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　　摘　要：　目的　探讨ＥｐｈＡ２经Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）调控鼻咽癌紫杉醇耐药性的分子机制。方法
　使用慢病毒载体在鼻咽癌细胞中沉默或过表达ＥｐｈＡ２，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 Ｐｇｐ蛋白的表达变化；ｓｉＲＮＡ干扰
沉默Ｐｇｐ表达，ＣＣＫ８法检测Ｐｇｐ蛋白在ＥｐｈＡ２介导的鼻咽癌紫杉醇耐药中的作用；小分子化合物 ＬＹ２９４００２阻
断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，观察该通路在ＥｐｈＡ２调控Ｐｇｐ表达中的作用。结果　Ｐｇｐ在ＥｐｈＡ２沉默组中表达下调，
过表达组中上升；紫杉醇作用于空白对照组、阴性对照组和 Ｐｇｐ沉默组的细胞存活率分别是（６８．９±４．０）％、
（７２．４±６．２）％和（５２．１±３．７）％，Ｐｇｐ沉默组对紫杉醇的耐药性较空白和阴性对照组降低（Ｐ＜０．０５）；在过表达
ＥｐｈＡ２的鼻咽癌细胞中下调Ｐｇｐ表达，紫杉醇刺激后，Ｐｇｐ沉默组的存活率（３６．１±５．１）％显著低于空白对照组
（５７．９±６．２）％和阴性对照组（５８．２±５．８）％（Ｐ＜０．０５）；在ＥｐｈＡ２过表达鼻咽癌细胞中，给予抑制剂ＬＹ２９４００２作
用后，Ａｋｔ总量无明显改变而磷酸化的Ａｋｔ表达下降，且Ｐｇｐ表达下降。结论　ＥｐｈＡ２通过 Ｐｇｐ依赖性途径促进
鼻咽癌紫杉醇耐药，且Ｐｇｐ蛋白的表达增高与ＥｐｈＡ２活化ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ有关。
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　　紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）于１９９２年被美国 ＦＤＡ批准
用于恶性肿瘤的临床治疗，目前已是乳腺癌、肺癌、

卵巢癌和鼻咽癌等多种恶性肿瘤的一线化疗药

物［１－４］，显示出良好的临床治疗效果。但治疗过程

中产生的内源性和获得性耐药以及高剂量所致的毒

副作用，在一定程度上限制了紫杉醇的临床应

用［５］。因此，明确紫杉醇耐药的分子机制有望改善

其临床耐药性的产生，提高临床疗效。促红细胞生

成素产生肝细胞受体 Ａ２（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＡ２，ＥｐｈＡ２）作为肿瘤转移密
切相关蛋白，可通过影响肿瘤血管新生和上皮 －间
质转化等，调控恶性肿瘤的侵袭转移 ［６－８］。至于Ｅ
ｐｈＡ２在肿瘤化疗耐药中的作用，近年来研究发现
ＥｐｈＡ２可在卵巢癌中促进紫杉醇耐药性的产生［９］，

我们前期的研究亦发现 ＥｐｈＡ２可促进鼻咽癌细胞
的紫杉醇耐药［１０－１１］，然而其引起紫杉醇耐药的分子

机制并不清楚。Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）是
由多药耐药基因ＡＢＣＢ１编码的１７０ＫＤ的跨膜糖蛋
白，具有能量依赖性“药泵”功能，可将包括紫杉醇

