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　　摘　要：　目的　探讨Ｇ蛋白偶联受体８１（ＧＰＲ８１）基因沉默联合顺铂诱导对喉癌细胞中能量代谢相关因子
及细胞凋亡抑制蛋白表达的影响。方法　Ｈｅｐ２细胞在５μｇ／ｍＬ顺铂浓度下诱导０、１２、２４、４８ｈ。构建 ｓｈＲＮＡ
ＧＰＲ８１干扰质粒，转染ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ质粒作对照，转染至Ｈｅｐ２细胞后经不同浓度的顺铂诱导Ｈｅｐ２细胞２４ｈ，经
蛋白印迹分析（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测单羧酸转运蛋白４（ＭＣＴ４）、细胞凋亡抑制蛋白（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）及Ｎａ＋葡萄糖共转运蛋
白（ＳＧＬＴ１）在蛋白质水平的变化。结果　ＧＰＲ８１基因沉默的Ｈｅｐ２经不同浓度顺铂诱导后，ＭＣＴ４整体表达下调，
在１μｇ／ｍＬ顺铂诱导的ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１组中ＭＣＴ４的表达显著低于ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ组中ＭＣＴ４的表达，约为后者的
０．６５倍（Ｐ＜０．０５）。ＳＧＬＴ１经不同浓度顺铂诱导后先上调，在２μｇ／ｍＬ达到最大值，约为０μｇ／ｍＬ的３．３８倍，其
后开始下降，其中２μｇ／ｍＬ顺铂诱导ＳＧＬＴ１在ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１组中表达显著高于 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ对照组，约为后
者的４．５倍（Ｐ＜０．０５）。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ经不同浓度顺铂诱导后，ＧＰＲ８１基因沉默的Ｈｅｐ２细胞中，表达呈现下调趋势，其
中５μｇ／ｍＬ的浓度刺激使得其表达量最低，约为０μｇ／ｍＬ的０．３６倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｓｕｒｖｉｖｉｎ在
ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ组表达的抑制程度比 ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１组弱，在２μｇ／ｍＬ和５μｇ／ｍＬ顺铂诱导后，后者约为前者的
０．６２倍和０．６４倍。特定浓度顺铂诱导Ｈｅｐ２细胞中ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＳＧＬＴ１的表达随时间呈现递减趋势，其蛋白水
平４８ｈ表达量与０ｈ相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导可抑制 ＭＣＴ４
表达，促进ＳＧＬＴ１表达，并抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ８１（ＧＰＲ８１）ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｅｐ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄａｔ５μｇ／ｍＬｃｉｓｐｌａｔｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ０，１２，２４，４８ｈ．ｓｈＲＮＡＧＰＲ
８１ｖｅｃｔｏｒａｎｄｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ．Ａｆｔｅｒ４８ｈｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，Ｈｅｐ２
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒ２４ｈ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ４
（ＭＣＴ４），ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ（ｓｕｒｖｉｖｉｎ），ａｎｄＮａ＋／ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ（ＳＧＬＴ１）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＴ４ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＨｅｐ２ｓｉｌｅｎｃｉｎｇＧＰＲ８１ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＴ４ｉｎｓｈＲＮＡＧＰＲ８１ｇｒｏｕｐｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１μｇ／ｍＬ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ（０．６５ｔｉｍｅｓ）ｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＧＬＴ１ｗａｓｉｎｉｔｉａｌｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＧＬＴ１ｗａｓａｂｏｕｔ３．３８ｔｉｍｅｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ２μｇ／ｍＬｔｈａｎｔｈａｔｏｆ０μｇ／ｍＬ，ｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅａｔ２μｇ／ｍＬ
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ｃｉｓｐｌａｔｉｎ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＧＬＴ１ａｔ２μｇ／ｍＬｉｎｄｕｃｅｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｓｈＲＮＡＧＰＲ８１ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ４．５ｔｉｍｅｓ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１ｗａｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｄｏｗｎｔｒｅｎｄａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｅｌｏｗｅｓｔａｔ５μｇ／ｍＬ（０．３６ｔｉｍｅｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ０μｇ／ｍＬ），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｉｎｔｈｅｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅｇｒｏｕｐｗａｓｌｅｓｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈＲＮＡＧＰＲ８１ｇｒｏｕｐ．Ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎａｔ２
ａｎｄ５μｇ／ｍＬｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｓｈＲＮＡＧＰＲ８１ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｂｏｕｔ０．６２ｆｏｌｄａｎｄ
０．６４ｆｏｌｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＣＴ４，ｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄＳＧＬＴ１ｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎａｔａｓｐｅｃｉｆｉｃ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｔ０ｈ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＰＲ８１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＴ４ａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｂｕｔｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＧＬＴ１ｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＧＰＲ８１；Ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；Ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　　喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤之一，以原发性
较为多见，鳞状细胞癌最多，大约占耳鼻咽喉部位恶

