
第２１卷第６期
２０１５年１２月

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

Ｖｏｌ．２１Ｎｏ．６
Ｄｅｃ．２０１５

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１５０６００２ ·论著·

卡铂诱导的氧化压力对 ＨＮ３人喉鳞癌
细胞迁徙的影响

基金项目：国家自然科学基金面上项目（８１１７２５５７）；教育部留学
回国人员科研启动基金（第４５批）。
作者简介：毛雯静，女，硕士研究生。

通信作者：何培杰，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｐｊ２００２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

毛雯静１，张焕康１，沈　波２，何培杰１，３

（１．复旦大学附属眼耳鼻喉科医院 耳鼻咽喉头颈外科，上海　２０００３１；２．复旦大学放射医学研究所，上海　
２０００３２；３．复旦大学公共卫生临床中心，上海　２０１５０８）

　　摘　要：　目的　观察卡铂（ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ）对 ＨＮ３人喉鳞癌细胞迁徙的影响，探讨活性氧生成在其中的作用。
方法　用卡铂以不同孵育浓度、不同孵育时间处理 ＨＮ３细胞，ＭＴＴ法测定细胞活力，Ｈ２ＤＣＦＤＡ染色测定活性氧
生成，细胞划痕（Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ）评价细胞迁徙，蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）测定表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）表达。结果　卡铂诱导ＨＮ３细胞活性氧生成，对体外培养的ＨＮ３细胞增殖活力和迁
徙有抑制作用，呈剂量依赖性和时间依赖性；卡铂诱导氧化压力下 ＥＧＦＲ表达下调。结论　卡铂可抑制人喉鳞癌
ＨＮ３细胞增殖与迁徙，其机制可能与卡铂诱导ＨＮ３细胞活性氧生成及氧化压力下ＥＧＦＲ表达下调有关。
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　　细胞在其氧化代谢过程中会产生活性氧（ｒｅａｃ
ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｅｒｉｅｓ，ＲＯＳ）等副产品，在病理情况下
（如某些外源化合物、电离辐射刺激等）ＲＯＳ水平明
显增高，氧化与抗氧化失衡，导致氧化压力损伤，引

起肿瘤、糖尿病、神经退行性病变等多种疾病。在肿

瘤的发生发展过程中，亚致死水平的轻度氧化压力

可激发细胞增殖、突变等有关的细胞信号通路，而高

度的氧化压力又可促进细胞早衰、凋亡或坏死［１］。

作为第二代铂类抗癌药卡铂，是细胞周期非特

异性药物，可抑制癌细胞的 ＤＮＡ复制过程，并损伤
其细胞膜上结构，因较其第一代同类化合物顺铂具

有更低的毒副作用而广泛用于非小细胞肺癌、卵巢
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癌、头颈部鳞癌等的化疗。研究表明，卡铂可通过增

加ＲＯＳ生成及诱导内质网氧化压力杀伤肿瘤细胞，
并诱导其凋亡［２］。本实验以体外培养的 ＨＮ３人喉
鳞癌细胞为研究对象，观察卡铂对 ＨＮ３细胞增殖
和迁徙的影响，探讨卡铂诱导的氧化压力在其中的

作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养方法
ＡＭＣＨＮ３细胞（韩国 ＡｓａｎＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒ赠

送）由１例先前未经任何治疗的６３岁男性喉鳞状细
胞癌患者标本分离纯化而来［３］，培养在含有１０％胎
牛血清混合 １００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素的
ＲＰＭＩ１６４０培养基。恒温箱培养条件为饱和湿度，
５％ ＣＯ２，９５％空气，３７℃。０．２５％胰酶 －０．０１％
ＥＤＴＡ消化传代细胞。在直径１０ｃｍ培养皿培养的
ＨＮ３细胞融合达到８０％ ～９０％可进行实验。将标
本 分 为 ① 对 照 组；② ０．０４ｍｇ／ｍｌ卡 铂；

③ ０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂；④ ０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂 ＋５ｍＭ
ＧＳＨ；⑤ ５ｍＭＧＳＨ共５组。
１．２　主要试剂与抗体

细胞培养相关试剂购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。
Ｈ２ＤＣＦＤＡ（Ｄ３９９）购于美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司。
ＧＡＰＤＨ购于 Ａｂｃａｍ公司。ＥＧＦＲ购于美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。
１．３　抗氧化治疗

谷胱甘肽（ＧＳＨ）为一类非酶抗氧化物质，以
５ｍＭＧＳＨ与０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂共同孵育细胞，观察
各组的细胞活力、迁徙及ＥＧＦＲ表达的异同。
１．４　ＭＴＴ（四甲基偶氮唑盐）实验