在内的多种化疗药物外排出肿瘤细胞，促进肿瘤耐

药性的产生［１２－１３］。然而，Ｐｇｐ是否在 ＥｐｈＡ２介导
的紫杉醇耐药中发挥作用及其机制有待于深入研

究。本研究在体外试验中探讨 ＥｐｈＡ２如何调控 Ｐ
ｇｐ蛋白的表达进而影响鼻咽癌细胞的紫杉醇耐药。

１　材料与方法

１．１　材料
改良型 ＲＭＰＩ１６４０细胞培养基，南美胎牛血

清，０．２５％胰蛋白酶消化液（含乙二胺四乙酸）（Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ，美国），双抗（青霉素 －链霉素，Ｇｉｂｃｏ，美国），
ＥｐｈＡ２ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒，ｃｏｐＧＦＰＣｏｎｔｒｏｌ慢病毒
颗粒，ＣｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒，ＥｐｈＡ２ｃＤＮＡ慢病
毒颗粒，ｅＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ慢病毒颗粒（广州复能基因有
限公司），ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，ＰｇｐｓｉＲＮＡ（ｈ）ｓｃ２９３９５、对照
ｓｉＲＮＡＡｓｃ３７００７、ｓｉＲＮＡ稀释液 ｓｃ２９５２７、ｓｉＲＮＡ
转染试剂 ｓｃ２９５２８、ｓｉＲＮＡ转染培养基 ｓｃ３６８６８
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），嘌呤霉素（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美
国），兔抗人 ＥｐｈＡ２多克隆抗体，Ａｋｔ／ｐＡｋｔ兔抗人
多克隆抗体，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂 ＬＹ２９４００２（ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ
８）检测试剂盒，小鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体（上海
碧云天生物技术研究所），Ｐｇｐ鼠抗人多克隆抗体，
ＰＶＤＦ膜（ＥＭＤＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，美国），紫杉醇

（ＢＭＳ，美国）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　本研究所采用的５－８Ｆ和ＣＮＥ
２细胞为鼻咽部低分化鳞癌细胞，由中南大学湘雅
医院耳鼻咽喉头颈外科实验室提供。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 ＲＭＰＩ１６４０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　慢病毒转染及稳转细胞的筛选　鼻咽癌细
胞（ＣＮＥ２或５－８Ｆ）制成细胞混匀液，计数后接种
于６孔板，按 ＭＯＩ＝１０加入 ｃｏｐＧＦＰＣｏｎｔｒｏｌ慢病毒
颗粒，５μｇ／ｍｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ进行慢病毒感染，１６ｈ后更
换成新鲜完全培养基３ｄ后，５μｇ／ｍｌ嘌呤霉素进行
２周筛选后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法验证 ＥｐｈＡ２蛋白
的表达。各转染实验均分为 ３组：①空白对照组
（未进行转染的亲本细胞，Ｂｌａｎｋ）；②阴性对照组
（转染空白载体的细胞，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）；③实
验组（转染ｓｈＲＮＡ或ｃＤＮＡ的稳转株）。
１．２．３　ＰｇｐｓｉＲＮＡ瞬时转染及转染效率验证　鼻
咽癌细胞（ＣＮＥ２或５－８Ｆ）制成细胞混匀液，计数
后接种于６孔板，将 ｓｉＲＮＡ和转染试剂按比例混匀
静置，２０ｍｉｎ后分别加入相应各孔，６ｈ后更换新鲜
培养基，７２ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法验证Ｐｇｐ蛋白
的沉默效率。

１．２．４　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　ＲＩＰＡ裂解
液提取各组细胞总蛋白，二喹啉甲酸法（ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃａｃｉｄ，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。
将抗ＥｐｈＡ２（１∶４００）、抗 Ａｋｔ／ｐＡｋｔ（１∶１０００）、抗 Ｐ
ｇｐ（１∶４００）抗体于４℃下孵育过夜。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 β
ａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００）检测 βａｃｔｉｎ含量作为内参
照［１３－１４］。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测紫杉醇作用后鼻咽癌细胞生
存率　细胞混匀液计数后接种于９６孔板，静置待细
胞贴壁。生理盐水溶解紫杉醇至１０００ｎＭ，培养基
依次梯度稀释至 ４０、３０、２０、１０、５、１、０．１、０．０１、
０．００１、０ｎＭ，并加入对应各孔中。４８ｈ后，吸去每
孔中的培养基，加入含 １０％ ＣＣＫ８的培养基，于
·４３·
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３７℃培养箱中孵育 １ｈ后测 ＯＤ４５０，计算紫杉醇
ＩＣ５０值。实验重复３次并取平均值。再将所得紫
杉醇ＩＣ５０浓度分别作用于相应实验组及对照组，得
到各组紫杉醇ＩＣ５０浓度下的存活率。
１．３　统计学分析

