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　　摘　要：　目的　探讨星形胶质细胞上调基因１（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＡＥＧ１，又称 ＭＴＤＨ）对头颈部鳞状
细胞癌（简称头颈鳞癌）放疗抵抗的影响。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测放射线照射后头颈鳞癌细胞 ＭＴＤＨ蛋白表
达的改变。通过脂质体转染的ＭＴＤＨｃＤＮＡ和慢病毒介导的ＭＴＤＨｓｈＲＮＡ，分别在不同头颈鳞癌细胞中过表达和
抑制ＭＴＤＨ，平板集落形成实验检测头颈鳞癌细胞放疗抵抗能力的改变，细胞免疫荧光染色检测ＤＮＡ双链损伤指
标γＨ２ＡＸ的表达。结果　ＭＴＤＨ在头颈鳞癌细胞中的表达随着放射性照射剂量的增加和时间的延长逐渐升高。
在ＣＮＥ２细胞中过表达ＭＴＤＨ，其体外集落形成能力增强；相反，在Ｔｕ６８６细胞中抑制ＭＴＤＨ的表达，其体外集落
形成能力减弱。同时，细胞免疫荧光显示Ｔｕ６８６细胞在ＭＴＤＨ抑制后，其ＤＮＡ双链损伤指标γＨ２ＡＸ的表达增加，
表明ＤＮＡ双链损伤修复过程受阻。结论　ＭＴＤＨ能促进头颈鳞癌细胞放疗抵抗的形成，与其对 ＤＮＡ双链损伤修
复的调控作用相关。
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ａｓｓａｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｄｏｎｅｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆγＨ２ＡＸ，ｗｈｉｃｈｗａｓａｓｕｒｒｏｇａｔｅｍａｒｋｅｒｏｆＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＴＤＨｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｄｉｓｐｌａｙｅｄａｎｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄ ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＭＴＤＨ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＮＥ２ｃｅｌｌｓｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｅｎｈａｎｃｅｄａｂｉｌｉｔｙｔｏｆｏｒｍｃｏｌｏｎｙｏｎｐｌａｔｅ．Ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＴＤＨｉｎＳＣＣＨＮＴｕ６８６ｃｅｌｌｓｌｅｄｔｏｄｅｃｌｉｎｅｄａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｌａｔｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄγＨ２ＡＸｆｏｃｉｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭＴＤＨｐｒｏｍｏｔｅｓｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＳＣＣＨＮｖｉａｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｒｅｐａｉｒ
ｐｒｏｃｅｓｓｏｆＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋ；ＭＴＤＨ；Ｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，２３（３）：２３３－２３７，２４２］

　　头颈部鳞状细胞癌（ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆ
ｔｈｅｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋ，ＳＣＣＨＮ，简称头颈鳞癌）占头颈部
恶性肿瘤的９０％以上。放疗作为鼻咽癌的首选治
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疗方案，同时也是晚期和／或复发性喉癌和口咽癌的
重要治疗手段。放疗抵抗则是影响头颈鳞癌临床放

疗效果的重要因素之一［１］。因此，阐明放疗抵抗产

生的分子机制，寻找放疗抵抗密切相关的分子标志

物和干预靶点，有望改善头颈鳞癌患者的临床放疗

效果。星形胶质细胞上调基因１（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄ
ｇｅｎｅ１，ＡＥＧ１，又称 ＭＴＤＨ）作为癌基因在乳腺癌、
肝癌和肺癌等多数实体瘤中的表达升高，且出现功

能异常，促进了肿瘤的侵袭转移和化疗耐药［２］。我

们前期研究发现ＭＴＤＨ在头颈鳞癌组织高表达，能
通过诱导上皮－间质转化和肿瘤血管新生促进头颈
鳞癌侵袭转移，与患者预后呈显著负相关［３５］。然

而，有关ＭＴＤＨ在肿瘤放疗抵抗中的作用研究目前
报道较少。因此，本研究旨在探讨 ＭＴＤＨ在头颈鳞
癌放疗抵抗中的作用。

１　材料方法

１．１　实验材料
ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基，ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培

