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　　摘　要：　目的　构建人凋亡抑制蛋白（ｈｕｍａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ２，ｈＩＡＰ２）的 ｓｈＲＮＡ，靶向
抑制 ｈＩＡＰ２基因联合放疗，探讨其对 ＣＮＥ１鼻咽癌细胞株放射敏感性的影响。方法　首先采用 ＭＴＴ法
确定最佳放射剂量；再构建４条 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ沉默片段并用脂质体法转染 ＣＮＥ１细胞，最后采用实时荧
光定量 ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）筛选出最佳沉默 ｓｈＲＮＡ序列；用最佳沉默 ｓｈＲＮＡ
序列转染 ＣＮＥ１细胞，分别设置转染放射线照射组与未转染放射线照射组，采用实时定量 ＰＣＲ和 ＷＢ检
测 ｈＩＡＰ２的基因及其蛋白表达；流式细胞术测细胞凋亡，ｔｒａｎｓｗｅｌｌ测细胞侵袭能力。结果　ＭＴＴ法明确
４Ｇｙ为最佳放射剂量；ＱＰＣＲ和 ＷＢ检测结果显示 ４条 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ均能有效抑制 ｈＩＡＰ２ｍＲＮＡ及蛋
白表达（Ｐ＜０．０５），以 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２沉默效果最显著（Ｐ＜０．０５）；ＱＰＣＲ和 ＷＢ检测结果显示转染
ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２后照射组与未转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２照射组的 ＣＮＥ１细胞中 ｈＩＡＰ２基因与蛋白表达比较，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；流式细胞术检测结果显示转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２后照射组比未转染
ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２照射组凋亡率差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测结果显示转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲ
ＮＡ２后照射组与未转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２照射组侵袭能力差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　转染
ｈＩＡＰ２基因沉默后放射可增加鼻咽癌细胞凋亡率，降低其侵袭能力，能够起到放疗增敏作用。

关　键　词：人凋亡抑制蛋白；鼻咽癌细胞；ＲＮＡ沉默，放射敏感性
中图分类号：Ｒ７３０．５；Ｒ７３９．９１　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－１５２０（２０１３）０５－０３９３－０６
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ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｔｈｅｓｈＲＮＡｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ（ｈｕｍａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ２，ｈＩＡＰ２）ｆｏｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｈＩＡＰ２ｇｅｎｅｗｉｔｈｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓｅｆｆｅｃｔ
ｏｎｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣＮＥ１ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｇｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌｄｏｓｅｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎ．ＦｏｕｒｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｂｕｉｌｔａｎｄＣＮＥ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ
ｌｉｐｏｓｏｍｅ．ＴｈｅｂｅｓｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ＱＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ（ＷＢ）．ＣＮＥ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｒｒａｄｉａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＩＡＰ２ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲａｎｄＷＢ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＭＴＴ
ａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ４Ｇｙａｓｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｒａｄｉａｔｉｏｎｄｏｓｅ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＱＰＣＲａｎｄＷＢｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｆｏｕｒｈＩＡＰ２
ｓｈＲＮＡｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＩＡＰ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２ｈａｄ
ｔｈｅｍｏｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｅｆｆｅｃｔ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓａｌｓｏｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｈＩＡＰ２
ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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ｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ｐ
＜０．０５）．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｒａｎｓｗｅｌｌｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉｌｅｎｃｅｄｈＩＡＰ２ｇｅｎｅｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｉｔｓｉｎｖａｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈＩＡＰ２；Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ；ＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；Ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　鼻咽癌是我国南方地区的一种常见的恶
性肿瘤疾病，为我国头颈部恶性肿瘤疾病的首

