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　　摘　要：　目的　探讨反义角蛋白 １３（Ｋｅｒａｔｉｎ１３，ＫＲＴ１３）慢病毒质粒对鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞放射敏
感性的影响。方法　构建稳定表达反义 ＫＲＴ１３基因的慢病毒质粒，并通过 Ｇ４１８筛选出稳定转染该质
粒的鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞。按数字随机法将细胞分为 ｃｏｎｔｒｏｌ（正常 ＨＮＥ１细胞）组、ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ（转染慢病毒
空载体）组和 ａｎｔｉＫＲＴ１３（转染慢病毒质粒组）。并分别检测各组细胞中 ＫＰＴ１３含量。同时采用流式细
胞术检测细胞周期和凋亡的变化。在０、１、２、４、６、８Ｇｙ６个放射剂量点下，采用克隆形成实验分析转染
反义 ＫＲＴ１３基因对细胞的存活影响，并分别用单击多靶模型和线性二次模型拟合出细胞的剂量存活曲
线，对比放射生物学参数 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ值、α、β和 ＳＦ２值，评价细胞放射敏感性的变化。结果　转染慢病
毒质粒组的 ＨＮＥ１细胞 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ和 ＳＦ２值较其他两组均增加，α／β值减小，且差异具有统计学意义
（Ｐ均 ＜０．０５）；反义 ＫＲＴ１３可以阻滞细胞于 Ｇ２／Ｍ期，同时抑制细胞凋亡。结论　反义 ＫＲＴ１３慢病毒
质粒可降低鼻咽癌 ＨＮＥ１的放疗敏感性。
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　　鼻咽癌（ＮＰＣ）是一种恶性上皮肿瘤，具有
显著的地域性和种族性。在我国广东省，鼻咽

癌的发病率居于世界首位，每年平均 １０万人中
就有 ３０～８０例患病［１］。目前多采用放射性治

疗鼻咽癌，但癌细胞的辐射抗性可导致治疗失
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败，肿瘤局部失控或复发［２］。因此，如何逆转肿

瘤的辐射抗性是鼻咽癌治疗所面临的新问题。

细胞角蛋白（Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎｓ）因在组织发生恶
变后会出现差异性表达，被广泛应用于肿瘤的

诊断［３］。其中，角蛋白 １３（Ｋｅｒａｔｉｎ１３，ＫＲＴ１３）
已经在各种癌症中发现［４７］，同时有研究认为

它与细胞的放射敏感性有关［８９］。本研究首次

构建反义 ＫＲＴ１３慢病毒质粒，筛选出稳定转染
该慢病毒的鼻咽癌细胞株 ａｎｔｉＫＲＴ１３ＨＮＥ１，
并进一步探讨反义 ＫＲＴ１３质粒对鼻咽癌细胞
株放射敏感性的影响，为鼻咽癌新的基因 －放
射联合治疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人鼻咽癌高分化鳞癌细胞株 ＨＮＥ１由湘

雅医学院肿瘤中心提供。ｐＬＶＥＧＦＰ慢病毒载
体及包装系统购自北京英茂盛业生物科技有

限公司。ｐＵＣ５７ＫＲＴ１３由本科室构建。Ｇ４１８
和 ＰＩ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒和荧光定
量 ＰＣＲ试剂盒均购自北京天根 生 化 公 司。
ＫＲＴ１３和 βａｃｔｉｎ小鼠一抗、ＨＲＰ标记羊抗小
鼠二抗均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＲＩＰＡ裂解
液、ＥＣＬ化学发光试剂盒和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
细胞凋亡检测试剂盒均购自碧云天公司。

１．２　细胞培养
人鼻咽癌高分化鳞癌细胞株 ＨＮＥ１用含

１０％胎 牛 血 清 的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基，置 于
３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱内培养。
１．３　质粒构建

