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下咽癌放疗抵抗细胞放疗抗性与

上皮–间质转化的关系
汪海燕1,2  王志海1  胡国华1*

(1重庆医科大学附属第一医院耳鼻喉头颈外科, 重庆 400016;
2成都市第五人民医院麻醉科, 成都 610000)

摘要      该文探讨了下咽鳞癌放疗抵抗细胞FaduRR发生放疗抵抗与上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)的关系及可能的机制。课题组前期成功构建了放疗抵抗细胞株Fa-
duRR。平板克隆形成实验、CCK8实验检测放疗抵抗性, 流式细胞术检测细胞凋亡、细胞划痕和

Transwell侵袭迁移实验检测迁移侵袭能力, Western blot和qRT-PCR实验检测蛋白和mRNA的表达。

与亲本细胞Fadu相比, FaduRR细胞的放疗敏感性明显降低, X线照射后第4天的存活率明显增高、

细胞凋亡率降低、细胞形态呈现上皮间质化的改变、细胞迁移侵袭能力增强、E-cadherin的蛋白

和mRNA表达水平显著下调, 而N-cadherin、Vimentin、p-Akt、p-GSK-3β、Snail的蛋白和mRNA
表达水平显著上调, 但Akt和GSK-3β的表达无明显变化。以上结果提示, 下咽鳞癌放疗抵抗细胞株

FaduRR发生了EMT改变, 其机制可能与Akt/GSK-3β/Snail信号通路的激活有关。

关键词      下咽肿瘤; 放疗抵抗; 上皮–间质转化
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Abstract       The aim of this study was to explore the relationship between the radioresistance FaduRR cell 
and the EMT (epithelial-mesenchymal transformation) as well as its potential mechanism in hypopharyngeal squa-
mous carcinoma. The radioresistant hypopharyngeal cancer cell FaduRR was previously established with a gradi-
ent cumulative irradiation dose. The radioresistance of FaduRR was measured by colony forming assay and CCK8 
cell viability kits. The apoptosis rate was measured by flow cytometry. The migration and invasion abilities were 
investigated by wound healing assay and transwell assay. Moreover, the mRNA and protein levels were detected by 
Western blot and qRT-PCR assay. Compared with Fadu cells, FaduRR cells radiation sensitivity was significantly 
lower. The CCK8 cell viability kits results showed that the survival rate of FaduRR cells in different doses on the 
fourth day after irradiation were higher than that of parental cells, the apoptosis rate of FaduRR cells was lower. 
The radioresistant cells FaduRR demonstrated typical ‘cobblestone’ or spindle-like shape, with pseudopodia and en-
larged intercellular space. The invasiveness and migration abilities of the FaduRR cells were enhanced. The mRNA 
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and protein expression levels of E-cadherin were significantly decreased, while the mRNA and protein expres-
sion levels of N-cadherin and Vimentin were markedly increased after as compared with parental cells. In the 
Akt/GSK-3β/Snail signaling pathway, the protein levels of p-Akt, p-GSK-3β and Snail were significantly in-
creased, while the expression of Akt and GSK-3β was not significantly changed. According to the results, the 
radioresistant hypopharyngeal cancer cell FaduRR can induce the epithelial mesenchymal transformation, and 
the specific mechanism may be related to the activation of Akt/GSK-3β/Snail signaling pathway.

Keywords        hypharyngeal cancer; radioresistance; epithelial-mesenchymal transition

下咽癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一, 约
94.9%的病理类型为鳞状细胞癌, 局部复发和远处转