位。由于鼻咽部位置特殊，周边重要脏器多，

解剖复杂，肿瘤组织可以经颅底、颈动脉鞘区

及咽旁间隙浸润或转移，而鼻咽癌大多为低分

化鳞癌，对放疗敏感，原发病灶、周边组织及颈

部淋巴结引流区域均可包括在照射靶区内，所

以目前放射治疗仍然是鼻咽癌治疗的首选治

疗方法［１］。但是放疗后患者易出现各种并发

症，同时部分患者放疗敏感性较差，以及放疗

后病情复发并远处转移等难题依然严重影响了

患者的生存质量，研究者们除了改进放疗的技

术，提高其效果外，也应从更深层次找寻更好、

更高效安全的治疗手段。随着分子生物学以及

相关学科的发展，人们通过对肿瘤凋亡基因的

深入研究，鼻咽癌的治疗将进入了基因水平。

人凋亡抑制蛋白２（ｈｕｍａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ２，ｈＩＡＰ２）是新发现的凋亡抑制蛋
白家 族 中 的 一 员，定 位 于 人 １１号 染 色 体
１１ｑ２２－２３，编码 ６１８个氨基酸，分子量约为
６９ｋＤａ，广泛表达于人正常组织及 ６０多种肿
瘤细胞中［２］。本研究拟用 ＲＮＡ干扰技术靶向
抑制 ＣＮＥ１细胞中 ｈＩＡＰ２基因，观察其对于鼻
咽癌细胞放射生物学特性的影响，并初步探讨

其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１购自 ＡＴＣＣ；小牛血

清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；脂

质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂及 ＲＮＡ提
取试剂 ＴＲＩｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，反转录
及 ＰＣＲ扩增试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＡＶＰＩ
凋亡检测试剂盒购自南京凯基公司；鼠抗人

ｈＩＡＰ２，ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国 ＳＡＮＴＡ公司，
ｈＩＡＰ２，ＧＡＰＤＨ引物购自上海生工公司。
１．２　序列选择

上海吉玛公司设计并构建 ４对靶向 ｈＩＡＰ２

基因的 ｓｈＲＮＡ序列，分别为 ｓｈＲＮＡ１序列；ｓｈＲ
ＮＡ２序列；ｓｈＲＮＡ３序列；ｓｈＲＮＡ４序列。Ｎｅｇａ
ｔｉｖｅｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ为阴性对照，碱基顺序随机排
列，与人类基因外显子无同源性。

１．３　ＣＮＥ１细胞培养和转染
选用 ｈＩＡＰ２阳性 ＣＮＥ１细胞作为靶细胞，

以含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基于含
５％ＣＯ２、３７℃及饱和湿度条件下培养箱中培
养。转染前 ２４ｈ，将 ＣＮＥ１细胞传代之 ６孔板
中，用不加抗生素的培养基培养，当细胞密度达

到４０％时转染，参照 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂说明进行转染。
１．４　ＭＴＴ法测细胞放射后的存活率

