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顺铂通过激活 ｐ５３信号通路抑制人食管癌细胞的生存
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摘　要　研究顺铂抑制人食管癌细胞生存的作用及其机制。细胞活力实验检测顺铂对食管癌亲代细胞ＥＣ１０９及耐药细胞
ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ的杀伤作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测顺铂处理后食管癌亲代细胞 ＥＣ１０９及耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ的 ｐ５３和 Ｐｈｏｓ
ｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）的蛋白表达。克隆存活实验检测顺铂单独及联合ｐ５３抑制剂Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα对食管癌亲代细胞ＥＣ１０９及耐药细
胞ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ生存的影响。实验结果显示，与亲代细胞ＥＣ１０９比较，耐药细胞ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ保持了对顺铂的耐药性，ＩＣ５０
分别是（２０４±４４）μｍｏｌ／Ｌ和（５７±０１）μｍｏｌ／Ｌ。在亲代和耐药人食管癌细胞，顺铂不改变 ｐ５３蛋白的表达，但增加了
ｐ５３蛋白在Ｓｅｒ１５位磷酸化水平。顺铂抑制了 ＥＣ１０９及耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ细胞的生存能力，而 ｐ５３抑制剂 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα
在亲代细胞和耐药细胞不同程度的拮抗了顺铂的这一作用。顺铂通过激活ｐ５３信号通路，抑制了人食管癌细胞的生存。
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　　中国是食管癌的高发地区，２００８年新发食管
癌病例（２５８万）和死于食管癌患者人数（２１万）
分别占全球新发食管癌病例（４８１万）和死于食管
癌患者人数（４０６万）的半数以上［１］。顺铂是临床

上广泛使用的可用于治疗各种实体瘤的抗肿瘤药

物［２］，也是食管癌治疗的基本化疗药物。顺铂先

将所含之氯解离，与ＤＮＡ上的核碱基鸟嘌呤、腺嘌
呤和胞嘧啶形成 ＤＮＡ单链内两点的交叉联结，也
可能形成双链间的交叉联结，从而破坏 ＤＮＡ的结
构和功能。本课题组此前研究发现介导顺铂进入

细胞的转运蛋白是决定食管癌细胞对顺铂敏感性

的关键因素［３］。顺铂可诱导多种肿瘤细胞发生自

噬，自噬发挥的作用是促进生存从而参与食管癌细

胞对顺铂的耐药［４］。联用自噬抑制剂能够增强顺

铂的抗肿瘤作用，而且顺铂的抗肿瘤机制是通过激

活ＥＲＫ通路诱导敏感和耐药细胞发生不同程度的
凋亡和衰老。而与凋亡和衰老密切相关的 ｐ５３蛋
白是否也参与了顺铂的抗食管癌过程，目前并未见

文献报道。

ｐ５３基因是抑癌基因，该基因编码一种相对分
子质量为５３ｋＤ的蛋白质，由３９３个氨基酸组成，
具有特异的转录调控作用。ｐ５３通路是机体应对
ＤＮＡ损伤的天然防护屏障，具有修复缺陷、防止癌
变的功能。在各种应激包括 ＤＮＡ损伤时，ｐ５３可
以被不同的信号通路激活并稳定，通过激活其下游

多种基因的转录而引起细胞周期阻滞、凋亡或衰

老，保持细胞基因组的完整性并清除损伤细胞［５］。

但是，对于 ｐ５３是否参与顺铂抗人食管癌中的作
用，还没有明确阐述。本研究选用对顺铂耐药的人

食管癌细胞及其亲代细胞，观察顺铂处理后耐药细

胞和亲代细胞中ｐ５３蛋白变化，阐明ｐ５３在顺铂发
挥细胞毒作用引起ＤＮＡ损伤中的作用及其机制。

!