移是其极为常见的现象, 且伴有转移的患者一般预

后较差[1]。目前下咽癌的治疗方式主要有手术治疗、

放射治疗以及手术治疗加同步放化疗, 放疗在下咽

癌临床治疗中具有重要的作用, 是继手术之后的第

二大治疗手段。对于早期下咽癌, 单纯放疗可取得

和手术治疗一样的结果, 同时又完整地保留了患者

的解剖结构, 提高了患者的生活质量[2]。对于大多数

中晚期下咽癌患者, 手术和放射治疗的综合治疗, 可
以明显降低肿瘤的局部复发和远处转移的机率, 从
而提高患者的生存率。然而放疗抵抗仍旧是下咽癌

放射治疗中的一个难题[3-5]。仅仅通过增大放射的剂

量, 放射治疗也不一定能达到预期效果, 放疗抵抗严

重影响下咽癌患者的临床治疗效果。因此探索放疗

抵抗的具体分子机制进而设法逆转, 将可能提高下

咽癌患者的预后。

上皮–间质转化 (epithelial-mesenchymal transi-
tion, EMT)是指具有极性的上皮细胞向具有移行能

力的间质细胞转化的过程[6]。已有研究发现, EMT
与多种肿瘤细胞的浸润、转移、肿瘤干细胞及化疗

抵抗性密切相关[7-8]。最新研究表明, EMT可能在肿

瘤的放疗过程中起重要作用, 可通过增加肿瘤细胞

的迁移侵袭能力, 导致肿瘤细胞发生远处转移或局

部复发[9-10]。基于此, 本课题组历时8个月建立了下

咽癌放疗抵抗细胞株(Fadu with radioresistance, Fa-
duRR), 通过分析该细胞形态学及EMT相关分子标

志物的改变情况, 探究其相关机制, 试图为减弱下咽

癌放疗抵抗提供新的方向。

1   材料与方法
1.1   材料和主要试剂

人下咽癌细胞株Fadu购自中国科学院标准细

胞库, 放疗抵抗细胞株FaduRR成功构建并保存于实

验室; DMEM高糖培养基购自美国Hyclone公司; 胎
牛血清、0.25%胰蛋白酶消化液购自美国Gibco公
司; PBS粉末、小鼠抗人波形蛋白(Vimentin)单克隆

抗体、小鼠抗人E-钙黏蛋白(E-cadherin)单克隆抗

体、小鼠抗人N-钙黏蛋白(N-cadherin)单克隆抗体、

兔抗人Snail单克隆抗体、兔抗人Akt单克隆抗体、

兔抗人p-Akt单克隆抗体、兔抗人GSK-3β单克隆抗

体、兔抗人p-GSK-3β单克隆抗体购自美国CST公
司; CCK8检测试剂盒、BCA试剂盒、结晶紫染液购

自中国碧云天生物技术研究所; 聚合酶链反应(PCR)
引物购自上海生工生物工程有限公司; Trizol、反转

录试剂盒、实时荧光定量qRT-PCR试剂盒购自日本

TaKaRa公司; 6孔板、Transwell共培养体系购自美

国Corning公司; Matrigel胶购自美国BD公司。

1.2   细胞培养和细胞照射 
人下咽癌Fadu细胞培养在含10%的胎牛血清的

DMEM培养基中、置于37 °C、5% CO2细胞孵箱中

孵育。待细胞生长至70%左右时, 更换培养基, PBS清
洗, 0.25%的胰酶进行消化传代。实验所用细胞均选

用对数期生长状况良好的细胞。本实验通过6 MeV 
X射线直线加速器进行电离辐射, 由重庆医科大学附

属第一医院肿瘤科放射治疗室提供技术支持以及仪

器平台, 源皮距为100 cm, 剂量率为200 cGy/min, 由
上至下进行照射。

1.3   下咽癌放疗抵抗细胞株(FaduRR)的建立  
Fadu细胞均匀种于75 cm2的培养瓶内。待细

胞处于对数生长期时, 在上述照射条件下初次给予

细胞单次剂量2 Gy射线照射, 将照射后的细胞置于

37 °C、5% CO2细胞孵箱继续培养, 密切观察细胞生

长状态, 及时换液。待细胞状态逐渐恢复, 并稳定传

2~3代后, 再依次给予4 Gy、6 Gy、8 Gy射线照射, 
直至细胞照射剂量达到10 Gy, 最后单次照射剂量为

10 Gy, 照射总剂量为60 Gy, 直到建立具有稳定遗传

能力的耐受放射线的下咽癌细胞株, 命名为FaduRR
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细胞。照射过程中在倒置显微镜下观察细胞形态并

