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　　摘　要：　目的　探讨ＳＧＫ１在鼻咽癌（ＮＰＣ）中的表达及其对肿瘤细胞存活、增殖和迁移的影响。方法　采用
免疫组织检测ＮＰＣ组织和慢性鼻咽炎组织中ＳＧＫ１的表达。使用ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００瞬时转染ＮＰＣ细胞系ＨＮＥ１，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ干扰组、阴性对照组及未转染组细胞中的ＳＧＫ１表达，筛选 ＳＧＫ１沉默效果最佳的 ＮＰＣ细
胞。ＣＣＫ８法检测转染细胞的增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验检测ＳＧＫ１沉默对细胞迁移能力的影响，流式细胞
术检测其凋亡水平。结果　ＮＰＣ组织中ＳＧＫ１的表达明显高于慢性鼻咽炎组织。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示转染ＳＧＫ１
ｓｉＲＮＡ后ＨＮＥ１细胞中ＳＧＫ１蛋白水平明显下降。ＳＧＫ１基因沉默后，ＨＮＥ１细胞表现出较强的细胞增殖和迁移
抑制作用。此外，沉默ＳＧＫ１后，ＨＮＥ１细胞的凋亡率增加。结论　ＳＧＫ１在 ＮＰＣ组织中呈高表达。沉默 ＳＧＫ１基
因可抑制ＮＰＣ细胞系ＨＮＥ１的增殖、迁移和存活能力。
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ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＧＫ１ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ
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５１００８０，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｋｉｎａｓｅ１（ＳＧＫ１）ｉｎ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ａｎｄｉｔｓｉｍｐａｃｔｓｏｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＧＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＰＣｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓ
ｔｉｓｓｕｅ．Ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ＨＮＥ１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔｓｉｌｅｎｃｅｅｆｆｅｃｔｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＧＫ１ｉｎｃｅｌｌｓｏｆＳＧＫ１ｓｉＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｕｓｉｎｇｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳＧＫ１ｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＮＥ１ｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＳＧＫ１ｉｎＮＰＣｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｈｒｏｎｉｃｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＳＧＫ１ｇｏｔｅｖｉｄｅｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆ
ＳＧＫ１ｓｉＲＮＡ．ＡｆｔｅｒｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆＳＧＫ１，ＨＮＥ１ｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｓｔｒｏｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ．Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＨＮＥ１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＳＧＫ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＳＧＫ１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ＮＰＣｔｉｓｓｕｅ．ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＳＧＫ１ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍ；ＳＧＫ１ｓｉＲＮＡ；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是发生
于鼻咽腔顶部和侧壁的恶性肿瘤，具有独特的区域

分布和种族聚集性，好发于中国南部和东南亚地

区［１］。未分化非角化型是其最常见的病理类型，早

期ＮＰＣ临床症状不明显，因此很难被检测出来，大
部分ＮＰＣ患者就诊时伴有颈部淋巴结转移或远处

·８７４·
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转移，预后较差［２３］。大量 ＮＰＣ诊断和治疗相关的
临床研究显示，以放射为主的综合治疗可明显改善

ＮＰＣ局部控制率和总生存率，但不能明显降低远处
转移率。因此，局部复发和远处转移仍然是导致

ＮＰＣ患者治疗失败和死亡的主要原因［４７］。血清和

糖皮质激素诱导蛋白激酶１（ｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉ
ｃｏｉｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｋｉｎａｓｅ，ＳＧＫ１）在各种细胞系和哺乳动
物组织中均有表达［８］。相关研究表明，ＳＧＫ１可能
是细胞内多种信号转导途径和磷酸化级联的交叉，

在信号转导途径中调节细胞增殖、细胞体积、离子通

道、细胞存活和抗凋亡等方面发挥重要作用［９１１］。

ＳＧＫ１参与肿瘤细胞恶性生长，调节肿瘤细胞生物
学特性［１２１５］。本研究旨在探讨 ＳＧＫ１在 ＮＰＣ中的
表达及其临床意义。我们推测 ＳＧＫ１可能为 ＮＰＣ
的诊断和早期预警提供新的参考。

