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　　摘　要：　目的　探讨Ｆａｔ１蛋白在下咽癌中的表达及其生物学行为。方法　应用免疫组织化学染色检测组织
中Ｆａｔ１蛋白的表达水平，采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法分析Ｆａｔ１蛋白的表达与下咽癌患者生存期的关系。ｓｉＲＮＡ干扰下咽
癌Ｆａｄｕ细胞中Ｆａｔ１蛋白的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｓｉＲＮＡ干扰后Ｆａｔ１蛋白的表达；ＣＣＫ８实验检测细胞增殖能
力；克隆形成实验检测细胞成瘤能力；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测其侵袭、迁移能力。结果　Ｆａｔ１蛋白主要
在胞浆中表达，在下咽癌复发病例中的表达强度明显低于未复发患者（Ｐ＝０．００１）；低表达组患者总生存时间明显
低于高表达组（Ｐ＝０．００１）。体外实验提示，ｓｉＲＮＡ下调 Ｆａｔ１蛋白后，Ｆａｄｕ细胞生长能力明显高于对照组（Ｐ＝
０．００４），且细胞克隆数也明显高于对照组（Ｐ＝０．００１）；此外，下调Ｆａｔ１蛋白后，Ｆａｄｕ细胞的迁移能力高于对照组，
且细胞穿越小室的细胞数明显高于对照组（Ｐ＝０．０００）。结论　Ｆａｔ１蛋白表达下调提示下咽癌患者预后较差；Ｆａｔ１
蛋白能显著抑制下咽癌细胞的生长、增殖、侵袭、转移能力。
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　　下咽癌是一种恶性程度较高的肿瘤，年发病率 为（０．１７～０．８）／１０万，占全身恶性肿瘤的０．５％。
由于早期下咽癌无明显症状，一经发现，肿瘤往往已

是中晚期，严重影响治疗效果，目前临床统计５年生
存率仅为２５％～４０％［１］。因此，寻找合适的肿瘤分

子标志物用于早期诊断及预后判断对下咽癌的临床

·５４·
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诊治大有裨益。

Ｆａｔ１蛋白是果蝇 Ｆａｔ基因的同源基因，其编码
的蛋白能控制果蝇发育过程中的细胞增殖，被认为

是一种肿瘤抑制蛋白。最近，有研究报道 Ｆａｔ１基因
在多种人类肿瘤中发生突变，包括头颈部鳞状细胞

癌［２］。进一步研究表明，Ｆａｔ１基因突变能激活 Ｗｎｔ
信号传导通路及多种人类癌症的发生，并影响患者

的生存［２］。本研究旨在明确 Ｆａｔ１蛋白在下咽癌中
的表达特点和对患者预后的影响；并通过体外实验

探讨Ｆａｔ１蛋白对下咽癌生长、增殖、侵袭、转移功能
的影响。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　研究对象　组织样本选取于 ２００７年４月～
２０１２年３月在湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科行手术治
疗８８例下咽癌患者石蜡切片癌组织及２４例经病检
确诊的鳞状上皮组织。其中，男性患者８４例，女性患
者４例；年龄３８～７７岁，平均年龄为５８．１岁。病理
分型：高中分化鳞癌７７例、低分化鳞癌１１例。临床
分期（ＡＪＣＣ标准）：Ｉ期 ３例、ＩＩ期 １８例、ＩＩＩ期 ２６
例、ＩＶ期４１例；有颈部淋巴结转移者５０例，无颈部
淋巴结转移者３８例。术后随访时间不少于５年，随
访发现肿瘤复发者３９例，无复发者４４例（其中有５
例患者失访）。下咽癌细胞系 Ｆａｄｕ细胞购自中国科
学院细胞库（上海）。

