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　　［摘要］　背景与目的：先前的研究已经证实富含亮氨酸重复序列3B蛋白(leucine-rich repeat-

containing 3B，LRRC3B)在多种癌症中低表达，并且与癌细胞的迁移侵袭密切相关。该研究旨在探讨LRRC3B在

食管癌发展中的作用机制。方法：免疫组织化学染色检测LRRC3B在60例食管癌组织及60例癌旁组织中的表达情

况，采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR)和蛋白[质]印迹法(Western blot)分别检测食管癌细胞Eca109和食管正常上皮细胞系HEEC中LRRC3B

的mRNA和蛋白表达。处理食管癌细胞Eca109并分3组：正常对照组、阴性对照组(转染对照空pCMV6质粒)和

过表达LRRC3B组(转染pCMV6-LRRC3B过表达质粒)。采用Transwell法检测各组Eca109细胞迁移和侵袭的变

化。采用Western blot检测各组细胞中上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)相关蛋白

E-cadherin、N-cadherin和Vimentin表达以及p-Akt蛋白水平。结果：LRRC3B在食管癌组织和细胞中的表达明

显低于癌旁组织和食管正常上皮细胞。过表达LRRC3B明显抑制Eca109细胞的迁移和侵袭能力，上调上皮因子

E-cadherin表达，抑制间质标志物N-cadherin和Vimentin表达，同时降低细胞内p-Akt水平。结论：LRRC3B在

食管癌中低表达，上调LRRC3B能够抑制食管癌细胞的EMT过程，可能与抑制PI3K/Akt信号通路有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Previous studies have confirmed that the expression of leucine-rich 
repeat-containing 3B (CLRRC3B) was significantly decreased in different human cancers, which was also associated 
with the migration and invasion of cancer cells. The aim of this study was to explore the potential mechanism of 
LRRC3B in the development of esophageal cancer. Methods: The LRRC3B expression was detected in 60 cancer 
tissues and 60 adjacent non-neoplastic tissues by immunohistochemistry. The mRNA and protein expression of 
LRRC3B in Eca109 and HEECs were detected using real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 
(RTFQ-PCR) and Western blot, respectively. Eca109 cells with different treatments were divided into three groups: 
normal group, negative control group (transfected with pCMV6 plasmid), overexpression LRRC3B group (transfected 
with pCMV6-LRRC3B plasmid). Transwell assay was used to measure the migration and invasion of Eca109 cells 
in different groups. The protein levels of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin and p-Akt were determined by Western 
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blot. Results: The expression of LRRC3B in esophageal cancer tissues was lower than that of non-cancerous tissues, 
as well as the expression of LRRC3B in Eca109 was decreased compared with that of normal esophageal epithelial 
cell line HEEC. Overexpression of LRRC3B significantly inhibited Eca109 cells migration and invasion, upregulated 
the expression of E-cadherin and decreased the expression of N-cadherin and Vimentin. Moreover, overexpression of 
LRRC3B significantly inhibited the phosphorylation of Akt in Eca109 cells. Conclusion: The expression of LRRC3B 
was decreased in esophageal cancer. Overexpression of LRRC3B can efficiently inhibit the EMT progression in 
esophageal cancer cells by suppressing PI3K/Akt signaling pathway.
  　［Key words］ Leucine-rich repeat-containing 3B; Esophageal cancer; Epithelial-mesenchymal transition; PI3K/
Akt

