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表皮生长因子对 Hela 细胞紧密连接蛋白 3 
表达的影响及其可能机制 *

刘芳，桂定清，张力忆

（四川省达州市中心医院 妇产科，四川 达州 635000）

摘要 ：目的  探讨表皮生长因子（EGF）对宫颈癌 Hela 细胞紧密连接蛋白 3（Claudin-3）表达的影响及

其可能机制。方法  培养 Hela 细胞至贴壁，接种至 3 组 6 孔板，分别进行如下处理 ：①以 0.0、0.5、5.0、10.0

及 100.0 ng/ml EGF 处理 8 h，测评不同浓度 EGF 对 Claudin-3 蛋白及其信使 RNA（mRNA）的影响 ；②培养基

中加入 10 ng/ml EGF，分别于培养 0 min、10 min、30 min、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h，测评 Claudin-3 蛋白

及 mRNA 水平、EGF 相关作用通路各蛋白磷酸化情况 ；③分别以 EGF 受体（EGFR）、磷脂酰肌醇 -3- 激

酶（PI3-K）、促分裂素原活化蛋白激酶（MAPK）、p38、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）阻断剂干预 1 h，随后

加入含 EGF 10 ng/ml 的培养基培养，测评 Claudin-3 蛋白及 mRNA 水平。结果  EGF 对 Hela 细胞 Claudin-3

蛋白及 mRNA 的表达有促进作用，且 10 ng/ml EGF 的促进作用最明显，该促进作用随 EGF 刺激时间的延长

而增强。EGF 刺激后，EGFR、蛋白激酶 B（AKT）、细胞外调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）、p38、JNK 均发生

磷酸化，各阻断剂均能特异性阻断 EGF 诱导的上述磷酸化现象。阻断 EGFR、PI3-K、MAPK、p38 及 JNK

信号通路均能有效抑制 Claudin-3 蛋白的表达。结论   EGF 能够增加 Hela 细胞 Claudin-3 的表达，其机制可

能涉及 EGFR、PI3-K、MAPK、p38 及 JNK 信号通路。
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Effect of epidermal growth factor on expression of 
Claudin-3 in Hela cells*
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Abstract: Objective  To investigate the effect of epidermal growth factor (EGF) on expression of Claudin-3 in 
Hela cells.  Methods  Hela cells were cultured to adherent growth. In the first group, cells were treated with different 
concentration of EGF for 8 hours (0, 0.5, 5.0, 10.0, 100.0 ng/ml). In the second group, cells were treated with 10 ng/ml 
EGF for different time of duration (0 min, 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h and 24 h). In the third group, cells were 
treated with antagonist of EGFR, phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-K), mitogen-activated protein kinase (MAK), 
p38, or c-Jun N-terminal kinase (JNK) followed by treatment of 10 ng/ml EGF for 24 h. Expression of Claudin-3 
was identified on protein and mRNA level. Phosphorylation of EGF signal pathway related proteins were tested.  
Results  EGF promoted expression of Claudin-3 in time-dependent manner, and optimistic dose was 10 ng/ml. 
Phosphorylation of EGFR, protein kinase B (AKT), extracellular regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2), p38 and 
JNK were significantly upregulated after EGF stimulation, which was reversed by all molecular inhibitors. Blockage 
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宫颈癌为常见妇科恶性肿瘤，肿瘤细胞侵袭转移

是影响患者预后的重要原因 [1]，探明其侵袭转移机制

有助于开展靶向性治疗以提升预后。目前研究证实，

细胞黏附能力的丧失可能导致细胞连接的破坏，进而

促进肿瘤的浸润和转移 [2]，上皮细胞的黏附主要依靠

黏附连接和紧密连接，Claudin 蛋白是紧密连接的重

要密闭蛋白 [3]。已有报道 [4-5] 证实，多种 Claudin 蛋白

在包括宫颈癌在内的多种癌症组织中表达量增加，且

有研究 [6] 证实表皮生长因子（epidermal growth factor，

EGF）能够促进宫颈癌细胞转移。本文研究 EGF 对

宫颈癌细胞紧密连接蛋白 3（Claudin-3）表达的影响

及该影响的形成机制，现报道如下。

1    材料与方法

1.1    材料、试剂及仪器

主 要 材 料 ：人 宫 颈 癌 Hela 细 胞 株 [ 购 自 中 国

科 学 院 细 胞 库（ 上 海 ）]。 主 要 试 剂 ：EGF（ 购 自

美 国 Peprotech）， 总 RNA 提 取 试 剂 盒（ 购 自 美 国

Invitrogen），总蛋白提取试剂盒（购自上海伟进），

PCR 试 剂 盒（ 购 自 日 本 TaKaRa）， 磷 酸 酶 抑 制 剂、

EGF 受体（EGF receptor，EGFR）阻断剂（ZD1839）、

磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶（phosphatidylinositol-3 kinase，