１．１．２　主要试剂、抗体　兔二步法检测试剂盒
（ＰＶ９００１）购 自 中 杉 金 桥 公 司，ＤＭＳＯ、Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，ＤＭＥＭＨＩＧＨＧｌｕｃｏｓｅ购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，
特级胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，Ｆａｔ１（兔抗人）抗体、
βａｃｔｉｎ（鼠抗人）抗体购自Ａｂｃａｍ公司，ＦＡＴ１ｓｉＲＮＡ
（ｓｃ８８８７２）购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学染色检测　Ｆａｔ１蛋白的表达
采用免疫组化 ＰＶ９００１二步法。具体实验步骤为：
石蜡切片脱蜡后常规水化，将切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ
枸橼酸缓冲液中，微波炉中火加热至沸腾，然后持续

小火加热 １５ｍｉｎ，冷却后 ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次。以
３％去离子水孵育１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶反
应。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，滴加一抗，４℃ 过夜。ＰＢＳ
洗５ｍｉｎ×３次，滴加试剂１，室温下孵育１５ｍｉｎ，取
出后ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。滴加试剂２，室温下孵育

１５ｍｉｎ，取出后 ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次。新鲜配制的
ＤＡＢ显色，苏木素染核，盐酸乙醇分化，冲洗
１５ｍｉｎ。脱水、透明，中性树胶封片后，显微镜观察。
１．２．２　免疫组织化学检测结果判定　在光镜下随
机观察切片１０个高倍视野（１０×４０），以阳性细胞
百分率与阳性细胞染色强度两者的乘积作为总分对

结果进行判定。结果采用总分１２分制，按照阳性细
胞所占百分比≤２５％计１分，２６％ ～５０％计 ２分，
５１％～７５％计３分，７６％ ～１００％计４分；按阳性细
胞染色强度计算：无染色计０分，淡黄色计１分，中
等黄色计２分，棕黄色染色计３分。最终评定总分
１～４分计为低表达组，５～１２分的计为高表达组。
由两名未参与实验的病理科医生独立观察切片，协

助判断免疫组化结果。

１．２．３　ｓｉＲＮＡ转染Ｆａｄｕ沉默Ｆａｔ１基因　①将待转
染Ｆａｄｕ细胞接种于六孔板中，密度约为２×１０５个／ｍｌ，
待细胞融合率约为３０％ ～５０％时，进行下一步转染
实验；②取无血清培养基 １５０μｌ稀释 ９μｌＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ，并小心混匀；③另取１５０μｌ无
血清培养基，加入 ｓｉＲＮＡ３０ｐｍｏｌ，混匀后加入到步
骤②中的溶液中，并小心混匀，形成 ｓｉＲＮＡＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ复合物，室温放置５ｍｉｎ；④将
ｓｉＲＮＡＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ复合物加入到六孔
板中，并小心混匀。然后继续培养，４～６ｈ后更换
新鲜细胞培养基。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达情况　转染４８ｈ
后收集各组细胞提取总蛋白，采用ＢＣＡ法对蛋白定
量后，取３０μｇ蛋白加入上样缓冲液后混匀，９５℃水
浴变性５ｍｉｎ。６０Ｖ浓缩胶，１００Ｖ分离胶电泳分离
蛋白质，２８０ｍＡ１００ｍｉｎ将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ膜
上。转膜结束后，置入５％脱脂奶封闭１ｈ加入Ⅰ
抗，４℃摇床孵育过夜，ＰＢＳ溶液漂洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。加入辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗室温孵育
１ｈ，ＰＢＳ溶液漂洗３次，每次５ｍｉｎ，将 ＥＣＬ液工作
液均匀滴加在条带表面，于凝胶自动成像系统曝光，