检验细胞的放射抵抗性。

1.4   形态学观察 
取处于对数生长期的Fadu和FaduRR细胞均匀地

接种在细胞培养瓶中, 置于37 °C、5% CO2细胞孵箱

中培育, 倒置显微镜下对细胞形态进行观察并拍照。

1.5   平板克隆形成实验  
取对数期生长状况良好的细胞, 0.25%胰酶消

化重悬细胞, 按照不同的照射剂量(0、2、4、6、8、
10 Gy)接种不同的细胞数量(500、1 000、2 000、
3 000、4 000、5 000个/每孔), 接种后轻轻摇晃6孔
板使细胞均匀、分散。设置3个复孔, 照射结束后, 
继续置于37 °C、含5% CO2的孵箱中培养, 15天后弃

培养液, PBS冲洗2次, 多聚甲醇固定20 min, 0.25%
结晶紫染色, PBS液洗去结晶紫染液, 常温干燥后, 
显微镜下计克隆数(每个克隆≥50个细胞), 按照以

下公式计算克隆形成率和存活分数(survival fraction, 
SF), 克隆形成率=细胞克隆数/接种细胞数×100%, 
SF=照射组细胞克隆形成率/对照组细胞克隆形成率

×100%。所有数据用GraphPad Prism 5软件进行处

理, 用单击多靶模型拟合细胞存活曲线计算平均致

死剂量(mean lethal dose,记作D0)、准阈剂量(quasi-
threshold dose, 记作Dq)、2 Gy细胞存活分数(survival 
fraction, SF2)。
1.6   CCK8实验检测细胞存活率

常规0.25%胰蛋白酶消化各组细胞, 以每孔2 000
个细胞接种于96孔板中, 设置3个复孔。待细胞贴壁

生长12 h后, 分别用0、2、4、6、8 Gy的剂量同上

述条件进行照射, 第4天用CCK8试剂盒检测各组细

胞的存活情况, 每孔加入10 μg CCK8, 37 °C孵育1 h, 
在M550酶标仪上以450 nm主波长、630 nm参比波

长下测量板孔的吸光度值(D), 按照该公式细胞存活

率(%)=实验组D450均值/对照组D450均值×100%, 计算

出单次剂量照射后不同时间点细胞的存活率。实验

重复3次。

1.7   流式细胞术

取对数细胞期的细胞, 给予4 Gy射线照射后, 置
于37 °C、5% CO2孵箱中继续培养24 h处理后的细胞, 
根据AnnexinV-FITC试剂盒说明进行处理并上机分

析。实验重复3次。

1.8   细胞划痕实验

取处于对数期的细胞接种于6孔板, 细胞密度

为5×103个/孔, 待细胞贴壁并生长成单层细胞时, 
用10 μL的枪头均匀划十字叉, 用灭菌PBS洗去划下

的细胞, 更换成不含血清的培养基培养细胞, 各组

设置3个复孔, 继续放置在37 °C、5% CO2孵箱中培

养。并在显微镜下拍下0、24、48 h划痕愈合的图片。

图片使用Image pro plus软件测量划痕的迁移距离。

迁移距离=0 h划痕距离―24 h划痕距离。

1.9   Transwell迁移侵袭实验  
细胞侵袭和迁移实验均采用Transwell小室检

测, 侵袭实验前把稀释后的Matrigel胶60 μL添加到

小室的上室内, 37 °C、5% CO2孵箱中过夜, 迁移实

验不需要使用Matrigel胶, 其余步骤均相同。简述如

下, 用0.25%胰酶消化处于对数期生长的细胞, 并制

成单细胞悬液(用不含血清的培养基悬浮)。向上室

中加入1×104个细胞(迁移实验)和2×104个细胞(侵袭

实验), 下室中加入600 μL10%胎牛血清培养基, 均设

置3个复孔, 37 °C、5% CO2孵箱培养, 第2天取出小

室, 多聚甲醛固定20 min, 0.25%结晶紫染色, 显微镜

下随机选5个视野拍照并计算细胞数量。

1.10   Western blot蛋白印迹实验 
提取细胞总蛋白, 用RIPA裂解液裂解, BCA蛋

白检测试剂盒测定细胞总蛋白浓度。总蛋白变性

处理后, 进行10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)电泳。蛋白电泳分离后转胶至 PVDF
膜上, 5%脱脂牛奶封闭2 h。加入一抗E-cadherin单
克隆抗体(1000 1׃)、N-cadherin单克隆抗体(1000 1׃)、
Vimentin单克隆抗体(1000 1׃)、Akt单克隆抗体(1000 1׃)、
p-Akt单克隆抗体(1000 1׃)、Snail单克隆抗体(1000 1׃)、
GSK-3β单克隆抗体(1000 1׃)、p-GSK-3β单克隆抗体