PI3-K）阻断剂（LY294002 及 Wortmannin）、促分裂

素原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，

MAPK） 阻 断 剂（PD98059 及 U0126）、p38 阻 断 剂

（SB203580）、c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal 

kinases，JNK） 阻 断 剂（SP600125）（ 均 购 自 美 国

Sigma），Western blot 试剂盒（购自北京中山金桥），

PCR 引物由生工生物工程（上海）股份有限公司提供。

1.2    方法

1.2.1    前期细胞培养    Hela 细胞株接种于含有 10% 小

牛血清的 DMEM 培养基，在 37℃、5% 二氧化碳 CO2、

饱和湿度条件下培养。细胞生长至 70% ～ 80% 融合

后，消化并将细胞以 2×106 个 / 孔的密度接种于 6 孔

板，同样条件下培养 24 h，达到贴壁生长状态。去除

培养基，以无血清 DMEM 培养基继续培养 16 ～ 18 h，

开展后续处理。

1.2.2      实验路径     所培养的 Hela 细胞分别用于开

展 3 项实验，且各项研究均设 3 个复组 ：①分别加入

含 有 EGF 终 浓 度 0.0、0.5、5.0、10.0、100.0 ng/ml 

的 DMEM 培养基，培养 8 h，搜集细胞，检测 Claudin- 

3 蛋白及信使 RNA（messenger RNA, mRNA）的表达

情况 ；②加入含有 EGF 终浓度 10 ng/ml 的 DMEM 培

养基，分别在培养 0 min、10 min、30 min、1 h、2 h、

4 h、8 h、24 h，搜集细胞，检测不同时间 Claudin-3 蛋

白及 mRNA 的表达情况和 EGFR、蛋白激酶 B（protein 

kinase B, AKT）、细胞外调节蛋白激酶 1/2（extracellular 

regulated protein kinases 1/2, ERK1/2）、p38、JNK 磷 酸 化

情况 ；③分别加入不含任何阻断剂、含 ZD1839 终

浓 度 10 nmol/L、 含 LY294002 终 浓 度 20 nmol/L、 含

Wortmannin 终 浓 度 5 nmol/L、 含 PD98059 终 浓 度

20 nmol/L、含 U0126 终浓度 10 nmol/L、含 SB203580

终 浓 度 10 nmol/L、 含 SP600125 终 浓 度 10 nmol/L 的

DMEM 中培养 1 h，再加入终浓度为 10 ng/ml 的 EGF

培养后，搜集细胞，测评各阻断剂特异性阻断效果和

Claudin-3 蛋白及其 mRNA 的表达情况。

1.2.3      mRNA 检测    采用实时荧光定量聚合酶链

反 应（quantitative real-time polymerase chain reaction, 

qRT-PCR）技术检测 Claudin-3 mRNA 表达情况。引

物设计见表 1。反应条件 ：55℃水浴 40 min ；94℃变

性 40 s，55℃退火 45 s，72℃延伸 40 s，30 个循环 ；

72 ℃ 延 伸 5 min。 反 应 体 系 ：PCR Mater Mix 10 μl、

cDNA 模板 5 μl，正向及反向引物 20 nmol/L，无菌水

定容至 20 μl。检测结果采用 2- △△ Ct 表示。

1.2.4    蛋白水平检测    采用 Western bolt 法检测各蛋

白水平。搜集细胞总蛋白，采用 Bradford 法测定蛋白

浓度，取各样本总蛋白 50 μg，将体系混匀后，加热

煮沸 5 ～ 10 min，立即置于冰上，完全冷却后瞬间离心，

上样，加入一抗，4℃孵育过夜，洗膜后加入二抗，加

入 DAB 底物显色液，获得并分析凝胶图像。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料

以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组比较采用 t 检

验 ；多组间比较采用单因素方差分析和 SNK-q 检验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

of EGFR, PI3-K, MAPK, p38 and JNK effectively ameliorated EGF induced increase of Claudin-3 protein.  
Conclusion  EGF increases expression of Claudin-3 in Hela cells through EGFR, PI3-K, MAPK, p38 and JNK 
signaling pathways.

