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Galectin-7对食管鳞癌细胞株Eca-109
迁移、侵袭的影响及其机制

赵基宇  何从文  汪  斌* 

(重庆医科大学附属第一医院心胸外科, 重庆 400016)

摘要      为了探讨半乳糖凝集素-7(Galectin-7)在食管癌Eca-109细胞发生发展中的细胞外功能

及其机制, 该实验采用免疫印迹法检测浓缩细胞上清液中Galectin-7的表达, 并利用不同浓度的重

组Galectin-7培养食管癌Eca-109细胞。使用免疫印迹、实时荧光定量PCR、细胞划痕实验、MTT
实验检测在培养后细胞中基质金属酶-9(MMP-9)、p38、pp38表达水平的变化以及Eca-109细胞迁

移和增殖能力的改变。结果显示, Galectin-7存在于Eca-109细胞细胞上清液中, 加入重组Galectin-7
培养细胞后, MMP-9、pp38的表达水平明显上升, 并且细胞的迁移能力也得到了提高, 增殖能力无

明显变化。由此说明, 在食管癌Eca-109细胞中, Galectin-7可以被细胞分泌至细胞外, 可能通过结合

细胞外膜上特异性糖基配体激活p38 MAPK通路诱导MMP-9的表达, 从而在Eca-109细胞侵袭、迁

移过程中发挥重要的作用。
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The Effect and Mechanism of Galectin-7 on Migration and Invasion of the 
Esophageal Squamous Carcinoma Cell Line Eca-109

Zhao Jiyu, He Congwen, Wang Bin*
(Department of Cardiothoracic Surgery, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       To explore the extracellular function and mechanism of Galectin-7 in the development of esopha-
geal Eca-109 cell line, Western blot was used to detect the expression of Galectin-7 in the concentrated cell culture 
supernatant, and Eca-109 cell line were incubated with human recombinant Galectin-7 in different concentrations. 
Western blot, Real-time quantitative PCR, scratch test and MTT were used to analyze the expressions of MMP-9, p38 
and pp38 in Eca-109 cell and the impact of Galectin-7 on the invasion and the proliferation of Eca-109 cell. The result 
testified the existence of Galectin-7 in the cell culture supernatant, and the expressions of MMP-9 and pp38 were pro-
moted by Galectin-7 and the ability of invading of Eca-109 was improved. Taken together, our results suggested that in 
Eca-109 cell line, Galectin-7 was secreted to the extracellular, and induced the expression of MMP-9 through activat-

ing the p38 MAPK pathway by binding the specificity glycosylated receptor in the cell membrane.
Key words        Galectin-7; MMP-9; Eca-109 cell line; p38 MAPK; pp38 MAPK
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食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一。在中国大

陆地区, 食管癌的主要类型为鳞状细胞癌, 发病率居

全国恶性肿瘤第五位, 死亡率居第四位[1]。食管鳞癌

与大多数侵袭性和致死性肿瘤一样, 对周围组织的

浸润与转移是影响预后的主要因素, 这一直是研究

的热点。

Galectin-7属于半乳凝素族的一员, 具有高度的

组织特异性, 其表达大多局限于复层上皮细胞中[2]。

对于Galectin-7细胞特异性表达的分子调控机制仍

缺乏了解, 目前只知道Galectin-7的表达部分是由表

观遗传机制如DNA甲基化控制的[3-4]。

大量的文献已经证实了半乳凝素在细胞凋亡

中的作用。基于Galectin-7与其同族蛋白质具有共

同功能的理论, 大量的研究都集中在Galectin-7对于

细胞凋亡的作用。Galectin-7在DLD-1细胞中的异位

表达, 使DLD-1细胞对许多不同的凋亡刺激更敏感, 
而过表达Galectin-7的转染组DLD-1细胞比空载体组

细胞增殖显著降低[7]。

考虑到Galectin-7与细胞凋亡的联系以及抗增

殖的作用, 它应该对于肿瘤的发生发展起到抑制的

作用。然而通过几种实验模型系统的观察发现, 在
肿瘤中Galectin-7表达增加, 并且可能与肿瘤进展

有关[8-9]。Park等[10]通过转染提高了在Hela细胞中

Galectin-7的表达后, 发现对比空载体组, Galectin-7
转染组细胞侵袭能力明显上升。Demers等[[15]发现, 
Galectin-7可通过诱导MMP-9的表达而增强淋巴瘤

