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摘摇 要:摇 目的摇 探讨表皮生长因子(EGF)对头颈部鳞癌细胞 SCC10A 失巢凋亡的影响及其机理。 摇 方法摇
运用悬浮诱导凋亡试验检测 EGF 受体(EGFR)激活后对头颈部鳞癌细胞 SCC10A 抗失巢凋亡能力的影响;Real鄄
time PCR 和 West blotting 检测 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 表达情况。 摇 结果摇 EGFR 激活后提高了头颈部鳞癌细胞 SCC10A 抗

失巢凋亡的能力;诱导了 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的表达。 摇 结论摇 EGF 能提高头颈部鳞癌细胞 SCC10A 抗失巢凋亡能力。
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The Effect of EGFR Activation on Anoikis of HNSCC鄄SCC10A
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Abstract:摇 Objective摇 To detect whether EGF has some contribution to anoikis of head and neck squamous carcino鄄
ma cell (HNSCC)鄄SCC10A. 摇 Methods摇 Suspend鄄inducing cell apoptosis test was applied to detect whether the activation
of EGFR affected anoikis of HNSCC鄄SCC10A. The expression of Bcl鄄2 and Bcl鄄xl were analyzed by Real鄄time PCR and
West blotting. 摇 Results 摇 It was showed that the activation of EGFR promoted the ability of anti鄄anoikis of HNSCC鄄
SCC10A,induced the expression of Bcl鄄2 and Bcl鄄xl. 摇 Conclusions摇 The activation of EGFR promoted the ability of anti鄄
anoikis of HNSCC鄄SCC10A.
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摇 摇 头颈部鳞癌(head and neck squamous cell carci鄄
noma,HNSCC)是一种严重威胁人类生命的恶性上

皮肿瘤,已经成为全世界第六大常见的肿瘤[1,2]。
由于头颈部特殊的解剖部位和复杂的功能,给恶性

肿瘤的诊断与治疗提出了挑战。 尽管早期 HNSCC
经手术或放疗后,均能获得良好的效果,但遗憾的是

60%的 HNSCC 就诊时已属晚期(芋、郁期),5 年生

存率仍然很低[3]。 因此,采用分子生物学等方法研

究 HNSCC 的发病机理,对提高其治疗效果具有重

要意义。
表皮细胞生长因子受体(epidermal growth factor

receptor,EGFR)是属于 ErbB 受体家族中的一种跨

膜糖蛋白,其主要由胞膜外的配体结合域、跨膜部分

以及胞膜内的蛋白(质)酪氨酸激酶域等三部分构

成。 表皮生长因子(epidermal growth factor,EGF)和
转化生长因子 琢( transforming growth factor鄄琢,TGF鄄
琢)能与胞膜外的配体结合域结合,激活受体和下游

的信号通路,例如:ERK鄄1 / 2、PI3K 和 Stat3 等,最终

调节或激活细胞的多个生命活动[4,5]。
已有研究表明: EGFR 在 HNSCC 中表达上

调[6 ~ 8],且该受体的表达上调通常与 HNSCC 微环境

中的细胞因子 EGF 和 TGF鄄琢 大量产生密切相关,这
样在 HNSCC 中形成了一个自分泌的刺激信号通

路[7,9]。 EGF 及其受体在调节细胞的生长、增殖、分
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化、恶变及血管生长等方面发挥着重要的作用,并且

EGFR 过度表达与肿瘤的进展、侵袭、转移、复发和

化疗的耐药有关[10 ~ 12]。 因而,近年来 EGFR 已作为

治疗 HNSCC 的一个重要的靶标[13 ~ 15],本研究试图

探讨 EGF 对 HNSCC鄄SCC10A 细胞抗失巢凋亡的影

响,报道如下。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 EGF( human recombinant epidermal growth fac鄄
tor)(Invitrogen 公司产品),Bcl鄄2 Ab(santa cruz bio鄄
technology 公司产品),Bcl鄄xl Ab(BD Biosciences 公

