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ＥｐｈＡ２蛋白调控鼻咽癌紫杉醇敏感性的实验研究
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　　摘　要：　目的　探讨促红细胞生成素产生肝细胞受体 Ａ２（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥｐｈＡ２）蛋白对鼻咽癌细胞紫杉醇化疗敏感性的影响。方法　采用脂质体 ２０００将 ＥｐｈＡ２蛋白过
表达载体 ｐＥＧＦＰＮ１ＥｐｈＡ２和空白载体 ｐＥＧＦＰＮ１分别转染鼻咽癌 ５８Ｆ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证转染效
果，ＣＣＫ８法检测各组细胞生存率，并计算各组紫杉醇药物 ＩＣ５０值；流式细胞术检测紫杉醇作用后鼻咽
癌 ５８Ｆ细胞周期及凋亡率的改变。结果　鼻咽癌 ５８Ｆ细胞 ＥｐｈＡ２蛋白上调后，紫杉醇药物在亲本细
胞组和空白载体对照组中的 ＩＣ５０值分别为（１．４±０．０５）ｎＭ／Ｌ和（１．３±０．０６）ｎＭ／Ｌ，而实验组中的
表达为（３．８±０．５２）ｎＭ／Ｌ，两组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）。细胞周期结果显示实验组
（４５．７６±３．８９）％较亲本细胞组（６５．８５±２．２８）％和对照组（６４．５２±３．３１）％的 Ｇ０／Ｇ１期细胞的比
例明显减少，两组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而 Ｓ期细胞的实验组（３１．５６±１．５９）％较亲
本 细胞组（２５．７６±１．８９）％和对照组（２４．５５±３．６４）％和Ｇ２／Ｍ期细胞的实验组（２３．１０±
４．５５）％ 较亲本细胞组（８．３９±０．８１）％和对照组（１０．９４±３．２７）％的比例则明显增多，两组比较差
异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而细胞凋亡率 ３组之间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论
　该研究结果表明 ＥｐｈＡ２蛋白能通过影响鼻咽癌细胞周期改变而调控其对紫杉醇药物的敏感性。
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　　紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）在鼻咽癌患者的化疗中
取得了令人鼓舞的治疗效果［１］。然而，其在运

用过程中耐药性的产生和因剂量过大所产生

的毒副作用制约了临床运用的效果［２］。因此，

如何减轻鼻咽癌对紫杉醇的耐药性为目前临

床与基础研究中的热点和难点。促红细胞生

成素产生肝细胞受体 Ａ２（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｐｒｏｄｕ
ｃｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＡ２，ＥｐｈＡ２）为一种受
体蛋白酪氨酸激酶，其在恶性肿瘤侵袭转移中

的作用一直以来备受关注［３４］。近年来在卵巢

癌的研究中发现，抑制 ＥｐｈＡ２的表达能在体内
外实验中提高卵巢癌细胞对紫杉醇的敏感

性［５６］。因 此 ，本 研 究 拟 在 体 外 实 验 中 阐 明

ＥｐｈＡ２是否对鼻咽癌细胞的紫杉醇药物敏感性
具有调控作用。

１　材料与方法

１．１　材料试剂
改良型 ＲＭＰＩ１６４０细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，

美国），特级胎牛血清（杭州四季青生物工程材

料有限公司），０．２５％胰蛋白酶消化液（含乙
二胺四乙酸），双抗（青霉素链霉素，Ｇｉｂｃｏ，美
国），ＥｐｈＡ２过表达载体 ｐＥＧＦＰＮ１ＥｐｈＡ２和空
白载体 ｐＥＧＦＰＮ１（上海吉凯基因化学技术有
限公司），ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂质体转染试剂
盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），兔抗人 ＥｐｈＡ２多克隆抗
体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８（ＣＣＫ８）检测试剂盒、小鼠抗人 βａｃｔｉｎ
单克隆抗体及 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试
剂盒，紫杉醇（Ｓｉｇｍａ，美国）。
１．２　实验方法
１．２．１　鼻咽癌 ５８Ｆ细胞培养　本研究所采
用的 ５８Ｆ细胞为鼻咽部低分化鳞癌细胞，由
中南大学湘雅医院耳鼻咽喉科实验室提供。

