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摘 要!%目的& 探讨细胞自噬在鼻咽癌紫杉醇耐药中的作用及其机制' %方法& 以鼻咽癌亲本细
胞和紫杉醇耐药细胞为研究对象' 自噬抑制剂

8!<=

抑制自噬"

>/?@=

下调自噬蛋白
A2:0/4!#

的
表达"分别应用集落形成实验检测细胞的增殖能力"流式细胞术检测凋亡水平"蛋白印迹分析检
测自噬相关蛋白和

B.>C.>2

蛋白的表达水平" 透射电子显微镜和荧光显微镜进行细胞形态学观
察' 通过基因芯片技术分析

B.>C.>2

家族基因在亲本和耐药细胞中的不同表达' %结果& 紫杉醇
耐药细胞中自噬蛋白

A2:0/4!#

(

DB8!!

的表达水平高于亲本细胞)

EF"9"*

*' 用自噬抑制剂
8!<=

预处理鼻咽癌耐药细胞后"

B@,!(GH.I;0J8!<=

和
K@,!!GH.I;0J8!<=

细胞的
LB

*&

值分别为
M+9!*"

(9"N4-;0GD

(

O!9#P"&9#PQ4-;0GD

"与对照组相比"细胞的生长抑制率明显增加)

EF&9&(

*' 鼻咽癌紫杉
醇耐药细胞转染

A2:0/4!(!>/?@=

后 "

B@,!(GH.I;0

细胞和
K@,!!GH.I;0

细胞的
LB

*&

值分别为
M*9+P"(9!8Q4-;0GD

(

M89&$"&9+%Q4-;0GD

"转染后的细胞对紫杉醇的敏感性明显高于阴性对照组' 通
过

8!<=

和
A2:0/4!(!>/?@=

抑制自噬能增加紫杉醇诱导的
B.>C.>2

依赖的细胞凋亡" 同时能部
分逆转鼻咽癌细胞紫杉醇耐药' %结论& 紫杉醇诱导的鼻咽癌细胞自噬可能是通过降低

B.>C.>2

依赖的细胞凋亡"从而部分参与了紫杉醇耐药"抑制自噬能通过促进凋亡从而增加鼻咽癌细胞
对紫杉醇的敏感性'
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鼻咽癌是一种起源于鼻咽部黏膜上皮的肿瘤!

常发生在鼻咽部咽隐窝和顶前壁! 是我国南方各省

及东南亚地区最常见的头部恶性肿瘤之一! 因其原

发灶隐蔽!早期发病不明显!大多数患者确诊时已是

中晚期"

#

#

$ 其分布具有明显的地域性和种族性!个别

城市的发病率高达
!&'(!)*&

万"

!

!

(

#

!

+,

病毒感染%遗

传因素%饮食和环境因素等与鼻咽癌密切相关!但具

体的分子机制仍不清楚"

-

#

$ 大部分早中期鼻咽癌患

者积极治疗后可以达到临床治愈$目前!放疗结合化

疗是治疗中晚期鼻咽癌患者的主要手段! 但随着治

疗过程中产生的化疗耐药常常使晚期鼻咽癌患者出

现远处转移和局部复发! 降低了鼻咽癌患者的总体

生存率"

.

#

$ 紫杉醇是鼻咽癌化疗中应用最广泛的药

物之一! 深入了解紫杉醇在鼻咽癌耐药中的分子机

制至关重要$

自噬是一种进化上高度保守的细胞过程! 细胞

质中的蛋白质% 细胞器和其他大分子等被称为自噬

体或自噬小泡的双层膜囊泡包裹并运送到溶酶体降

解"

/

#

$

,01234*

基因定位于
*%5!*

!其编码蛋白是自噬

通路的重要调节器$

,01234*

和细胞内的一些结合分

子相互作用可出现自噬途径的激活或抑制"

%

!

$

#

$

67(

是自噬的标志性蛋白!其包括
67(!!

和
67(!"

两种

分型! 自噬激活后!