侵袭性。因此, Galectin-7在肿瘤中的确切作用仍有

争议。

研究人员普遍认为, 半乳凝素存在于细胞外及

细胞内区室中。虽然它们不是分泌蛋白, 但半乳凝

素可通过非经典分泌途径或是富含半乳凝素的囊泡

分泌到细胞外。因此, 它们常在正常患者和肿瘤患

者的血清中被发现。例如, 正常人的血清里就能检

测到Galectin-3的存在, 而在患有恶性疾病的患者血

清中能检测到显著高于正常水平的Galectin-3[12-13]。

重组半乳凝素被广泛用于研究体外模型系统中的碳

水化合物依赖性的细胞功能[14]。目前并没有研究证

明Galectin-7参与形成了类似的结构, 既往的研究主

要集中在Galectin-7细胞内的作用。但Demers等[15]

利用重组Galectin-7孵育淋巴瘤细胞发现, Galectin-7
与细胞表面糖基受体依赖性结合, 并能达到同转染

相似的诱导MMP-9表达的作用。这说明在细胞表

面可能存在着与Galectin-7相结合的特异性糖基受

体, 而Galectin-7被细胞分泌到胞外也是有可能的。

本研究拟使用食管鳞癌细胞株Eca-109为研究

对象, 检测其细胞上清液中Galectin-7的表达, 并通

过重组Galectin-7培养细胞观察其在细胞外的具体

作用及其可能的机制。

1   材料与方法
1.1   实验细胞和试剂

Eca-109由中国科学院生物化学与细胞生物学

研究所提供。胎牛血清(FBS)购于四季青公司; 改
良型1640培养基购于Hyclone公司; 重组人半乳凝集

素-7购于优尔生公司; β-乳糖(β-lactose)购于上海广

锐生物科技有限公司; 青霉素和链霉素购于碧云天

生物公司; 总RNA提取试剂盒购于Omega公司; 逆转

录试剂盒、SYBR GREEN I购于TaKaRa公司; 兔抗

人Galectin-7(Galectin-7)、基质金属酶-9(MMP-9)、
p38、pp38抗体购于Proteintech公司; 兔抗人β-actin
抗体购于鼎国生物公司; HRP标记二抗(IgG)购于

Proteintech公司; 超滤离心管(molecular weight cutoff 
of 3 kDa)购于Millipore公司; 一抗/二抗洗脱液购于

碧云天公司; MTT购于Amresco公司。引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2   细胞培养及分组

Eca-109细 胞 株 常 规 采 用10%胎 牛 血 清 的

RPMI1640培养基培养, 在各组细胞的培养基中加入

不同剂量的重组Galectin-7, 培养条件为37 °C、饱和

湿度及5% CO2。

对照组: NC组(无处理组); 
浓度实验组[15]: 
g1: 0.5 μg/mL Galectin-7 
g1β1: 0.5 μg/mL Galectin-7+0.5 μg/mL β-lactose
g2: 1.0 μg/mL Galectin-7
g2β2: 1.0 μg/mL Galectin-7+1.0 μg/mL β-lactose
g3:  1.5 μg/mL Galectin-7
g3β3: 1.5 μg/mL Galectin-7+1.5 μg/mL β-lactose
时间实验组: 
g8h:  0.5 μg/mL Galectin-7, 8 h
g16h: 0.5 μg/mL Galectin-7, 16 h                
g24h: 0.5 μg/mL Galectin-7, 24 h
对照组和浓度实验组培养细胞24 h, 时间实验

组分别培养8, 16, 24 h。
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1.3   细胞外上清液中Galectin-7的检测