　材　料

１１　试　剂
ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血

清、青霉素、链霉素和胰酶（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏ活细胞检测试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司）；ｐ５３抑制剂 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα、ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ碱和甘氨酸
（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；无水乙醇、ＡＰＳ和 ＰＢＳ粉末
（广州展晨生物技术有限公司）；Ｔｒｉｓ、ＴｒｉｓＨＣＬ、
ＳＤＳ、丙烯酰胺溶液（３０％，２９∶１）、蛋白检测染色试

剂、催化剂 ＴＥＭＥＤ、（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；脱脂奶
粉（广州奇华盛生物技术有限公司）；ＥＣＬ化学发
光试剂盒、鼠抗鼠ｐ５３单克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）；兔抗鼠 βａｃｔｉｎ、Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）、兔二
抗羊抗兔ＩｇＧ和鼠二抗羊抗鼠ＩｇＧ单克隆抗体（美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１２　仪　器

６８０型酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；倒置显微
镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；ＧｅｎｉｏｓＰｒｏ型 Ｔｅｃａｎ酶标仪
（美国Ｔｅｃａｎ公司）；台式高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）；水平电泳槽（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；转膜
电泳槽（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＢＰ２１１Ｄ十万分之一
电子天平（德国 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ｐＨ计（德国
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
１３　细胞株

人食管癌细胞株 ＥＣ１０９由中国医学科学院肿
瘤中心馈赠。顺铂耐药细胞株 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ由中
山大学肿瘤防治中心傅剑华教授馈赠。ＥＣ１０９和
ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ细胞是用ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，在
含１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉
素的培养基中，在３７℃，含有５％ ＣＯ２，９５％空气
饱和湿度培养箱中培养，０２５％胰酶消化传代。

'

　方　法

２１　细胞活力实验检测顺铂对细胞的杀伤作用
ＣｅｌｌＴｉｌｔｅｒＧｌｏ活细胞检测试剂盒采用荧光素

酶作为检测物，发光信号和体系中 ＡＴＰ量成正比，
而ＡＴＰ又和活细胞数正相关。取对数生长期的敏
感细胞 ＥＣ１０９和对顺铂耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ，
以每孔２０００个细胞接种于９６孔板中，培养２４ｈ，
吸弃培养基，加入不同浓度的顺铂（０，０７８，１５６，
３１２５，６２５，１２５，２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ）孵育４８ｈ。
吸弃含药培养基，每孔加入 ＰＢＳ５０μＬ，再加入
ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏ检测试剂５０μＬ，在３７℃孵箱中继续
培养３０ｍｉｎ后，转移至白板中，酶联免疫检测仪检
测荧光值。半数抑制浓度ＩＣ５０通过Ｐｒｉｓｍ５０统计
软件计算。

２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ５３和Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）
蛋白

取对数生长期 ＥＣ１０９和 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ，以每
孔２×１０５个细胞接种于 ６０ｍｍ培养皿中，培养
２４ｈ，吸弃培养基，加入顺铂（３μｍｏｌ／Ｌ）作用０，１，３，
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６，１２，２４和４８ｈ后提取蛋白，先用 ＰＢＳ洗３遍后，
用ＲＩＰＡ缓冲液（含５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１５０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，０５％ 胆酸，０１％ＳＤＳ，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％
Ｔｒｉｔｏｎ，１０％ 甘油，ｐＨ７５）裂解细胞提取总蛋白。
裂解细胞前，ＲＩＰＡ缓冲溶液要加入蛋白酶抑制剂
（苯甲基磺酰氟、亮抑蛋白酶肽、抑肽酶、胃蛋白酶

抑制剂）和蛋白磷酸酶抑制剂混合液。提取总蛋

白后，用ＢＣＡ测定蛋白浓度并使蛋白量归一化，用
金属浴１００℃变性１０ｍｉｎ，以统一蛋白总量，上样
后跑ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后用湿法转膜转印至醋酸
纤维素膜，５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ，Ｐｈｏｓｐｈｏ
ｐ５３，ｐ５３和 βａｃｔｉｎ单克隆抗体４℃孵育过夜，洗
膜，加二抗 ＩｇＧ室温孵育１ｈ，洗膜，ＥＣＬ发光，显
影，定影。

２３　克隆存活实验检测食管癌细胞对顺铂的反应
克隆存活实验（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ）是一种