细胞增殖活力由 ＭＴＴ实验进行评价。按规定
的时间［４］处理标本后，５０μｌＭＴＴ液体（２ｍｇ／ｍｌ）
加入９６孔板培养孔孵育２ｈ后，将 ＭＴＴ液更换为
１００μｌＤＭＳＯ。经２０ｓ振荡后，测量５４０ｎｍ波长吸
光率，细胞活力百分比按下述公式进行计算：细胞活

力（％）＝治疗组平均吸光率／对照组平均吸光率
１００％。每组３个复孔，重复３次。
１．５　激光共聚焦显微镜

活性氧生成通过Ｈ２ＤＣＦＤＡ染色进行评价。简
要步骤包括：标本经卡铂处理达到要求的时间点后，

以２μＭＨ２ＤＣＦＤＡ３７°Ｃ下孵育细胞３０ｍｉｎ；之后
以ＤＰＢＳ轻柔冲洗细胞，激光共聚焦显微镜采集荧
光图片。

１．６　细胞划痕实验
标本孵育２４ｈ后，立即以１．２ｍｍ头宽细胞刷

在培养皿底部划痕，用ＰＢＳ清洗３次，然后加入１％
胎牛血清的 ＲＭＰＩ１６４０培养液，并拍照，记为０ｈ。
划痕后１２、２４、３６和４８ｈ后在原位置分别拍照，通
过０与１２、２４、３６和４８ｈ痕宽相减计算细胞迁徙距
离，以反应划痕愈合能力。实验重复３次。
１．７　蛋白印迹实验

细胞划痕后４８ｈ拍照完毕后，收集细胞，抽提
细胞总蛋白，－２０℃保存。调整各组总蛋白浓度使
每孔上样量一致（１００μｇ），１０％ 聚丙烯酰胺凝胶
垂直电泳分离后将蛋白转到硝酸纤维素膜。经过脱

脂奶粉封闭和洗膜的步骤后，分别加入目的抗体，

４℃过夜。然后按照１∶２０００稀释浓度加入抗兔或小
鼠的过氧化物酶偶联的二抗室温标记１ｈ，最后进
行显影、水洗、定影后观察结果。

１．８　统计学处理
数据以 珋ｘ±ｓ（ＳＤ）表示，应用 ＳＰＳＳ１１．０软件处

理数据，组间率的比较用方差分析检验，以Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　卡铂对ＨＮ３细胞增殖的影响
通过ＭＴＴ实验来评价卡铂对ＨＮ３细胞增殖的

影响。随着卡铂浓度的增加，细胞活力相应下降，增

殖活力降低（图１），呈剂量与时间相关性。图２显
示０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂较对照组细胞活力显著降低
（Ｐ＜０．０１）。以５ｍＭＧＳＨ与０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂共
同孵育ＨＮ３细胞，较０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂单独孵育组
细胞增殖活力明显提高（Ｐ＜０．０１）。５ｍＭＧＳＨ单
独孵育组与对照组细胞增殖活力比较差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。
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图１　不同剂量卡铂对ＨＮ３细胞增殖活力的影响
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图２　０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂与谷胱甘肽（ＧＳＨ）对 ＨＮ３增殖的
影响

２．２　卡铂诱导ＨＮ３细胞活性氧生成
荧光标记染料Ｈ２ＤＣＦＤＡ本身不发荧光，经过

ＲＯＳ氧化可转换成有绿色荧光的ＤＣＦＤＡ［５］。因此，
Ｈ２ＤＣＦＤＡ染色可间接体现 ＲＯＳ生成及氧化压力的
强弱。经过２４ｈ孵育，从０．０２ｍｇ／ｍｌ至０．６３ｍｇ／ｍｌ
卡铂处理的 ＨＮ３细胞生成的活性氧逐渐增多，
ＤＣＦＤＡ荧光逐渐增强，诱导的氧化压力呈卡铂剂量
相关性（图３）。
２．３　卡铂诱导ＨＮ３细胞迁徙抑制

与对照组相比，卡铂组 ＨＮ３细胞在孵育 １２、
２４、３６、４８ｈ后迁徙距离均明显减少（Ｐ＜０．０１），
０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂组较０．０４ｍｇ／ｍｌ卡铂组迁徙距离
减少（Ｐ＜０．０１）。与 ０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂组相比，
０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂＋５ｍＭＧＳＨ组的细胞迁徙距离显
著增加（１２、２４、３６、４８ｈ组Ｐ＜０．０１）；５ｍＭＧＳＨ单
独处理组与对照组的细胞迁徙距离差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）（图４Ａ、Ｂ）。
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图３　不同剂量卡铂诱导ＨＮ３细胞活性氧生成

