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　　摘　要：　目的　探索 Ｇ蛋白偶联受体８１（Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ８１，ＧＰＲ８１）和线粒体外膜异位酶２０
（ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｔｈｅｏｕｔｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｍｅｍｂｅｒ２０，ＴＯＭＭ２０）在下咽癌中的功能及临床意义。方法　选取
３０例经病理检查确诊为下咽鳞状细胞癌患者的下咽癌组织和癌旁组织，对患者临床资料进行统计学分析，并运用
免疫组织化学方法检测ＧＰＲ８１和ＴＯＭＭ２０在癌组织及癌旁组织中的表达。经特定浓度的顺铂诱导Ｆａｄｕ细胞，分
别诱导０、１２、２４及４８ｈ，经ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０在ｍＲＮＡ和蛋白质水平的变化。采
用流式细胞术检测顺铂刺激Ｆａｄｕ细胞后细胞凋亡情况。结果　ＧＰＲ８１和ＴＯＭＭ２０在下咽癌组织的表达水平显著
高于癌旁组织，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在下咽癌中，临床分期为Ｉ、ＩＩ期的下咽癌中ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０显
著低于ＩＩＩ、ＩＶ期（Ｐ＜０．０５）。有淋巴结转移的下咽癌组织中ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０的表达显著高于无淋巴结转移的下
咽癌组织（Ｐ＜０．０５）。ＧＰＲ８１在中低分化的下咽癌中具有较高表达，在高分化下咽癌中表达较低，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。不同分化程度的下咽癌中ＴＯＭＭ２０的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。顺铂诱导 Ｆａｄｕ细
胞中ＧＰＲ８１及ＴＯＭＭ２０的表达随时间呈现递减趋势，其ｍＲＮＡ水平及蛋白水平４８ｈ表达量与对照组相比，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。顺铂刺激的 Ｆａｄｕ细胞中细胞凋亡数约为（１１．３５±０．８７）％，对照组中细胞凋亡数为
（１８．６８±０．３３）％，两者经比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０可能与下咽癌的发生有
关，二者可能参与了下咽癌化疗抵抗。因此能量代谢相关蛋白靶向研究或许是治疗侵袭性肿瘤的一个方向。
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ｉｎｃｕｂａｔｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎｓｈｏｗｅｄｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｗｉｔｈｔｉｍｅ．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ
ＧＰＲ８１ａｎｄＴＯＭＭ２０ａｔ４８ｈｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅａｔ０ｈ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｓａｎｄ
ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅ（１８．６８±０．３３）％ ａｎｄ（１１．３５±０．８７）％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＧＰＲ８１ａｎｄＴＯＭＭ２０ｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｓｉｓｏｆｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ
ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｅｒｇｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｍａｙｂｅａｎｅｗｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｔｕｍｏｒｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＧＰＲ８１；ＴＯＭＭ２０；Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　下咽癌是一种较为罕见的头颈恶性肿瘤，其中
９５％为分化程度较低的鳞状细胞癌。下咽鳞状细胞
癌每年的发生率为１０例／百万［１］。下咽癌患者的早

期症状并不明显，一旦确诊，７５％患者已发展为晚
期。其常见的治疗方式有手术和放化疗，但预后较

差［２］。在头颈肿瘤治疗过程中，研究者发现下咽癌

对化疗敏感性较低，产生化疗抵抗，导致下咽癌复发

及治疗效果不佳。

ＧＰＲ８１（ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ８１）是一种乳
酸受体，可在多种肿瘤细胞中表达，如宫颈癌、结肠

癌、乳腺癌、肝癌、肺癌等，通过与乳酸结合参与细胞

的能量代谢［３］。线粒体外膜异位酶（ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆ
ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｅｍｂｅｒ２０，
ＴＯＭＭ２０）是生物氧化磷酸化过程中代表线粒体质
量及生物合成的标记物，在机体氧化磷酸化过程中

发挥重要功能。关于 ＧＰＲ８１与 ＴＯＭＭ２０在头颈肿
瘤中的报道较为少见，其表达特征与临床因素的关

系也尚不明确。基于下咽癌的化疗抵抗的发生，顺

铂诱导下咽癌Ｆａｄｕ细胞中ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０的表达
变化也尚不清楚。本研究通过研究 ＧＰＲ８１、
ＴＯＭＭ２０在下咽癌组织及癌旁组织中的表达特征以
及在顺铂诱导下Ｆａｄｕ细胞中表达特点，阐述上述因
子的表达与临床因素之间的关系，并说明其与顺铂