反义 ＫＲＴ１３设计的带有酶切位点引物，上
游：（ＢａｍＨＩ）ＧＧＡＴＣＣＧＣＡＣＣＴＧＣＴＣＴＣＡＡＴ，下
游：（ＡｐｌＩ）ＧＧＧＣＣＣＡＡＣＣＣＣＣＡＣＣＡＡＡＧＣＣＡ，采
用 ＰＣＲ法从已有的质粒模板 ｐＵＣ５７ＫＲＴ１３中
扩增出所要的片段，随后用 ＢａｍＨＩ和 ＡｐｌＩ双酶
切并回收，用 Ｔ４连接酶与 ｐＬＶＥＧＦＰ慢病毒质
粒反向连接过夜得到连接产物。根据 ｐＬＶＥＧ
ＦＰ慢病毒包装系统说明书进行操作。
１．４　细胞感染及筛选稳定表达反义 ＫＲＴ１３细
胞系

ＰＢＳ稀释上清，并依照文献［１０］测定病毒滴

度。将病毒依照滴度测定的量感染 ＨＮＥ１细

胞 ３次，并定期在荧光显微镜下观察，当细胞
均出现绿色荧光后即得到稳定的细胞株用于

后续实验。

１．５　各组细胞中 ＫＲＴ１３的检测
按数字随机法将细胞分为 ｃｏｎｔｒｏｌ（正常

ＨＥＮ１细胞）组、ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ（转染慢病毒空载体）
组和 ａｎｔｉＫＲＴ１３（转染慢病毒质粒组），以 Ｔｒ
ｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测其完
整性，取 ２μｌｍＲＮＡ使用 ｃＤＮＡ逆转录试剂盒
合成 ｃＤＮＡ第一链，按照荧光定量试剂盒说明
对各组细胞的 ｃＤＮＡ进行相对定量检测。扩增
条件：变性 ９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ
（３５个循环）；溶解曲线阶段依照仪器说明设
定。结果采用 ２ΔΔＣｔ方法进行 ｍＲＮＡ表达差
异分析。

收集各组对数生长期细胞，ＲＩＰＡ裂解液提
取细胞总蛋白，ＢＣＡ法进行定量检测。聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后将蛋白转移至
ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，加入小鼠一
抗后 ４℃ 过夜孵育，ＴＢＳＴ洗膜 ３次 （５ｍｉｎ／
次），加入稀释的 ＨＲＰ标记羊抗小鼠二抗，室
温孵育 ２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜 ３次（５ｍｉｎ／次）后，进
行化学发光检测。βａｃｔｉｎ作为内参进行进一
步处理。

１．６　细胞辐射
选取指数生长期细胞，经 ０．２５％胰酶消化

制成单细胞悬液，计数细胞浓度，按预定数量

接种于 ６孔板中，置于培养箱中孵育 １２ｈ后，
采用 Ｖａｒｉａｎ２３００ＥＸ直线加速器 ６ＭＶＸ线照
射，剂量率 ４００ｃＧｙ／ｍｉｎ，垂直辐射细胞，细胞
上面覆盖１ｃｍ有机玻璃填充物帮助剂量建成，
固定源皮距 ＳＳＤ１００ｃｍ，照射野面积 １０ｃｍ×
１０ｃｍ。
１．７　细胞周期实验

指数生长期细胞经 ２Ｇｙ照射 ２４ｈ后进行
收集，加入 ７０％冰乙醇中 ４℃过夜，ＰＢＳ洗涤
３遍后，避光将细胞加入到含有 ５０μｇ／ｍｌ的
ＲＮＡ酶 和 ５０μｌ／ｍｌＰＩ染 色 液 中，室 温 孵 育
３０ｍｉｎ后，流式细胞仪检测细胞周期各时相所
占比例。

１．８　细胞凋亡检测
指数生长期细胞经 ２Ｇｙ照射 ２４ｈ后，胰

酶消化并用 ＰＢＳ洗涤 ３遍，重悬细胞离心后弃
上清，加入 １９０μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ溶液轻轻重
·２０１·
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悬细胞，室温孵育 １０ｍｉｎ后，再加入 ５μｌ碘化
丙丁（ＰＩ）染色液，轻轻混匀。冰浴避光放置。
随即进行流式细胞术检测。