性肿瘤的７．９％ ～３５％［１］，在头颈部恶性肿瘤中排

名第３位。迄今为止，喉癌的治疗方式一直采用手
术切除原发区癌组织及淋巴结，配合放疗化疗及细

胞抑制剂。在某些情况下，表皮生长因子受体（ｅｐｉ
ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）靶向抗体西妥
昔单抗和程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ１，ＰＤ１）抗体也用于喉癌的临床治疗。因其
具有易复发、转移快以及预后差的特点，对患者的生

理、心理及正常生活带来许多痛苦。对喉癌采取治

疗及干预措施后，其晚期患者的５年生存率仍不尽
人意［２３］。因此，寻找新的特异性靶点对于喉癌的

治疗具有重要意义。

在肿瘤微环境中，恶性肿瘤细胞通过葡萄糖摄

入进行高效的糖酵解，并将乳酸转运出细胞作为糖

酵解过程的中间产物。在过去，乳酸常常被认为是

代谢垃圾，然而有研究表明乳酸可作为信号传导分

子，激活特定的 Ｇ蛋白偶联受体８１（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕ
ｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＲ８１）。ＧＰＲ８１的表达特征与能量
代谢异常密切相关。目前有报道称其在各种原发性

肿瘤细胞中均具有高表达特性［４６］，并参与恶性肿

瘤的增殖、分化、生长、生存及细胞凋亡［７９］。单羧

酸转运蛋白（ｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＭＣＴ）在
维持糖酵解进程中扮演重要角色，并具有乳酸调控

及ｐＨ值控制的双重功能［１０１１］。Ｎａ＋葡萄糖共转运
蛋白（ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｃｏｓｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＳＧＬＴ１）是一
种高亲和力、低容量的受体，可运输两个钠分子和一

个葡萄糖分子，介导小肠细胞对葡萄糖的摄取和近

端肾小管的Ｓ３段，主要作用是介导跨膜吸收葡萄糖
和半乳糖［１２１３］。本研究主要通过构建 ＧＰＲ８１ｓｈＲ
ＮＡ，并转染至Ｈｅｐ２细胞中，联合顺铂诱导后，研究
其与ＭＣＴ４、ＳＧＬＴ１表达的相关性，以及通过检测细

胞凋亡抑制蛋白（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的表达，研究其对细胞凋
亡的影响，进而阐述ＧＰＲ８１与顺铂诱导在喉癌发生
机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
使用的一抗 ＧＰＲ８１购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ，ＳＧＬＴ１、

ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗购自 Ａｂｃａｍ，一抗 ｂｅｔａａｃｔｉｎ及
二抗购自三鹰，抗体为兔抗人。细胞培养基

ＲＰＭ１６４０购买于索莱宝，胎牛血清购买于依科赛生
物科技公司（中国），双抗、蛋白裂解液ＲＩＰＡ和ＢＣＡ
蛋白浓度提取试剂盒购自索莱宝。转染试剂

Ｌｉｐ３０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ及
ｃＤＮＡ反转录试剂盒购自北京天根。胰酶、青霉素、
链霉素购自于索莱宝。

