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·基础研究·

Ｍａｓｐｉｎ蛋白在鼻咽癌放射敏感 ＣＮＥ２
细胞株中的表达分析

何　倩１，姜武忠１，冯雪萍２

（中南大学湘雅医院１．肿瘤科；２．医学科学研究中心，湖南 长沙　４１０００８）

　　摘　要：　目的　探讨放射敏感鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞株在放射条件下丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｍａｓｐｉｎ蛋
白的反应性变化，分析鼻咽癌放射作用的分子机制。方法　采用 ＭＴＴ比色法检测放射线对鼻咽癌
ＣＮＥ２细胞株生长的影响，胎盼蓝染色法检测 ＣＮＥ２细胞增殖，流式细胞术检测 ＣＮＥ２细胞放射后的凋亡
及周期改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析 Ｍａｓｐｉｎ蛋白的表达。结果　鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞株放射后，细胞周期重新
分布，出现较多的 Ｇ２／Ｍ期细胞以及较少的 Ｇ０／Ｇ１期细胞；增殖受到抑制、细胞凋亡明显、Ｍａｓｐｉｎ蛋白
表达上调，且其上调与细胞凋亡率增高呈现一致性改变，也与细胞周期分布改变相关。结论　鼻咽癌
ＣＮＥ２细胞对放射线敏感、容易被诱发凋亡；细胞周期参与了放射诱导的 ＣＮＥ２放射反应调节；放射提高
了 ＣＮＥ２细胞的 Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达，提示该蛋白参与了 ＣＮＥ２细胞的放射反应；Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达提高涉及
ＣＮＥ２细胞周期和凋亡改变，是一个值得深入研究的鼻咽癌放射敏感相关分子。
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　　鼻咽癌是我国南方常见的恶性肿瘤，其发
病率和死亡率均居世界首位。临床鼻咽癌患
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者以低分化鳞癌为主，对放疗相对敏感，因而

放疗为其首选治疗方法，但鼻咽癌放疗后约

３５％患者有残存癌灶，容易出现复发、转移［１］。

目前，关于鼻咽癌放疗后癌灶残存的分子机制

仍不太清楚，其癌灶残存可能涉及细胞对放射

的反应性改变，尤其是蛋白质等生物活性分子

放射前后表达水平的变化。因此，寻找鼻咽癌

放射反应敏感的蛋白质分子，不仅有助于揭示

鼻咽癌对放疗的分子机制，而且能为鼻咽癌的

靶向治疗提供科学依据。

丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｍａｓｐｉｎ蛋白（ｍａｍｍａ
ｒｙｓｅｒｐｉｎ，Ｍａｓｐｉｎ）基因于 １９９４年 Ｚｏｕ等［２］用削

减杂交技术对正常乳腺组织和乳腺癌组织进

行比较时发现，证实其为丝氨酸蛋白酶抑制因

子（ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＰＩ）ｓｅｒｐｉｎ超家族
成员，命名为 Ｍａｓｐｉｎ蛋白。Ｍａｓｐｉｎ蛋白具有抑
制肿瘤血管形成、诱导细胞凋亡、增加细胞黏

附、抑制肿瘤转移和生长的特性［３］。是一种上

皮特异性肿瘤抑瘤基因，与癌细胞分化相关，

而且是目前唯一被证实的一种内源性多肽组

蛋白去乙酰化酶抑制因子 １（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ１，ＨＤＩ１）［４］。组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓ
ｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤ）是一类蛋白酶，对染色体
的结构修饰和基因表达调控发挥着重要的作

用。组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 抑 制 因 子 （ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＨＤＩ）则可通过提高染色质
特定区域组蛋白乙酰化，从而调控细胞凋亡及

分化。组蛋白去乙酰化酶抑制因子因能诱导

细胞凋亡和分化而成为一类新的抗肿瘤药物，

且对肿瘤细胞具有较高选择性和低毒的优点。

Ｍａｓｐｉｎ蛋白则是目前唯一被证实的该类抑制
因子之一。Ｍａｓｐｉｎ蛋白也被认为是预测鼻咽癌
放疗 敏 感 性 的 潜 在 生 物 标 志 物［５］。因 此，

Ｍａｓｐｉｎ蛋白可能是一种鼻咽癌放射反应敏感的
蛋白质分子。本实验以放射敏感的鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞株为样本，分析 Ｍａｓｐｉｎ蛋白放射后
的改变。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人低分化鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２为中南大学

