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摘 要：鼻咽癌（NPC， nasopharyngeal carcinoma）作为我国南方及东南亚地区高发的一种头颈部恶性肿瘤，远

端转移和局部复发是导致其治疗失败的主要原因。本研究通过对不同转移能力的鼻咽癌细胞进行分析，发现整

合素β3（ITGB3， integrin β3）在高转移鼻咽癌细胞中的表达明显高于低转移鼻咽癌细胞。随后的研究表明 ITGB3

的上调表达促进了鼻咽癌细胞迁移、侵袭、克隆形成以及黏附能力，同时促进了鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡

水平。进一步地，本研究发现，ITGB3主要通过激活MAPK/ERK途径，进而促进鼻咽癌细胞迁移、侵袭、克隆

形成以及黏附。因此，研究揭示了 ITGB3对鼻咽癌细胞转移的调控作用及其分子机制，为鼻咽癌细胞转移防治

与治疗提供了新的理论基础。
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Abstract： Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a prevalent head and neck malignancy in South China 

and Southeast Asia, often leading to treatment failure due to distal metastasis and local recurrence. This 

study showed a significant increase in the expression of integrin β3 (ITGB3) in highly metastatic NPC 

cells compared to poorly metastatic NPC cells. This study further elucidates that upregulation of ITGB3 

expression not only enhances the migratory, invasive, clonogenic, and adhesive capacities of NPC cells, 

but also promotes their proliferation and inhibiting apoptosis. Mechanistically, ITGB3 primarily acti‐

vates the MAPK/ERK pathway, as a result, enhancing the migratory, invasive, clonogenic, and adhesive 

capabilities of NPC cells. These findings in the study reveal the regulatory effect and molecular mecha‐

nism of ITGB3 on NPC cell metastasis, providing a new theoretical basis for the prevention and treat‐

ment of NPC cell metastasis.
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鼻咽癌（NPC， nasopharyngeal carcinoma）作为

