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　　摘　要：　目的　探讨ＥＢＶ膜潜伏蛋白１（ｌａｔｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＭＰ１）基因过表达后对肿瘤坏死因子相关
的凋亡诱导配体（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）凋亡诱导作用和凋亡信号传导的影响。方法　利用
脂质体介导的ｐＧＬ６ＬＭＰ１上调ＬＭＰ１低表达的ＴＲＡＩＬ抵抗性鼻咽癌细胞ＣＮＥ１中 ＬＭＰ１的表达；通过 ＭＴＴ比色
法、流式细胞术观察ＬＭＰ１过表达后对ＣＮＥ１细胞ＴＲＡＩＬ敏感性的影响；流式细胞术、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、线粒体膜电位
检测观察ＬＭＰ１过表达后对死亡受体表达、细胞内外凋亡信号通路激活、线粒体膜电位改变的影响。结果　死亡受
体荧光标记后流式细胞术检测发现ＣＮＥ１和ＣＮＥ１ＬＭＰ１之间细胞膜蛋白死亡受体４（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＤＲ４），死亡
受体５（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＲ５）表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）分别作用
２、４、６、１２ｈ后，ＣＮＥ１细胞中ｃａｓｐａｓｅ８ｐ４３／ｐ４１，ｐ１８亚单位蛋白和ｃａｓｐａｓｅ３ｐ１７，ｐ１０亚单位蛋白表达明显高于ＣＮＥ
１ＬＭＰ１细胞，而Ｂｃｌ２相互作用域死亡激动蛋白的截短形式（ｔｒｕｎｃａｔｅｄｆｏｒｍｏｆＢｉｄ，ｔＢｉｄ）和ｃａｓｐａｓｅ９ｐ３５亚单位蛋白
表达无明显改变，且两个细胞株间也无明显区别。ＪＣ１线粒体膜电位检测法结果显示ＴＲＡＩＬ干预后，线粒体膜电位
无明显改变，且两个细胞株间也无明显区别。结论　ＬＭＰ１过表达抑制ＴＲＡＩＬ对鼻咽癌细胞的凋亡诱导作用和其细
胞外凋亡信号的传导，提示ＬＭＰ１是通过抑制细胞外信号通路激活诱导鼻咽癌细胞发生ＴＲＡＩＬ抵抗。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｔｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１（ＬＭＰ１）ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＴＮＦｒｅｌａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ（ＴＲＡＩＬ）ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＴＲＡＩＬａｃｔｉｖａｔｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＬＭＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ＣＮＥ１ｗｈｉｃｈｗａｓＴＲＡＩＬｒｅｓｉｓｔａｎｔＬＭＰ１ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｖｅｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ｃｅｌｌｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄｐＧＬ６ＬＭＰ１．ＴｈｅＴＲＡＩＬｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＣＮＥ１ＬＭＰ１ａｎｄＣＮＥ１ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＤＲ），ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄＪＣ１ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＤＲ４ａｎｄＤＲ５ｂｅｔｗｅｅｎＣＮＥ１ａｎｄＣＮＥ１ＬＭＰ１ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ａｌｌＰ＞０．０５）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ａｆｔｅｒ
ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２，４，６，１２ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｃａｓｐａｓｅ８ｐ４３／ｐ４１，ｔａｔｈｍｉｎ／ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉｎ１８ｐ１８
ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｐ１７，ｐ１０ｉｎＣＮＥ１ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＣＮＥ１ＬＭＰ１．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔＢｉｄａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｐ３５ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｉｓｔｗｏｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＪＣ１ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＲＡＩＬａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｎｏｔ
ａｆｆｅｃｔｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｂｅｔｗｅｅｎＣＮＥ１ａｎｄＣＮＥ１ＬＭＰ１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬＭＰ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙ，
ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓＬＭＰ１ｍａｙｉｎｄｕｃｅＴＲＡＩＬｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＮＰＣｃｅｌｌｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬＭＰ１ｇｅｎｅ；ＴＲＡＩＬ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，２３（３）：２１９－２２５］

　　鼻咽癌是我国最常见的头颈恶性肿瘤之一，其
首选的治疗手段为放疗。但是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

·９１２·
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床上值得研究的重要课题．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