肿瘤研究所提供，ＣＮＥ２是鼻咽癌研究中常用的
的细胞系，来源于鼻咽部低分化鳞癌组织。小

牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 ＧｉｂｉｃｏＢＲＬ
公司；四氮唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。蛋
白质小分子量 Ｍａｒｋｓ、ＰＶＤＦ膜和 ＥＣＬ（Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）试剂盒为瑞典 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司
产品。鼠单克隆抗人 Ｍａｓｐｉｎ蛋白抗体为美国
ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司产品。鼠单克隆抗人 βａｃｔｉｎ抗
体为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品。辣根过氧化物酶标
记的羊抗鼠二抗为美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司产品。
１．２　实验方法
１．２．１　ＭＴＴ比色法检测细胞增殖　ＣＮＥ２细
胞用含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，
在 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中传代培养。将对数
生长期的 ＣＮＥ２细胞以每孔 ２×１０３个细胞接
种于 ９６孔细胞培养板中，每孔均加入 ２００μｌ
含 １０％ 小 牛 血 清 的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基，于
３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养 １２ｈ后，在室温下
用直线加速器 ６ＭＶＸ射线（２１００ＥＸ，Ｖａｒｉａｎ）
满射野照射细胞，照射剂量为２、４、６、８和
１０Ｇｙ，吸 收 剂 量 率 为３００ｃＧｙ／ｍｉｎ，射 距
１００ｃｍ，培养板下放置一个“水箱”和培养板上
覆盖 １．５ｃｍ厚的组织胶补偿块，经计算机定
位确保高能 Ｘ线均匀、使射线准确地照射到细
胞；对照组细胞同等条件处理但不进行照射

（０Ｇｙ），每组设 ３个复孔。分别于放射后 ２４、
４８、７２和 ９６ｈ每孔加入 ５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液
２０μｌ，继续培养 ４ｈ，小心弃去孔内培养液，加
入 １５０μｌＤＭＳＯ，振荡 １０ｍｉｎ，空白对照孔凋
零，酶 标 仪 以 波 长 ４９０ ｎｍ 测 定 吸 光 值

（Ａ４９０）。实验重复 ３次。
１．２．２　胎盼蓝染色法检测细胞增殖　为测定
放射线对 ＣＮＥ２细胞增殖的影响，ＣＮＥ２细胞接
种于 ２４孔细胞培养板，１２ｈ后用 ６Ｇｙ的 Ｘ射
线照射，然后每天采用胎盼蓝染色法检测细胞

生长，共 ６ｄ，绘制细胞生长曲线，以未照射细
胞作为对照，实验重复 ３次。
１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期
　将对数生长期 ＣＮＥ２细胞接种于 ５０ｍｌ培养
瓶中，培养１２ｈ后，用６Ｇｙ的 Ｘ射线满射野照
射细胞，对照组细胞同等条件处理但不进行照

射（０Ｇｙ）。分别于照射后 ２４、４８、７２ｈ收集
实验组和对照组细胞，冷 ＰＢＳ洗涤 ２次，７０％
冷 乙 醇 、４℃ 固 定 １８ｈ。调 整 细 胞 浓 度 为
１０６个 细 胞 ／ｍｌ，取 １ｍｌ细 胞 悬 液 ，ＰＢＳ洗
３次，用含 ２０ｍｇ／ＬＲＮＡ酶的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
·０４３·
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３７℃ 孵 育３０ｍｉｎ，用５０ｍｇ／Ｌ的 碘 化 丙 锭
（ＰＩ）进行细胞 ＤＮＡ染色。样品送北京鼎国生
物科技有限公司用流式细胞仪检测细胞凋亡