67(!!

型转化为
67(!"

型位于

自噬体膜上!

67(!"

型阳性表达率的高低代表着自

噬活性的强弱"

8

#

$ 自噬在肿瘤化疗中的作用具有多

面性$ 有资料显示自噬作为一种保护机制在某些肿

瘤化疗过程中被激活使肿瘤细胞获得耐药 "

*&9*!

#

!另

一方面! 自噬作为一种杀伤机制在化疗中介导细胞

的自噬性死亡"

*(

!

*-

#

$ 因此!自噬的诱导在肿瘤治疗中

是利是弊取决于药物类型和肿瘤类型$目前!自噬在

紫杉醇治疗鼻咽癌中的作用仍不清楚$

在本文中! 我们研究了自噬在紫杉醇治疗鼻咽

癌中的作用机制! 以及自噬与紫杉醇诱导的细胞凋

亡之间的联系$

*

材料与方法

!"!

细胞培养与试剂

人鼻咽癌亲本细胞系
7:+!*

和
;:+!!

均由中

南大学肿瘤研究所惠赠$ 紫杉醇耐药细胞系
7:+!*)

<=>?2

和
;:+!!@<=>?2

由本实验组通过在亲本细胞

系基础上用紫杉醇大剂量冲击和小剂量维持方法诱导

而成"

*.

#

$ 用含有
*&A

胎牛血清
BC3D1? ,E6

!

C=3FG0HI!

DJHK

!

LM

!

NOPQ

的
ERLS!*/-"

培养基
B;T12?40

!

6?!

K=4

!

N<

!

NOPQ

!在
.U7V

!

%

(%"

%饱和湿度条件下的

细胞培养箱中培养$紫杉醇和
(!

甲基腺嘌呤&

(!LP

'

购置于
O3KW=

公司
XO3KW=!P2YH31G

!

OF'6?J3I

!

LV

!

NOPQ

$

抗
,01234!#

%

67(

%

7=IZ=I0 (

%

CPRM;

的多克隆兔抗购

于
O=4F= 7HJ[

公司
XO=4F= 7HJ[

!

7=23\?H43=

!

NOPQ

$

!"#

透射电子显微镜观察细胞细微结构

收集样品并用
!'.A

的戊二醛在
-"

条件下固定

!G

!

R,O

洗
(

次!每次
*.W34

$ 然后在室温下用
*A

的

四氧化锇酸固定
*G

!

R,O

洗
(

次!每次
*.W34

$ 样品

用梯度丙醇脱水!然后用
*#*

丙酮包埋剂浸透
*G

$次

日升温%固化$ 用
6031=

显微薄片切片机将样品切成

."9*""4W

的超薄切片!用乙酸双氧铀和醋酸铅双染

色!最后在
;3F=1G3 %.""

透射电子显微镜下以
$"]^

的加速电压检测细胞的超微结构$

!"$

溶酶体功能!

%&'(!)*

溶酶体检测试剂盒

6TI?!SM

溶酶体检测试剂盒
X+4[?63\0I130410I

!

_=HW34KY=20

!

:`

!

NOPQ

检测酸性囊泡&内涵体!溶酶

体!晚自噬体'$将对数生长期的细胞接种于
8/

孔培

养板!置于
.U7V

!

%

(%"

的细胞培养箱中培养!待细

胞长满孔底
8&U

满度时!吸尽旧培养液$ 将检测试

剂盒中的
6TI?!SM KH004 YT0

和
;?01GIF (((!-

各
*#2

加入到
*W2

的细胞培养基中混匀!将其加入
8/

孔板

中!让细胞避光培养
(&W34

!用
R,O

清洗细胞
!

遍$

于
6031=

共焦显微镜下用活细胞成像系统显影$

!"+

蛋白印迹分析

收集不同条件下处理过的细胞! 按
RLO_#ES!

