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抑制磷酸腺苷激活的蛋白激酶活性增强人鼻咽癌细胞放射敏感性
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　　摘　要：目的　研究磷酸腺苷激活的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）活化程度对人鼻咽癌（ＮＰＣ）细胞放射敏感性的影响。方法　应用

ＡＭＰＫ活化抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（ＣＣ）处理人 ＮＰＣＣＮＥ２细胞１ｈ后，给予Ｘ线照射，４８ｈ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测总 ＡＭＰＫ（ｔ

ＡＭＰＫ）、磷酸化ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）及自噬标志物 ＭＡＰｌＬＣ３的变化；透射电子显微镜检测自噬小体形成情况。经不同药物干预

后的ＣＮＥ２细胞给予Ｘ线照射４８ｈ后四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）和流式细胞技术检测两组细胞活力和凋亡变化。结果　ＣＮＥ２

细胞经ＣＣ干预后ｔＡＭＰＫ未发生明显变化（犘＞０．０５），而活化状态的ＡＭＰＫ，即ｐＡＭＰＫ表达显著降低（犘＜０．０１），且自噬标

志物 ＭＡＰｌＬＣ３的表达量显著降低（犘＜０．０５），自噬小体数量明显减少（犘＜０．０５）；ＣＮＥ２细胞经ＣＣ干预后进行Ｘ线照射可明

显抑制其增殖并促进细胞凋亡（犘＜０．０５）。结论　ＣＣ可通过抑制细胞自噬来增强放射线对ＮＰＣＣＮＥ２细胞增殖抑制和凋亡促

进作用，从而增强ＮＰＣ的放射敏感性。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是一种鼻咽部上

皮细胞来源的恶性肿瘤，恶性程度较高［１］。目前公认和有效的

治疗手段为放射治疗，或以放疗为主的综合治疗［２］。然而，

ＮＰＣ组织中存在一定比例的放射抗拒细胞
［３］，放射抗拒已严

重制约了鼻咽癌的疗效。磷酸腺苷激活的蛋白激酶（ＡＭＰａｃ

ｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是细胞内的重要的能量感受激

酶，它可以敏感地发现细胞内三磷酸腺苷（ＡＴＰ）水平的降低，

并发生磷酸化成为活化状态的 ＡＭＰＫ
［４］。研究发现［５］，增强

ＡＭＰＫ的活化程度可增强肿瘤细胞的自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ），以保

障肿瘤细胞在恶劣环境下的生长繁殖，其结果使肿瘤细胞对放

化疗的抵抗作用增强，出现肿瘤耐药等表现［６７］。前期实验已

证明，照射可诱导鼻咽癌细胞发生自噬［８］。本研究采用

ＡＭＰＫ特异性活化抑制剂 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（ＣＣ）处理人鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞，检测细胞自噬状态的变化，进而研究联合ＡＭＰＫ

活化抑制剂及放射线对ＣＮＥ２细胞的生物学作用和分子机

制，为提高鼻咽癌放射敏感性提供新的思路和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人ＮＰＣＣＮＥ２细胞购自中国科学院上海生命科

学研究院细胞资源中心；ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清（ｆｅｔａｌ

ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）均购自美国Ｇｉｂｉｃｏ公司；ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（ＣＣ，

１７１２６０）购自美国 Ｍｅｒｃｋ公司；四甲基偶氮唑盐［３（４，５）ｄｉｍ

ｅｔｈｙｌｔｈｉａｈｉａｚｏ（ｚｙ１）３，５ｄｉｐｈｅｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］以

及二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自美国Ｒｏｃｈｅ公

司；异硫氰酸荧光素标记重组粘连蛋白５（人）蛋白抗体（Ａｎ

００９２ 重庆医学２０１４年８月第４３卷第２２期
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ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有

