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ＸＩＡＰ反义寡核苷酸对喉癌 Ｈｅｐ２细胞
化疗增敏作用的研究

路秀英，李晓明，张立坤，韩海平

（白求恩国际和平医院 耳鼻咽喉头颈外科，全军耳鼻咽喉头颈外科中心，河北 石家庄　０５００８２）

　　摘　要：　目的　通过 Ｘ染色体连锁的凋亡抑制蛋白（ＸＩＡＰ）反义寡核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＡＳＯＤＮ）转染喉癌 Ｈｅｐ２细胞，探讨其对喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖、凋亡及化疗敏感性的影
响。方法　体外培养人喉鳞状细胞癌 Ｈｅｐ２细胞，应用脂质体法进行 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ基因转染，荧
光显微镜下观察计算转染率，ＭＴＴ法检测基因转染前后联合顺铂作用对 Ｈｅｐ２细胞增殖的抑制
情况，ＲＴＰＣＲ法检测 ＸＩＡＰｍＲＮＡ水平，流式细胞仪检测细胞凋亡率及 ＸＩＡＰ蛋白表达。结果　
不同浓度 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转染喉癌 Ｈｅｐ２细胞转染率均在 ９０％以上，无明显差异。不同浓度的顺
铂作用 ２４ｈ后对细胞增殖有抑制作用，并随剂量的增加抑制率逐渐增大（Ｐ ＜０．０５），细胞凋
亡率随顺铂（ＤＤＰ）剂量的增加而逐渐增大（Ｐ ＜０．０５）；ＭＴＴ法检测发现不同浓度及不同作用
时间的 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ与 ３μｇ／ｍｌＤＤＰ联合作用对细胞的生长抑制率显著高于单用 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ组
和单用 ＤＤＰ组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）；流式细胞仪检测结果显示 ＡＳＯＤＮ＋ＤＤＰ组细
胞凋亡率与单纯 ＤＤＰ组相比显著升高（Ｐ ＜０．０１）；ＲＴＰＣＲ法显示 ＡＳＯＤＮ＋ＤＤＰ组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ
的表达明显下调，而对照组和错义寡核苷酸（ｓｃｒａｂｂｌｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＳＣＯＤＮ）组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ水平无
明显变化；流式细胞仪结果显示 ＡＳＯＤＮ治疗组的 ＸＩＡＰ蛋白荧光指数明显低于空白对照组、脂质
体转染组以及 ＳＣＯＤＮ转染组（Ｐ ＜０．０５），Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，在不同处理组与对照组中细胞
凋亡率的变化与 ＸＩＡＰ蛋白荧光指数的变化呈负相关（ｒ＝－０．９７６，Ｐ ＜０．０１）。结论　ＸＩＡＰ
ＡＳＯＤＮ喉癌转染 Ｈｅｐ２细胞能够抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，并能提高其对化疗的敏感性。
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Ｐ ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＸＩＡＰＡＳＯＤＮｉｎｔｏＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅ
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ｃｌｅｏｔｉｄｅ；ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　Ｘ染色体连锁的凋亡抑制蛋白（Ｘｃｈｒｏ
ｍｏｓｏｍｅｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＸＩＡＰ）是凋
亡抑制 蛋 白 家 族 中 最 有 效 的 抗 凋 亡 蛋 白。

ＸＩＡＰ表达增高是肿瘤发生的重要的始动和
促进因素，并与肿瘤预后相关。喉癌是头颈

部常见的恶性肿瘤，研究表明 ＸＩＡＰ在喉癌中
表达增高，并且与肿瘤化疗抵抗形成有关［１］。

本研究应用 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ及顺铂化学治疗处
理喉癌细胞，观察细胞增殖和凋亡，以及 ＸＩ
ＡＰｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，探讨抑制 ＸＩＡＰ
生成在降低喉癌化疗抵抗和增强其对化疗敏

感性的可能性，从而为以 ＸＩＡＰ为靶点的肿瘤
基因治疗奠定理论与实验基础。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
人喉癌 细 胞 系 Ｈｅｐ２引 自 白 求 恩 国 际

和平医院中心实验室，在含有 １０
!

