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摘 要!%目的& 探究沉默
&'()**

后鼻咽癌细胞的放射敏感性变化' %方法& 基于
01234

和
54674'

数据平台"检索
&'()**

在头颈鳞状细胞癌中的数据信息' 在鼻咽癌细胞系中沉默
&'()**

"采用
89:;279

和
<=>?=@A BCD?

检测
&'()** >E9'4

转染效率' 在剂量梯度的电离
辐射处理下"进行克隆形成和

77F!*

检测"评估电离辐射对鼻咽癌细胞增殖能力和存活率的
影响' %结果& 基于生信数据平台"检测到

&'()**

在头颈部鳞癌中高表达"与预后较差相关"

且与
G42,F$)

(

'(FH!

存在相关性)

2

均
I%-%J

*' 在细胞表型试验中"通过
89:;279

检测鼻
咽癌细胞系中

&'()** >E9'4

)

K9'4

*表达量"从中选择两株表达水平相对较高的
L5'1!$

和
7'1!$

' 随后评估转染效率"在转染
>E9'4

的实验组"

&'()**

表达量明显低于对照组' 降
低

&'()**

表达水平后接受
%0M

(

!0M

(

)0M

(

#0M

(

*0M

剂量梯度的电离辐射"克隆形成和
77F!

*

检测结果显示"与对照组相比"实验组的细胞增殖和存活分数显著下降)

2

均
I%-%J

*' %结
论& 沉默

&'()**

后鼻咽癌细胞的增殖能力和存活分数下降"放射敏感性增加"
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鼻咽癌!

:<.

"地域分布差异显著#诱因包括爱

泼斯坦
=

巴尔病毒!

>?8

"感染$分化差的鼻咽癌是临

床上最常见的类型#超过
@%!

的鼻咽癌患者被诊断

为
!

型或
"

型未分化和非角化性癌# 具有高度侵袭

性和转移性$由于特殊的解剖位置及病理特点#放射

治疗!

AB

"为主要治疗手段$ 由于放疗技术的发展和

化疗的广泛应用#在过去的三十年中#鼻咽癌的局部

控制和生存率有了显著提高%

;

&

$ 一些患者在放疗后

出现肿瘤残存或短期内病情进展# 对放射线抵抗是

治疗失败的主要原因%

!

&

$ 放射敏感性代表细胞'组织

或器官对电离辐射有害作用的相对敏感性# 决定了

治疗效果$ 考虑到剂量的增加会加重放疗相关不良

反应# 探究合适的放射增敏靶标和放射增敏剂成为

当前治疗放疗抵抗患者的有效方法$

肿瘤放疗抵抗与多种因素相关#包括肿瘤乏氧'

C:D

损伤修复'细胞增殖'凋亡及细胞周期等%

E

&

$ 目

前#基因增敏是重要的研究发展方向$近年来对放疗

抵抗的分子机制有了一些深入研究#

FGE

'

C:D

依赖

蛋白激酶!

C:D"<H

"'共济失调
#

毛细血管扩张症突

变基因!

DBI

"'

J

线修复交叉互补基因
KJA..L

'人端

粒酶亚单位
K/B>ABM

及乏氧靶向性自杀基因等%

N=G

&

$

锌指蛋白!

O:P

"是最大的序列特异性
C:D

结

合蛋白家族#由
!Q

的人类基因编码$ 最近研究发现

O:P

蛋白与人类癌症紧密联系在一起# 其异常表达

在不同方面促进了肿瘤的发生%

#=R

&

$

O:PNSS

已被证

明是一种致癌基因#通过激活
T*UV#"4+U1*0*

途径在

鼻咽癌中诱导
>IB

来促进侵袭和肿瘤发生%

S

&

$ 研究

发现
O:PNSS 20A:D

可以抑制鼻咽癌细胞接受电离

辐射后诱发的侵袭迁移能力%

@

&

$ 基于当前大数据挖

掘和生物信息学分析# 我们发现头颈部鳞癌组织中

O:PNSS

与放疗增敏基因具有相关性#且表达水平显

著高于正常组织#与预后有关$ 据我们所知#尚无关

于
O:PNSS

影响鼻咽癌细胞的放射敏感性方面的研

究$ 本研究的目的是探究
O:PNSS

对接受电离辐射

鼻咽癌细胞的影响$

$

材料与方法

!"!

鼻咽癌细胞株培养

人鼻咽癌细胞株均来自南京医科大学附属肿瘤

医院$ 人鼻咽癌细胞解冻需经过
ER$

水浴复苏#后

培育在
ER$

室温 '

GQ .3

!

的温箱中 $ 采用
A<IW"

$#N%

培养基!含有
$%!