1.3.1   细胞培养上清液浓缩      收集细胞培养上清

液10 mL, 10 000 r/min离心5 min×3, 以去除细胞碎

片。将上清液加入内管, 14 520 r/min离心(4 °C预冷) 
30 min, 即得浓缩10倍的细胞上清液。离心结束, 将
内管倒置在另一离心管中, 5 000 r/min离心5 min
后, 收集浓缩液约1 000 μL。取800 μL按上述方式

以14 520 r/min离心5 min, 浓缩成400 mL 20倍浓缩

上清液。多次超滤离心后可得到40倍、80倍的浓缩

上清液。

1.3.2   对照组细胞蛋白提取      收集对照组细胞

1×106, 加入碧云天IP裂解液80 μL, 冰上裂解30 min, 
于12 000×g、4 °C 离心15 min, 收集蛋白上清液。

1.3.3   Western blot      将40倍、80倍及NC组细胞蛋

白液经过BCA法蛋白定量后, 取25 μL加入5×上样缓

冲液, 95 °C水浴5 min后上样。然后行12%的SDS-
PAGE凝胶电泳, 再进行蛋白转膜, 电转完毕后将

PVDF膜用5 g/L脱脂奶粉常温封闭2 h, 加入兔抗人

Galectin-7多克隆抗体, 于4 °C孵育过夜(由于主要是

检测细胞上清液中Galectin-7, 故未同时使用内参), 
TBST洗膜后, 加入羊抗兔二抗室温孵育2 h, 加入

ECL显影剂, 放置于ChmiDoc XRS成像仪直接数码

显色。

1.4   荧光实时定量PCR检测MMP-9 mRNA表达

情况

1.4.1   RNA提取      按照OMEGA E.Z.N.A Total RNA 
Kit说明书, 将各实验组及对照组细胞分别提取总

RNA, 紫外分光光度计定量并计算D260/280比值。

1.4.2   逆转录      采用TaKaRa公司的逆转录试剂盒

PrimeScript RT Reagent Kit进行逆转录: 依次加入

2 μL 5×PrimeScript Buffer、0.5 μL Oligo dT Primer、
0.5 μL Random 6 mers、0.5 μL PrimeScript RT Enzyme 
Mix I, 最后加入RNase Free dH2O至总体积为10 μL。
于PCR仪上采用37 °C 15 min、85 °C 5 s的条件进行

反应, cDNA产物稀释20倍用作PCR模板。

1.4.3   PCR      参照TaKaRa公司的SYBR Premix Ex 
Taq II说明书, 以GAPDH为内参。MMP-9上游引物

序列为: 5′-TCG AAC TTT GAC AGC GAC AAG-3′; 
下游引物序列为: 5′-ACT GAG GAA TGA TCT AAG 
CCC-3′; 扩增片段长度为: 263 bp。GAPDH上游引物

序列为: 5′-CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA-
3′; 下游引物序列为: 5′-TCT AGA GGG CAG GTC 

AGG TCC ACC-3′, 扩增片段长度为231 bp。使用美

国Bio-Rad公司iCycler iQ荧光定量PCR分析仪进行

PCR反应, 扩增条件为: 95 °C预变性2 min; 95 °C 10 s, 
55 °C 15 s, 72 °C 15 s, 完成40个循环。扩增结束后, 
PCR仪自动绘制熔解曲线, 鉴定产物的特异性。通过

2–ΔΔCt法计算各组MMP-9 mRNA的相对表达量。

1.5   Western blot检测MMP-9、pp38、p38 MAPK
表达情况

1.5.1   蛋白提取      收集各实验组细胞1×106, 分
别加入碧云天IP裂解液80 μL, 冰上裂解30 min, 
于12 000×g、4 °C离心15 min, 收集上清液。

1.5.2   Western blot      各组细胞蛋白液经过BCA法

蛋白定量后, 取25 μL加入5×上样缓冲液, 于95 °C水
浴5 min后上样。然后行8%的SDS-PAGE凝胶电泳, 
再进行蛋白转膜, 电转完毕后将PVDF膜用5 g/L脱
脂奶粉常温封闭2 h, 加入兔抗人Galectin-7多克隆抗