１　材料与方法

１．１　组织标本和细胞
选取２００９年１月—２０１８年９月在珠江医院耳

鼻咽喉科行鼻咽活检的２１例ＮＰＣ患者。所有患者
的临床资料均完整保存，均为初发患者，并且未接受

放疗或化疗。随机选取１３例非肿瘤性慢性鼻咽炎
患者作为对照组。所有组织标本常规脱水，１０％福
尔马林脱水固定，石蜡包埋，切片，行免疫组织化学

方法检测。人ＮＰＣ细胞系 ＨＮＥ１保存于我院耳鼻
咽喉科实验室。ＮＰＣ细胞系采用１％青－链霉素双
抗和１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基放
置于３７℃和５％ ＣＯ２培养箱的传代培养，在细胞生
长条件良好时进行实验。本研究经伦理委员会批准

（２０１９ＫＹ０５５０１）。
１．２　转染

ＳＧＫ１ｓｉＲＮＡ由 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司生产，包括
ＳＧＫ１ｈｏｍｏ１２１、ＳＧＫ１ｈｏｍｏ２１６、ＳＧＫ１ｈｏｍｏ５２９、
ＳＧＫ１ｈｏｍｏ８９３。序列如下：５ＣＣＣＵＣＡＣＵＵＡＣＵＣ
ＣＡＧＧＡＵＴＴ３，５ＧＣＣＡＡＵＡＡＣＵＣＣＵＡＵＧＣＡＵＴＴ３，
５ＧＧＡＡＵＧＵＵＣＵＧＵＵＧＡＡＧＡＡＴＴ３，５ＧＣＵＵＣＡＵ
ＡＡＧＣＡＧＣＣＵＵＡＵＴＴ３。阴性对照（ＮＣ）序列为：５
ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３。为了获得最佳的
基因沉默序列和良好细胞的生长状态，转染前将细

胞接种，并在第２天使细胞密度达到６０％。根据ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书，利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将
不同的 ｓｉＲＮＡ序列瞬时转染至 ＨＮＥ１细胞。７２ｈ
后提取各组ＳＧＫ１蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察 ｓｉＲＮＡ对

ＳＧＫ１的沉默作用，选择最佳沉默序列。以５ＣＣＣＵ
ＣＡＣＵＵＡＣＵＣＣＡＧＧＡＵＴＴ３序列 ｓｉＲＮＡ为最佳。细
胞分为３组用于后续细胞体外功能实验：①沉默效
果最佳的细胞组：ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１；②阴性对照的细
胞组：ＨＮＥ１／ＮＣ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；③空白对照细胞
组：ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ。
１．３　免疫组织化学

来自珠江医院耳鼻咽喉科的２１例 ＮＰＣ组织标
本和１３例慢性鼻咽炎组织标本。ＮＰＣ患者一般临
床资料见表１。①切片常规脱蜡；②抗原修复；③滴
加抗体：滴加抗体（一抗），甩去待测组织切片上多

余的ＰＢＳ，滴加一抗。放置在孵育盒内４℃冰箱中
过夜孵育约１２ｈ。滴加抗体（二抗），将孵育盒从冰
箱取出，恢复至室温后取出切片，用 ＰＢＳ洗３次，每
次５ｍｉｎ。滴加 ＤＡＫＯＣｈｅｍＭａｔｅＥｎＶｉｓｉｏｎＨＲＰ试
剂盒中的试剂 Ａ。将切片放入孵育湿盒中，盖上盖
子，连孵育盒一起放入３７℃恒温箱中孵育３０ｍｉｎ；
④显色、衬染、封片，ＤＡＢ显色液的配制：取５ｍＬ塑
料试管１支，分别加入ＤＡＫＯＣｈｅｍＭａｔｅＥｎＶｉｓｉｏｎ试
剂盒中的试剂 Ｂ２ｍＬ和 ＤＡＫＯＣｈｅｍＭａｔｅＥｎＶｉｓｉｏｎ
试剂盒中的试剂 Ｃ１０μＬ，混匀，备用。取出切片，
擦掉组织周围的多余的ＰＢＳ，加入配好的 ＤＡＢ显色
液中显色３～５ｍｉｎ，在显微镜下控制染色的强度。
待强度适中后将切片置自来水中终止显色，再用流

