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Ｔｗｉｓｔ通过 ＥＲＫ通路对体外鼻咽癌细胞血管
生成的影响
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　　［摘　要］　目的：探讨Ｔｗｉｓｔ转录因子通过ＥＲＫ通路对体外鼻咽癌ＣＮＥ２细胞血管生成的影响。方法：利用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将Ｔｗｉｓｔ基因干扰序列转染入体外培养的鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞，提取细胞条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ），用ＣＭ作用体外人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）后，ＣＣＫ８检测
细胞活力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭能力，小管形成实验检验 ＨＵＶＥＣｓ体外血管生成能力，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ在ＣＮＥ２细胞中的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＮＥ２细胞中 ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ｐ３８、ｐｐ３８、ＪＮＫ、ｐＪＮＫ和
ＶＥＧＦ的表达。另外，使用ＥＲＫ、ｐ３８和ＪＮＫ通路抑制剂作用 ＣＮＥ２细胞后，再检测通路抑制剂对体外 ＨＵＶＥＣｓ小
管形成的影响。结果：ＣＮＥ２细胞转染Ｔｗｉｓｔ干扰序列后可显著抑制ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ及蛋白表达水平；从沉默Ｔｗｉｓｔ基
因的ＣＮＥ２细胞提取的ＣＭ促进体外ＨＵＶＥＣｓ活力、侵袭和小管形成的能力均明显被削弱；抑制ＣＮＥ２细胞中Ｔｗｉｓｔ
的表达可上调ｐＥＲＫ并下调ＶＥＧＦ的表达（Ｐ＜００１），而对 ｐｐ３８和 ｐＪＮＫ的表达无明显影响；ＥＲＫ通路抑制剂
ＰＤ９８０５９可部分削弱Ｔｗｉｓｔ干扰序列对体外ＨＵＶＥＣｓ小管形成的抑制作用。结论：沉默Ｔｗｉｓｔ基因可显著抑制体外
鼻咽癌细胞的促血管生成作用，该作用可能部分通过上调ＥＲＫ信号通路实现。

［关键词］　鼻咽癌；Ｔｗｉｓｔ转录因子；ＥＲＫ信号通路；血管生成
　　［中图分类号］　Ｒ７３９．６３；Ｒ３６３２　　　［文献标志码］　Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０１９．０２．０１８

ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｗｉｓｔｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａ
ｔｉｎｇＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ＳＵＮＸｕｙａｎｇ１，ＣＨＥＮＹｏｎｇ２

（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ＬｉｓｈｕｉＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｌｉｓｈｕｉ３２３０００，Ｃｈｉｎａ；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌＳｕｒｇｅｒｙ，
ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＰｅｏｐｌｅＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＹｕｅｙａｎｇ，Ｙｕｅｙａｎｇ４１４０００，Ｃｈｉｎａ．Ｅｍａｉｌ：１８１８２００９８００＠１２６．ｃｏｍ）
　　［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　ＡＩＭ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｗｉｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎ
ｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｖｉｔｒｏ．ＭＥＴＨＯＤＳ：ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅＣＮＥ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ａｎｄｔｈｅＣＮＥ２ｃｅｌｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ（ＣＭ）ｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄ，ｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｅｎｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔｈｕｍａｎｕｍ
ｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）．ＴｈｅＣＣＫ８ａｓｓａｙ，Ｂｏｙｄｅｎｃｈａｍｂｅｒａｎｄｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄ
ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｗｉｓｔｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴｗｉｓｔ，ＥＲＫ，ｐＥＲＫ，ｐ３８，ｐｐ３８，ＪＮＫ，ｐＪＮＫａｎｄＶＥＧＦｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅＥＲＫ，ｐ３８ａｎｄＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｔｒｅａｔＨＵＶＥＣｓ，ａｎｄｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．ＲＥＳＵＬＴＳ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｗｉｓｔａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅ
ＣＮＥ２ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａ
ｓｉｏｎａｎｄｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴｗｉｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００１）．
ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｐＥＲＫｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｌｅｖａｔｅｄｉｎｔｈｅＣＮＥ２ｓｉＴｗｉｓｔｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｌｅＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴｗｉｓｔｄｉｄｎｏｃｈａｎｇｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｐ３８ａｎｄｐＪＮＫ．ＴｈｅＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐａｒｔｌｙａｂｒｏｇａｔｅｄ
ｔｈｅａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＴｗｉｓｔｋｎｏｃｋｄｏｗｎ．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ：ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴｗｉｓｔｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎａｓｏｐｈａ
ｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏｐａｒｔｌｙｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｔｗｉｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ；ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