鼻咽部上皮组织高发的头颈部恶性肿瘤，具有明

显的地域分布特征，主要分布于东南亚、北非以

及我国南方等地区（Lei et al.， 2020）。全球每年约

有 8.65 万例鼻咽癌确诊病例，其中有 5 万人死亡

（Lao et al.， 2020）。目前，鼻咽癌治疗手段主要包

括放射治疗、化学治疗以及同步放化疗，尽管鼻

咽癌对放射治疗敏感性较高，但放疗后往往出现

鼻咽癌复发和远端转移，其中约有 50% 的鼻咽癌

病人因远端转移的发生而治疗失败。虽然在过去

数十年中放化疗与外科手术治疗效果已经有了明

显的提高，但是由于存在较高概率的远端转移与

局部复发的发生，目前鼻咽癌患者的生存率并不

高（Chang et al.， 2004； Li et al.， 2020）。值得注意

的是，复发性鼻咽癌对放射治疗的耐受性比原发

性鼻咽癌更强（Lo et al.， 2012），同时对于复发性

鼻咽癌的抢救性治疗，包括再放射、抢救性鼻咽

部切除术等方式往往会导致严重的颅神经损伤以

及放射性坏死等迟发毒性，进而严重影响鼻咽癌

患者生活质量（Lee et al.， 2012）。而肿瘤转移是鼻

咽癌治疗失败与复发的主要原因，远端转移引起

的复发性鼻咽癌更是鼻咽癌治疗中所面临的最严

峻的挑战（Bensouda et al.， 2011）。因此，探索鼻咽

癌转移发生发展的分子机制对于发展鼻咽癌靶向

治疗策略以及改善鼻咽癌治疗效果具有重要的临

床意义。

鼻咽癌转移是一个复杂而连续的过程，涉及

到多种癌基因的级联激活与调控。大量研究数据

表明，不同转移程度的鼻咽癌肿瘤组织中存在大

量差异性表达蛋白分子、LncRNA、miRNA 以及

circ-RNA，这些不同表达情况的蛋白与 RNA 往往

在鼻咽癌转移调控中起着重要的调控作用，或者

共同参与构成了鼻咽癌复杂的转移调控网络（Zhao 

et al.， 2018； Li et al.， 2020）。其中，鼻咽癌细胞中

不同表达水平的 LncRNA、miRNA 以及 circ-RNA

最终往往通过调节鼻咽癌细胞中肿瘤转移相关调

控蛋白，进而发挥对鼻咽癌转移的调控作用，这

也构成了鼻咽癌转移的复杂的调控过程，进一步

筛选不同转移程度鼻咽癌细胞中差异表达分子，

探索鼻咽癌中不同分子之间复杂的调控过程可能

对于解析鼻咽癌转移的分子调控机制具有重要的

研究价值。

整合素作为重要的质膜组成成分，以多种方

式参与不同的细胞生物学功能，如细胞黏附和迁

移、细胞增殖和分化、器官发育和组织再生、炎

症和肿瘤转移等（Shimaoka et al.， 2002）。在肿瘤生

物学中，整合素介导的细胞-细胞和细胞-外基质

的相互作用是肿瘤细胞从血管外渗和通过结缔组

织迁移的重要前提，整合素介导的细胞间黏附影

响着细胞行为的变化并在肿瘤细胞转移到远端组

织和器官的过程中发挥着关键的调控作用（Couch‐

man et al.， 1999； Bachmann et al.， 2019）。其中，

整合素 β3（ITGB3， integrin β3）作为主要的整合素

亚型之一，除了介导血小板的聚集并参与血栓形

成外，ITGB3 的表达与激活还与多种肿瘤的侵袭

和转移密切相关（Pecheur et al.， 2002； Desgrosellier 

et al.， 2009）。ITGB3 可以通过与细胞外基质中的

配体结合介导细胞黏附、细胞增殖、转移等效应，

也可不依赖于配体的结合而发挥对细胞重编程的

作用（Seguin et al.， 2015）。同时，ITGB3可通过激

活 KRASRalB-NF-κB 通路诱导肿瘤细胞干性的产

生并促进其自我更新，引起肿瘤细胞对EGFR抑制
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剂如埃洛替尼等抗肿瘤药物产生抗性（Seguin et 

al.， 2014）。然而，对于 ITGB3 在鼻咽癌中的表达

及其对鼻咽癌转移的调控作用目前并没有详细的

研究，进一步探索 ITGB3 在鼻咽癌转移中的调控

作用及其分子机制对于发展更加准确的鼻咽癌转

移检测与防治策略具有重要的临床应用潜力。

1 材料与方法

1. 1　材料、试剂与仪器

真核表达质粒 pEF6/His-ITGB3、慢病毒载体

质粒 pCDH-CMV-His-ITGB3-EF1-copGFP、慢病毒

包装质粒 psPAX2、pMD2.G（实验室保存）。鼻咽

癌细胞系 6-10B、5-8F、S26、S18均由中山大学肿

瘤防治中心孙蕊医生馈赠，所有细胞均已通过短

串联重复序列（STR， short tandem repeat）验证。

RPMI-1640 培养基、PBS buffer 购自 Cytiva；

胎牛血清、胰酶（+EDTA）购自美国Gibco；所有抗

体均购自 Abcam 公司；LY3214996（中国 Target‐

Mol）；CCK-8（日本 Dojindo）；凋亡检测试剂盒

（美国BD）；结晶紫染色液（中国碧云天）；LipoFil‐

ter细胞转染试剂（中国汉恒生物）；总RNA提取试

剂 RNAiso Plus、 反 转 录 试 剂 盒 RT Reagent Kit 

RR047A、实时荧光定量 PCR（qRT-PCR， quantita‐

tive real-time PCR）试剂盒（Takara）。

全自动倒置荧光显微镜（日本Nikon）；荧光定

量 PCR 仪（美国 Applied Biosystems）；化学发光成

像系统（中国Tanon）；流式细胞仪CytoFLEX（德国

Beckman）；多功能酶标仪（奥地利Tecan）。

1. 2　Western blot

收集鼻咽癌细胞，加入含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液进行冰上裂解 20 min 提取总蛋白，