（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，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［２－３］。

ＴＲＡＩＬ的凋亡信号需要通过多个因子环节传导，
各个环节均可以影响肿瘤细胞对其的敏感性。

ＴＲＡＩＬ主要通过与 ＤＲ４、ＤＲ５结合传导凋亡信号。
凋亡通过两条信号通路传导凋亡信号：①细胞外凋亡
信号通路（ｃｅｌｌｅｘｔｒｉｎｓｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙ），又称线粒
体非依赖性通道：该通道由 ｃａｓｐａｓｅ８得到启动后直
接活化下游的ｃａｓｐａｓｅ３，导致细胞凋亡［４］；②细胞内
凋亡信号通路（ｃｅｌｌｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙ），又称
线粒体依赖性通道，即活化的 ｃａｓｐａｓｅ８启动促凋亡
成员 Ｂｉｄ，引起线粒体跨膜电位降低或破坏，促使
ｃａｓｐａｓｅ９活化分解，启动ｃａｓｐａｓｅ３导致凋亡［５］。

我们前期的研究结果显示不同鼻咽癌细胞中

ＥＢＶ膜潜伏蛋白１（ｌａｔｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＭＰ１）
表达和ＴＲＡＩＬ敏感性呈负相关，提示 ＬＭＰ１可能抑
制ＴＲＡＩＬ的凋亡诱导作用［６］。因此，在这个实验中

我们以ＬＭＰ１低表达的ＴＲＡＩＬ敏感性鼻咽癌细胞株
ＣＮＥ１为研究对象，构建其 ＬＭＰ１稳定表达的细胞
株，观察上调鼻咽癌细胞中 ＬＭＰ１是否能抑制
ＴＲＡＩＬ的凋亡诱导作用，以及对 ＴＲＡＩＬ凋亡信号通
路的影响。

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 ＥＤ
ＴＡ）、四甲基氮唑盐、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测
试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ（总ＲＮＡ抽提试剂）、２×ＴａｐＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ细胞裂解液、质粒转换
抽提转染相关试剂及耗材购自上海碧云天生物技术

有限公司；ｐＧＬ６ＬＭＰ１氨苄抗性质粒由上海吉凯基
因化学技术有限公司；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、ｃａｓｐａｓｅ３、

ｃａｓｐａｓｅ８、ｃａｓｐａｓｅ９大鼠人多克隆抗体均购自美国
Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司；Ｂｉｄ，ｔＢｉｄ兔多克隆抗体购自北京中
杉金桥生物技术有限公司。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
１．２．１　细胞培养　本研究选用的鼻咽癌细胞株
ＣＮＥ１取自本课题组前期实验筛选出的 ＬＭＰ１低表
达的ＴＲＡＩＬ敏感性细胞株。鼻咽癌细胞株复苏后，
培养于含 １０％胎牛血清的 １６４０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　质粒转化抽提及细胞转染
１．２．２．１　质粒转化　ｐＧＬ６ＬＭＰ１氨苄抗性质粒由
上海吉凯基因化学技术有限公司构建。新鲜感受态

ＤＨ５ａ甘油菌２００μｌ置于１．５ｍｌ离心管中，每管中
分别加入 ｐＧＬ６ＬＭＰ１和 ｐＧＬ６质粒１００ｎｇ，混匀后
冰浴３０ｍｉｎ，４２℃热休克９０ｓ，冷却２０ｍｉｎ。每管加
ＬＢ培养基８００μｌ，３７℃摇床温和摇动４５ｍｉｎ，将菌
液平铺于含氨苄青霉素的琼脂平板表面，３７℃平放
２０ｍｉｎ后倒置培养１０ｈ。观察菌落克隆形成。
１．２．２．２　质粒提取　挑取菌落克隆，加入３ｍｌ氨
苄青霉素抗性的 ＬＢ培养基中，３７℃摇菌过夜，次日
收集细菌沉淀。按照质粒中量抽提试剂盒说明书提