C冰箱摇床孵育过夜, 次日, PBS 10 min/次° 4 ,(000 1׃1)
×3次, 二抗室温孵育1.5 h, PBS 10 min/次×3次, 曝
光。

1.11   RNA提取及qRT-PCR实验  
qRT-PCR方法检测E-cadherin、N-cadherin、

Vimentin的mRNA水平, 根据Trizol说明书提取Fadu、
FaduRR细胞总RNA, 并反转录成cDNA。采用10 μL
体系进行qRT-PCR(内参为GAPDH)。PCR引物序列

见表1。
1.12   统计学方法  

实验数据均以均数±标准差 (x
_
±s)表示 , 数据统

计分析使用Graphpad prism 6.0软件 , 实验均重复3
次。P<0.05为差异有统计学意义。
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2   结果
2.1   FaduRR细胞株放疗抵抗性的验证

本课题组前期已经成功探索了建立下咽癌放

疗抵抗细胞株FaduRR的方法, 平板克隆形成实验检

测其放疗抵抗性, 如图1A所示, 与Fadu细胞相比, Fa-
duRR细胞的克隆体积更大、数量更多。如图1B和
表2所示, 由单击多靶模型拟合的细胞存活曲线看, 
与Fadu细胞相比, FaduRR细胞D0、Dq、SF2增加

(P<0.01)、剂量存活分数曲线下降趋势较慢, 放疗

增敏比的两个参数(SERD0、SERDq)降低(P<0.01)。
同时CCK8实验结果表明, 通过不同剂量的射线照射

后的细胞, 与亲本细胞Fadu细胞相比, 下咽癌放射抵

抗细胞株FaduRR在4、6、8 Gy表现出更高的细胞

存活率(P<0.01, 图1C), 差异具有统计学意义。以上

结果提示, FaduRR细胞的放射抗拒性明显高于Fadu
细胞, 且FauRR细胞的放射抵抗性具有遗传性。

2.2   下咽癌放射抵抗细胞株FaduRR显示出典型

的EMT形态学的变化

如图2所示, 与下咽癌Fadu细胞相比, 下咽癌放

射抵抗细胞株FaduRR细胞伸出伪足, 细胞变狭长, 
细胞之间的间隙增大, 而未经照射的下咽癌Fadu细
胞呈路砖形, 细胞连接紧密, 没有伪足。经X射线照

射建立的下咽癌抵抗细胞株FaduRR细胞形态的改

变类似于上皮间质化的改变, 与EMT的典型细胞形

态类似, 由此我们推测, 在建立抵抗细胞株的过程中

发生了EMT的改变。

2.3   下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR凋亡率降低

如图3所示 , 通过流式细胞术检测 , 结果显示 , 
经过4 Gy放射线照射后, 与亲本细胞Fadu相比, 下
咽癌放射抵抗细胞株FaduRR的凋亡率显著减少

(P<0.05), 差异具有统计学意义。

2.4   下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR体外迁移侵

袭能力增加

如图 4A和图 4B所示 ,  与未接受照射的细胞

Fadu相比, 下咽癌放射抵抗细胞株FaduRR 24 h和
48 h细胞迁移的距离增加(P<0.05), 可见FaduRR较
Fadu体外迁移能力明显增强。如图4C和图4D所示: 
Transwell实验结果与划痕实验结果一致, 与未照射

