
第２１卷第４期
２０１５年８月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ－ＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ

Ｖｏｌ．２１Ｎｏ．４
Ａｕｇ．２０１５

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１５０４００３ ·论著·

鼻咽癌细胞ＬＭＰ１的表达与其对ＴＲＡＩＬ敏感性的关系

基金项目：国家自然科学基金（８１４０２５０２）。
作者简介：王　林，男，硕士，住院医师。
通信作者：李仕晟，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｓｓｄｏｃｔｏｒ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ．

王　林，李仕晟，杨新明，尹丹辉，杨　涛，杨　咪，王　爽，刘家佳

（中南大学湘雅二医院 耳鼻咽喉头颈外科，湖南 长沙　４１００１１）

　　摘　要：　目的　探讨鼻咽癌（ＮＰＣ）细胞ＥＢＶ膜潜伏蛋白１（ｌａｔｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＭＰ１）表达与其对肿瘤
坏死因子相关的凋亡诱导配体（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）敏感性的关系。方法　运用ＲＴＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测３种不同的鼻咽癌细胞中ＬＭＰ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况，并运用 ＭＴＴ比色法、流式细胞术
检测这３种细胞对 ＴＲＡＩＬ凋亡诱导作用的敏感性。结果　Ｃ６６６１中 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ及蛋白表达最高，ＣＮＥ１中
ＬＭＰ１ｍＲＮＡ及蛋白表达最低。鼻咽癌细胞的存活率随 ＴＲＡＩＬ浓度提高或作用时间的延长而降低，凋亡率随
ＴＲＡＩＬ浓度提高或作用时间的延长而提高。ＣＮＥ１对 ＴＲＡＩＬ的敏感性最高，而 Ｃ６６６１对 ＴＲＡＩＬ的敏感性最低。
结论　ＴＲＡＩＬ可以诱导鼻咽癌细胞发生凋亡；不同鼻咽癌细胞对ＴＲＡＩＬ的敏感性与ＬＭＰ１表达相关，提示ＬＭＰ１可
能是影响ＴＲＡＩＬ敏感性的抗凋亡因子。
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　　鼻咽癌（ＮＰＣ）为我国最常见的头颈恶性肿瘤，
放射治疗是鼻咽癌首选的治疗手段。单独放疗对鼻

咽癌的治疗效果仍较局限［１］。因此，探索一种新的

凋亡诱导治疗策略以协助提高鼻咽癌的放射治疗效

果是临床上值得研究的重要课题。ＥＢ病毒（ｅｐ
ｓｔｅｒｉｎｂａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）在鼻咽癌等多种恶性肿瘤的

发病机制中发挥着重要的作用［２］。ＬＭＰ１被公认为
是ＥＢＶ基因中最重要的癌基因［３］，对鼻咽癌的发生

发展起调控作用，可能成为鼻咽癌治疗的靶点之

一［４］。目前有关凋亡疗法的重要进展之一就是肿

瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）的发现。ＴＲＡＩＬ能特
异性地诱导恶性肿瘤细胞凋亡，而对正常组织细胞

无明显毒性作用，因而在肿瘤研究中备受关注［５６］。

为了验证ＬＭＰ１在鼻咽癌细胞株中的表达与对
ＴＲＡＩＬ敏感性的关系，我们运用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
·５７２·
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ｂｌｏｔ检测对比３种不同的鼻咽癌细胞中ＬＭＰ１ｍＲＮＡ
和蛋白的表达情况，并运用 ＭＴＴ、流式细胞术检测
这３种细胞对ＴＲＡＩＬ凋亡诱导作用的敏感性。

１　材料与方法

１．１　材料
ＴＲＡＩＬ购自美国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；１６４０含双

抗（青霉素、链霉素）细胞培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；胰酶细胞消化液（含 ＥＤＴＡ）、无噬菌体、低内毒
素特级胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限