１．２　细胞培养与刺激
喉癌Ｈｅｐ２细胞系为我院耳鼻咽喉科实验室保

存。Ｈｅｐ２细胞培养于 Ｔ２５细胞培养瓶，包含有
１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉
素的 ＲＰＭ１６４０细胞培养基 ５ｍＬ。培养条件为
３７℃，培养箱保持５％ＣＯ２、湿度９５％。待细胞贴壁
生长数量达５×１０６，对 Ｈｅｐ２细胞传代培养至６孔
板，待细胞浓度为（１．０～２．０）×１０５个／孔时进行
ｓｈＲＮＡ转染。带有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标签的
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒和 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ（对照）质粒
由广州赛业生物公司合成。采用Ｌｉｐ３０００进行质粒
转染，转染过程参照说明书。转染４８ｈ后荧光显微
镜下通过ＧＦＰ表达情况观察细胞转染程度，对于转
染达７５％以上的细胞用不同浓度顺铂诱导处理。顺
铂浓度分别为０、０．５、１、２、５μｇ／ｍＬ，置于培养箱中培
养２４ｈ后收集蛋白。每组设置３个重复。另外，未
经质粒转染的Ｈｅｐ２细胞经５μｇ／ｍＬ顺铂刺激后，分
·７７１·
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别于培养箱中诱导０、１２、２４、４８ｈ后收集样品用于
ＲＮＡ提取或蛋白分离，每个刺激设置３个重复。用
于ＲＮＡ提取的Ｈｅｐ２细胞经磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ）
清洗后加入５００μＬＴｒｉｚｏｌ，用于后续ＲＮＡ提取。
１．３　实验方法
１．３．１　ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第一条链的合成　将转
染了ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒（实验组）和 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍ
ｂｌｅ质粒（对照组）的 Ｈｅｐ２细胞用预冷无菌 ＰＢＳ置
于摇床清洗３次，每次５ｍｉｎ，弃去ＰＢＳ后，每孔加入
５００μＬＴｒｉｚｏｌ，冰上裂解，将裂解液吸出至２ｍＬ无
ＲＮＡ酶离心管中，加入２００μＬ氯仿，剧烈震荡３０ｓ，
冰上静置 １０ｍｉｎ。然后轻轻吸出上清液，加入
５００μＬ异丙醇，上下颠倒混匀，冰上静置１５ｍｉｎ，之
后４℃，１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，吸出上清后，加入１ｍＬ
７５％乙醇，上下颠倒混匀，之后４℃，１２０００ｇ离心
５ｍｉｎ，将上清吸出，置于空气中干燥３０ｍｉｎ，最后根
据ＲＮＡ的丰度高低加入３０～１００μＬＤＥＰＣ水。使
用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ检测 ＲＮＡ浓度。ｃＤＮＡ第一条
链的合成参照 ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一条链合成试剂
盒说明书。

１．３．２　半定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）　以上述反
转录的 Ｈｅｐ２细胞 ｃＤＮＡ为模板，ｂｅｔａａｃｔｉｎ为内参
基因，利用半定量 ＰＣＲ分析 ＧＰＲ８１基因在 ＧＰＲ８１
基因沉默的 Ｈｅｐ２细胞中 ｍＲＮＡ水平变化，进而检
测 ＧＰＲ８１ｓｈＲＮＡ的干扰效率。引物采用 Ｐｒｉｍｅｒ５
设计，引物序列如表１。半定量ＰＣＲ反应体系为：超
纯水 ８μＬ，ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物
（１０μＭ）各 ０．５μＬ，不同刺激处理的 ｃＤＮＡ模板
１μＬ。半定量ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ，
９５℃变性４５ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个
循环，７２℃再延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应产物经琼脂糖
凝胶电泳检测，并采用ＩｍａｇｅＪ进行灰度值分析。

表１　引物序列信息

名称 序列 碱基数 Ｔｍ值（℃）
ＧＰＲ８１Ｆ１ ＴＧＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＧＧＴＡＴＴ １８ ５８．８
ＧＰＲ８１Ｒ１ ＣＣＡＡＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣ ２０ ５７．８
ｂｅｔａａｃｔｉｎＦ１ ＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ １８ ５８．３
ｂｅｔａａｃｔｉｎＲ１ ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧＣ １９ ５７．２