该细胞株在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 及饱和湿度条件
下，用含有 １０％特级胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉
素和 １００Ｕ／ｍｌ链霉素的改良型 ＲＭＰＩ１６４０细
胞培养基进行培养，常规０．２５％胰蛋白酶消化
传代。所有试验均选用处于对数生长期的

细胞。

１．２．２　鼻咽癌 ５８Ｆ细胞重组质粒转染过程
严格按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂质体转染试剂
盒说明书的操作步骤进行。将 ＥｐｈＡ２蛋白过
表达载体 ｐＥＧＦＰＮ１ＥｐｈＡ２和空白载体 ｐＥＧ
ＦＰＮ１分别转染鼻咽癌 ５８Ｆ细胞。转染 ７２ｈ
后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥｐｈＡ２蛋白的上调效
果。实验共分为 ３组：①亲本细胞组（未进行基
因转染的 ５８Ｆ细胞）；②对照组（转染空白载体
ｐＥＧＦＰＮ１的 ５８Ｆ细胞）；③实验组（转染过表
达载体 ｐＥＧＦＰＮ１ＥｐｈＡ２的 ５８Ｆ细胞）。
１．２．３　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＥｐｈＡ２
蛋白的表达　提取各组细胞总蛋白，二喹啉甲
酸法（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）测定细胞总蛋白
浓度。５０μｇ总蛋白变性处理后，进行１０％
十二 烷 基 硫 酸 钠聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 （ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）电泳。蛋白电泳分离后转膜至聚偏二
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶封闭 ２ｈ。兔
抗人 ＥｐｈＡ２多克隆抗体（１∶４００）于 ３７℃下
孵育 １ｈ。洗膜后，辣根过氧化物酶标记的二
抗（１∶３０００）室温下孵育 １ｈ。洗膜后，经化
学发光剂显影曝光摄片。以小鼠抗人 βａｃｔｉｎ
抗体（１∶２０００）检测 βａｃｔｉｎ含量作为内参
照。实验均重复 ３次。
１．２．４　ＣＣＫ８法检测紫杉醇作用后鼻咽癌 ５
８Ｆ细胞生存率　选取对数生长期的各组细胞，
０．２５％胰酶消化并以每孔 ７０００个细胞接种
于９６孔板中，培养２４ｈ后，每组细胞分别给予
梯度浓度紫杉醇作用（０、０．００１、０．０１、０．１、
１、５、１０、２０、３０ｎＭ／Ｌ），每个浓度梯度设有
３复孔，阴性对照孔加入同体积培养基。紫杉
醇作用 ４８ｈ后，各孔分别加入 １０μｌＣＣＫ８溶
液，培养箱中孵育 １ｈ，酶标仪（检测条件为：主
波长 ４５０ｎｍ，滤过波长 ６３０ｎｍ）检测各孔吸光
度（ＯＤ）值，根据 ＯＤ值计算各浓度紫杉醇作用
后细胞的生存率，绘制各组细胞生存曲线，计

算各 组 细 胞 紫 杉 醇 ＩＣ５０值 。本 实 验 重 复
３次，取平均值。
１．２．５　流式细胞术检测紫杉醇作用后鼻咽癌
５８Ｆ细胞周期及凋亡率的改变　选择对数生
·９２·
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长期的各组 ５８Ｆ细胞，０．２５％胰酶消化制备
成细胞悬液，以每孔 ２０万个细胞接种于 ６孔
板中，细胞培养２４ｈ后，更换含有 ＩＣ３０浓度的
紫杉醇溶液的培养基继续作用 ４８ｈ。胰酶消
化后常规培养基吹打成细胞悬液，转移至离心

管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，以 ＰＢＳ
溶液重悬、离心、去上清，重复洗涤细胞 ２次后
弃去上清，每组细胞加入 １ｍｌ７０％乙醇重悬固
定细胞，１８ｈ后行流式细胞术检测细胞周期。
同法，收集各组细胞进行 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ
双染色，１ｈ内行流式细胞术检测各组细胞凋亡
率。以上实验均重复 ３次，取平均值。
１．３　统计学方法