公司；二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）、胰酶细胞消化液（含
ＥＤＴＡ）、四甲基氮唑盐、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检
测试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ（总 ＲＮＡ抽提试剂）、２×ＴａｐＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ细胞裂解液购自上
海碧云天生物技术有限公司；ＬＭＰ１兔抗人多克隆
抗体购自美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司；ＢｅｙｏＲＴｃＤＮＡ第一
链合成试剂盒（ＲＮａｓｅＨ）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生命
技术有限公司；βａｃｔｉｎ大鼠抗人单克隆抗体、辣根
过氧化物酶标记购自北京中杉金桥生物技术有限公

司。

１．２　方法
本研究选用 ＥＢＶ恒定表达的鼻咽癌细胞株

Ｃ６６６１购于上海细胞实验库；高分化鼻咽癌细胞株
ＣＮＥ１，低分化鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２取自湘雅二医
院耳鼻咽喉科冻存细胞；ＣＮＥ１，ＣＮＥ２为 ＥＢ病毒
阴性细胞。

１．２．１　细胞培养　鼻咽癌细胞株复苏后，培养于含
１０％胎牛血清完全培养基中，置于３７℃，５％ＣＯ２培
养箱内培养，隔天换液。每３～４ｄ细胞对数生长期
见融合度达７０％左右时，传代１次。
１．２．２　ＭＴＴ比色法　【３（４，５Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２
ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，３（４，５二甲基
噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐，ＭＴＴ】取对数生长
期的细胞以５０００个细胞／孔（１００μＬ／孔）种入９６
孔板，每孔设３个复孔。细胞贴壁后按照０、２０、４０、
６０、１００／ｍｌ的 ＴＲＡＩＬ分别加入孵育 ２４ｈ或加入
１００ｎｇ／ｍｌ的 ＴＲＡＩＬ分别培养 ２、４、６、１２、１８、２４ｈ
后，每孔加入 ２０μｌ５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液，继续培养
４ｈ，弃孔内培养液。每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，检测
光波长 ４９０ｎｍ各孔的吸光值。各组细胞存活率
（％）＝实验组吸光度／对照组吸光度×１００％。
１．２．３　流式细胞术　取对数生长期的细胞，制成细
胞悬液以２×１０５个／孔加入６孔板，培养过夜细胞

贴壁后按照０、２０、４０、６０、１００ｎｇ／ｍｌ的 ＴＲＡＩＬ分别
加入孵育２４ｈ后，收集细胞，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去培养液。３ｍｌＰＢＳ重悬５ｍｉｎ，调整细胞
浓度为 １０６个／Ｌ。４００目的筛网过滤 １次，５００～
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ。加入１９５μｌＡｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞。加入５μｌＡｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀。室温（２０～２５℃）避光孵
育１０ｍｉｎ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入
１９０μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞。加入
１０μｌ碘化丙啶染色液，轻轻混匀，冰浴避光放置。
１ｍｌＰＩ孵育，４℃避光３０ｍｉｎ。流式细胞仪分析采
用Ｎｉｃｄｌｅｔｒｉ法，汞激光激发波长为４８８ｎｍ，分析软
件为Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ和ｍｃａｆｉｔＬＴｆｏｒｍａｃｈｉｔａｓｈＶ１．０１。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测基因ｍＲＮＡ的表达　
１．２．４．１　提取总 ＲＮＡ和逆转录反应　Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总ＲＮＡ，按照ＢｅｙｏＲＴｃＤＮＡ第一链合成试剂盒说
明书进行 ＲＮＡ反转录反应，得到 ｃＤＮＡ，－２０℃保
存备用。

１．２．４．２　引物设计的合成　ＬＭＰ１引物，Ｌｅｆｔｐｒｉｍ
ｅｒ：５′ＧＧＡＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴＡＣＣＴＴＧＧ３′，Ｒｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒ：
５′ＧＴＣＣＴＴＧＣＧＧＡＡＧＴＣＡＡＴＧＴ３′，产物长度 ５２７
ｂｐ；内参照 βａｃｔｉｎ引物，Ｌｅｆｔｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＡＣＣＴ
ＧＡＡＣＣＣＧＴＧＴＴＧＣＴ３′，Ｒｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＣＣＴＴ
ＧＣＧＧＡＡＧＴＣＡＡＴＧＴ３′，产物长度 ４８６ｂｐ。以上引
物均按１００μＭ浓度稀释备用。按碧云天公司２×
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书，建立２０μｌ反应体系
如下：双蒸水 ６．４μｌ、ｃＤＮＡ２μｌ、引物混合液
１．６μｌ、２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ。进行 ＰＣＲ反应，
取８μｌＰＣＲ产物进行电泳。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ凝胶
成像分析系统对条带进行半定量灰度分析。实验重