Keywords:  epidermal growth factor; claudin-3; cervical cancer; MAPK/ERK; PI3-k/AKT; p38; JNK
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2    结果

2.1    细胞培养结果

接种至 6 孔板后，培养至 24 h，细胞贴壁良好，

可基本覆盖孔壁，且细胞存活率高，经显微镜观察，

其细胞形态呈多边形或不规则状，且细胞有聚集生长

特性，连接紧密。见图 1。

2.2    不同终浓度 EGF 对 Claudin-3 蛋白及 mRNA
表达的影响

总体分析显示，不同终浓度处理后，Hela 细胞中

Claudin-3 蛋白及 mRNA 表达水平比较，差异有统计学

意义（均 P =0.000）。经两两比较，显示且以 10 ng/ml

终浓度 EGF 处理，上调幅度最大。见表 2 和图 2。

2.3    10 ng/ml EGF 处 理 后 Claudin-3 蛋 白 及
mRNA 不同时间表达情况

处理 24 h 后，Claudin-3 蛋白表达增加（t =75.685，

P =0.000）；随着处理时间的延长，Claudin-3 mRNA

表达呈上升趋势（F 时间 =157.114，P =0.000）。见图 3。

2.4    EGF 对 EGFR、AKT、ERK1/2、p38 和 JNK
磷酸化的影响

验 证 显 示，EGF 处 理 后，Hela 细 胞 内 EGFR、

AKT、ERK1/2、p38 和 JNK 均出现磷酸化现象，且

AKT、JNK 磷 酸 化 在 处 理 30 min 最 明 显，EGFR、

ERK1/2、p38 磷酸化在处理 10 min 最明显。见表 3。

2.5    信号阻断剂对 EGFR、AKT、ERK1/2、p38
及 JNK 磷酸化的影响

验 证 显 示，ZD1839 能 够 特 异 性 阻 断 EGFR 磷

酸 化 ；LY294002、wortmannin 能 够 特 异 性 阻 断 AKT

磷 酸 化 ；PU98059、U0126 能 够 特 异 性 阻 断 ERK1/2

磷 酸 化 ；SB203580 能 够 特 异 性 阻 断 p38 磷 酸 化 ；

SP600125 能够特异性阻断 JNK 磷酸化。

2.6    各信号通路阻断对 Claudin-3 蛋白表达的影响

阻断 EGFR、AKT、ERK1/2、p38 及 JNK 磷酸化

后，经 10 ng/ml EGF 干预 24 h 后，Claudin-3 蛋白表达

均受到抑制（P <0.05），见图 4。

表 1    Claudin-3 mRNA 检测引物设计

引物 序列
片段大 
小 /bp

Claudin-3 正向：5'-CACCACCACCAACACCAC-3'
249

反向：5'-CAAGTATTGGCGGTCACC-3'

β-actin 正向：5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3'
302

反向：5'-AAAGGGTGTAACGCAATCAA-3'

   A  培养 12 h  B  培养 24 h

图 1    细胞培养结果

表 2    不同终浓度 EGF 处理后 Claudin-3 蛋白及 mRNA 相对表达量比较    （x±s）

指标
EGF 终浓度

F 值 P 值
0 ng/ml 0.5 ng/ml 5.0 ng/ml 10.0 ng/ml 100.0 ng/ml

Claudin-3 蛋白 0.452±0.056 0.782±0.067 0.978±0.056 1.429±0.073† 1.051±0.103 72.516 0.000

Claudin-3 mRNA 0.113±0.036 0.403±0.016 1.198±0.054 3.174±0.165† 2.707±0.098 676.418 0.000

注：† 与其他浓度比较，P <0.05

图 2    不同终浓度 EGF 处理后 Claudin-3 蛋白及 mRNA 表达情况

EGF 终浓度 /（ng/ml） EGF 终浓度 /（ng/ml）

Claudin-3

β-actin

mRNA 蛋白

0            0.5           5.0           10.0          100.0 0            0.5           5.0           10.0          100.0
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表 3    EGF 处理后 EGFR、AKT、ERK1/2、p38 及 JNK 磷酸化情况    （x±s）

蛋白 0 min 10 min 30 min 1 h 2 h

EGFR 0.058±0.013 0.358±0.068† 0.185±0.037 0.138±0.052 0.108±0.042

AKT 0.113±0.052 0.242±0.038 0.430±0.058† 0.371±0.032 0.305±0.037

ERK1/2 0.068±0.024 0.385±0.037† 0.258±0.028 0.241±0.038 0.218±0.028

p38 0.085±0.017 0.351±0.035 0.337±0.031 0.305±0.028 0.258±0.017

JNK 0.152±0.035 0.213±0.044 0.415±0.034† 0.385±0.026 0.344±0.031

蛋白 4 h 8 h 24 h F 值 P 值

EGFR 0.117±0.0.37 0.105±0.058 0.112±0.021 155.427 0.000

AKT 0.228±0.058 0.217±0.017 0.233±0.058 83.175 0.000

ERK1/2 0.205±0.031 0.189±0.052 0.174±0.038 105.884 0.000

p38 0.225±0.035 0.247±0.035 0.183±0.032 271.510 0.000

JNK 0.305±0.028 0.258±0.018 0.251±0.035 192.681 0.000

注：† 与其他时间比较，P <0.05

图 4    各信号通路阻断对 Claudin-3 蛋白表达的影响

对照组 EGF ZD1839        LY294002      Wortmannin     PU98059         U0126           SB203580        SP600125