水冲洗５～１０ｍｉｎ，苏木素染液复染１ｍｉｎ，０．５％盐
酸乙醇分化３ｓ，流水冲洗５～１０ｍｉｎ，脱水、透明、封
片、镜检。胞质和／或细胞核内的棕色颗粒为阳性信
号。记录细胞核和／或细胞质的免疫反应。阴性
（－）为未着色，阳性强度分为３个等级，从１到３，
代表低、中、高表达。将（－）定为阴性，将强度１、２
和３定为阳性（＋）以方便统计。该评分由两位病
理专业人员进行。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
取对数生长期细胞，去除培养皿中旧培养基后，

用ＰＢＳ洗涤 ３次。用细胞裂解液裂解细胞后，在
４℃下以１６０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液分装
到新的 ＥＰ管中，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，１００℃煮
沸１０ｍｉｎ使蛋白变性，蛋白样品保存于 －８０℃。进
行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转方式将蛋白转移至
ＰＶＤＦ膜上，以５％的牛血清清蛋白封闭１ｈ后，孵
育抗人单克隆抗体 ＳＧＫ１、抗人（βａｃｔｉｎ）单克隆抗
体，放于４℃冰箱过夜，ＴＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ，
孵育二抗，ＴＢＳＴ清洗后进行ＥＣＬ显色。

·９７４·
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表１　２１例ＮＰＣ患者一般临床资料

临床因素 例数（％）
性别

　男 １７（８１．０）
　女 ４（１９．０）

年龄（岁）

　＜５５ １３（６１．９）
　≥５５ ８（３８．１）
Ｔ分期
　Ｔ１ ６（２８．６）
　Ｔ２ ８（３８．１）
　Ｔ３ ５（２３．８）
　Ｔ４ ２（９．５）
Ｎ分期
　Ｎ０ ７（３３．３）
　Ｎ１ ４（１９．１）
　Ｎ２ １０（４７．６）
　Ｎ３ ０（０．０）
Ｍ分期
　Ｍ０ ２１（１００．０）
　Ｍ１ ０（０．０）
临床分期

　Ｉ ６（２８．６）
　ＩＩ ４（１９．０）
　ＩＩＩ ９（４２．９）
　ＩＶ ２（９．５）

１．５　ＣＣＫ８检测细胞体外增殖
将３组（ｓｉＲＮＡ组、ＮＣ组、对照组）的 ＨＮＥ１细

胞以５×１０３／孔的密度接种于９６孔板上。每个细胞
组设置５个复孔。３７℃孵育２４、４８、７２ｈ。去除上清
液后，每孔加入１００μＬＣＣＫ８试剂后，放入培养箱
中培养１ｈ，用酶联免疫检测仪在４９０ｎｍ波长处测
吸光度值（ＯＤ值）。绘制生长曲线，以时间为横坐
标，ＯＤ值为纵坐标。
１．６　流式细胞术检测细胞的凋亡水平

将３组（ｓｉＲＮＡ组、ＮＣ组、对照组）的 ＨＮＥ１细
胞以５×１０５／孔的密度接种于６孔板上培养２４ｈ，
ＨＮＥ１细胞凋亡分析采用 ＦＩＴＣ和 ＰＩ染色，使用
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒进行检测。使用
Ｆｌｏｗｊｏ软件对数据进行分析。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验

分别将２００μＬ３组（ｓｉＲＮＡ组、ＮＣ组、对照组）
的ＨＮＥ１细胞悬液加入到Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，上室中
加入无血清培养基，下室加入１０％ＦＢＳ的培养基，
下层培养液和小室间要去除气泡，３７℃、５％ＣＯ２培
养２４ｈ。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃去孔中培养液，用
ＰＢＳ洗２遍，４％多聚甲醛固定跨膜细胞１５ｍｉｎ，将
小室适当风干。０．１％结晶紫染色１０ｍｉｎ，显微镜观
察通过膜的细胞。