限公司；兔抗人ＡＭＰＫα单克隆抗体（２３Ａ３）、兔抗人磷酸化ｐ

ＡＭＰＫα（Ｔ１７２）单克隆抗体（４０Ｈ９）、兔抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗

体（１３Ｅ５）及抗兔红外荧光二抗均购自美国ＣＳＴ公司；兔抗人

微 ＭＡＰｌＬＣ３单克隆抗体（Ｌ７５４３）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＲＩＰＡ

蛋白裂解液试剂盒及ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生

物技术研究所；ＰｒｅｃｉｓｅＬＩＮＡＣ高能直线加速器，购自瑞典

Ｅｌｅｋｔａ公司；Ｈ６００ＩＶ透射电子显微镜购自日本日立公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＣＮＥ２细胞接种于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）

的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱

中培养，稳定传代２～３代后，取对数生长期细胞进行下一步实

验。

１．２．２　药物干预　采用 ＡＭＰＫ活化抑制剂ＣＣ处理ＣＮＥ２

细胞。前期实验证实，采用终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＣ处理

ＣＮＥ２细胞１ｈ，可有效降低 ＡＭＰＫα的磷酸化水平。实验分

组：（１）ＣＣ组：加入ＤＭＳＯ溶解的ＣＣ及培养液；（２）对照组：加

入ＤＭＳＯ及培养液。实验步骤：用无抗菌药物、含１０％ ＦＢＳ

的ＲＰＭＩ１６４０培养液将细胞接种于培养瓶中，３７℃、５％ ＣＯ２

条件下培养至细胞融合度达到７０％，０．０１ｍｏｌＰＢＳ清洗２次

后更换无抗菌药物、无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液。ＣＣ组加入

ＤＭＳＯ溶解ＣＣ至终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ；对照组加入等量ＤＭ

ＳＯ。两组细胞均于３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养

１ｈ。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　取处理后的ＣＮＥ２细胞，弃去培

养基，用０．０１ｍｏｌ的ＰＢＳ缓冲液漂洗细胞３次，加入预混的

ＲＩＰＡ裂解液置于冰上３０ｍｉｎ充分裂解细胞，收集裂解液于

１．５ｍＬＥＰ管中，４℃条件下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上

清，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。电泳前将蛋白样品按４∶１比例

加入５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，１００℃变性５ｍｉｎ后即用１０％十二烷

基磺酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳，湿转至０．２２μｍ

聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜。ＴＢＳＴ溶解的５％脱脂奶粉室温封闭

２ｈ后加入１∶１０００稀释的狋ＡＭＰＫα一抗、ｐＡＭＰＫα一抗、

ＭＡＰｌＬＣ３一抗及βａｃｔｉｎ一抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗３次

（５ｍｉｎ／次）后加入适当（１∶５０００）浓度的二抗，室温孵育１ｈ。

ＴＢＳＴ漂洗３次（５ｍｉｎ／次）。Ｏｄｙｓｓｅｙ凝胶成像系统（美国ＬＩ

ＣＯＲ公司）扫描成像，进行灰度分析。每个独立实验重

复３次。

１．２．４　透射电子显微镜下观察　ＣＮＥ２细胞经照射处理后，

用０．２５％胰酶消化，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，然后用０．０１ｍｏｌ

ＰＢＳ洗２次，用３％戊二醛ＰＢＳ，４℃下前固定２４ｈ，再用１％锇

酸ＰＢＳ作用后固定。３０％～１００％乙醇逐级脱水处理（７０％乙

醇含３％醋酸双氧铀），环氧树脂包埋，超薄切片，再用醋酸双

氧铀和枸橼酸铅双重染色。透射电子显微镜观察不同处理组

的ＣＮＥ２细胞的自噬现象，选取１个视野随机计数６～８个细

胞内的自噬体的数量，并计算每个细胞内的自噬体的平均数。

每个独立实验重复３次。

１．２．５　射线干预　经ＣＣ处理１ｈ后的ＣＮＥ２细胞，采用６

ＭＶＸ射线照射，源靶距（ＳＳＤ）＝１００ｃｍ，剂量率２００ｃＧｙ／

ｍｉｎ，照射后更换新鲜无抗菌药物、含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０

培养液。

１．２．６　细胞凋亡检测　取照射后的ＣＮＥ２细胞，用０．０１ｍｏｌ

ＰＢＳ洗涤细胞１次，再用０．２５％胰酶消化液解离细胞，８００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液收集细胞。用ＰＢＳ重新悬浮细胞，