新生小

牛血清 与 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基 中 培 养。ＭＴＴ
为 Ｓｉｇｍａ公 司 产 品。 脂 质 体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。硫代磷酸化修
饰 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ和 ＳＣＯＤＮ由上海生工生物技
术公司合成。引物由北京奥科生物技术公

司合成。ＲＴＰＣＲ相关试剂购自宝生物工程
有限公司。

１．２　ＸＩＡＰ反义寡核苷酸基因转染
１．２．１　ＸＩＡＰ反义寡核苷酸设计与合成　
根据文献［２］，针对 ＸＩＡＰ表达阅读框架设计
ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ，合 成 以 硫 代 磷 酸 化 修 饰 的
ＡＳＯＤＮ，同时以 ＦＩＴＣ标记末端碱基。以错义

序列作为对照。其序列（由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成）为反义序列：Ｇ４
ＡＳ ５′ＧＣＴＧＡＧＴＣＴＣＣＡＴＡＴＴＧＣＣ３′，错 义 序

列：Ｇ４ＳＣ５′ＧＧＣＴＣＴＴＴＧＣＣＣＡＣＴＧＡＡＴ３′。
１．２．２　转染率测定　Ｈｅｐ２细胞 ８５％ ～
９０％铺满孔底时进行转染，ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ浓
度为 １００、２００、４００、６００ｎｍｏｌ／Ｌ，转 染 过
程 严 格 按 照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００说 明 书 操
作。细胞用甘油封片液封固，于荧光显微镜

下观察计数，转染率 ＝被转染细胞数 ／细胞
总数 ×１００％
１．３　ＭＴＴ法检测细胞生长抑制率

实验分为空白对照组、脂质体对照组、

ＡＳＯＤＮ 组、ＳＣＯＤＮ 组、ＡＳＯＤＮ 加 ＤＤＰ 组、
ＳＣＯＤＮ加 ＤＤＰ组。Ｈｅｐ２细胞于转染后 ６ｈ
更换培养基的同时加入终浓度为 ３μｇ／ｍｌ
顺铂，作用时间分别为转染后 １２、２４、３６、
４８ｈ。于 培 养 结 束 前 ４ｈ每 孔 加 入 ＭＴＴ
２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌ），继续培养 ４ｈ，应用二甲
基亚砜溶解甲

"

，用酶联免疫检测仪测定各

孔吸 光 度 值 （ＯＤ５７０值）。生 长 抑 制 率 ＝
（对照 组 ＯＤ５７０值 －实 验 组 ＯＤ５７０值）／
对照组值 ＯＤ５７０×１００％。实验重复 ３次。
１．４　ＲＴＰＣＲ测定 ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达

Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ。用紫外分光
光度 计 测 定 ＲＮＡ纯 度 和 浓 度。ＲＴＰＣＲ按
照说明书进行操作。ＸＩＡＰ（８０２ｂｐ）引物序
列 分 别 为：上 游 ５′ＣＴＴＧＣＡＴＡＣＴＧＴＣＴＴＴＣＴ
ＧＡＧＣ３′，下游 ５′ＡＣＡＣＣＡＴＡＴＡＣＣＣＧＡＧＧＡＡＣ
３′，βａｃｔｉｎ引物序列分别为：上游 ５′ＣＡ
ＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴ３′，下 游 ５′ＧＧＡＴ
·８６１·
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ＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧ３′。ＰＣＲ产 物 以 １．２％
琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察并用凝胶成

像分析系统（ＡｍｐＧｅｎｅＧｅｌ３０００）观察各电泳
条带亮度并照相。

１．５　流式细胞学检测细胞凋亡及 ＸＩＡＰ蛋
白表达

收集 细 胞，碘 化 丙 啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｄｏｄｉｄｅ，
ＰＩ）染 色 检 测 细 胞 凋 亡 （Ａｐｏ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
Ａｐｏ），二倍体 Ｇ０／Ｇ１ 细胞峰前出现的亚二
倍体 ＤＮＡ含量的细胞峰为 Ａｐｏ峰。在收集
的细胞中加入 ＸＩＡＰ一抗，荧光标记二抗，上
机检测，计算样本的荧光指数（ＦＩ）为 ＸＩＡＰ
蛋白表达量。

