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（武汉市第三医院 耳鼻咽喉科，湖北 武汉　４３００６０）

　　摘　要：　目的　探讨前梯度蛋白２（ＡＧＲ２）调控转化生长因子β（ＴＧＦβ）／信号转导蛋白（ＳＭＡＤ）信号通路
对鼻咽癌（ＮＰＣ）细胞迁移和侵袭的影响。方法　体外培养人正常鼻咽上皮细胞（ＮＰ６９）和ＮＰＣ细胞（５８Ｆ、６１０Ｂ、
ＣＮＥ１），实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）测定细胞中ＡＧＲ２ｍＲＮＡ表达。将５８Ｆ细胞随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、
转染阴性对照组（ｓｈＮＣ组）、敲低ＡＧＲ２组（ｓｈＡＧＲ２组）、敲低ＡＧＲ２＋ＴＧＦβ信号通路激活剂ＳＲＩ０１１３８１组（ｓｈ
ＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组）。ｑＲＴＰＣＲ及蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）测定各组ＡＧＲ２的表达；ＣＣＫ８和克隆形成测定细
胞增殖；划痕实验测定细胞迁移；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验测定细胞侵袭；流式细胞仪测定细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定细胞中
增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、磷酸化ＳＭＡＤ家族成员２／ＳＭＡＤ家族成员２
（ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２）表达。结果　与ＮＰ６９细胞相比，ＮＰＣ细胞中ＡＧＲ２ｍＲＮＡ表达升高；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或ｓｈＮＣ组
相比，ｓｈＡＧＲ２组细胞的ＯＤ４５０、克隆数、划痕愈合率、侵袭数、ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２表
达水平下降，细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０５）；与 ｓｈＡＧＲ２组相比，ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组细胞的 ＯＤ４５０、克隆数、划
痕愈合率、侵袭数、ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２表达水平升高，细胞凋亡率下降（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＡＧＲ２在ＮＰＣ细胞中表达水平升高，进而促进ＮＰＣ细胞的增殖、迁移及侵袭能力，抑制细胞凋亡。这可能是
通过调控ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路实现。

关　键　词：鼻咽癌；前梯度蛋白２；转化生长因子β／ＳＭＡＤ信号通路；细胞迁移；细胞侵袭
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２（ＡＧＲ２）ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ（ＴＧＦβ）／ＳＭＡＤｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＮＰ６９）ａｎｄＮＰＣｃｅｌｌｓ（５－８Ｆ，６－１０Ｂ，ＣＮＥ１）ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＧＲ２ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ５－８Ｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ，ｓｈ
ＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１ｇｒｏｕｐ（ｓｈＡＧＲ２＋ＴＧＦβｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒＳＲＩ０１１３８１）．ｑＲＴＰＣＲ
ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＡＧＲ２．ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ
ａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ．Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｃｅｌｌ
ｉｎｖａｓｉｏｎ．Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＣＮＡ，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＧＦβ１
ａｎｄｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＰ６９ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅＡＧＲ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓｅｌｅｖａｔｅｄｉｎＮＰＣｃｅｌｌｓ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｒｓｈＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＯＤ４５０，ｃｌｏｎｅｎｕｍｂｅｒ，ｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇ
ｒａｔｅ，ｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＣＮＡ，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＧＦβ１，ａｎｄｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２ｉｎｔｈｅｓｈＡＧＲ２
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ｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＯＤ４５０，ｃｌｏｎｅ
ｎｕｍｂｅｒ，ｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅ，ｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＣＮＡ，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＧＦβ１，ａｎｄｐＳＭＡＤ２／
ＳＭＡＤ２ｉｎｔｈｅｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＧＲ２ｉｓｅｌｅｖａｔｅｄｉｎＮＰＣｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｔｕｒｎｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＴｈｉｓｍａｙｂｅａｃｈｉｅｖｅｄｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＴＧＦβ／ＳＭＡＤｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２；Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ／ＳＭＡＤｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；
Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；Ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是一种
起源于鼻咽部黏膜上皮的恶性肿瘤，最常发生于咽