用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞生长情况　将处于对数
生长期的细胞制成２×１０４个／ｍｌ的密度接种于９６孔
板，每孔１００μｌ，细胞融合度达到３０％时按以上方法
进行转染。转染２４ｈ后换液，在换液后０、２４、４８、７２、
９６ｈ时，吸净培养基，每孔分别加入浓度为１０％的
ＣＣＫ８培养基混合溶液，充分混匀后继续培养细胞
１ｈ；在酶标仪上测量各孔在波长４５０ｎｍ处的ＯＤ值，
并做好记录。实验重复３次。
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１．２．６　平板克隆形成实验　接种２００个细胞于６孔
板中，加入培养基３７℃培养箱中培养２周。待克隆形
成后，吸走培养液，甲醇室温固定１０ｍｉｎ，１×结晶紫染
色５ｍｉｎ，拍照计数，各组设置３个复孔，重复３次。
１．２．７　划痕试验　接种５×１０５个细胞铺至６孔板
中，细胞长至融合度 ７０％ ～８０％时用 ２００μｌ无菌
Ｔｉｐ头在６孔板底部划一直且均匀的划痕。清洗去
除漂浮的细胞，拍照后加入无血清培养基继续培养。

并在１２、２４、４８ｈ后，观察划痕愈合情况，设置复孔
并重复３次。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验　在２４孔板中放入
８μｍ的Ｂｏｙｄｅｎ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ），准备好无血清细胞
悬液，计数板计数后在上室中准确加入整细胞密度

为３．０×１０５个／ｍｌ的细胞悬液，每个小室上室中加
入１００μｌ细胞悬液，并轻轻摇匀；下室中加入含有
１０％特级胎牛血清培养基作为趋化因子，处理完毕
后，继续放入培养箱中培养。４８ｈ后将小室取出。
ＰＢＳ清洗３遍，加入甲醇固定细胞３０ｍｉｎ，０．１％结
晶紫（Ｓｉｇｍａ）染色 ２０ｍｉｎ。将结晶紫吸出，用 ＰＢＳ
清洗３遍，放在显微镜下（×２００）观察，随机选取
５个高倍视野，计算基底膜下室面染色的细胞数量，
每个标本重复３次，取其平均值。
１．２．９　统计学处理　计数资料采用卡方检验，计量
资料用 珋ｘ±ｓ表示，两两比较使用独立样本 ｔ检验。
多个样本均数比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法分析计算下咽癌症患者
Ｆａｔ１不同表达水平的组间患者的总生存率；两组
间生存率的差异分析采用 Ｌｏｇｒａｎｋ法。由 ＳＰＳＳ
１７．０统计软件完成，以 Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　Ｆａｔ１蛋白在下咽癌组织及癌旁组织中的表达情况
Ｆａｔ１蛋白主要在胞膜和胞浆中表达，同时以出

现棕黄色为阳性染色。８８例癌组织中６５例 Ｆａｔｌ蛋
白为高表达，２３例为低表达；２４例癌旁组织中２０例
高表达，４例低表达（图１ＡＢＣ）。癌组织与癌旁组织
的表达强度无明显统计学差异。进一步分析 Ｆａｔ１
蛋白的表达强度与临床病理参数的相关性，发现

Ｆａｔ１蛋白的表达与年龄、性别、病理分级、Ｔ分级、临
床分期、是否淋巴结转移无明显差异性，但与肿瘤是

否复发有明显差异，复发病例中Ｆａｔ１蛋白的表达强
度明显低于未复发患者（Ｐ＝０．００１，表１）。

表１　Ｆａｔ１蛋白在下咽癌不同临床病理参数
病例中的表达情况　（例）

临床特征 例数
Ｆａｔ１蛋白表达

高表达 低表达
Ｐ

年龄（岁）

　≥５８ ５２ ３６ １６ ０．３２５
　＜５８ ３６ ２９ ７
性别

　男 ８４ ６１ ２３ ０．５６９
　女 ４ ４ ０
病理分级

　高中分化 ７７ ５９ １８ ０．１４７
　低分化 １１ ６ ５
Ｔ分级
　Ｔ１、Ｔ２ ３４ ２６ ８ ０．８０４
　Ｔ３、Ｔ４ ５４ ３９ １５
临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ２１ １５ ６ ０．７８１
　Ⅲ、Ⅳ ６７ ５０ １７
淋巴结转移