取质粒。测定浓度和纯度，－２０℃保存。
１．２．２．３　细胞转染、稳定细胞株的筛选　将ＣＮＥ１
细胞悬液接种于 ２４孔板中，调整细胞数量为
１×１０５个／孔，使细胞汇合度达到９０％ ～９５％。用
５０μｌ的１６４０分别稀释 ０．８μｇ质粒和 ２μｌＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，混匀后室温孵育 ５ｍｉｎ，将 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀释液加入已稀释的质粒中，使混合
液终体积为１００μｌ，室温孵育２０ｍｉｎ，将 １００μｌ的
混合液加入２４孔板孔中，３７℃孵育４８ｈ后加入含
Ｇ４１８（浓度为８００μｇ／ｍｌ）的培养液进行筛选。３周
后待抗性单克隆形成后，挑取单克隆，扩大培养。以

ｐＧＬ６（Ｍｏｃｋ）质粒为转染对照。
１．２．２．４　细胞毒性指数的测定（ＭＴＴ法）　取对数
生长期的细胞，制成细胞悬液以 ５０００个细胞／孔
（１００μｌ／孔）加入９６孔板，每孔设３个复孔。置于
培养箱培养。培养过夜细胞贴壁后按照０、２０、４０、
６０、８０、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，
每孔加入２０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ），孵育４ｈ，每孔
加入１５０μｌＤＭＳＯ，置于摇床上低速振荡 １０ｍｉｎ。
４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。各组细胞存活率
·０２２·
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（％）＝实验组吸光度／对照组吸光度×１００％。
１．２．２．５　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，置于培养箱
培养。培养过夜细胞贴壁后按照０、２０、４０、６０、８０、
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，收集各组细胞，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
去培养液。３ｍｌＰＢＳ洗３次，离心去ＰＢＳ，加入冰预
冷的７０％的乙醇４℃固定２４ｈ以上。离心弃去固定
液，３ｍｌＰＢＳ重悬５ｍｉｎ，调整细胞浓度为１０６个／ｍｌ。
４００目的筛网过滤 １次，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去ＰＢＳ。

①细胞膜 ＤＲ４、ＤＲ５表达检测：加入５μｌＤＲ４、
ＤＲ５一抗冰上孵育 １ｈ，３ｍｌＰＢＳ洗 ３次，离心去
ＰＢＳ，加入５μｌ对应的ＦＩＴＣ耦合的二抗冰上避光孵
育１ｈ。ＰＢＳ清洗后重悬细胞，流式细胞仪上机检测。

②凋亡率检测：加入１９５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结
合液轻轻重悬细胞。加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻
轻混匀。室温 （２０～２５℃）避光孵育 １０ｍｉｎ。
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１９０μｌＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ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。随即进行流式细

胞仪检测，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ为绿色荧光，碘化丙啶为
红色荧光。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。
１．２．２．６　细胞线粒体膜电位检测（ＪＣ１染色法）　
对数生长期的细胞以２×１０５个／孔加入６孔板，置
于培养箱培养２４ｈ。待细胞贴壁后，弃除培养液。
加入新鲜培养液后按照１００ｎｇ／ｍｌ的ＴＲＡＩＬ分别干
预２、４、６、１２ｈ后收集各组细胞，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｈ，弃去培养液。３ｍｌＰＢＳ洗 ３次，离心去
ＰＢＳ，加ＰＢＳ，调整细胞浓度为１０６个／ｍｌ。加入终浓
度为５μｇ／ｍｌ的ＪＣ１，３７℃恒温箱避光温育１０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ洗涤１次除去游离的多余染料后，用 ＰＢＳ重
悬沉淀，上流式细胞仪检测。激发波长４８８ｎｍ，应用
前向散射光（ＦＳＣ）和侧向散射光（ＳＳＣ）设门后，通过
荧光通道ＦＬ１（绿）和ＦＬ２（红）检测荧光强度，每份细
胞悬液标本获取１００００个细胞。应用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件
获取和分析数据，用发绿色荧光细胞的百分率表示线

粒体膜电位下降细胞比例。

１．２．２．７　ＲＴＰＣＲ　①Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ：取对数
生长期的细胞，以冰冷ＰＢＳ洗涤２次，加入Ｔｒｉｚｏｌ，充
分吹打混匀。将裂解液吸至１．５ｍｌ离心管中，加入

０．２倍体积氯仿（２００μｌ／ｍｌＴｒｉｚｏｌ），充分振荡摇匀，
室温下放置５ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。
将上清移至离心管中。加入等体积异丙醇，振荡摇

