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抑制ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径上调食管癌细胞株

ＥＣ９７０６柯萨奇腺病毒受体的表达
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　　摘　要：目的　研究ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径对食管癌ＥＣ９７０６细胞柯萨奇腺病毒受体（ＣＡＲ）表达的影响。方法　用

ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ作用ＥＣ９７０６细胞２４ｈ，利用免疫荧光和ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各种浓度处理前、后

ＣＡＲ表达水平的变化。结果　与对照组比较，１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组ＣＡＲ表达水平差异无统计学意义；２０、４０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９

处理组ＣＡＲ表达水平显著提高（犘＜０．０５），且呈浓度依赖性。结论　用一定浓度的抑制剂抑制ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径可

上调食管癌ＥＣ９７０６细胞膜表面ＣＡＲ的表达。
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　　众多生物分子能引起正常细胞恶变，参与肿瘤细胞的浸

润、转移、抗凋亡等重要的生物学过程。理解这些分子的作用

及相互影响有助于提高肿瘤的诊断率和治疗率。柯萨奇腺病

毒受体（ｃｏｘｓａｃｋｉｅａｎｄａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）因为腺病毒

载体基因治疗的兴起而备受重视。研究表明，ＣＡＲ 不仅具有

同种抗原黏附、白细胞游出、蛋白转运、细胞的生长调节等生理

功能，而且在肿瘤发生和侵袭转移过程中也扮演着很重要的角

色［１］。近年来研究表明，腺病毒作为溶瘤病毒或基因治疗的载

体用于恶性肿瘤的治疗，其临床疗效在很大程度上受ＣＡＲ的

影响，上调 ＣＡＲ可以增强治疗效果。然而，肿瘤细胞中的

ＣＡＲ常常呈现低表达或者缺失，因此，人们尝试用各种方法提

高肿瘤细胞表面ＣＡＲ表达。Ｒａｕｅｎ等
［２］研究表明细胞Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ的表达情况与ＲＡＳ激活细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ１／２）

ＭＡＰＫ通路激活状态有关，而在临床肿瘤组织中ＣＡＲ的表达

模式又与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达相似。在本研究中，作者用一定浓

度的抑制剂抑制 ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径，观察食管癌

ＥＣ９７０６细胞膜表面ＣＡＲ的表达。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　人食管癌细胞ＥＣ９７０６由郑州大学病理生

理教研室提供，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎

牛血清购于杭州赛乐生物科技有限公司，胰蛋白酶购于美国

Ｈｙｋｅｌｏｎｅ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，总 ＲＮＡ

提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，琼脂糖购自ＢＩＯＢＡＳＩＣ

公司，兔抗人 ＣＡＲ 单克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ｐ４４／４２（１３７Ｆ５）ＥＲＫ（１／２）兔抗人单抗购自美国，ＣｅｌｌＳｉｇｎａ

ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自北

京鼎国生物公司。

１．２　细胞培养及分组　将食管癌 ＥＣ９７０６细胞置于 ＲＰＭＩ

１６４０培养液（含１０％胎牛血清，青霉素１００ｕ／ｍＬ，链霉素１００

ｕ／ｍＬ）中３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱内贴壁培养，２～３ｄ传代一次，取

对数生长期的细胞进行实验。待细胞汇合至８０％时，更换新

鲜培养基并分组。实验组分为１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ单纯ＥＲＫ抑

制剂ＰＤ９８０５９处理组，对照组为等体积的ＲＰＭＩ１６４０培养基，

作用２４ｈ收集细胞。

１．３　免疫荧光检测ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲ表达　用磷酸盐缓冲

液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｄｉｕｍ，ＰＢＳ）清洗长有细胞的盖玻片３

次，轻轻吸去残余液体；室温用４０ｇ／Ｌ多聚甲醛（溶于０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ为７．２～７．４）固定细胞３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗细胞

３次，每次５ｍｉｎ；用含５０ｇ／Ｌ牛血清清蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌ

ｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）的封闭液封闭非特异性结合位点，室温静置３０
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ｍｉｎ；用含５０ｇ／ＬＢＳＡ的ＰＢＳ稀释一抗，吸净盖玻片的液体，

