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　　摘　要：　目的　探讨 Ｂｅｃｌｉｎ１基因对鼻咽癌细胞放疗抵抗的影响。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＣＮＥ２、
６１０Ｂ及其放疗抵抗细胞ＣＮＥ２Ｒｓ、６１０ＢＲｓ中Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达，ＣＮＥ２细胞经不同条件放射线照射后Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白的表达改变；通过脂质体转染Ｂｅｃｌｉｎ１ｃＤＮＡ和慢病毒介导的Ｂｅｃｌｉｎ１ｓｈＲＮＡ，在６１０Ｂ细胞和ＣＮＥ２Ｒｓ细胞中分
别过表达及沉默Ｂｅｃｌｉｎ１基因，平板克隆集落形成实验检测鼻咽癌细胞的放疗抵抗能力的改变；细胞免疫荧光法检
测ＤＮＡ双链损伤相关指标γＨ２ＡＸ表达的改变。结果　Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在放疗抵抗细胞中表达增加，同时随着放疗
时间的延长及放疗剂量的增加，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达迅速升高，随后趋于基础水平；Ｂｅｃｌｉｎ１过表达后６１０Ｂ细胞克隆
集落形成能力增强，生存分数增加，γＨ２ＡＸ焦点数量减少；相反，Ｂｅｃｌｉｎ１沉默后，ＣＮＥ２Ｒｓ细胞克隆集落形成能力
下降，生存分数下降，γＨ２ＡＸ焦点数量增加。结论　Ｂｅｃｌｉｎ１能促进鼻咽癌细胞的放疗抵抗性，其与放疗后ＤＮＡ双
链损伤修复调控可能相关。
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　　鼻咽癌系东南亚地区及我国南方地区常见的头
颈部恶性肿瘤，放射治疗是其首选治疗方式，尽管目

前放射治疗技术及治疗方案不断规范改进，但中晚

期鼻咽癌患者的５年生存率依然不足５０％［１］。放
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疗抵抗的存在严重制约鼻咽癌患者的疗效、生存质

量及预后［２］。因此，探寻与放疗抵抗相关的分子标

志物和治疗靶点，用以有效预测鼻咽癌患者放疗抵

抗性并及时干预，从而提高患者生存质量及治疗效

果，具有重要临床意义。Ｂｅｃｌｉｎ１是自噬的一个关键
调控基因，其参与了众多生物学过程，包括对应激的

适应、发育、内吞作用、细胞分裂、免疫、肿瘤发生、衰

老和细胞死亡；多种疾病都与Ｂｅｃｌｉｎ１缺乏或功能障
碍有关，这使得它成为多种疾病治疗的潜在有价值

的靶点，包括抗癌治疗［３］。然而，关于 Ｂｅｃｌｉｎ１与鼻
咽癌放疗抵抗相关的研究鲜有报道。因此，本研究

旨在探讨Ｂｅｃｌｉｎ１在鼻咽癌细胞放疗抵抗中的作用
及其作为潜在分子干预靶点的价值。

１　材料与方法

１．１　实验材料
ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），胎牛血

清（Ｇｉｂｃｏ，美国），含 ＥＤＴＡ的０．２５％胰酶消化液、
青链霉素双抗（Ｇｉｂｃｏ，美国），Ｂｅｃｌｉｎ１ｃＤＮＡ质粒及
对照质粒（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ，美国），Ｂｅｃｌｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢
病毒沉默载体及其对照载体（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ，美国），
嘌呤霉素（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），ＦｕＧＥＮＥ转染试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国），兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１抗体 （ＣＳＴ，美国），
山羊抗兔ＧＡＰＤＨ抗体（ＣＳＴ，美国），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），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制
试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧云天公司，中国），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ发光液（北京英格恩生物科技有限
公司，中国）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养 　实验所用细胞 ＣＮＥ２、６１０Ｂ均
为鼻咽部低分化鳞癌细胞，由中南大学湘雅医学院

细胞中心提供，两种细胞系放疗抵抗细胞株均由课

题组前期构建并经实验证实［２］。细胞培养于３７℃、
５％ＣＯ２浓度的细胞培养箱中，根据细胞生长情况日
常换液及传代，实验所使用细胞均处于对数生长期。

１．２．２　细胞转染及筛选　将处于对数期的６１０Ｂ
细胞消化后种板于６孔板，约６０％密度并贴壁过夜
后按说明书方法采用 ＦｕＧＥＮＥ脂质体携带 Ｂｅｃｌｉｎ１
ｃＤＮＡ对细胞进行转染。只加转染试剂组为空白组
（Ｂｌａｎｋ组），转染对照 ｃＤＮＡ组为对照组（ＮＣ组），

