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摘 要!%目的& 分析异黏蛋白!
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'在酸性微环境诱导的鼻咽癌紫杉醇耐药
中的作用并探讨其相关机制( %方法& 不同浓度紫杉醇作用于鼻咽癌细胞
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细胞"
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法检测
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浓度紫杉醇下
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细胞生存率#相差显微
镜下观察细胞形态改变#
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P23>2*+ Q-(>

检测
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及上皮
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间质转化*
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'标志物
表达情况# 酸性环境下用

31L<R

沉默
=BCD

表达后" 检测
/<E!!

细胞对紫杉醇敏感性及
E=B

标志物表达变化( %结果& 紫杉醇对
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'( 酸
性环境下沉默
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表达后"
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对紫杉醇的敏感性增强"
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浓度下对照组和沉默组的
细胞生存率分别为
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进程逆转密切相关(
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鼻咽癌为我国及东南亚地区常见的恶性肿瘤之 一( 化疗为鼻咽癌的重要治疗手段"在中晚期患者)

复发及转移患者的治疗中起着非常重要的作用( 在

鼻咽癌患者化疗中" 紫杉醇的临床效果得到一致认

可(然而"紫杉醇细胞耐药性的产生及大剂量紫杉醇

专
题
报
道
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药物使用所致的药物毒性反应在一定程度上限制了

其临床应用!酸性微环境为实体瘤的一个重要特征"

在肿瘤发生发展中发挥重要作用" 调控肿瘤侵袭转

移及化疗耐药" 然而其调控紫杉醇耐药的分子机制

目前尚不清楚! 现有研究证实" 上皮
'

间质转化

#

()*+,(-*.-!/(0(12,3/.- +4.10*+*51

"

678

$在多种肿瘤

对化疗药物的敏感性中发挥了重要作用%

9

&

! 我们前

期研究发现"

78:;

的表达与头颈部鳞状细胞癌'简

称头颈鳞癌$患者的预后呈负相关"且可调控头颈鳞

癌细胞发生
678

%

!

&

!因此"本研究在前期研究的基础

上" 探讨
78:;

调控的
678

在酸性微环境诱导的

紫杉醇耐药中的作用!

9

材料与方法

!"!

一般材料

人鼻咽癌
<=6!!

细胞株由中南大学湘雅医院

中心实验室提供!

>?7@!9&%A

培养基 '

;32-51(

"美

国$"特级胎牛血清'杭州四季青生物工程材料有限

公司$"

"B!CD

胰蛋白酶消化液 '含乙二胺四乙酸$(

双抗#青霉素
!

链霉素$#

E*F25

"美国$"细胞计数试

#

<<G!$

$试剂盒#上海碧云天生物技术有限公司$"

8>@H5-

总
>=I

提取试剂 #

8,(4/5 J*0,(4 K2*(1+*L*2

"

美国$"

;*M, <.).2*+3 >=I!+5!2:=I N*+

逆转录试剂

盒 #

I))-*(O P*50030+(/0

" 美国$"

*Q

87

K8P>!E4((1

KR)(4/*S

#

P*5!>.O

" 美国
T

"

78:;

小干扰
>=I

#

K<!

UUUVU

$和空白载体#

K<!WU""U

$#

K.1+. <4RH

"美国$"

小鼠抗人
6!2.O,(4*1

单克隆抗体 ( 小鼠抗人
X*!

/(1+*1

单克隆抗体#

K.1+. <4RH

"美国$"兔抗人
78!

:;

多克隆抗体#

?45+(*1+(2, E45R)

"美国$)

!"#

实验方法

9Y!Y#

鼻咽癌
<=6!!

细胞培养和细胞培养基
);

值

的调节

<=6!!

细胞在
WU"

(

CD<Z

!

及饱和湿度条件

下" 用含有
#[D

特级胎牛血清(

9[[\]/-

青霉素和

9[[\]/-

链霉素的
>?7@!9&%[

培养基进行培养"常

规
[Y!CD

胰蛋白酶消化传代* 细胞培养基的
);

值

分别通过
![//5- ;6?6K

缓冲液和
![//5- 76K

缓

冲液调节"使得培养基
);

值分别为
UY%

和
&Y$

"模拟

正常微环境和酸性微环境*每隔
9!,

进行换液处理*

所有实验均选用对数生长期细胞*

9Y!Y! <<G!$

法检测紫杉醇对
<=6!!