ＭＴＴ实验方法参照阮志华等［２］学者操作，

在 ９６孔板加入细胞 １００μＬ／孔（约 １×１０４），
置 ３７℃５％ＣＯ２细胞培养箱培养 ２４ｈ，同时设
立无细胞的培养液空白对照和细胞对照，放射

剂量分别 ０，１，２，４，６，８Ｇｙ，将 ９６孔板在
３７℃，含 ５％ＣＯ２空气及 １００％湿度的细胞培
养箱中孵育 ２４ｈ，每孔加 ５０μＬ１×ＭＴＴ，在
３７℃孵育 ４ｈ，用酶标仪在 ５７０ｎｍ波长测各孔
吸光度（Ａ）值。各放射剂量点均设置 ３个复
孔，实验重复 ３次，按照下列公式计算存活率
＝（给药细胞 ＯＤ／对照细胞 ＯＤ）×１００％。
１．５　ＱＰＣＲ检测 ｈＩＡＰ２基因 ｍＲＮＡ表达
１．５．１　引物的设计合成　ｈＩＡＰ２基因特异性
引物序列如下 ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５’ＣＡＴＧＣＡＧＡＣ
ＡＣＡＴＧＣＡＧＣＴＣ３’；ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５’ＡＣＣ
ＴＴＧＧＡＡ ＡＣＣＡＣＴＴＧＧ ＣＡ３’，扩增片段为
１０３ｂｐ。内参基因３磷酸甘油醛（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｓ
３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）特异性引物序
列如下：ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５’ＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴ
ＣＡＴＴＧＡＣＣ３’，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５’ＧＡＣＡＡＧ
ＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ３’，扩增片段为１０６ｂｐ。
１．５．２　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成　参照 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品说明书和反转录试剂盒说明
进行 ＲＮＡ反转录反应；反转录得到 ｃＤＮＡ用作
ＰＣＲ反应模板，－２０℃保存备用。
１．５．３　ＱＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系为 ２５μｌ，
·４９３·
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包含 ｍａｒｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２．５μｌ，ｗａｔｅｒｎｕｃｌｅａｓｅ
ｆｒｅｅ１０．５μｌ，ｐｒｉｍｅｒ１μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ。ＰＣＲ扩增
条件为 ９４℃预变性 ３ｍｉｎ，然后 ９４℃ ３０Ｓ，
５９℃ ３０Ｓ，７２℃ ４５Ｓ，扩增４０个循环；再７２℃
延伸 ５ｍｉｎ，最后绘制溶解曲线。同时以相同
条件扩增内参 ＧＡＰＤＨ。采用 ２ΔΔＣｔ法计算各
样本的 ｈＩＡＰ２基因的相对表达量。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ｈＩＡＰ２蛋白表达

提取的总蛋白采用 ＢＣＡ定量，取等量的总
蛋白（２０μｇ）进行 １２％ＳＤＳＰＡＧＥ，采用 Ｂｉｏ
Ｒａｄ转移槽在 ４℃冷却条件下以恒流 ３００ｍＡ
转印蛋白 １．５ｈ，印迹到 ＮＣ膜上，然后用 ５％
脱脂牛奶封闭，ｈＩＡＰ２抗体稀释度为 １∶５００，
ＧＡＰＤＨ抗体稀释度（１∶８００），３７℃孵育 ２ｈ，
洗膜，羊抗鼠二抗（１∶８００００）室温孵育 １ｈ，
洗膜，ＥＣＬ显色，采用 ｇｅｌｐｒｏ４．０软件进行图
像分析，以 ｈＩＡＰ２与 ＧＡＰＤＨ灰度值的比值为
ｈＩＡＰ２蛋白相对表达水平。
１．７　流式细胞术检测细胞凋亡

分别收集细胞对照组，转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ
再放射线照射组与未转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ再放
射线照射组的细胞约 ２×１０６个，１×ＰＢＳ洗涤
细胞 ２次后加入５００μｌ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细
胞，再加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，加入
５μｌＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ进行室温避光反应１０ｍｉｎ，
即刻进行流式检测。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力
收集各组细胞，用 １×ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，

用含 ＢＳＡ的无血清培养基重悬，调整细胞密度
至 ５×１０４／ｍｌ，在 ６孔板上室加入细胞悬液而
在下室加入 １ｍｌ含 ＦＢＳ的培养基，培养细胞
２４ｈ。用棉签擦去基质胶和上室内的细胞，再
用 ９５％ 酒精固定 ２０ｍｉｎ，用甲苯胺蓝染色
１０ｍｉｎ，置于倒置显微镜下观察并计数。
１．９　统计学处理

实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１６．０统
计软件处理数据，采用单因素方差分析（ｏｎｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），分析各组间差异。

２　结果

２．１　ＭＴＴ法检测各放射剂量照射 ＣＮＥ１细胞
后的存活率

放射剂量为 １，２，４，６，８Ｇｙ组与 ０Ｇｙ组的

存活率分别比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），６Ｇｙ与 ８Ｇｙ组存活率小于 ７０％，细胞
存活率较低，不利于后续实验的进行。１Ｇｙ组
与 ２Ｇｙ组的存活率相比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），而 ４Ｇｙ组的细胞存活率达到了
７７．８％，与其他各放射剂量组比较，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０１），并且细胞存活率高，
满足后续实验要求，结果见图 １。
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图 １　不同放射剂量对 ＣＮＥ１细胞存活率的影响