转染 Ｂｅｃｌｉｎ１ｃＤＮＡ组为过表达组（Ｂｅｃｌｉｎ１组），２４ｈ
后换液，荧光显微镜下观察可见绿色荧光，４８ｈ后
即可进行后续实验。ＣＮＥ２Ｒｓ细胞种于２４孔板，转
染前细胞融合度约６０％为宜，根据ＭＯＩ值计算需加
入的 Ｂｅｃｌｉｎ１ｓｈＲＮＡ）（Ｂｅｃｌｉｎ１ｓｈ组）及对照组 ｓｈＲ
ＮＡ（Ｖｅｃｔｏｒ组）病毒量，转染２４ｈ后换液，酌情传代
扩增培养，４８ｈ后即加入 ５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选
２周，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｂｅｃｌｉｎ１沉默效果，再进行
后续实验。

１．２．３　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　提取各组
细胞总蛋白后并定量，根据浓度计算出上样２０ｍｇ所
需体积，蛋白质变性后使用 １０％十二烷基硫酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，以Ｍａｒｋｅｒ为
参考标志，切取目的蛋白所在区域凝胶转膜至ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，孵育一抗４℃过夜，次日
室温复温３０ｍｉｎ后 ＴＰＳＴ洗涤，室温孵育相应二抗
１ｈ，ＴＰＳＴ洗涤后行化学发光剂显影、照相保存。
１．２．４　放射线照射　照射的细胞培养板予以封口
膜封闭防治污染，使用ＳｉｅｍｅｎｓＰＲＩＭＵＳ直线加速器
进行照射，放射线照射参数设定为 ６ＭＶＸ、吸收剂量
３００Ｇｙ／ｍｉｎ、源皮距１００ｃｍ，细胞培养板上覆盖一厚
１．５ｃｍ的补偿胶。照射后继续进行后续操作。
１．２．５　平板克隆集落形成实验　细胞消化后计数，
每６孔板种２００～４００个细胞，每处理组设置 ３复
孔。贴壁１２ｈ后根据设计照射剂量行满野照射，之
后继续培养１２～１４ｄ，每３ｄ更换新鲜培基。待肉
眼可见集落时弃培养基终止实验，甲醇固定１５ｍｉｎ，
结晶紫染色１０ｍｉｎ，晾干后计数集落大小及数量，取
３次平均值为最终结果，计算生存分数。
１．２．６　γＨ２ＡＸ细胞免疫荧光染色及定量　各处
理组细胞消化后种于覆盖爬片的 １２孔板中，贴壁
１２ｈ后予以４Ｇｙ射线照射，继续培养６ｈ后４％多
聚甲醛固定１５ｍｉｎ，０．２％Ｔｒｉｔｏｎ行细胞破膜，山羊
血清封闭３０ｍｉｎ，加入鼠抗人 γＨ２ＡＸ单克隆抗体
（１∶８００）于４℃孵育过夜，复温３０ｍｉｎ后加入羊抗
鼠二抗室温避光孵育５０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ核染１ｍｉｎ后封
片，光学显微镜下观察细胞核内出现的红色焦点即

为γＨ２ＡＸ焦点，取２００个以上细胞内平均焦点数
为最终结果。

１．３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析，计量

资料采用ｔ检验，计数资料采用方差分析。所有检
验均为双侧检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

·１０４·
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２　结果

２．１　放疗抵抗细胞和亲本细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
为明确放疗抵抗细胞及亲本细胞在静态下

Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测了
亲本细胞系 ＣＮＥ２、６１０Ｂ及其抵抗细胞系 ＣＮＥ２
Ｒｓ、６１０ＢＲｓ中Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达，结果显示两抵
抗细胞系中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达明显高于其相应亲本细
胞系，如图１所示。上述结果提示，Ｂｅｃｌｉｎ１与鼻咽
癌细胞的放疗抵抗相关。