用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示。采用多样本均数的方差分析
进行组间样本均数的比较。所有检验均为双

侧检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　上调 ＥｐｈＡ２蛋白在鼻咽癌 ５８Ｆ细胞中
的表达

为阐明 ＥｐｈＡ２蛋白在鼻咽癌细胞紫杉醇化
疗敏感性中的调控作用，我们首先采用脂质体

２０００将 ＥｐｈＡ２蛋白过表达载体 ｐＥＧＦＰＮ１Ｅ
ｐｈＡ２和空白载体 ｐＥＧＦＰＮ１分别转染鼻咽癌
５８Ｆ细胞。转染 ７２ｈ后 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证转染
效果。结果显示空白载体对照组和亲本细胞

组 ＥｐｈＡ２蛋白表达较低，而转染了目的基因的
实验组 ＥｐｈＡ２蛋白表达量显著升高，见图 １。

图 １　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证 ＥｐｈＡ２蛋白的上调效果

２．２　ＥｐｈＡ２蛋白过表达降低鼻咽癌 ５８Ｆ细
胞对紫杉醇化疗敏感性

为了进一步验证 ＥｐｈＡ２蛋白对鼻咽癌细胞
化疗敏感性的调控作用，本实验利用梯度浓度

紫杉醇作用于亲本细胞组、对照组和实验组。

结果显示实验组细胞对紫杉醇作用 ＩＣ５０为
（３．８±０．５２）ｎＭ／Ｌ，较亲本细胞组ＩＣ５０
（１．４±０．０５）ｎＭ／Ｌ、对照组ＩＣ５０（１．３±
０．０６）ｎＭ／Ｌ均显著升高，差异均具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见图２。提示 ＥｐｈＡ２蛋白表
达上调后鼻咽癌 ５８Ｆ细胞对紫杉醇的药物敏
感性显著降低。

　　图２　上调 ＥｐｈＡ２蛋白的表达对紫杉醇作用的鼻
咽癌 ５８Ｆ细胞化疗敏感性的影响

２．３　ＥｐｈＡ２蛋白过表达通过改变鼻咽癌５８Ｆ
细胞的细胞周期调控其紫杉醇化疗敏感性

在紫杉醇作用 ４８ｈ后，流式细胞术分析各
组 细 胞 周 期 结 果 发 现 ：实 验 组 （４５．７６±
３．８９）％ 较亲本细胞组（６５．８５±２．２８）％和
对照组（６４．５２±３．３１）％的 Ｇ０／Ｇ１期细胞比
例明显减少，两组比较差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；而 Ｓ期细胞的实验组（３１．５６±
１．５９）％较亲本细胞组（２５．７６±１．８９）％和
对照组（２４．５５±３．６４）％和 Ｇ２／Ｍ期细胞的
实 验组（２３．１０±４．５５）％较亲本细胞组
（８．３９±０．８１）％和对照组（１０．９４±３．２７）％
的比例则明显增多，两组比较差异均具有统计

学意义（Ｆ值分别为 ６．５２１和 １７．３８２，Ｐ ＜
０．０５）；而亲本细胞组与对照组比较，各周期细
胞比例不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图 ３。

　　图 ３　ＥｐｈＡ２蛋白过表达对紫杉醇作用的鼻咽癌
５８Ｆ细胞周期的影响

２．４　ＥｐｈＡ２蛋白过表达对紫杉醇作用后鼻咽
癌 ５８Ｆ细胞的细胞凋亡影响
·０３·
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亲本细胞组、对照组和实验组细胞在紫杉

醇作用 ４８ｈ后，流式细胞术检测各组细胞凋亡
率 分别为：（８．６６±１．５９）％ 、（７．７４±
１．３４）％及（９．８４±２．０８）％。多样本均数方
差分析结果表明，３组间差异均不具有统计学
意义（Ｆ＝１．１５７，Ｐ＞０．０５），见图 ４。