抵抗是否具有相关性，为解决下咽癌化疗抵抗提供

新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　临床材料
下咽癌组织标本均来自于２０１７年１月—２０１８

年１２月于河北医科大学第二医院耳鼻咽喉一科经
手术切除的３０例经病理检查确定为下咽鳞状细胞
癌的患者，其中男２９例，女１例，年龄５３～７８岁，平
均（５８．８５±７．３９）岁。所有患者均为首次发病，未
接受放／化疗。根据国际抗癌协会（ＵＩＣＣ，２００２）分
期标准，Ｉ期４例，ＩＩ期１０例，ＩＩＩ、ＩＶ期１６例；高分
化１５例，中分化１１例，低分化４例；无淋巴结转移

者１９例，有淋巴结转移者１１例。以３０例下咽鳞状
细胞癌的癌旁组织（距下咽癌组织大于０．５ｃｍ处）
为对照组，进行比较研究。本研究经河北医科大学

第二医院医学伦理道德委员会批准执行，并经患者

本人知情同意。

１．２　细胞培养与刺激
人下咽癌Ｆａｄｕ细胞系购买于中科院上海细胞

生物学研究所。细胞培养于含有 １０％胎牛血清
（Ｇｉｂｉｃｏ，美国），１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００μｇ／ｍｌ链霉
素的ＤＭＥＭ高糖细胞培养基中。培养条件为３７℃，
并含有５％ＣＯ２。待细胞生长稳定后，对 Ｆａｄｕ细胞
进行传代培养至６孔板，细胞浓度为（１．０～２．０）×
１０５个／ｍｌ。采用无菌的生理盐水稀释顺铂（Ｔｈｅｒ
ｍｏ，美国）至浓度为 ２５ｍｇ／ｍｌ，分装成 １ｍｌ／管。在
传代的６孔板中，待细胞对数期，加入上述 ＤＭＥＭ
培养基２ｍｌ，２５ｍｇ／ｍｌ的顺铂４００μｌ，最终稀释的终
浓度为５μｇ／ｍｌ，分别置于培养箱中培养０、１２、２４、
４８ｈ。每组设置３个重复。
１．３　实验试剂

使用的 ＧＰＲ８１一抗购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ，ＴＯＭＭ２０
一抗购自ＣＳＴ，所有抗体均为兔抗人。兔抗人二抗
购自三鹰，兔抗人的ｂｅｔａａｃｔｉｎ一抗购自三鹰。蛋白
裂解液ＲＩＰＡ购自索莱宝 ，ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购
自天根，ｃＤＮＡ反转录试剂盒购自天根。ＢＣＡ蛋白
浓度提取试剂盒购自索莱宝。ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／７
ＡＡＤａｐｏｐｔｏｓｉｓｋｉｔ购自联科生物。ＤＢＡ显色试剂盒
与ＳＰ免疫组织化学染色试剂盒均购自北京中杉金
桥生物技术有限公司。

１．４　实验方法
１．４．１　免疫组织化学及结果判读方法　３０例下咽
癌组织及癌旁组织的新鲜样本使用４％多聚甲醛固
定过夜，石蜡包埋后，制作石蜡切片。经脱蜡、水化

后进行链菌素亲生物素－过氧化物酶免疫组织化学
法检测ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０的表达情况。详细步骤参
照产品说明书进行。一抗为兔抗人 ＧＰＲ８１抗体
（１∶１００）、兔抗人 ＴＯＭＭ２０（１∶１００），ＰＢＳ代替一抗
作为标本染色的阴性对照。

·９９４·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２５卷　

ＧＰＲ８１及ＴＯＭＭ２０均为胞外分泌蛋白，主要分
布在细胞质或细胞膜上，阳性表达为棕黄色或棕褐

色颗粒。免疫组织化学计分包括染色强度、阳性细

胞所占比例。按照染色强度分为 ４级：未着色计
０分，淡黄色或浅棕色计１分，棕黄色计２分，黄褐
色计３分。按照阳性细胞所占比例分为４级：阳性
细胞数为０％～５％计０分，５％ ～２５％计１分，２６％
～５０％计２分，＞５０％计３分。每张切片随机选取
３～５个４００倍视野，计算每个视野阳性细胞所占百
分比，根据平均值进行计算。每张切片得分由染色

强度评分与阳性细胞所占百分比评分相乘所得。

０～１分为阴性（
!