２．２　放射线照射诱导Ｂｅｃｌｉｎ１在鼻咽癌细胞中的表达
为进一步探讨 Ｂｅｃｌｉｎ１对鼻咽癌细胞的放疗抵

抗性的潜在作用，我们在不同条件下对 ＣＮＥ２细胞
进行放射线照射。首先将ＣＮＥ２细胞分别置于０、４、
８Ｇｙ的放射线下进行照射，３ｈ后提取细胞蛋白行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达，结果显示
随着放疗剂量增加，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达增加，于
４Ｇｙ时即达到峰值，如图２Ａ所示；随后，当细胞经
４Ｇｙ射线照射后，我们在 ０、３、６、１２ｈ分别对其行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测，以明确 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达情
况，结果显示随着放疗后时间延长，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的
表达逐渐升高，于３～６ｈ即达到峰值，然后逐渐降
低，如图２Ｂ所示。上述结果表明，放射线可诱导鼻
咽癌细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，提示 Ｂｅｃｌｉｎ１在其放疗抵
抗过程中发挥作用。

２．３　沉默 Ｂｅｃｌｉｎ１与过表达 Ｂｅｃｌｉｎ１在鼻咽癌细胞
的放疗抵抗中的作用

为了直接证实 Ｂｅｃｌｉｎ１在鼻咽癌细胞放疗抵抗
中的作用，我们通过基因调控的方式于放疗抵抗细

胞株ＣＮＥ２Ｒｓ中沉默 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，如图 ３Ａ所
示；于亲本细胞株６１０Ｂ中上调 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，如
图３Ｂ所示。进一步行平板克隆集落形成实验检测
其放疗抵抗性，结果显示沉默 Ｂｅｃｌｉｎ１后，实验组集
落数量明显少于对照组，单个集落亦小于对照组，如

图３Ｃ所示，根据集落数量计算生存分数结果显示，
实验组于２、４、６Ｇｙ生存分数均低于对照组，如图３Ｄ
所示，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。表明沉默
Ｂｅｃｌｉｎ１降低鼻咽癌细胞的放疗抵抗性。相反，６１０Ｂ
过表达Ｂｅｃｌｉｎ１后，其集落形成数量多于对照组，单个
集落亦大于对照组，生存分数高于对照组，如图３Ｅ、Ｆ
所示，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。表明过表达
Ｂｅｃｌｉｎ１能增加鼻咽癌细胞的放疗抵抗性。
２．４　Ｂｅｃｌｉｎ１影响鼻咽癌细胞放疗后 ＤＮＡ损伤的
修复

细胞经放疗后即出现ＤＮＡ双链损伤，放疗抵抗
细胞可能出现ＤＮＡ损伤修复增强，以保持基因组的
稳定有助于细胞的存活。γＨ２ＡＸ为 ＤＮＡ双链损
伤的标志物，可间接反映放疗后 ＤＮＡ损伤的程度。
为证实Ｂｅｃｌｉｎ１对鼻咽癌细胞放疗后ＤＮＡ损伤修复
的影响，我们亦通过对鼻咽癌细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１基因调
控，并行细胞免疫荧光法检测放疗前后 γＨ２ＡＸ焦
点数量的改变。结果显示，放疗前在 ＣＮＥ２Ｒｓ及
６１０Ｂ细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１基因沉默或过表达与对照组相
比，γＨ２ＡＸ焦点数量均极少，无统计学差异。放疗
后沉默Ｂｅｃｌｉｎ１组 γＨ２ＡＸ焦点数量比对照组明显
增多，差异具有统计学意义（ｔ＝６．８７２，Ｐ＝０．０００），
如图４Ａ、Ｂ所示；放疗后过表达 Ｂｅｃｌｉｎ１组 γＨ２ＡＸ
焦点数量比对照组明显减少，差异具有统计学意义

（ｔ＝－１０．９３３，Ｐ＝０．０００），如图４Ｃ、Ｄ所示。综上
结果表明过表达 Ｂｅｃｌｉｎ１后，鼻咽癌细胞 ＤＮＡ损伤
修复增强，增加了放疗抵抗性。

３　讨论

自噬即活细胞将失去功能的细胞器、潜在毒性

蛋白、代谢产物、进入细胞内的微生物等进行消化降

解循环再利用，为细胞正常的功能代谢提供能量的

一种过程［４５］。当细胞受到各种应激时，自噬在保

持其内环境稳定中发挥重要作用。Ｂｅｃｌｉｎ１，即酵母
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图４　细胞免疫荧光检测鼻咽癌细胞经Ｂｅｃｌｉｎ１基因调控放疗前、后 γＨ２ＡＸ焦点数量的改变　Ａ、Ｂ：ＣＮＥ２Ｒｓ细胞沉默 Ｂｅｃ
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自噬相关基因６与Ⅲ型 ＰＩ３Ｋ结合，正向调节自噬，
在自噬的启动中起到关键作用，被视为自噬的启动