２．２　不同 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ序列对 ＣＮＥ１细胞中
ｈＩＡＰ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

从图 ２可见未转染组与阴性对照组（即转
染 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ，下同）中 ｈＩＡＰ２基因及蛋白
表达相比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与
各转染 ｓｈＲＮＡ组间比较差异具有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），且未转染组与转染 ｓｈＲＮＡ２组差异具
有统计学意义（Ｆ＝２４．９０２，Ｐ＜０．０１）；ｓｈＲＮＡ２
组中 ｈＩＡＰ２ｍＲＮＡ和蛋白表达最低。ＱＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果提示４条 ｓｈＲＮＡ序列中
以 ｓｈＲＮＡ２作用效果最明显。
２．３　ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ序列对于 ＣＮＥ１细胞放射
敏感性的影响

２．３．１　ＱＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果分析　
从图３中可见对照组（即 ＣＮＥ１细胞未转染，未
照射处理，下同）与未转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再
放射组中 ｈＩＡＰ２基因及蛋白表达差异具有统
计学意义（Ｆ＝４６．３９８，Ｐ＜０．０５），未转染
ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再放射组与转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲ
ＮＡ２再放射组中 ｈＩＡＰ２基因及蛋白表达比较
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示 ＣＮＥ１
细胞当中的 ｈＩＡＰ２基因在转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲ
ＮＡ２再放射后其表达量大幅度降低。
２．３．２　ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ对放射后 ＣＮＥ１细胞凋
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亡的影响　对照组与未转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再
放射组（Ｆ＝１１．７１，Ｐ＜０．０５），未转染 ｈＩＡＰ
２ｓｈＲＮＡ２再放射组与转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再

放射组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
提示 ＣＮＥ１细胞在转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再放射
后凋亡率大幅度增加（图 ４）。

!"

!#

!$

%

&

"

#

$

相
对
表
达
量

$'%

$'&

$'"

$'(

$

灰
度
比
值

)* +,

&- +,

./012(

301,4

组别组别

5 6 7 8 9 : 5 6 7 8 9 :

5 6 7 8 9 :

图
(

不同
!"#$%& %'!()#

序列对
*)+,

细胞中
!"#$ %&

基因及蛋白表达的影响

!

-

"未转染组 #

.

"阴性对照组 #

/

"

'!()#,

#

0

"

'!()#&

#

1

"

'!()#2

#

3

"

'!()#4!

./012( ;<=0

相对表达量
./012(>301,4

灰度比值

?9@A9BC 6DEAAFCG

检测结果

0 H

I

!"#$%& '()#

相对表达量

* + ,

&-

./

.0

.1

.&

.-

/

0

1

&

-

相
对
表
达
量

灰
度
比
值

组别

* + ,

* + ,

23 45

06 45

-7/

-70

-71

-7&

-

!"#$%&

8#$59

图
2 !"#$%&%'!()#

序列对放射后
*)+,

细胞中
!"#$%&

基因及蛋白表达的影响 !

-

"

对照组 #

.

"未转染
!"#$%&%'!()#&

再放射

组 #

/

" 转染
!"#$%&%'!()#&

再放射组 #下

同 $

# :

;

组别

!"#$%&<8#$59

灰度比值

=>?@>AB +CD@@EBF

检测结果

·６９３·



袁　媛，等：ｓｈＲＮＡｈＩＡＰ２增强ＣＮＥ１鼻咽癌细胞对放射敏感性的实验研究 第５期　

组别
! " #

$%&%%

'(&%%

'%&%%

)(&%%

)%&%%

(&%%

%&%%

凋
亡
率

!