组Fadu细胞比较, 下咽癌放射抵抗细胞株FaduRR细
胞24 h穿过Transwell膜和Matrigel胶细胞数量增加

(P<0.001), 体外侵袭能力明显增强。

2.5   下咽癌放射抵抗细胞株FaduRR发生典型的

EMT相关标志物的改变

如图5A和图5B所示 , Western blot实验结果显

示 , 与未进行照射的Fadu细胞比较 , 下咽癌放射抵

抗 FaduRR细胞E-cadherin蛋白表达水平显著降低

(P<0.001)、N-cadherin、Vimentin蛋白表达水平

显著升高 (P<0.05)。qRT-PCR实验结果如图 5C所

示 : 与下咽癌未接受照射的Fadu细胞比较 , 放射抵

抗FaduRR细胞E-cadherin mRNA的表达显著减少

(P<0.01),  N-cadherin、Vimentin mRNA的表达显著

增加(P<0.01)。
2.6   下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR Akt/GSK-
3β/Snail信号通路发生改变 

如图6所示, Western blot实验结果显示, 与未

进行照射的 Fadu细胞比较 , 下咽癌放射抵抗细胞

FaduRR Snail 、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达显著

增加(P<0.05), 而Akt、GSK-3β表达水平没有明显

改变。

3   讨论
下咽癌属于头颈部恶性肿瘤, 起源于喉黏膜组

表1   引物序列

Table 1   Prime sequence
基因

Gene
引物序列

Primer sequence

E-cadherin F: 5′-GCT CTT CCA GGA ACC TCT GTG ATG-3′
R: 5′-AAG CGA TGG CGG CAT TGT AGG-3′

N-cadherin F: 5′-AAG GTG GAT GAA GAT GGC ATG GTG-3′
R: 5′-TGC TGA CTC CTT CAC TGA CTC CTC-3′

Vimentin F: 5′-TTG CCG TTG AAG CTG CTA ACT ACC-3′
R: 5′-AAT CCT GCT CTC TCC TCG CCT TCC-3′

GAPDH F: 5′-CCG GGA AAC TGT GGC GTG ATG G-3′
R: 5′-AGG TGG AGG AGT GGG TGT CGC TCT-3′



448 · 研究论文 ·

A、B: Fadu和FaduRR细胞平板克隆实验结果以及单击多靶模型拟合生存曲线图; C: CCK8检测细胞存活率结果。***P<0.001, 与Fadu细胞组

比较。

A,B: the results of colony forming assay and click on the multi-target model to fit the survival curve. C: the cell survival rate was measured by CCK8. 
***P<0.001 vs Fadu group.

图1   下咽癌放疗抵抗细胞FaduRR放射抵抗性的验证

Fig.1   Verification of radioresistance in FaduRR cells
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图2   倒置相差显微镜下细胞形态学观察

Fig.2   Morphology observation of Fadu and FaduRR cells
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表2   下咽癌Fadu细胞和FaduRR细胞放射生物学参数

Table 2   The radiobiology parameters of Fadu and FaduRR cells
组别               
Group             

SF2 D0 /Gy Dq /Gy N SERD0 SERDq

Fadu 0.77±0.02 3.51±0.08 2.13±0.19 1.84±0.11 1.00  1.00

FaduRR       0.86±0.03** 4.77±0.32** 3.37±0.38** 2.05±0.24 0.73±0.03** 0.63±0.01**

平均值±标准差, **P<0.01与Fadu组比较。

 x_±s, **P<0.01 vs Fadu group.



汪海燕等: 下咽癌放疗抵抗细胞放疗抗性与上皮间质转化的关系 449

A
po

pt
os

is
 c

el
ls

 /%

40

30

20

10

0

Fadu+4 Gy

Q1-UL (2.70%) Q1-UR (16.35%)

Q1-LR (6.08%)Q1-LL (74.87%)

Q1-UL (1.13%) Q1-UR (2.94%)

Q1-LR (6.11%)Q1-LL (89.82%)

Annexin V FITC-AAnnexin V FITC-A

PI
 P

C
5.

5-
A

PI
 P

C
5.