复３次，结果取平均灰度值。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　裂解细胞提取蛋白，测定蛋白
浓度并取５０μｇ的蛋白，１０％不连续 ＳＤＳ聚丙烯酰
胺凝胶电泳进行分离，６０Ｖ恒压电流下转移２ｈ至
ＰＶＤＦ膜。膜在室温下摇动封闭１ｈ。将一抗用含
５％脱脂奶粉稀释至适当浓度（１∶１０００～１∶５０００）。
膜于一抗中室温孵育２ｈ后回收一抗，在室温下漂
洗。将辣根过氧化物酶标记的二抗稀释至１∶１０００，
膜于二抗中室温下孵育２ｈ，室温下漂洗。ＥＣＬ显
色，暗室曝光显影。蛋白的相对表达量取目的蛋白

与βａｃｔｉｎ的灰度比。
１．３　统计学分析

用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，采用多样本均数的方差检验（ＡＮＯＶＡ）进
·６７２·
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行分析。所有检验均为双侧检验，显著性检验水平

α＝０．０５。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同鼻咽癌细胞株中ＬＭＰ１表达水平
提取３种鼻咽癌细胞株的 ｍＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ

扩增后检测，结果显示：Ｃ６６６１中ＬＭＰ１ｍＲＮＡ表达

最高，ＣＮＥ１中 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ表达最低。将图片结
果输入电脑，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析
ＬＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量，结果见图１。提取３种鼻
咽癌细胞株的蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显
示：Ｃ６６６１中ＬＭＰ１蛋白表达最高，ＣＮＥ１中 ＬＭＰ１
蛋白表达最低。将图片结果输入电脑，采用 Ｂａｎｄ
Ｓｃａｎ软件进行分析 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量，结果
见图２。
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图１　ＲＴＰＣＲ检测３种鼻咽癌细胞株中ＬＭＰ１ｍＲＮＡ的表达　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３种鼻咽癌细胞中ＬＭＰ１蛋白表达

２．２　ＴＲＡＩＬ对不同ＮＰＣ细胞的生长抑制效果
ＴＲＡＩＬ处理的鼻咽癌细胞株 Ｃ６６６１、ＣＮＥ１、

ＣＮＥ２与药物浓度相关。随 ＴＲＡＩＬ浓度提高，细胞
存活率有下降趋势，且ＣＮＥ１存活率随ＴＲＡＩＬ浓度
提高而下降的趋势最为明显，而Ｃ６６６１细胞存活率

随 ＴＲＡＩＬ浓度提高而下降的趋势不明显，结果见
图３。随ＴＲＡＩＬ作用时间延长，细胞存活率有下降
趋势，且ＣＮＥ１存活率随ＴＲＡＩＬ作用时间延长而下
降的趋势最为明显，而Ｃ６６６１细胞存活率随ＴＲＡＩＬ
作用时间延长而下降的趋势不明显，结果见图４。
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图３　ＭＴＴ法检测不同浓度ＴＲＡＩＬ干预３种鼻咽癌细胞的生长曲线　　图４　ＭＴＴ法检测不同时间ＴＲＡＩＬ干预３种鼻咽癌
细胞的生长曲线

２．３　ＴＲＡＩＬ对不同ＮＰＣ细胞的调控诱导效果
ＴＲＡＩＬ处理的鼻咽癌细胞株 Ｃ６６６１、ＣＮＥ１、

ＣＮＥ２凋亡率随药物浓度增加而提高。当 ＴＲＡＩＬ
浓度为４０，６０，８０，１００ｎｇ／ｍｌ时，ＣＮＥ１细胞凋亡率
·７７２·
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最高，而Ｃ６６６１细胞凋亡率最低，结果见图５。图６
显示ＴＲＡＩＬ不同干预时间对鼻咽癌细胞的凋亡诱
导作用。３种鼻咽癌细胞凋亡率随ＴＲＡＩＬ作用时间

