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　　摘　要：　目的　分析酪氨酸激酶受体抑制剂Ｋ２５２ａ抑制酪氨酸激酶受体Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓＢ，ＴｒＫＢ）表达，观
察Ｋ２５２ａ对ＴｒＫＢ基因与蛋白表达及ＶＥＧＦ表达的影响。方法　ＭＴＴ实验比较不同浓度Ｋ２５２ａ对鼻咽癌ＣＮＥ１细
胞生长的影响，并计算细胞生存率，筛选出Ｋ２５２ａ最佳干预浓度；分别用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｋ２５２ａ干预鼻
咽癌ＣＮＥ１细胞后 ＴｒｋＢ、ＶＥＧＦ在 ｍＲＮＡ以及蛋白层面表达的改变并与对照组比较差异。结果　ＭＴＴ实验：
Ｋ２５２ａ能明显抑制鼻咽癌ＣＮＥ１细胞的增殖，且抑制作用与Ｋ２５２ａ干预时间、浓度呈正相关。４００ｎｍｏｌ／Ｌ为Ｋ２５２ａ
最佳干预浓度。Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞后，与对照组相比，ＴｒＫＢ蛋白表达水平及 ｍＲＮＡ表达下调，同时，
ＶＥＧＦ蛋白表达水平及 ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜０．０５）。结论　抑制ＴｒＫＢ表达可降低鼻咽癌ＣＮＥ１细胞生长增殖能
力并降低ＶＥＧＦ表达，从而减弱生长与迁移能力，从而通过调控ＶＥＧＦ影响鼻咽癌血管形成。
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ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＫ２５２ａ．ＯｐｔｉｍａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＫ２５２ａ
ｗａｓ４００ｎｍｏｌ／Ｌ．②ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＫ２５２ａｌｅｄｔｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｏｔｈＴｒＫＢｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ
ＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．③ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｒＫＢｍＲＮＡａｎｄＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴｒＫＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅａｄｓｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔＴｒＫＢｐｌａｙｓａｒｏｌｅｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＮＰＣｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＶＥＧＦ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍ；Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ＴｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒＢ

　　酪氨酸激酶受体Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｅＫｉｎａｓｅｓＢ，ＴｒＫＢ）是
脑源性神经生长因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃ

ｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的特异性受体［１］。近年的大量研究发现

ＢＤＮＦ及其受体ＴｒｋＢ参与了多种实体瘤（胰腺导管
腺癌、前列腺癌、膀胧癌）和血液系统恶性肿瘤（多

发性骨髓瘤）的发病过程［２］。ＴｒＫＢ可能为一种癌
基因［３］，赋予癌细胞生存和侵袭转移的特性，还可
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通过神经营养作用及促进瘤内新生血管生成，支持

肿瘤的生长。由于鼻咽癌具有高转移特性，已有研

究证实 ＴｒＫＢ的抗失巢凋亡作用［４］，促进上皮间质

化［５］作用而促进肿瘤的生存和侵袭转移。ＢＤＮＦ
ＴｒＫＢ信号传导通路不仅神经系统中产生多种生物
学效应，而且还促进内皮细胞生存，诱导缺血组织血

管新生以及上调肿瘤血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达水平［６］。本

研究探讨通过酪氨酸激酶受体抑制剂 Ｋ２５２ａ抑制
ＴｒＫＢ表达，观察Ｋ２５２ａ对 ＴｒＫＢ基因及蛋白表达影
响及对ＶＥＧＦ表达的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
本实验使用 ＣＮＥ１细胞由中南大学湘雅二医

院耳鼻喉科库存于中心实验室鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞。
置于含有 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和
１００Ｕ／ｍｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培基常规培养，取对
数生长期细胞进行实验。

１．２　ＭＴＴ实验
４．５×１０３个接种于９６孔培养板，培养２４ｈ待

其贴壁后，以无血清培养基洗涤２次，实验组分别用
２００μｌ不同浓度梯度的ＴｒＫＢ（０、１００、２００、３００、４００、
５００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）干预；以 １０％ ＦＢＳＲＰＭＩ１６４０为
对照组，分别于培养２４、４８、７２ｈ后吸去培养液，每
孔再加入 ＭＴＴ至终浓度为 ５００μｇ／ｍｌ，继续培养
４ｈ。弃培养液，加入 ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡使结晶溶
解后酶标仪读取Ａ４９０值。增殖率＝（实验组Ａ值／
对照组Ａ值 －１）×１００％。每组设３个复孔，实验
重复３次。以时间为横坐标，增殖率为纵坐标绘制
细胞生长曲线。