·８９２· 中国病理生理杂志　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　２０１９，３５（２）：２９８３０４



　　鼻咽癌作为一种好发于鼻咽部咽隐窝和顶前壁
黏膜上皮的恶性肿瘤，其病因和遗传易感性、ＥＢ病
毒及环境污染等因素密切相关。早期鼻咽癌缺乏典

型临床症状，同时鼻咽癌的血供极为丰富，早期就可

能发生颈部淋巴结转移或远处转移，从而导致鼻咽

癌患者的预后较差。目前尚未鉴定出与鼻咽癌特异

性较高的癌基因和抑癌基因，导致鼻咽癌发病机制

仍不明确［１２］。因此，寻找鼻咽癌特异性分子标志并

从基因水平上抑制促癌基因的表达或者上调抑癌基

因的表达，可能对鼻咽癌的发生发展起抑制作用。

　　Ｔｗｉｓｔ转录因子作为主要由胎盘和中胚层组织分
泌的细胞因子，在胎儿时期呈高表达，出生后在正常

组织中表达含量极低，其不仅在胚胎发育成熟过程

中扮演着重要角色，同时在诱导细胞迁移和组织塑

性过程中发挥重要作用［３４］。在研究 Ｔｗｉｓｔ与恶性肿
瘤的关系中发现，Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌、食管癌、骨肉瘤、前
列腺癌和结肠癌等恶性肿瘤组织中的表达较正常组

织均明显升高［５７］；进一步分析 Ｔｗｉｓｔ与恶性肿瘤生
物学行为的关系中发现，Ｔｗｉｓｔ可通过调控细胞黏附
因子、促血管生成因子和金属基质蛋白酶等肿瘤相

关因子的表达从而促进肿瘤细胞迁移、侵袭和脉管

生成等过程，利于肿瘤发展和转移。通过聚类分析

和芯片杂交等技术研究胚胎干细胞发育与血管分化

的关系中发现，Ｔｗｉｓｔ可能参与了血管内皮生长因子
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＡＮＧ１、
ＰＤＧＦ等基因的调控，从而在血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）
过程中发挥了重要调控作用［８］。既往研究已经表明

Ｔｗｉｓｔ参与多种恶性肿瘤的恶性生物学行为，目前尚
未有Ｔｗｉｓｔ与鼻咽癌细胞血管生成的研究见诸报道，
为此，本研究通过 ＲＮＡ干扰技术特异性沉默 Ｔｗｉｓｔ
在鼻咽癌细胞中的表达，探讨Ｔｗｉｓｔ对体外鼻咽癌细
胞血管生成的影响及其可能作用机制，为鼻咽癌血

