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Abstract:Objective暋TostudytherelationshipbetweenthetyrosinekinasesEtk/BMXandradiosensi灢
tivityinnasopharyngealcarcinoma(NPC)cells.Methods暋RecombinantplasmidpcDNA3.0灢Etkwas
transfectedintoSune灢1,andEtkwashighlyexpressedinthetransfecedcelllineSune灢wt.After0,2,

4,10,15GyXrayradiation,MTTwasusedtomeasuresurvivalfraction(SF)andflowcytometer
(FCM)assaytoexaminecellapoptosisrate,cellcycle,proliferationindex(PI),andapoptosis灢related

proteinp53andbcl灢2.Results暋AfterdifferentXrayradiationsthesurvivalfractionofSune灢wtwere
allhigherthanthoseofSune灢1andSune灢vector(P<0.05).ThecellapoptosisrateofSune灢wtwere
alldramaticallylowerthanthoseofSune灢1andSune灢vector(P<0.05).TherewasS,G2phaseblock灢
ageandhighlyup灢regulatedofproliferationindexinSune灢wtafter15Gyirradiationdosages.Moreo灢
ver,thereweresignificantlydifferentexpressionofp53andbcl灢2inSune灢wtafter15Gyirradiation(P
<0.05).Conclusions暋ThisstudysuggestedthatEtk/BMXplayedanimportantroleinprotectingna灢
sopharyngealcarcinomacellsfrom Xrayirradiation.Itsmechanicsmayberalatedtop53andbcl灢2
changingandS,G2phaseblockage.
Keywords:Nasopharyngealcarcinoma;Etk/BMX;Radiosensitivity
摘暋要:目的暋研究酪氨酸激酶 Etk/BMX对鼻咽癌细胞放射敏感性的影响并探讨其可能机制。方

法暋利用脂质体2000将野生型酪氨酸激酶Etk/BMX表达质粒pcDNA3.0灢Etk导入Etk/BMX低表

达水平的鼻咽癌细胞株Sune灢1中,建立 Etk/BMX稳定高表达细胞株Sune灢wt,空质粒pcDNA3.0转

染细胞作为对照(Sune灢vector)。X射线(0、2、4、10、15Gy)照射后,MTT法测定细胞的生存分数(sur灢
vivalfraction,SF);流式细胞术检测细胞的凋亡率、细胞周期、增殖指数以及凋亡相关蛋白p53和bcl灢
2的变化情况。结果暋不同剂量 X线照射后Sune灢wt较Sune灢1和Sune灢vector生存分数(SF)均显著

增高而凋亡均显著减少(P<0.05),累计剂量15Gy后出现明显S、G2 期阻滞,增殖指数增高。Sune灢
wt照射前后p53和bcl灢2的表达水平出现显著改变(P<0.05)。结论暋Etk/BMX有增强鼻咽癌细胞

对放射线的抵抗作用,其可能是通过调控p53和bcl灢2的表达以及引起S、G2 期阻滞两种途径实现的。
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0暋引言

鼻咽癌(Nasopharyngealcarcinoma,NPC)是

中国华南地区高发肿瘤之一,其重要治疗手段是放

疗。部分鼻咽癌患者出现肿瘤复发,其主要原因是

癌细胞对放射线产生抵抗性,具体机制目前尚不十

分清楚。
内皮/上皮细胞酪氨酸激酶 (Theendothelial/

epithelialtyrosinekinase,Etk/BMX),属于蛋白酪

氨酸激酶(Bruton狆styrosinekinase,Btk)家族。Etk
是其中唯一一种不仅分布于淋巴造血细胞,还在上
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皮性瘤细胞和血管内皮细胞中表达的非受体类酪氨

