H1、E-cadherin、N-cadherin和vimentin蛋

白表达

Figure4 ProteinexpressionsofB7H1,E-cadherin,N-cadherinandvim-

entininKYSE30cellsindifferentgroups
注:A.NC组;B.ETO组;C.PC-NC组;D.PC-SPHK1组;E.ETO+PC-

NC组;F.ETO+PC-SPHK1组。

表5 各组KYSE30细胞B7H1、E-cadherin、N-cadherin和vimentin蛋白

表达比较(􀭵x±s,n=6)

Table5 ComparisonofproteinexpressionsofB7H1,E-cadherin,N-

cadherinandvimentininKYSE30cellsamongdifferentgroups

组别 B7H1 E-cadherin N-cadherin vimentin
NC组 0.83±0.10 0.21±0.03 1.16±0.14 0.92±0.13
ETO组 0.32±0.05① 0.75±0.09① 0.47±0.06① 0.25±0.04①

PC-NC组 0.81±0.10 0.20±0.03 1.18±0.15 0.94±0.13
PC-SPHK1组 1.07±0.13② 0.13±0.02② 1.62±0.19② 1.37±0.16②

ETO+PC-NC组 0.34±0.05 0.76±0.10 0.48±0.07 0.27±0.04
ETO+PC-SPHK1组 0.65±0.08③ 0.43±0.06③ 0.87±0.11③ 0.71±0.09③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+

PC-NC组比较,③P<0.05。

2.6 各组 KYSE30细胞PCNA、cleavedcaspase-3、

SPHK1、S1P 和 S1PR3 蛋 白 表 达 比 较  ETO 组

KYSE30细胞PCNA、SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表

达水平低于NC组,cleavedcaspase-3蛋白表达水平高

于NC组(P<0.05),PC-SPHK1组PCNA、SPHK1、S1P
和S1PR3蛋白表达水平高于NC组,cleavedcaspase-3
蛋白表达水平低于PC-NC组(P<0.05);ETO+PC-
SPHK1组PCNA、SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表达水平

高于ETO+PC-NC组,cleavedcaspase-3蛋白表达水平

低于ETO+PC-NC组(P<0.05),见图5、表6。
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-ACTINβ
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图5 各组 KYSE30细胞中 PCNA、cleavedcaspase-3、SPHK1、S1P和

S1PR3蛋白表达

Figure5 ProteinexpressionsofPCNA,cleavedcaspase-3,SPHK1,S1P

andS1PR3inKYSE30cellsindifferentgroups
注:A.NC组;B.ETO组;C.PC-NC组;D.PC-SPHK1组;E.ETO+PC-

NC组;F.ETO+PC-SPHK1组。

表6 各组KYSE30细胞PCNA、cleavedcaspase-3、SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表达比较(􀭵x±s,n=6)

Table6 ComparisonofproteinexpressionsofPCNA,cleavedcaspase-3,SPHK1,S1PandS1PR3inKYSE30cellsamongdifferentgroups

组别 PCNA cleavedcaspase-3 SPHK1 S1P S1PR3
NC组 0.89±0.12 0.20±0.03 0.96±0.13 0.78±0.10 1.09±0.14
ETO组 0.27±0.04① 0.64±0.08① 0.31±0.05① 0.22±0.03① 0.34±0.05①

PC-NC组 0.91±0.13 0.21±0.03 0.98±0.13 0.76±0.09 1.12±0.15
PC-SPHK1组 1.24±0.15② 0.11±0.02② 1.31±0.15② 1.03±0.14② 1.43±0.17②

ETO+PC-NC组 0.28±0.04 0.65±0.08 0.32±0.05 0.23±0.04 0.35±0.05
ETO+PC-SPHK1组 0.69±0.08③ 0.39±0.05③ 0.74±0.09③ 0.59±0.08③ 0.86±0.11③

注:与NC组比较,①P<0.05;与PC-NC组比较,②P<0.05;与ETO+PC-NC组比较,③P<0.05。

2.7 ETO对裸鼠移植瘤体积、质量和组织细胞凋亡

率的影响 与对照组比较,药物组裸鼠肿瘤体积和肿

瘤质量降低,肿瘤组织细胞凋亡率升高(P<0.05),见
图6,图7,表7。
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图6 裸鼠肿瘤

Figure6 Xenografttumorsinnudemice
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图7 TUNEL染色检测细胞凋亡(200×)

Figure7 ApoptosisdetectedbyTUNELstaining

表7 各组裸鼠肿瘤相关指标比较(􀭵x±s,n=6)