管靶向治疗提供新的临床参考。

材　料　和　方　法

１　试剂和材料
　　ＤＭＥＭ高糖培养基、无血清 ＯｐｔｉＭＥＭＩ培养基、
胎牛血清和胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化液均购自 Ｇｉｂｃｏ；空
载体ｐＥＧＦＰ和Ｔｗｉｓｔ沉默载体ｐＥＧＦＰｓｉＴｗｉｓｔ购自北
京合生基因科技有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和
ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 Ｔｈｅｒｍｏ；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
购于中杉金桥生物技术有限公司；ｃＤＮＡ第一链合成
试剂盒和ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购自
ＴａＫａＲａ；Ｔｗｉｓｔ和ＧＡＰＤＨ的上、下游引物由上海英潍
捷基公司合成；ＣＣＫ８试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶购自ＢＤ；抗Ｔｗｉｓｔ和βａｃｔｉｎ抗体购自Ａｂｃａｍ；
抗ｐＪＮＫ、ＪＮＫ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ｐ３８、ｐｐ３８和 ＶＥＧＦ抗
体购自 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ；ＪＮＫ通路抑制剂 ＳＰ６００１２５、ＥＲＫ
通路抑制剂 ＰＤ９８０５９和 ｐ３８通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０
购自Ｓｉｇｍａ。
２　细胞培养
　　人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２和人脐静脉血管内皮细
胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）
均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心，细胞均使用含２０％灭活胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖
培养基进行培养和传代。细胞置于细胞培养箱中进

行孵育，细胞培养箱调整温度为３７℃，二氧化碳浓
度为５％，将细胞悬液接种于６０ｍＬ斜颈细胞培养瓶
中，内盛１０ｍＬ完全培养基，内皮细胞生长方式为单
层贴壁生长，细胞在细胞培养箱内生长３ｄ后即可生
长至８０％ ～９０％瓶底面积，然后使用含 ＥＤＴＡ胰酶
进行消化，取对数生长期细胞用于实验操作。

３　实验方法
３．１　细胞转染　收集对数生长期的 ＣＮＥ２细胞，用
完全培养基制成单细胞悬液，调整浓度为５×１０９／Ｌ，
将细胞悬液接种至６孔板中，每孔１００μＬ，每组设３
个复孔，将细胞分为 ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ＋Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００组（ｓｉＴｗｉｓｔ组）、阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）
＋Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组（ＮＣ组）和空白对照（ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＢＣ）组，按照转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说
明书进行操作。

３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　ＣＮＥ２细胞提
取蛋白后经按 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明书提
取总蛋白，每份样品使用 ２０μｇ蛋白质，使用 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ后转移至硝酸纤维素膜上，在４℃下使用
５％脱脂奶粉封闭过夜，硝酸纤维素膜经 Ｉ抗和 ＩＩ抗
反应后滴加新鲜配置的 ＥＣＬ化学发光液显色、曝光
和显影。

３．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ的表达　
ＣＮＥ２细胞经 ＴＲＩｚｏｌ作用后提取细胞总 ＲＮＡ，利用
紫外分光光度仪检测稀释好的 ＲＮＡ标本的吸光度
（Ａ）值，设定波长为２６０ｎｍ和２８０ｎｍ，计算Ａ２６０／Ａ２８０
比值为１８～２１之间。按照逆转录反应试剂盒说
明书实施逆转录合成ｃＤＮＡ，按ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ说明书
配制反应体系，反应条件为：５０℃ ２ｍｉｎ；９５℃ ２
ｍｉｎ；９５℃２０ｓ、５８℃３０ｓ、７２℃２０ｓ、８０℃１５ｓ，读
板后重复 ４４个循环。以 ＧＡＰＤＨ为内参照。Ｔｗｉｓｔ
上游引物为 ５’ＧＧＡＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣＴＴＡＣＧＡＧ３’，下
游引物为 ５’ＴＣＴＧＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＡＧＡＧＧ３’；ＧＡＰ
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ＤＨ上游引物为５’ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３’，
下游引物为５’ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３’。依
照标准曲线中绘制的各个样本的拷贝数，以测定的

