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［摘要］ 目的：采用黄芪多糖（APS）与放射治疗（IR）联用，研究 APS 对人鼻咽癌 CNE-1 细胞的放疗敏感性及上皮间质转

化（EMT）的作用机制。方法：采用细胞计数（CCK-8）法检测不同质量浓度 APS（0，6.25，12.5，25，50，100，200 g·L-1）对 CNE-1

细胞的细胞毒性；克隆形成实验计算 12.5 g·L-1 APS 与不同放射剂量（0，2，4，6 Gy）联用后对 CNE-1 细胞的存活分数（SF），利用

线性二次方程数学模型（LQ）根据 SF 值绘制放射敏感曲线；细胞划痕和 transwell小室实验分别检测各组细胞的迁移和侵袭能

力；流式细胞仪检测各组细胞的凋亡情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组细胞的 EMT 标记物、凋亡标记物以及蛋白

激酶 B/细胞外调节蛋白激酶（Akt/ERK）通路蛋白的表达水平。结果：克隆形成实验和放射敏感曲线结果表明，非毒性剂量

12.5 g·L-1 APS 与 4 Gy 放射剂量联合给药可以明显增加 CNE-1 细胞的放疗敏感性；与空白组及 IR 组比较，APS 与 IR 联用可以

抑制 CNE-1 细胞的迁移和侵袭能力（P<0.05），明显增加 CNE-1 细胞的凋亡率（P<0.05）。与空白组及 IR 组比较，APS 与 IR 联用

可以显著下调间质型钙黏蛋白（N-cadherin），p-Akt 和 p-ERK 蛋白表达水平，明显上调上皮型钙黏蛋白（E-cadherin），B 淋巴细

胞瘤-2 相关 X 蛋白（Bax）和半胱天冬氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）蛋白表达水平（P<0.05）。结论：APS 与 IR 联用可以抑制 CNE-1

细胞的迁移和侵袭，增加放疗引起的细胞凋亡，其可能通过抑制 EMT 和 Akt/ERK 通路有关。
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［Abstract］ Objective： Astragalus polysaccharide（APS）was used in combination with ionizing

radiation（IR）to investigate the mechanism of APS on the radiosensitivity of human nasopharyngeal narcinoma

CNE-1 cells and the epithelial-mesenchymal transition（EMT）. Method：Cell counting kit-8（CCK-8）was used
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to detect the cytotoxicity of different concentrations of APS（0，6.25，12.5，25，50，100，200 g·L-1）on CNE-1

cells. Colony formation assay was used to calculate the survival fraction（survival fraction，SF）of CNE-1 cells

treated with 12.5 g·L-1 APS combined with different radiation doses（0，2，4，6 Gy）. The linear quadratic equation

mathematical model（LQ）was used to draw the radiosensitivity curve according to SF value. Cell scratch and

transwell chamber test were used to detect the migration and invasion ability of cells in each group. The apoptosis

of cells in each group was detected by flow cytometry，Western blot was used to detect the expressions of EMT

markers，apoptosis markers and protein kinase B/extracellular regulated protein kinases（Akt/ERK）pathway

proteins in each group. Result：The results of colony formation assay and radiosensitivity curve showed that the

combination of non-toxic dose of 12.5 g·L-1 APS and radiation dose of 4 Gy could significantly increase the

radiosensitivity of CNE-1 cells. Compared with blank group and IR group，APS combined with IR could

significantly inhibit the migration and invasion of CNE-1 cells（P<0.05），and increase the rate of apoptosis（P<

0.05）. In addition，compared with the blank group and the IR group，APS combined with IR could significantly

down-regulate the expressions of N-cadherin，p-Akt and p-ERK，and significantly up-regulate the expressions of

E-cadherin，Bax and Caspase-3（P<0.05）. Conclusion：APS combined with IR can inhibit the migration and

invasion of CNE-1 cells，and increase the apoptosis induced by radiotherapy，which may be related to the

inhibition of EMT and Akt/ERK pathway.