酸激酶[1]。国外学者在前列腺癌和乳腺癌中研究发

现:野生型 Etk高表达可以明显抑制癌细胞凋亡,
提高细胞生存分数[2灢4]。研究显示 Etk在部分鼻咽

癌细胞中出现异常高表达[5]。本次实验旨在利用

Etk/BMX稳定高表达细胞株(Sune灢wt),研究Etk/

BMX对鼻咽癌细胞放射敏感性的影响,为探讨鼻咽

癌放射抵抗的机制提供实验依据。

1暋材料和方法

1.1暋材料

鼠抗人 Etk单克隆抗体购自美国 BDBiosci灢
ence公 司,FITC 标 记 的 羊 抗 兔 IgG 购 自 美 国

CHEMICON公司,RMPI1640培养液、胎牛血清

购自美国 Gibco公司。重组质粒pcDNA3.0灢Etk:
野生型 Etk灢WT(wild灢type),空载体pcDNA3.0由

美国加州大学 DAVIS癌症中心 Kung教授赠送。

MTT试剂盒(美国 CHEMICON 公司),Annexin
桋灢FITC凋 亡 试 剂 盒 (美 国 BeckmanCoulter公

司),Lipofectamine2000 转染试剂盒(美国Invitro灢
gen公司),VectorEliteABC 检测试 剂 盒 (美 国

Vector公 司),鼠 抗 人 p53 和 bcl灢2 单 克 隆 抗 体

(DAKO公司)。直线加速器照射:美国 Varian公

司,6MV灢X 射线,剂量 2 Gy,剂量率 400cGy/

min,照射野15cm暳30cm。流式细胞仪:美国Bec灢
tonDickson公司FAC-Sort型。

1.2暋方法

1.2.1暋细胞培养暋 鼻咽癌细胞株Sune灢1(典型低

分化鳞癌)由中山医科大学病理学研究室馈赠。培

养条件:细胞加入含 15%灭活胎牛血清的 RMPI
1640培养液,置于37曟,饱和湿度5%的 CO2 培养

箱中培养。实验中均采用指数生长期的细胞;Sune灢
wt和Sune灢vector培养过程中始终利用 G418400
g/ml筛选培养。

1.2.2暋细胞转染暋转染前一天将Sune灢1细胞接种

于六孔板上,并使用无双抗(青霉素和链霉素)培养

液,使细胞在转染当天达到90%融合率,按照试剂

盒Lipofectamine2000(Invitrogen)说明书操作。转

染72h后,通过加入含抗性霉素 G418(800毺l/ml)的

1640培养液进行稳定转染筛选。隔日以含有 G418
的培养液换液。12d后作为空白对照的 Sune灢1细

胞 G418的筛选全部死亡,pcDNA3.0灢Etk组细胞

和pcDNA3.0空质粒组细胞经 G418筛选后出现抗

性克隆,将筛选出的稳定转染细胞扩大培养,形成的

克隆分别命名为Sune灢wt和Sune灢vector。

1.2.3暋四唑盐比色试验(MTT)测定细胞SF暋 取

指数生长期细胞2暳104 细胞数接种于96孔板中,
照射剂量为2、4、10和15Gy,每个剂量设置6个复

孔。细胞贴壁即进行 X 线照射。照射采用直线加

数器作为靶源,靶源距80cm,照射面积15cm暳
30cm,吸收剂量为400cGy/min;照射后继续培养

24h行 MTT检测。根据OD 值计算出生存分数并

绘制生长曲线。

1.2.4暋流式细胞术检测细胞周期、凋亡蛋白及Etk
表达率暋 细胞于贴壁后照射,照射剂量分别是0、4、

10和15Gy,每个剂量设置3个平行组,照射后继续

于37曟培养箱中培养24h后收集细胞。(1)Annex灢
inV/PI双染法测凋亡:将收获的细胞调整细胞浓

度为5暳106/ml,取 100毺l细胞悬液与 5毺lFITC灢
Annexin混合,加入1ml1%不含甲醇的甲醛溶液

(BindingBuffer配制),洗涤后加入0.5ml的 PI染

色液对细胞核 DNA 进行染色。室温反应1h后利

用流式细胞仪对凋亡定量分析。(2)细胞周期:标本

加入70%冷乙醇4曟固定24h以上,离心后去除乙

醇,加 入 碘 化 丙 啶 染 液 1ml(含 0.25mg/ml
RNAase,20毺g/ml碘化丙啶),置4曟冰箱30min后

流式细胞仪分析。Multi灢CycleDNAanalysissoft灢
ware软件分析各个事项时项相的 DNA 含量,获取

细胞周期中 G0/G1、S期和 G2/M 期细胞占总数的

百分率,按照公式计算出细胞增殖指数 PI(%)=
S+G2/M

G0/G1+S+G2/M暳100%;(3)凋亡蛋白与 Etk的

检测。收 集 细 胞 后 于 50mg/ml多 聚 甲 醛 固 定

15min,PBS洗涤破膜裂解细胞。加入鼠抗人(p53、

bcl灢2、Etk)单克隆抗体,稀释浓度为1暶100。孵育1h
后,加入FITC标记羊抗鼠或兔IgG抗体,稀释浓度

为1暶50。再次孵育半小时后在流式细胞仪上检测蛋