１．９　克隆形成实验
３组细胞按预定数量接种于 ６孔板中，每

组均设 ０、１、２、４、６、８Ｇｙ６个剂量组，每一剂
量组 ３个复孔。照射后的细胞置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱内培养。当出现肉眼可见克隆时，
终止培养，２ｍｌ甲醇固定 １５ｍｉｎ，４％吉姆萨溶
液染色 １０～３０ｍｉｎ，去染色液，自然干燥。显
微镜下计数含 ５０个细胞以上的克隆数，计算
克隆形成率（ｐｌａｎｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ，克隆形成率
＝克隆数／接种细胞数 ×１００％）和存活分数
（ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｆｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦ，存活分数 ＝受照射细胞
的克 隆 形 成 率／对 照 细 胞 的 克 隆 形 成 率 ×
１００％）。以 ３次照射的存活分数均值进行分
析，运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行多靶单击
模型和线性二次模型曲线拟合，绘制剂量存活

曲线，并计算多靶单击模型参数 Ｄ０、Ｄｑ、和 Ｎ
和线性二次模型参数 α、β、α／β、ＳＦ２（ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｔ２Ｇｙ）。
１．１０　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，实验
数据以 珋ｘ±ｓ表示，各组间的比较采用单因素方
差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）或独立样本的 ｔ检
验，以 Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　质粒构建、感染及稳筛细胞系的建立
构建含有 ＫＲＴ１３反义序列的慢病毒质粒

经测序比对确认正确后，共转染 ２９３ＦＴ细胞得
到含有慢病毒的上清液，测定滴度后感染 ＨＮＥ
１细胞，经过 Ｇ４１８筛选后得到稳筛细胞系。
２．２　反义 ＫＲＴ１３鼻咽癌细胞株的鉴定

ＲＴｑＰＣＲ检测 ３组细胞中 ＫＲＴ１３的 ｍＲＮＡ
表达水平，结果（图 １Ａ）显示：与正常细胞组相
比，空载体组为正常细胞组的１．０１１，无明显差
异（Ｐ＞０．０５）；质粒组为正常细胞组的０．２８４，表
达明显降低（Ｐ＜０．００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的检测结
果从蛋白水平上确证了这一结果（图１Ｂ）。
２．３　细胞周期和凋亡检测

流式细胞仪分析结果表明（图 ２、３），照射
前正常细胞组、空载体组、质粒组的细胞周期

!

!

"

"#$

"#%

%#$

%#%

&'()*'+ +,()-.-*/0 1()-2345"6

&'()*'+ +,()-.-*/0 1()-2345"6

345"6

&'()*'+

#正常
7892"

细胞组

+,()-.-*/0

#转染慢病毒空载体组

1()-2345"6

#转染慢病毒质粒组

!2:&)-(

!

:

"

4
,
+
1
)
-
.
,
;
4
8
:
+
,
.
,
+

图 １　 反 义 ＫＲＴ１３慢 病 毒 质 粒 对 ＨＮＥ１细 胞 内
ＫＲＴ１３表达量的影响　Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组细胞
中 ＫＲＴ１３的 ｍＲＮＡ表达情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组
细胞 ＫＲＴ１３蛋白表达情况

中，Ｇ０／Ｇ１以及 Ｓ期均无显著性差异，但 Ｇ２／Ｍ
期细胞比例略有差别，分别为（１０．６７±０．９１）％、
（１０．７４±０．２４）％和（１３．０４±０．８０）％（Ｐ＝
０．１２３）。照射２Ｇｙ２４ｈ后，Ｇ２期细胞比例均显
著升高，分别为（２９．４２±１．７５）％、（２８．７４±
１．０７）％和（３９．２０±１．４０）％，３组细胞均出现
Ｇ２／Ｍ期阻滞，且质粒组更为明显，与其他组相
比差异具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５），说明
ＫＲＴ１３沉默后显著增加了辐射引起的细胞 Ｇ２
期阻滞。此外，细胞凋亡分析结果表明，２Ｇｙ
照射 ２４ｈ后，质粒组细胞凋亡率 （８．７４±
０．８０）％较正常细胞组（２１．４５±０．４９）％及空
载体组（２１．４６±０．６４）％的细胞凋亡率下降，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＫＲＴ１３沉默后降低鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞
体外放疗敏感性