5-
A

10
7

10
6

10
5

10
4

10
7

10
6

10
5

10
4

107106105104 107106105104

FaduRR+4 Gy

Fadu+4 GyFaduRR+4 Gy

*

A、B:  细胞划痕实验检测下咽癌Fadu细胞以及抵抗细胞株FaduRR的迁移能力, **P<0.01, *P<0.05, 与Fadu细胞组比较; C、D: Transwell迁移侵

袭实验检测下咽癌Fadu细胞以及抵抗细胞株FaduRR的迁移侵袭能力, ***P<0.001, 与Fadu细胞组比较。

A,B: the abilities of migration were measured by Wound-healing assay in Fadu and FaduRR cells, **P<0.01, *P<0.05 vs Fadu group. C,D: the abilities 
of invasion were measured by Transwell assay in Fadu and FaduRR cells, ***P<0.001 vs Fadu group.  

图4   下咽癌Fadu细胞以及抵抗细胞株FaduRR的侵袭迁移能力的变化

Fig.4   Changes in invasion and migration ability of Fadu and FaduRR cells

4 Gy射线照射后, 下咽癌放射抵抗细胞FaduRR凋亡表达情况, *P<0.05, 与Fadu细胞组比较。

The apoptosis rates of Fadu and FaduRR cells after treated with 4 Gy, *P<0.05 vs Fadu group.
图3   4 Gy射线照射后, 亲本细胞Fadu和下咽癌放射抵抗细胞FaduRR的凋亡情况

Fig.3   The apoptosis rates of Fadu and FaduRR cells after treated with 4 Gy
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织, 目前治疗方式仍以手术为主, 最新的研究认为, 
放射治疗和联合放化疗等方法能够提高晚期患者的

治疗效果[11]。而放疗面临的主要问题是下咽癌细胞

对放射治疗产生的放疗抵抗。目前肿瘤细胞对放射

线的抵抗主要归结于肿瘤细胞通过DNA修复基因

蛋白表达量增高, 细胞乏氧效应和放疗后促血管生

成效应等[12-16]。关于下咽癌细胞放疗抵抗及其具体

机制尚不明确, 目前对其研究也较少。

EMT主要是指具有极性的上皮细胞转变为移

形能力较强的间质细胞的过程。在EMT发生过程中

伴随着转录诱导因子(Snail、Slug等)及间质表型标

志物(Vimentin、N-cadherin)的上调, 同时伴随着上

皮表型标志物E-cadherin表达的下调。目前研究证实, 
肿瘤细胞发生EMT后, 其侵袭转移能力增强[7], 同时

EMT在肿瘤的多种恶性生物学行为进展中扮演着重

要的角色[17]。研究证实, 在肺癌、胰腺癌等多种肿

瘤细胞中, EMT增强能增加肿瘤细胞化疗抵抗性, 通
过逆转EMT可以减弱化疗抵抗性[18-19]。JIANG等[20]
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研究表明, 胰腺癌放疗抵抗细胞株可促进EMT的发

生, ZANG等[21]研究也发现, 放疗抵抗的食管癌细胞

株EMT表型较亲本细胞株增强, 同时通过抑制食管

癌耐放疗细胞株的EMT可以增加肿瘤细胞的放疗敏

感性, 这些研究均提示, EMT在放疗抵抗中可能发生

了重要的作用, 但目前关于下咽癌放疗抵抗现象与

EMT的关系的研究较少。

本课题组前期采用单次剂量分割照射的照射

方法, 成功构建了下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR, 
在总剂量达到60 Gy后, 通过CCK8实验、克隆形成

实验, 验证了FaduRR细胞株较亲本细胞Fadu具有更

强的放疗抵抗性。通过倒置相差显微镜我们观察

到放疗抵抗细胞株FaduRR的细胞形态由路砖形向

细长梭形转化, 细胞间隙变大、连接疏松, 同时出
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A、B: Western blot检测放疗抵抗细胞株FaduRR细胞中Akt/GSK-3β/Snail的表达情况, *P<0.05, ***P<0.001, 与Fadu细胞组比较。

A,B: expression levels of Akt, GSK-3β and Snail were determined by Western blot, *P<0.05, ***P<0.001 vs Fadu group.
图6   下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR Akt/GSK-3β/Snail信号通路

Fig.6   The relative protein expressions of Akt/GSK-3β/Snail signaling pathway in FaduRR cells