隐窝，具有种族和地理分布特征，这种癌症的发生不

仅与环境因素相关，还受遗传因素的影响［１］。ＮＰＣ
的治疗方案需根据患者的具体情况制定，包括放疗、

化疗、手术、免疫治疗、靶向治疗或联合治疗［２３］。

尽管这些技术取得了显著进步，但局部区域复发和

远处转移仍是治疗失败的主要原因［４］。因此，全面

了解参与癌症发展的分子机制，尤其是迁移与侵袭，

对于探索 ＮＰＣ治疗策略极为重要。前梯度蛋白 ２
（ａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２，ＡＧＲ２）是一种主要在人上皮细
胞中表达的内质网驻留蛋白，由１７５个氨基酸序列
组成，在肿瘤细胞生长、血管生成、抑制凋亡和组织

转移中发挥重要作用［５］。有研究证明，ＡＧＲ２在
ＮＰＣ中升高，与不良预后有关［６］。同时，ＡＧＲ２和转
化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ
β１）之间存在正反馈环路，促进癌细胞转移［７］。但

ＡＧＲ２与ＴＧＦβ１在ＮＰＣ中的相互作用方式尚不清
楚。ＴＧＦβ１是 ＴＧＦβ家族的一员，在肿瘤进展中
起重要作用。越来越多的证据表明，ＴＧＦβ１的高表
达与肿瘤的侵袭性和不良预后相关［８］。此外，信号

转导蛋白（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＭＡＤ）是ＴＧＦβ信号级联的核心蛋白。到
目前为止，在哺乳动物中已发现８个 ＳＭＡＤ家族成
员，其中ＳＭＡＤ２可介导ＴＧＦβ信号通路的激活［９］。

已有研究证实，抑制ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路的激活
可抑制ＮＰＣ细胞增殖、侵袭和转移［１０］。因此，在本

研究中以 ＮＰＣ细胞 ５８Ｆ为研究对象，旨在探讨
ＡＧＲ２能否通过调控ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路对ＮＰＣ
细胞的迁移和侵袭产生影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
人正常鼻咽上皮细胞（ＮＰ６９）和 ＮＰＣ细胞

（５８Ｆ、６１０Ｂ、ＣＮＥ１）购自美国 ＡＴＣＣ；ＳＲＩ０１１３８１
（ＣＡＳ：１６２９１３８４１５）购自美国ＭＣＥ公司；胰蛋白酶

（货号：Ｔ１３００）、总ＲＮＡ提取试剂盒（货号：Ｒ１２００）、
逆转录试剂盒（货号：Ｔ２２４０）、ＰＣＲ扩增试剂盒（货
号：ＰＣ１３２０）购自北京索莱宝科技有限公司；ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（货号：ＣＷ００２２）、ＥＣＬ超敏
发光液（货号：ＣＷ００４９）购自江苏康为世纪生物科
技有限公司；抗体 ＰＣＮＡ（货号：ＡＦ０２３９）、ＭＭＰ２
（货号：ＡＦ５３３０）、ＭＭＰ９（货号：ＡＦ５２２８）、ＧＡＰＤＨ
（货号：ＡＦ７０２１）购自江苏亲科生物研究中心有限公
司；ＡＧＲ２（货号：１３０６２）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司；ＴＧＦβ１（货 号：ａｂ２１５７１５）、ｐ
ＳＭＡＤ２（货号：ａｂ２８０８８８）、ＳＭＡＤ２（货号：ａｂ４０８５５）
及山羊抗兔（货号：ａｂ２０５７１８）或山羊抗鼠（货号：
ａｂ２０５７１９）二抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司；倒置生物显
微镜（型号：ＩＸ７３）购自日本奥林巴斯公司；流式细
胞仪（型号：ＭＡＣＳＱｕａｎｔＴｙｔｏ）购自德国ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＮＰ６９、５８Ｆ、６１０Ｂ、ＣＮＥ１细胞
使用杜氏改良Ｅａｇｌｅ培养基（ＤＭＥＭ）完全培养基培
养至细胞融合 ８０％ ～９０％，根据实验要求进行传
代、种板、冻存。使用对数生长期的细胞进行实验。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ测定细胞 ＡＧＲ２的表达　按照总
ＲＮＡ提取试剂盒说明书，提取 ＮＰ６９、５８Ｆ、６１０Ｂ、
ＣＮＥ１细胞ＲＮＡ，并测定ＲＮＡ的纯度及浓度。再逆
转录为ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增。最后，采用２－ΔΔＣｔ方法
评估ＡＧＲ２的表达水平。引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因 上游引物（５′３′） 下游引物（５′３′）

ＡＧＲ２
ＧＴＣＡＧＣＡＴＴＣＴＴＧＣＴＣ
ＣＴＴＧ

ＧＧＧＴＣＧＡＧＡＧＴＣ
ＣＴＴＴＧＴＧＴＣ

ＧＡＰＤＨ
ＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ
ＣＡＴＧ

ＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴ
ＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧ

１．２．３　细胞转染及分组　将５８Ｆ细胞随机分为对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、转染阴性对照组（ｓｈＮＣ组）、敲低
ＡＧＲ２组（ｓｈＡＧＲ２组）、敲低 ＡＧＲ２＋ＴＧＦβ信号通
路激活剂ＳＲＩ０１１３８１组（ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组）。
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其中 Ｃｏｎｔｒｏｌ组常规培养，ｓｈＮＣ组转染 ｓｈＮＣ，ｓｈ
ＡＧＲ２组转染 ｓｈＡＧＲ２，ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组转
染ｓｈＡＧＲ２后使用１０μｍｏｌ／ＬＳＲＩ０１１３８１激活ＴＧＦ
β信号通路［１１］。并采用１．２．２中ｑＲＴＰＣＲ实验检测
各组细胞中ＡＧＲ２ｍＲＮＡ的表达水平。
１．２．４　ＣＣＫ８和克隆形成实验测定各组细胞的增
殖　①ＣＣＫ８：将 ５８Ｆ细胞接种在 ９６孔板中，在
３７℃和 ５％的 ＣＯ２浓度的培养箱中培养。使用
ＣＣＫ８试剂盒测定。每孔加入 ＣＣＫ８溶液（１０μＬ），
避光孵育２ｈ，在多功能酶标仪的４５０ｎｍ处测量每
孔的吸光值（ＯＤ４５０）。②克隆形成实验：将５８Ｆ细
胞接种在６孔板中，培养箱培养，肉眼可见克隆后，
固定液固定，结晶紫染色，拍照、统计细胞克隆数。

１．２．５　划痕实验测定各组细胞的迁移　将５８Ｆ细
胞接种在６孔板中，细胞完全融合约９０％，无菌移
液枪头划伤细胞，继续培养２４ｈ，对０和２４ｈ创面
拍照，计算细胞划痕愈合率。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验测定各组细胞的侵袭　冰上
等比例混合基质胶与无血清的ＤＭＥＭ培养基，均匀
加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，培养箱晾干，加入５８Ｆ细胞悬
液，且下室加入含血清的 ＤＭＥＭ完全培养基，放置
培养箱培养２４ｈ，使用预冷的固定液固定，并用结晶
紫染色，计算细胞侵袭数。

１．２．７　流式细胞仪测定各组细胞的凋亡　将５８Ｆ
细胞接种在６孔板培养。使用细胞凋亡测定试剂盒
测定，并在流式细胞仪中分析、测定细胞凋亡率。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定各组细胞中蛋白的表达　
在细胞中加入预冷的裂解液，提取细胞总蛋白，并进

行蛋白定量测定。采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳、分离等量蛋白，再转至 ＰＶＤＦ膜，用封闭
液室温封闭２ｈ，在４℃下与特异性抗体孵育过夜。
次日，二抗孵育１．５ｈ。使用 ＥＣＬ超敏发光液孵育
显色，统计蛋白的表达水平。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据统计分析，结果

以 珋ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析进行多组比较，
并采用ＳＮＫｑ检验进一步两两比较。Ｐ＜０．０５为差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＧＲ２在ＮＰＣ细胞中的表达
与ＮＰ６９细胞相比，５８Ｆ、６１０Ｂ、ＣＮＥ１细胞中

ＡＧＲ２ｍＲＮＡ表达上调（ｑ＝１４．９９９、１．７９３、５．８６９，

Ｐ均＜０．０５），且 ＡＧＲ２ｍＲＮＡ在５８Ｆ细胞中变化
最显著，故选用５８Ｆ细胞进行实验。见表２。

表２　ＡＧＲ２ｍＲＮＡ在不同细胞中的表达　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

细胞　 ＡＧＲ２ｍＲＮＡ
ＮＰ６９ １．０２±０．１１
５８Ｆ １．９４±０．１９

６１０Ｂ １．４３±０．１５

ＣＮＥ１ １．３８±０．１４

Ｆ ３８．１０２
Ｐ ０．００１

　　注：与ＮＰ６９细胞相比，Ｐ＜０．０５。

２．２　ＡＧＲ２的转染效率
ｓｈＡＧＲ２组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，细胞

中 ＡＧＲ２ｍＲＮＡ及蛋白表达减少（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝
１７．４２６、１４．９２３，Ｐ均 ＜０．０５；ｓｈＮＣ：ｑ＝１６．４４０、
１４．３８０，Ｐ均 ＜０．０５）；ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组与
ｓｈＡＧＲ２组相比，细胞中 ＡＧＲ２ｍＲＮＡ及蛋白表达
水平无显著变化（ｑ＝０．３２９、０．５４３，Ｐ均 ＞０．０５）。
见表３、图１。