１．３　ＲＴＰＣＲ
细胞总ＲＮＡ提取：采用异硫氰酸呱一苯酚－氯

仿一步法提取干预前后 ＣＮＥ１细胞的总 ＲＮＡ，用
ＤＮＡ／ＲＮＡ紫外检测仪测定其含量及浓度。取总
ＲＮＡ９μｌ加入 ＭＭＬＶ逆转录酶１μｌ逆转录，利用
软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计上下游引物，ＶＥＧＦ、
ＴｒＫＢ退火温度（Ｔｍ）分别为５０℃、５５℃，最后按照
此条件进行所有样品的ＰＣＲ扩展。

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ４９２ｂｐ用１×ＴＡＥ配制１％琼脂
糖凝胶，灌胶前加入 ０．５μｌＥＢ使终浓度为
０．５μｇ／ｍｌ；４．５μｌ反应产物中加入０．５μｌ１０×ｌｏａｄ
ｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，上样。１５０Ｖ恒压电泳。溴酚蓝迁移至电

泳胶２／３处停止电泳；凝胶成像系统下观察。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

收集Ｋ２５２干预的和未干预的ＣＮＥ１细胞经冷
ＰＢＳ冲洗，加入预冷的细胞裂解液溶解，置于冰上
３０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集上清。蛋
白质经Ｂｒａｄｆｏｒｄ（ＢｉｏＲａｄ）分析定量后调整蛋白浓度
一致。加等量的２×ＳＤＳ上样缓冲液，９４℃变性１０ｍｉｎ。
６０μｇ的细胞总蛋白质经 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
离、转移至硝酸纤维素膜；室温下５％脱脂奶粉封闭
１ｈ；兔抗人 ＶＥＧＦ多克隆抗体 １∶２００；兔抗人 ＴｒＫＢ
多克隆抗体 １∶５００；兔抗人 βＡｃｔｉｎ单克隆抗体
１∶１０００，４℃孵育过夜，ＴＢＳ／０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０洗涤
３次后，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗
（１∶２０００），３７℃孵育１ｈ；ＴＢＳ／０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０洗
涤３次后，用 ＥＣＬ发光法（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），
常规显影。抗体经缓冲液剥脱后，再以抗βａｃｔｉｎ抗
体二次检测βａｃｔｉｎ，作为校正上样量。

２　结果

２．１　ＭＴＴ实验检测 ＴｒＫＢ对鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞生
长的影响

本研究发现，不同浓度 Ｋ２５２ａ（０、５０、１００、２００、
３００、４００、５００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）作用于ＣＮＥ１细胞后，细
胞生长受抑制（图１），Ｋ２５２ａ对 ＣＮＥ１细胞生长的
抑制作用与其干预时间、浓度呈正相关。Ｋ２５２ａ作
用４８ｈ使鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞增殖率抑制最明显的
浓度为 ４００ｎｍｏｌ／Ｌ，生存减少 ５０％（与对照组相
比），故选取此浓度为Ｋ２５２ａ最佳干预浓度。
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图１　Ｋ２５２ａ对鼻咽癌细胞ＣＮＥ１的生长的影响

２．２　Ｋ２５２ａ抑制ＣＮＥ１细胞中ＴｒＫＢ蛋白及ｍＲＮＡ
表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验组和对照组ＴｒＫＢ蛋白表
达，以βａｃｔｉｎ为参考。结果显示：Ｋ２５２ａ干预鼻咽
癌ＣＮＥ１细胞４８ｈ后，ＴｒＫＢ蛋白表达及转录水平下
调（图２、３；表１）。
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图２　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＴｒＫＢ相对蛋白量　　图３　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞后 ＴｒＫＢｍＲＮＡ表达ＲＴ
ＰＣＲ产物电泳图

表１　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＴｒＫＢ相对
蛋白量及ＲＴＰＣＲＯＤ值比较　（珋ｘ±ｓ）

项目 对照组 实验组 Ｐ
相对蛋白量 ０．６３１±０．０１５ ０．３１３±０．０２８ ０．００６
ＲＴＰＣＲＯＤ值 ０．６７±０．０３７ ０．４３５±０．０６３ ０．００５