体及兔抗人β-actin多克隆抗体于4 °C孵育过夜。NC
组及g1组加入兔抗人磷酸化p38多克隆抗体, TBST
洗膜后, 加入羊抗兔二抗室温孵育2 h, 加入ECL显影

剂, 放置ChmiDoc XRS成像仪数码显色。取NC组及

g1组发光后pp38条带, 使用一抗/二抗洗脱液清洗后, 
加入兔抗人p38多克隆抗体, TBST洗膜后, 加入羊抗

兔二抗室温孵育2 h, 加入ECL显影剂, 放置ChmiDoc 
XRS成像仪数码显色。显色后再次洗去一抗/二抗, 
加入兔抗人β-actin多克隆抗体于4 °C孵育过夜后, 加
入二抗孵育, 数码显色。

1.6   细胞划痕实验检测细胞迁移能力

将对数期Eca-109细胞接种到六孔板中, 每孔

细胞数为5×105, 常规培养过夜, 细胞贴壁长满后换

液, 再分别加入重组Galectin-7浓度为g1、g2、g3、

NC的无血清培养基, 采用细胞挂刀在孔中央作一宽

度1.5 mm左右的划痕。沿划痕边缘等距离间隔作3
个标记作为数据测定点, 测量时取平均值, 在培养0, 
8, 16, 24 h后, 观察划痕距离并摄片。

1.7   MTT法测细胞增殖

取对数生长期Eca-109细胞, 用含0.02% EDTA
的0.25%胰酶消化。10% RPMI1640培养基调整细胞

密度为2×104/mL, 96孔板每孔加入200 μL。培养过

夜后, 实验组加入不同浓度的重组Galectin-7, 使重

组Galectin-7浓度为0.5, 1, 1.5 μg/mL, 对照组加入等

量PBS, 每个浓度铺3个复孔, 同时设空白对照。经

重组Galectin-7孵育1, 2, 3, 4, 5 d后, 每孔加入MTT 
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20 μL, 培养箱中继续培养4 h, 去上清, 每孔加入

DMSO(二甲基亚砜)150 μL, 振荡, 使结晶充分溶解。

选择490 nm波长, 测定各孔吸光度D值, 记录结果。以

时间为横坐标, 吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1.8   数据分析和统计学处理

使用SPSS 17.0软件进行数据分析和处理, 比较

各组间的差异有无显著性, P<0.05为有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞上清液中Galectin-7的表达

Western blot检测超滤离心浓缩细胞上清液与

对照组细胞中Galectin-7的表达, 结果显示(图1), 在
浓缩80倍的上清中检测到了Galectin-7的表达, 明显

低于对照组细胞内的表达(由于是检测细胞上清液

和细胞内的蛋白表达, 故没有内参的条带)。  
2.2   不同Galectin-7浓度及时间培养条件下MMP-9
在mRNA及蛋白水平的表达差异

为分析Galectin-7在Eca-109中诱导MMP-9表达

与培养时间的关系, 我们通过实时荧光定量PCR检

图1  Western blot检测80倍浓缩细胞上清液及

对照组细胞中Galectin-7的表达

Fig.1  Determination of Galectin-7 protein level in cell
 culture supernatant concentrated in 80 times and in the 

cells of NC group by Western blot 

80× Sup

Galectin-7

NC

A: 同一Galectin-7浓度组不同时间点, MMP-9 mRNA表达水平。*P<0.05、**P<0.01, 与g8h组相比较; B: 不同Galectin-7浓度组之间MMP-9 
mRNA表达水平; C: 加入β-lactose后, 不同培养浓度组之间MMP-9 mRNA表达水平; D: 不同Galectin-7浓度组之间MMP-9蛋白表达水平。B~D: 
*P<0.05、**P<0.01, 与NC组相比较; E: 加入β-lactose后, 不同培养浓度组之间MMP-9蛋白水平的表达。**P<0.01, g1β1与g1组、 g2β2与g2组、g3β3