３组细胞经过 Ｘ射线照射后，依据各剂量
组克 隆 数 计 算 出 克 隆 形 成 率 和 存 活 分 数

（图４），并应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行曲
·３０１·
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线拟合，绘制出存活曲线（图 ５、６），求出多靶
单击模型及线性二次模型各放射生物学参数，

并统计分析（表 １）。
图 ４结果表明，转染反义 ＣＫ１３组的克隆

形成数和形成率明显大于空载体组和正常细

胞组，且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
图 ５、６结果表明，Ｘ线照射后，正常细胞组

和空载体组的各组放射生物学参数均相似，说

明两组细胞的放射敏感性无显著性变化。而

在相同放射剂量下，与空载体组和正常细胞组

相比，转染反义 ＣＫ１３基因后的细胞存活分数
升高，可以看出，转染反义 ＣＫ１３基因后，Ｄ０、
Ｄｑ、ＳＦ２均 增 加，α值、α／β均 减 小。说 明
ＣＫ１３基因的沉默减低了 ＨＮＥ１细胞的放射敏
感性（表 １）。
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图 ２　流式细胞仪检测 ３组细胞照射前后细胞周期的
变化
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图 ３　反义 ＫＲＴ１３对 ＨＮＥ１细胞凋亡的影响（２Ｇｙ，２４ｈ）
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图 ４　克隆形成实验
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图 ５　不同 ＨＮＥ１细胞的存活曲线（单击多靶模型）
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图 ６　不同 ＨＮＥ１细胞的存活曲线（线性二次模型）
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表１　鼻咽癌细胞株ＨＮＥ１各组的放射生物学参数比较

分组
单击多靶模型

Ｄ０ Ｎ Ｄｑ
线性二次模型

α β α／β
ＳＦ２

ｃｏｎｔｒｏｌ ２．８９０ １．４１６ ０．４３７ ０．２１８ ０．０１１ ２０．０１８ ０．６２６
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ２．９７６ １．２８６ ０．３２５ ０．２４５ ０．００７５ ３４．００８ ０．６０１
ａｎｔｉＫＲＴ１３ ３．０９７ １．８５１ ０．８２８ ０．１１１ ０．０２０ ５．６８４ ０．７４７

３　讨论

ＫＲＴ１３基因是非角化复层鳞状上皮细胞分
化的标志，ＫＲＴ１３与 ＫＲＴ４结合在一起，形成
绝大多数腔内复层鳞状上皮的主要角蛋白

网［１１］，通常 ＫＲＴ１３基因只表达在非角化复层
鳞状上皮的浅层，如鼻咽、舌、食管及泌尿系统

上皮等［１２１３］，但这些部位的肿瘤 ＫＲＴ１３基因多
表达异常，邱元正等［１４］采用免疫组化及 Ｎｏｒｔｈ
ｅｒｎｂｌｏｔ方法检查发现，鼻咽癌中 ＫＲＴ１３表达
下调；王亚利等［１５］采用芯片分析发现鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞骨架相关蛋白中，ＫＲＴ１３基因表达
下调，他们认为放射线改变了细胞形态，影响