和细胞周期，实验重复 ３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　全蛋白提取：将
５×１０６细胞用冷 ＰＢＳ洗１次，快速加入１ｍｌ细
胞抽提液 （含 ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ、０．０１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ及 现 用 现 加
１００μｇ／ｍｌ的 ＰＭＳＦ和２μｇ／ｍｌ的 Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ），置
于冰上反复抽提 ０．５ｈ，４℃温度 １００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，转移上清至 ＥＰ管制备全细胞蛋白
提 取液置 －８０℃冰箱保存。蛋白定量采用
ＢＣＡ法。

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳：配制 １０％的聚
丙烯酰胺凝胶，取 ４０ｍｇ样品蛋白质加入等体
积的 ２×ＳＤＳ凝胶加样缓冲液，１００℃煮沸 ５ｍｉｎ
后上样；电泳开始时电压为 ７５Ｖ，漠酚蓝进入分
离胶时提高电压为 １００Ｖ，电泳时间约 ４ｈ。
１．２．５　将凝胶中的蛋白质电转至 ＰＶＤＦ膜　
切取 ６张大小相同的滤纸，其大小与转印区域
一样。然后，把它们浸泡在电转缓冲液中。切

取同样大小的一张 ＰＶＤＦ膜，甲醇中浸泡 ２ｍｉｎ
至半透明，用清水冲洗干净后，放入电转缓冲

液中，平衡 ２０ｍｉｎ。在 ＰＶＤＦ膜上垫 ３张滤纸，
然后将凝胶平铺于 ＰＶＤＦ膜上，再放上 ３张滤
纸，用玻棒在滤纸面上滚动除去各层气泡，然

后放入转移槽内，倒入电转移缓冲液，胶面向

阴极，膜面向阳极，４℃，１００Ｖ转移 ２ｈ。
把印迹膜转移到含有丽春红 Ｓ使用液的培

养皿中染色 １０ｍｉｎ。蛋白质带出现后于室温
用去离子水漂洗数次。用防水笔标出 ｍａｒｋｅｒ
蛋白各个分子量区带的位置。把滤膜放入杂

交袋中，按 ０．１ｍｌ／ｃｍ２加入封闭液（５％脱脂
奶粉，ＴＢＳＴ配制），然后用热合机密封塑料袋
口，在室温下孵育 ４ｈ；剪开杂交袋，倾去封闭

液，立即按照０．１ｍｌ／ｃｍ２加入用封闭液稀释的
一抗，３７℃孵育 １ｈ，鼠单克隆 Ｍａｓｐｉｎ蛋白一抗
稀释比为 １∶８００。剪开杂交袋，倾去一抗，用
ＴＢＳＴ漂洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ；再次将滤膜转移
到新的杂交袋中，加入羊抗鼠的第二抗体，同

样用封闭液稀释，稀释比为 １∶３０００，３７℃孵
育 １ｈ；倾 去 二 抗 ，用 ＴＢＳＴ漂 洗 ３次 ，每 次
１０ｍｉｎ；ＥＣＬ检测液显色，Ｘ光胶片显影定影。
实验重复 ３次。

经 Ｘ胶片曝光显影的图片扫描保存为电
脑文件，并用 ＩｍａｇｅＪ（ＮＩＨ）分析软件将图片上
特异条带显色的密度灰度值数字化，Ｍａｓｐｉｎ蛋
白的灰度值除以内参 βａｃｔｉｎ的灰度值以校正
误差，所得结果代表样品 Ｍａｓｐｉｎ蛋白目标蛋白
的 相 对 含 量 。显 色 条 带 密 度 通 过 ＩｍａｇｅＪ
（ＮＩＨ）软件分析。
１．３　统计学分析

用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，用 Ｅｘｃｅｌ
软件作图，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
数据资料以 珋ｘ±ｓ表示，多样本均数比较采用
单因素方差分析，两组均数比较采用 ｔ检验，组
间两两比较采用 ｑ检验。

２　结果

２．１　放射线对鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞增殖的影响
ＭＴＴ比色法检测结果表明放射线对鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞的增殖具有抑制作用，除小剂量
２Ｇｙ以外，放射剂量越大抑制作用越强（２４～
９６ｈ），呈现剂量依赖性（Ｐ ＜０．０５），见表 １。
胎盼蓝染色法检测也显示放射线对 ＣＮＥ２细胞
的增殖具有抑制作用：细胞放射后生长曲线明