匀，室温沉淀 １０ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，弃上清。加入７５％乙醇１ｍｌ洗涤沉淀，４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。室温下空气挥发残存乙
醇。将总ＲＮＡ沉淀溶于５０μｌＤＥＰＣ处理的水中，
－８０℃保存备用。取１μｌ稀释１００倍后经紫外分
光光度计测定浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳观察

ＲＮＡ的完整性。
②逆转录反应：按照ＢｅｙｏＲＴｃＤＮＡ第一链合成

试剂盒说明书，取总 ＲＮＡ样品１μｇ，加入１μｌＯｌｉ
ｇｏｄＴ，７０℃变性１０ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ，然后加入 ＭｇＣｌ２
４μｌ、１０×ＲＮＡＰＣＲ缓冲液 ２μｌ、ＲＮＡ酶抑制剂
０．５μｌ、ｄＮＴＰ２μｌ、ＡＭＶ逆转录酶１μｌ、无 ＲＮＡ酶
灭菌水终体积２０μｌ。将混合液于ＰＣＲ仪上４２℃反
应６０ｍｉｎ，然后 ９９℃ ５ｍｉｎ灭活逆转录酶，合成
ｃＤＮＡ。逆转率产物－２０℃保存备用。

③半定量 ＰＣＲ：ＬＭＰ１引物，Ｌｅｆｔｐｒｉｍｅｒ：５′
ＧＧＡＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴＡＣＣＴＴＧＧ３′，Ｒｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒ：５′
ＧＴＣＣＴＴＧＣＧＧＡＡＧＴＣＡＡＴＧＴ３′，产物长度５２７ｂｐ；
内参照βａｃｔｉｎ引物，Ｌｅｆｔｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣ
ＣＣＧＴＧＴＴＧＣＴ３′，Ｒｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒ： ５′ＧＴＣＣＴＴＧＣＧ
ＧＡＡＧＴＣＡＡＴＧＴ３′，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×ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书，溶解并混匀 ＰＣＲ反应所
需的各种溶液。将２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ置于冰浴上。
建立 ２０μｌ反应体系如下：双蒸水６．４μｌ、ｃＤＮＡ
２μｌ、引物混合液 １．６μｌ、２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μｌ。取８μｌＰＣＲ产物电泳。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。
１．２．２．８　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，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　统计学方法

用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。计量资料以
·１２２·
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珋ｘ±ｓ表示，采用多样本均数的方差检验（ＡＮＯＶＡ）进
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　ＬＭＰ１高表达的鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞株 ＣＮＥ１
ＬＭＰ１构建成功

我们以ｐＧＬ６ＬＭＰ１质粒根据预实验所得的最
适转染条件转染ＣＮＥ１细胞，荧光显微镜下观察细
胞能获得 ８５％以上的转染率，且细胞状态良好
（图１）。由于质粒载体携带了 Ｇ４１８抗性基因，并
用８００μｇ／ｍｌ的 Ｇ４１８持续筛选３周，以获得稳定表
达ＬＭＰ１序列及空白质粒对照序列的 ＣＮＥ１细胞
株。此时，行 ＲＴＰＣＲ结果显示 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ的表
达效率达２００％以上（Ｐ＜０．０５）（图２），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示 ＬＭＰ１蛋白的上调效率亦达 １５０％以上
（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。将 ＬＭＰ１基因稳定表达的
ＣＮＥ１细胞株定义为ＣＮＥ１ＬＭＰ１，转染空白质粒对
照细胞定义为ＣＮＥ１ｐＧＬ６。

图１　荧光显微镜下判定 ｐＧＬ６ＬＭＰ１转染 ＣＮＥ１的转染效
率　ａ：倒置显微镜；ｂ：荧光显微镜　（×２０）
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图２　ＲＴＰＣＲ判定ｐＧＬ６ＬＭＰ１转染ＣＮＥ１的转染效率
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＧＬ６ＬＭＰ１转染ＣＮＥ１的转染效率