细胞的
W[D

抑制浓度!

@<

W[

"

常规培养细胞处于对数生长期时消化传代"细

胞计数并调整细胞数为
W#9[

W 个
]/-

接种于
V&

孔

板"每孔
9[[/-

+过夜贴壁后向各孔中加入不同浓度

紫杉醇
9[[/-

'使紫杉醇终浓度分别为
[

,

[YU$

(

9YC&

(

WY9W

(

&Y!C

(

9!YC[

和
!CY[[1/5-]^

"

[1/_^

为对照组$"

同时设置只含
9[D

胎牛血清的
9&%[

培养基的空白

组" 每组设
W

个复孔+ 培养
%$,

后每孔加入
9[!-

<<G!$

测定液"

!,

后用酶标仪测定
%C[1/

波长吸光

度值'

I

$* 计算各浓度的抑制率"并算出
@<

W[

浓度*

生长抑制率
`

'对照组平均
I

值
a

实验组平均
I

值$

]

'对照组平均
I

值
a

空白组平均
I

值$

#9""D

9B!BW <<G!$

法检测细胞生存率

将
<=6!!

细胞
W#9"

W 个
]/-

接种于
V&

孔板"每

孔
9""/-

"分
); UB%

组和
); &B$

组+过夜贴壁后向

各 孔 中 加 入 含
@<

W"

浓 度 紫 杉 醇 的 细 胞 培 养 基

9""/-

"

%$,

后
<<G!$

法检测细胞生存率*

9B!B%

逆转录实时荧光定量
?<>

!

b>8a?<>

"

采用
8>@H5-

提
>=I

法提取细胞中的
>=I

"紫

外分光光度仪测定
>=I

纯度"并测定其浓度"按照

;*M, <.).2*+3 >=I!+5!2:=I N*+

逆转录试剂盒的说

明合成逆转录
2:=I

* 利用
*Q

87

K8P>!E4((1 KR!

)(4/*S

在
P*5!>.O @QC

87

7R-+*25-54 >(.-!8*/( ?<>

检测仪进行实时荧光定量
?<>

*

?<>

条件为-

VC"

W /*1

变性"

VC" 9C0

"

&"" W"0

"共
%"

个循环* 引物

序列分别为-

6!2.O,(4*1 L54c.4O

-

C$!E<8EEI<<E I!

EIEIE888<<!W$

"

>(d(40(
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+
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"
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* 用 !a""<+ 法计算相对表达量*

实验均重复
W

次*

9B!BC e(0+(41 F-5+

检测

提取细胞总蛋白" 二喹啉甲酸法'

F*2*12,51*1*2

.2*O

"

P<I

$测定细胞总蛋白浓度*

C"!M

总蛋白变性

处理后" 进行
9"D

十二烷基硫酸钠
a

聚丙烯酰胺凝

胶
fK:K!?IE6T

电泳* 蛋白电泳分离后转膜至
?X:J

C%W
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脱脂牛奶室温下封闭
!0

" 小鼠抗人
>"5,?"

02*1+

单克隆抗体#

9#%""

$!小鼠抗人
:1@2+A1+

单克

隆抗体#

9#!""

$!兔抗人
BCDE

多克隆抗体#

9#$""

$

于
%$

下孵育过夜% 洗膜后!分别于辣根过氧化物酶

标记的抗小鼠二抗&

9%9"""

$或抗兔二抗&

9#FG""

$室

温下孵育
9 0

% 洗膜后! 经化学发光剂显影曝光摄

片% 以小鼠抗人
!",5A1+

抗体&

9#9"""

$检测
!",5A1+

含量作为内参照% 实验均重复
F

次%

9;!;&

细胞转染

将状态良好的
/<>"!

细胞按
!&9"

= 个接种于
&

孔板中! 用无抗生素细胞培基培养
!%0

% 转染按照

H,+A, /*)I

公司
31J<K

转 染说明书进 行 '

$"L@(-

BCDE 31J<K

或
/(+A*(- 31J<K

加入
9"""- 31J<K

转染培基中混匀作为
K

液( 将
&"- H,+A, /*)I

转染

试剂加入
9"""- 31J<K

转染培基中混匀作为
M

液(

将
K

液加入
M

液混匀! 室温静置
F"@1+

% 去除
&

孔

板中原有细胞培基! 用
!@- H,+A, /*)I

转染培基洗

细胞! 并迅速将
K

)

M

混合液加入
";$@- H,+A, /*)I

转染培基中形成
9@-

转染体系! 混匀! 加入
&

孔板

中% 细胞置
FN'

)

=O/4

!

