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　　［摘要］　目的　探讨钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达在表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲＴＫＩ）治疗肝细胞癌耐药形

成中的作用。方法　选取常见的４种肝细胞癌细胞ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４、ＳＫＨＥＰ１和 ＭＨＣＣ９７，用蛋白质印迹法检测这４种肝癌

细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达，ＭＴＴ法检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达与肝癌细胞ＥＧＦＲＴＫＩ治疗抑制率的相关性。结果　４种肝癌

细胞中ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ呈阳性并对ＥＧＦＲＴＫＩ治疗敏感，ＰＤ１５３０３５和吉非替尼两种ＥＧＦＲＴＫＩ的药物浓

度与肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４的生存率之间存在相关性（犘＜０．０５）；然而，肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１和 ＭＨＣＣ９７中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

表达阴性并对ＥＧＦＲＴＫＩ治疗耐药，ＰＤ１５３０３５和吉非替尼两种药物浓度与肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７、ＳＫＨＥＰ１的生存率之间不存

在相关性（犘＞０．０５）。另外，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达阴性细胞ＳＫＨＥＰ１转染Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ目的基因后与转入空载体的肝癌细胞相比，

ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的敏感性上调（犘＜０．０５）。结论　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在调节ＥＧＦＲ分子靶向治疗的敏感性方面起重要作用。

　　［关键词］　钙黏蛋白；表皮生长因子；酪氨酸激酶抑制剂；肝细胞癌；肿瘤抗药性
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（８）：９１５９１９］

　　肝细胞癌临床上发病率高，中晚期预后不良，且

由于外科手术切除不彻底、对放化疗不敏感等原因

患者治疗效果并不理想。近年来随着分子生物学的

进展和对癌症发病机制的深入研究，出现了以特定

分子为靶点的抗肿瘤药物。研究表明表皮生长因子

受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的
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过表达与肿瘤的恶性程度、浸润转移及不良预后密

切相关，是一个重要的分子靶点［１２］。目前肝癌分子

靶向治疗药物常用 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂

（ＴＫＩ），但ＥＧＦＲＴＫＩ的使用会导致获得性耐药的

发生［３］。钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）在多种肿瘤中表达，

其表达下降或缺失不仅与肿瘤细胞的低分化、高侵

袭性和转移性相关，还直接影响着患者的预后［１２］。

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ与ＥＧＦＲ在影响肿瘤的侵袭性、转移及

预后方面有着有着密切的联系。本研究拟通过探讨

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达在ＥＧＦＲＴＫＩ治疗肝细胞癌敏感／

耐药形成中的作用，对其是否直接参与ＥＧＦＲＴＫＩ

耐药进行初步研究。

１　材料和方法

１．１　材料　上皮性肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４细

胞，间质性肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７、ＳＫＨＥＰ１均购自中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。ＴＲＩｚｏｌ总