图 3    10 ng/ml EGF 处理后 Claudin-3 蛋白及 mRNA 不同时间表达情况

10 ng/ml EGF 作用时间 10 ng/ml EGF 作用时间

蛋白mRNA

Claudin-3

β-actin

3    讨论

侵袭和转移是影响宫颈癌患者预后的重要因素，

目前研究显示细胞间黏附力的丧失可导致细胞连接

破坏，为肿瘤细胞侵袭和转移创造条件 [7]，Claudins

是形成紧密连接的主要骨架 [8]，其表达的上调或下降

均可导致紧密连接的重组，CUNNIFFE 等 [9] 报道指出

Claudin-1、Claudin-7 单一过表达不增加宫颈癌发生

率，但均过表达可能预示宫颈恶性病变，同时两者过

表达有助于抑制 Hela 细胞的侵袭和转移能力，针对性

研究 Claudin-3 与宫颈癌相关性的报道较少，但针对

乳腺癌 [10]、胃癌等 [11] 恶性肿瘤的报道提示其过表达

可能与肿瘤恶性程度正相关，本研究则发现 Cluadin-3

在宫颈癌 Hela 细胞系中也存在高表达现象，这与

Claudin-3 生物学作用有关，其能促进细胞受体二聚

化，并使细胞质位点磷酸化而与多种不同信号序列蛋

白结合而促使信号传导。大量研究证实 EGFR 在宫颈

癌等恶性肿瘤细胞中存在过表达，其活化后能够促进

肿瘤细胞的浸润、增殖及肿瘤血管的形成 [12-13]，但该过

程是否有 Claudin-3 的参与，及 EGFR 对 Claudin-3 的

调节机制，目前尚未完全明确，本研究则有助于解决

该问题。

本研究发现，EGF 在转录和翻译水平，均诱导

Hela 细胞上调 Claudin-3 的表达，且该作用存在时间和

浓度依赖型，说明 EGFR 信号通路能够影响 Claudin-3

0 min     10 min     30 min       1 h          2 h          4 h            8 h         24 h 0                      24 h
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的表达，可能是 EGFR 过表达导致肿瘤恶性化程度

升高的机制之一，ZHANG 等 [14] 针对肺癌的病例研究

有类似结论。EGFR 的主要下游信号涉及 MAPK 和

PI3-K 通路，其中前者又包括 ERK1/2、p38 和 JNKs

等不同类型 [15]，本研究应用相应阻断剂阻断 EGFR 下

游信号通路，EGF 处理后，Hela 细胞内 EGFR、AKT、

ERK1/2、p38 及 JNK 均出现磷酸化现象，提示 Hela

细胞中 EGFR 信号通路激活后，各下游通路均被激活，

经阻断剂预处理则能够特异性阻断对应下游通路的

激活，说明研究方案是可行的。本研究发现 EGFR 对

Claudin-3 的调节作用与 AKT、ERK1/2、p38 及 JNK

信号通路均有关，这说明在 Hela 细胞中，EGFR 能够

通过多种信号通路调节 Claudin-3 的表达，de SOUZA 

WF 等 [16] 针对结直肠癌的报道也提示 ERK1/2、PI3-K/

AKT 信号通路能够影响 Claudin-3 的表达，进而影响

结直肠癌的侵袭与转移能力 ；LI 等 [17] 报道则显示 p38

通路也可影响 Claudins 蛋白的表达 ；其他亦有研究
[18] 提示，JNK 信号通路与 Claudin-3 表达有关。可见，

由于 EGFR 多个下游信号通路均可影响 Claudin-3 的

表达，可能难以通过对单一下游信号通路的阻断抑制

Claudin-3 的表达，进而提升患者预后，直接干预上游

信号通路可能是更好的解决方案。

综上所述，本研究显示 EGF 能够增加 Hela 细胞

Claudin-3 的表达，其机制可能涉及 EGFR、PI3-K、

MAPK、p38 及 JNK 信号通路。
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