１．３．３　蛋白印迹分析（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）　用于蛋白分
离的Ｈｅｐ２细胞经无菌 ＰＢＳ清洗后，加入放射免疫
沉淀实验（ＲＩＰＡ）裂解液冰上裂解３０ｍｉｎ，然后用细
胞刮刀刮取细胞，４℃，１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ后，吸取
上清，用二辛可宁酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒测
定蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲液后，９９℃加热

１０ｍｉｎ使得蛋白质变性，然后冰上放置２ｍｉｎ，可冻
存于－８０℃用于 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ。经变性的蛋白裂解
液用１２％十二烷基磺酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离胶进行蛋白分离，再将蛋白转移
至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，用含有５％牛血清白
蛋白的加入吐温 ２０的 Ｔｒｉｓ盐酸缓冲液（ＴＢＳＴ）在
３７℃恒温箱中封闭１ｈ。ＴＢＳＴ与一抗按照１∶５００比
例进行稀释，用封口膜将转有蛋白的 ＰＶＤＦ膜密封
浸润在一抗中，于４℃摇床孵育过夜。将孵育后的
ＰＶＤＦ膜置于摇床上用 ＴＢＳＴ室温清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ，然后加入辣根过氧化酶标记的二抗（ＴＢＳＴ与
二抗按照１∶２０００稀释），室温孵育２ｈ，经 ＴＢＳＴ清
洗２～３次后，加入化学发光显色剂进行显色，然后
采用化学发光仪对蛋白进行发光。采用 ＩｍａｇｅＪ进
行灰度值分析目的蛋白的表达情况。

１．４　数据分析
利用统计软件ＳＰＳＳ２０对数据进行单因素方差

分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ，Ｄｕｎｃａｎ）和独立样本 ｔ检
验，取α＝０．０５为检验水准，Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。数据分析完成后，导入 ｅｘｃｅｌ表格中，使
用Ｏｒｉｇｉｎ７作图。

２　结果

２．１　ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导对 ＭＣＴ４、ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ及ＳＧＬＴ１表达的影响

采用半定量 ＰＣＲ方法和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
ＧＰＲ８１在Ｈｅｐ２细胞中的基因沉默效果，如图１所示。
ＧＰＲ８１在ＧＰＲ８１基因沉默的 Ｈｅｐ２细胞中其 ｍＲＮＡ
水平和蛋白质水平的表达量分别为 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ
组的０．２８倍（Ｐ＜０．０１）和０．３１倍（Ｐ＜０．０５）。

ＧＰＲ８１基因沉默的喉癌 Ｈｅｐ２细胞经０、０．５、１、
２、５μｇ／ｍＬ顺铂诱导２４ｈ后 ＭＣＴ４、ＳＧＬＴ１及 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ的表达情况如图２～４所示。ＭＣＴ４在转染了
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１的 Ｈｅｐ２细胞和转染 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ
的Ｈｅｐ２细胞中其表达均呈现下调趋势。其中，在
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１组中，在顺铂浓度２μｇ／ｍＬ及５μｇ／ｍＬ
刺激中，其表达与０μｇ／ｍＬ的顺铂诱导下的表达比
较有显著下调趋势，分别为０μｇ／ｍＬ顺铂刺激组的
０．２９倍和０．２倍（Ｐ＜０．０５）。ＭＣＴ４在对照组中的
表达趋势亦呈现下调趋势，在２μｇ／ｍＬ及５μｇ／ｍＬ
顺铂刺激下，与无顺铂诱导下的表达比较有显著差