司产品),HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体( Santa
cruz biotechnology 公司),试验所用细胞用含 10%小

牛血清的 DMEM 培养基,于 37益 5% CO2 恒温细胞

培养箱中培养。
1. 2摇 单个悬浮细胞诱导失巢凋亡试验

为了产生单个悬浮的细胞,用 0、10、20 ng / mL
EGF 处理细胞 8 h,应用胰酶消化,离心,用计数板

计数,取 6 伊 105 个 SCC鄄10A 细胞于终体积为 5 mL
DMEM 培养基中,另加入 5 mL 半固体 DMEM(其主

要组成 0. 5% FBS / DMEM 培养基,1. 5% 纤维甲醚

(Sigma))并混匀,悬浮在 poly鄄HEMA 预处理的 10
cm 培养皿,培养 48 h 后,培养物用 2 倍量的 PBS 收

集,以 900 g 速度离心 10 min。 然后,将细胞沉淀物

用含 10% FBS 的 DMEM 培养基继续培养 7 天。
1. 3摇 实时定量 PCR

实时定量 PCR 应用 7000 序列检测系统(Ap鄄
plied Biosystems)来检测 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的表达。 将

细胞用含 10% FBS 的 DMEM 培养基培养 24 h 后,
换上不含 FBS 的 DMEM 培养基过夜培养,然后用

10 ng / mL EGF 处理 8 h,以不加 EGF 处理的细胞作

为对照。 采用 RNA 抽提试剂盒 ( Qiagen RNeasy
MiniKit) 抽提 RNA,每个样本取 5 滋g RNA,运用

A3500 逆转录系统(Promega)逆转录成 cDNA,PCR
引物:GAPDH 5忆鄄TGG CAG AGA TGC GTG GAG A鄄
3忆,5忆鄄GGC AAG TCT TCC GAG TAG TTT T鄄3忆;Bcl鄄2
5忆鄄GGA GGA TTG TGG CCT TCT TT鄄3忆,5忆鄄GCC GTA
CAG TTC CAC AAA GG鄄3忆;Bcl鄄xl 5忆鄄GGA CTG AAT
CGG AGA TGG AG鄄3忆,5忆鄄TGG GAT TCA GGT CAC
TGA A鄄3忆。 PCR 条件:95益预变性 5 min,95益变性

30 s,55益退火 30 s,72益 延伸 30 s,40 个循环,于
55益、20 s 退火阶段采集荧光信号。 熔解曲线的分

析条件:在荧光实时 PCR 检测仪的系统上,将 SYBR
Green 玉荧光实时 PCR 的产物,设定为从 50益以 0.
2益 / s 的速度缓慢上升至 95益,连续收集荧光信号,
系统自动绘制熔解曲线。 通过样品在荧光实时

PCR 检测仪上生成扩增曲线的 Ct 值(循环阈值),
然后,比较基因表达差异。
1. 4摇 免疫印迹技术

收集细胞,用 PBS 洗涤 3 次,加入裂解液(50
mmol / L Tris(pH 7. 5),500 mmol / L NaCl,1% Triton
X鄄100,0. 5% 脱氧胆酸盐,0. 1% SDS,10 mmol / L
MgCl2,完全蛋白酶抑制剂),BCA(Pierce)法测蛋白

的浓度,SDS鄄PAGE 电泳,转膜(Millipore Corp. ),依
次孵育 1 抗和 2 抗, ECL ( Amersham Biosciences)
显影。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 EGFR 激活提高了头颈部鳞癌细胞抗失巢凋

亡能力

研究发现,对照组有小量的细胞克隆形成,而经

过 EGF 处理的细胞所形成的细胞克隆明显增多(图
1A)。 在显微镜下计数形成的细胞克隆数目 EGF
处理组明显多于对照组,并呈剂量依赖关系,差异有

显著性(图 1B),提示 EGFR 激活提高了 HNSCC鄄
SCC10A 细胞抗失巢凋亡能力。

图 1摇 EGFR 激活抑制了悬浮细胞诱导的凋亡

A:相差图片显示 SCC10A 细胞或 EGF 处理的 SCC10A 细胞经过 48 h 的单细胞悬浮培养后,收集细胞置于完全培养基中所

形成的细胞克隆. 摇 B:细胞克隆固定,用结晶紫染色,然后记述每个视野细胞克隆
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2. 2摇 EGFR 激活诱导了 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的表达