细胞培养箱中培养
N0

后换

正常培基培养!待后续实验%

!"#

统计学处理

采用
HPHH 9N;"

统计软件进行分析! 计量资料

以均数
(

标准差&

!(3

$表示!采用两样本均数的
A

检

验进行比较% 所有检验均为双侧检验!

PQ";"=

为差

异有统计学意义%

!

结 果

$"!

酸性微环境对鼻咽癌细胞对紫杉醇敏感性的

影响

采用不同浓度紫杉醇&

"

)

";N$

)

9;=&

)

F;9F

)

&;!=

)

9!;="

和
!=;""+@(-RS

$作用于鼻咽癌细胞
/<>"!

!

%$0

后收集细胞!

//T"$

法检测不同浓度紫杉醇对
/<>"

!

细胞的生长抑制率! 并确定紫杉醇对
/<>"!

的

U/

FG

浓度为
&;#&N+@(-RS

%在此基础上!进一步分别用

LE N;%

和
LE &;$

的细胞培养基培养
/<>"!

细胞!

用
U/

FG

浓度紫 杉醇作用于
/<>"!

细 胞 !

%$ 0

后

//T"$

法检测细胞生存率% 结果显示!

LE N;%

组的

细胞生存率为
F#;FGO(=;!#O

!低于
LE &;$

组
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%;FVO

&
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!
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$!酸性环境下鼻

咽癌细胞对紫杉醇的敏感性降低%

$"$

酸性微环境下鼻咽癌细胞
BCDE

的表达

YJCZP/J

结果显示'

BCDE

的
@J<K

表达倍数

在
LE &;$

组细胞中&

#;GG(G;GG

$明显高于
LE N;%

组

细胞 &

G;=#(G;GV

$ &

A WV;=%V

!

PWG;GG#

$ &

X16)*2 !K

$%
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结果显示'

LE &;$

组细胞中
BCDE

的

表达在蛋白水平较
LE N;%

组细胞中的表达亦明显

增强&

X16)*2 !M

$%

$"# 31J<K

沉默
/<>"!

细胞中
BCDE

的表达

为阐明
BCDE

在肿瘤酸性微环境诱导的紫杉

醇耐药中的作用 ! 采用
31J<K

沉默鼻咽癌细胞

/<>"!

中
BCDE

的表达%转染
%$0

后提取细胞
J<K

和蛋白! 分别在
@J<K

和蛋白水平检测转染效率%
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结果显示! 转染
-.(/0

后
1)23

的表达

量明显降低"沉默组
4(/0

表达量为对照组的
56#7!

86"9

倍#

:;!<67$7

"

+=8688#

$%

>.?@AB C0

&'

DB-:BAE FGH:

结果显示!转染
-.(/0

后
1)23

的蛋白表达量亦明

显降低#

>.?@AB CI

&'

!"#

沉默
1)23

表达对肿瘤酸性微环境诱导的

紫杉醇耐药的影响

,,J"$

结果显示"酸性环境下沉默
1)23

表达

后"

,/K"!

细胞对紫杉醇的敏感性增强"

L,

C8

浓度紫

杉醇作用
%$M

后" 对照组和沉默组的细胞生存率分

别 为
%$6<8N !!6C9N

(

C!6$<N !!67<N

#

: ;<6!%C

"

+ ;

868!8

&#

>.?@AB %

&'

!"$

沉默
1)23

逆转肿瘤酸性微环境诱发的鼻咽癌

细胞
K1)

进程

相差显微镜下"

O3 &6$

组细胞与
O3 <6%

组细胞

相比"细胞间连接相对松散"细胞形态呈成纤维细胞

样改变"有伪足形成#

>.?@AB 90

&'

'()*+,(

结果显

示!上皮细胞标志物钙黏蛋白#

K"PQRMBA.E

&的
4(/0

水平在
O3 &6$

组细胞中明显低于
O3 <6%

组细胞"为

O3 <6%

组细胞的
869<!868&

倍 #

:;#C6!88

"

+=8688#

&

#

>.?@AB 9I

&) 间质细胞标志物波形蛋白#

S.4BE:.E

&

的
4(/0

水平在
O3&6$

组细胞中明显高于
O3<6%

组细胞"为
O3<6%

组细胞的
C6!C!86!&

倍#

:;*#%6$C8

"

+=8688#

&#

>.?@AB 9I

&'

DB-:BAE FGH:

结果显示!