ＲＮＡ抽提试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养

液（Ｇｉｂｃｏ公司）；青霉素、链霉素（华北制药股份有限

公司）；小牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公

司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；一抗鼠抗人

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），二抗

羊抗鼠ＲＡＰ抗体（武汉谷歌生物科技有限公司）；一

抗兔抗人βａｃｔｉｎ抗体、二抗羊抗兔ＲＡＰ抗体（武汉

谷歌生物科技有限公司）；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（碧

云天生物技术有限公司）；转染试剂、Ｇ４１８试剂、

ＭＴＴ试剂（武汉谷歌生物科技有限公司）。ＥＧＦＲ

ＴＫＩＰＤ１５３０３５、吉非替尼（ｇｅｆｉｎｉｔｉｂ）购自南京德宝

生化器材有限公司。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ质粒由澳大利亚昆

士兰大学友情提供。

１．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖　制备单细胞悬液，调

整细胞密度为２×１０５／ｍＬ。加１００μＬ细胞悬液于

９６孔培养板，即每孔２×１０４ 个细胞，每组３孔。过

夜后，翻板倒净培养液，加入含不同浓度药物的培养

液处理细胞（ＰＤ１５３０３５：０、５００、１０００、１５００、２０００、

２５００μｍｏｌ／Ｌ；吉 非 替 尼：０、５、１０、１５、２０、

２５μｍｏｌ／Ｌ），再将培养板放入ＣＯ２ 培养箱继续培养

４８ｈ。然后每孔加入 ＭＴＴ试剂２０μＬ于３７℃培养

２ｈ。翻板倒掉上清，加１００μＬＤＭＳＯ溶解。用分

光光度计测定５７０ｎｍ波长处光密度（犇）值，计算细

胞生存率。细胞生存率（％）＝［（实验组犇值－本底

犇值）／对照组犇值］１００％。

１．３　 蛋白质印迹分析检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表

达　提取蛋白并定量样本，将等量的蛋白样品

（５０μｇ）加入聚丙烯酰胺凝胶，常规电泳、转膜。用

含５％脱脂牛奶的ＰＢＳ封闭 ＮＣ膜，室温封闭６０

ｍｉｎ；加入一抗（１∶１０００）摇床上４℃过夜；ＰＢＳ洗４

次；加入二抗（１∶５００００）摇床上室温孵育６０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗４次。最后加入ＥＣＬ底物反应５ｍｉｎ，暗室

显影，βａｃｔｉｎ为内参。

１．４　转染实验　将已经获得的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ质粒转

染耐药的肝癌细胞，转导２ｄ后将细胞转移至２个

１０ｃｍ 培养皿，待细胞贴壁后换成含抗生素的培养

液继续培养，直至阳性克隆肉眼可见。３周后开始挑

阳性克隆，每个克隆的细胞分成２份，１份培养于６

孔板，另１份培养在培养瓶中。收集培养于６孔板

的细胞作蛋白质印迹分析以挑选Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上调幅

度最大的阳性克隆，待筛选和鉴定完毕后仅保留最

佳的克隆作后续 ＭＴＴ和蛋白质印迹分析实验。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学

分析。ＰＤ１５３０３５和吉非替尼两种ＥＧＦＲＴＫＩ药物

的浓度与４种肝细胞癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４、ＳＫ

ＨＥＰ１和 ＭＨＣＣ９７生存率的相关性采用直线相关

分析法；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达阴性细胞ＳＫＨＥＰ１转染

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ目的基因后与转入空载体的肝癌细胞生

存率的差异比较采用χ
２ 检验。检验水准（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　ＭＴＴ法检测细胞增殖结果　用 ＭＴＴ法测定

不同浓度的 ＥＧＦＲＴＫＩＰＤ１５３０３５（０、５００、１０００、

１５００、２０００、２５００μｍｏｌ／Ｌ）和吉非替尼（０、５、１０、

１５、２０、２５μｍｏｌ／Ｌ）对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４、

ＭＨＣＣ９７和ＳＫＨＥＰ１生存率的影响，结果（图１）

显示，ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４细胞对ＰＤ１５３０３５和吉非替

尼均较敏感，而 ＭＨＣＣ９７、ＳＫＨＥＰ１细胞对这两种

ＥＧＦＲＴＫＩ 均 表 现 为 耐 药。相 关 分 析 显 示，

ＰＤ１５３０３５浓度和吉非替尼浓度与肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、

ＢＥＬ７４０４的生存率之间均存在相关性（犘＜０．０５），而

这两种ＥＧＦＲＴＫＩ浓度与肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７、ＳＫ

ＨＥＰ１的生存率之间无相关性（犘＞０．０５）。

２．２　蛋白质印迹分析结果　蛋白质印迹分析结果

（图２）显示，ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４两种肝癌细胞中Ｅ
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ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达阳性；而ＳＫＨＥＰ１和 ＭＨＣＣ９７

两种肝癌细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达阴性。

２．３　转染实验结果

２．３．１　 转染后肝癌细胞 ＳＫＨＥＰ１ 的蛋白表

达　蛋白质印迹分析结果（图３）显示，转染Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ目的基因的肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白有表达，而转染空载体的肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１