异，分别为无顺铂诱导条件下 ＭＣＴ４表达量的
０．３５倍及０．２８倍（Ｐ＜０．０５），其中在１μｇ／ｍＬ顺铂
·８７１·
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诱导的ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１细胞中 ＭＣＴ４的表达显著低
于ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ细胞中 ＭＣＴ４的表达，约为 ｓｈＲ
ＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ组的 ０．６５倍，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），如图４所示。
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图１　ＧＰＲ８１在转染不同质粒的Ｈｅｐ２细胞中的ｍＲＮＡ及蛋
白水平表达结果　Ａ、Ｂ：ＧＰＲ８１在转染不同质粒的 Ｈｅｐ２细
胞中的ｍＲＮＡ水平的表达及统计结果；Ｃ、Ｄ：ＧＰＲ８１在转染
不同质粒的 Ｈｅｐ２细胞中的蛋白水平的表达及统计结果
（１：转染ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ质粒；２：转染ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒）

　　ＳＧＬＴ１在转染 ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１的 Ｈｅｐ２细胞中
其表达趋势呈现先上调，在２μｇ／ｍＬ顺铂诱导下，其
表达达到最高峰，为无顺铂刺激组表达量的３．３８倍
（Ｐ＜０．０１），其后表达降低，为无顺铂刺激组表达量
的２．７倍 （Ｐ＜０．０５）。而在 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ对照
组中，ＳＧＬＴ１在不同浓度顺铂诱导下其表达呈现总
体下降的趋势，其中在５μｇ／ｍＬ顺铂诱导下，表达量
最低，为无顺铂诱导条件下的０．４９倍（Ｐ＜０．０５）。
其中 ＳＧＬＴ１在 ０．５、１、２、５μｇ／ｍＬ的顺铂诱导的
ＧＰＲ８１基因沉默的Ｈｅｐ２细胞中的表达均显著高于
阳性对照组Ｈｅｐ２细胞。其中在２μｇ／ｍＬ顺铂诱导
时其差异最显著，约为 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ组的４．５倍
（Ｐ＜０．０５），如图３所示。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在转染了 ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１的 Ｈｅｐ２细胞
中其表达呈现下降趋势，其中在０．５、１、２、５μｇ／ｍＬ
顺铂诱导条件下与无顺铂诱导相比，分别为无顺铂

诱导下ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达量的０．７４、０．６１、０．４４、０．３６倍，
在５μｇ／ｍＬ顺铂诱导条件下达到最低，具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），该结果表明ｓｕｒｖｉｖｉｎ对ＧＰＲ８１沉
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图２　ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导条件下 Ｈｅｐ２细胞中
ＭＣＴ４的表达情况　Ａ：在转染了 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ和转染了
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒的 Ｈｅｐ２细胞经不同浓度顺铂诱导后
ＭＣＴ４表达情况；Ｂ：ＭＣＴ４蛋白表达的统计学分析；ＤＤＰ为顺
铂，下图同
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图３　ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导条件下 Ｈｅｐ２细胞中
ＳＧＬＴ１的表达情况　Ａ：在转染了ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ和转染了
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒的 Ｈｅｐ２细胞经不同浓度顺铂诱导后
ＳＧＬＴ１表达情况；Ｂ：ＳＧＬＴ１蛋白表达的统计学分析

默及顺铂诱导比较敏感。同时，在顺铂诱导的 ｓｈＲ
ＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ对照组Ｈｅｐ２细胞中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达也
呈现下调趋势，其中在０．５、１、２、５μｇ／ｍＬ顺铂诱导
条件下与无顺铂诱导相比，分别为无顺铂诱导下
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图４　ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导条件下 Ｈｅｐ２细胞中
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达情况　Ａ：在转染 ｓｈＲＮＡｓｃｒａｍｂｌｅ和转染了
ｓｈＲＮＡＧＰＲ８１质粒的Ｈｅｐ２细胞经不同浓度顺铂诱导后ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ表达情况；Ｂ：ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的统计学分析

ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达量的 ０．９２、０．８４、０．７１、０．５６倍。在
５μｇ／ｍＬ的顺铂诱导条件下，达到最低值，为无顺铂
诱导条件下表达量的０．５６倍，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），但该组ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的抑制程度比ｓｈＲ
ＮＡＧＰＲ８１组弱，两组在２μｇ／ｍＬ及５μｇ／ｍＬ顺铂
诱导下表达量前者约为后者的０．６２倍和０．６４倍，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），如图５所示，这一
结果说明 ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导可抑制
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，进而促进细胞凋亡的发生。
２．２　顺铂诱导 ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ及 ＳＧＬＴ１在喉癌
Ｈｅｐ２中的表达特征