１．６　统计学分析
所有数 据 经 Ｅｘｃｅｌ软 件 整 理，应 用 美 国

ＳＰＳＳ１３．０统 计 软 件 进 行 分 析。计 量 资 料
数据以均数 ±标准差 （珋ｘ±ｓ）表示，随机
分组比较用单因素方差分析，两因素的相关

性 用 Ｐｅａｒｓｏｎ直 线 相 关 进 行 统 计 分 析 。以
Ｐ ＜０．０５为有统计学意义。

２　结果

２．１　形态学观察及转染效率的测定
各浓 度 ＦＩＴＣ标 记 的 ＸＩＡＰ ＡＳＯＤＮ 转 染

Ｈｅｐ２细胞后 ６ｈ，于荧光显微镜下观察均可
见绿色 荧 光，荧 光 分 布 主 要 积 聚 于 细 胞 核

内 ，同 时 细 胞 质 中 也 有 较 强 的 荧 光 分 布

（图 １）。转染后 １２～２４ｈ几乎所有的细胞
均可见荧光聚集，２４ｈ时其平均转染效率在
终浓 度 为 １００、２００、４００、６００ｎｍ／Ｌ分 别
为 （９５±２．１）％，（９８±１．３）％，（９６±
２．６）％，（９３±３．０）％。方差分析显示组间
差异无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）；培养基对
照组则未见转染现象。

２．２　 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转 染 联 合 化 疗 对 Ｈｅｐ２
细胞增殖活性的影响

ＭＴＴ 检 测 结 果 显 示 不 同 浓 度 ＸＩＡＰ
ＡＳＯＤＮ（１００～６００ｎｍｏｌ／Ｌ）转 染 Ｈｅｐ２细
胞分别作用不同时间（１２、２４、３６、４８ｈ）后
均对细胞增殖有抑制作用，并呈时间和剂量

的 依 赖 性，各 时 间 段 及 各 浓 度 的 ＸＩＡＰ
ＡＳＯＤＮ与 ３μｇ／ｍｌＤＤＰ联合作用组对细胞
的生长抑制率显著高于单用 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ组

和 单 用 ＤＤＰ组 ，差 异 均 有 显 著 性 意 义

（Ｐ ＜０．０５），呈明显的时间和剂量依赖关
系，其中以 ６００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ组抑
制率最大（图 ２，３）。说明转染 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ
对细 胞 增 殖 有 抑 制 作 用，并 对 化 疗 药 ＤＤＰ
有增敏作用。

图 １　ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转染喉癌 Ｈｅｐ２细胞 ６ｈ的荧
光倒置显微镜照片（×２００）

图 ２　 不同浓度的 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ 作用不同时间对
Ｈｅｐ２细胞增殖抑制率的影响（ｎ＝３）

图 ３　ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转染联合化疗对 Ｈｅｐ２细胞增
殖活性的影响（ｎ＝３）

２．３　 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转染联合化疗对 Ｈｅｐ２
细胞凋亡的影响

２００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ转 染 Ｈｅｐ２细 胞
３６ｈ流式细胞仪检测亚二倍体细胞显示细
胞凋亡率。ＡＳＯＤＮ转染 ＋化疗组凋亡率与
单 纯 化 疗 组 相 比 细 胞 凋 亡 率 显 著 升 高

（Ｐ ＜０．０１）；而 ＳＣＯＤＮ转染组细胞凋亡率
·９６１·
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与对照组相比无统计学意义（Ｐ ＞０．０５），
ＳＣＯＤＮ转染 ＋化疗组与单纯化疗组细胞凋
亡率也无统计学差异 （Ｐ ＞０．０５）。结 果
提示：ＡＳＯＤＮ转染后 Ｈｅｐ２细胞对化疗的敏
感性明显提高，同时 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ本身也诱
发肿瘤细胞的凋亡，ＡＳＯＤＮ转染与化学药物
（顺铂）杀伤肿瘤具有协同作用（表 １）。
２．４　ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ联合化疗对 Ｈｅｐ２细胞
中 ＸＩＡＰ蛋白表达的影响

流式细胞术检测结果显示 ＡＳＯＤＮ组的

ＸＩＡＰ蛋白荧光指数明显低于空白对照组、
脂质体转染组以及 ＳＣＯＤＮ组（Ｐ ＜０．０５），
ＡＳＯＤＮ＋化疗组比单纯化疗组荧光指数明
显降低（Ｐ＜０．０１），ＳＣＯＤＮ＋化疗组与单纯
化疗 组 ＸＩＡＰ蛋 白 荧 光 指 数 无 统 计 学 意 义
（Ｐ ＞０．０５）。ＡＳＯＤＮ转 染 后 Ｈｅｐ２细 胞
中 ＸＩＡＰ蛋白的表达量明显下降，对化疗的
敏感性明显提高，同 时 ＡＳＯＤＮ转 染 本 身 也
降低 ＸＩＡＰ蛋白的表达并与化疗药物具有协
同作用（表 １）。