显下移，细胞增殖受抑，６Ｇｙ照射 ２４ｈ后增殖
抑 制 明 显 、其 数 量 是 未 照 射 ＣＮＥ２细 胞 的
０．２倍，细胞生长延迟，见图 １。

表 １　ＭＴＴ比色法检测放射线对 ＣＮＥ２细胞增殖的影响（珋ｘ±ｓ）

剂量（Ｇｙ）
ＯＤ值（Ａ４９０）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

０ ０．４１±０．０５ ０．７６±０．０４ １．１９±０．０６ １．６１±０．０８ ２．１１±０．０５

２ ０．４０±０．０３ ０．７４±０．０５ ０．８３±０．０４ ０．８５±０．０５ １．１２±０．０５

４ ０．３５±０．０３ ０．４７±０．０２ ０．６９±０．０３ ０．４９±０．０４ ０．３９±０．０８

６ ０．３６±０．０１ ０．４２±０．０４ ０．４９±０．０３ ０．２６±０．０２ ０．３１±０．０２

·１４３·
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续上表

剂量（Ｇｙ）
ＯＤ值（Ａ４９０）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

８ ０．３１±０．０２ ０．３５±０．０３ ０．３２±０．０１ ０．２８±０．０６ ０．２９±０．０３

１０ ０．２７±０．０３ ０．３４±０．０１ ０．３９±０．０２ ０．３６±０．０３ ０．２４±０．０３

　　注：４～１０Ｇｙ组与０Ｇｙ组分别相比较，Ｐ＜０．０５

图 １　胎盼蓝染色法检测细胞增殖

２．２　流式细胞术检测放射线对 ＣＮＥ２细胞凋
亡和周期的影响

６Ｇｙ放射 ＣＮＥ２细胞后，采用流式细胞术
分析 ＣＮＥ２细胞的凋亡和周期。结果如表 ２和
图 ２Ａ及图 ２Ｂ所示与未照射（０ｈ）的 ＣＮＥ２细
胞比较，除放射 ２４ｈ的细胞凋亡率降低以外，
４８ｈ和 ７２ｈ的凋亡率均增高 ５倍以上，说明
ＣＮＥ２放射敏感、容易发生凋亡；放射后 ＣＮＥ２
的细胞周期重新分布，出现较多的 Ｇ２／Ｍ期细
胞（２４ｈ、４８ｈ和 ７２ｈ与 ０ｈ比较，Ｐ＜０．０５）
以 及较少的Ｇ０／Ｇ１期细胞（４８ｈ和７２ｈ与
０ｈ比较，Ｐ＜０．０５），表现为 Ｇ２／Ｍ期与 Ｇ０／
Ｇ１期分布的逆转（２４ｈ除外），但 Ｓ期细胞的
百分率无明显差异。该结果提示放射诱导的

细胞周期调节在放射反应中起重要作用。

表 ２　６Ｇｙ照 射 ＣＮＥ２细 胞 的 周 期 分 布 和 凋 亡 率
（珋ｘ±ｓ，％）

时间

（ｈ）

细胞周期

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
凋亡率

０ ６７．４±０．５ ２６．６±０．４ ７．９±０．６ ５．９３±１．３

２４ ５９．３±２．９ ２６．４±１．４ １４．３±１．３ ３．５６±１．６

４８ １３．４±０．１ ２４．１±０．２ ６２．９±０．５ ３２．４±１．２

７２ ７．６±０．３ ２０．２±０．８ ７１．２±０．１ ３１．２±１．５

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义

图 ２　Ａ：流式细胞仪检测 ６Ｇｙ照射 ＣＮＥ２细胞的周
期分布图；Ｂ：流式细胞仪检测 ６Ｇｙ照射 ＣＮＥ２细胞的
凋亡率图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ６Ｇｙ照射 ＣＮＥ２细胞
Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 Ｍａｓｐｉｎ蛋白
与内参 βａｃｔｉｎ灰度值相对比的柱形图