　　食管癌是世界上高发恶性肿瘤之一。在我

国，食管癌发病率位居第5位，死亡率位居第4

位，且呈不断上升趋势［1］。分子靶向治疗是继

手术治疗、放疗和化疗之后肿瘤患者的又一选

择，增强肿瘤抑制基因的表达，抑制肿瘤细胞

增殖和转移，目前已经成为国内外肿瘤研究领

域的热点。富含亮氨酸重复序列3B蛋白(leucine 
rich repeat-containing 3B，LRRC3B)是具有保守

亮氨酸序列的跨膜蛋白，该蛋白参与动植物细

胞黏附、信号转导、基因表达调控及细胞凋亡

等过程［2］。已有研究证实LRRC3B基因在非小

细胞肺癌［3］、乳腺癌［4］、肾细胞癌［5］和胃 

癌［6］中低表达，作为肿瘤抑制基因，上调其

表达能够显著抑制肿瘤细胞增殖。但是目前 

LRRC3B在食管癌中的表达以及生物学作用尚

不明确。本研究探索了LRRC3B在食管癌组织

和食管癌细胞中的表达变化，分析其在食管癌

发展中的作用机制，从而为食管癌的靶向治疗

提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　组织标本来源及处理

　　收集2014年10月—2015年5月期间本院消化

科经手术治疗的食管癌患者60例，其中女性25
例、男性35例，平均年龄为(49.5+4.6)岁。所有

患者均已知情同意，且术前均未行放、化疗或

分子靶向治疗。取材部分为癌灶组织和远端正

常食管黏膜组织，癌旁组织取材于肿瘤边缘肉

眼观察为正常黏膜组织，制备组织石蜡切片，

备用。

1.2　细胞和主要试剂

　　人食管癌细胞系Eca109和正常食管上皮细

胞系HEEC均购自中国科学院上海生命科学研

究院生物化学与细胞生物学研究所细胞库。免

疫组织化学染色试剂盒和DAB显色试剂盒均购

自北京中杉金桥生物技术有限公司，免疫组织

化学LRRC3B抗体购自北京博奥森生物技术有

限公司，胎牛血清、青霉素、链霉素、胰酶及

DMEM培养液均购自美国Gibaco公司，RPMI-
1640培养液购自美国Hyclone公司，实时荧光定

量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)有关试

剂均购自宝生物工程(大连)有限公司，Lipofect-
amineTM2000购自美国Invitrogen公司，Matrigel
基质胶购自购自美国Omega公司。LRRC3B、

E-cadherin、N-cadherin和Vimentin单克隆抗体均

购自美国Sigma公司，p-Akt和Akt单克隆抗体均

购自美国Cell Signaling公司，pCMV6-LRRC3B
质粒和对照空pCMV6质粒购自美国Origene公

司，兔抗大鼠β-actin抗体和HRP标记的山羊抗兔

IgG购自武汉博士德生物工程有限公司。

1 . 3 　 免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 组 织 切 片 中

LRRC3B表达

　　分别随机选取3张食管癌组织和癌旁组织石

蜡切片，依次经过脱蜡、水化、抗原修复、封

闭内源性过氧化物酶，滴加一抗，4 ℃温育过

夜，滴加山羊抗鼠的二抗，37 ℃温育30 min，

DBA显色、苏木精复染、盐酸分化、脱水封

片，每张切片随机选取5个以上高倍镜视野，观

察LRRC3B阳性表达的情况。LRRC3B在食管癌

细胞的阳性表达为细胞质中出现棕黄色颗粒，
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因此按阳性细胞占细胞总数的百分比对组织进

行染色分级：0~10%的细胞质染色为阴性(-)，

10%~50%的细胞质染色为阳性(+)，大于50%的

细胞质染色为强阳性(++)。以上所有切片染色

均与正常食管组织阳性对照样品相对比。

1.4　采用RTFQ-PCR检测Eca109和HEEC细

胞中LRRC3B的mRNA表达

　　分别提取正常培养的食管癌细胞Eca109和

正常试管上皮细胞HEEC中的总RNA，严格按

照Prime ScriptRT reagent kit反转录试剂盒合成

cDNA，采用cDNA的第1链作为模板进行PCR
扩增。使用ABI7500快速RTFQ-PCR系统，用

2-ΔΔCt 法分析待测基因的相对表达水平。目的基

因LRRC3B的mRNA表达量检测是以β-actin为

内参基因。上海英骏生物技术有限公司合成扩

增目的基因LRRC3B，其上游引物为：5’-TC-
CAATCATGAGACAGCCCAC-3’，下游引物

为：5’-TCTGCCAGCATGTTCATCCAA-3’；内

参基因β-actin上游引物为：5’-ATAGCACAG-
CCTGGATAGCAACGTAC-3’，下游引物为：

5’-CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3’。
1.5　食管癌细胞Eca109转染与分组