），２～３分为弱阳性（＋），４～６分
为阳性（＋＋），大于６分为强阳性（＋＋＋），其中
（＋）～（＋＋＋）定义为阳性表达。
１．４．２　ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第一条链反转录　将顺
铂诱导的Ｆａｄｕ细胞用无菌ＰＢＳ置于冰上清洗３次，
每次５ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ，每孔加入６００μｌＴｒｉｚｏｌ，冰上
裂解，将裂解液吸出至 １ｍｌ灭酶离心管中，加入
２００μｌ氯仿，震荡３０ｓ，充分混合，冰上静置１０ｍｉｎ，
吸出上清，加入５００μｌ异丙醇，上下颠倒混匀，冰上
静置１５ｍｉｎ，４℃，１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，吸出上清，加
入１ｍｌ７５％乙醇，上下颠倒混匀，４℃，１２０００ｇ离心
５ｍｉｎ，吸出上清，空气中干燥 １５～３０ｍｉｎ，加入
３０～１００μｌＤＥＰＣ水溶解 ＲＮＡ。使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００Ｃ检测ＲＮＡ浓度。根据ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一
条链合成试剂盒说明书，进行 ｃＤＮＡ第一条链的
合成。

１．４．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　以顺铂刺激的不同时间的
Ｆａｄｕ细胞的 ｃＤＮＡ为模板，ｂｅｔａａｃｔｉｎ为内参基因，
利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０在顺铂刺
激的Ｆａｄｕ细胞中ｍＲＮＡ水平变化。引物采用Ｐｒｉｍ
ｅｒ５设计，序列见表１。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应体系为：
超纯水９μｌ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ９μｌ，上下游引物（１０μＭ）各０．５μｌ，不同刺激
处理的 ｃＤＮＡ模板 １μｌ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应程序
为：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，５８℃退火２０ｓ，
６８℃延伸３２ｓ，共进行４０个循环。制作溶解曲线。

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
ＴＯＭＭ２０Ｆ１ ＧＡＣＣＧＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＧＴＧ １９ ５７．３
ＴＯＭＭ２０Ｒ１ ＧＧＡＡＣＡＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＡＧ １９ ５８．２
ＢｅｔａａｃｔｉｎＦ１ ＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ １８ ５８．３
ＢｅｔａａｃｔｉｎＲ１ ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧＣ １９ ５７．２

１．４．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　将顺铂诱导的不同时间的
Ｆａｄｕ细胞进行蛋白裂解。将变性的蛋白裂解液，用
１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶进行蛋白分离，再将蛋白转
膜至ＰＶＤＦ膜上，用含有３％牛血清蛋白的ＴＢＳＴ于
３７℃封闭１ｈ，用ＴＢＳＴ按照１∶１０００稀释一抗，用封
口膜将ＰＶＤＦ膜密封浸润在一抗中，４℃摇床过夜孵
育。将ＰＶＤＦ膜置于摇床上用ＴＢＳＴ室温清洗３次，
每次１０ｍｉｎ，然后加入辣根过氧化酶标记的二抗
（用ＴＢＳＴ按照１∶２０００稀释），室温孵育２ｈ。采用
ＧＥ化学发光仪对蛋白进行显色。采用 ＩｍａｇｅＪ进
行灰度值分析。

１．４．５　流式细胞仪检测细胞凋亡　Ｆａｄｕ细胞传代
至六孔板，待细胞生长至对数期，细胞浓度为（１×
１０６）个／ｍｌ时，用终浓度为 ５μｇ／ｍｌ的顺铂诱导
４８ｈ，另一组为无顺铂诱导的 Ｆａｄｕ细胞，每组均设
置３个重复。用胰酶消化细胞，并用预冷的 ＰＢＳ清
洗２次，３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＡＰＣ／７ＡＡＤａｐｏｐｔｏｓｉｓｋｉｔ使用说明书对细胞进行处
理，以便后续仪器参数调整和检测。