表 １　化疗联合 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ对 Ｈｅｐ２细胞凋亡和 ＸＩＡＰ蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别
不加顺铂组

对照组 ＳＣＯＤＮ ＡＳＯＤＮ

加顺铂组（３μｇ／ｍｌ）

空白组 ＳＣＯＤＮ ＡＳＯＤＮ

凋亡率（％） ６．３５±０．６３ ７．６９±０．５７ １４．４１±０．７１# ９．００±０．６４# １１．５１±０．５７# ２３．２９±１．１５##

蛋白表达（ＦＩ） １ １．０４±０．９３ ０．８５±０．３９# ０．９２±０．２６# ０．９０±０．２３# ０．６４±０．０６##

　　注：与对照组比较，
#

Ｐ＜０．０５，
##

Ｐ＜０．０１

２．５　ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ联合化疗对 Ｈｅｐ２细胞
中 ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达的影响

ＲＴＰＣＲ结 果 显 示 ＰＣＲ 扩 增 产 物 约 为
８０２ｂｐ大 小 的 特 异 性 条 带，ＡＳＯＤＮ 组 较
ＳＣＯＤＮ对照组，脂质体对照组和空白对照组
相 比 ，ＸＩＡＰ扩 增 条 带 的 亮 度 明 显 降 低 。
２００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ作用于 Ｈｅｐ２细胞 ３６ｈ
后，ＸＩＡＰｍＲＮＡ的 表 达 下 调，ＡＳＯＤＮ＋ＤＤＰ
组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的 表 达 明 显 下 调，而 ＳＣＯＤＮ
组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ水平与对照组比较无明显变
化（图 ４）。

图 ４　ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ转染对 Ｈｅｐ２细胞 ＸＩＡＰｍＲＮＡ
表达的影响

２．６　ＸＩＡＰ蛋白表达与细胞凋亡及细胞增
殖抑制率之间的关系

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，在不同处理组与
对照组中细胞凋亡率变化与 ＸＩＡＰ蛋白荧光
指 数 （ＦＩ）变 化 呈 负 直 线 相 关 （ｒ＝
－０．９７６，Ｐ ＜０．０１）。细胞增殖抑制率的
变化与 ＸＩＡＰ蛋白荧 光 指 数 （ＦＩ）的 变 化 呈

负直线相关（ｒ＝－０．９２３，Ｐ ＜０．０１）。

３　讨论

　　ＸＩＡＰ是凋亡抑制蛋白家族中最有效的
Ｃａｓｐａｓｅｓ抑制剂，它可以直接抑制 Ｃａｓｐａｓｅ并
可多途径抑制凋亡［３］。已 经 有大量的研究

表明［４５］，ＸＩＡＰ与很多肿瘤的发生发展有非
常重要的关系，可能是导致肿瘤细胞耐药性

的因素之一，并且与某些肿瘤的分期、生存

期、预后及化疗的敏感性有关。

本研究中采用反义技术降低 ＸＩＡＰｍＲＮＡ
的表达，从而降低 ＸＩＡＰ蛋白的表达，探讨其
是否可以提高喉癌 Ｈｅｐ２细胞对化疗的敏
感性。Ｈｕ等［２］针 对 ＸＩＡＰ设计的约 １００种
ＡＳＯＤＮ，其 中 Ｇ４ＡＳＯＤＮ 在 非 小 细 胞 肺 癌
Ｈ４６０细 胞 株 最 有 效 降 低 ｍＲＮＡ和 蛋 白 表
达，并有效的促进 Ｈ４６０细胞凋亡。所以笔
者选择 Ｇ４ＡＳＯＤＮ进行转染实验，以相应的
错配寡核苷酸 Ｇ４ＳＣＯＤＮ作为对照。

通过转染 ＡＳＯＤＮ进入 Ｈｅｐ２细胞株，笔
者发现 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ本身对 Ｈｅｐ２细胞株的
增殖 即 有 抑 制 作 用，ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ对 Ｈｅｐ２
细胞增殖的抑制作用呈现时间剂量依赖关
系，随着时间延长和药物浓度的加大，抑制

（下转第 １７４页）

·０７１·
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