RPa*#*&&

浓度配置裂解液 &碧云天生物技术公司'

裂解细胞$用
,7P

试剂盒&碧云天生物技术'按
,7P

法测各蛋白浓度$ 配制
*!U

的分离胶和
.U

的浓缩

胶$将适量各组样品&

!&#K

'以及
W=H]0H

依次小心加

入各个加样孔中!电泳!转膜$ 转膜成功后将
R^M_

膜放入加有
.U

脱脂奶粉的平皿中!室温下封闭
*G

$

然后用
*$<,O<

漂洗
(

次!每次
.W34

$加入稀释后的

一抗再将膜置于
-%7

冰箱过夜$ 次日回收一抗!

*$

<,O<

漂洗
(

次!每次
.W34

!然后用稀释后的二抗将

R^M_

膜在室温下避光孵育
*G

$ 回收二抗! 用
*$

<,O<

液在摇床上洗涤
R^M_

膜
(

次!每次
.W34

$ 最

后用增强化学发光法系统&

R30H10

'化学发光!显影$
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小片段干扰
$%&

抑制
'()*+,!!

在紫杉醇耐药

细胞中的表达

将紫杉醇耐药细胞
>&N!#L+6@':

和
O&N!!L+6@':

按细胞密度
!"#P

D 个
L

孔"接种于
Q

孔板中"无血清

培养基培养
R,

# 并于每孔中加入
!""1<':LM 70S&*

T

人 类
B)3:01!# 70S&*

是
D# !UVV**UVV**UV*!

V*UU**++!W$

和
D$!**V*UUV**V*>*>*VV*V!

V>!W$ X

与 质 粒
GC150(.'-)1

"

V60(,).724.-

"

F6.9:618X

的

混合物"

Q,

后吸尽旧培养液" 加入含有
WPY

胎牛血

清的培养基继续培养#

Z$,

后收集细胞#蛋白印迹分

析
B)3:01!#

蛋白的表达水平#

!"-

药物处理与细胞生长抑制试验

按细胞密度
Q%#E

! 个
[

孔将细胞接种于
Q

孔培

养板中"每孔
!<:

培养基"在
DY>\

!

$

W%&

培养箱中

培养
W,

#然后将
!<<':[M W!F*

或者
B)3:01!R!70S&*

加入到培养基中让细胞继续培养
Q,

"再加入不同浓

度的紫杉醇溶液培养
!Z,

# 培养结束后"吸尽旧培养

基"更换新鲜培养基"并在显微镜下观察集落形成情

况#

RP

天后"将细胞用
%DY

的乙醇固定
!P<01

"

=BK

清洗后用亚甲蓝染色
RD<01

# 将亚甲蓝溶液漂洗后

计算集落数量# 并计算有无添加
W!F*

或者
B)3:01!

R!70S&*

的鼻咽癌细胞株的各个
C>

DP

值#

!".

流式细胞术定量分析细胞凋亡

收集不同条件下处理过的细胞各
W%RP

D 个# 根

据生产商的说明书" 用
*11)@01 "!]C+>

凋亡检测

试剂盒
TB^ B0'730)13)7

"

K61^0)-'

"

>*X

将细胞染色#

染色好的细胞用流式细胞仪
GB^ ]*>K >61('X

检测"

用软件
]>K N@?.)77 5!JE

分析细胞凋亡率#

!"/

微阵列杂交与分析

利用
OV!U#WW =:47 !JE 6..69 G*;;9<)(.0@

"

K61(6

>:6.6

"

>*X

进行
3^&*

微阵列杂交与分析"利用基因

芯片扫描阵列扫描仪
WEEE G*;;9<)(.0@

"

K61(6 >:6.6

"

>*

"

UKX

进行扫描# 原始数据通过
F*K DJE

计算程序

用
V)1)K?.01-

软 件 版 本
## G*-0:)1( ()3,1':'-0)7

"

K61(6 >:6.6

"

>*

"

UKX

处理#

!"0

统计学处理

实验数据资料以均数
'

标准差表示" 采用
(

检验

进行两个样本均数比较" 以
=_EJED

认为差异具有统

计学意义# 所有数据采用
K=KK#%JE

进行统计学分析#

!