勿洗，将稀释后的一抗滴加至盖玻片上，湿盒中静置，４℃过

夜，ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。ＰＢＳ冲洗细胞３次，每欠５

ｍｉｎ；用含５０ｇ／ＬＢＳＡ的ＰＢＳ稀释ＦＩＴＣ标记的二抗，滴加二

抗稀释液至玻片上，室温避光孵育１ｈ，荧光下显微镜观察。以

胞膜上出现绿色荧光颗粒为阳性细胞，应用 ＢｉｏｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌ

ＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ灰度扫描分析其阳性面积百分比及阳性区平

均灰度，检测ＣＡＲ的表达水平。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲｍＲＮＡ的表达　严格

参照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书从分组并处理好的ＥＣ９７０６细胞中

提取总 ＲＮＡ。以随机六合引物１μＬ做逆转录引物，２μＬ

ＲＮＡ在 ＡＭＶ的作用下合成ｃＤＮＡ第一链，以逆转录产物３

μＬ做ＰＣＲ模板进行检测。检测ＰＣＲ表达的上游引物为ＴＴＣ

ＡＧＧＴＧＣＧＡＧ ＡＴＧＴＴＡ，下游引物为 ＧＡＡ ＴＧＡ ＴＴＡ

ＣＴＧＣＣＧＡＴＧ。ＰＣＲ反应条件：９５℃、３０ｓ，５４℃、３０ｓ，７４

℃、１ｍｉｎ，３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 产物各２

μＬ在１．５％琼脂糖凝胶中电泳。凝胶成像仪扫描分析电泳结

果，检测ＣＡＲｍＲＮＡ的表达水平。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ（１／

２）的表达　参照《分子克隆实验指南》提取ＥＣ９７０６细胞总蛋

白，测定浓度后，在标准蛋白曲线下算出５０μｇ蛋白上样量，以

βａｃｔｉｎ为内参照，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＣ９７０６细胞表面ＣＡＲ、

ＥＲＫ、ｐＥＲＫ（１／２）的表达。５０μｇ上样量蛋白分别用８％、

１２％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电泳分离后，“三明治法”

转移至ＰＶＤＦ膜上，用含５０ｇ／ＬＢＳＡ摇床封闭３ｈ，加入１∶１

０００ｐ４４／４２（１３７Ｆ５）ＭＡＰＫｉｎａｓｅ兔抗人一抗，４℃过夜。用

ＴＢＳＴ洗涤３次后加入１∶５０００稀释的二抗孵育１ｈ后，再用

化学发光法进行Ｘ线胶片曝光显影，在完成对ＥＲＫ的化学发

光检测后将该膜在蒸馏水中漂洗５ｍｉｎ，加入适量的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

一抗、二抗去除液，漂洗５ｍｉｎ后加入１∶１０００稀释的ｐ４４／４２

（１３７Ｆ５）ＥＲＫ（１／２）兔抗人单抗，４℃孵育过夜，用ＴＢＳＴ洗涤

３次后加入１∶５０００稀释的二抗孵育１ｈ后，再用化学发光法

进行Ｘ线胶片曝光显影进行ｐＥＲＫ（１／２）检测，用同样方法将

一抗换成兔抗人ＣＡＲ单克隆抗体进行ＣＡＲ检测，用ＧｅｌＤｏｃ

图像分析软件检测各条带的灰度值，将不同浓度处理组的灰度

值与对照组灰度值进行比较分析。每组至少重复３次。

１．６　统计学方法 　 多样本均数采用单因素方差分析，

ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　免疫荧光检测不同浓度处理组ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲ的表

达　封２图１显示，与对照组比较，１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组与

对照组绿色荧光颗粒ＣＡＲ蛋白的表达差异无统计学意义；而

２０、４０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组绿色荧光颗粒ＣＡＲ蛋白的表达明

显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５），随着抑制剂浓度的增

加，绿色荧光颗粒ＣＡＲ蛋白的表达明显增加，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），并且随着抑制剂浓度的增加ＣＡＲ蛋白的表

达明显上调。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度处理组ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲｍＲ

ＮＡ的表达　图２显示，与对照组比较，１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组

ＣＡＲｍＲＮＡ 的表达差异无统计学意义，而２０、４０μｍｏｌ／Ｌ

ＰＤ９８０５９组表达明显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５），且

随着抑制剂浓度的增加ＣＡＲｍＲＮＡ的表达明显上调。

２．３　抑制ＥＲＫ（１／２）的磷酸化引起ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲ蛋白表

达上调　图３显示，与对照组比较，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１０

μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组ＥＣ９７０６细胞ｐＥＲＫ（１／２）和ＣＡＲ蛋白的

表达差异无统计学意义，但２０、４０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组ＥＣ９７０６

细胞ｐＥＲＫ（１／２）表达明显下降，而ＣＡＲ蛋白的表达显著提

高，且随着抑制剂浓度的增加ＥＣ９７０６细胞ｐＥＲＫ（１／２）的表

达越发下降，而ＣＡＲ蛋白的表达提高更加显著（犘＜０．０５）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组；Ｃ：２０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组；

Ｄ：４０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测ＰＤ９８０５９作用于ＥＣ９７０６

细胞后ＣＡＲ的表达

　　Ａ：对照组；Ｂ：１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组；Ｃ：２０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组；

Ｄ：４０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤ９８０５９作用于ＥＣ９７０６

细胞后ｐＥＲＫ（１／２）和ＣＡＲ的表达

３　讨　　论

随着基因治疗理论和技术的发展，腺病毒作为溶瘤病毒或

基因治疗的载体已被广泛用于恶性肿瘤的治疗。复制选择性

腺病毒（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓ）以其独特的优势成

为肿瘤病毒治疗研究最为广泛的病毒之一。它是通过遗传工

程改造使其能通过特异性在肿瘤细胞中复制、裂解肿瘤细胞、

而对正常的细胞无杀伤力的溶瘤病毒。作为基因导入载体最

常用的是Ａｄ２和Ａｄ５，而ＣＡＲ是 Ａｄ５和 Ａｄ２的受体
［３］，它在

不同组织来源肿瘤细胞中的表达水平很不相同，甚至在同一组

织来源的肿瘤细胞中的表达也差异极大。尽管ＣＡＲ真正的生

物学功能还不十分清楚，但有关ＣＡＲ表达的调节在以 Ａｄ载

体为基础的基因治疗应用却非常广泛。基因治疗是通过替代

有功能缺陷的关键基因或矫正缺陷基因，从而改变细胞的恶性

表型以达到治疗疾病的目的，重组 Ａｄ载体具有转染效率高，

携带外源基因容量大等优点，但许多研究表明腺病毒载体的感

染效率受到靶细胞表面ＣＡＲ蛋白表达水平的限制
［４８］。若细

胞ＣＡＲ的表达水平低于一定阈值时，腺病毒的转染能力就会

受到影响，导致腺病毒基因治疗效果下降甚至无效。为解决这

些缺陷，通过各种方法增强肿瘤细胞表面 ＣＡＲ的表达成为增

加腺病毒感染效率的重要手段［９１２］，找到有效调节ＣＡＲ的方

法，就可解决基因治疗过程中某些肿瘤组织Ａｄ转导效率低下

的难题。近年研究表明ＣＡＲ表达的缺失至少部分是通过癌基
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因信号传导途径［１３１５］，蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和ＺＯ１的表达缺失可

以通过抑制Ｒａｓ激活ＥＲＫ信号转导通路引起表达上调，而同

样作为细胞黏附分子的ＣＡＲ是否也能通过该通路的改变引

起表达的上调呢？已报道ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径与许

多病毒感染有关，病毒感染靶细胞可激活该信号传导途径；

ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径活化后又可进一步促进病毒的

复制增殖，调节细胞的增殖、分化和存活。作为多种生长因子

（ＥＧＦ、ＮＧＦ、ＰＤＧＦ等）的下游蛋白，ＥＲＫ信号途径在肿瘤侵

袭和转移过程中起中介和放大信号的作用，一方面接受大量来

自生长因子、丝裂原、环境刺激等的信号，另一方面通过ＥＲＫ

信号级联反应作用于核转录因子如ＡＰ１、ＮＦκＢ等，调控基因

表达。许多受体Ｔｙｒ蛋白激酶及与Ｇ蛋白耦联的细胞因子受

体都可激活胞内ＳｅｒＴｈｒ蛋白激酶，即 ＭＡＰＫｓ（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ），而ＣＡＲ胞内域也存在 Ｔｙｒ磷酸化位

点。因此，本文尝试通过抑制ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径来

上调食管癌ＥＣ９７０６细胞ＣＡＲ表达。总之，食管癌ＥＣ９７０６细

胞表面ＣＡＲ的表达可通过抑制ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号传导途径

而上调，但具体抑制剂的浓度和抑制效果与细胞类型有关
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