表３　各组ＡＧＲ２的转染效率　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＧＲ２ｍＲＮＡ ＡＧＲ２蛋白
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．００±０．１０ １．１１±０．１１
ｓｈＮＣ组 ０．９７±０．０９ １．０９±０．１２
ｓｈＡＧＲ２组 ０．４７±０．０４＃ ０．５６±０．０６＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 ０．４６±０．０５ ０．５４±０．０５
Ｆ ９７．６２２ ７４．３３１
Ｐ ０．００１ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５。

Ｃｏｎｔｒｏｌ组（对照组）；ｓｈＮＣ组（转染阴性对照组）；ｓｈＡＧＲ２组（敲低

ＡＧＲ２组）；ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组（敲低 ＡＧＲ２＋ＴＧＦβ信号通路

的激活剂ＳＲＩ０１１３８１组）。下同。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＡＧＲ２蛋白表达

２．３　ＡＧＲ２对细胞增殖的影响
ｓｈＡＧＲ２组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，细胞

的ＯＤ４５０、克隆数减少（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝１５．３９６、１４．０３８，
Ｐ均 ＜０．０５；ｓｈＮＣ：ｑ＝１６．１８６、１５．１１１，Ｐ均 ＜
０．０５）；ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组与 ｓｈＡＧＲ２组相
比，细胞的 ＯＤ４５０、克隆数增多（ｑ＝８．６８５、８．０８０，
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Ｐ均＜０．０５）。见表４、图２。
２．４　ＡＧＲ２对细胞迁移的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＡＧＲ２组细胞
的划痕愈合率降低（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝１７．０２６，Ｐ＜０．０５；
ｓｈＮＣ：ｑ＝１５．９２５，Ｐ＜０．０５）；与 ｓｈＡＧＲ２组相比，
ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组细胞的划痕愈合率升高
（ｑ＝７．７１３，Ｐ＜０．０５）。见表５、图３。
２．５　ＡＧＲ２对细胞侵袭的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＡＧＲ２组细胞
的侵袭数降低（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝１７．９００，Ｐ＜０．０５；ｓｈＮＣ：

ｑ＝１７．０７９，Ｐ＜０．０５）；与ｓｈＡＧＲ２组相比，ｓｈＡＧＲ２＋
ＳＲＩ０１１３８１组细胞的侵袭数升高（ｑ＝９．９８２，Ｐ＜
０．０５）。见表６、图４。
２．６　ＡＧＲ２对细胞凋亡的影响

ｓｈＡＧＲ２组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，细胞
的凋亡率升高（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝４０．６３０，Ｐ＜０．０５；ｓｈＮＣ：
ｑ＝４０．６１１，Ｐ＜０．０５）；ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组与
ｓｈＡＧＲ２组相比，细胞的凋亡率下降（ｑ＝２０．７２３，
Ｐ＜０．０５）。见表７、图５。

表４　各组ＡＧＲ２对细胞增殖的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＤ４５０ 克隆数（个）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０．６９±０．０７ ８１．２５±７．９８
ｓｈＮＣ组 ０．７１±０．０８ ８４．０６±７．４６
ｓｈＡＧＲ２组 ０．３０±０．０５＃ ４４．４７±４．４５＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 ０．５２±０．０４△ ６５．６４±５．０６△

Ｆ ５６．３６４ ４８．０６６
Ｐ ０．００１ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５；与

ｓｈＡＧＲ２组相比，△Ｐ＜０．０５。

表５　各组ＡＧＲ２对细胞迁移的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 划痕愈合率（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ６４．５３±５．４５
ｓｈＮＣ组 ６２．３４±６．００
ｓｈＡＧＲ２组 ３０．６７±３．３４＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 ４６．０１±４．２５△

Ｆ ６３．１９５
Ｐ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５；与

ｓｈＡＧＲ２组相比，△Ｐ＜０．０５。
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图２　克隆形成实验测定各组细胞的增殖　（结晶紫 ×１）
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图３　划痕实验测定各组细胞的迁移　（×１００）
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图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验测定各组细胞的侵袭　（结晶紫 ×４００）
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表６　各组ＡＧＲ２对细胞侵袭的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 侵袭数（个）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ７０．２９±５．０５
ｓｈＮＣ组 ６８．６７±５．５７
ｓｈＡＧＲ２组 ３５．００±３．１０＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 ５４．６８±５．２１△