［Key words］ astragalus polysaccharides； CNE-1 cells； radiosensitization； epithelial-mesenchymal

transition；migration；apoptosis

鼻咽癌是一种发生于鼻咽腔顶部和侧壁的恶

性上皮性肿瘤，在全球范围内每年大约新增鼻咽癌

病例 13 万，约有 7 万人死于鼻咽癌，分别占全球癌

症发病率和死亡率的 0.7% 和 0.8%［1］。鼻炎癌具有

明显的地域性发病差异，在我国的南部地区最为常

见，中国鼻咽癌的发病率和死亡率分别占全球的

39% 和 41%［2］。由于鼻咽的解剖位置隐蔽，结构复

杂且其病理分型多以非角化癌为主，对放射治疗较

为敏感，早期鼻咽癌患者放疗后 5 年总体生存率可

达 80% 以上，然而放疗只有局部治疗作用，大约

30% 的鼻咽癌患者治疗后发现有远处转移或局部

恶化［3-4］。目前，靶向药物和同步放化疗（综合治疗）
是针对晚期转移性鼻咽癌患者的主要治疗方法，但

其增加了毒副作用等不良反应，治疗价格昂贵，患

者的临床预后和生存质量较差［5］。因此，寻找疗效

好毒副作用低，具有抗转移的放疗增敏剂对于鼻咽

癌患者的治疗具有非常重要的意义。

大量的研究表明，上皮间质转化（EMT）在肿瘤

的发展和转移中发挥着重要的作用，肿瘤细胞发生

EMT 时会失去其上皮特征，获得更具有侵袭和转移

能力的间质特征［6］。黄芪多糖（APS）是豆科植物蒙

古黄芪或膜荚黄芪根的主要有效成分之一，具有很

高的研究和经济价值，APS 具有增强免疫系统、降

血糖、抗氧化、抗炎、抗肿瘤等药理活性［7-8］。相关研

究表明，APS 可以明显缓解癌症化疗和放疗患者的

恶心呕吐、疲劳和疼痛等不良反应，并且与化疗药

物联用具有协同作用［9-11］。目前国内外关于 APS 对

鼻咽癌细胞的放疗增敏的作用及其机制研究尚未

见报道。本研究拟探讨 APS 与放疗联用后对人鼻

咽癌 CNE-1 细胞的增殖、迁移、凋亡和 EMT 的作用

机制，为临床上应用 APS 辅助治疗鼻咽癌提供实验

基础。

1 材料

1.1 细胞株 人鼻咽癌 CNE-1 细胞株由中山大学

药学院馈赠，本文实验均采用传代 20 代以内的

CNE-1 细胞。

1.2 药品与试剂 APS 冻干粉（美伦生物科技有限

公司，批号 0080A）；二甲基亚砜（美国 MP 公司，批

号 6352K）；RPMI 1640 培养基，青霉素 -链霉素，胎

牛 血 清（美 国 Gibco 公 司 ，批 号 分 别 为 9115002，

1430518，42G5180K）；细胞增殖毒性检测（CCK-8）
试 剂 盒（日 本 同 仁 化 学 研 究 所 ，批 号 KQ810）；
transwell 小室（美国 Corning 公司，批号 353086）；
Annexin V/碘化丙啶（PI）凋亡检测试剂盒（江苏凯

基生物技术股份有限公司，批号 20180530）；兔抗人

β - 肌 动 蛋 白（β -actin），上 皮 型 钙 黏 蛋 白（E-

cadherin），间质型钙黏蛋白（N-cadherin），B 淋巴细

胞 瘤 -2 相 关 X（Bax），半 胱 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 -3

（Caspase-3），蛋白激酶 B（Akt），磷酸化（p）-Akt，细

胞外调节蛋白激酶（ERK），p-ERK 一抗（美国 Cell
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Signaling Technology 公司，批号分别为 4，13，12，6，