结 果

1"!

人鼻咽癌亲本及紫杉醇耐药细胞系的化疗药

物敏感性检测

用不同浓度的紫杉醇溶液刺激
!

株鼻咽癌亲本

细胞%

>&N!#

和
O&N!!

&和
!

株鼻咽癌紫杉醇耐药细

胞%

>&N!#[+6@':

和
O&N!![+6@':

&"细胞培养
!

周左

右#通过集落形成实验以及绘制生长抑制曲线得出"

>&N!#

的
C>

DE

值为%

#JW!'EJEQ

&

1<':[M

"

O&N!!

的
C>

DE

值为 %

EJ`D'EJ#Z

&

1<':[M

"

>&N!#[+6@':

的
C>

DE

值为

%

#EJ%$'EJZW

&

1<':[M

"

O&N!![+6@':

的
C>

DE

值为%

DJD`'

EJWE

&

1<':[M

%

]0-4.) #*

$

#B

&#
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

&'(!)

*'(!!

&'(!)+,-./0

*'(!!+,-./0

!"!

人鼻咽癌亲本细胞和紫杉醇耐药细胞中自噬的

基础表达水平

透射电子显微镜是检测自噬最可靠的实验方法

之一 !

)1

"

#在鼻咽癌亲本细胞系$

&'(!)

%

*'(!!

&和紫

杉醇耐药细胞系$

&'(!)+,-./0

%

*'(!!+,-./0

&中均可

观察到自噬空泡# 但紫杉醇耐药细胞系中自噬空泡

的数量多于亲本细胞 $

234567 )&

&#提示自噬参与鼻

咽癌细胞的紫杉醇耐药'

!"#

紫杉醇诱导人鼻咽癌亲本细胞及紫杉醇耐药

细胞中的自噬

为了明确在鼻咽癌细胞中紫杉醇是否诱导自噬

蛋白
87903:!)

%

;&<!!

的表达# 应用
;=>/!?@

溶酶体

检测试剂盒# 检测细胞质内的酸性囊泡# 包括自噬

体 ( 用含有紫杉醇溶液 $

A:B/0+;

&的培养基培养

&'(!)

%

*'(!!

%

&'(!)+,-./0

和
*'(!!+,-./0

细胞
)!C

后# 细胞质内酸性囊泡的数量及体积均较处理前增

多
D234567 !EF

(

为进一步证实自噬参与紫杉醇耐药# 采用蛋白

印迹分析蛋白
87903:!)

%

;&<!!

的表达水平( 发现在

用紫杉醇处理后的
&'(!)

%

*'(!!

%

&'(!)+,-./0

和

*'(!!+,-./0

细胞中蛋白
87903:!)

%

;&<!!

的表达水

平均较前明显增高
D234567 !8

%

!&G

(

!"$

抑制自噬增加人鼻咽癌耐药细胞系对紫杉醇的

敏感性

已 证 实 自 噬 蛋 白
87903:!#

%

;&<!!

在
&'(!#+

,-./0

和
*'(!!+,-./0

细胞中高表达#并且紫杉醇可

诱导自噬蛋白
87903:!#

%

;&<!!

的表达( 为进一步探

究自噬在紫杉醇耐药中的具体作用# 首先用自噬抑

制剂
<!HE D!BB/0+;

#

1CG

对
&'(!#+,-./0

和
*'(!!+

,-./0

细胞进行预处理#然后用含有不同浓度的紫杉

醇溶液培养细胞#观察集落形成情况#计算细胞生长

抑制(

&'(!#+,-./0I<!HE

细胞的
?&

A"

值为 $

1J!A"

)J"

&

:B/0+;

#

*'(!!+,-./0I<!HE

细胞的紫杉醇
?&

A"

为$

!J)K""J)K

&

:B/0+;

( 这些结果表明用自噬抑制剂

<!HE

预处理鼻咽癌耐药细胞后#细胞的生长抑制率

明显增加$

LM"J")

&#以及鼻咽癌耐药细胞对紫杉醇

的敏感性也较前明显增加
D234567 <EG

(

为进一步验证上述实验# 鼻咽癌紫杉醇耐药细

胞
D&'(!)+,-./0

和
*'(!!+,-./0G

转染
>3N'E

降低

87903:!)