Table7 Comparisonoftumor-relatedindexesinnudemiceamongdiffer-

entgroups

组别 肿瘤体积(mm3) 肿瘤质量(g) 组织细胞凋亡率(%)
对照组 1283.57±247.61 1.14±0.18 2.25±0.27
药物组 624.39±71.52① 0.56±0.09① 24.78±3.19①

注:与对照组比较,①P<0.05。

3 讨论

EC手术的核心目标是根治肿瘤,而围术期麻醉

药物的选择可能通过调控癌细胞生物学行为,影响术

后复 发 转 移 风 险,成 为 优 化 治 疗 结 局 的 关 键 环

节[17-19]。依托咪酯因安全性高,是EC手术诱导麻醉

的常用药物,有研究发现其具有一定抑癌效果[20]。

Gao等[10]研究显示ETO可抑制胶质瘤细胞增殖,抑
制裸鼠移植瘤肿瘤生长。Xu等[21]研究显示ETO可

抑制肝细胞癌细胞增殖和迁移。推测ETO可抑制癌

细胞恶性生物学行为。本研究中,ETO干预后可抑制

KYSE30细胞增殖、迁移和侵袭,促进癌细胞凋亡,抑
制EC细胞恶性生物学行为,与上述研究结果一致。

EMT是癌细胞提高迁移和侵袭能力的重要因

素,EMT发生后,细胞极性逐渐消失,细胞间连接能

力降低,钙黏蛋白E-Cadherin表达水平降低,细胞间

黏附能力减弱[22]。同时,细胞会获得间质细胞的特

性,间质细胞标志蛋白 N-cadherin和 Vimentin表达

水平升高,抑制细胞迁移能力减弱,从而使细胞获得

更强的迁移和侵袭能力[23]。本研究中,ETO干预后

可提高KYSE30细胞E-cadherin蛋白表达水平,降低

N-cadherin和Vimentin蛋白表达水平,抑制EMT进

程。癌细胞具有免疫逃逸能力,其可通过多种机制逃

避机体免疫系统的识别和攻击,从而得以在体内生存

和增殖的现象[24]。B7H1在肿瘤细胞免疫逃逸过程

中发挥重要作用,B7H1与T细胞表面的PD-1结合

后,可抑制T细胞对肿瘤细胞的识别和杀伤,帮助肿

瘤细胞逃避机体免疫识别系统的供给,促进癌细胞生

存和增殖[25-26];CXCL-2和CXCL-8可招募免疫抑制

细胞,进而抑制T细胞活性,使T细胞无法识别肿瘤

细胞,进而帮助肿瘤细胞逃避免疫细胞攻击[27]。本研

究中,ETO干预后可降低 KYSE30细胞B7H1蛋白

表达水平、CXCL-2和CXCL-8水平,抑制KYSE30细

胞免疫逃逸。进一步检测增殖促进蛋白PCNA和凋

亡促进蛋白cleavedcaspase-3表达水平发现,ETO干

预后可提高cleavedcaspase-3蛋白表达水平,降低

PCNA蛋白表达水平,抑制 KYSE30细胞增殖,促进

细胞凋亡。裸鼠移植瘤实验结果也显示,ETO可抑制

KYSE30细胞肿瘤生长,促进肿瘤组织细胞凋亡。提

示ETO可抑制KYSE30细胞恶性生物学行为。

SPHK1/S1P/S1PR3信号通路细胞信号转导中

的重要通路,参与调控细胞增殖、存活和迁移等生理

过程。SPHK1被激活后可催化鞘氨醇生成S1P,S1P
被转运到细胞外后与细胞表面的S1PR3结合,进而引

起S1PR3的构象变化,从而激活下游的信号通路,发
挥生物学调控作用[13]。李丽品等[28]研究显示抑制该

通路可降低宫颈癌细胞增殖和迁移能力,抑制EMT
进展。Yao等[29]研究显示抑制SPHK1/S1P通路可

抑制三阴性乳腺癌细胞生长和淋巴结转移。
本研究中,过表达SPHK1可促进 KYSE30细胞

恶性生物学行为,表明激活该通路可促进癌症进展。

ETO干预后SPHK1、S1P和S1PR3蛋白表达水平明

显低于NC组,该通路被抑制。
本研究在ETO干预的同时过表达SPHK1,结果

发现,过表达SPHK1可减弱ETO对 KYSE30细胞

恶性生物学行为的抑制作用。提示ETO可能通过抑

制SPHK1/S1P/S1PR3信号通路来抑制 KYSE30细

胞恶性生物学行为。

4 结论

ETO可能通过抑制SPHK1/S1P/S1PR3信号通

路来降低KYSE30细胞增殖、迁移和侵袭能力,促进

细胞凋亡。ETO抑制EC细胞恶性生物学行为的靶

点不唯一,可能还存在其他通路,后续还需进一步

探究。
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