中无Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达。

图１　犕犜犜法测定两种犈犌犉犚犜犓犐作用后

各肝癌细胞的生存曲线

ＥＧＦＲＴＫＩ：表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂．Ａ：

ＰＤ１５３０３５；Ｂ：吉非替尼．狀＝６，珔狓±狊

图２　蛋白质印迹分析检测各肝癌细胞中

犈犮犪犱犺犲狉犻狀蛋白表达

图３　 蛋白质印迹分析检测转染后肝癌细胞

犛犓犎犈犘１中犈犮犪犱犺犲狉犻狀蛋白表达

２．３．２　转染后肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１的生存率　肝

癌细胞 ＳＫＨＥＰ１转染 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ目的基因后，

ＭＴＴ检测结果（图４）显示，稳定表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ能

逆转ＳＫＨＥＰ１细胞对ＰＤ１５３０３５和吉非替尼的敏

感 性。 经 χ
２ 检 验 发 现，ＳＫＨＥＰ１ 细 胞 对

ＰＤ１５３０３５、吉非替尼的敏感性与空载体组比较，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

图４　 犕犜犜测定稳定表达犈犮犪犱犺犲狉犻狀后两种犈犌犉犚犜犓犐对

肝癌细胞犛犓犎犈犘１生存率曲线的影响

ＥＧＦＲＴＫＩ：表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂．Ａ：

ＰＤ１５３０３５；Ｂ：吉非替尼．犘＜０．０５与空载体组比较．狀＝６，

珔狓±狊

３　讨　论

目前针对ＥＧＦＲ开展的分子靶向治疗有两大

类［４５］：一类是进入细胞内的 ＴＫＩ，系与 ＡＴＰ竞争

结合酪氨酸激酶并间接抑制其功能的小分子化合

物。常见的 ＥＧＦＲＴＫＩ包括吉非替尼、厄洛替尼

（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）、ＰＤ１５３０３５。另一类是ＥＧＦＲ单克隆抗

体，主要作用于ＥＧＦＲ的细胞外区域，与各种配体

（如ＥＧＦ、ＴＧＦβ）竞争结合并导致ＥＧＦＲ失去活性，

包括西妥昔单抗（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）和帕尼单抗 （ｐａｎｉｔｕ

ｍｕｍａｂ）。在临床应用方面ＴＫＩ优于ＥＧＦＲ单克隆

抗体，其疗效最早是在肺癌患者的治疗中得到肯定，

尤其对传统化疗药物无效的部分患者仍然有效，以

后逐渐应用于乳腺癌、胰腺癌、直肠癌以及盆腔和泌

尿系统等肿瘤的治疗［６１１］。
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本研究中，ＥＧＦＲＴＫＩ（ＰＤ１５３０３５和吉非替尼）

对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４、ＳＫＨＥＰ１和 ＭＨ

ＣＣ９７抑制率的检测发现，肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ

７４０４中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达阳性并对ＥＧＦＲＴＫＩ治疗

敏感，然而肝癌细胞ＳＫＨＥＰ１和 ＭＨＣＣ９７中Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ表达阴性，对ＥＧＦＲＴＫＩ治疗耐药。另外，

在Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达阴性细胞ＳＫＨＥＰ１转染Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ后发现ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的敏感性上调。这说

明Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在基因和蛋白水平的表达与ＥＧＦＲ

ＴＫＩ治疗肝细胞癌耐药／敏感性存在相关性，并在其

中可能扮演了重要作用，他们之间可能存在一些相

互作用的机制。

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ为跨膜的单链多肽，由含氨基末端

的膜外部分、跨膜区和含羧基末端的胞质内部分等

组成。膜外部分负责细胞黏附，胞内部分与连环蛋

白（αｃａｔｅｎｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ）形成复合物。ＥＧＦＲ和Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ发生相互作用的空间基础是两者的亚细胞

定位非常靠近，ＥＧＦＲ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ共同存在于细

胞间的黏附小带区。研究发现两者存在双向的作用

关系［１２］。在ＥＧＦＲ调节Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ方面，Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ的胞质内区与βｃａｔｅｎｉｎ的核心区连接成复合物，

再连接到肌动蛋白的细胞骨架上，以维持细胞间的

紧密连接。βｃａｔｅｎｉｎ是ＥＧＦＲ作用的底物，当ＥＧ

ＦＲ配体（如ＥＧＦ、ＴＧＦβ等）与ＥＧＦＲ结合后，具有

酪氨酸激酶活性的 ＥＧＦＲ胞质内区活化，引起 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ与βｃａｔｅｎｉｎ复合物中的βｃａｔｅｎｉｎ磷酸化，