胎牛血清"#定期用
<?X

冲

洗漂浮细胞$

!"# O:PNSS 20A:D

转染

转染过程在
#

孔板中进行#待转染的细胞密度

达
R%Q

$ 先 用
$9GY,V

孔 的
Z'FU0"I>IW A1[(41[

X1)(Y I1[0(Y

换液#暂置于温箱中$ 同时配置混合

液# 将
G$, Z0F'"-14U+Y0*!"""

'

;"$, O:PNSS 20A:D

和
;"$, 20A:D .U),

用
!G"$, Z'FU0"I>IW A1[(41[

X1)(Y I1[0(Y

稀释# 冰上静置
GY0*

# 把含有
G$,

Z0F'-14U+Y0*!"""

混合液分别与含有
;"$, O:PNSS

20A:D

和
;"$, 20A:D .U),

混合液混合'摇匀$ 静置

!" Y0*

后#在
#

孔板中加入
G""$,V

孔混合液#温箱培

养
N%#/

$ 将培养液换为含血清的完全培养基#

NS/

后转染完成$

!"$

实时定量聚合酶链反应!

\AB=<.A

"

使用
B)0]',

试剂从 培养的细 胞 株 中 提 取 总

A:D

#用
:+*'[)'F ;""

分光光度计测定提取的
A:D

的浓度和质量$ 根据逆转录试剂盒说明书反转录成

4C:D

#稀释后作为模板进行
\AB=<.A

$ 使用
X^?A

5)11*

!

DFF,01[ ?0'262U1Y2

"#将
O:PNSS

和
#"+4U0*

分

别设为引物# 作用条件是
@G&. GY0*

'

@G&. N%

个循

环
;G2

'

#%&. ;Y0*

$ 每个样品一式三份制备#并且实

验重复
E

次$

O:PNSS

引物序列为(

G'"_DDDD.D"

_DB"__._D.BBD_._"E'

和
G' ".B_..__B."

.BB.DB..B."E'

)

#"+4U0*

为 (

G'"__D".BB._D_.DD"

_D_DB__"E'

和
G'"D_.D.B_B_BB"__._BD.D_"E'

$

!"% T12U1)*

免疫印迹

用
<?X

洗涤处理后的细胞# 加入
AW<D

裂解缓

冲液$ 在
N&.

下#离心
!% Y0*

获得上清液中的总蛋

白$通过
?.D

蛋白测定试剂盒进行定量#在
@S&.

下

变性
;%Y0*

$ 随后#通过
#Q`;!!XCX

聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离等量的蛋白质# 并转移至聚偏二氟乙烯

膜!

<8CP

"上$ 将
<8CP

封闭在
G!

脱脂牛奶中
!/

#

后加入一抗'二抗孵育$ 结束后使用发光剂显色#在

凝胶成像仪中采集图像#用
#"+4U0*

作为内参照#观

察
<8CP

膜上的条带$

!"& ''(!)

按照制造商的协议进行
..H"S

检测#收集转染

后的细胞# 胰酶消化后接种于
@#

孔板# 密度为
!(

;%

E

V

孔$ 将其置于培养箱中进一步培养#在不同时间

SR%
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'()( (*+,(--./) 0/,,(123./) 2)214-.-

点" 每孔分别加入
$%51 &&6!7

溶液和
8""51 8#9"!

混合液"在
:;" <=&>

!

孵育
8?

后"测定
9<" )5

光

密度下的吸光度
@>A

值
B

#

!"#

生信分析

'CDEF

$

?33+

!

GGH(+.2I02)0(,!+JKI0)G.)L(*I?351

%可

以基于癌症基因组图谱$

M&'F

%和
'MC*

数据"提供

并输出曲线图和表格 &

8"

'

#

NFO&FP

(

?33+

!

GGK2102)I

+23?IK2QI(LKG.)L(*I?351

% 利用
M&'F

转录组和临床

患者数据"研究人员能够研究基因的表达水平"并与

临床数据相关联 &

88

'

# 本研究中" 数据分析通过

NFO&FP

中的)

C*+,(--./)

*模块"以及
'CDEF

中的

)

RK,S.S21 D1/3-

*和)

&/,,(123./) F)214-.-

*模块获得+

!"$

统计学处理

数据表示为来自三个独立实验的平均值
#

标准

差(

RA

%"所有测量至少重复
:

次#使用
3

检验比较两

组之间差异"使用
>)(!

T24 FP>UF

比较多组

之间差异#

DV%I%<

为差

异有统计学意义#

!