的表达水平( 与阴性对照组相比# 实验组

&'(!)+,-./0I>3N'E

细胞中
87903:!)

的表达下降了

!KJ<AO

#

*'(!!+,-./0I>3N'E

细胞中
87903:!)

的表

E 8

&
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

达 下 降 了
!&'"()

! 且 转 染 了
*+,-./!#!0.123

的

425!6789:;-

"

<25!!789:;-

细胞对紫杉醇的敏感性

明显高于阴性对照组
=>.?@A+ (4

"

(BC

# 转染
*+,-./!6!

0.123

的
425!6789:;-

细胞的
D4

E&

值为
=E'FG"#'!(C/H;-7I

!

<25!!789:;-

细胞的
D4

E&

值为
=('&$"&'F%C/H;-7I

=>.?@A+ (*C

$

!"#

抑制自噬增加人鼻咽癌亲本细胞系和耐药细

胞系中紫杉醇诱导的细胞凋亡

为探究抑制自噬是否影响
425!#

和
425!#7

89:;-

细胞中紫杉醇诱导的凋亡!用流式细胞仪检测

自噬抑制剂
(!J3

对紫杉醇诱导的鼻咽癌细胞凋亡

的影响$ 结果显示在添加了自噬抑制剂
(!J3

的亲

本细胞及耐药细胞中紫杉醇诱导的细胞凋亡明显增

加
=>.?@A+ K3LK4C

$

!"$

人鼻咽癌亲本细胞及紫杉醇耐药细胞中的

490M90+

家族基因在
,B23

微阵列研究中的不同表达

490M90+

蛋白家族是细胞凋亡过程中重要的蛋

白家族之一$ 通过比较鼻咽癌亲本细胞系
=425!6

%

<25!!C

和耐药细胞系
=425!6789:;-

"

<25!!789:;-C

的

基因表达谱! 研究
490M90+

家族在鼻咽癌亲本细胞

系和耐药细胞系中的不同表达水平$基因芯片显示!

耐药细胞系中
490M90+ 6"

"

490M90+ $

"

490M90+ K

"

490M90+ (

"

490M90+ !

和
490M90+ 6

的表达均较鼻咽

癌亲本细胞系中的表达下调! 其中蛋白
490M90+ $

"

490M90+ (

下调最明显$ 耐药细胞系中蛋白
490M90+

%

"

490M90+ F

的表达均较鼻咽癌亲本细胞系中的表

达轻度上调!蛋白
490M90+ G

在
425!6789:;-

细胞系

中下调!在
<25!!789:;-

细胞系中上调
=89N-+ 6C

$

!"%

抑制自噬增加
490M90+!(

蛋白表达水平

为了进一步探究细胞凋亡和自噬与人鼻咽癌细

胞对化疗敏感性之间的关系!我们在
425!6

细胞和

425!6789:;-

细胞中均分别加入自噬抑制剂
(!J3

和紫杉醇溶液!检测细胞凋亡特异性标志物
490M90+

(

蛋白的表达$ 结果发现在
425!6

细胞和
425!67

89:;-

细胞中!同时加入自噬抑制剂
(!J3

和紫杉醇

溶液其
490M90+ (

蛋白表达增加$ 表明自噬可能参与

人鼻咽癌细胞中紫杉醇诱导的
490+M90+

依赖性凋

亡
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

&'()'(* +',-./

&01!234'56.

!

&01!2

701!!34'56.

!

701!!