　　图 ４　ＥｐｈＡ２蛋白过表达对紫杉醇作用的鼻咽癌
５８Ｆ细胞凋亡率的影响

３　讨论

　　紫杉醇为微管作用物质，通过影响微管聚
合与解聚的动态平衡，导致细胞周期阻断于

Ｇ２／Ｍ期，从而使癌细胞的生长抑制进而死
亡。目前，紫杉醇在鼻咽癌患者的临床运用中

取得了令人鼓舞的治疗效果，然而其在运用过

程中耐药性的产生和因剂量过大所产生的毒

副作用制约了临床运用的效果。现有研究表

明紫杉醇耐药的可能因素如下：多药耐药基因

（ＭＤＲ）扩增而使其产物 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）过度
表达，ＤＮＡ修复机制增强，多药耐药相关蛋白
（ＭＲＰ）等表达异常，凋亡信号途径改变（ｂｃｌ２
家族等）。其中，ＭＤＲ及凋亡信号途径改变在
紫杉醇耐药中发挥了重要作用［７］。尽管紫杉

醇耐药的相关性研究在上述各方面取得一定

进展，但其具体分子机制目前仍不十分清楚，

尚需从新的角度进行探讨。

促红细胞生成素产生肝细胞受体 Ａ２（Ｅ
ｐｈＡ２）为一种受体蛋白酪氨酸激酶，为我们前
期发现的头颈鳞癌组织与癌旁黏膜组织之间

的重要差异表达基因。在前期研究工作中，我

们发现 ＥｐｈＡ２蛋白的表达水平与头颈鳞癌患
者的预 后 呈 负 相 关，为 预 后 的 独 立 影 响 因

素［８］；且通过体内外实验发现 ＥｐｈＡ２蛋白能调
控头颈鳞癌的生长及转移［９１０］。目前，国内外

关于 ＥｐｈＡ２蛋白的研究多集中在肿瘤的侵袭
转移方面，而有关 ＥｐｈＡ２蛋白对肿瘤细胞化疗

耐药影响的研究甚少。仅在卵巢癌［５６］的研究

中发现，抑制 ＥｐｈＡ２蛋白的表达能在体内外实
验中提高卵巢癌细胞对紫杉醇的药物敏感性。

我们前期研究及国内朱国臣等研究均发现

ＥｐｈＡ２蛋白阳性表达与鼻咽癌临床分期和转移
密切相关［１０１１］。本研究则进一步在体外细胞实

验中发现，ＥｐｈＡ２蛋白过表达后能显著降低鼻
咽癌细胞对紫杉醇的药物敏感性，且该药物敏

感性的改变与 ＥｐｈＡ２蛋白所致的细胞周期改
变密切相关。本研究发现，ＥｐｈＡ２蛋白过表达
后，在紫杉醇作用下，Ｇ１期细胞明显减少，Ｓ期
和 Ｇ２／Ｍ期细胞则明显增多，即 ＥｐｈＡ２蛋白过
表达的鼻咽癌 ５８Ｆ细胞较亲本细胞组和对照
组表现出更强的生存能力，对紫杉醇的化疗敏

感性降低。该研究结果目前在国内外尚未见

文献报道。目前，有关 ＥｐｈＡ２蛋白对紫杉醇药
物敏感性的调控仅停留在表型研究层面。鉴

于 ＥｐｈＡ２为一种跨膜受体蛋白，可通过下游复
杂的信号通路而影响最终生物学行为的改变。

因此，ＥｐｈＡ２作为一上游受体蛋白，它是否是
通过影响多药耐药基因（ＭＤＲ）扩增或表达异
常，或是 ＤＮＡ修复机制改变，或是凋亡信号途
径改变，甚至或是通过肿瘤化疗耐药中的新现

象———自噬作用［１２］，而最终发挥其对紫杉醇药

物敏感性的调控作用，都有待于我们进一步从

体内外实验中予以佐证。

综上所述，本研究在体外水平阐明 ＥｐｈＡ２
蛋白可降低鼻咽癌细胞对紫杉醇的药物敏感

性。该研究结果进一步丰富了 ＥｐｈＡ２蛋白在
肿瘤研究中的生物功能，为今后利用 ＥｐｈＡ２蛋
白作为鼻咽癌紫杉醇化疗抵抗的分子靶点提

供了新的实验数据和理论依据。
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