10，8，6，10，12）；辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗

兔二抗（武汉 Abclonal公司，批号 9300014001）。
1.3 仪器 HERAcell 240i 型二氧化碳培养箱（美

国 Thermo 公司）；MIT-2 型倒置相差显微镜（日本

Olympus 公司）；SW-CJ-2F 型净化工作台（苏州净化

设备有限公司）；PRIMUS H 型直线加速器（德国

Siemens 公司）；iMark 型酶标仪，Powerpac300 型垂

直电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；BD FACSCanto Ⅱ型

细胞流式仪（美国 BD 公司）；Tanon-5200 型全自动

化学发光凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 人鼻咽癌细胞株 CNE-1 使用含

10% 胎牛血清，1% 青 -链霉素混合液的 RPMI 1640

培养基于 37 ℃ 5%CO2培养箱中培养。

2.2 药物配制 APS 冻干粉用二甲基亚砜配制成

20 g·mL-1 母液，0.22 μm 微孔滤膜过滤后置-20 ℃

冰箱保存备用。使用时用 RPMI 1640 培养基稀释至

相应的浓度即可。

2.3 CCK-8 实验检测 APS 对 CNE-1 细胞的增殖活

性 取 对 数 生 长 期 的 细 胞 以 每 孔 3×103 个 细 胞

100 μL 接种于 96 孔板，培养过夜，各孔加入 APS（0，

6.25，12.5，25，50，100，200 g·L-1）100 μL，每组 5 个

复孔，培养箱中继续培养 24 h 或 48 h；每组加入

CCK-8 溶液 10 μL，培养箱中继续培养 2~3 h，于酶

标仪 450 nm 处测定各组吸光度 A，并计算各组细胞

活性。

2.4 放射线照射 细胞培养板采用 6 MV 直线加速

器 X 射线进行照射细胞时，细胞板上放置 1.5 cm 硅

胶补偿膜，吸收剂量率为 250 cGy·min-1，总照射剂

量分别为 0，2，4，6 Gy。照射后将细胞放回培养箱

中继续培养。

2.5 克隆形成实验检测细胞放射敏感性 取对数

生长期的细胞以每孔 500 个细胞接种于 6 孔板中，

培养过夜，将细胞分为空白组，APS 组，不同剂量

（2，4，6 Gy）放疗（IR）组，APS+IR 联用组。培养箱

中培养 2 周左右，当培养板中出现肉眼可见集落形

成时，终止培养，弃去培养液，磷酸盐缓冲液（PBS）
洗 3 次，4% 多聚甲醛固定 10 min，PBS 洗 3 次，用稀

释后 0.1% 的结晶紫染色 15 min，流水洗去染液，干

燥后计算各组克隆形成细胞数。首先计算各组相

对克隆率=药物组克隆形成数/空白组克形成数×

100%；计算各组 PE（接种效率），为细胞未受照射

时，形成的实际克隆形成数与原接种细胞数之比；

采用 PE 值计算 SF 值（细胞克隆存活分数）=克隆形

成数/（接种细胞数×PE）；并以横坐标为辐射剂量

（0，2，4，6 Gy），纵坐标为 SF，采用 GraphPad Prism 6

软件采用线性二次方程数学模型（LQ），公式为 SF=

e-αD-βDˆ2，绘制 SF 对辐射剂量的放射敏感曲线图，并

求出 IR 组和 APS+IR 组的放射生物学参数 α和 β的

比值，比值较大的细胞修复能力较弱，放射敏感性

越高，反之亦然［12-13］。

2.6 划痕实验检测细胞迁移能力 取对数生长期

的细胞以每孔 5×105个细胞接种于 6 孔板中，待细胞

生长融合达 90% 以上，采用 10 μL 的枪头在每孔中

间划出一道笔直的竖线，PBS 洗 3 遍，尽量洗去脱落

的细胞，此时记为 0 h，拍照；然后将细胞分为空白

组，APS 组，IR 组，APS+IR 联用组，细胞放入培养箱

继续培养 24 h，用倒置显微镜观察并拍摄各组细胞

的迁移状况。

2.7 transwell 小室实验检测细胞侵袭能力 取对

数生长期的细胞用含 1% 胎牛血清的 RPMI 1640 培

养基制成单细胞悬液，以每孔 3×104 个细胞 200 μL

接种于 transwell 小室的上室中，然后将细胞分为空

白组，APS 组，IR 组，APS+IR 联用组；transwell 下室

中 加 入 含 15% 胎 牛 血 清 的 RPMI 1640 培 养 基

800 μL，培养箱中培养 48 h，PBS 洗 3 次，4% 多聚甲

醛 固 定 10 min，PBS 洗 3 次 ，用 棉 签 轻 轻 擦 去

transwell小室上室中的 Matrigel胶和细胞，PBS 洗干

净，待风干后，用倒置显微镜观察并拍摄各组细胞

的侵袭状况。

2.8 流式细胞仪检测细胞凋亡情况 取对数生长

期的细胞以每孔 5×105 个细胞 2 mL 接种于 6 孔板

中，将细胞分为空白组，APS 组，IR 组，APS+IR 联用

组，培养养箱中培养 48 h，根据 Annexin V/PI 凋亡检

测试剂盒检测说明书，各组使用 Annexin V-FITC 和

PI 溶液避光染色 15 min，采用流式细胞仪检测各组

细胞的凋亡情况。

2.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达 取对数生长期的细胞以每孔 3×105个细胞接

种于 6 孔板中，将细胞分为空白组，APS 组，IR 组，

APS+IR 联用组，培养 48 h，使用含 1% 蛋白酶和磷

酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液在冰上提取细胞总蛋白

后，根据 BCA 试剂盒说明书定量各组蛋白浓度，然

后将各组蛋白样品 30 μg 进行 10% SDS-PAGE 电泳

分离蛋白样品，湿转法转至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶

室 温 封 闭 2 h，加 入 一 抗 E-cadherin，N-cadherin，

Bax，Akt，p-Akt，ERK（1∶1 000）；Caspase-3，p-ERK
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（1∶500）；β-actin（1∶3 000），4 ℃孵育过夜，加入二抗