２．４　卡铂诱导氧化压力下的 ＨＮ３细胞表皮生长
因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）表
达下降

蛋白印迹实验显示，卡铂组 ＥＧＦＲ表达量较对
照组明显减少，０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂组较 ０．０４ｍｇ／ｍｌ
卡铂组 ＥＧＦＲ表达下降。与０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂组相
比，０．０８ｍｇ／ｍｌ卡铂 ＋５ｍＭＧＳＨ组的 ＥＧＦＲ表达
量增加，显示出活性氧生成在卡铂诱导 ＥＧＦＲ表达
中的作用。５ｍＭＧＳＨ单独处理组与对照组的 ＥＧ
ＦＲ表达量相近（图５）。

３　讨论

研究发现，几乎所有肿瘤细胞均有一个共同点，

即细胞内抗氧化酶活性较正常细胞低，对ＲＯＳ的清
除效率低。因此提高肿瘤细胞内的ＲＯＳ含量，无疑
有利于对肿瘤细胞的损伤和抑制［６７］。卡铂是一种

类烷化剂的抗肿瘤药物，其作用的分子机制为引起

ＤＮＡ链间及链内交联，破坏 ＤＮＡ而抑制肿瘤的生
长［８］。我们先前的研究显示，卡铂能够诱导 ＨＮ３
细胞凋亡，呈剂量与时间依赖性。随着卡铂孵育时

间延长，及孵育浓度的增加，ＨＮ３细胞生成的 ＲＯＳ
逐渐增多，凋亡的细胞数也逐渐增多（结果未给

出）。表明卡铂诱导的ＲＯＳ生成可能在其诱导ＨＮ
３细胞凋亡过程中发挥重要作用。本研究结果显
示，卡铂能够显著抑制 ＨＮ３细胞增殖（图１、２）与
迁徙（图４、５），呈剂量与时间依赖性。同时卡铂诱
导ＨＮ３细胞ＲＯＳ生成，呈剂量依赖性（图３）。
·１４４·
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图５　ＧＳＨ对卡铂诱导ＨＮ３细胞ＥＧＦＲ表达的影响

为了验证ＲＯＳ生成在卡铂抑制ＨＮ３细胞增殖
与迁徙中的作用，我们使用抗氧化剂ＧＳＨ与卡铂同
时孵育ＨＮ３细胞。结果显示 ＧＳＨ＋卡铂组较单独

卡铂组ＲＯＳ生成明显受抑制（未给出）。同时，ＧＳＨ
＋卡铂组较单独卡铂组细胞活力增强（图２），细胞
迁徙抑制受到明显阻滞（图４），表明卡铂诱导的氧
化压力在其抑制ＨＮ３细胞增殖及迁徙过程中发挥
决定性作用。

ＥＧＦＲ是一种具有酪氨酸激酶活性糖蛋白，能
通过多条信号转导通路发挥作用，其主要有促进细

胞增殖、抑制细胞凋亡并促进其侵袭和转移，促进血

管生成等作用［９］。正因为这些ＥＧＦＲ信号通路相关
的肿瘤生物学行为特性，针对 ＥＧＦＲ阻滞的靶向治
疗逐渐被考虑作为头颈部恶性肿瘤的候选治疗措

施［１０］。本实验结果显示（图５），与对照组相比，卡
铂组ＥＧＦＲ表达明显下调，呈剂量相关性；ＧＳＨ＋卡
铂组较单独卡铂组 ＥＧＦＲ表达量增多，ＧＳＨ单独孵
·２４４·
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育组ＥＦＧＲ表达量与对照组相当。这些结果表明氧
化压力下超氧阴离子、过氧化氢等ＲＯＳ组份在卡铂
诱导ＨＮ３细胞 ＥＧＦＲ的表达下调与迁徙抑制方面
发挥重要作用。ＥＧＦＲ也因此有可能成为卡铂治疗
喉癌的新的靶点。

我们曾尝试卡铂联合光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）治疗ＨＮ３细胞，结果表明，联合治疗
组较单一治疗组有协同的细胞毒性杀伤效果和凋亡

诱导［１１］。诱导大量的ＲＯＳ产生是ＰＤＴ的主要机制
之一［１２］。进而我们提出卡铂可能是通过增加 ＰＤＴ
的ＲＯＳ生成途径增强其光化学毒性，本实验结果进
一步支持了这一假说。联合治疗后能否协同产生

ＲＯＳ，调控ＲＯＳ生成后细胞毒性杀伤效果和凋亡诱
导能否随之改变，具体参与的凋亡信号传导通路均

需进一步实验证实。
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