１．８　统计学分析
所有实验至少进行了３次。采用ＳＰＳＳ２２．０统

计软件进行数据分析，数据用 珋ｘ±ｓ表示。χ２检验来
比较ＳＧＫ１在 ＮＰＣ组织和慢性鼻咽炎组织中表达
的差异，采用单因素方差分析比较各转染组间

ＳＧＫ１蛋白灰度值的差异。细胞存活率、凋亡率、Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ试验均采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５认为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＧＫ１在ＮＰＣ组织中的表达
图１为 ＮＰＣ组织与慢性鼻咽炎中的 ＳＧＫ１蛋

白。我们比较了 ＮＰＣ组织和慢性鼻咽炎组织中
ＳＧＫ１蛋白的表达水平。ＳＧＫ１在人 ＮＰＣ组织中阳
性表达率为 ７６．１９％（１６／２１），其中（＋）有 ２例、
（＋＋）有５例、（＋＋＋）有９例，高于在慢性鼻咽
炎组织中阳性表达率为１５．３８％（２／１３），其中（＋）
有２例，差异具有统计学意义（χ２ ＝９．６０，Ｐ＜
０．０５）。ＳＧＫ１表达水平与 ＮＰＣ患者各临床因素之
间的关系如表２所示。
２．２　沉默ＳＧＫ１的ＮＰＣ细胞的构建与筛选

转染２４ｈ后，在荧光显微镜下，转染的 ＨＮＥ１
细胞呈现绿色荧光（图２）。ＳＧＫ１ｓｉＲＮＡ的筛选结
果，表明ｓｉ２１６组的ＳＧＫ１蛋白明显低于其他 ｓｉＲＮＡ
和对照组。因此，ｓｉ２１６组被称为ｓｉＳＧＫ１组，用于后
续实验。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果也显示，ＨＮＥ
１／ｓｉ２１６的ＳＧＫ１蛋白表达水平明显低于ＨＮＥ１／ＮＣ
和ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ，差异有统计学意义（Ｆ＝１３．１５９，
Ｐ＜０．０１），而ＮＣ组与对照组之间差异无统计学意
义（图３～６）。
２．３　ＣＣＫ８实验

采用ＣＣＫ８法研究了ＳＧＫ１沉默对ＮＰＣ细胞增
殖的影响。通过 ＣＣＫ８法分别检测 ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１、
ＨＮＥ１／ＮＣ、ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ在培养２４、４８、７２ｈ后的
ＯＤ值，从而得到各组细胞的存活率。在２４ｈ时各组
细胞的存活率分别平均为：５３．５％、８６．９％、１００．０％；
在４８ｈ时各组细胞的存活率分别为：６８．７％、９１．２％、
１００．０％；在 ７２ｈ时各组细胞的存活率分别为：
８６．４％、９９．８％、１００．０％。在同一时间点里，ＨＮＥ１／
ｓｉＳＧＫ１的存活率和ＨＮＥ１／ＮＣ、ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ相比，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而 ＨＮＥ１／ＮＣ和
ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ相比，差异无统计学意义。从图７可
以看出，ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１与 ＨＮＥ１／ＮＣ、ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ
·０８４·
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相比，其生长速度明显减慢。这些结果说明了

ＳＧＫ１诱导细胞增殖。
２．４　ＳＧＫ１抑制细胞凋亡

采用流式细胞术检测各组细胞的凋亡率，如图

８、９所示 ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１的凋亡率与 ＨＮＥ１／ＮＣ及
ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ相比，差异具有明显统计学意义（Ｆ＝
１９．６２２，Ｐ＜０．０１），而 ＨＮＥ１／ＮＣ与 ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ
相比，无明显统计学差异。显然，沉默ＳＧＫ１可明显