Ｔｗｉｓｔ表达量与ＧＡＰＤＨ表达量的比值作为基准来校
准表达量，实验重复３次，取平均值。
３．４　收集鼻咽癌细胞条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ）　将ＣＮＥ２细胞接种于７５ｃｍ２培养瓶
中，加入适量完全培养基，待细胞生长至８０％底面积
时用移液器吸去原培养基，用ＰＢＳ缓冲液反复冲洗４
次，再加入不含血清的ＤＭＥＭ培养基２０ｍＬ，放置细
胞培养箱孵育１２ｈ后收集上清液，以２５００ｒｐｍ速度
下常温离心５ｍｉｎ，将上清液用０２２μｍ过滤器过滤
后，保存于４℃冰箱中。
３．５　ＨＵＶＥＣｓ与ＣＭ共培养　将 ＨＵＶＥＣｓ接种于６
孔培养瓶中，加入含２０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基，待
细胞生长至８０％底面积时用移液器吸去原培养基，
用ＰＢＳ缓冲液反复冲洗２次，加入ＣＭ培养２４ｈ。
３．６　ＣＣＫ８法检测细胞活力　将 ＨＵＶＥＣｓ接种于
２５ｃｍ２培养瓶中，加入适量完全培养基，待细胞生长
至８０％底面积时用胰酶消化并收集对数生长期细
胞，用含 ２０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基制成单细胞悬
液，并调整浓度为５×１０７／Ｌ，将细胞悬液接种至９６
孔板中，每孔１００μＬ，每组设５个复孔，将９６孔板置
于细胞培养箱中培养７２ｈ，在结束前１ｈ将１０μＬ的
ＣＣＫ８溶液加入９６孔板中，放入细胞培养箱继续培
养１ｈ后立即用酶标仪检测各孔 Ａ值，设定波长为
４９０ｎｍ，同时设空白调零组（不加细胞仅加等量培养
基）。

３．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验　将Ｍａｔｒｉｇｅｌ均匀铺被
到Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室底部，待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ完全凝固后，小心
取出上室中残余液体，再加入５０μＬ无血清 ＤＭＥＭ
培养基。调整ＨＵＶＥＣｓ浓度１×１０８／Ｌ，将２００μＬ细
胞悬液加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中，同时在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室
中添加５００μＬ含２０％胎牛血清的细胞培养基，然后
将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放置于细胞培养箱中继续孵育２４
ｈ，实验重复３次，每组设５个复孔。将放置培养箱
中孵育２４ｈ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室取出，去除上室及下室
中的培养基，用棉棒小心擦去小室底膜上的细胞，将

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室放置在１０％甲醇溶液中固定２０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ液清洗３遍后再用结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ。
将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室自结晶紫溶液中取出后，使用 ＰＢＳ
溶液清洗３遍，将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室置于载物片上，放置
于倒置显微镜下观察并拍照，在高倍镜下随机选择

１０个视野拍照并采集图像。
３．８　小管形成实验　将不含胎牛血清的培养基和

Ｍａｔｒｉｇｅｌ放置４℃冰箱过夜预冷，待其变成胶冻状，以
１∶２的比例混合培养基和Ｍａｔｒｉｇｅｌ，将２５０μＬ稀释后
的Ｍａｔｒｉｇｅｌ加入２４孔板中，再放入细胞培养箱中孵
育１ｈ，至 Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝固。调整 ＨＵＶＥＣｓ浓度为２×
１０５／Ｌ，将０１ｍＬ细胞悬液接种于预先铺好基质胶
的２４孔板中，再放置细胞培养箱中孵育过夜，最后
在倒置显微镜下观察小管形成状况，利用 ＩｍａｇｅＪ
１５１ｆ软件对管腔样结构的数量进行定量分析［９］。