（1∶5 000）室温孵育 1 h，化学发光法显影，运用全自

动化学发光图像分析系统对蛋白条带进行分析，检

测蛋白表达情况。

2.10 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计软件对数

据进行分析，实验数据以 x̄± s 表示，使用单因素方差

分 析 比 较 组 间 差 异 ，以 P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

3 结果

3.1 APS 对鼻咽癌 CNE-1 细胞增殖的影响 与空

白组比较，（6.25，12.5 g·L-1）处理 CNE-1 细胞 24，

48 h，CNE-1 细胞活性降低，但差异无统计学意义，

APS（≥25 g·L-1）处理 24，48 h，CNE-1 细胞活性明显

降低（P<0.05），具有一定的时间-浓度依赖性。为了

更好研究 APS 与放疗联用对鼻咽癌 CNE-1 细胞的

放疗增敏的作用，本研究选取杀伤作用较弱的最大

非毒性质量浓度 APS（12.5 g·L-1）进行后续的联合

放疗给药实验。见表 1。

3.2 APS 对鼻咽癌 CNE-1 细胞放疗敏感性的影响

与空白组和 IR 组比较，APS 与不同放射剂量（2，

4，6 Gy）联用后的细胞克隆形成率明显降低（P<

0.05）；此外，根据线性二次方程数学模型（LQ）绘制

的放射敏感曲线，分别求得 IR 和 APS+IR 两组的放

射生物学参数 α/β为 0.856 和 1.752，可知 APS 与放

疗联用后，放射生物学参数 α/β值明显增大，放疗敏

感性显著增强；根据拟合曲线图可知，与 IR 组比较，

100 g·L-1 APS 与 4 或 6 Gy 放射剂量联合给药，能够

明显增加对 CNE-1 细胞的放疗敏感性（P<0.05）。
因此，本研究采用 12.5 g·L-1 APS 与 4 Gy 放射剂量

联合给药进行后续实验。见表 2，图 1。

3.3 APS 联合放疗对鼻咽癌 CNE-1 细胞迁移的影

响 在划痕 24 h 空白组细胞的伤口已经接近愈合

状态，与空白组比较，APS 组与 IR 组 CNE-1 细胞的

迁移能力减小，但差异无统计学意义；与空白组，

APS 组和 IR 组比较，APS+IR 组可明显抑制 CNE-1

细胞的迁移能力（P<0.05）。见表 3，图 2。

3.4 APS 联合放疗对鼻咽癌 CNE-1 细胞侵袭的影

响 空白组 CNE-1 细胞穿过 Matrigel胶的细胞数量

表 1 APS对 CNE-1细胞生长抑制的影响（x̄± s，n=5）

Table 1 Inhibitory effect of APS on growth of CNE-1 cells（x̄± s，

n=5）

组别

空白

APS

质量浓度

/g·L-1

-

6.25

12.5

25

50

100

200

抑制率/%

24 h

0.67±1.14

2.33±1.53

3.63±1.57

13.67±3.061）

24.33±4.041）

38.92±4.481）

63.67±3.791）

48 h

0.57±0.67

2.99±1.72

4.13±1.63

18.24±4.021）

30.33±5.031）

47.33±3.061）

70.33±3.511）

注：与空白组比较 1）P<0.05。

与 IR 组比较 1）P<0.05

图 1 线性二次方程数学模型放射敏感曲线

Fig. 1 Radiosensitivity curve of linear quadratic equation

mathematical model

表 2 APS对 CNE-1细胞克隆能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of APS on cloning rate of CNE-1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

IR

APS

APS+IR

质量浓度

/g·L-1

-

2 Gy

4 Gy

6 Gy

12.5

12.5+2 Gy

12.5+4 Gy

12.5+6 Gy

相对克隆形成率/100% 空白

100.09±0.24

89.67±3.511）

71.62±3.221）

51.11±3.571）

93.94±5.82