12 000 × g 离心 5 min 去除细胞碎片，采用 BCA 蛋

白定量试剂盒按照说明书进行蛋白浓度测定，加

入蛋白上样缓冲液，煮沸 10 min，取 10 µL 进行 

SDS-PAGE电泳，120 V恒压电泳1 h，再恒流200 mA

转膜 2 h将蛋白转移至 PVDF膜上，0.05 g/mL脱脂

奶粉室温进行膜封闭 2 h，加入相应待检测蛋白一

抗 4 ℃孵育过夜。第 2 天先 TBST 洗膜 3 次，每次

10 min，加入相应的HRP标记的二抗室温孵育 1 h，

再次 TBST洗 3次，每次 10 min，最后滴加 ECL化

学发光液于天能化学发光成像系统进行成像记录

蛋白表达。

1. 3　qRT-PCR

收集正常培养的鼻咽癌细胞，按照总 RNA 提

取试剂 RNAiso Plus reagent 说明书进行总 RNA 提

取，以 30 µL 无 RNA 酶 DEPC 水溶解洗脱获得总

RNA，进行RNA浓度测定。获得总RNA后，采用

Takara 反转录试剂盒 RT Reagent Kit RR047A 参照

说明书进行基因组DNA去除和反转录获得 cDNA。

随后参照 ITGB3 检测引物（Murray et al.， 2017）

（表 1）进行 qRT-PCR检测 ITGB3在鼻咽癌细胞中的

表达。参照试剂盒说明书配制 qRT-PCR反应体系，

然后以 95 ℃预变性 30 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 35 s进

行 40 个循环，最后以 95 ℃ 15 s， 60 ℃ 1 min，

95 ℃ 15 s 采集溶解曲线，以 GAPDH 为内参，根

据检测所得CT值计算 ITGB3相对表达量。

1. 4　ITGB3过表达细胞系构建

瞬时转染 ITGB3 过表达细胞系构建采用 Lipo‐

Filter直接瞬时转染 pEF6/His-ITGB3质粒获得。稳

定过表达 ITGB3 鼻咽癌细胞系首先采用 pCDH-

CMV-His-ITGB3-EF1-copGFP、psPAX2、pMD2. G

三质粒按照 2∶2∶1 共同转染 HEK293T 细胞，48 h

后收集 ITGB3过表达慢病毒上清感染鼻咽癌细胞，

待病毒感染 48 h 后进行细胞传代培养，鼻咽癌细

胞状态稳定后，用流式细胞仪筛选出带绿色荧光

的稳定转染细胞系，最后通过 Western blot 检测

ITGB3 的表达以确定 ITGB3 过表达稳定细胞系是

否构建成功。

1. 5　细胞迁移实验

将 Culture-Insert 放入 24 孔细胞培养板，随后

收集鼻咽癌细胞并接种至 24 孔板中，φ=5% CO2 

37 ℃培养 12 h 后取出 Culture-Insert 使其形成细胞

划痕，于荧光显微镜下拍照记录细胞划痕的宽度，

更 换 新 鲜 φ =10% FBS RPMI-1640 培 养 基 并 在

ITGB3 过表达组加入 LY3214996（10 nmol/L）或等

体积 PBS 培养 24 h，再次于荧光显微镜下采用同

样拍摄参数拍照记录细胞划痕的宽度。

表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　Primers used in qRT-PCR

引物名称

ITGB3 Forward

ITGB3 Reverse

GAPDH Forward

GAPDH Reverse

引物序列（5’-3’）

CCACACGAGGCGTGAACTC

CTTCAGGTTACATCGGGGTGA

CAGCAAGAGCACAAGAGGAA

GTGGTGGGGGACTGAGTGT
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1. 6　细胞侵袭实验