结 果

%"! WPX977

在头颈部

鳞癌中的表达谱分析

通 过
'CDEF

和

NFO&FP

平台"首先获

得头颈部鳞癌(

YPR&

%

中肿瘤组织与正常组

织 的
WPX977

表 达 情

况 #

M&'F

和
'MC*

数

据库来源的
<$Z

例肿

瘤组织和
99

例正常组

织被纳入分析# 结果显

示 " 在 肿 瘤 组 织 中

WPX977

表达比正常组

织 高 (

X.HK,( $F

%#

WPX977

表达水平与生

存 预 后 相 关 (

X.HK,(

$[

%# 相关性分析显示"

WPX977

与
\FD:6$9

,

PX6[!

具有相关性(

D$

%I%<

%(

X.HK,( $&

%+

%"% WPX977

在
PD&

中表达上调

本实验中" 使用了人鼻咽癌细胞系
RNPC!$

,

&PC!$

,

&PC!!

,

<!7X

,

YPC!$

,

#!$%[

和人正常鼻咽细

胞系
PD#Z

+ 首先"用
]^M_D&^

检测这些细胞系中

WPX977

的
5^PF

表达(

X.HK,( !F

%+ 结果表明"在鼻

咽癌细胞系中"

WPX977

在
5^PF

中的表达水平均

高于正常细胞 + 选择表达量相对较高的细胞系

RNPC!$

和
&PC!$

进行转染+ 在鼻咽癌细胞株中进

行
WPX977

沉默实验"通过
`(-3(,)

免疫印迹验证转

染效率(

X.HK,( ![aC

%+

%"&

克隆形成

为评估
WPX977

对
PD&

细胞放射敏感性的影

响"用不同剂量的电离辐射处理转染后的细胞"进行

克隆形成实验+ 沉默
WPX977

后"

RNPC!$

和
&PC!$
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细胞中集落形成显著减少!

<05()1 =>

"

=?

#$ 随着剂

量增加%照射后实验组的存活分数下降%两株细胞在

@A6

及以上照射强度时差异有统计学意义 !

BC

%9%D

#%放射敏感性增加!

<05()1 =.

&

=E

#$

!"# ..F!G

检测

经过剂量梯度的电离辐射后%

..F!G

检测结果

显示实验组的细胞增殖能力减弱%放射敏感性增加%

在
HI:J!;

和
.:J!;

细胞中%

#A6

及以上照射强度

组差异有统计学意义!

BC"9"D

#!

<05()1 @>

&

@?

#$

=

讨 论

随着基因检测技术的发展% 治疗策略逐渐实现

个体化$ 本研究中发现沉默
K:<@GG

可增强
:B.

细

胞的放射敏感性%提示其与放疗敏感性密切相关$因

此%

K:<@GG

有潜力成为提高疗效的靶标基因$

放射治疗通过直接和间接作用来达到细胞毒性

损伤的目的%辐射介导的
E:>

断裂和活性氧!

L3H

#

损伤的积累最终导致细胞死亡$ 增加放疗敏感性成

为未来发展的方向% 其中基因增敏具有重要的临床

应用价值$越来越多的证据表明%基因差异导致肿瘤

细胞对放射线不同的反应%并且与细胞存活率有关$

K:<@GG

是锌指蛋白亚家族的成员%在多种人类

组织中表达$ 本次研究中通过
M.A>

和
AMJN

数据

库分析发现
K:<@GG

在头颈部肿瘤组织中也存在过

表达$ 之前研究发现%与正常组织相比%

:B.

组织中的

K:<@GG

表达水平与较低的
3H

和
B<H

显著相关'

G

(

$ 而

参与肿瘤恶性进展的基因% 同样也在调控肿瘤治疗

反应中起到关键作用$

肿瘤的放疗抵抗与细胞内信号转移通路的异常

激活密切相关%其中
:<!!?

通路在诱导放疗抵抗过

程中起重要作用'

;!

(

$ 有研究报道%游离
:<!!?

通过

核膜进入细胞核% 并与其特定的
E:>

序列结合%诱

导其下游细胞存活和抗凋亡靶基因的高表达% 降低
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肿瘤细胞对放射治疗的敏感性!

;<=;>

"

# 基因相关性分

析结果显示$

?:@>AA

与
BCD<E;>

%

:@!!F!

相关性

明显#

BCD<E$>

是一种
:@!!F

途径的主要激活剂&

该途径通过将
:@!!F

因子
G$%%

磷酸化& 从而将其

蛋白水解过程诱导为活性形式
GH!

!

$H

"

'

:@!!F!

蛋白

同样是
:@!!F

家族的成员!

$#

"

# 提示
?:@>AA

对放射

敏感性的影响可能是通过
:@!!F

信号通路来发挥

功能的&起到放射抗性的作用#

本研究进一步丰富了
?:@>AA

的生物学功能&

对放疗抵抗的分子机制进行探讨& 为鼻咽癌放射抵

抗人群的早期预警和放疗增敏提供新靶标#
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