　Ｎ０ ４７ ３７ １０ ０．３３３
　Ｎ＋ ４１ ２８ １３
有无复发

　有 ３９ ２１ １８ ０．００１
　无 ４４ ３９ ５

２．２　Ｆａｔ１蛋白表达水平与下咽癌患者预后之间的关系
为了进一步分析 Ｆａｔ１蛋白的表达是否与下咽

癌患者的总生存率相关，本研究使用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
曲线及Ｌｏｇｒａｎｋ检验比较 Ｆａｔ１蛋白低表达组与高
表达组两组患者的总生存率差异，发现 Ｆａｔ１蛋白低
表达组患者总生存时间（３６．９±３．１）个月明显低于
高表达组（４９．６±２．１）个月（Ｐ＝０．００１，图１Ｄ）。
２．３　沉默Ｆａｔ１对细胞增殖和集落形成能力的影响

为了研究Ｆａｔ１蛋白对细胞生长增殖能力的影
响，我们用 ｍｏｃｋｓｉＲＮＡ、Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ转染 Ｆａｄｕ细
胞，用ＣＣＫ８法分别检测５个不同时间点细胞的生
长情况。结果显示，Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ转染的Ｆａｄｕ细胞生
长能力明显高于对照组（Ｐ＝０．００４，图２Ｂ）。另外，
我们用平板克隆形成实验进一步观察 Ｆａｔ１表达下
调后对 Ｆａｄｕ细胞增殖能力的影响。结果如下，
Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ转染的 Ｆａｄｕ细胞的克隆数 １５４±１１．４
明显高于对照组９６±８．３，并且克隆集落明显大于
对照组（Ｐ＝０．００１，图３Ａ）。
２．４　沉默Ｆａｔ１蛋白对细胞侵袭转移能力的影响

下咽癌容易早期发生淋巴结转移。因此我们进

行了侵袭与转移能力的研究。我们将细胞株进行了

划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，划痕实验结果显示Ｆａｔ１
ｓｉＲＮＡ转染的Ｆａｄｕ细胞的迁移能力高于 ｍｏｃｋｓｉＲ
ＮＡ转染细胞（图３Ｃ）。为进一步验证这一结果，Ｔｒ
·７４·
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ａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭试验结果示 Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ转染的
Ｆａｄｕ细胞穿越小室的细胞数２２６±１６．６明显高于

对照组１１５±１２．７（Ｐ＝０．０００，图３Ｂ）。
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图１　Ｆａｔ１蛋白在下咽癌中的表达　（免疫组化 ×２００）　Ａ：Ｆａｔ１蛋白在下咽癌组织中高表达；Ｂ：Ｆａｔ１蛋白在下咽癌组织中低
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图２　ｓｉＲＮＡ干扰后Ｆａｔ１蛋白的表达情况及对细胞生长的影响　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ｓｉＲＮＡ转然后 Ｆａｔ１蛋白的表达明显下
调；Ｂ：ＣＣＫ８法显示ｍｏｃｋｓｉＲＮＡ、Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ２组细胞在不同时间点的生长增殖情况
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图３　下调Ｆａｔ１蛋白对细胞克隆形成、侵袭、转移能力的影响　Ａ：克隆形成实验显示ｍｏｃｋｓｉＲＮＡ、Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ２组细胞的成瘤
能力；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示ｍｏｃｋｓｉＲＮＡ、Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ２组细胞的转移能力；Ｃ：划痕实验显示ｍｏｃｋｓｉＲＮＡ、Ｆａｔ１ｓｉＲＮＡ２组细胞
的侵袭能力
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３　讨论