O3 &6$

组细胞中
K"PQRMBA.E

的表达在蛋白水平较
O3 <6%

组细胞中的表达明显降低 )

O3 &6$

组细胞中
S."

4BE:.E

的蛋白表达水平较
O3<6%

组细胞增强#

>.?@AB

9,

&' 然而酸性环境下沉默
1)23

表达后"

K"PQR"

MBA.E

表达增强"而
S.4BE:.E

表达下调#

>.?@AB 92

&'

C

讨 论

细胞外酸性微环境作为肿瘤的重要特征之一"

在肿瘤发生(发展过程中发挥重要作用"与肿瘤化疗

耐药关系密切*

C

+

' 目前"酸性微环境在鼻咽癌化疗耐

药中的作用尚不十分明确'本研究表明"细胞外酸性

微环境能显著降低鼻咽癌细胞对紫杉醇的敏感性"

这与其他学者在小鼠
K1)&

细胞和膀胱癌
1T3"UG

细胞中的研究一致*

%

+

' 目前"关于肿瘤酸性微环境调

控化疗耐药的机制主要集中在,离子俘获-效应"即

药物分子被细胞外酸性环境质子化后不易透过细胞

膜脂质层进入细胞内"从而造成化疗耐药*

C

+

' 然而"

对于紫杉醇等不易电离的化疗药物",离子俘获-效

应并不能成为其主要耐药机制'因此"尚需从新的角

度进一步探讨肿瘤酸性微环境调控肿瘤化疗耐药的

机制'

1)23

是新近发现的癌基因" 在肿瘤发生发展

过程中发挥重要作用"与肿瘤侵袭转移(化疗耐药关

系密切*

9

+

' 我们前期研究发现"

1)23

在头颈鳞癌中

高表达" 且可通过
K1)

调控头颈鳞癌细胞侵袭转

移*

!

+

' 然而"

1)23

在鼻咽癌化疗耐药中的作用目前

尚少见报道'本研究发现"体外酸性环境下鼻咽癌细

胞
1)23

表达增强 ' 采用小
(/0

干扰技术沉默
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=>?@

表达!结果发现
=>?@

表达抑制后!细胞外

酸性环境诱导的紫杉醇耐药得到逆转" 进一步机制

研究发现!

=>?@

可逆转酸性诱导的
A=>

进程"

A=>

是具有极性的上皮细胞向具有活动能力

的间质细胞转化的过程! 是一类基本形态和基因表

型变化!在胚胎发育#伤口愈合#肿瘤进展等病理生

理过程中发挥重要作用$

9

%

"大量研究证实!

A=>

与卵

巢癌#胰腺癌#结直肠癌等多种肿瘤细胞化疗耐药关

系密切$

&B$

%

" 在一项体外研究中!通过持续的#递增浓

度的顺铂刺激而获得鼻咽癌耐药细胞株& 进一步研

究发现!这些耐药细胞株具有
A=>

特征$

C

%

" 另有学

者通过体内#体外研究证实!紫杉醇耐药的鼻咽癌细

胞株亦获得
A=>

表型! 且
A=>

是鼻咽癌细胞化疗

耐药的重要机制$

9"

%

"

综上所述!本研究表明!酸性微环境可诱导鼻咽

癌细胞发生紫杉醇耐药&沉默
=>?@

表达可逆转酸

性微环境诱导的紫杉醇耐药& 这一现象的出现与

A=>

进程逆转密切相关" 该研究结果丰富了细胞外

酸性微环境调控肿瘤化疗耐药的分子机制! 并为今

后利用
=>?@

作为鼻咽癌治疗的分子靶点提供了

新的实验数据和理论依据"然而!本研究只是在细胞

水平上证实了
=>?@

在酸性微环境诱发紫杉醇耐

药中的作用! 仍需通过大量动物模拟实验来进一步

证实"
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