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达
６Ｇｙ放射 ＣＮＥ２细胞后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ分析 Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达。结果如图 ２Ｃ、２Ｄ
所示：与未照射组（０ｈ）的ＣＮＥ２细胞比较，
４８ｈ和 ７２ｈ的 Ｍａｓｉｐｎ蛋白表达明显增高，与
细胞周期和凋亡率的改变呈现同步性；４８ｈ
和 ７２ｈ的 Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达量分别为 ０ｈ组的
２．２倍和 ２．７倍，差异具有统计学意义（Ｐ ＜
０．０５）。

３　讨论

　　鼻咽癌是一种以放射治疗为主的头颈部
恶性肿瘤，ＣＮＥ２细胞系来源于人鼻咽部低分
化鳞癌组织，对放射敏感。本实验的流式细胞

检测结果也显示 ＣＮＥ２细胞照射后凋亡百分率
增高、对放射敏感。

放射主要使 ＤＮＡ发生损伤，可以在分子水
平引起细胞发生某些内在变化，比如诱导一些

活性蛋白质表达增高或降低而导致细胞凋亡。

·２４３·
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Ｍａｓｐｉｎ蛋白基因位于 １８ｑ２１．３，表达产物具有
３７５个氨基酸，与 Ｓｅｒｐｉｎ超家族的 Ｓｅｒ蛋白激酶
抑制因子有重要同源性，但与其他蛋白酶抑制

因子不同，Ｍａｓｐｉｎ蛋白能诱导细胞凋亡。文献
报道 Ｍａｓｐｉｎ蛋白是一种具有抑瘤特性的丝氨
酸蛋白质酶抑制因子，能抑制肿瘤生长并能促

进瘤细胞凋亡［６］。Ｍａｓｐｉｎ蛋白为一种重要的凋
亡致感因子，能增强肿瘤细胞对药物诱导凋亡

的敏感性［７８］。已有研究表明［９１０］，Ｍａｓｐｉｎ蛋白
在头颈鳞癌中的表达水平与放化疗反应密切相

关。本研究结果也显示 Ｍａｓｐｉｎ蛋白在 ＣＮＥ２细
胞中的表达水平与放疗反应密切相关，在放射

后的 ＣＮＥ２细胞中，蛋白质表达水平明显增高。
Ｍａｓｐｉｎ蛋白作为凋亡致感因子诱导细胞凋

亡，可能与 Ｍａｓｐｉｎ蛋白的结构、ｐ５３及细胞周
期调控相关。在 Ｍａｓｐｉｎ蛋白启动子区域有
Ｅｔｓ、Ａｐ１、ＨＲＥ和 ｐ５３几个重要的转录结合因
子［１１］。文献报道 Ｍａｓｐｉｎ蛋白是 ｐ５３的一个靶
标［１２］。体外研究发现［１１］，Ｍａｓｐｉｎ蛋白 基因启

动子区域有 ｐ５３结合位点，ｐ５３与 Ｍａｓｐｉｎ基因
启动子上特定位点结合，激活 Ｍａｓｐｉｎ蛋白基因
启动子，增强转录活性，使癌细胞中 Ｍａｓｐｉｎ蛋
白 ｍＲＮＡ含量增加，且转录速率增快［１３］。野生

型 ｐ５３结合到基因的结合位点后能刺激组蛋
白的乙酰化、增加启动区染色质的可接近性，

并通过影响 Ｍａｓｐｉｎ基因的甲基化抑制屏障而
激活 Ｍａｓｐｉｎ基因的启动子［１４］。Ｍａｓｐｉｎ蛋白的
Ｃ端有一环状结构，称为反应活性部位环（ｒｅ
ａｃｔｉｏｎｓｉｔｅｌｏｏｐ，ＲＳＬ），被认为是主要的反应活
性部位，Ｎ端上的 Ｐ１残端具有识别靶蛋白的
作用。目前研究认为 Ｍａｓｐｉｎ蛋白的 ＲＳＬ为扭
曲的螺旋结构，对胰蛋白酶及胰蛋白酶样的蛋