３．９　ＪＮＫ、ＥＲＫ和 ｐ３８信号通路抑制剂对 ＨＵＶＥＣｓ
小管形成的影响　实验设置 ＮＣ组、ｓｉＴｗｉｓｔ组、
ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＳＰ６００１２５组、ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＰＤ９８０５９组和 ｓｉＴｗｉｓｔ
＋ＳＢ２０３５８０组，ＮＣ组和 ｓｉＴｗｉｓｔ组 ＣＮＥ２细胞添加
ＰＢＳ作用２ｈ，后３组分别用１０μｍｏｌ／Ｌ的ＪＮＫ通路
抑制剂 ＳＰ６００１２５、ＥＲＫ通路抑制剂 ＰＤ９８０５９和ｐ３８
通路抑制剂ＳＢ２０３５８０作用ＣＮＥ２细胞２ｈ，提取各组
细胞ＣＭ，按照３８方法检测 ＨＵＶＥＣｓ小管形成，实
验重复３次，取平均值。
４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１６０统计分析软件进行统计学分析，
所有本次实验所得的计量数据均以均数 ±标准差
（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，率的比较用卡方检验，采用ＳＮＫｑ
法分析总体及总体中两样本均数之间差异，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｗｉｓｔ
ｓｉＲＮＡ的干扰效率
　　将空载体和Ｔｗｉｓｔ沉默载体转染鼻咽癌ＣＮＥ２细
胞４８ｈ后，提取各组 ＣＮＥ２细胞总 ＲＮＡ进行 ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ以检测 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ的相对表达量，ＮＣ组
和ＢＣ组 ＣＮＥ２细胞中 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ相对表达量为
０８４±００７和 ０８７±００８，与 ｓｉＴｗｉｓｔ组（０１７±
００２）相比较显著升高（Ｐ＜００１），而ＮＣ组和ＢＣ组
之间相比较无统计学差异。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｗｉｓｔ
蛋白在ｓｉＴｗｉｓｔ组ＣＮＥ２细胞中的相对表达量为２３２
±０１６，与仅转染空载体的 ＣＮＥ２细胞（６５１±
０５２）和ＢＣ组细胞（６９４±０６５）相比较显著降低
（Ｐ＜００１），ＮＣ组和 ＢＣ组之间相比较无统计学差
异，见图１。
２　沉默Ｔｗｉｓｔ基因对ＨＵＶＥＣｓ体外活力的影响
　　为评估干扰 Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌细胞中的表达后对
体外ＨＵＶＥＣｓ活力的影响，分别提取ＮＣ组、ＢＣ组和
ｓｉＴｗｉｓｔ组ＣＮＥ２细胞 ＣＭ，通过 ＣＣＫ８法对 ＨＵＶＥＣｓ
活力进行检测，结果表明，ＨＵＶＥＣｓ经ｓｉＴｗｉｓｔ组ＣＮＥ２
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴｗｉｓｔｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓ
ｓａｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｉＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ．

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｗｉｓｔ蛋白在 ＣＮＥ２细胞中的表达
水平

细胞所提取的ＣＭ作用２４ｈ后，Ａ值为０５３±０１３，
而ＨＵＶＥＣｓ经 ＮＣ组和 ＢＣ组 ＣＮＥ２细胞所提取的
ＣＭ作用２４ｈ后 Ａ值分别为１４９±０３５和１３７±
０２４，ｓｉＴｗｉｓｔ组与 ＮＣ组和 ＢＣ组相比较显著降低
（Ｐ＜００１），表明沉默 Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌细胞中的表达
可显著抑制ＨＵＶＥＣｓ活力。
３　干扰 Ｔｗｉｓｔ基因的鼻咽癌细胞 ＣＭ 对体外
ＨＵＶＥＣｓ侵袭能力的影响
　　在体外ＣＮＥ２细胞中分别转染 ｓｉＴｗｉｓｔ和空载体
后，提取各组细胞 ＣＭ，ＨＵＶＥＣｓ经 ＣＭ作用２４ｈ后
进行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验。细胞侵袭实验结果表
明，ＨＵＶＥＣｓ经ｓｉＴｗｉｓｔ组ＣＮＥ２细胞所提取的ＣＭ作
用２４ｈ后侵袭出Ｍａｔｒｉｇｅｌ的细胞数较ＮＣ组和ＢＣ组
显著降低（Ｐ＜００１），见图２。
４　干扰 Ｔｗｉｓｔ基因的鼻咽癌细胞 ＣＭ 对体外
ＨＵＶＥＣｓ小管形成的影响
　　利用小管形成实验检验干扰 Ｔｗｉｓｔ基因的鼻咽
癌细胞ＣＭ对体外 ＨＵＶＥＣｓ的体外血管生成能力，
结果显示，ＨＵＶＥＣｓ在体外 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质环境中生长
１２ｈ后，细胞逐渐向两端延长呈梭形，同时细胞延长
端开始在Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶中伸展，相邻细胞开始出现联接
并出现管腔样结构。ＨＵＶＥＣｓ经 ｓｉＴｗｉｓｔ组 ＣＮＥ２细
胞所提取的 ＣＭ作用２４ｈ后体外小管形成数较 ＮＣ
组和ＢＣ组显著降低（Ｐ＜００１），见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｗｉｓｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓｉｎｖｉｔｒｏ（×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｓｉＴｗｉｓｔ
ｇｒｏｕｐ．