　　将Eca109细胞接种于含有10%的胎牛血清

及青霉素100 U/mL和链霉素100 g/mL的RPMI-
1640培养液中，置于37 ℃，CO2体积分数为5%
培养箱常规培养。当细胞处于对数期时根据 

LipofectamineTM2000试剂盒说明书转染不同质

粒。根据不同处理，细胞分为3组：正常对照组

(不作任何处理，正常培养)、阴性对照组(转染

对照空质粒pCMV6)和过表达LRRC5B组(转染过

表达质粒pCMV6-LRRC3B)。转染48 h后收集细

胞用于后续试验。

1.6　采用Transwell迁移实验检测各组Eca109

细胞的迁移能力

　　用无血清DMEM培养液调整各组细胞浓度

为1×105个/mL，在Transwell下室加入1 mL含

有5%FBS的DMEM培养基，上室加入0.5 mL浓

度为1×105个/mL的待测细胞。培养24 h，去除

上室的细胞，用4%多聚甲醛溶液固定黏附在 

Transwell小室膜下表面细胞15 min，再用0.05%

结晶紫染色40 min，然后使用Leica DC 300F正

置显微镜随机选取10个视野计数细胞个数，求

其平均值。

1.7　采用Transwell侵袭实验检测各组Eca109

细胞的侵袭能力

　　与迁移实验不同的是，Transwell侵袭实验

需要在接种细胞之前，用100 μL 浓度为1 mg/mL
的Matrigel包埋小室1 h，其余步骤同Transwell迁
移实验。

1.8　采用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

细胞中LRRC3B、EMT相关蛋白及PI3K/Akt相

关蛋白的表达

　　消化、离心收集各组细胞，加入裂解液重

悬细胞，离心，收集含有总蛋白的上清液，

采用Bradford蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白定

量(离心速率15 000×g，r=3 cm)。调整加样量 

25 μg，10% SDS-PAGE后转移蛋白至PVDF膜，

新鲜配制的含5%BSA的TBST液室温封闭1 h，

加入一抗(LRRC3B 1∶1 000，E-cadherin 1∶ 

1 500，N-cadherin 1∶2 000，Vimentin 1∶ 

1 500，p-Akt 1∶1 000，Akt 1∶1 500)过夜，

TBST液洗膜3次，每次5 min，加入HRP标记

的山羊抗兔IgG二抗温育1 h，ECL显影，Band 
Scan 5.0凝胶电泳图像分析软件进行条带灰度扫

描，β-actin为内参对目的蛋白进行灰度值半定

量分析。每个样本重复3次，取均值。

1.9　统计学处理

　　采用SPSS 17.0统计软件对数据进行统计学

分析，计量资料用x±s表示，多个样本均数的比

较采用单因素方差分析，组间数据两两比较采

用 LSD-t法，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　癌灶组织和癌旁组织中LRRC3B免疫组织

化学染色比较

　　免疫组织化学染色结果显示，60例食管癌

的癌组织中，LRRC3B在细胞质中的表达不明

显，45例(90%)呈现阴性表达；60例食管癌的癌

旁组织中，LRCC3B在细胞质中弥漫表达，40
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例(66.7%)呈现阳性表达，20例(33.3%)呈现强阳