并计数。每组取（１～５）×１０５ 细胞悬浮液并设３个重复，８００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清液，加入５００μＬ的１×Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ。加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，再加入１０μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍ

Ｉｏｄｉｄｅ，轻轻吹打混匀。在室温下，避光反应１５ｍｉｎ后进行流

式细胞仪检测。每个独立实验重复３次。

１．２．７　ＭＴＴ检测　收集对数期ＣＮＥ２细胞，用ＲＰＭＩ１６４０

培养基重悬，调整细胞密度约为２×１０５／ｍＬ，以２００μＬ／孔接

种于 ９６ 孔板中，贴壁后 ＣＣ 组加 入 ＣＣ 至 终 浓 度 为 ２０

μｍｏｌ／Ｌ，对照组加入等体积ＤＭＳＯ，培养１ｈ后，６ＭＶＸ射线

照射，源靶距（ＳＳＤ）＝１００ｃｍ，剂量率２００ｃＧｙ／ｍｉｎ。９６孔板

的左上孔为空白孔，只加培养基，不加 ＭＴＴ及细胞，每组设６

个复孔。每孔加５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２０μＬ，继续避光培养４

ｈ，弃上清液，每孔加ＤＭＳＯ１５０μＬ，３７℃振摇孵育２０ｍｉｎ至

颗粒溶解。于酶标仪上测定各孔５７０ｎｍ处吸光度犗犇 值，计

算各处理组细胞活性：细胞活性＝实验组犗犇均值／对照组犗犇

均值×１００％。每个独立实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＣ降低ＣＮＥ２细胞内 ＡＭＰＫα的活化水平　ＣＣ组经

ＣＣ处理后，其细胞内ｔＡＭＰＫα与对照组比较无明显变化（犘

＞０．０５），而ｐＡＭＰＫα的表达水平显著降低（犘＜０．０１）。见图

１Ａ。

２．２　降低ｐＡＭＰＫα表达可抑制ＣＮＥ２细胞自噬作用　为

研究ｐＡＭＰＫα的表达与ＣＮＥ２细胞自噬的关系，本实验采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了细胞自噬的分子标志物 ＭＡＰ１ＬＣ３的

表达，并应用透射电子显微镜观察细胞内自噬小体的数量。结

果显示，与对照组相比，经ＣＣ处理的ＣＮＥ２细胞，其自噬标志

物 ＭＡＰ１ＬＣ３的表达水平明显降低（犘＜０．０５），并伴随细胞内

自噬小体的数量明显减少（５．１±０．７９狏狊８．６±１．０２），犘＜

０．０５。见图１Ｂ、图２。

图１　　不同干预措施对ｐＡＭＰＫα、ｔＡＭＰＫα、

ＭＡＰ１ＬＣ３表达的影响

　　Ａ：ＣＣ组（×４００００）；Ｂ：对照组（×４００００）；Ｃ：两组自噬小体形成

数量分析图。

图２　　不同干预措施对自噬小体形成数量的影响

２．３　ＣＣ增强放射线抑制ＣＮＥ２细胞增殖作用　为验证ＣＣ

对放射线抑制ＣＮＥ２细胞增殖的调控作用，可采用 ＭＴＴ试

验检测处理后２４、４８、７２ｈ细胞增殖率变化，结果显示，ＣＣ干

预后的ＣＮＥ２细胞，在经放射线照射后，其增殖能力较对照组
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细胞显著降低（犘＜０．０５）。见图３Ａ。