A、B: FaduRR和Fadu细胞中E-cadherin、N-cadherin、Vimentin蛋白水平的表达情况, *P<0.05, ***P<0.001, 与Fadu细胞组比较; C: FaduRR和
Fadu细胞中E-cadherin、N-cadherin、Vimentin mRNA水平的表达情况, **P<0.01, ***P<0.001, 与Fadu细胞组比较。

A,B: the proteins expressions of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin in FaduRR cells, *P<0.05, ***P<0.001 vs Fadu group; C: the mRNA expressions of 
E-cadherin, N-cadherin, Vimentin in FaduRR cells, **P<0.01, ***P<0.001 vs Fadu group.

图5   下咽癌Fadu以及放射抵抗细胞株FaduRR中EMT表达的情况

Fig.5   The relative proteins expressions of EMT in Fadu and FaduRR cells
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现伪足。其形态改变与EMT典型改变类似, 通过划

痕实验和Transwell侵袭迁移实验, 我们发现, 下咽癌

放疗抵抗细胞株FaduRR较亲本细胞具有更强的迁

移侵袭能力, 进一步通过Western blot和qRT-PCR实
验从蛋白和mRNA层面检测EMT相关表面标志物

的表达情况, 结果显示, 与Fadu细胞相比, FaduRR细
胞Vimentin和N-cadherin表达水平均显著升高, 而E-
cadherin表达水平明显降低, 呈现EMT典型的分子标

志物的表现。由此可见, 在下咽癌细胞放疗抵抗性

增加的过程中, 细胞逐渐发生了EMT的改变, 该实验

研究提示, 放疗抵抗的下咽癌细胞表现出了间质细

胞的表型, 并且伴随其迁移侵袭能力的增强。但关

于放疗抗性与EMT是否存在关系目前还不清楚。

Snail是调控上皮间质转变的重要转录因子, 通
过生物学作用调控肿瘤细胞的发展, 作为EMT的关

键转录因子, Snail与肿瘤的浸润、侵袭、转移密切

相关。研究表明, Snail与人乳腺癌细胞远处转移具

有相关性[22], Snail是膀胱癌、胃癌、肝癌等肿瘤的

不良预后因素之一, 所以抑制Snail可能对抑制肿瘤

的发展具有一定的作用。上皮–间质转化由许多的

信号通路调节转录因子完成, PI3K/Akt/GSK-3β是重

要的信号通路之一, HE等[9]和MA等[23]研究结果表明, 
食管癌放疗抵抗细胞通过激活Akt/GSK-3β/Snail信
号通路发生EMT的改变。SHIMURA等[24]研究表明, 
电离辐射(ionizing  radiation, ir)能激活Akt/GSK3β/
cyclinD1通路, 进而使肿瘤细胞获得放疗抵抗。

为了进一步探索下咽癌放疗抵抗细胞株 Fa-
duRR发生EMT的具体机制, 我们采用Western blot实
验检测了Akt、p-Akt、GSK-3β、p-GSK-3β、Snail
的蛋白水平的表达 , 结果显示 , p-Akt、p-GSK-3β、
Snail表达增加, 而Akt、GSK-3β表达并无明显差异。

有研究表明, 磷酸化的Akt可通过直接上调转录因

子表达或间接促进金属蛋白酶表达等多种途径降

低E-cadherin表达, 引起EMT进程, 使肿瘤细胞的侵

袭能力增强[25]。由此可见, 下咽癌放疗抵抗细胞株

FaduRR建立过程中可能通过激活Akt/GSK-3β/Snail
信号通路, 促使FaduRR细胞发生EMT现象。

综上所述, 本研究结果证实, 与下咽癌亲本细

胞Fadu相比, 下咽癌放疗抵抗细胞株FaduRR发生了

EMT的改变, 并且具有更强的侵袭迁移能力, 其机制

可能与激活Akt/GSK-3β/Snail信号通路有关。但是

关于下咽癌放疗抵抗细胞的放疗抗性与EMT的相关

性, 以及能否通过逆转EMT达到增加下咽癌细胞的

放疗敏感性, 尚待进行进一步的研究。
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