与g3组分别相比较。

A: the expression of MMP-9 in mRNA level in the same group at different times. *P<0.05, **P<0.01 vs g8h group; B: the expression of MMP-9 in 
mRNA level in the different concentration groups; C: the expression of MMP-9 in mRNA level in the different concentration groups incubated with 
galectin and β-lactose; D: the expression of MMP-9 in protein level in the different concentration groups. B~D: *P<0.05, **P<0.01 vs NC group; E: 
the expression of MMP-9 in protein level in the different concentration groups incubated with Galectin and β-lactose. **P<0.01, g1β1 group vs g1 group, 
g2β2 group vs g2 group, and g3β3 group vs g3 group.

图2   同浓度不同时间点之间、不同浓度组之间以及加入β-lactose后, MMP-9 mRNA或蛋白水平的表达

Fig.2   The expression of MMP-9 in protein or mRNA level in the different Galectin-7 concentration groups, 
different Galectin-7+β-lactose concentration groups and the same concentration group at different times
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测g1组细胞在8, 16, 24 h三个时间点mRNA水平的

表达差异。结果显示, 同一Galectin-7浓度条件下, 
MMP-9在mRNA水平的表达与时间成正相关(图2)。
而不同Galectin-7浓度对MMP-9的诱导作用与Galec-
tin-7浓度成正比(图2B)。加入Galectin-7的配体β-乳
糖后抑制了Galectin-7对MMP-9表达的促进作用(图
3)。这一结果与MMP-9在蛋白水平表达差异一致, 
不同浓度Galectin-7对MMP-9的诱导作用与浓度成

正相关, 而β-乳糖可抑制这种作用(图2D和图2E)。

2.3   加入Galectin-7培养细胞后, p38 MAPK通路

蛋白变化

Western blot检测NC组细胞和g1组细胞中p38及
pp38表达的变化, 结果显示, NC组与g1组中p38蛋白总

量无明显变化, 但磷酸化p38在g1组中明显上升(图4)。
2.4  肿瘤细胞迁移能力改变

为观察Galectin-7对Eca-109细胞迁移能力的影

响, 我们进行了细胞划痕实验, 实验结果显示, 不同

Galectin-7浓度下Eca-109细胞迁移能力均有增强, 增

A: NC组与g1组中p38、pp38的蛋白水平的表达; B: g1组与NC组p38蛋白表达相比较, 无明显差异; C: **P<0.01,  g1组与NC组pp38蛋白表达相比较。

A: the expression of p38 and pp38 in protein level in NC group and g1 group; B:  there is no difference of p38 protein level between g1 group and NC 
group; C: **P<0.01, the difference of pp38 protein level between g1 group and NC group.

图4  NC组与g1组中p38、pp38在蛋白水平的表达

Fig.4  The expression of p38 and pp38 in protein level between NC group and g1 group
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图3  NC、g1、g2、g3组细胞迁移实验结果

Fig.3  The cell scratch test of NC, g1, g2 and g3 groups 
图5  NC、g1、g2、g3组细胞生长曲线

Fig.5  Cell growth curve of NC, g1, g2 and g3 groups
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强幅度与浓度正相关(图3)。
2.5   不同浓度重组Galectin-7培养下肿瘤细胞生长

将NC、g1、g2、g3组细胞接种在96孔板中, 保
持各自Galectin-7浓度, 每天测量3种细胞的D值, 连
续测量5 d。结果显示, 各组细胞生长趋势没有明显