首先在 24孔细胞培养板中放置孔径为 8 µm的

Transwell 小室，在小室中加入 200 µL Matrigel 

（200 µg/mL），37 ℃静置 1 h，吸去上层水分。随

后收集鼻咽癌细胞进行细胞计数，分别接种 1 × 

105个细胞至 Transwell上层小室，φ=5% CO2 37 ℃

培养 24 h 后取出 Transwell 小室，用棉签轻轻去除

小室上层未侵袭的鼻咽癌细胞，4 g/mL多聚甲醛固

定 20 min固定下层侵袭细胞，结晶紫（0.001 g/mL）

染色 15 min，PBS洗 3遍，荧光显微镜下选取随机

视野拍照记录鼻咽癌细胞侵袭数量。

1. 7　克隆形成实验

收集鼻咽癌细胞，进行细胞计数，按照每孔

400 个细胞接种至 24 孔细胞培养板，每培养 48 h

更换一次培养基，直至肉眼可见单细胞克隆的形

成，于荧光显微镜 488 nm 激发光下观察记录单克

隆大小。随后去除培养基上清并加入 PBS 洗 2遍，

4 g/mL多聚甲醛固定 20 min，0.001 g/mL结晶紫染

色 15 min，PBS洗 3遍去除结晶紫染液，直接拍照

记录鼻咽癌细胞克隆大小与数量。

1. 8　细胞黏附实验

取 500 µL 10 µg/mL 的纤连蛋白均匀加入到

24 孔板，室温放置 1 h 后吸去上清液。按照每孔

1×104 个细胞将不同实验条件处理后的鼻咽癌

细胞接种至纤连蛋白包被好的 24 孔板， 37 ℃ 

φ=5% CO2 培养箱孵育 15 min，PBS 轻轻洗两遍

去除未黏附细胞，4 g/mL 多聚甲醛固定 20 min，

每孔加入 0.001 g/mL结晶紫染色 15 min，PBS 洗

去多余结晶紫染液后于荧光显微镜观察记录鼻咽

癌细胞黏附。

1. 9　CCK8细胞增殖检测

胰酶消化收集鼻咽癌细胞，取 100 µL共 3×103

个细胞接种至 96孔板，同时设置只加入 100 µL培

养基作为空白对照，在 ITGB3 过表达组加入

LY3214996 或等体积 PBS，37 ℃ φ=5% CO2 培养

24 h，每孔加入 10 µL CCK-8溶液，37 ℃避光孵育

3 h，通过酶标仪检测450 nm吸光值。

1. 10　流式细胞仪分析细胞凋亡

分别收集 pEF6/His 和 pEF6/His-ITGB3 转染鼻

咽癌细胞，PBS洗3次，1 mL PBS重悬，将细胞调

整到 1×106 cells/mL，取 100 µL细胞悬液到流式管，

加5 µL FITC Annexin V和5 µL 7-AAD染色液混匀，

室温避光 15 min，加 400 µL Annexin V Binding 

Buffer，进行流式细胞仪分析细胞凋亡。

1. 11　统计学分析

所有实验均进行3次或3次以上重复，结果数据

采用平均值±标准差（Mean ± SD）形式表示，两组间

样本比较采用配对或非配对双侧 Student’s t-test，

对于 3 组以上样本间比较采用 one-way ANOVA 进

行检验。数据分析与绘图采用 GraphPad Prism 5进

行，⁎P < 0.05，⁎⁎P < 0.01，以及⁎⁎⁎P < 0.001 均认为

具有显著性统计学差异。

2 结果与分析

2. 1　高转移鼻咽癌细胞伴随高 ITGB3表达

ITGB3 的上调表达与多种肿瘤的增殖、转移

等恶性发展过程密切相关（Zheng et al.， 2019），为

了探索在鼻咽癌中 ITGB3 的表达与鼻咽癌转移之

间的相互关系，我们首先收集了高转移能力的鼻

咽癌细胞系5-8F和S18以及低转移能力的鼻咽癌细

胞系 6-10B和 S26，并通过Western blot对其 ITGB3

表达进行检测。结果表明，高转移鼻咽癌细胞

5-8F和S18中 ITGB3表达明显高于低转移鼻咽癌细

胞 6-10B 和 S26（图 1a）。同时，qRT-PCR 检测也进

一步表明高转移鼻咽癌细胞 5-8F 和 S18 中 ITGB3

表达明显高于低转移鼻咽癌细胞 6-10B 和 S26

（图 1b），这提示 ITGB3 的表达与鼻咽癌转移能力

的上调存在正相关关系。

2. 2　ITGB3的上调表达促进鼻咽癌细胞转移

为了进一步阐明鼻咽癌细胞中 ITGB3 的上调

表达与鼻咽癌转移之间的关系，我们分别选择转

移能力较低和转移能力较高的鼻咽癌代表性细胞

系 6-10B和 5-8F进行 ITGB3过表达细胞系的构建。

在通过荧光显微镜观察到GFP（ITGB3）慢病毒成功

感染 6-10B 和 5-8F 细胞并通过 Western blot 检测到

ITGB3 上调表达后（图 2a~b），对 ITGB3 过表达鼻

咽癌细胞迁移和侵袭能力进行检测。其中，细胞

迁移实验表明，与未进行 ITGB3 过表达组相比，

ITGB3过表达明显促进了鼻咽癌细胞 6-10B和 5-8F

的迁移能力（图 2c）。同时，细胞侵袭结果表明，

ITGB3 过表达也明显促进了鼻咽癌细胞 6-10B 和

5-8F 侵袭能力（图 2d）。因此，实验数据表明鼻咽
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癌细胞中 ITGB3 的上调表达促进了鼻咽癌细胞的