导致βｃａｔｅｎｉｎ从复合体解离并使复合物从肌动蛋白

上解离开来，从而降低细胞间的黏附性。因此，配体

与ＥＧＦＲ的结合能促使Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达的下调和

ＥＭＴ的发生
［１３］。在Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ调节ＥＧＦＲ方面，

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是一个钙依赖的细胞膜表面黏附分子，

当细胞环境从低钙向高钙环境变化时能激活Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ的活化和ＥＧＦＲ的磷酸化
［１４１５］。此外，Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ通过其细胞外的结构域和ＥＧＦＲ受体结合，还

将减少后者的活动性以及与ＥＧＦ结合的亲和力
［１６］。

近年研究还发现，在Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ突变的情况下，ＥＧ

ＦＲ的磷酸化和内化（ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ）显著增强
［１７］。

但是这些研究均未提及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的正常功能、缺

少或突变对 ＥＧＦＲ 靶向治疗敏感性的影响。在

ＥＧＦ等生长因子的刺激下，ＥＧＦＲ内化的速度加快，

同时ＥＧＦＲ某些区域激活以后，加速蛋白降解，这些

可能是机体内一种控制ＥＧＦ信号强弱和持续性的

机制。

另外，在Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ调节ＥＧＦＲ的过程中，可能

存在上游基因 ｍｉＲＮＡ对Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的调控，不少

研究发现ｍｉＲＮＡ对Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ调控在ＥＧＦＲ分子

靶向治疗中有重要作用。近期研究表明，ＥＭＴ可能

导致ＥＧＦＲ介导治疗的耐药。首先ＥＭＴ改变是细

胞在非编码ＲＮＡ作为一个调节因子在细胞发展过

程中起作用的一个发展过程，此过程伴有Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ的丢失。Ａｄａｍ等
［１８］发现 ｍｉＲＮＡｓ在影响ＥＭＴ

方面的潜能，其介导的人膀胱肿瘤对ＥＧＦＲ治疗的

耐药性有抑制效应，用 ｍｉＲＮＡｓ矩阵列筛选及实时

定量反转录聚合酶链反应来鉴定和验证９个膀胱肿

瘤细胞系中涉及到ＥＭＴ的ｍｉＲＮＡｓ的不同表达情

况，发现ｍｉＲＮＡ２００家族中ｍｉＲＮＡｓ的表达与上皮

细胞形态及对ＥＧＦＲ阻断剂诱导膀胱肿瘤细胞的生

长抑制的敏感性有很密切的联系。在稳定表达

ｍｉＲＮＡ２００的间质细胞 ＵＭＵＣ３中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表

达水平明显上调，而ＺＥＢ１、ＺＥＢ２、ＥＲＲＦＩ１表达以

及细胞转移能力下降，对ＥＧＦＲ阻断剂敏感性也提

高。通过沉默或过表达ＥＲＲＦＩ１或 ｍｉＲＮＡ２００而

引起ＥＧＦＲ敏感性的变化也在 ＵＭＵＣ５和Ｔ２４细

胞系中得到验证。认为 ｍｉＲＮＡ２００家族成员可能

参与了控制ＥＭＴ的过程和对膀胱肿瘤ＥＧＦＲ靶向

治疗的敏感性。同时认为 ｍｉＲＮＡ２００的表达至少

在一些间质性的膀胱癌细胞中可以恢复ＥＧＦＲ的依

赖性，ｍｉＲＮＡ２００诱导的ＥＲＲＦＩ１靶向治疗可能是

一个新的ＥＧＦＲ非依赖的调节剂。不少文献还报道

ｍｉＲＮＡ９
［１９］、ｍｉＲＮＡ３４ａ

［２０］ 等 对 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 及

ＥＭＴ有重要的调节作用，至于 ｍｉＲＮＡ９对 ＥＧＦＲ

ＴＫＩ分子靶向治疗的调控方面，目前不清楚这些直

接或者间接调节Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍｉＲＮＡｓ参与肿瘤调

控和对ＥＧＦＲＴＫＩ靶向分子治疗的具体作用，需要

进一步的研究才能确定瘤体中 ｍｉＲＮＡ９对Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ和对其他靶点的作用机制。

以上这些可能是 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ参与 ＥＧＦＲＴＫＩ

分子 靶 向 治 疗 的 一 些 调 控 机 制，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 与

ＥＧＦＲＴＫＩ双向作用的关系极其复杂，其具体作用

的信号调控通路和如何逆转其耐药机制还有待进一

步研究。
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