性表达(图1)。

(DAB, ×200)
图 1　食管癌组织和癌旁组织中LRRC3B免疫组织化学染色

Fig. 1    The immunohistochemistry of LRRC3B in cancer tissues 

and adjacent non-neoplastic tissues

2.2　LRRC3B在食管癌组织中的表达与患者临

床病理参数的关系

　　随着临床分期的增加，食管癌组织中LR-
RC3B表达降低，Ⅱ、Ⅲ期的阳性表达程度低于

Ⅰ期(P<0.05)；无淋巴结转移的组织中LRRC3B
表达高于有淋巴结转移的组织(P<0.05)。LR-
RC3B在不同年龄、性别患者食管癌组织中的表

达差异无统计学意义(P>0.05，表1)。
2.3　食管癌细胞Eca109和正常细胞HEEC中

LRRC3B表达量比较

　　与正常食管癌上皮细胞HEEC相比，食管癌

细胞Eca109中LRRC3B的mRNA相对表达和蛋白

相对表达分别为(0.35+0.04)和(0.31+0.05)，分别

明显小于HEEC细胞中LRRC38的mRNA相对表

达(1.00+0.06)和蛋白相对表达量(0.98+0.07)，差

异有统计学意义(P<0.05，图2)。
2.4　转染pCMV6-LRRC3B质粒对食管癌细胞

Eca109迁移能力的影响

　　与正常对照组相比，过表达LRRC3B组

Transwell小室膜下附着的细胞数为62.5+7.1，明

显小于正常对照组细胞的迁移数90.3+6.5，差异

有统计学意义(P<0.05，图3)。
2.5　转染pCMV6-LRRC3B质粒对食管癌细胞

Eca109侵袭能力的影响

　　与正常对照组相比，过表达LRRC3B组

细 胞 侵 袭 穿 过 Tr a n s w e l l 小 室 底 膜 的 数 量 为

53.8+5.1，明显小于正常对照组的98.7+5.3，差

异有统计学意义(P<0.05，图4)。
2.6　转染pCMV6-LRRC3B质粒对食管癌细胞

Eca109中LRRC3B以及EMT相关蛋白表达的 

影响

　 　 正 常 对 照 组 E c a 1 0 9 细 胞 中 L R R C 3 B 、

E-cadherin、N-cadherin和Vimentin蛋白相对表

达量依次为0.36+0.04、0.53+0.05、1.01+0.03和

1.06+0.05，过表达LRRC3B组细胞中LRRC3B、

E-cadherin、N-cadherin和Vimentin蛋白相对表

达量依次为1.04+0.03、1.09+0.02、0.48+0.03和

0.51+0.04，与正常组相比，过表达LRRC3B组

细胞中LRRC3B和E-cadherin表达量显著增加，

N-cadherin和Vimentin表达量显著减少，差异有

统计学意义(P<0.05，图5)。

表 1　患者临床病理参数与LRRC3B表达的关系

Tab. 1    The relationship between patient characteristics and LRRC3B expression

　Variables
LRRC3B staining

P value
Negative Positive Total

　Age/year 0.934
          <60 25 18 43
          ≥60 13   4 17
　Gender 0.879
         Female 14 11 25
         Male 22 13 35
　TNM stage <0.05
        Ⅰ   6 15 21
        Ⅱ+Ⅲ 31   8 39
　Lymph node metastasis <0.05
         Yes 14   4 18
         No 19 23 42
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图 2　Western blot检测HEEC细胞和Eca109细胞中LRRC3B 

表达

Fig. 2    The expression of LRRC3B in HEEC cells and Eca109 

cells were measured by Western blot

2.7　转染pCMV6-LRRC3B质粒对食管癌细胞

Eca109中PI3K/Akt信号通路的影响

　　正常对照组Eca109细胞中p-Akt和Akt蛋白

水平分别为1.02+0.03和1.04+0.02，过表达LR-
RC3B组细胞中p-Akt和Akt蛋白相对水平分别为

0.73+0.05和1.02+0.04，与正常对照组相比，过

表达LRRC3B组细胞中p-Akt蛋白相对水平显著

降低，差异有统计学意义(P<0.05)，而Akt总蛋

白无明显变化(图6)。

图 4　各组细胞侵袭能力比较

Fig. 4    The comparison of invasion in different groups

 *: P<0.05, compared with the normal group

图 3　各组细胞迁移能力比较

Fig. 3    The comparison of cell migration in different groups

 *: P<0.05, compared with the normal group
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图 5　Western blot检测各组细胞LRRC3B以及EMT相关蛋白表达