差异(图5)。

3   讨论
在本研究中, 为了了解Galectin-7是否存在于细

胞外, 我们使用超滤离心技术对Eca-109细胞培养上

清液进行了浓缩, 通过免疫印迹实验, 在80倍浓缩的

上清液中发现了Galectin-7的存在, 从而证明了我们

的猜想。这一结果也表明Galectin-7与其他半乳凝

素族蛋白一样都可以被细胞分泌到细胞外, 从而拓

展了研究的途径和方向。Galectin-7在细胞中的作用, 
不再局限于细胞内, 其细胞外的作用更值得关注。

基底膜是阻挡肿瘤细胞转移的重要组织屏障

之一, IV型胶原是构成基底膜的主要成分。在肿

瘤细胞转移的过程中, 细胞外基质的降解为肿瘤细

胞的移动打开通道, 肿瘤细胞可以释放各种蛋白水

解酶降解在侵袭和转移中遇到的不同组织屏障。

MMP-9是基质金属蛋白酶的一种, 是IV型胶原的主

要水解酶, 因此, MMP-9可以通过水解IV型胶原, 从
而达到降解ECM及基底膜的目的, 使肿瘤细胞沿着

基底膜缺损和基质空隙侵入周围组织及血管。

在本研究中, 我们观察到将重组人Galectin-7
加入到培养基中培养细胞后, MMP-9无论在基因水

平还是蛋白水平都出现了显著的相应的上升, 表明

细胞外的Galectin-7参与了MMP-9的表达调控。在

加入β-lactose后对MMP-9的作用出现了抑制, 提示

Galectin-7诱导MMP-9的作用位点可能与细胞膜上

的特异性糖基受体有关。而与对照组相比, 实验组

细胞中pp38表达水平上升明显, 提示Galectin-7可能

激活了p38 MAPK通路, 从而提高了MMP-9的表达, 
这一发现与Park等[10]的研究一致。

为进一步研究Galectin-7在食管癌细胞侵袭转

移过程中的作用, 我们进行了细胞划痕实验。实验

结果表明, Galectin-7使得实验组Eca-109细胞的体外

迁移能力较对照组细胞出现了明显的上升, 并且与

Galectin-7的浓度正相关, 从而进一步证实了Galec-
tin-7在食管癌细胞侵袭和转移过程中的重要作用。

而在MTT实验中我们发现, 加入不同浓度的重组

Galectin-7培养细胞后, 与对照组对比, 在5 d内各实

验组细胞的增殖情况几乎一致, 说明Galectin-7在细

胞外对于细胞增殖没有明显的作用。

我们的研究结果表明, Galectin-7在食管鳞癌细

胞中通过非经典途径分泌到细胞外, 通过结合细胞

膜上的特异性糖基受体激活了p38 MAPK通路, 从
而提高了MMP-9的表达, 增强了细胞的侵袭迁移能

力。而对于食管鳞癌增殖能力并没有明显影响, 这
可能与蛋白存在的位置及细胞的恶性程度有关, 在
正常上皮细胞的表达中, Galectin-7定位于细胞内部, 
发挥着促进细胞分化, 维持细胞稳态的作用。当上

皮细胞出现癌变后, 由于基因的改变, Galectin-7受
体在细胞内表达降低, 进而使其维持细胞稳态的功

能缺失。Galectin-7被细胞分泌到胞外通过结合特

异性糖基受体促进MMP-9的表达。

近年来, 癌症相关的蛋白糖基化的改变已经引

起了很多关注。因此, 对糖蛋白上的糖类具有高度

特异性的结合蛋白(凝集素)已经作为癌症和大量疾

病的标志物, 也可以作为治疗靶点, 这对于半乳糖凝

集素家族的成员尤其如此[16-18]。半乳凝素在肿瘤侵

袭转移中的角色已经有据可查。然而, 大多数的注

意力集中在Galectin-1和Galectin-3, 对于Galectin-7
的表达如何影响癌症的发展以及其独特的作用我

们仍所知甚少。在本研究中, 我们在细胞上清液中

发现了Galectin-7的存在, 并且与细胞迁移侵袭有

关, 但其在细胞膜上的具体作用位点还不清楚, 而
Galectin-7在正常及恶性细胞、不同类型肿瘤细胞

中作用差异的原因和机制也有待进一步研究。但研

究鳞状上皮癌患者血清中Galectin-7的表达、解决

如何解放其促凋亡作用和抑制其促肿瘤侵袭迁移的

作用, 可作为下一步的研究方向, 从而使其具有成为

新的肿瘤标志物和治疗靶点的可能。
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