&'(*)'(* 2" "89$ :8;$

&'(*)'(* < :8=9 28;%

&'(*)'(* $ :82$ :8!:

&'(*)'(* % 28:9 28%;

&'(*)'(* 9 !82< 28!>

&'(*)'(* = :8;= :8!$

&'(*)'(* # :899 :8$9

&'(*)'(* ; :8#% :8!<

&'(*)'(* ! :8%$ :8;!

;

讨 论

鼻咽癌在中国南方和东南亚地区的发病率较

高"主要通过淋巴结转移至颈淋巴结"亦可通过血液

转移至骨#肺#肝$ 放射治疗是其主要治疗手段$ 对于

早%中期患者"放疗效果明显"

>

年生存率大于
$:"

&

#%

'

$

鼻咽癌的化疗有诱导化疗%同期化疗%辅助化疗以及

三者相互组合的多种治疗方式&

#$

'

$随着病变的进展"

;:"#=:"

患者出现远处转移和局部复发&

#<

'

$ 转移性

鼻咽癌的预后较差" 一般认为其预后因素与患者的

一般情况(行为状态评分%贫血)%疾病因素(出现转

移的时间%转移类型%转移部位及数量)%治疗因素

(化疗方案及强度%化疗周期数%是否进行联合治疗%对

治疗的反应)有关"但尚缺乏多中心循证医学证据&

!:

'

$

过去几十年鼻咽癌在治疗方案上取得了巨大进步"

但由于获得性耐药的发生"患者总体疗效欠佳 &

!#

"

!!

'

$

因此"考虑到紫杉醇在鼻咽癌治疗方面的广泛应用"

寻找紫杉醇耐药的治疗靶点对提高临床疗效具有重

要意义$

目前研究发现逆转耐药的机制包括减少药物的

06?*

!

@

!
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% 到目前为止&这些机

制尚未完全阐明% 随着对自噬机制的深入了解&与

自噬相关的基因在肿瘤靶向治疗方面存在可观的前

景"

!(

&

!)

$

% 然而&自噬在耐药方面的作用仍存在争议%

在紫杉醇化疗中& 自噬已被证明能减少肿瘤细胞死

亡从而保护肿瘤细胞"

!%*&+

$

'相反的&亦有文章证明自

噬的表达增加了紫杉醇的敏感性"

&,

&

&!

$

% 本文是首例

研究自噬在紫杉醇治疗鼻咽癌中的作用机制的文

章& 结果显示鼻咽癌紫杉醇耐药细胞系的基础自噬

水平高于亲本细胞系& 抑制紫杉醇诱导的自噬水平

能部分逆转紫杉醇耐药表型%以上结果表明自噬在鼻

咽癌耐紫杉醇细胞中具有促进癌细胞生长的作用%

-./01/

等"

&&

$表明自噬和凋亡在同一细胞中共同

存在且互相影响% 为了探究自噬与细胞凋亡在紫杉

醇治疗鼻咽癌中的关系& 我们采用流式细胞术检测

凋亡& 结果发现在用紫杉醇溶液培养的细胞中加入

自噬抑制剂
&!-2

可明显诱导细胞凋亡% 为进一步

探索自噬的表达抑制紫杉醇诱导细胞凋亡的潜在机

制& 基因芯片分析显示大多数
3.45.46

家族基因在

紫杉醇耐药细胞系中表达下调& 蛋白印迹分析显示

自噬抑制剂
&!-2

显著提高紫杉醇诱导的
3.45.46

的表达水平& 表明在鼻咽癌细胞中应用自噬抑制剂

可增加紫杉醇诱导的
3.45.46

依赖性凋亡%

总之& 紫杉醇诱导的自噬能保护鼻咽癌细胞免

受
3.45.46

依赖性凋亡& 抑制自噬能增强紫杉醇化

疗的敏感性& 本研究为以自噬信号通路上的关键分

子为靶点逆转鼻咽癌紫杉醇耐药提供了理论基础%

因此&对于紫杉醇耐药的鼻咽癌患者来说&应用自噬

抑制剂可能是一种具有可观前景的( 提高临床疗效

的治疗方法%
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