Ｆａｔ１蛋白是 Ｆａｔ基因家族中的１型跨膜蛋白。
它包括３４个钙黏蛋白重复序列，５个表皮生长因子
（ＥＧＦ）以及１个层黏连蛋白 ＡＧ域［３］。Ｆａｔ１蛋白
经过蛋白水解裂解释放胞内结构域（ＩＣＤ），ＩＣＤ能
够进入细胞核［４］，而且能与βｃａｔｅｎｉｎ结合并防止其
移位到核内［２］。此外，还能与Ｅｎａ／ＶＡＰＳ及Ｓｃｒｉｂｂｌｅ
蛋白结合，促进肌钙蛋白介导的细胞迁移及抑制

ＹＡＰ１介导的细胞增殖［５－６］。

近年来研究表明，钙黏蛋白不仅作为一种机械性

的黏附分子，而且参与信号传导通路，在调控细胞的

分子生物学行为中起着重要的作用。Ｗａｎｇ等［７］研究

发现Ｆａｔ１蛋白在乳腺导管原位癌（ＤＣＩＳ）的表达量要
明显高于在浸润性导管癌（ＩＤＣ），并且Ｆａｔ１蛋白的表
达缺失提示肿瘤进展和预后不佳。Ｋｗａｅｐｉｌａ等［８］通

过免疫组化方法观察Ｆａｔ１蛋白在人类乳腺癌组织中
的表达，发现Ｆａｔ１在原位癌和侵袭癌的过表达和弥
散性表达与乳腺癌发病、侵袭及转移有关。

此外，最近的２个大规模外显子测序研究显示，
Ｆａｔ１蛋白在头颈鳞癌中有明显和较高频次的突
变［９－１０］。Ｋｉｍ等［１１］发现Ｆａｔ１基因突变在非人乳头
状病毒感染的头颈鳞癌中频率较高，大部分的无义

突变均可导致Ｆａｔ１蛋白功能丧失，并且发现Ｆａｔ１基
因突变是肿瘤不良预后的独立影响因子。这些研究

表明Ｆａｔ１蛋白在多种恶性肿瘤中表达失活或低表
达，提示Ｆａｔ１蛋白很可能是一种抑癌基因。

本研究发现与癌旁黏膜组织相比，Ｆａｔ１蛋白在
下咽癌组织中的表达下调，并且无表达或弱表达

Ｆａｔ１蛋白提示不良预后。这说明 Ｆａｔ１蛋白很可能
在下咽癌中是一种抑癌基因。为了进一步研究Ｆａｔ１
蛋白在下咽癌中所起的生物学功能，我们在体外实

验通过 ｓｉＲＮＡ下调 Ｆａｔ１蛋白的表达，与对照组相
比，沉默Ｆａｔ１蛋白明显增强了 Ｆａｄｕ细胞的生长、增
殖、侵袭、转移能力，该结果进一步证实了Ｆａｔ１蛋白
起到了抑制下咽癌肿瘤发展的作用。

Ｍｏｒｒｉｓ等［２］研究表明，Ｆａｔ１蛋白功能失活能解
除对 βｃａｔｅｎｉｎ的绑定，激活 Ｗｎｔβｃａｔｅｎｉｎ信号传
导通路，进而促进细胞的生长增殖。并发现 Ｆａｔ１蛋
白通过阻断 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路抑制上皮 －间质
转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的形
成。这些研究表明 Ｆａｔ１蛋白可能通过多条信号通
路调控细胞的生长、增殖及侵袭、转移能力。综上所

述，我们首次证实Ｆａｔ１蛋白在下咽癌中表达下调，并
在体外实验中发现Ｆａｔ１蛋白可抑制下咽癌细胞的增
殖、成瘤、迁移及侵袭能力。下咽癌中Ｆａｔ１蛋白失活
及表达下调会增强肿瘤的恶性程度。深入了解Ｆａｔ１
蛋白在下咽癌发病、侵袭转移等过程中的具体机制，

对认识下咽癌的发生发展及治疗抗性发生具有重要

意义，为下咽癌的治疗提供新策略和新靶点。
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