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　ＥｐｈＡ２促进鼻咽癌细胞Ｐｇｐ蛋白的表达
为探讨ＥｐｈＡ２与Ｐｇｐ蛋白之间是否存在调控

关系，我们采用慢病毒技术（ｓｈＲＮＡ）在鼻咽癌细胞
株５－８Ｆ和 ＣＮＥ２细胞中抑制 ＥｐｈＡ２表达，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｐｇｐ蛋白表达变化。结果表明，相
比于阴性对照组和空白对照组，两种细胞株的 Ｅ
ｐｈＡ２沉默组（ＥｐｈＡ２ｓｈＲＮＡ）Ｐｇｐ蛋白均明显下调
（图１Ａ），而两对照组之间无显著差异。为进一步
证实，我们在 ５－８Ｆ细胞中转染 ＥｐｈＡ２ｃＤＮＡ，Ｅ
ｐｈＡ２过表达组的Ｐｇｐ蛋白水平较对照组均有显著
上调（图 １Ｂ）。上述结果表明，ＥｐｈＡ２可促进鼻咽
癌细胞Ｐｇｐ蛋白的表达。
２．２　Ｐｇｐ蛋白抑制可逆转 ＥｐｈＡ２介导的紫杉醇
耐药

为进一步研究 ＥｐｈＡ２与 Ｐｇｐ蛋白的调控通路
对鼻咽癌紫杉醇耐药的影响，我们首先验证Ｐｇｐ蛋

白表达量与细胞紫杉醇敏感度的相关性，ｓｉＲＮＡ抑
制５－８Ｆ细胞Ｐｇｐ蛋白的表达后（图２Ａ），给予紫
杉醇刺激４８ｈ后，Ｐｇｐ蛋白沉默组的细胞存活率为
（５２．１±３．７）％，空白对照组为（８．９±４．０）％，阴性
对照组为（７２．４±６．２）％，Ｐｇｐ蛋白沉默组对紫杉
醇的敏感性较两对照组显著增高（Ｐ＜０．０５）（图
２Ｂ）。在此基础上，为明确 ＥｐｈＡ２是否通过调控 Ｐ
ｇｐ蛋白介导鼻咽癌的紫杉醇耐药，我们在上述过表
达ＥｐｈＡ２的５－８Ｆ稳转株中，通过ｓｉＲＮＡ技术下调
Ｐｇｐ蛋白表达（图２Ｃ），并给予紫杉醇刺激。ＣＣＫ８
法检测发现，在 ＥｐｈＡ２过表达的细胞中，Ｐｇｐ蛋白
沉默组的存活率（３６．１±５．１）％显著低于空白对照
组（５７．９±６．２）％和阴性对照组（５８．２±５．８）％
（Ｐ＜０．０５）（图２Ｄ），证实 ＥｐｈＡ２可经 Ｐｇｐ蛋白调
控鼻咽癌紫杉醇的耐药性。

２．３　ＥｐｈＡ２经ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路增强Ｐｇｐ蛋白表达
我们的前期研究发现 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是 ＥｐｈＡ２调控

鼻咽癌紫杉醇耐药行为的信号通路之一［１１］。同时

相关文献也证实在急性髓系白血病，胶质瘤等多种

恶性肿瘤中，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂可逆转 Ｐｇｐ蛋白介
导的多种药物耐药性［１４－１５］。为证实ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路
是否可以调控鼻咽癌Ｐｇｐ蛋白表达，我们在过表达
ＥｐｈＡ２的５－８Ｆ细胞中使用 ＬＹ２９４００２抑制 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ通路，给予 ２０ｎＭＬＹ２９４００２作用鼻咽癌细胞
后，并分别予以紫杉醇刺激。结果表明，实验组相对

于对照组，总Ａｋｔ表达无明显变化，而 ｐＡＫＴ显著下
调，Ｐｇｐ蛋白表达亦下降（图 ３）。因而，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路参与了ＥｐｈＡ２对Ｐｇｐ蛋白表达的调控。

!