Ｈｅｐ２细胞经５μｇ／ｍＬ顺铂诱导０、１２、２４、４８ｈ

后，ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ及 ＳＧＬＴ１在喉癌细胞中的表达
情况如图５所示。ＭＣＴ４在顺铂诱导下，随着时间
的推移，其表达呈现下调趋势，其中２４ｈ的表达量
与４８ｈ的表达量分别为０ｈ表达量的０．４４倍和
０．３４倍，与０ｈ表达量相比显著下降，具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在顺铂诱导下随着诱
导时间的变化，其表达趋势逐渐下降。在４８ｈ下降
到最低值，约为０ｈ刺激表达量的０．２８１倍，二者差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＧＬＴ１在顺铂诱
导下的表达情况也是被抑制表达的，随着诱导时间

的延长，其表达逐渐下调，在４８ｈ达到最低值，约为
０ｈ的０．２９倍（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

肿瘤是一种动态的假器官，其包含多种类型的

细胞，并通过细胞间的相互作用产生一种独特的生

理微环境。在肿瘤细胞网络中，恶性肿瘤细胞会遭

遇很多挑战，如物理压力、氧化应激、营养匮乏、细胞

间竞争、乏氧及免疫监视与放化疗抵抗等，并通过改

变能量代谢特性来适应各种挑战。

ＭＣＴ４在细胞中主要参与一元羧酸等胞内的释
放过程，其对丙酮酸亲和力较低，对乳酸的亲和力较

高，并受分解代谢的核转录因子如缺氧诱导因子

ＨＩＦ１ａ及核转录因子ＮＦｋＢ调控，在肿瘤相关的成
纤维细胞中具有高表达特征［１３］，有报道称在多种恶

性肿瘤中ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４表达上调，可以作为肿瘤
治疗的潜在靶向分子［１４］。目前尚无明确的研究报

道顺铂诱导及 ＧＰＲ８１对 ＭＣＴ４表达的影响。在本
研究中经顺铂诱导后ＭＣＴ４的表达随着时间推移其
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图５　顺铂诱导不同时间的 ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＳＧＬＴ１表达情况　Ａ：Ｈｅｐ２细胞经顺铂诱导０、１２、２４、４８ｈ后，ＭＣＴ４、ｓｕｒｖｉｖｉｎ及
ＳＧＬＴ１在蛋白水平的表达情况；Ｂ：统计分析结果
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表达量逐渐降低，并在４８ｈ达到最低，说明Ｈｅｐ２细
胞经顺铂诱导后其乳酸含量减少。我们在先前的预

实验中发现，糖酵解反应过程中的第二个限速酶磷

酸果糖激酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ１，ＰＦＫ１）经相同
条件的顺铂诱导后其表达也呈现逐渐下降的趋势，

因此推测顺铂对糖酵解可能存在一定的抑制作用，

进而说明糖酵解过程的葡萄糖摄入及乳酸累积降

低。这一结论也能从侧面解释ＭＣＴ４经顺铂诱导后
表达下调的原因。ＭＣＴ１、ＭＣＴ４及ＧＰＲ８１是乳酸转
运的重要参与者，三者共同调控乳酸的来源与去向，

维持细胞能量代谢的正常进行。在本研究中，

ＧＰＲ８１基因沉默的Ｈｅｐ２细胞联合不同浓度顺铂诱
导后与对照组相比，ＭＣＴ４仍表现为下调趋势，根据
这一结果我们推测 ＧＰＲ８１的缺失联合顺铂诱导对
乳酸的转运具有抑制作用。

ＧＰＲ８１作为糖酵解反应中间产物乳酸的受体，
其表达量的高低与能量代谢过程密切相关。ＳＧＬＴ
１在肿瘤中具有高表达特性，通过介导葡萄糖的转
运为肿瘤细胞提供营养，促进肿瘤细胞的生长［１５］。