基，南美胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），０．２５％胰蛋白酶
消化液，青链霉素双抗（Ｇｉｂｃｏ，美国），ＭＴＤＨｃＤＮＡ
质粒及对照质粒（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ，美国），ＭＴＤＨｓｈＲ
ＮＡ慢病毒沉默载体及其对照载体，Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，嘌呤
霉素（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试
剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），兔抗人 ＭＴＤＨ多克隆抗体
（ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ．ＩＮＣ，美国），鼠抗人 βａｃｔｉｎ单
克隆抗体（上海碧云天公司），鼠抗人 γＨ２ＡＸ单克
隆抗体（Ｎｏｖｕｓ，美国），羊抗鼠 ＤｙＬｉｇｈｔ５９４ＩｇＧ抗体
（联科生物公司，中国），４′，６二脒基２苯基吲哚／
ＤＡＰＩ（碧云天公司，中国）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　本研究采用的头颈鳞癌细胞均
由湘雅医学院细胞中心提供。其中，Ｔｕ６８６为口咽
部鳞癌细胞，ＣＮＥ２为鼻咽部低分化鳞癌细胞。
Ｔｕ６８６和 ＣＮＥ２均在３７°Ｃ恒温，５％ ＣＯ２浓度下，
分别用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）和 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基进行培养，０．２５％胰酶消化传代。
所有试验均选用处于对数生长期的细胞。

１．２．２　ＭＴＤＨｃＤＮＡ脂质体转染 ＣＮＥ２细胞　头
颈鳞癌细胞 ＣＮＥ２细胞 ＭＴＤＨ过表达采用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染，按说明书和我们前期研
究方法进行。只加Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００组为空白组，
转染对照 ｃＤＮＡ组为对照组，转染 ＭＴＤＨｃＤＮＡ组

为实验组。

１．２．３　ＭＴＤＨｓｈＲＮＡ慢病毒感染 Ｔｕ６８６细胞　头
颈鳞癌Ｔｕ６８６细胞６孔板种板１６～２４ｈ后，细胞密度
约４０％～６０％时，分别加入 ＭＴＤＨｓｈＲＮＡ慢病毒颗
粒及对照ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒，感染增强剂 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
（终浓度６μｇ／ｍｌ）。感染后２４ｈ更换新鲜培养基继
续培养４８ｈ，加入５μｇ／ｍｌ嘌呤霉素进行筛选２周
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＭＴＤＨ抑制效果，再进行后
续实验。其中，感染 ＭＴＤＨｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒为实
验组，感染对照ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒为对照组。
１．３　细胞放射线照射

按照课题组前期细胞放射线照射方法［６］，采用

ＸＲＡＤ２５５Ｘ射线辐照仪（ＰｒｅｃｉｓｉｏｎＸｒａｙＩｎｃ．，美
国），１６０ＫＶＸ射线进行照射，源皮距为４０ｃｍ，吸收
剂量率为２００．０ｃＧｙ／ｍｉｎ。
１．３．１　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　提取各组
细胞总蛋白并进行蛋白定量。取５０μｇ总蛋白变性
处理后，进行１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝
胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳。蛋白电泳分离后转膜至聚偏
二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶封闭２ｈ。兔抗
人ＭＴＤＨ多克隆抗体（１∶６００）于４℃下孵育过夜。
洗膜后辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶３０００）室温
下孵育１ｈ。洗膜后经化学发光剂显影曝光摄片。
以小鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００）检测 βａｃｔｉｎ含
量作为内参照。

１．３．２　平板集落形成实验　各组细胞消化后以每
孔５００个细胞接种于６孔板，待细胞贴壁１２ｈ后，
分别用０、２、４、６和８Ｇｙ放射线进行满射野照射。
照射后，细胞继续培养 １４ｄ后，弃培养液清洗后，
４℃甲醇固定１５ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色观察集落形
成数目及大小。实验重复３次，取平均数作为实验
结果。