白水解酶的有限蛋白水解非常敏感，且 ＲＳＬ能
与另一分子 Ｍａｓｐｉｎ蛋白形成二聚体或多聚体，
提示 ＲＳＬ可能具有一种“开关”作用，与肿瘤生
长和细胞凋亡相关。Ｚｏｕ等［１５］认为涉及 Ｍａｓｐｉｎ
蛋白首要调节机制之一是 ｐ５３信号调节通路，
Ｍａｓｐｉｎ蛋 白 的 表 达 调 节 相 关 到 ｐ５３的 状
态［１６，１８］。放射常常产生多种氧化物，文献报道

一氧化氮的合成有助于刺激 Ｍａｓｐｉｎ蛋白的合
成［１７］。Ｅｉｔｅｌ等［１８］发现在低氧等条件下，ＰＴＥＮ
和 ｐ５３整合成一条共同通路诱导 Ｍａｓｐｉｎ蛋白
表达，构成一个 ＰＴＥＮ／ｐ５３／Ｍａｐｓｉｎ网络系统影
响细胞的生存。另一方面，研究表明［１５１６，１８］，

ｐ５３在细胞周期的 Ｇ１／Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期阻滞中
起关键的调控作用。因此，ｐ５３、细胞周期和
Ｍａｓｐｉｎ蛋白在放射诱导细胞凋亡中相互影响，
Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达水平影响放化疗反应。本实验
结果显示 ＣＮＥ２细胞放射后，Ｍａｓｐｉｎ蛋白表达
水平越高则细胞凋亡百分率也越高，细胞周期

也出现分布改变，放射敏感的 Ｇ２／Ｍ期细胞增
多。该结果提示 Ｍａｓｐｉｎ蛋白可能通过 ｐ５３和
细胞周期阻滞影响放射诱导的细胞凋亡。文

献报道［５］Ｍａｓｐｉｎ蛋白可能是预测鼻咽癌放射敏
感性的一个生物标志物，本实验结果也提示

Ｍａｓｐｉｎ蛋白参与了 ＣＮＥ２细胞的放射反应，是
一种放射反应敏感分子，是一个值得深入研究

的放射反应蛋白。
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出外伤 １周时听功能下降与 ＨＯ１上调表达最
为明显，而随着时间延长各指标逐渐恢复，但

数值仍明显高于正常对照组。经 Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析发现，在 ＤＢＩ１、２周时 ＩＨＣ、ＯＨＣ、ＳＧＣ
中 ＨＯ１的上调表达与低频区的 ４０ＨｚＡＥＲＰ和
ＡＳＳＲ０．５、１ｋＨｚ相 关 性 明 显 ，ｒ值 范 围 为
０．３９４～０．８４９，而当 ＤＢＩ３、４周时 ＩＨＣ、ＯＨＣ、
ＳＧＣ中 ＨＯ１的上调表达则除与 ４０ＨｚＡＥＲＰ
和 ＡＳＳＲ０．５、１ｋＨｚ相关性明显外，同时与
ＡＳＳＲ高频的 ２、４ｋＨｚ也具有相关性，ｒ值范围
为 ０．２８４～０．９０５，推测这一变化可能是 ＤＢＩ
早期 １、２周时听力损伤主要出现在低频区呈
现外周性听力损伤，而后期则外周性与中枢性

听力损伤同时存在。听力学检测与扫描电镜

观察也支持这一变化，即ＤＢＩ后扫描电镜下
１周毛细胞纤毛损伤改变明显，中顶转 ＯＨＣ纤
毛损伤尤为突出，４周时中顶转、底转 ＯＨＣ纤
毛损伤较轻。

总之，本研究认为 ＤＢＩ可造成脑实质与耳
蜗损伤，并引起脑干听觉传导通路受损，最终

导致听力下降。ＤＢＩ大鼠伤后耳蜗 ＨＯ１表达
上调与 ＡＢＲⅤ波阈值、４０ＨｚＡＥＲＰ及 ＡＳＳＲ听
力学变化密切相关，ＤＢＩ导致耳蜗损伤的机制
可能与 ＨＯ１的表达有关，并在听功能损伤与

转归过程中发挥重要作用。同时认为综合运

用 ３种听力检测方法可以相互印证并评估其
ＤＢＩ后听力损伤的程度。
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