１．５　数据分析
使用ＳＰＳＳ２１．０进行数据分析，不同蛋白阳性表达

率的比较采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，对不同因
子在ｍＲＮＡ水平及蛋白水平表达结果分析采用独立样
本ｔ检验，细胞凋亡结果比较采用方差分析，取 α＝
０．０５为检验水准，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＰＲ８１及ＴＯＭＭ２０在下咽癌中的表达
２．１．１　ＧＰＲ８１及 ＴＯＭＭ２０在下咽癌组织及癌旁组
织中的表达特征　ＧＰＲ８１在下咽癌组织中的阳性
表达率为７３．３３％（２２／３０），在癌旁组织中的表达率
为２０％（６／３０），二者表达差异具有统计学意义
（χ２＝１７．１４，Ｐ＝０．００）。ＴＯＭＭ２０在下咽癌组织中
的阳性表达率为６３．３３％（１９／３０），在癌旁组织中的
表达率为２６．６７％（８／３０），二者表达差异具有统计
学意义（χ２＝８．１５，Ｐ＝０．０１），见图１。
２．１．２　ＧＰＲ８１及ＴＯＭＭ２０表达与临床资料的关系
　在Ｉ、ＩＩ期的下咽癌患者中，ＧＰＲ８１的阳性表达率
为２８．５７％（４／１４），ＩＩＩ、ＩＶ下咽癌患者中的阳性表
达率为６８．７５％（１１／１６），二者表达差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ＧＰＲ８１在有淋巴结转移患者中表
达率为７２．７３％ （８／１１），在无淋巴结转移患者中表
达率为２６．３２％（５／１９），二者表达差异具有统计学
·００５·
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图１　ＧＰＲ８１及ＴＯＭＭ２０在下咽鳞状细胞癌组织及癌旁组织中的表达　（免疫组化 ×４００）　Ａ：ＧＰＲ８１在癌旁组织中的阴性
表达；Ｂ：ＴＯＭＭ２０在癌旁组织中的阴性表达；Ｃ：ＧＰＲ８１在下咽鳞状细胞癌中的阳性表达；Ｄ：ＴＯＭＭ２０在下咽鳞状细胞癌中的
阳性表达

意义（Ｐ＜０．０５）。在中低分化的下咽鳞状细胞癌患
者中，ＧＰＲ８１的表达率为７３．３３％（１１／１５），高分化的
下咽鳞状细胞癌中期表达率为２６．６７％（４／１５），二者
表达差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。经统计学分
析，ＧＰＲ８１在下咽癌中的表达与有无淋巴结转移、肿
瘤分期及肿瘤分化程度有关，具体数据见表２。

在Ｉ、ＩＩ期的下咽癌患者中，ＴＯＭＭ２０的阳性表达
率为３５．７１％（５／１４），ＩＩＩ、ＩＶ下咽癌患者中的阳性表
达率为８１．２５％（１３／１６），二者表达差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。在有淋巴结转移患者中表达率为
６３．６４％ （７／１１），在无淋巴结转移患者中表达率为
２１．０５％（４／１９），二者表达差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。在中低分化的下咽鳞状细胞癌患者中，
ＴＯＭＭ２０的表达率为６６．６７％（１０／１５），高分化的下咽
鳞状细胞癌中期表达率为５３．３３％（８／１５），二者表达
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。经统计学分析，
ＴＯＭＭ２０在下咽癌中的表达与有无淋巴结转移及肿
瘤分期有关，与肿瘤分化程度无关，具体数据见表２。

表２　ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０与下咽鳞状细胞癌患者临床病理
参数的关系　［例（％）］

临床病理参数 例数 ＧＰＲ８１阳性 Ｐ ＴＯＭＭ２０阳性 Ｐ
临床分期

　Ｉ、ＩＩ １４ ４（２８．５７） ０．０００ ５（３５．７１） ０．０２４
　ＩＩＩ、ＩＶ １６ １１（６８．７５） １３（８１．２５）
分化程度

　高分化 １５ ４（２６．６７） ０．０２７ ８（５３．３３） ０．７１０
　中低分化 １５ １１（７３．３３） １０（６６．６７）
淋巴结转移

　有 １１ ８（７２．７３） ０．０２３ ７（６３．６４） ０．０４７
　无 １９ ５（２６．３２） ４（２１．０５）

２．２　顺铂诱导对Ｆａｄｕ细胞中能量代谢相关因子的
ｍＲＮＡ水平表达分析

经ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测顺铂刺激Ｆａｄｕ细胞中能
量代谢因子在 ｍＲＮＡ水平的变化，结果如图 ２所
示。在顺铂刺激的 Ｆａｄｕ细胞中，在不同时间，乳酸
受体 ＧＰＲ８１的表达情况呈现下降趋势，未刺激的