２．２　ＣＮＥ１和ＣＮＥ１ＬＭＰ１对ＴＲＡＩＬ的敏感性
我们课题组的前期实验结果发现鼻咽癌细胞对

ＴＲＡＩＬ的敏感性可能与ＬＭＰ１表达水平相关，因此我
们构建了 ＬＭＰ１高表达细胞株 ＣＮＥ１ＬＭＰ１及其空
白质粒对照细胞ＣＮＥ１ｐＧＬ６进行后续试验。
２．２．１　ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、和 ＣＮＥ１ＬＭＰ１对不
同浓度 ＴＲＡＩＬ的敏感性　ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、存
活率随 ＴＲＡＩＬ浓度提高而下降的趋势较 ＣＮＥ１
ＬＭＰ１明显，且当ＴＲＡＩＬ浓度为４０、６０、８０、１００ｎｇ／ｍｌ
时，ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６存活率明显低于 ＣＮＥ１
ＬＭＰ１（Ｐ＜０．０１）（图４）。ＴＲＡＩＬ处理后鼻咽癌细胞
株与药物浓度正相关地出现凋亡率升高。当ＴＲＡＩＬ
浓度为４０、６０、８０、１００ｎｇ／ｍｌ时，ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６
细胞凋亡率明显高于ＣＮＥ１ＬＭＰ１（图５）。

!"#$%

!

&'()*

"

+ ,+ -+ .+ /+ 0++

1
2
3
4
5
4
6
*
3
6
7
8

!

9

"

0++

/+

.+

-+

,+

+

:;<=0

:;<=0=>?%.

:;<=0=%@A0

图４　不同浓度 ＴＲＡＩＬ干预 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、ＣＮＥ１
ＬＭＰ１的生长曲线
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图５　不同浓度 ＴＲＡＩＬ干预 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、ＣＮＥ１
ＬＭＰ１的凋亡率　（Ｐ＜０．０１）

２．２．２　ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、和 ＣＮＥ１ＬＭＰ１对
ＴＲＡＩＬ不同作用时相的敏感性　ＭＴＴ检测相同浓
度 ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）分别作用 ０．２、４、８、１２、１６、
２４ｈ后鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、ＣＮＥ１
ＬＭＰ１存活率，结果发现细胞存活率随 ＴＲＡＩＬ作用
时间的延长而呈下降趋势。以存活率为纵坐标，以

ＴＲＡＩＬ终浓度为横坐标作图，各个时间点ＣＮＥ１、
·２２２·
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图７　不同 ＴＲＡＩＬ干预时间 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６、ＣＮＥ１
ＬＭＰ１的凋亡率
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图８　ＴＲＡＩＬ分别作用不同时间后ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１细胞ＤＲ４、ＤＲ５的表达

ＣＮＥ１ｐＧＬ６存活率均低于 ＣＮＥ１ＬＭＰ１（ Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）（图６）。ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）分别
作用０．２、４、８、１２、１６、２４ｈ后，流式细胞术检测发现
细胞凋亡率随 ＴＲＡＩＬ作用时间的延长而呈上升趋
势，各个时间点ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ｐＧＬ６细胞凋亡率明显
高于ＣＮＥ１ＬＭＰ１（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）（图７）。
２．３　ＬＭＰ１过表达对 ＴＲＡＩＬ特异性死亡受体的
影响

流式细胞术结果发现ＣＮＥ１和ＣＮＥ１ＬＭＰ１中
ＤＲ４、ＤＲ５的表达无明显差异。ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）分
别作用０．２、４、６、１２ｈ后，流式细胞术检测发现ＣＮＥ１
和ＣＮＥ１ＬＭＰ１中ＤＲ４、ＤＲ５的表达无明显改变，且
两者之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图８。
２．４　ＬＭＰ１过表达对细胞外凋亡通路的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍｌ）分别
作用０．２、４、６、１２ｈ后，ＣＮＥ１中ｃａｓｐａｓｅ８ｐ４３／ｐ４１，
ｐ１８亚单位和ｃａｓｐａｓｅ３ｐ１７，ｐ１０亚单位蛋白表达明
显多于ＣＮＥ１ＬＭＰ１（图９）。

２．５　ＬＭＰ１过表达对细胞内凋亡信号通路的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＴＲＡＩＬ干预后，ｔＢｉｄ和

ｃａｓｐａｓｅ９ｐ３５亚单位蛋白表达无明显改变，且两个细
胞株间也无明显区别（图１０、１１）。结果显示 ＴＲＡＩＬ
干预后，线粒体膜电位无明显改变，且两个细胞株间

也无明显区别（Ｐ＞０．０５），见图１２。
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图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＩＬ干预后 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１