74.33±4.041，2）

45.16±4.031，3）

18.39±3.491，4）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与 2 Gy 组比较 2）P<0.05；与 4 Gy 组

比较 3）P<0.05；与 6 Gy 组比较 4）P<0.05。

表 3 APS及 IR对 CNE-1细胞迁移的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of APS and IR on migration of CNE-1 cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

APS

IR

APS+IR

质量浓度

/g·L-1

-

12.5

4 Gy

12.5+4 Gy

相对迁移率

/100% 空白

100.33±2.52

96.33±3.21

92.76±5.85

69.06±5.651，2，3）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与 APS 组比较 2）P<0.05；与 IR 组比

较 3）P<0.05（表 4~7 同）。
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较多，与空白组比较，APS 组 CNE-1 细胞的侵袭能

力下降，但差异无统计学意义，IR 组和 APS+IR 组可

以明显抑制 CNE-1 细胞的侵袭能力（P<0.05）；与
APS 组和 IR 组比较，APS+IR 组 CNE-1 细胞的侵袭

能力明显降低（P<0.05）。见表 4，图 3。

3.5 APS 联合放疗对鼻咽癌 CNE-1 细胞凋亡的影

响 与空白组比较，APS 组的凋亡率增加，但差异

无统计学意义，IR 组和 APS+IR 组的凋亡率明显增

加（P<0.05）；此外与 APS 组和 IR 组比较，APS+IR 组

CNE-1 细胞的凋亡率明显增加（P<0.05）。见表 5。

3.6 APS 联合放疗对鼻咽癌 CNE-1 细胞 EMT 和凋

亡相关蛋白的影响 与空白组比较，APS 组各相关

蛋白表达水平差异无统计学意义；与空白组，APS

组 和 IR 组 比 较 ，APS+IR 组 CNE-1 细 胞 的

N-cadherin 蛋白表达明显降低，E-cadherin，Bax 和

Caspase-3 蛋白表达明显增加（P<0.05）。APS 可以

增加放疗的敏感性，促进鼻咽癌 CNE-1 细胞凋亡并

抑制其 EMT。见表 6，图 4。

A.空白组；B.APS 组；C.IR 组；D.APS+IR 组（图 3~5 同）
图 2 APS及 IR对 CNE-1细胞迁移的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 2 Effect of APS and IR on migration of CNE-1 cells（invert microscope，×100）

表 4 APS及 IR对 CNE-1细胞侵袭的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of APS and IR on invasion of CNE-1 cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

APS

IR

APS+IR

质量浓度/g·L-1

-

12.5

4 Gy

12.5+4 Gy

相对侵袭率/%

100.67±2.08

93.86±3.01

81.88±6.821）

55.33±9.451，2，3）

图 3 APS及 IR对 CNE-1细胞侵袭的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 3 Effect of APS and IR on invasion of CNE-1 cells（invert

microscope，×100）
表 5 APS及 IR对 CNE-1细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of APS and IR on apoptosis of CNE-1 cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