Ｆａｄｕ细胞中 ＧＰＲ８１表达量最高，４８ｈ的表达量为
最低，约为０ｈ的０．６８倍，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＴＯＭＭ２０在顺铂诱导的 Ｆａｄｕ细胞中，表达
趋势有所下降，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
该结果表明顺铂诱导Ｆａｄｕ细胞，ＧＰＲ８１和ＴＯＭＭ２０
在ｍＲＮＡ水平的表达变化与对照组相比，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图２　顺铂诱导的 Ｆａｄｕ细胞中 ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０在 ｍＲＮＡ
水平的表达

２．３　顺铂诱导对Ｆａｄｕ细胞中能量代谢相关因子蛋
白水平表达分析

检测ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０在蛋白质水平的表达变
化采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ的方法，如图 ３。以 ｂｅｔａａｃｔｉｎ
作为内参，对顺铂诱导的 Ｆａｄｕ细胞中 ＧＰＲ８１、
ＴＯＭＭ２０的蛋白质水平变化进行分析。采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ进行灰度值分析，并利用 Ｏｒｉｇｉｎ７０对其统计结果
进行作图，如图３Ａ所示。ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０经顺铂
刺激后，其表达趋势呈现下降趋势。与其在 ｍＲＮＡ
水平的表达结果一致。ＧＰＲ８１在４８ｈ的表达量达
到最低限，为对照组的０．７３倍，与对照组无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。ＴＯＭＭ２０经顺铂刺激后表达轻微下
降，但与对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．４　顺铂诱导对细胞凋亡的影响

采用流式细胞术检测终浓度为５μｇ／ｍｌ的顺铂
诱导４８ｈ后Ｆａｄｕ细胞凋亡情况。结果如图４所示。
未经顺铂诱导的凋亡细胞数为（１１．３５±０．８７）％，经
·１０５·
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顺铂诱导的Ｆａｄｕ凋亡细胞数为（１８．６８±０．３３）％，二
者差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），如图４Ｃ。

３　讨论

肿瘤细胞能量代谢主要通过大量摄取葡萄糖进

行有氧糖酵解反应，并辅助微弱的氧化磷酸化进行

产能，为肿瘤细胞快速增殖分化提供能量。因此肿

瘤增殖与细胞能量代谢密切相关。

在肿瘤细胞中，快速的糖酵解反应导致体内乳

酸大量累积。有报道认为肿瘤细胞中乳酸的累积与

肿瘤细胞的存活、转移以及侵袭密切相关。作为乳

酸的关键受体，ＧＰＲ８１的活性对于肿瘤细胞的生存
与发展意义重大。在肺癌中，ＧＰＲ８１可调控由乳酸
诱导的ＰＤＬ１的生成，ＧＰＲ８１基因沉默可导致 ＰＤ
Ｌ１表达下调，并使ＰＤＬ１启动子活性丧失。ＧＰＲ８１
的活性还可抑制胞内 ｃＡＭＰ水平降低，并抑制蛋白
酶 Ａ（ＰＫＡ）的活性［４］。Ｒｏｌａｎｄ等［３］发现在胰腺癌

组织中ＧＰＲ８１具有较高的表达水平，ＧＰＲ８１基因沉
默对高糖培养的胰腺癌细胞无显著影响，但可加速

低糖与高乳酸环境中培养的胰腺癌细胞的死亡。在

培养基中加入乳酸可导致该环境下培养的胰腺癌细

胞中乳酸相关基因的高表达，如 ＰＧＣ１α、ＭＣＴ１、

ＭＣＴ４以及ＣＤ１４７，然而在 ＧＰＲ８１基因沉默的胰腺
癌细胞中无如此结果。体内实验证明，ＧＰＲ８１与胰
腺癌细胞生长及代谢速率相关。胡媛等［５］在宫颈

鳞癌中发现ＧＰＲ８１表达较高，与癌旁组织相比具有
统计学意义，与肿瘤分期有显著相关性，与分化程度

及淋巴结转移无显著相关性。在本研究中，ＧＰＲ８１
在下咽癌组织高表达，与癌旁组织相比差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），且其表达与肿瘤分期、分化程
度、淋巴结有无转移有关。但由于收集病例有限，导