促进ＮＰＣ细胞ＨＮＥ１的凋亡。
２．５　抑制ＳＧＫ１可在体外抑制ＨＮＥ１细胞的迁移

通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检验ＳＧＫ１蛋白对ＮＰＣ
细胞ＨＮＥ１迁移能力的影响，结果如图１０所示，各
组细胞同时培养２４ｈ后，ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１组穿过 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞数目明显少于 ＨＮＥ１／ＮＣ组和
ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ组，差异具有明显统计学意义（Ｆ＝
５３．９０７，Ｐ＜０．０１）。
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图１　ＳＧＫ１蛋白在ＮＰＣ组织和慢性鼻咽炎组织中的表达　ａ、ｂ：ＳＰ×２０；ｃ、ｄ：ＳＰ×４０
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图２　瞬时转染２４ｈ后，荧光显微镜下发出绿色荧光的ＨＮＥ１细胞　（免疫组化 ×２０）
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表２　ＳＧＫ１表达水平与ＮＰＣ患者各临床因素之间的关系　［例（％）］

临床因素 例数
ＳＧＫ１

高表达 低表达
χ２ Ｐ

年龄（岁）

　＜５５ ７ ６（８５．７） １（１４．３） ０．６２４ ０．４４３
　≥５５ １４ １０（７１．４） ４（２８．６）
性别

　男 １７ １３（７６．５） ４（２３．５） １．０００ ０．６９６
　女 ４ ３（７５．０） １（２５．０）
Ｔ分期
　Ｔ１、Ｔ２ １４ ９（６４．３） ５（３５．７） ０．１２３ ０．０９８
　Ｔ３、Ｔ４ ７ ７（１００．０） ０（０．０）
Ｎ分期
　Ｎ０ ７ ５（７１．４） ２（２８．６） １．０００ ０．５５７
　Ｎ１、Ｎ２ １４ １１（７８．６） ３（２１．４）
临床分期

　Ｉ、ＩＩ １０ ５（５０．０） ５（５０．０） ０．０１２ ０．０１２
　ＩＩＩ、ＩＶ １１ １１（１００．０） ０（０．０）
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图９　流式细胞术检测ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１、ＨＮＥ１／ＮＣ和 ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ细胞的凋亡率
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图１０　ＨＮＥ１／ｓｉＳＧＫ１、ＨＮＥ１／ＮＣ和 ＨＮＥ１／ｃｏｎｔｒｏｌ的细胞迁移能力（Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．０１）
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３　讨论

ＮＰＣ是华南地区最常见的恶性肿瘤之一，主要
病理分型为非角化性未分化型，目前治疗失败的主

要原因是局部复发和远处转移。因此，深入研究

ＮＰＣ的发生发展机制，对于提高 ＮＰＣ的治疗效果，
提高患者的生存率具有重要意义。Ｐ１３ｋ／ＡＫＴ信号
通路在肿瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡过程中起着重

要的调控作用。因此，ＡＫＴ蛋白激酶家族成员已成
为包括 ＮＰＣ在内的肿瘤治疗的关键靶点，Ｐ１３ｋ／
ＡＫＴ信号通路抑制剂治疗肿瘤的大量临床试验证
明了这一点［１６１８］。ＳＧＫ１是 ＰＩ３Ｋ信号通路的下游
信号分子（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ蛋白激酶）与 ＡＫＴ高度同源，被
认为是肿瘤非ＡＫＴ依赖的信号转导模式［１９］。已证

实ＳＧＫ１在许多恶性肿瘤中均有高表达［２０］，但国内

外尚未见ＳＧＫ１与ＮＰＣ的相关性报道。
本研究第一部分表明，ＳＧＫ１在 ＮＰＣ组织中呈

高表达，但其在组织中的蛋白表达水平与ＮＰＣ患者
的性别、年龄、ＴＭＮ分期无明显相关性。但与临床
分期具有相关性，这可能与我们的标本数量有关。

这说明 ＳＧＫ１与 ＮＰＣ的发生有关，提示 ＳＧＫ１可能
是促进ＮＰＣ进展的癌基因。

我们通过体外实验进一步阐明了ＳＧＫ１对ＮＰＣ
细胞的作用。ＳＧＫ１参与细胞增殖、迁移和凋亡，提
示ＳＧＫ１在肿瘤的发生发展中起重要作用。我们首
先证实ＳＧＫ１在 ＮＰＣ患者的鼻咽部肿瘤标本中高
表达，然后证实 ＳＧＫ１基因沉默后 ＮＰＣ细胞的生
存、增殖和迁移能力均下降。许多研究表明，ＳＧＫ１
是细胞磷酸化级联和多种细胞信号通路的交集，通