Ｆ ６８．７８９
Ｐ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５；

与ｓｈＡＧＲ２组相比，△Ｐ＜０．０５。

表７　各组ＡＧＲ２对细胞凋亡的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 凋亡率（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ２．５０±０．２２
ｓｈＮＣ组 ２．５２±０．２５
ｓｈＡＧＲ２组 ４４．３６±４．４７＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 ２３．０１±２．３２△

Ｆ ３７６．７８７
Ｐ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与 ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５；

与ｓｈＡＧＲ２组相比，△Ｐ＜０．０５。
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图５　流式细胞仪测定各组细胞的凋亡

２．７　ＡＧＲ２对细胞中增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、磷酸化
ＳＭＡＤ家族成员 ２／ＳＭＡＤ家族成员 ２（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ
ｌａｔｅｄＳＭＡＤｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２／ＳＭＡＤｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ
２，ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２）蛋白表达的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组或 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＡＧＲ２组细胞
中ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２

表达减少（Ｃｏｎｔｒｏｌ：ｑ＝１４．６９４、１４．８４５、１４．０１１、
１３．７４３、１５．３５６，Ｐ均 ＜０．０５；ｓｈＮＣ：ｑ＝１４．９１０、
１４．４５５、１３．４６１、１３．４３１、１４．４１１；ｓｈＮＣ：Ｐ均＜０．０５）；
与ｓｈＡＧＲ２组相比，ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组细胞
中 ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、ｐＳＭＡＤ２／
ＳＭＡＤ２表达增多（ｑ＝７．５６３、７．８１３、６．３１９、８．１２１、
７．５６０，Ｐ均＜０．０５）。见表８、图６。

表８　各组ＡＧＲ２对细胞中ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＧＦβ１、ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２蛋白表达的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＣＮＡ ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ ＴＧＦβ１ ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．３４±０．１３ １．５１±０．１５ １．０２±０．１２ ０．８７±０．０９ １．２５±０．１３
ｓｈＮＣ组 １．３５±０．１４ １．４９±０．１４ １．００±０．１０ ０．８６±０．１０ １．２１±０．１２
ｓｈＡＧＲ２组 ０．６６±０．０７＃ ０．７５±０．０８＃ ０．５１±０．０５＃ ０．４３±０．０４＃ ０．６０±０．０６＃

ｓｈＡＧＲ２＋ＳＲＩ０１１３８１组 １．０１±０．１０△ １．１５±０．１２△ ０．７４±０．０７△ ０．６９±０．０７△ ０．９２±０．０９△

Ｆ ５０．０２３ ４８．６７４ ４３．９９４ ４１．２６０ ５０．７７２
Ｐ ０．００１ ０．００１ ０．００１ ０．００１ ０．００１

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；与ｓｈＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５；与ｓｈＡＧＲ２组相比，△Ｐ＜０．０５。ＰＣＮＡ（增殖细胞核抗原）；ＭＭＰ（基质金属

蛋白酶）；ＴＧＦβ１（转化生长因子β１）；ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２（磷酸化ＳＭＡＤ家族成员２／ＳＭＡＤ家族成员２）。下同。
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３　讨论