葡萄糖作为细胞的主要能量来源，可通过 ＳＧＬＴ１
转运葡萄糖，以满足肿瘤细胞通过高效的糖酵解反

应获取细胞增殖所需的能量。目前已有许多研究表

明ＳＧＬＴ１可在多种肿瘤细胞中表达，如肺癌、头颈
肿瘤、宫颈癌等［１６１８］。有研究报道，顺铂可以降低

ＳＧＬＴ家族的亲和力（主要是 ＳＧＬＴ２），抑制其在近
曲肾小管上皮细胞中的表达［１９］。该机制可能是通

过共价铂与转运蛋白的巯基（ＳＨ）集团藕联来实现
的［２０］。考虑到 ＳＧＬＴ１与 ＳＧＬＴ２氨基酸序列具有
５９％的同源性［２１］，我们推测 ＳＧＬＴ１在顺铂诱导下
也能发挥其相应的功能。本研究中 ＳＧＬＴ１经顺铂
诱导不同时间后，其表达呈现下调趋势，说明顺铂可

抑制ＳＧＬＴ１的表达，相似的研究结果在肾小管上
皮细胞的相关报道中也出现过［２２］。我们知道，糖酵

解反应的中间产物乳酸可以作为 ＧＰＲ８１的配体激
活 ＧＰＲ８１，进而下调 ｃＡＭＰ及减弱蛋白激酶 Ａ
（ＰＫＡ）调控的信号转导通路。而有研究表明ＳＧＬＴ
１在糖酵解能量代谢过程中，为葡萄糖的摄入、能量
储存及转运发挥重要作用［２３２４］，进而影响乳酸的合

成。因此，我们推测ＧＰＲ８１的表达量高低在一定程
度上会影响 ＳＧＬＴ１的表达，进而影响生物体能量
代谢的过程。本研究中在 ＧＰＲ８１基因沉默的 Ｈｅｐ２
细胞中，经顺铂诱导后 ＳＧＬＴ１蛋白表达整体呈现
先上调趋势，在２μｇ／ｍＬ的顺铂浓度诱导后达到最
大值，经５μｇ／ｍＬ顺铂诱导后其表达又呈现下调趋

势，但整体与阳性对照组相比表达上调。这一结果

提示我们，在顺铂诱导的情况下，ＧＰＲ８１基因沉默
会增加ＳＧＬＴ１的表达，进而促进葡萄糖的转运，为
机体活动提供能量供应。从某种角度来说，ＳＧＬＴ１
表达的升高是细胞应对顺铂诱导而获得的一种自我

保护功能。

众所周知，顺铂诱导可导致细胞凋亡的发生。

有研究表明，在肿瘤体内实验及体外实验经顺铂诱

导后，均可导致凋亡抑制蛋白表达量的下调［２５２６］。

ＧＰＲ８１在乳腺癌患者的肿瘤组织及乳腺癌的几种
细胞系中具有高表达，ＧＰＲ８１基因敲除后可导致乳
腺癌细胞生长受损，并导致细胞凋亡的发生［９］。本

研究中，顺铂诱导Ｈｅｐ２细胞后 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达随着
时间呈现下调趋势，ＧＰＲ８１基因敲除联合顺铂诱导
后的Ｈｅｐ２细胞中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ在不同浓度顺铂诱导下，
也呈现下调趋势，即细胞凋亡启动。这一研究结果

与当前的研究结果一致，说明ＧＰＲ８１基因沉默对于
细胞凋亡具有促进作用。

综上所述，ＧＰＲ８１基因沉默联合顺铂诱导对喉
癌细胞能量代谢相关的 ＭＣＴ４、ＳＧＬＴ１的表达具有
不同程度的影响，而且对细胞凋亡的发生也具有促

进作用，这一研究结果可为临床治疗化疗抗性的喉

癌提供一定的理论指导，为今后研究靶向治疗喉癌

奠定基础。
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