的延长而提高，且ＣＮＥ１细胞凋亡率最高，而Ｃ６６６
１细胞凋亡率最低。
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图５　不同浓度ＴＲＡＩＬ干预３种鼻咽癌细胞的凋亡率　　图６　不同时间ＴＲＡＩＬ干预３种鼻咽癌细胞的凋亡率

３　讨论

鼻咽癌（ＮＰＣ）是我国南方省份最常见的头颈部
恶性肿瘤，流行病学调查发现鼻咽癌在中国年发病

率为１０～２５／１０万［１］。放射治疗被公认为鼻咽癌首

选治疗方法。文献报道早期鼻咽癌患者放疗后５年
生存率为６０％ ～７０％，晚期患者为３０％ ～４０％，其
放疗失败主要原因是部分患者对放射治疗不敏感，

病灶残留，导致放疗后复发［１］。在放射肿瘤学领

域，凋亡是一种重要的放射敏感性指标，细胞对放射

的敏感性与对凋亡的反应程度一致。因此，探索一

种新的凋亡诱导治疗策略以协助提高鼻咽癌的放射

治疗效果是临床上值得研究的重要课题。

随着肿瘤分子靶向治疗的发展，凋亡诱导疗法

已经成为肿瘤治疗新的研究方向。目前有关凋亡疗

法的重要进展之一就是 ＴＲＡＩＬ的发现。ＴＲＡＩＬ对
应受体分为两类：功能性受体死亡受体４（ｄｅａｔｈｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ４，ＤＲ４）、死亡受体５（ＤＲ５）；无功能受体锚点
受体 １（ＤｅｃｏｙＲｅｃｅｐｔｏｒ１，ＤｃＲ１）、锚点受体 ２
（ＤｃＲ２）、骨组织保护因子（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）。
大量的研究发现 ＤＲ４，ＤＲ５在多种肿瘤组织中的表
达均高于正常组织，而 ＴＲＡＩＬ主要是通过特异性结
合肿瘤细胞中的 ＤＲ４、ＤＲ５来发挥其肿瘤细胞凋亡
诱导作用的［７］。ＴＲＡＩＬ受体的特性决定 ＴＲＡＩＬ能
特异性地诱导恶性肿瘤细胞凋亡，而对正常组织细

胞无明显毒性作用，因而 ＴＲＡＩＬ在肿瘤研究中备受
关注。有研究发现 ＤＲ４、ＤＲ５在鼻咽癌组织中表达

增高，而在周边正常组织中呈阴性表达，提示凋亡特

异性诱导剂 ＴＲＡＩＬ有望运用于鼻咽癌的治疗。
Ｃｈｅｎ等［８］通过体外实验发现 ＴＲＡＩＬ能有效的诱导
鼻咽癌细胞株发生凋亡。本实验通过 ＭＴＴ和流式
细胞术发现ＴＲＡＩＬ能浓度依赖性、时间依赖性地抑
制鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、Ｃ６６６１生长，并诱导
其凋亡，为鼻咽癌的治疗提供实验基础。