图２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测沉默Ｔｗｉｓｔ对ＨＵＶＥＣｓ侵袭能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｗｉｓｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓｉｎｖｉｔｒｏ（×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｓｉＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ．
图３　小管形成实验观察沉默Ｔｗｉｓｔ对ＨＵＶＥＣｓ小管形成的影响
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５　Ｔｗｉｓｔ对ＣＮＥ２细胞中 ｐＥＲＫ、ｐｐ３８、ｐＪＮＫ和
ＶＥＧＦ表达的影响
　　分别转染空载体和 ｓｉＴｗｉｓｔ至 ＣＮＥ２细胞后，通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐＥＲＫ、ｐｐ３８、ｐＪＮＫ和 ＶＥＧＦ
在鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞中的表达，结果显示，ｓｉＴｗｉｓｔ组

ＣＮＥ２细胞的ＥＲＫ磷酸化水平明显高于ＮＣ组和ＢＣ
组，而ＶＥＧＦ蛋白水平明显低于ＮＣ组和ＢＣ组（Ｐ＜
００１）；下调Ｔｗｉｓｔ在ＣＮＥ２细胞中的表达对ｐｐ３８和
ｐＪＮＫ的表达无明显影响，见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＥＲＫ，ｐｐ３８，ｐＪＮＫａｎｄＶＥＧＦｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｈｅＣＮＥ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ），ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（ＢＣ）ａｎｄｓｉＴｗｉｓｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｓｉＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ．

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ｓｉＴｗｉｓｔ对ＣＮＥ２细胞中ｐＥＲＫ、ｐｐ３８、ｐＪＮＫ和ＶＥＧＦ表达的影响

６　ＥＲＫ、ＪＮＫ和 ｐ３８信号通路抑制剂对 ＨＵＶＥＣｓ
体外小管形成的影响

　　ＮＣ组、ｓｉＴｗｉｓｔ组、ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＰＤ９８０５９组、ｓｉＴｗｉｓｔ＋
ＳＰ６００１２５组和ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＳＢ２０３５８０组ＣＮＥ２细胞所提
取ＣＭ作用ＨＵＶＥＣｓ后，ＨＵＶＥＣｓ体外小管形成数分
别为４８３±４２、２２７±３６、３９１±４７、２５６±３３
和２７５±２８。与 ＮＣ组相比，ｓｉＴｗｉｓｔ组 ＨＵＶＥＣｓ体
外小管形成数显著减少（Ｐ＜００１）；与 ｓｉＴｗｉｓｔ组相
比，ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＰＤ９８０５９组显著升高（Ｐ＜００５）；而
ｓｉＴｗｉｓｔ组 与 ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＳＰ６００１２５组 或 ｓｉＴｗｉｓｔ＋
ＳＢ２０３５８０组相比较，差异无统计学意义，见图５。