细胞经过 EGF 处理或未处理后,收集细胞

RNA,采用实时 PCR 技术检测 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的

RNA 表达水平。 EGF 处理组 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的 RNA
表达水平明显高于对照组(图 2A 和 C);进一步采

用 West blotting 检测蛋白表达水平,也得到类似的

结果,并呈剂量依赖关系(图 2B 和 D)。 以上试验

结果提示:激活的 EGFR 能上调抗凋亡基因 Bcl鄄2
和 Bcl鄄xl 的表达(图 3)。

图 2摇 EGFR 激活上调 Bcl鄄xl 和 Bcl鄄2 的表达

A:实时 PCR 检测 Bcl鄄xl 的表达;B:Western blot 分析 EGFR 激活

对 Bcl鄄xl 的表达的影响;C:实时 PCR 检测 Bcl鄄2 的表达;D:West鄄
ern blot 分析 EGFR 激活对 Bcl鄄2 的表达的影响,琢鄄tublin 作为上

样对照

图 3摇 EGFR 激活抗凋亡调控示意图

3摇 讨摇 摇 论

转移是恶性肿瘤的一个重要的生物学特征,也
是 HNSCC 患者死亡的主要原因之一[16,17]。 转移是

一个涉及多基因、多阶段、多步骤的复杂过程,而癌

细胞的抗失巢凋亡并能生存于其它组织的能力是癌

细胞侵袭与转移的重要条件之一[18,19]。
肿瘤微环境的研究是当今肿瘤研究的热点话题

之一,已有许多证据表明,肿瘤的转移与肿瘤微环境

紧密相关[20 ~ 22],表皮生长因子(EGF)是 HNSCC 肿瘤

微环境中的重要细胞因子,并且在 HNSCC 肿瘤微环

境中明显上调[7,9],因而,肿瘤微环境中的 EGF 与

HNSCC 之间关系的探讨、EGF 活化 EGFR 后对失巢

凋亡的影响以及具体机制的深入研究,对 HNSCC 的

进一步研究有着十分重要的理论和现实意义。
细胞失巢凋亡(Anoikis)是细胞的一种特定的凋

亡形式,是由于细胞与细胞外基质或相邻细胞脱离接

触而诱发[18,19]。 失巢凋亡作为一种特殊的程序化细

胞死亡形式,在机体发育、组织自身平衡、疾病发生和

肿瘤转移中起重要作用[18,19,23]。 通常癌细胞抗失巢

凋亡的能力主要与 3 种因素有关:癌基因的失活持续

刺激生存信号通路;癌细胞相互形成团块,依赖细胞

间的粘附存活;细胞因子作用[19]。 在本研究中,应用

细胞因子 EGF 活化 EGFR,结果表明:EGFR 激活后

细胞的抗失巢凋亡的能力明显增强。
为了进一步探讨 EGFR 激活后能提高细胞的抗

失巢凋亡的能力的具体机制,本文检测了 2 个与抗

凋亡相关的基因:Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的表达情况。 研究

结果显示:Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 在 EGFR 激活后,其 RNA
水平和蛋白水平均有提高。 而 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 是抗

凋亡基因[24,25],因此,本研究所提供的实验结果提

示:EGFR 激活后细胞的抗失巢凋亡能力的增强可

能与 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的诱导表达紧密相关。
至于 EGFR 激活后上调 Bcl鄄2 和 Bcl鄄xl 的表达,

是否可能与 ERK鄄1 / 2、PI3K鄄AKT 和 Stat3 等信号通

路相关,具体的机制将在后续的研究中继续深入

探讨。
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