虽然 ＴＲＡＩＬ在肿瘤凋亡诱导疗法方面具有其
明显的优势，但近来有研究表明，某些肿瘤细胞对

ＴＲＡＩＬ诱导的细胞凋亡缺乏敏感性即存在 ＴＲＡＩＬ
抵抗，并且其调控机制不明［６］。同时有研究发现某

些化疗药物、ＲＮＡ合成抑制剂或蛋白质合成抑制剂
和ＴＲＡＩＬ联合使用可以阻止肿瘤细胞发生 ＴＲＡＩＬ
抵抗［９］。因此，寻找影响ＴＲＡＩＬ敏感性的抗凋亡因
子并制定相应的靶向治疗方案是目前 ＴＲＡＩＬ研究
的热点。有研究发现不同的鼻咽癌细胞对 ＴＲＡＩＬ
的敏感性不同，甚至有某些鼻咽癌细胞存在 ＴＲＡＩＬ
抵抗［１０］。在本课题中我们检测了３种鼻咽癌细胞
对ＴＲＡＩＬ的敏感性。首先用 ＭＴＴ法检测不同浓度
及ＴＲＡＩＬ不同干预时间对鼻咽癌细胞的生长抑制。
结果表明，ＣＮＥ１细胞对 ＴＲＡＩＬ最敏感，而 Ｃ６６６１
细胞对ＴＲＡＩＬ存在明显抵抗。为了进一步验证这
种细胞生长抑制作用是否通过抑制 ＴＲＡＩＬ诱导的
细胞凋亡引起的，笔者对细胞进行了 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＦＩＴＣ孵育标记流式细胞术检测，发现ＣＮＥ１细胞对
ＴＲＡＩＬ诱导的细胞凋亡最为敏感，而Ｃ６６６１细胞对
ＴＲＡＩＬ诱导的细胞凋亡敏感性最低。

ＥＢ病毒（ｅｐｓｔｅｒｉｎｂａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）在包括鼻咽
·８７２·
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癌、胃癌、霍奇金淋巴瘤等多种恶性肿瘤的发病机制

中发挥着重要的作用［２］。ＬＭＰ１可以诱导啮齿类动
物淋巴细胞和上皮细胞发生表型改变，因此被公认

为ＥＢＶ基因中最重要的癌基因［３］。ＬＭＰ１在鼻咽癌
组织中表达增高，并与鼻咽癌患者的预后有相关

性［４］，而ＬＭＰ１对鼻咽癌细胞凋亡的调控作用却存
在争议。２００６年，Ｓｎｏｗ等［１１］实验发现 ＥＢＶ阳性的
淋巴细胞对ＴＲＡＩＬ的敏感性明显低于 ＥＢＶ阴性的
淋巴细胞，提示ＥＢＶ感染是影响细胞对ＴＲＡＩＬ敏感
性的重要因素。ＬＭＰ１做为 ＥＢＶ中重要的癌基因，
可能抑制ＴＲＡＩＬ的凋亡诱导作用，但目前无明确证
据证明ＬＭＰ１能够导致鼻咽癌细胞的 ＴＲＡＩＬ抵抗。
为了验证鼻咽癌细胞中ＬＭＰ１的表达与ＴＲＡＩＬ敏感
性的关系，实验通过ＲＴＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３种
不同鼻咽癌细胞株中 ＬＭＰ１的表达。结果显示
ＬＭＰ１高表达的细胞株 Ｃ６６６１对 ＴＲＡＩＬ存在抵抗，
而 ＬＭＰ１阴性表达的 ＣＮＥ１、ＣＮＥ２对 ＴＲＡＩＬ敏
感。该结果可推测，不同鼻咽癌细胞对 ＴＲＡＩＬ的敏
感性与ＬＭＰ１表达存在负相关，ＬＭＰ１表达高，则对
ＴＲＡＩＬ的敏感性变低，而ＣＮＥ１与 ＣＮＥ２对 ＴＲＡＩＬ
的敏感性之间存在明显区别，并且均为 ＬＭＰ１阴性
表达。说明ＬＭＰ１并不是唯一影响ＴＲＡＩＬ敏感性因
素［１０，１２］。

综上所述，ＴＲＡＩＬ可以诱导鼻咽癌细胞发生凋
亡，不同鼻咽癌细胞对 ＴＲＡＩＬ的敏感性与 ＬＭＰ１的
表达存在负相关，ＬＭＰ１表达越高，对ＴＲＡＩＬ的敏感
性就越低。提示ＬＭＰ１可能是影响ＴＲＡＩＬ敏感性的
抗凋亡因子；筛选出ＬＭＰ１低表达的ＴＲＡＩＬ敏感性，
鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１及 ＬＭＰ１高表达的 ＴＲＡＩＬ抵
抗性细胞株Ｃ６６６１进行后续实验。
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