过下游底物参与多种信号通路的调控，调节细胞增

殖、凋亡、细胞周期和离子通道。由于 ＳＧＫ与 ＡＫＴ
在细胞信号转导中的重要作用相似，因此被认为是

对ＡＫＴ的补充，可以更好地调节机体功能［２１２２］。其

分子机制及其在不同肿瘤中的作用逐渐成为当前研

究的热点。Ａｂｂｒｕｚｚｅｓｅ等［２３］评估了６６例肺癌手术
标本中ＳＧＫ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达，结果表明，肿瘤
组织中 ＳＧＫ１ｍＲＮＡ表达明显增加。多项研究表
明，ＳＧＫ１在乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌中的表达
显著升高。在本研究中，我们发现 ＳＧＫ１在人 ＮＰＣ
组织和细胞中高度表达，且ＳＧＫ１的表达与性别、年
龄和ＴＮＭ分期无关。但临床分期ＩＩＩ＋ＩＶ期患者癌
组织中 ＳＧＫ１的阳性表达率高于 Ｉ＋ＩＩ期患者，
ＳＧＫ１的表达随分期的升高而升高，提示ＳＧＫ１可能

促进癌变的发展。然而，在我们的研究中样本的数

量是不够的。在未来的研究中，需要更多的患者来

阐明ＳＧＫ１在ＮＰＣ中的作用。
多项研究表明，ＳＧＫ１在乳腺癌、前列腺癌和结

直肠癌中表达显著升高［２４２６］。Ｌｉｕ等［２７］发现 ＳＧＫ１
能促进前列腺癌增殖、迁移、侵袭和转移，同时沉默

ＳＧＫ１可以通过调节ｍＴＯＲＦｏｘｏ３ａ诱导自噬相关的
细胞凋亡信号通路，同时可通过下调 Ｓｎａｉｌ抑制
ＥＭＴ进而抑制前列腺癌的迁移和侵袭。ＳＧＫ家族
成员的激活是 ＰＩ３Ｋ活性癌细胞增殖的必要条件。
Ｏｒｌａｃｃｈｉｏ等［２８］研究表明，无论在体内还是体外，

ＳＧＫ１的缺失都会对甲状腺癌细胞的增殖和存活产
生深远的影响。Ｓｏｍｍｅｒ等［２９］发现，敲除ＳＧＫ１基因
可以降低ＮＤＲＧ１的磷酸化水平，抑制肝癌细胞的
增殖。Ｌａｎｇ等［３０］研究发现，ＳＧＫ１可提高大肠癌细
胞的存活率、侵袭性、运动性、上皮向间质转化和黏

附性。

由于ＳＧＫ１在ＮＰＣ组织中的高表达，我们进一
步探讨了 ＳＧＫ１在 ＮＰＣ细胞中的作用。我们成功
地抑制了 ＮＰＣ细胞中 ＳＧＫ１的表达。转染结果通
过不同组细胞的 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析得到验证。生长
速率测定显示，ｓｉＳＧＫ１组细胞在同一对数生长期的
增殖速率较ＮＣ组和对照组低。此外，与ＮＣ和对照
组相比，ＳＧＫ１沉默的细胞凋亡率更高。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验证实，ｓｉＳＧＫ１组ＮＰＣ细胞迁移能力明显下
降。这些结果表明，沉默 ＳＧＫ１的表达可能改变
ＮＰＣ细胞的行为，显著降低ＮＰＣ细胞的增殖和迁移
能力，促进细胞凋亡。

我们的研究表明 ＳＧＫ１在 ＮＰＣ组织中高表达，
抑制 ＳＧＫ１基因表达可以在细胞水平上显著抑制
ＮＰＣ细胞的增殖和迁移并促进细胞的凋亡，但其影
响ＮＰＣ细胞生物学行为的具体机制仍须进一步研
究和探讨。
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