ＮＰＣ的病因涉及 ＥＢ病毒感染、饮食及吸烟习
惯等环境因素以及遗传易感性，而遗传与环境因素

的相互作用可能是其在东南亚和中国南部高发的原

因［１２］。此外，ＥＢ病毒变异与遗传因素的相互作用
可能增加ＥＢ病毒持续感染上皮细胞的风险，最终
促进ＮＰＣ的进展［１３］。近年来，诊断成像技术的改

进、调强放射治疗的广泛应用以及化疗方案的优化，

显著改善了ＮＰＣ患者的生存率。然而，仅早期患者
可通过单纯调强放射治疗实现治愈，由于鼻咽部解

剖位置隐蔽和早期症状不典型，ＮＰＣ患者在初诊时
常就已处于晚期，其治疗仍然面临挑战，主要原因是

复发和／或转移［１４］。尽管已结合多种方案治疗，但

中晚期患者的预后仍然不佳，且放射性损伤严重。

因此，复发／转移性 ＮＰＣ已成为临床管理的挑战和
研究重点，晚期ＮＰＣ患者迫切需要新的治疗策略来
改善预后。

ＡＧＲ２是蛋白质二硫键异构酶家族的成员，主
要定位于内质网，与癌细胞的增殖、存活和肿瘤生长

以及侵袭和转移有关［１５］。作为一种分泌性分子，

ＡＧＲ２可以在多种生物体液中检测到，包括血清、血
浆和尿液，因此是一种很有前景的非侵入性肿瘤生

物标志物［１６］。Ｈｅ等［１７］研究表明 ＡＧＲ２在肺腺癌
细胞中高表达，且过表达 ＡＧＲ２能够促进肺腺癌细
胞的增殖、侵袭和迁移。Ｚｈｅｎｇ等［１８］也证实结直肠

癌组织中 ＡＧＲ２含量显著升高，通过上调 ｐＡＫＴ／
ＡＫＴ、磷酸化糖原合成酶激酶３／糖原合成酶激酶３
和β连环蛋白含量，诱导细胞中Ｅ盒结合锌指蛋白
１、Ｎ钙黏蛋白、波形蛋白表达增加，Ｅ钙黏蛋白表达
减少，发生上皮间质转化，促进结直肠癌细胞的增

殖、迁移和侵袭能力。正如本研究中，ＡＧＲ２在 ＮＰＣ
细胞中高表达，敲低ＡＧＲ２可显著升高细胞凋亡率，
下调ＰＣＮＡ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达，降低细胞存
活率、划痕愈合率及细胞侵袭数，进而减弱细胞的增

殖、迁移和侵袭能力。与 Ｚｈａｎｇ等［１９］研究相似，

ＡＧＲ２在前列腺素Ｅ２诱导的结直肠癌中通过 ＥＰ４
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路上调，而ＡＧＲ２敲低增强了环氧
化酶２抑制剂塞来昔布对结直肠癌转移的治疗作
用。研究揭示，敲低ＡＧＲ２可通过促进细胞凋亡，抑
制细胞的增殖、迁移、侵袭，成为ＮＰＣ的潜在治疗靶
点。然而，在ＮＰＣ中ＡＧＲ２通过哪种通路发挥促癌
作用需要进一步深入探索。

ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路是一种高度保守的分
子机制，通过调节细胞增殖、凋亡、分化、运动、谱系

特异性和干细胞稳态影响癌症发生发展［８］。ＴＧＦβ
的异常表达常发生于病理状态，尤其是在癌症晚期，

ＴＧＦβ的活化可促进肿瘤的发生，包括转移和化疗
耐药［２０］。在经典的 ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路中，
ＴＧＦβ家族的细胞因子首先与 ＴβＲＩ和 ＴβＲＩＩ受
体结合。具有激酶活性的 ＴβＲＩ进一步磷酸化
ＳＭＡＤ２和 ＳＭＡＤ３蛋白，活化的 ＳＭＡＤ２和 ＳＭＡＤ３
可以与 ＳＭＡＤ４结合，最终完成 ＳＭＡＤ多聚体的形
成，进而转位到细胞核内调节基因转录［２１］。研究证

明，激活 ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路可促进膀胱癌进
展［２２］。而抑制 ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ通路有助于降低结直
肠癌细胞活力，抑制其转移和肿瘤生长［２３］。在本研

究中，敲低ＡＧＲ２使ＴＧＦβ１和ｐＳＭＡＤ２／ＳＭＡＤ２表
达降低，抑制５８Ｆ细胞的增殖、迁移、侵袭，促进细
胞凋亡；但ＴＧＦβ信号通路激活剂ＳＲＩ０１１３８１可部
分逆转敲低ＡＧＲ２对５８Ｆ细胞的抑制作用，降低细
胞凋亡率。与Ｆｅｎｇ等［１１］报道相似，提示敲低ＡＧＲ２
可通过抑制ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路，抑制ＮＰＣ细胞
增殖、迁移、侵袭，促进细胞凋亡发生。

综上所述，ＡＧＲ２在ＮＰＣ细胞中高表达，其可能
通过调控ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号通路，进而增强ＮＰＣ细
胞的增殖、迁移和侵袭能力，抑制细胞凋亡的发生。

本研究通过体外实验得到了验证，为ＮＰＣ的研究提
供新的理论依据，但 ＡＧＲ２作为一种分泌蛋白通过
直接或间接途径调节癌症的生物学特性及对机体的

影响目前尚不明确，仍需进一步进行体内相关实验。
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