１．３．３　γＨ２ＡＸ细胞免疫荧光染色及定量　各组细
胞消化后接种至放有盖玻片的６孔板进行爬片，待细
胞贴壁１２ｈ后进行４Ｇｙ放射线照射，继续孵育６ｈ后
４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜后
胎牛血清室温封闭１０ｍｉｎ，鼠抗人γＨ２ＡＸ单克隆抗
体（１∶８００）于４°Ｃ孵育过夜，羊抗鼠 ＤｙＬｉｇｈｔ５９４ＩｇＧ
抗体室温孵育１ｈ，ＤＡＰＩ染色１ｍｉｎ封片。光学显
微镜观察细胞核内出现的红色灶点即为 γＨ２ＡＸ焦
点，蓝色荧光为细胞核。计数至少２００个细胞内的
焦点总数，取均数定义为γＨ２ＡＸ焦点数［７］。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据分析，计量

·４３２·
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资料以 珋ｘ±ｓ表示。采用多样本均数的方差分析进
行组间样本均数的比较。所有检验均为双侧检验，

Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　放射线照射诱导 ＭＴＤＨ在头颈鳞癌细胞中的
表达

为探讨ＭＴＤＨ在放疗抵抗中潜在作用，我们采
用两种方式检测其在放射性照射后的改变情况。首

先，采用不同放射性照射剂量照射 ＣＮＥ２细胞１２ｈ
后，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现随着放射性剂量增加
（０，４Ｇｙ和８Ｇｙ），ＭＴＤＨ蛋白的表达升高（图１Ａ）。
另外，４Ｇｙ放射性照射后，在不同时间点检测 ＭＴＤＨ
的表达，发现随着时间改变，ＭＴＤＨ的表达逐渐升
高，在４８ｈ时最为明显（图１Ｂ）。上述结果表明，放
射性照射可诱导ＭＴＤＨ的表达升高，提示 ＭＴＤＨ可
能在头颈鳞癌放疗抵抗过程中发挥作用。

剂量!

!"

"

# $

%&'(

!)*+,-.

%&'(

!)*+,-.

时间!

/

"

0 1 2 3 45 51 67 12 73

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＭＴＤＨ在不同放射剂量照射后
１２ｈ的表达量（Ａ）和４Ｇｙ照射后不同时间点的表达情况（Ｂ）

２．２　上调 ＭＴＤＨ增强头颈鳞癌细胞的放疗抵抗
能力

为直接证实ＭＴＤＨ在放疗抵抗中的作用，我们
首先采用脂质体在ＣＮＥ２细胞中过表达 ＭＴＤＨ（图
２Ａ）。结果显示ＭＴＤＨ上调后，种板１４ｄ后实验组
ＣＮＥ２细胞形成的集落较空白组和对照组中明显增
多，且单个集落增大（图２Ｂ）。根据集落形成结果所
得生存分数曲线表明，在２、４Ｇｙ和６Ｇｙ作用后实验
组的生存分数明显提高（图２Ｃ）。上述结果表明ＭＴ
ＤＨ上调后可促进头颈鳞癌细胞的放疗抵抗性。
２．３　沉默 ＭＴＤＨ抑制头颈鳞癌细胞的放疗抵抗
能力

进而在另一株头颈鳞癌 Ｔｕ６８６细胞中，通过慢
病毒介导ｓｈＲＮＡ沉默ＭＴＤＨ的表达（图３Ａ）。平板
集落形成实验表明，ＭＴＤＨ表达抑制后实验组形成
的克隆集落较对照组明显减少，单个集落变小