细胞外凋亡信号通路标志物ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ３分解活化

产物
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图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＡＩＬ干预后ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１
细胞内凋亡信号通路标志物Ｂｉｄ分解活化产物
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图１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＡＩＬ干预后ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１
细胞内凋亡信号通路标志物ｃａｓｐａｓｅ９分解活化产物
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图１２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＡＩＬ干预后ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１
细胞线粒体膜电位的改变

３　讨论

目前有关凋亡疗法的重要进展之一就是肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体［７］。ＴＲＡＩＬ能特异性地
诱导恶性肿瘤细胞发生凋亡，而对正常组织细胞无

明显毒性作用［７］，因此逐渐受到肿瘤研究工作者的

重视。在国外某些药理研究所，ＴＲＡＩＬ已经进入了
临床前期研究，且对原发肿瘤的抑制效果明显［８］。

虽然ＴＲＡＩＬ在肿瘤凋亡诱导疗法方面具有其明显
的优势，但近来许多研究表明，仍有肿瘤细胞对

ＴＲＡＩＬ诱导的细胞凋亡作用不敏感即发生 ＴＲＡＩＬ
抵抗，但具体机制不明［３］。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，寻找诱导细胞发生 ＴＲＡＩＬ抵抗的因子

并制定相应的靶向治疗方案是目前国际肿瘤界研究

的热点。

ＬＭＰ１在鼻咽癌组织中表达增高，且与鼻咽癌
患者预后有相关性［１０］，但 ＬＭＰ１对鼻咽癌细胞凋亡
的调控作用却存在争议。１９９６年，Ｆｒｉｅｓ等［１１］在肺

癌细胞株中观察到ＬＭＰ１可以上调另一个抗凋亡基
因Ａ２０而抑制ｐ５３介导的凋亡。因此ＬＭＰ１曾一度
被认为是抗凋亡基因。但１９９６年，Ｆｌｏｅｔｔｍａｎｎ等［１２］

的研究却提出了相反的观点，他们发现同样是在 Ｂ
细胞中，ＬＭＰ１的大量表达能使细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ
期，发生增殖阻滞，而抑制细胞生长。我校曹亚教

授［１３］在鼻咽癌细胞株中已证实 ＬＭＰ１高表达启动
ＮＦκＢ介导半胱氨酸水解酶（ｃａｓｐａｓｅ３）的表达，促
进细胞凋亡；ＬＭＰ１低表达抑制细胞凋亡。然而曹
亚教授在后期研究中又发现，ＬＭＰ１高表达的鼻咽
癌细胞株对放疗、化疗药物等促凋亡治疗具有抵抗

作用［１４］。上述研究的结果说明了 ＬＭＰ１和细胞凋
亡关系的复杂性，因此学术界达成共识：ＬＭＰ１对于
细胞凋亡可能具有促进和抑制双重效应。但 ＬＭＰ１
对ＴＲＡＩＬ相关性凋亡的影响却无相关文献报道，因
此本文我们着重研究鼻咽癌细胞中ＬＭＰ１过表达对
ＴＲＡＩＬ相关性凋亡的影响。

我们前期实验提示ＬＭＰ１可能是影响ＴＲＡＩＬ敏
感性的抗凋亡因子，为了进一步验证 ＬＭＰ１在
ＴＲＡＩＬ凋亡通路中的实际作用，我们构建了 ＬＭＰ１
高表达鼻咽癌细胞株。我们将 ｐＧＬ６ＬＭＰ１转染至
鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１中经８００μｇ／ｍｌＧ４１８筛选３周
后获得稳定过表达ＬＭＰ１的细胞克隆并进行培养扩
增。经半定量 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分别检
测转染前后 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ及蛋白表达，发现转染
ｐＧＬ６ＬＭＰ１后的 ＣＮＥ１ＬＭＰ１细胞中 ＬＭＰ１ｍＲＮＡ
及蛋白表达较未转染组和转染空白载体组明显增