讨　　论

　　Ｔｗｉｓｔ作为定位于人类７号染色体的基因，编码
由２０２个氨基酸组成的 Ｔｗｉｓｔ蛋白。Ｔｗｉｓｔ蛋白属于
碱性螺旋环螺旋结构家族成员，首先在果蝇中被发
现，这种蛋白在果蝇中胚层的发育和诱导细胞迁移

运动中发挥了重要作用。进一步研究发现 Ｔｗｉｓｔ在
多种实体瘤中表达上调，Ｔｗｉｓｔ可通过诱导上皮细胞
向间质细胞发生转换，从而在细胞凋亡、转移和血管

新生中起到重要调控作用。目前关于 Ｔｗｉｓｔ在实体
瘤中的表达以及与肿瘤转移的相关研究已有较多见

诸报道，但 Ｔｗｉｓｔ与肿瘤血管新生的相关性研究较
少，尤其是在鼻咽癌中［６８］。

　　血管内皮细胞作为血管内侧的一层扁平上皮细
胞，在机体各脏器中分布广泛，血管内皮细胞作为组

织和血液间的第一道屏障，在细胞炎症信号、切应力

和激素水平等信号的作用下，可分泌多种血管活性

物质，从而调节血液稳态、新生血管形成和组织再生

等作用。血管内皮细胞已成为在机体多种病理生理

过程中起关键调控作用的重要器官。肿瘤组织中的

血管内皮细胞在组织形态、增生方式和免疫学特征

等方面和正常组织血管内皮细胞存在较大差异，肿

瘤组织内血管内皮细胞增生为顺应肿瘤生长的需

要，在肿瘤细胞分泌的多种促血管生长因子的作用

下，肿瘤血管内皮细胞的活力、侵袭能力以及新生血

管能力均得到不同程度增强，以适应肿瘤发展和转

移的需要。为此，根据肿瘤内皮细胞的特点，靶向肿

瘤血管内皮细胞治疗应运而生，有效抑制包括鼻咽

癌在内的肿瘤新生血管形成，可有效抑制恶性肿瘤
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣＭｆｒｏｍＣＮＥ２ｃｅｌｌｓｉｎｓｉＴｗｉｓｔ，ｓｉＴｗｉｓｔ＋ＰＤ９８０５９，ｓｉＴｗｉｓｔ＋
ＳＰ６００１２５ａｎｄｓｉＴｗｉｓｔ＋ＳＢ２０３５８０ｇｒｏｕｐｓ（×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｓｉＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ．

图５　小管形成实验观察ＥＲＫ、ｐ３８和ＪＮＫ信号通路抑制剂对ＨＵＶＥＣｓ体外小管形成的影响

的发展和转移，从而改善恶性肿瘤患者预后［１０１１］。

在本研究中，将Ｔｗｉｓｔ沉默载体转染至体外 ＣＮＥ２细
胞，并通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实Ｔｗｉｓｔ沉
默载体可显著下调 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白在鼻咽癌细
胞中的表达，并获取干扰 Ｔｗｉｓｔ基因后鼻咽癌细胞特
定培养基，并用该特定培养基作用体外 ＨＵＶＥＣｓ，对
血管内皮细胞活力、侵袭能力和血管新生能力进行

了进一步研究。首先，我们利用 ＣＣＫ８实验分析干
扰Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌细胞中的表达后对体外 ＨＵＶＥＣｓ
活力的影响，结果表明，沉默ＣＮＥ２细胞中Ｔｗｉｓｔ的表
达后可有效抑制体外 ＨＵＶＥＣｓ活力，从而表明 Ｔｗｉｓｔ
在ＨＵＶＥＣｓ体外生长中发挥了一定作用。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室实验结果表明，沉默 Ｔｗｉｓｔ的表达后可有效抑制
体外ＨＵＶＥＣｓ侵袭行为。另外通过小管形成实验模
拟ＨＵＶＥＣｓ体外血管形成，在体外Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质环境
中生长１２ｈ后，细胞逐渐向两端延长呈梭形，同时细
胞延长端开始在Ｍａｔｒｉｇｅｌ中伸展，相邻细胞开始出现
联接并出现管腔样结构，低表达 Ｔｗｉｓｔ基因的 ＣＮＥ２
细胞上清液可明显抑制体外 ＨＵＶＥＣｓ体外小管形