白表达阳性率。每种分组每种蛋白设三次重复。

1.3暋统计学方法

采用SPSS13.0针对不同指标进行析因分析、t
检验、直线回归等。数据采用煀x暲s。

2暋结果

2.1暋Etk蛋白表达检测情况

利用流式细胞仪对细胞株各种细胞进行检测。

Sune灢1表达率为(4.6暲1.45)%;Sume灢wt表达率为

(75.5暲2.34)%;Sune灢vector表达率为(77.5暲1.
56)%;JurkatEtk表达率为(94.7暲0.95)%,见图1。

2.2暋Sune灢wt组存活分数均显著高于对照组

如图2所示,不同剂量 X线照射后Sune灢wt组

SF均高于 Sune灢1、Sune灢vector。而 Sune灢1、Sune灢
vector之间差异无统计学意义(P>0.05)。同时

Sune灢wt与Sune灢1,Sune灢vector回归直线截距的差
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A:Sune灢1暋B:Sune灢wt暋C:Sune灢vector暋D:Jurkat
图1暋流式细胞仪检测转染前后各种细胞Etk表达率

Figure1暋TheexpressionprofileofEtkwereexaminedinpre灢transfecionandpost灢transfectioncelllinesbyFCM

异有统计学意义;其直线回归方程和相关系数分别

为:YSune灢1=88.96-1.02X,RSune灢1=-0.831;YSune灢vector

=90.81-1.09X,RSune灢vector=-0.846;YSune灢wt=98.23
-0.33X,RSune灢wt=-0.931。

图2暋不同剂量X射线照射后24小时Sune灢1、Sune灢vector
和Sune灢wt存活分数的改变情况

Figure2暋TheSFofthreecelllinesinvariousradiationdosages.
ElevatedofEtkinsune灢wtconferstheradiation
resistanceinNPC

2.3暋Sune灢wt凋亡率均较对照组低

不同剂量照射后Sune灢wt凋亡率均比阴性对照

和空白对照组低。0、4、10和15Gy照射后细胞凋亡

均随 着 照 射 剂 量 的 增 加 而 增 加,在 同 一 剂 量 时

Sune灢wt均较其他细胞株不敏感,凋亡率低(P<
0.05),而 Sune灢1 和 Sune灢vector之间无明显差异

(P>0.05),见图3。

图3暋不同剂量X射线照射后24小时Sune灢1、Sune灢vector
和Sune灢wt凋亡率变化情况

Figure3暋Theapoptosisofthreecelllinesinvariousradiation

dosages

2.4暋Sune灢wt照射后p53减少,bcl灢2增加

Sune灢wt照射组较 Sune灢wt未照射组 p53 减

少,bcl灢2增加(t检验P<0.05),而 Sune灢1、Sune灢
vector照射前后无差异(P>0.05),见图4。

图4暋Sune灢wt、Sune灢1中的凋亡蛋白p53和

bcl灢24Gy照射前后的改变情况

Figure4暋Theexpressionofp53,bcl灢2inSune灢wt
andSune灢1after4Gyradiation

2.5暋Sune灢wt增殖指数较对照组高并出现明显S、

G2 期阻滞

0、4、10Gy 时三者细胞周 期 无 统 计 学 改 变。

15Gy后Sune灢wt出现明显S、G2 期阻滞,G1 期减

少。照射后增殖指数均较照射前提高,Sune灢wt的

增幅更加显著,见表1、图5。

3暋讨论

Etk/BMX是一种与许多重要信号转导分子有

关,参与了多种肿瘤细胞的增殖、分化及凋亡过程的

非受体类酪氨酸激酶[1,6-7]。国外学者利用乳腺癌

和前列腺癌细胞作为研究对象发现野生型高 Etk
表达细胞株 DNA 损伤后凋亡率低,细胞存活数

多[2灢4]。Guo等[5]对49例鼻咽癌组织标本进行免疫

组织化学研究后发现其中 Etk阳性率为26.5%,

bcl灢2阳性为率81.6%,所有Etk阳性的标本中bcl灢
2均为阳性。本实验通过转染导入外源性野生型

Etk基因使其高表达来研究Etk对肿瘤细胞放射敏
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表1暋细胞周期和增殖指数在15Gy照射前后的改变情况(%,n=3,煀x 暲s)

Table1暋Thechangesofcellcyclesbetweennon灢radiationand15Gyradiation(%,n=3,煀x 暲s)