（图３Ｂ）。生存分数显示在４、６Ｇｙ和８Ｇｙ作用后，
实验组Ｔｕ６８６的生存分数减低（图３Ｃ）。该结果进
一步表明ＭＴＤＨ沉默可提高头颈鳞癌细胞对放疗

的敏感性。

２．４　沉默 ＭＴＤＨ抑制头颈鳞癌细胞的 ＤＮＡ双链
损伤修复

放射性照射可导致肿瘤细胞ＤＮＡ双链损伤，若
无法及时修复可导致肿瘤细胞死亡［８］。由于发现

ＭＴＤＨ表达改变后，可引起头颈鳞癌细胞放疗抵抗
性的相应改变。我们进而在 ＭＴＤＨ抑制后，检测了
Ｔｕ６８６细胞中 ＤＮＡ双链损伤标志物 γＨ２ＡＸ的表
达。细胞免疫荧光结果表明，实验组中 γＨ２ＡＸ焦
点数（１５．３±２．０）较对照组（７．０±０．９）显著增多
（Ｐ＜０．０１）（图 ４Ａ和 ４Ｂ）。该结果表明 ＭＴＤＨ表
达抑制后，可显著抑制 ＤＮＡ损伤修复过程，从而增
加Ｔｕ６８６细胞的放疗敏感性。

３　讨论

ＭＴＤＨ最初发现是缘于对ＨＩＶ１感染所致的神
经退行性病变及对ＨＩＶ１相关性痴呆的研究。２００４
年完成对人 ＭＴＤＨ基因 ｃＤＮＡ全部序列的克
隆［９１０］。对ＭＴＤＨ促进肿瘤侵袭转移的作用机制为
现有报道的主要侧重点。目前进展表明，ＭＴＤＨ作
为癌基因，可活化 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ和 ＮＦ
ｋＢ等多条信号通路，调控肿瘤上皮 －间质转化
（ＥＭＴ）、自噬和血管新生等过程，促进包括头颈鳞
癌在内的多种实体瘤的侵袭转移［２］。另一方面，

ＭＴＤＨ亦可以通过诱导自噬和促进多药耐药基因
（ＭＤＲ１）表达等，增强肿瘤细胞对阿霉素、５氟尿嘧
啶和顺铂等化疗药物的耐药性［１１１３］。然而，ＭＴＤＨ
在肿瘤放疗抵抗中的作用目前研究报道甚少。

在本研究中，我们通过基因功能获得或缺失研

究表明，ＭＴＤＨ过表达可促进头颈鳞癌细胞的放疗
抵抗性产生。而相反，ＭＴＤＨ抑制可提高头颈鳞癌
细胞对放疗的敏感性。Ｚｈａｏ等［１４］在宫颈癌的研究

中发现，沉默 ＭＴＤＨ可通过促进凋亡、减少放疗所
致的Ｇ２期细胞周期阻滞，减少宫颈癌细胞的体外
放疗抵抗性。本研究结果与 Ｚｈａｏ等［１４］在宫颈癌中

的研究结果一致，表明 ＭＴＤＨ在头颈鳞癌和宫颈癌
放疗抵抗过程中具有促进作用。但 ＭＴＤＨ如何引
起肿瘤放疗抵抗性的产生有待于进一步研究。

ＤＮＡ双链断裂（ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）
作为最严重的 ＤＮＡ损伤，若无法及时修复，可导致
整段染色体丢失损伤出现细胞凋亡、衰老甚至死亡。

同源重组（Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）和非同源
末端连接（Ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）是ＤＳＢ

·５３２·
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图４　细胞免疫荧光检测　Ｔｕ６８６细胞中γＨ２ＡＸ的表达（Ａ、
Ｂ）；黄色箭头示γＨ２ＡＸ染色阳性Ｔｕ６８６细胞；示Ｐ＜０．０１