长时间的检测实验，本研究用其检测细胞经顺铂

或／和ｐ５３抑制剂处理后的克隆生长和恢复能力。
采用敏感细胞 ＥＣ１０９以及对顺铂耐药细胞
ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ展开研究。取对数生长期 ＥＣ１０９和
ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ细胞，以每孔１×１０５个细胞接种于６
孔板中，培养２４ｈ，吸弃培养基，加入顺铂（３μｍｏｌ／
Ｌ）和／或 ｐ５３抑制剂 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）孵育
４８ｈ。吸弃含药培养基，用不含血清的培养基冲洗
１遍，加入０２５％胰酶消化，离心沉淀取细胞，以每
孔３０００个细胞接种于６孔板中，培养１０ｄ至两
周，再进行苏木精伊红（ＨＥ）染色。
２４　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０软件包进行数据分
析，数据结果以 珋ｘ±ｓ表示；先采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ
用于多个样本均数比较，再采用Ｔｕｋｅｙ检验用于组
内不同药物处理组之间的相互比较，两不同处理组

之间均数比较采用两样本 ｔ检验，Ｐ
"

００５具有
统计学显著性差异。

(

　结　果

３１　顺铂对耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ及其亲代细
胞ＥＣ１０９的细胞毒作用

ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ是通过顺铂间歇处理（ｐｕｌｓｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）人食管癌细胞ＥＣ１０９而获得的耐药细胞
株［６］。本研究检测了顺铂对耐药细胞 ＥＣ１０９／
ＣＤＤＰ及其亲代细胞 ＥＣ１０９的细胞毒作用，ＩＣ５０分

别是（２０４±４４）和（５７±０１）μｍｏｌ／Ｌ（图１），
耐药倍数达３６倍。以上结果表明，顺铂明显抑制
了ＥＣ１０９细胞活力，而耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ却
表现出对顺铂的耐药作用。

—■—ＥＣ１０９；—▲—ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｕｒｖｅｓｏｆＥＣ１０９／ＣＤＤＰａｎｄＥＣ１０９ｃｅｌｌｓｆｏｌ
ｌｏｗｉｎｇａ４８ｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙ

３２　顺铂促进耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ及其亲代
细胞ＥＣ１０９ｐ５３的磷酸化

顺铂能够破坏ＤＮＡ结构和功能［４］，ＤＮＡ损伤
会诱导ｐ５３被磷酸化、泛素化和乙酰化等翻译后修
饰而活化［７］，本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测
了顺铂处理不同时间点后细胞中 ｐ５３的磷酸化情
况及其总蛋白水平。如图２Ａ所示，顺铂处理３ｈ
后，ｐ５３蛋白在丝氨酸１５位的磷酸化水平升高，显
著高于对照组（Ｐ＜０００１），在之后６～４８ｈ，ｐ５３蛋
白在Ｓｅｒ１５位的磷酸化水平持续升高，都显著高于
对照组（Ｐ＜０００１）。在耐药食管癌细胞 ＥＣ１０９／
ＣＤＤＰ也可以得到类似结果，如图 ２Ｂ所示。而
ｐ５３总蛋白没有发生变化。以上结果说明顺铂诱
导ｐ５３蛋白在Ｓｅｒ１５位发生磷酸化激活 ｐ５３通路，
从而抑制人食管癌细胞的生存。

３３　ｐ５３抑制剂减弱了顺铂对耐药细胞 ＥＣ１０９／
ＣＤＤＰ及其亲代细胞ＥＣ１０９克隆存活的抑制作用

早期 通 过 克 隆 存 活 实 验 发 现，顺 铂 在

２５μｍｏｌ／Ｌ时，耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ有５６％细
胞保存了克隆存活能力，而亲代细胞 ＥＣ１０９完全
丧失了克隆存活能力［４］。因此本研究选用

３μｍｏｌ／Ｌ顺铂做进一步的研究。通过克隆存活实
验，对于亲代细胞 ＥＣ１０９，顺铂（３μｍｏｌ／Ｌ）处理后
只有１５％的细胞保持了克隆存活能力；而对于耐
药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ，有 ６３９％的细胞保持了克
隆存活能力。本研究发现，在亲代细胞 ＥＣ１０９中，
联用ｐ５３抑制剂Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）后，保持克

２９
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隆存活能力的细胞比例升高至１２５％（Ｐ＜００１，
图 ３Ａ）；在耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ中，联用
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）后，保持克隆存活能力的
细胞比例升高至 ９４２％（Ｐ＜００１，图 ３Ｂ）。而
且，单用 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理敏感细胞
ＥＣ１０９后，细胞的克隆存活数目与空白对照组没有
显著性差异；同样单用Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理
耐药细胞ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ，细胞的克隆存活数目与空
白对照组也没有显著性差异，更重要的是，联用

Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα（２０μｍｏｌ／Ｌ）和顺铂后，耐药细胞的克隆
数目能恢复到与空白对照组一样的水平，没有显著

性差异。实验结果表明，Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα作为 ｐ５３的抑
制剂能增强顺铂处理后的食管癌细胞的克隆存活

能力，而且抑制 ｐ５３使顺铂耐药的食管癌细胞
ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ的克隆存活细胞比例增长更大。以
上结果提示顺铂可能通过诱导 ｐ５３通路从而抑制
人食管癌细胞的生存。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐ５３ａｔＳｅｒｉｎｅ１５ｉｎＥＣ１０９（Ａ）ａｎｄＥＣ１０９／ＣＤＤＰ（Ｂ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｂｉｌｉｔｙｏｆＥＣ１０９（Ａ）ａｎｄＥＣ１０９／ＣＤＤＰ（Ｂ）ｃｅｌｌｓｔｏｒｅｃｏｖｅｒａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒＰｉｆｉｔｈｒｉｎαｏｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈ
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎαｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｗｉｔｈｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１．ｎｓ：ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
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,

　讨　论

人食管癌顺铂耐药细胞株 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ是一
株对顺铂、卡铂、氟尿嘧啶、紫杉醇、长春瑞滨、伊利

替康和依托泊苷多药耐药的稳定人食管癌细胞株，

耐药倍数从１０至４６０９倍不等［８］，可用于细胞毒

性和耐药性产生机制的研究。

本研究在前期研究［４］的基础上，选用３μｍｏｌ／Ｌ
顺铂做进一步的研究。实验结果表明，６孔板铺板、
细胞数为每孔３０００个、细胞对顺铂比较敏感，药
物的抑制作用体现得更明显。而细胞活力实验得

出，９６孔板铺板，细胞数为每孔２０００个，在细胞呈
聚集生长的状态下，顺铂也能达到约 １０％的抑
制率。

顺铂与ＤＮＡ嘌呤碱基亲核的 Ｎ７位结合形成
链内和链间的交叉联接，从而破坏 ＤＮＡ的结构和
功能［９］。ＤＮＡ损伤会引起ｐ５３蛋白发生翻译后修
饰，如磷酸化和乙酰化，进而介导促凋亡蛋白 Ｂａｘ
和ＰＵＭＡ表达升高，诱导凋亡发生［１０］。本研究进

一步检测了ｐ５３蛋白的活化情况。研究发现，顺铂
促进耐药细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ及其亲代细胞 ＥＣ１０９
的ｐ５３蛋白发生 Ｓｅｒ１５位的磷酸化，激活了 ｐ５３。
在ｐ５３翻译后修饰中，磷酸化是ｐ５３稳定的第１个
关键步骤，而其中Ｎ端丝氨酸１５位的磷酸化通过
抑制 ｐ５３与 Ｍｄｍ２的相互作用从而稳固 ｐ５３。
ＤＮＡ损伤能够诱导 ｐ５３蛋白 Ｎ端丝氨酸１５位发
生磷酸化［１１－１４］。耐药细胞与敏感细胞 ｐ５３磷酸化
情况没有显著差异，即ｐ５３的磷酸化水平在耐药细
胞和敏感细胞都一致。本研究结果证实了顺铂通

过激活ｐ５３通路抑制人食管癌细胞的存活，发挥其
抗肿瘤作用。

本研究通过克隆存活实验检测顺铂处理后人

食管癌细胞的克隆存活能力。顺铂联用 ｐ５３抑制
剂Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎα后，耐药食管癌细胞 ＥＣ１０９／ＣＤＤＰ细
胞的克隆存活与对照相比没有显著差异，而敏感细

胞 ＥＣ１０９细胞的克隆存活与对照仍有显著差异，
提示耐药细胞主要依赖 ｐ５３信号通路介导顺铂的
作用，而在敏感细胞中，除了 ｐ５３外还有其他通路
参与介导顺铂的作用。因此在耐药细胞中缺失哪

些通路，激活ｐ５３通路是否增强顺铂在耐药细胞的
抗肿瘤作用值得进一步研究。
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