高，证明成功构建 ＬＭＰ１高表达鼻咽癌细胞株。继
而我们观察了 ＬＭＰ１转染对 ＣＮＥ１细胞 ＴＲＡＩＬ的
敏感性的影响，结果发现，转染ＣＮＥ１ＬＭＰ１细胞对
ＴＲＡＩＬ凋亡诱导作用的敏感性无论从剂量依赖性还
是时间依赖性上均比 ＣＮＥ１和转染空白载体的细
胞高。此结果说明 ＬＭＰ１诱导鼻咽癌细胞发生
ＴＲＡＩＬ抵抗。

ＴＲＡＩＬ与细胞膜上ＤＲ４，ＤＲ５结合后，导致受
体发生三聚体化，结合具有死亡结构的 Ｆａｓ相关蛋
白（ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）。
ＦＡＤＤ以其死亡效应结构域（ｄｅａｔｈｅｆｆｅｃｔｏｒｄｏｍａｉｎ，
ＤＥＤ）结合胱氨酸蛋白酶８（ｃａｓｐａｓｅ８）的 ＤＥＤ形成
·４２２·
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一个由ＦａｓＦＡＤＤｃａｓｐａｓｅ８组成的死亡诱导信号复
合物（ｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｉｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ）［１５］，
继而通过两种信号通路传导凋亡信号：①细胞外凋
亡通路；②细胞内凋亡通路。在整个凋亡信号通路
中的各个环节均可以影响肿瘤细胞对 ＴＲＡＩＬ的敏
感性。本部分的研究已经证实 ＬＭＰ１可以抑制
ＴＲＡＩＬ对鼻咽癌细胞的凋亡诱导作用，但目前无文
献报导阐明ＬＭＰ１在ＴＲＡＩＬ凋亡信号通路的哪一个
环节影响凋亡信号的传导。因此我们上调 ＬＭＰ１
后，检测两条凋亡信号通路中各个环节代表因子的

活化改变，从而定位 ＬＭＰ１影响 ＴＲＡＩＬ凋亡信号的
作用位点。细胞外凋亡信号通路是 ＤＩＳＣ形成后，
ｃａｓｐａｓｅ８得到启动后直接活化下游的 ｃａｓｐａｓｅ３，导
致细胞凋亡［１］，因此 ｃａｓｐａｓｅ３、８的分解活化传递
的程度代表了细胞外凋亡信号启动的情况。

ｃａｓｐａｓｅ３通过分解为 ｐ１７，ｐ１０亚单位得到活化，
ｃａｓｐａｓｅ８通过分解为 ｐ４３／ｐ４１，ｐ１８亚单位得到活
化。我们的研究发现 ＴＲＡＩＬ干预后，ＣＮＥ１ＬＭＰ１
细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３、８活化分解明显低于 ＣＮＥ１细
胞，说明ＬＭＰ１可以抑制 ＴＲＡＩＬ对细胞外信号通路
的启动。除了细胞外凋亡信号通路，ＴＲＡＩＬ也可以
通过细胞内凋亡信号通路诱导细胞发生凋亡。活化

的ｃａｓｐａｓｅ８启动 Ｂｉｄ是细胞内凋亡信号通路的启
动环节。Ｂｉｄ分解为 ｔＢｉｄ后，引起线粒体跨膜电位
降低或破坏，促使 ｃａｓｐａｓｅ９活化分解为 ｐ３５亚单
位，最终启动 ｃａｓｐａｓｅ３导致凋亡。因此 Ｂｉｄ、
ｃａｓｐａｓｅ９分解活化及线粒体膜电位去极化的程度
代表了细胞内凋亡信号通路启动的情况。我们的实

验结果显示 ＴＲＡＩＬ干预后的鼻咽癌细胞未见明显
的Ｂｉｄ、ｃａｓｐａｓｅ９活化分解和线粒体膜电位改变，说
明ＴＲＡＩＬ并不能启动鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１中的细胞
内信号通路。同时 ＣＮＥ１、ＣＮＥ１ＬＭＰ１之间 Ｂｉｄ、
ｃａｓｐａｓｅ９活化分解和线粒体膜电位改变却无明显
差异，说明ＬＭＰ１并不影响 ＴＲＡＩＬ启动的细胞内信
号通路。

综上所述，我们的结果证实 ＬＭＰ１可以通过抑
制ｃａｓｐａｓｅ３、８活化分解抑制ＴＲＡＩＬ启动细胞外信
号通路诱导鼻咽癌细胞ＣＮＥ１发生ＴＲＡＩＬ抵抗。
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