应答机制中两条重要的修复通路。放射性照射可导

致细胞 ＤＮＡ双链断裂，如接下来的细胞 ＤＮＡ双链
修复过程受阻，表现为 ＤＮＡ双链断裂标志物
γＨ２ＡＸ表达量剧增，肿瘤细胞则易发生死亡，放疗
抵抗性减轻［１５］。为探寻 ＭＴＤＨ调控肿瘤放疗抵抗
的作用机制，我们发现ＭＴＤＨ表达抑制后，头颈鳞癌
Ｔｕ６８６细胞中γＨ２ＡＸ表达量显著升高，表明 ＭＴＤＨ
沉默可抑制头颈鳞癌细胞的体外 ＤＮＡ双链修复过
程，促进不能产生 ＤＮＡ修复的肿瘤细胞死亡，减轻

放疗抵抗性的产生。该研究结果从 ＤＮＡ损伤修复
的角度，初步阐述了 ＭＴＤＨ调控头颈鳞癌细胞放疗
抵抗性的作用机制。

在本研究中，我们虽然发现 ＭＴＤＨ可促进 ＤＮＡ
双链损伤修复和放疗抵抗，但是 ＭＴＤＨ是通过何种
信号通路调控 ＤＮＡ双链损伤修复过程进而促进放
疗抵抗仍不清楚。现有研究表明表皮生长因子受体

信号（ＥＧＦＲ）通路、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路和 ｐ５３通
路的功能异常，与头颈鳞癌的放疗抵抗密切相

关［１６］。我们前期研究发现 ＭＴＤＨ可激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路促进头颈鳞癌细胞的恶性增殖和侵袭转

移［１７１８］。据此推断 ＭＴＤＨ是否同样经该通路影响
放疗抵抗，为我们后续通路研究的方向之一。除

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路外，ＭＴＤＨ调控的下游信号通路还包
括ＮＦκＢ［１９］、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ［２０］、ＭＡＰＫ［２１］通路等，上
述通路是否也可参与ＭＴＤＨ调控的头颈鳞癌放疗抵
抗，有待进一步明确。

放射线照射除可引起ＤＮＡ双链损伤，还可促使
肿瘤细胞发生典型的上皮 －间质转化（ＥＭＴ）改
变［２２２３］，且ＥＭＴ改变可增强肿瘤细胞的放疗抵抗
·６３２·
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性［２４２５］。现有较多研究和我们前期研究均已证实

ＭＴＤＨ能促进肿瘤细胞的ＥＭＴ改变［１７，２６２７］，但之前

的研究并未回答 ＥＭＴ改变能否在 ＭＴＤＨ介导的放
疗抵抗中是否发挥作用，值得深入探讨。另外，自噬

作用是机体细胞的一种重要防御和保护机制。通过

自噬作用，细胞内受损或多余的蛋白质和细胞器被

包裹、消化并降解成新的核苷酸、氨基酸和脂肪酸以

备重新循环利用，为细胞在饥饿、能量缺乏等代谢压

力下合成新的大分子和能量，从而维持自我稳态和

生存［２８］。研究表明自噬可通过减低活性氧类物质

促进肺癌细胞的放疗抵抗［２９］，通过自噬抑制剂氯喹

可提高脑胶质瘤肿瘤起始细胞对放疗的敏感性［３０］。

ＭＴＤＨ同样可在肿瘤细胞中引起保护性自噬促进肿
瘤细胞的恶性进展［３１３２］，其是否可通过诱导自噬调

控肿瘤细胞的放疗抵抗并不清楚。我们课题组目前

亦积极在探索ＥＭＴ、自噬及二者之间的相互作用在
肿瘤放疗抵抗中的作用机制。

总而言之，上述研究表明 ＭＴＤＨ沉默可抑制
ＤＮＡ损伤修复过程，进而促头颈鳞癌细胞产生放疗
抵抗性。然而，ＭＴＤＨ是通过何种信号通路，如何引
起ＤＮＡ损伤修复过程和放疗抵抗的具体分子机制
仍需深入探讨，且需从体内实验对现有细胞实验结

果进行佐证。上述研究将有助于明确ＭＴＤＨ能否作
为肿瘤放疗增敏的分子干预靶点。
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