细胞的信息传递，改变肿瘤细胞的稳定性，从

而改变了细胞的放射敏感性。这提示我们在

分子靶向治疗尚无法完全取代放化疗等经典

治疗方法之时，充分利用这种协同和增敏作

用，实现提高放疗疗效与减少副作用，将更具

临床应用意义。

目前，鼻咽癌公认和有效的治疗方法为放

射治疗或以放疗为主的综合治疗。尽管很多

研究表明反义寡核苷酸和 ＲＮＡｉ干扰对鼻咽癌
细胞放射敏感性具有一定影响，但是由于其在

体内运送过程中易被降解限制了二者的应用。

反义核酸作为基因治疗药物，具有高度特异

性、高效性、低毒安全等优点，是一种优化的药

物设计。采用慢病毒作为载体可感染非分裂

期细胞，实现细胞的稳定表达，可容纳复杂

ＤＮＡ，是相对理想的基因治疗载体［１６］。

本研究首次尝试以 ＫＲＴ１３基因中合理的
反义序列为对象，成功构建慢病毒载体，将

ＫＲＴ１３的反义 ＲＮＡ导入鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞
中，通过 Ｇ４１８筛选出稳定表达反义 ＫＲＴ１３片
段的鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞。ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果也证实了该细胞中 ＫＲＴ１３的表
达明显下调。我们进一步采用克隆形成实验

及曲线拟合分析了反义 ＫＲＴ１３鼻咽癌ＨＮＥ１细

胞的辐射敏感性。Ｄ０值愈大，细胞对放射愈
抗拒；Ｄｑ反映亚致死性损伤修复能力的大小，
Ｄｑ值小则修复能力弱；α值决定低剂量照射下
损伤的程度，α值越大，说明细胞对辐射越敏
感，β值的贡献随照射剂量增大而增大，组织
的 α／β值高，对损伤修复能力弱［１７］。研究结

果显示，与正常细胞组和转染空载体组相比，

转染质粒组的 ＳＦ２值明显增加，放射增敏比为
１．４０１４，Ｄ０、Ｄｑ值均明显偏高，Ｐ值分别为
０．００２和 ０．００３，α／β值显著降低，说明 ＫＲＴ１３
沉默后细胞对放射损伤的修复能力增强，反而

降低了 ＨＮＥ１细胞的放射敏感性。这从另一
个方向证明了 ＫＲＴ１３的调控可以影响鼻咽癌
细胞的放射敏感性。

为进一步研究 ＫＲＴ１３影响放疗敏感性的
可能机制，我们采用流式细胞仪对照射前后的

细胞周期和细胞凋亡变化进行了检测。本研

究结果显示 ＨＮＥ１细胞在辐射 ２４ｈ后均出现
Ｇ２／Ｍ期阻滞，但转染质粒组 Ｇ２／Ｍ期较正常
细胞组显著升高。辐射可以引起肿瘤细胞

ＤＮＡ的损伤，常常导致细胞阻滞在 Ｇ１期或 Ｇ２
期进行修复，以防止细胞进入下一个周期复制

受损的 ＤＮＡ或进行异常分裂［１８］。

尽管很多研究表明角蛋白的特异性表达是

一些癌症的标志，但是角蛋白如何影响肿瘤的

发生尚不明确。有报道表明角蛋白在癌症中

的异常表达常与 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ有关，此通路本身
常在浸润性肿瘤中被激活，提高了部分角蛋白

介导的 ＡＫＴ在上皮肿瘤发生中有重要作用的
可能性［１９２０］。角蛋白还与 ＰＫＣ有相互作用，最
近的研究表明，一些角蛋白的分化特异性可能

涉及到了 ＰＫＣ／ＡＰ１信号通路［２１］。此外，降低

ＮＯＴＣＨ１的 表 达 也 会 调 控 ＫＲＴ１３的 表 达 下
调［２２］。这些都表明了角蛋白在细胞中作为分

子伴侣的支架重要作用［２３］。

本研究结果说明 ＫＲＴ１３可能是一个鼻咽
癌辐射 敏 感 性 相 关 的 调 控 因 子，转 染 反 义

ＫＲＴ１３慢病毒降低了鼻咽癌细胞株 ＨＮＥ１的
·５０１·
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辐射敏感性。这从另个一侧面为鼻咽癌新的

基因 －放射联合治疗提供了理论基础。下一
步我们将在动物模型验证反义 ＫＲＴ１３的鼻咽
癌 ＨＮＥ１细胞株对辐射敏感性的影响，同时对
ＫＲＴ１３的作用分子机理进行深入研究，希望能
为临床应用及靶向治疗带来新的思路。
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