２．４　ＣＣ增强放射线诱导ＣＮＥ２细胞凋亡作用　为进一步研

究ＣＣ与放射线对诱导ＣＮＥ２细胞凋亡是否有协调作用，通

过流式细胞仪检测了处理４８ｈ后的凋亡细胞比例。结果显

示，ＣＣ干预后的ＣＮＥ２细胞，在经放射线照射后，其凋亡细胞

比例较对照组细胞显著升高（１７．３８±０．７６ｖｓ２６．９３±２．０７），

犘＜０．０５。见图３Ｂ。

图３　　不同干预措施对ＣＮＥ２细胞增殖和凋亡的影响

３　讨　　论

鼻咽癌是来源于鼻咽上皮细胞的恶性肿瘤，其分布具有鲜

明的地域性，在中国南方、东南亚、北非发病率极高［９］，尤其在

中国的广东省，男女发病率均较高，因此鼻咽癌又有“广东瘤”

之称［１０］。鼻咽癌是恶性程度极高的恶性肿瘤，形态多样，绝大

多数为低分化鳞癌［１１］，并易于临近及远处器官转移，难以行手

术根治，预后较差，严重危害人民群众健康。目前，放射治疗是

鼻咽癌的主要治疗手段，近年来尽管放疗设备和方法不断得到

改进，但鼻咽癌的放疗效果仍未得到明显改善。放射抗拒是鼻

咽癌治疗失败的主要原因之一［１２］。研究其放射抗拒的具体分

子机制，探明如何提升鼻咽癌的放射敏感性，显得尤为重要。

自噬是细胞内一种进化上高度保守的蛋白质降解过

程［１３］。自噬是机体应对各种外界刺激，维持细胞代谢稳定的

重要机制之一，但其在肿瘤中表现出双刃剑效应：一方面，对实

验动物进行自噬基因的敲除或应用自噬抑制药物后出现自发

肿瘤增多，肿瘤恶性生物学行为增强等表现；但另一方面，自噬

水平的降低，却可以增加肿瘤细胞对放化疗的敏感性，提高肿

瘤的治疗效果。本课题组前期研究也提示了自噬与放射敏感

性的关系，实验结果显示，射线联合自噬抑制剂ＣＤＰ显著增加

了鼻咽癌ＣＮＥ２细胞株对射线的敏感性
［１４］。

ＡＭＰＫ是存在于所有真核细胞中高度保守的异质三联

体，其功能是作为细胞内能量感受器，通过感受细胞内 ＡＭＰ／

ＡＴＰ比值来调节一系列代谢反应，从而维持细胞内能量稳

态［１５］。本研究应用 ＡＭＰＫ 活化抑制剂 ＣＣ处理人鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞，特异性降低磷酸化 ＡＭＰＫ的表达水平，成功实

现了对ＡＭＰＫ信号通路的功能性抑制。通过检测发现，降低

ＡＭＰＫ的活化水平后，ＣＮＥ２细胞的自噬现象明显减弱，包括

自噬标志物 ＭＡＰ１ＬＣ３的表达减低及自噬小体形成数量的减

少。在此基础上，进一步采用放射线照射ＣＮＥ２细胞，体外模

拟肿瘤放疗过程。通过 ＭＴＴ及流式细胞技术检测发现，降低

ＡＭＰＫ的活化水平能够增强放射线对ＣＮＥ２细胞增殖抑制

和凋亡促进作用。

综上所述，通过实验可推测 ＡＭＰＫ活化抑制剂ＣＣ通过

抑制磷酸化ＡＭＰＫ的形成而降低ＣＮＥ２细胞的自噬作用，进

而打破了ＣＮＥ２细胞在放射线干预条件下的能量稳态，导致

细胞增殖能力受到抑制，并启动细胞凋亡过程，从而提高了

ＣＮＥ２细胞对放射的敏感性。
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