转移能力。

2. 3　ITGB3 高表达促进鼻咽癌细胞克隆形成与

黏附能力

在肿瘤细胞远端转移过程中，细胞黏附和克

隆性增殖能力是肿瘤细胞远端转移与形成次级

转移灶的关键基础（Aceto et al.， 2014）。为了研究

ITGB3 的上调表达对鼻咽癌细胞克隆性增殖能力

的影响，我们利用体外克隆形成实验检测上调

表达 ITGB3 的 6-10B 和 5-8F 的克隆形成能力。

在 6-10B 和 5-8F 中过表达 ITGB3 并培养 10~15 d

后，与对照组相比，ITGB3 的上调表达使得鼻咽

癌细胞克隆形成能力增强（图 3a~b）。由于 6-10B和

5-8F携带了 GFP 的表达，通过荧光显微镜进行

单克隆大小观察与单克隆细胞计数，我们发现

ITGB3 的过表达在单克隆水平上也促进了鼻咽癌

细胞的克隆性增殖能力（图 3c~d）。同时，细胞黏

附实验表明，与对照组相比，ITGB3 过表达促进

了鼻咽癌细胞黏附能力（图3e~f）。因此，鼻咽癌细

胞中 ITGB3 的高表达促进了鼻咽癌细胞的转移并

上调了鼻咽癌次级转移灶的形成能力。

2. 4　ITGB3促进鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡

恶性增殖是肿瘤细胞恶性发展的常见现象，

为了探索 ITGB3 的上调表达对鼻咽癌增殖的调控

作用，本研究首先通过CCK8细胞增殖实验对鼻咽

癌细胞增殖能力进行检测。结果表明，与未进行

ITGB3 过表达的鼻咽癌细胞相比，ITGB3 的过表

达促进了鼻咽癌细胞的增殖能力（图 4a），提示

ITGB3 的高表达促进了鼻咽癌细胞的恶性发展。

随后，通过对鼻咽癌细胞中抗凋亡蛋白 Bcl-2和促

凋亡蛋白 Bax 的检测，发现 ITGB3 的过表达促进

了鼻咽癌细胞中 Bcl-2的表达并抑制了 Bax的表达

（图 4b~c），表明 ITGB3 的表达促进了鼻咽癌细胞

的生存能力。最后，通过流式细胞仪对鼻咽癌细

胞凋亡水平的检测，进一步验证了 ITGB3 的表达

抑制了鼻咽癌细胞凋亡（图 4d~e）。因此，本研究

数据表明 ITGB3 的高表达促进了鼻咽癌细胞增殖

并抑制其凋亡，进而促进了鼻咽癌的恶性发展

进程。

2. 5　ITGB3通过激活MAPK/ERK途径促进鼻咽癌

细胞转移

整合素可通过激活PI3K/AKT和RAS-MAPK等

多种信号传导途径，参与细胞增殖、分化、凋亡和

细胞骨架构建等调控（Hamidi et al.， 2018； Luo et 

al.， 2018）。通过 Western blot检测，我们发现在鼻

咽癌中虽然 ITGB3的上调对 AKT 有一定程度的磷

酸化激活，但是 ITGB3对ERK1/2的磷酸化激活更

加明显（图5a）。因此在进一步的研究中，我们结合

ERK1/2 磷酸化激酶抑制剂 LY3214996 处理，探索

了 ITGB3介导ERK1/2磷酸化激活与鼻咽癌细胞生

存与转移的调控关系。首先，Western blot 检测表