*

"

图 ４　ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＣＮＥ１细胞再放射的凋亡率

２．３．３　ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ对放射后 ＣＮＥ１细胞的
侵袭能力的影响　对照组与未转染 ｈＩＡＰ２
ｓｈＲＮＡ２再放射组（Ｆ＝２４．８７７，Ｐ＜０．０５），未
转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再放射组与转染 ｈＩＡＰ２
ｓｈＲＮＡ２再放射组比较差异具有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），提示 ＣＮＥ１细胞在转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲ
ＮＡ２再放射后侵袭能力大幅度减弱（图 ５）。

图 ５　ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ与对放射后 ＣＮＥ１细胞的侵袭能力的影响（甲苯胺蓝 ×２００）　Ａ：对照组；Ｂ：未转染 ｈＩＡＰ
２ｓｈＲＮＡ２再放射组；Ｃ：转染 ｈＩＡＰ２ｓｈＲＮＡ２再放射组

３　讨论

肿瘤细胞凋亡有：外源性与内源性两条途

径。外源性途径又称死亡受体途径，凋亡信号

（如 ＴＮＦ、ＦＡＳＬ）通过与细胞膜上的死亡受体
（如 ＴＮＦ受体、ＦＡＳ）结合，激活ｃａｓｐａｓｅ８，启动
凋亡程序；内源性途径又称线粒体途径，ＤＮＡ
损伤信号通过 Ｂｃｌ２等作用使线粒体膜的通透
性增加，释放促凋亡的细胞色素 Ｃ，进而活化
Ｃａｓｐａｓｅ９前体，进入凋亡过程。这两条途径共
同的 终 末 效 应 酶 是 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ７。
ＩＡＰｓ家族蛋白最早在 ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ中被发现［３］，

其功能是在病毒复制时保留主细胞的成活，

ｈＩＡＰ２其结构和功能与 ｈＩＡＰ１较为相似，两者
都是肿瘤坏死因子受体 ２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＮＦＲ２）复合体的成员。是由肿瘤坏
死因子受体相关因子（ＴＲＡＦ１或 ＴＲＡＦ２）作用于
ＴＮＦＲ２介导的，其效应是激活核因子 ＮＦＫＢ，
ＮＦＫＢ本身能抑制凋亡有可能增强 ＩＡＰｓ的表
达，ＩＡＰ能抑制 ＴＮＦ或者 ＦＡＳ途径的凋亡是由于
ＩＡＰ与 ＴＲＡＦ（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ）相互
作用而形成 ＴＮＦ受体（ＴＮＦＲ）信号复合体，干扰

ＴＮＦ激活的死亡信号从而抑制凋亡。
目前研究表明 ＩＡＰｓ的功能是能够抑制由

各种刺激如抗 ＦＡＳ抗体［４］，ＴＮＦα［５］、病毒感
染，化疗药物、紫外照射［６］等所引起的细胞凋

亡。Ｉｍｏｔｏ等［７８］发现在鳞状食管癌和颈腺肿瘤

组织中 ｈＩＡＰ２基因高表达，是染色体 １１ｑ２２
扩增的结果，ｈＩＡＰ２活化可能导致导致肿瘤恶
性转化，包括侵袭力、转移性和抗药性的改变。

有研究显示抑制乳腺癌 ＭＣＦ７细胞中的 ｈＩＡＰ
２基因后能显著抑制其增殖能力［９］，可以增强

抗肿瘤药物的抑癌作用［１０］。王杨等研究表明

在 ｈｅｐＧ２肝癌细胞中靶向沉默 ｈＩＡＰ２基因可
以显著抑制其增值能力，并增加 ｈｅｐＧ２肝癌细
胞的凋亡率［１１］。白露等［１２］研究表明采用一定

剂量的放射线照射 ＣＮＥ１鼻咽癌细胞，可以导
致 ＣＮＥ１鼻咽癌细胞产生不同程度的凋亡。

本实验中的研究结果提示我们抑制 ＣＮＥ１
鼻咽癌细胞中 ｈＩＡＰ２基因的表达再放射可增
加 ＣＮＥ１鼻咽癌细胞的凋亡率，其侵袭能力大
幅度减弱，可以提高鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１对于放
射的敏感性，提示我们基因沉默联合放疗，更

能有效抑制并杀死肿瘤细胞，这将为临床放射

治疗提供了一条极具意义的策略。
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