２．３　Ｋ２５２ａ下调鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞 ＶＥＧＦ蛋白表

达及转录水平

Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＶＥＣＦ相对
蛋白量及ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达ＲＴＰＣＲ产物电泳图具
体结果见图４、５。Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞前
后ＶＥＧＦ相对蛋白量及 ＲＴＰＣＲＯＤ值比较差异均
具有统计学意义（Ｐ＝０．００２），具体结果见表２。
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图４　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＶＥＧＦ相对蛋白量　　图５　ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达ＲＴＰＣＲ产物电泳图

表２　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＶＥＧＦ相对
蛋白量及ＲＴＰＣＲＯＤ值　（珋ｘ±ｓ）

项目 对照组 Ｋ２５２ａ组 Ｐ
相对蛋白量 ０．６８８３±０．０１９ ０．３７８±０．０４４ ０．００２
ＲＴＰＣＲＯＤ值 ０．６９２±０．０４９ ０．４２５±０．０１７ ０．００２

２．４　ＴｒＫＢ蛋白表达下调降低 ＶＥＧＦ的蛋白表达及

转录水平

Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞前后 ＴｒＫＢ、
ＶＥＧＦ相对蛋白量比较具体结果见图６；Ｋ２５２ａ干预
鼻咽癌ＣＮＥ１细胞前后ＴＲＫＢ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的ＲＴ
ＰＣＲＯＤ值具体结果见图７；两者差异均具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。
·５５４·
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图６　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞前后 ＴｒＫＢ、ＶＥＧＦ相对蛋白量比较图　　图 ７　Ｋ２５２ａ干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞前后
ＴＲＫＢ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲＯＤ值比较

３　讨论

近年来研究发现 ＴｒＫＢ的过度表达或过度激活
参与多种肿瘤如神经母细胞瘤 ＮＢ［７］、多发性骨髓

瘤（ＭＭ）［８］等的发生发展过程，一些非神经源性的
肿瘤如视母细胞癌、肾母细胞瘤以及肺、前列腺癌

等［９１２］均发现有 ＴｒＫＢ受体的表达，ＥＢ病毒转化的
Ｂ淋巴细胞及 ＥＢ病毒相关的鼻咽癌细胞中也可见
过度表达。

Ｋ２５２ａ是一种特异性酪氨酸激酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎ
ａｓｅ，Ｔｒｋ）抑制剂，可特异性阻断在高浓度时可通过
阻断 Ｔｒｋ信号转导通路，降低 ＴｒｋＢ磷酸化的程度，
抑制神经生长因子的分泌。本部分用不同浓度

Ｋ２５２ａ（０、５０、１００、２００、３００、４００、５００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）分
别作用于 ＣＮＥ１细胞 ２４、４８、７２ｈ后，结果发现
Ｋ２５２ａ明显抑制鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞的增殖，使细胞
数量减少、密度减低、细胞生存率下降，Ｋ２５２ａ对鼻
咽癌细胞生长的抑制作用随浓度提高和作用时间延

长而逐渐增强。表明 Ｋ２５２ａ能抑制鼻咽癌细胞中
ＴｒＫＢ的表达，并降低鼻咽癌细胞的增殖能力。
４００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｋ２５２ａ作用４８ｈ时抑制率为（４９．７±
０．０２１）％，且抑制作用最明显，因此，我们将此浓度
和干预时间作为此后鼻咽癌细胞的干预的浓度和时

间。

经最佳浓度干预后我们发现鼻咽癌细胞ＣＮＥ１
中ＴｒＫＢ蛋白及基因表达下调，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。说明降低 ＴｒｋＢ表达后鼻咽癌细胞
的增殖能力减弱，与胞内的表达水平有关，从而影响

鼻咽癌增殖及侵袭转移能力。

ＶＥＧＦ是目前发现的最重要的血管生成因子，
ＶＥＧＦ通过促进肿瘤血管形成参与与肿瘤发生发展

的过程，有研究表明在头颈恶性肿瘤中，ＶＥＧＦ对肿
瘤新生血管有诱导作用，而且可能作为判断头颈肿

瘤发展及转移潜能及预后的指标。国内外少数涉及

ＴｒＫＢ通过ＶＥＧＦ影响肿瘤的新生血管能力的研究。
最新研究发现ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ不仅能提高内皮细胞存
活，刺激ＴｒｋＢ阳性的内皮细胞表达 ＶＥＧＦ受体，还
能提高ＨＵＶＥ细胞增殖、迁移能力，并促进网状血
管形成 ［１３］。Ｌａｍ等［１４］发现高表达 ＴｒＫＢ通过提高
肝细胞肝癌的 ＶＥＧＦ和基质蛋白水平，增强肿瘤的
新生血管形成和侵袭能力。ＫａｔｓｕｙａＮａｋａｍｕｒａ等［１５］