APS

IR

APS+IR

质量浓度/g·L-1

-

12.5

4 Gy

12.5+4 Gy

Q2+Q4 凋亡率/%

2.55±0.53

3.04±0.63

5.63±0.671）

10.75±0.731，2，3）

表 6 APS及 IR对 CNE-1细胞 E-cadherin，N-cadherin，Bax和 Caspase-3蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of APS and IR on expressions of E-cadherin，N-cadherin，Bax and Caspase-3（x̄± s，n=3）

组别

空白

APS

IR

APS+IR

质量浓度/g·L-1

-

12.5

4 Gy

12.5+4 Gy

E-cadherin/β-actin

0.32±0.03

0.42±0.02

0.48±0.03

0.61±0.041，2，3）

N-cadherin/β-actin

0.77±0.02

0.71±0.03

0.52±0.021）

0.33±0.051，2，3）

Bax/β-actin

0.58±0.02

0.56±0.04

0.62±0.06

0.83±0.081，2，3）

Caspase-3/β-actin

0.24±0.04

0.31±0.03

0.35±0.05

0.67±0.041，2，3）
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3.7 APS 联合放疗对鼻咽癌 CNE-1 细胞 Akt/ERK

通路的影响 与空白组，APS 组和 IR 组进行比较，

APS+IR 组 CNE-1 细胞的 p-Akt 和 p-ERK 蛋白均明

显降低（P<0.05），总蛋白 Akt 和 ERK 表达没有显著

变化，差异无统计学意义。APS 与放疗联用可以抑

制 Akt/ERK 通路。见表 7，图 5。

4 讨论

鼻咽癌由于其特殊的解剖结构和病理分型，使

得放射治疗是其首先的治疗方法，早期放疗效果较

为明显，但长期放疗会导致肿瘤细胞对射线的耐受

性增加且逐渐发生转移，加大放射剂量会增加毒副

作用，因而增加放疗的敏感性及抑制鼻咽癌的转移

已成为临床研究的关键所在［14］。APS 作为中药黄

芪的主要成分之一，大量的研究已经表明其具有安

全高效、毒副作用小，并具有显著的抗肿瘤和免疫

调节作用［15］，但是关于 APS 对于鼻咽癌的放疗增敏

性尚无相关报道。

放射生物学研究多采用线性二次数学方程模

型（LQ）根据 SF 值绘制拟合曲线，在 LQ 模型中，α
代表线性部分对细胞的杀灭程度，β代表平方部分

（即超线性部分）对细胞的损伤程度，α/β代表癌细

胞亚致死性损伤修复能力的大小即放射敏感性指

标，α/β越大，细胞亚致死性损伤修复能力越小，放

射敏感性越强［16］。选取不同放射剂量点的 SF 值采

用 LQ 绘制放射敏感曲线求得 α/β，目前已成为放射

生物学研究照射后肿瘤细胞存活状况的专有研究

方法。一般情况选用活性明确、细胞毒性较低的药

物浓度测定其放疗增敏作用，因此在这项研究中，

首先通过 CCK-8 实验选取对鼻咽癌 CNE-1 细胞无

明显杀伤作用的 APS 质量浓度（12.5 g·L-1），并通过

克隆形成实验发现，与空白组和 IR 比较，APS 与不

同放射剂量联用可以显著抑制 CNE-1 细胞的克隆

形成能力，并且根据 CNE-1 细胞放射敏感曲线可

知，12.5 g·L-1 APS 与 4，6 Gy 放射剂量联用具有协同

增敏作用，APS 与不同放射剂量联用后 α/β明显增

加（1.752/0.856），这些结果表明了 APS 明显增强了

对人鼻咽癌 CNE-1 细胞的放疗敏感性。

肿瘤细胞的转移是一个漫长且复杂的过程，侵

袭和转移也是进展期和晚期鼻咽癌患者的重要特

征之一，也绝大多数癌症患者死亡的重要原因，诱

导肿瘤细胞凋亡是目前治疗肿瘤患者和延长生存

期的一个重要策略［17］。本实验中证明了低浓度的

APS 与 IR 联用后，可以显著抑制鼻咽癌 CNE-1 细胞

的迁移和侵袭，并且可以显著增加 IR 引起的细胞凋

亡。大量文章报道，肿瘤细胞发生 EMT 过程中，癌