成，从而表明Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌细胞中的表达水平在体
外鼻咽癌细胞促进血管新生行为中也发挥了一定作

用，提示Ｔｗｉｓｔ可能在鼻咽癌体外血管新生的发展过
程中发挥促进功能，应该被视为鼻咽癌潜在的一个

新的靶向作用位点。

　　ＥＲＫ作为一种脯氨酸导向的丝氨酸／苏氨酸激
酶，主要位于细胞浆中，在诸如生长因子、激素、细胞

因子、高糖和缺氧等刺激后作用下被激活，激活后

ＥＲＫ可进入细胞核中，进一步激活 ＮＦκＢ及 Ｐ７０核
蛋白体Ｓ６激酶，使得相邻脯氨酸的丝氨酸／苏氨酸
发生磷酸化。磷酸化 ＥＲＫ在介导信号从细胞膜表
面受体传导至细胞核过程中发挥关键调控作用，ｐ
ＥＲＫ可激活 ＳＴＡＴｓ、ｃＭｙｃ、Ｊｕｎ、ＥＬＫ１、ＡＴＦ２和 Ｍａｘ
等转录因子，进而对这些转录因子各自靶基因的转

录和翻译过程产生影响，最终对内皮细胞的迁移、分

化和
!

殖等多种生理学功能发挥调控作用［１２１４］。

ＳＰ６００１２５作为ＥＲＫ信号转导的特异性抑制剂，可通
过阻断Ｒａｆ对ＥＲＫ的磷酸化从而进一步阻断下游信
号通路。血管内皮细胞生长因子作为一种在可由正
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常细胞和肿瘤细胞合成分泌的细胞因子，ＶＥＧＦ在正
常组织细胞中呈低水平表达，且表达水平较为恒定，

但其在许多肿瘤细胞中表达上调，是促进肿瘤细胞

新生的最重要调节因子。有研究表明，ＶＥＧＦ在恶性
肿瘤细胞中的异常表达与肿瘤肝转移存在正相关

性，同时与恶性肿瘤患者的预后呈明显负相关。

ＶＥＧＦ在肿瘤细胞中的表达与ＥＲＫ磷酸化水平关系
密切，重组人肝细胞生长因子可通过 ＥＲＫ信号通路
上调肿瘤细胞中 ＶＥＧＦ的表达，从而促进肿瘤组织
中血管生长［１５］。在本研究中，下调 Ｔｗｉｓｔ在鼻咽癌
细胞中的表达可促进ＣＮＥ２细胞中ＥＲＫ的磷酸化水
平，同时下调ＶＥＧＦ的表达，但对ＪＮＫ和ｐ３８的表达
无明显影响，而进一步使用 ＥＲＫ信号通路特异性抑
制剂作用后发现，ＳＰ６００１２５可部分阻断沉默Ｔｗｓｉｔ对
体外 ＨＵＶＥＣｓ小管形成的抑制作用，使用 ＪＮＫ和
ｐ３８通路抑制剂却没有观察到这种抑制作用，从而表
明Ｔｗｉｓｔ可能调控鼻咽癌细胞中 ＥＲＫ信号通路，影
响ＶＥＧＦ的表达从而在体外血管新生过程中发挥了
一定作用。

　　综上所述，Ｔｗｉｓｔ可通过抑制ＥＲＫ信号通路的激
活而调控鼻咽癌细胞对体外内皮细胞活力、侵袭和

小管形成的作用，表明Ｔｗｉｓｔ可能在鼻咽癌血管新生
中扮演了重要角色。Ｔｗｉｓｔ有望成为治疗鼻咽癌新的
作用靶点，后续会在体内进行进一步的验证及探讨。
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