明，虽然 ITGB3 促进了 Bcl-2 的表达并抑制了 Bax

（a） Western blot检测鼻咽癌细胞6-10B、5-8F、S26和S18中 ITGB3表达，GAPDH作为内参蛋白； （b） qRT-PCR检测鼻咽癌细胞

6-10B、5-8F、S26和S18中 ITGB3表达，GAPDH基因作为内参。数据表示为Mean ± SD (***P < 0.001)。

图1　不同转移能力鼻咽癌细胞中 ITGB3表达检测

Fig. 1　Detection of ITGB3 expression in NPC cells with different metastatic abilities
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的表达，但是LY3214996的处理明显逆转了 ITGB3

介导的 Bcl-2 上调和 Bax 下调（图 5b），表明 ITGB3

通过激活 MAPK/ERK 途径促进了鼻咽癌细胞抗凋

亡能力。随后，细胞迁移和侵袭实验表明，虽然

ITGB3高表达促进了鼻咽癌细胞迁移和侵袭能力，

但是LY3214996的处理逆转了 ITGB3介导的鼻咽癌

细胞迁移和侵袭能力上调（图5c~d）。克隆形成实验

和细胞黏附实验同样表明，LY3214996的处理逆转

了 ITGB3促进的鼻咽癌细胞克隆形成能力和黏附能

力（图5e~f）。因此，研究结果表明，鼻咽癌细胞中

ITGB3 的高表达通过激活 MAPK/ERK 途径，进而

发挥促进鼻咽癌细胞生存与转移的作用。

3 讨 论

我国南方地区尤其是广东地区是鼻咽癌的高

发区域，虽然医学的进步和人们生活方式的变化，

使得鼻咽癌患者的生存率正逐步提高，但仍有大

部分的鼻咽癌患者治疗效果欠佳。同时，由于生

活环境的恶化，鼻咽癌的发病率却在逐年升高。

而鼻咽癌一旦发生转移，靶向治疗的手段少之又

（a） 荧光显微镜观察 ITGB3过表达慢病毒感染效率； （b） 采用His标签抗体进行Western blot检测 ITGB3过表达细胞中 ITGB3

表达；以GAPDH为内参计算 ITGB3/GAPDH相对灰度值； （c） 细胞迁移实验检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞迁移能力。

迁移率 = [（迁移后细胞面积 - 迁移前细胞面积）/视野总面积]×100%； （d） 细胞侵袭实验检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞

侵袭能力变化。侵袭细胞数由3个随机视野进行细胞计数所得。数据表示为Mean ± SD (*P < 0.05; **P < 0.01)。

图2　整合素β3促进鼻咽癌细胞迁徙与侵袭

Fig. 2　Integrin β3 promoting the migration and invasion of NPC cells
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少。因此，深入了解鼻咽癌高转移的分子机制对