"

#

$

%

&

'

(

)

$

*

+

,

-

.

/

0

1

"

'

$

%

&

'

(

*

$

*

+

,

-

.

/

0

*

+

,

-

.

/

0

1

"

'

$

%

2

3

*

$

+*14%

5467

5467

!"'$%

849"

!4.2:;/

1"'$%

849"

!4.2:;/

$

,

图１　慢病毒载体介导的ＥｐｈＡ２沉默或过表达鼻咽癌细胞株中Ｐｇｐ蛋白表达水平变化　Ａ：在ＣＮＥ２和５－８Ｆ细胞株中，用
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图２　下调Ｐｇｐ蛋白降低鼻咽癌５－８Ｆ细胞株及过表达ＥｐｈＡ２的５－８Ｆ细胞株的紫杉醇耐药性 在５－８Ｆ细胞株中下调Ｐｇｐ
　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果示：Ｐｇｐ蛋白表达成功下调；Ｂ：０．１ｎＭ紫杉醇作用４８ｈ后，ＰｇｐｓｉＲＮＡ组细胞存活率较对照组显著下
降；同理，在过表达ＥｐｈＡ２的５－８Ｆ细胞株中下调Ｐｇｐ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果示：ＥｐｈＡ２＋－Ｐｇｐ－组蛋白表达水平显著下降；Ｄ：
予以各组５ｎＭ紫杉醇处理４８ｈ，ＥｐｈＡ２＋Ｐｇｐ－细胞存活率较两对照组显著下降
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图３　在紫杉醇处理的 ＥｐｈＡ２过表达 ５－８Ｆ细胞中，抑制
ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ通路可下调Ｐｇｐ蛋白表达

３　讨论

癌基因ＥｐｈＡ２在多种实体瘤中存在高表达及
功能异常［１６－１８］。现有研究多关注 ＥｐｈＡ２如何促进
肿瘤侵袭转移，发现 ＥｐｈＡ２能诱导上皮 －间质转
化［１９］和肿瘤血管新生［２０］等作用，从而加速肿瘤的

侵袭转移。近年来，利用 ＥｐｈＡ２在肿瘤细胞中特异

性高表达的特性，有学者采用了如下３种策略来解
决化疗药物的毒性和过敏反应等临床问题：①构建
与 ＥｐｈＡ２天然配体 ＥｐｈｒｉｎＡ１连接的嵌合蛋白
（ＰＥ３８ＱＱＲ外毒素蛋白），靶向 ＥｐｈＡ２阳性的乳腺
癌、前列腺癌和脑胶质瘤，显示出乐观的肿瘤靶向杀

伤作用［１４－１５］；②将化疗药物如一甲基澳瑞他汀
（ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌａｕｒｉｓｔａｔｉｎ，ＭＭＡＥ）与 ＥｐｈＡ２单克隆抗
体偶联，亦能提高对 ＥｐｈＡ２阳性肿瘤细胞的靶向
性，表现出较好的抗肿瘤效果［１４－１５］。上述两种基于

蛋白质的靶向治疗模式虽具有乐观的抗肿瘤效果，

但仍具有免疫原性可致过敏反应［２１］；③为克服外源
性蛋白分子所致的免疫原性，构建 ＹＳＡ短肽（氨基
酸序列：ＹＳＡＹＰＤＳＶＰＭＭＳ）［２２］和 ＹＮＨ短肽（氨基酸
序列：ＹＳＡＹＰＤＳＶＰＮｌｅＨｓｒＳ）［２３］与紫杉醇的偶联分
子，能有效地向肿瘤组织运送紫杉醇药物，达到靶向