Absorbeddoses Celllines G0/G1 S G2/M PI

0Gy Sune灢1 55.20暲0.96 23.90暲3.00 20.90暲1.71 44.81暲1.83

Sune灢vector 54.32暲2.35 24.08暲1.36 21.60暲1.45 45.37暲1.54

Sune灢wt 49.40暲3.63 26.20暲1.54 24.40暲2.26 50.60暲1.51

15Gy Sune灢1 45.86暲2.76* 28.3暲1.83* 25.84暲1.20 54.14暲1.04

Sune灢vector 44.60暲0.53* 29.1暲2.35* 26.30暲2.30* 55.40暲1.73

Sune灢wt 29.90暲1.35* 34.6暲0.95* 35.50暲2.33* 70.10暲1.46#

暋Notes:* :P<0.05,comparedwiththesamecelllineat0Gy;# :F=99.938,P<0.001,comparedwiththesamedosage

图5暋15GyX线照射前后Sune灢1、Sune灢wt细胞周期的变化

Figure5暋Thechangesofcellcyclesbeweennon灢radiationand15GyX灢rayradiation

感性的影响。我们在实验中发现X线照射后高Etk
表达细胞株SF显著增加,凋亡明显减少,并且出现

S、G2 期阻滞,增殖指数显著提高,同时较未照射细

胞p53减少,bcl灢2增加。
目前研究显示细胞放射敏感性主要取决 DNA

损伤诱导的凋亡程度和对 DNA 损伤的修复能力。

DNA是 X 射 线 损 伤 细 胞 的 主 要 靶 点。四 唑 盐

(MTT)法检测细胞放射敏感性是利用 SF综合 X
射线引起凋亡和损伤修复再存活两者结果。具有简

单快速、准确的特点[8],并被广泛应用于放射生物学

的研究。我们采用 MTT法比较了高Etk表达的鼻

咽癌细胞Sune灢wt与Sune灢1以及Sune灢vector在不

同剂量照射前后的细胞生存情况。发现Sune灢wt细

胞SF显著增加,表明 Sune灢wt放射敏感性低。说

明Etk有增强鼻咽癌细胞对放射线的抵抗作用。
本研究利用流式细胞技术检测细胞凋亡率发现

在相同剂量照射时 Sune灢wt凋亡率均低于 Sune灢1
以及Sune灢vector。说明 Etk在鼻咽癌中可以抑制

细胞凋亡。鼻咽癌中 Etk抑制凋亡与射线诱导的

凋亡蛋白和细胞周期的改变密切相关。
凋亡相关蛋白p53是 X 射线照射后诱导凋亡

核心调控部分。p53作为一个转录因子可以诱发细

胞周期调控蛋白p21表达,同时抑制抗凋亡蛋白例

如bcl灢2
[9灢10]。刘宇等[11]研究表明:p53、bcl灢2均参

与了鼻咽鳞癌的发生与分化。肖华平等[12]研究显

示腺病毒E1A基因可通过上调 p53基因表达来抑

制人鼻咽癌细胞裸鼠移植瘤的生长并增加其对放疗

的敏感性。最近 Guo等[13]在肝内胆管癌中发现

Etk表达与bcl灢2存在相关性。我们的实验揭示高

Etk表达的鼻咽癌细胞 DNA 损伤后存在负性调节

p53,正性调节bcl灢2,可以说鼻咽癌细胞中Etk通过

抑制p53,促进bcl灢2蛋白表达降低了细胞凋亡。

X射线照射后细胞周期重新分布与 DNA 损伤

的修复和凋亡有关。哺乳动物的细胞在 DNA 损伤

后会激发活细胞内的细胞周期监控机制即细胞周期

关卡(cellcyclecheckpoint)作用使得细胞停留在特

定的阶段,进而对损伤 DNA 进行修复,以保证基因

功能的正常发挥[14]。照射后Sune灢wt出现了明显

的S、G2/M 期的阻滞,即反映S与 G2/M 细胞所占

比例的增殖指数增高。通常认为 G1 期阻滞会引起

细胞凋亡增加,G2/M 期阻滞有利于肿瘤细胞 DNA
损伤修复减少凋亡。因此这样的改变虽然使有丝分

裂受到暂时的抑制但却为部分损伤的 DNA 赢得了

修复的机会,使部分亚致死性细胞和潜在致死性细

胞得以恢复正常减少凋亡。
综上所述,Etk/BMX 有增强鼻咽癌细胞对放

射线的抵抗作用。其机制可能是通过p53、bcl灢2改

变以及S、G2/M 阻滞降低凋亡率。
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