Fig. 5    The expression of LRRC3B and EMT related proteins in groups were measured by Western blot

 *: P<0.05, compared with the normal group

图 6　Western blot检测各组细胞PI3K/Akt相关蛋白表达

Fig. 6    The related proteins of PI3K/Akt in groups were measured by Western blot

 *: P<0.05, compared with the normal group

3　讨　　论

　　LRRC3B是一种具有分泌和跨膜功能并包

含亮氨酸重复序列的分泌性蛋白［6］。富含亮

氨酸重复序列蛋白参与动植物体内许多重要

的过程，包含免疫调节、受体间相互作用、

细胞黏附、信号转导、基因表达和细胞凋亡等 

等 ［5,7］。先前研究已经在胃癌、结肠癌、乳

腺癌、前列腺癌及透明细胞肾细胞癌中发现

LRRC3B基因由于启动子区域DNA甲基化和组

蛋白去乙酰化导致的失活和表达下调，表明 

LRRC3B参与了癌症的发生、发展过程［8-10］。
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本研究发现，LRRC3B在食管癌患者癌变组

织部位的表达明显低于癌旁组织，同时与正

常食管上皮细胞相比，食管癌细胞Eca109中

LRRC3B显著减少。这表明LRRC3B也可能参

与了食管癌的发生过程，进一步将食管癌细胞

Eca109转染过表达LRRC3B质粒，研究LRRC3B
在食管癌生物学行为中的作用机制。

　　已有研究证实，LRRC3B能够抑制非小

细胞肺癌细胞的增殖和侵袭［11］，在胃癌细胞

中转染LRRC3B能够抑制集落形成［6］，同时 

LRRC3B能够有效抑制卵巢癌细胞活性［12］。本

研究通过Transwell实验得知，过表达LRRC3B
明显抑制食管癌细胞Eca109的迁移和侵袭。

EMT被认为是癌细胞迁移和侵袭过程中最关

键的步骤［13］，一般来说，钙黏蛋白表达的减

少或缺失及间质标志物的诱导上调是EMT发

生的主要标志［14］。因此，本研究采用Western 
blot分析转染LRRC3B后细胞中EMT相关蛋白

E-cadherin、N-cadherin和Vimentin表达量变化。

Western blot结果显示过表达LRRC3B明显抑制

N-cadherin和Vimentin表达，同时上调E-cadherin
表达。因此，LRRC3B能够通过抑制EMT过

程，从而能抑制细胞的迁移和侵袭能力。

　　癌细胞中调控EMT的信号通路有多种，

包含有Notch信号通路、Ras/EMK信号通路、

Hedgehog信号通路、Wnt信号通路及PI3K/Akt信
号通路［15-17］。PI3k/Akt被认为是食管癌起始和

发展过程中至关重要的一条信号通路，并且也

被认为与EMT密切相关。据报道，上皮细胞中

激活的Akt水平导致细胞间黏附力缺失，细胞极

性的缺失并且诱导细胞运动，改变上皮细胞和

间质细胞标志物的表达和分布［16，18］。本研究

发现，LRRC3B明显抑制细胞中Akt的磷酸化水

平，表明LRRC3B可能通过抑制PI3K/Akt信号通

路而抑制食管癌细胞的迁移和EMT转化。

　　综上可知，我们推断LRRC3B基因在食管癌

中是非常重要的肿瘤抑制基因，上调LRRC3B表

达能够有效抑制食管癌细胞的EMT发生过程，

这可能与抑制PI3K/Akt信号通路有关。因此，

LRRC3B可能成为食管癌预防和治疗的一个新

靶点。
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