化疗的作用，且这些短肽竞争性结合了 ＥｐｈＡ２受
体，阻断了其配体ＥｐｈｒｉｎＡ１对 ＥｐｈＡ２通路的活化，
抑制其癌基因效应。

上述研究均利用 ＥｐｈＡ２在肿瘤细胞中的高表
达，将其作为抗肿瘤化疗药物靶向运输的有效分子

靶点，抑制 ＥｐｈＡ２表达可显著提高如 ＢＲＡＦ抑制
剂［２４］，ＥＧＦＲ抑制剂［２５］及顺铂［２６］等的肿瘤杀伤作

·６３·
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用。然而，现有研究表明 ＥｐｈＡ２受体蛋白本身在紫
杉醇化疗药物耐受过程中具有调控作用。Ｌａｎｄｅｎ
等［９］沉默 ＥｐｈＡ２在卵巢癌中的表达，在体内外试验
中均可显著提高卵巢癌细胞对紫杉醇的药物敏感

性。我们前期研究亦发现 ＥｐｈＡ２在鼻咽癌细胞中
的表达显著升高，在诱导鼻咽癌细胞侵袭转移的同

时，促进了紫杉醇耐药［１０－１１］。但上述研究仅发现

ＥｐｈＡ２对紫杉醇耐药具有调控作用的表型，其具体
分子机理并不清楚。

Ｐｇｐ蛋白在多种恶性肿瘤组织中的表达升高，
为ＡＢＣ转运体（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）蛋
白成员之一，为 ＡＴＰ能量依赖性的跨膜转运蛋白，
介导内源性物质、药物和环境毒物的外排，从而降低

细胞内药物浓度，在肿瘤细胞多药耐药中具有重要

作用［１２，２７］。在本研究中，我们首先通过功能获得和

缺失实验发现ＥｐｈＡ２能通过调控Ｐｇｐ蛋白的表达，
从而发挥对鼻咽癌细胞紫杉醇耐药的调控作用。该

结果目前未见研究报道，因而我们继续探讨 ＥｐｈＡ２
如何调控Ｐｇｐ蛋白的表达参与紫杉醇耐药。

ＥｐｈＡ２作为跨膜胞膜受体蛋白，可通过改变磷
酸肌醇３激酶 ＰＩ３Ｋ和丝裂原活化蛋白激酶 ＭＡＰＫ
等信号通路发挥作用 ［２８－２９］。我们在前期研究中发

现ＥｐｈＡ２能活化 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路［１１］，而该通路

的活化可促进 Ｐｇｐ蛋白的表达和紫杉醇耐药［３０］。

因此我们进一步在体外试验中，通过ＰＩ３Ｋ通路小分
子抑制剂 ＬＹ２９４００２，阻断 ＥｐｈＡ２所致的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路活化，发现 ＬＹ２９４００２可逆转 ＥｐｈＡ２所致的 Ｐ
ｇｐ蛋白升高。该结果结合我们前期研究提示 Ｅ
ｐｈＡ２可活化ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路促进耐药基因Ｐｇｐ蛋白
的表达和紫杉醇耐药［１１］。

本研究结合目前研究进展均表明，ＥｐｈＡ２一方
面可参与到紫杉醇化疗耐药的调控过程，另一方面

可作为有效的化疗药物运输分子靶点。针对 ＥｐｈＡ２
构建不同类型的药物靶向运输系统，可提供紫杉醇

等化疗药物在肿瘤组织中的靶向蓄积；且该系统可

竞争性结合ＥｐｈＡ２受体，可阻断其作为癌基因活化
后的后续效应，达到双重紫杉醇化疗药物增敏效果。

但ＥｐｈＡ２能否成为有效的紫杉醇增敏靶点，仍有待
于进一步分子机制研究和在体内实验中进行佐证。
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·消息·

远程投稿、查稿系统启事

　　本刊采用远程稿件采编系统进行投稿、查稿等，现就有关问题说明如下。
１．作者投稿：登陆在线投稿系统（中文版），按操作提示投稿。第一次需先注册，原则上不再受理邮寄稿

件和Ｅｍａｉｌ稿件。
２．稿件查询：使用作者注册用户名和密码，可查询作者稿件审理进程和费用信息等。
有关投稿要求，请登陆本刊网站浏览。

网站登陆：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｙｏｓｂｓ．ｃｏｍ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ

·８３·