发现神经母细胞瘤中，ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通过活化 ＰＩ３Ｋ
与 ｍＴＯＲ途径引起ＨＩＦ１ａ的增加，从而促进 ＶＥＧＦ
表达和复制，进而可能促进肿瘤的血管生成及肿瘤

的转移。亦有研究报道 ［１６］多发性骨髓瘤浆细胞表

面ＴｒＫＢ活化可提高其分泌促血管新生因子 ＶＥＧＦ
的能力，促进肿瘤转移。有关 ＴｒＫＢ通过影响 ＶＥＧＦ
在鼻咽癌的在体内外实验环境中对鼻咽癌细胞生物

学行为的影响鲜有研究。本实验发现降低 ＴｒＫＢ表
达水平后鼻咽癌增殖能力减弱是由于促血管生成因

子 ＶＥＧＦ表达下调有关。本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
发现鼻咽癌细胞ＣＮＥ１中ＴｒｋＢ、ＶＥＧＦ蛋白表达水
平，结果表明，Ｋ２５２ａ干预的鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞
ＴｒｋＢ表达下调（Ｐ＝０．００６），代表血管生成能力血管
生成因子ＶＥＧＦ表达下调（Ｐ＝０．００２），差异有统计
学意义。说明干预后，抑制人鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞中
的ＴｒＫＢ表达可以导致ＶＥＧＦ水平下降，从而影响鼻
咽癌侵袭转移能力。但是如何使ＶＥＧＦ下调机制尚
不明确。

我们进一步通过通过 ＲＴＰＣＲ实验检测 Ｋ２５２ａ
干预鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞对 ＶＥＧＦ的转录是否有影
响。ＲＴＰＣＴ实验结果显示，鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１细
胞经Ｋ２５２ａ干预处理后，细胞内 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达
·６５４·
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下调，这提示我们Ｋ２５２ａ在转录水平上对ＶＥＧＦ进行
了调控，具体机制还需要进一步的探索。我们进一步

实验验证，降低ＴｒｋＢ水平能下调ＶＥＧＦ表达，抑制鼻
咽癌血管形成，抑制肿瘤细胞增殖和侵袭转移。

降低ＴｒＫＢ表达水平能通过降低其ＶＥＧＦ表达，
从而减弱鼻咽癌体外生长及迁移能力。上述结果表

明，ＴｒＫＢ在鼻咽癌的恶性发展中发挥重要作用，并
与鼻咽癌新生血管形成关系密切。
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２００４，５７１（１－３）：１－８．

［１３］ＤｏｎｏｖａｎＭＪ，ＬｉｎＭＩ，ＷｉｅｇｎＰ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒｉｓａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｆａｃｔｏｒｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｉｎｔｒａｍｙｏｃａｒ

ｄｉａｌｖｅｓｓｅｌｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０００，１２７（２１）：４５３１

－４５４０．

［１４］ＬａｍＣＴ，ＹａｎｇＺＦ，ＬａｕＣＫ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｖｉａｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ：

ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａＣｌｉｎｉｃａｌ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅ

ｓｅａｒｃｈ，２０１１，１７（１０）：３１２３－３１３３．

［１５］ＫａｔｓｕｙａＮａｋａｍｕｒａ，ＫｅｌｌｙＣ．Ｍａｒｔｉｎ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏ

ｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴｒｋＢ ｉｎｄｕｃｅｓｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１Ａｉｎｎｅｕｒｏ

ｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，６６（８）：４２４９－４２５５．

［１６］ＳｕｎＣＹ，ＨｕＹ，ＧｕｏＴ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖａｔｉｎｇＴｒｋＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅｓｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＸｕｅＹｅＸｕｅＺａＺｈｉ，２００８Ａｐｒ，

２９（４）：２３８－２４２．

（修回日期：２０１５－１０－０１）
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