致部分临床因素的分组中患者数量较小，这一因素

有可能对结果造成一定影响。目前，已有文献报道

肿瘤的化疗抵抗可能与能量代谢密切相关［６］。有

研究报道，在经过顺铂处理后的宫颈癌 ＨｅＬａ细胞，
ＣａＳｋｉ细胞及Ｃ３３Ａ细胞中，Ｄ－乳酸及 Ｌ－乳酸可
以增加上述细胞的存活［７］。我们推测这一现象可

能与乳酸激活ＧＰＲ８１的活性有关。本研究中，经顺
铂诱导Ｆａｄｕ细胞后，发现 ＧＰＲ８１在 ｍＲＮＡ水平及
蛋白水平均有所下降，但与对照组相比，差异不显

著，无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这一结果可能与下
咽癌中Ｆａｄｕ细胞对顺铂的化疗抵抗有关，也有可能
跟Ｆａｄｕ细胞状态、顺铂诱导方法等因素有关。

目前已有很多研究证实肿瘤细胞中能量代谢方

式以氧化磷酸化与糖酵解并存［８１０］。ＴＯＭＭ２０是线
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图３　顺铂诱导的Ｆａｄｕ细胞中ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０在蛋白质水平的表达　Ａ：ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０及内参Ａｃｔｉｎ蛋白的ＷｅｓｔｅｍＢｌｏｔ
结果；Ｂ：ＧＰＲ８１、ＴＯＭＭ２０与内参Ａｃｔｉｎ的蛋白表达统计分析
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图４　未诱导Ｆａｄｕ细胞及顺铂诱导Ｆａｄｕ细胞中的细胞凋亡分析　Ａ：未经顺铂诱导的Ｆａｄｕ细胞凋亡情况；Ｂ：经特定浓度顺
铂诱导的Ｆａｄｕ细胞凋亡情况；Ｃ：不同诱导条件下细胞凋亡统计分析
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粒体外膜异位酶的一个亚基，作为前体蛋白受体在

裂解Ｎ端靶向线粒体前序列中发挥作用，是能量代
谢受体复合物的核心组成，负责细胞溶胶合成线粒

体蛋白的识别与异位。ＴＯＭＭ２０也被认为是功能线
粒体质量及氧化磷酸化活性的重要指标［１１１２］。Ｃｕｒ
ｒｙ等［１０］在头颈肿瘤中通过比较Ｋｉ６７、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４
及ＴＯＭＭ２０的表达情况，来研究在肿瘤细胞中糖酵
解与氧化磷酸化是否共存，结果发现在细胞增殖较

快及富含线粒体的细胞中 Ｋｉ６７、ＭＣＴ１、ＭＣＴ４及
ＴＯＭＭ２０均表现为阳性表达。在被检测的高分化头
颈肿瘤样本中，增殖较快的肿瘤细胞的前缘

ＴＯＭＭ２０表达量最高，在肿瘤细胞其他部位
ＴＯＭＭ２０表达较低。在低分化的头颈肿瘤中，所有
癌细胞中 ＴＯＭＭ２０的表达统一，且均表现为强阳
性。Ｊｏｈｎｓｏｎ等［１３］研究发现相对于正常组织，

ＴＯＭＭ２０在未分化的甲状腺癌和乳突型甲状腺癌中
均有较高的表达。本研究中，ＴＯＭＭ２０在下咽癌中
阳性表达率为６３．３３％，显著高于在癌旁组织中的
表达（Ｐ＜０．０５）。ＴＯＭＭ２０的表达与肿瘤分期、淋
巴结转移密切相关，与肿瘤分化程度无关。这一结

果与Ｃｕｒｒｙ结果不一致，其原因可能是样本来源、肿
瘤发作部位不一致及样本较小所致。Ｐｏｄｒａｔｚ等［１４］

曾经在果蝇中发现顺铂诱导会抑制线粒体功能的执

行，进而抑制 ＴＯＭＭ２０的表达。本研究中，顺铂诱
导Ｆａｄｕ细胞后，ＴＯＭＭ２０在蛋白水平和 ｍＲＮＡ水
平均呈现下降趋势，但与未刺激组的 ＴＯＭＭ２０表达
相比，差异不显著，其原因可能与化疗抵抗有关，也

可能是细胞生长状态所致。

本研究通过对下咽癌组织中对 ＧＰＲ８１及
ＴＯＭＭ２０的表达分析，及经顺铂诱导下Ｆａｄｕ细胞后
二者的表达特征进行研究，发现 ＧＰＲ８１及 ＴＯＭＭ２０
的表达具有肿瘤异质性，这为头颈肿瘤靶向治疗方

向提供了一个新的切入点。接下来笔者还可对

ＧＰＲ８１和ＴＯＭＭ２０基因在头颈肿瘤中的作用机制
继续深入挖掘，进而将其更好的应用于临床治疗。
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