细胞的上皮标记物，如 E-cadherin，紧密连接蛋白 -1

（ZO-1）等蛋白会逐渐丧失，此时细胞与细胞之间的

黏附性会降低，并且获得侵袭性、抗凋亡性和耐药

性 更 强 的 间 质 标 记 物 ，如 N-cadherin，波 形 蛋 白

（Vimentin）等蛋白［18-19］。抑制肿瘤细胞的 EMT，对

肿瘤的转移和凋亡有重要的意义［20-21］；目前研究最

多的肿瘤细胞凋亡的途径主要有 2 条［22］，一条是通

过胞外信号激活细胞内的凋亡酶 Caspase，另一条是

图 4 E-cadherin，N-cadherin，Bax和 Caspase-3蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of E-cadherin，N-cadherin，Bax and

Caspase-3 protein expressions

图 5 p-Akt，Akt，p-ERK和 ERK蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of p-Akt，Akt，p-ERK and ERK protein

expressions

表 7 APS 及 IR 对 CNE-1 细胞 p-Akt，Akt，p-ERK 和 ERK 蛋白表

达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of APS and IR on protein expressions of p-Akt，

Akt，p-ERK and ERK（x̄± s，n=3）

组别

空白

APS

IR

APS+IR

质量浓度/g·L-1

-

12.5

4 Gy

12.5+4 Gy

p-Akt/Akt

1.16±0.08

0.86±0.041）

0.87±0.031）

0.53±0.051，2，3）

p-ERK/ERK

1.23±0.03

0.89±0.081）

1.07±0.06

0.76±0.031，2，3）
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通过线粒体释放凋亡酶激活因子激活 Caspase；
Caspase 是引起细胞凋亡的关键蛋白酶，一旦被激活

便能将细胞内的蛋白质降解，使细胞不可逆的走向

死亡。Caspase 家族中 Caspase-3 处于凋亡级联反应

的下游，是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶

（凋亡执行者），故也被称之为“死亡蛋白酶”；Bax 主

要定位于细胞质中属于 Bcl-2 家族，是促凋亡蛋白，

其可以通过线粒体途经，释放从线粒体中的凋亡因

子如细胞色素 C（Cytochrome C），激活 Caspase 级联

反应，导致细胞凋亡［23］。相关研究报道亦表明，APS

可 以 上 调 Bax 和 Caspase-3 蛋 白 表 达 水 平 ，下 调

Bcl-2 表达水平，诱导肝癌，胃癌和肺癌等多种细胞

发生凋亡［24］。此外，据大量的研究报道，Akt/ERK

通路在癌细胞的侵袭转移，EMT，耐药性和凋亡中

发挥着关键的作用，活化的 p-Akt 和 p-ERK 蛋白可

以上调 EMT 转录因子如蜗牛蛋白（Snail）等表达，上

调 EMT 间质标记物表达，诱导 EMT 的发展［25-26］；并
且 Akt/ERK 通路的抑制，亦可以下调 Bcl-2 蛋白表

达，上调 Bax 和 Caspase-3 等凋亡蛋白表达水平，诱

导癌细胞发生凋亡［27-28］。本研究表明，APS 与 IR 联

用后不仅可以显著抑制 N-cadherin，p-Akt 和 p-ERK

蛋 白 的 表 达 ，还 可 以 上 调 E-cadherin，Bax 和

Caspase-3 蛋白表达水平，抑制 CNE-1 细胞的 EMT

的发展并促进其发生凋亡。

综上所述，APS 可以显著增加放疗对人鼻咽癌

CNE-1 细 胞 的 敏 感 性 ，其 可 能 通 过 调 控 EMT 和

Akt/ERK 通路，抑制 CNE-1 细胞迁移和侵袭，促进

CNE-1 细胞的凋亡，从而发挥其对 CNE-1 细胞放疗

增敏的作用。
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