阻断或控制鼻咽癌的转移、提高鼻咽癌患者生存

率和改善患者生存质量等具有重要价值。

在正常上皮细胞中，整合素的表达量很低，

而在肿瘤细胞中，由于肿瘤微环境中的层粘连蛋

白、胶原和纤连蛋白的变化，肿瘤细胞中的整合

素会被上调并被激活（Mamuya et al.， 2012）。然

而，整合素在肿瘤发展中可能具有双重身份，既

可促进亦可抑制肿瘤的转移，例如在肿瘤发展到

极度恶性的程度前，由整合素激活的 TGF-β 可能

抑制肿瘤的转移（Ludlow et al.， 2005）。同时也可

能促进了肿瘤的发展（Moore et al.， 2014），比如抑

制整合素 β3 的表达会抑制肿瘤细胞的黏附能力，

进而抑制了肿瘤细胞的迁移和侵袭特性（Sun et 

al.， 2015）。在本研究中，我们利用迁移实验和

Transwell侵袭实验验证了上调的整合素 β3 促进了

鼻咽癌细胞的转移。同时，鼻咽癌细胞中过表达

ITGB3使肿瘤细胞克隆形成能力与黏附能力增强，

表明 ITGB3 的表达在介导鼻咽癌转移的过程中可

能更多的参与了诱导肿瘤细胞后期的侵出血管转

移到远端器官的过程，而 ITGB3 上调的肿瘤细胞

黏附和克隆形成能力使得其可在转移灶中定植并

获得高克隆性增殖能力。此外，在转移过程中，

肿瘤细胞往往会遭受各种凋亡刺激，进而限制了

肿瘤细胞在转移过程中的生存（Townson et al.， 

2003）。我们的研究表明 ITGB3在促进鼻咽癌细胞

转移的同时，也促进了鼻咽癌细胞抗凋亡能力，

表明 ITGB3 的表达可促进鼻咽癌细胞抵抗转移中

的凋亡刺激，进而保证鼻咽癌细胞的生存并促进

其转移进程。

目前的研究表明，ITGB3 在不同肿瘤中往往

以独特的方式介导肿瘤细胞的转移。比如，G9A

（a, b） 克隆形成实验检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞克隆能力。克隆形成率 = (肉眼可见克隆数/接种细胞数)×100%;

（c, d） 荧光显微镜观察克隆形成实验中单克隆细胞数； （e, f） 细胞黏附实验检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞黏附能力变化。

黏附细胞数由3个随机视野进行细胞计数所得。数据表示为Mean ± SD (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001)。

图3　整合素β3促进鼻咽癌细胞克隆形成与黏附

Fig. 3　Integrin β3 promoting the clone formation and adhesion of NPC cells
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上调的 ITGB3 以 SET 结构域依赖性方式促进胃癌

转移（Hu et al.， 2018），低氧介导的 ITGB3 则通过

增强 TGF-β 信号促进乳腺癌恶性发展（Sesé et al.， 

2017）。而在胰腺癌中，ITGB3 通过招募 C-Src 到

其胞质末端并将其激活，导致肿瘤细胞锚定依赖

性降低，进而促进了肿瘤细胞转移（Desgrosellier 

et al.， 2009）。在我们的研究中，我们首次发现鼻

咽癌中 ITGB3的表达主要通过激活 MAPK/ERK 途

径，进而促进鼻咽癌细胞转移。在后续的研究中，

进一步详细阐明 MAPK/ERK 途径的激活与鼻咽癌

转移的具体调控机制，对于以 ITGB3 和 MAPK/

ERK 途径为靶向的鼻咽癌联合治疗策略的开发具

有重要的推动意义。

然而，对于高转移鼻咽癌细胞中 ITGB3 高表

达的分子机制，目前并没有充分的研究。值得注

意的是，鼻咽癌往往伴随 EB 病毒的感染，而 EB

病毒编码的LMP1可介导肿瘤细胞中转移促进蛋白

如 EGFR的表达进而促进肿瘤的发生发展（Kung et 

al.， 2008； Li et al.， 2020）。虽然我们的研究采用了

EB病毒阴性的鼻咽癌细胞系，但是对于鼻咽癌中

ITGB3的上调表达是否与 EB病毒的感染程度以及

LMP1的表达相关还需后续更多的临床研究进行明

确。此外，整合素是血小板中一类主要的受体蛋

白家族，并与大部分肿瘤发展进程与转移密切相

关（Cui et al.， 2016）。最新的研究表明，肿瘤病人

血液样本及其细胞外囊泡中 ITGB3 的表达明显升

（a） CCK-8细胞增殖实验检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞增殖水平； （b~c） Western blot分析 ITGB3过表达前后鼻咽癌细

胞中Bcl-2和Bax表达； 以GAPDH为内参计算Bax/GAPDH和Bcl-2/GAPDH相对灰度值； （d~e） Annexin V-FITC/7-AAD标记

检测 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞凋亡水平。数据表示为Mean ± SD (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001)。

图4　整合素β3促进鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡

Fig. 4　Integrin β3 promoting the proliferation of NPC cells and inhibiting the apoptosis
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(a) Western blot分析 ITGB3过表达前后鼻咽癌细胞中磷酸化AKT、总AKT、磷酸化ERK1/2以及总ERK1/2表达；以GAPDH为

内参计算相应蛋白表达相对灰度值； （b） Western blot分析 ITGB3过表达前后以及 ITGB3过表达结合LY3214996处理鼻咽癌细

胞中磷酸化ERK1/2、总ERK1/2、Bax以及Bcl-2表达；以GAPDH为内参计算相应蛋白表达相对灰度值； （c~f） 细胞迁移实验（c）、

侵袭实验（d）、克隆形成实验（e）以及细胞黏附实验（f）分别检测 ITGB3过表达前后以及 ITGB3过表达结合LY3214996处理鼻咽

癌细胞迁移能力、侵袭能力、克隆形成能力以及黏附能力。数据表示为Mean ± SD (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001)。

图5　整合素β3通过激活MAPK/ERK途径促进鼻咽癌转移

Fig. 5　Integrin β3 promoting NPC metastasis by activating the MAPK/ERK pathway
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高，同时，血小板可通过分泌细胞外囊泡进入鼻

咽癌细胞，进而上调鼻咽癌细胞 ITGB3 的表达，

促进鼻咽癌细胞远端转移（Li et al.， 2022）。对于高

转移鼻咽癌细胞中 ITGB3 的高表达是否由血小

板细胞外囊泡上调引起，仍然缺乏直接的证据。

而我们检测的鼻咽癌细胞系在长期的培养过程

中并未接触血小板细胞外囊泡，因此，在后续

的研究中，进一步从肿瘤细胞内部基因表达调

控的变化入手，以及结合临床样本与小鼠实验

对肿瘤微环境中的特定细胞引起肿瘤细胞基因

表达模式的改变的分子机制进行深入的探索，

将更有利于阐明鼻咽癌转移的增强与 ITGB3 上

调的相关机制。

临床上，转移能力高的肿瘤细胞往往具有更

强的耐药性并表现出不良预后。肿瘤耐药性的获

得在一定程度上与整合素和细胞外基质的相互作

用相关（Zutter， 2007）。为检测 ITGB3 的表达是否

增强了鼻咽癌的耐药性，在后续研究中，可利用

CCK-8 检测过表达 ITGB3 前后鼻咽癌细胞对抗肿

瘤药物（如阿霉素、顺铂等）的敏感性，从而让我

们对 ITGB3 促进鼻咽癌恶性发展的分子机制有更

深入的了解，同时推动以 ITGB3 为靶标的鼻咽癌

治疗手段的发展应用。
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