基因［６］。Ｂｅｃｌｉｎ１在细胞自噬、分化、抗凋亡和肿瘤
的发生发展及预后中起重要作用［７］。有研究报道

Ｂｅｃｌｉｎ１的表达水平与食管癌的化疗抵抗、乳腺癌内
分泌治疗的敏感性相关［８９］，Ｂｅｃｌｉｎ１对膀胱癌、非小
细胞肺癌、卵巢癌的进展亦有影响，可能是肿瘤潜在

的预后因素［１０］。然而，Ｂｅｃｌｉｎ１介导的自噬在头颈肿
瘤中的作用尚不完全清楚，其在肿瘤放疗抵抗中的

研究更是鲜有报道。

研究放疗抵抗，离不开放射线对肿瘤细胞的作

用。本研究首先明确了在两类放疗抵抗细胞中Ｂｅｃ
ｌｉｎ１的基础表达水平均高于其亲本细胞，进一步我
们还证实了在不同条件下放射线作用于肿瘤细胞

后，Ｂｅｃｌｉｎ１随着放射剂量的增加其表达升高，随着
时间的延长其表达出现峰值，然后逐渐减弱。我们

发现放射线诱导 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与其他研究者在口

腔癌中的研究结果一致［１１］。根据自噬理论［５，１２］，短

时中等水平的自噬对细胞起到保护作用，而长期高

水平自噬则诱导自噬性死亡。据此，我们推测，肿瘤

细胞在放疗过程中，处于瞬时中等水平自噬的细胞

存活可能性大，进而诱导放疗抵抗的形成。

在本研究中，我们利用基因调控的方法在两株

鼻咽癌细胞系中检测了 Ｂｅｃｌｉｎ１对放疗抵抗性的影
响。选择Ｂｅｃｌｉｎ１基础水平表达高的 ＣＮＥ２Ｒｓ细胞
行功能缺失实验，沉默 Ｂｅｃｌｉｎ１基因后发现，其集落
形成能力较对照组明显下降，计算生存分数发现差

异具有统计学意义，于４Ｇｙ时差异最明显。相反，
我们对６１０Ｂ细胞行功能获得实验发现，过表达
Ｂｅｃｌｉｎ１后其集落形成能力较对照组明显增强，增加
了鼻咽癌的放疗抵抗性。我们的结果与其他在前列

腺癌、肺癌、胰腺癌中的研究结果一致［１３１４］。但

Ｃｈａｎｇ等［１５］发现放疗诱导的自噬促进肺癌细胞死

亡而不是存活；有趣的是，Ｋｏ等［１６］在研究中发现了

·３０４·
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自噬的两面性，即在体外细胞实验中抑制自噬降低

了放疗抵抗性，而在免疫缺陷动物体内实验中发现

抑制自噬增加了放疗抵抗性。结合上述研究的不同

结果，我们分析后认为Ｂｅｃｌｉｎ１介导的自噬对细胞的
保护功能受诸多因素的影响，如自噬持续的时间及

强度、诱导因素、不同种类肿瘤的免疫原性，自噬在

作用于放疗抵抗的同时可能还存在其他信号通路的

调控等，这也恰体现了自噬具有两面性的特点。至

于Ｂｅｃｌｉｎ１通过何种信号通路或具体机制影响了鼻
咽癌的放疗抵抗是我们进一步研究的内容。

近年来，γＨ２ＡＸ焦点备受研究者关注，其常在
放疗导致的ＤＮＡ损伤特别是双链ＤＮＡ损伤位点出
现。进一步研究发现，γＨ２ＡＸ在招募其他 ＤＮＡ修
复蛋白到焦点的过程中发挥重要作用，是细胞应激

反应的重要组成部分，被认为与 ＤＮＡ损伤呈正相
关，因此，γＨ２ＡＸ的检测常作为验证放疗抵抗的一
个重要表型［１７１９］。我们在研究中发现，鼻咽癌细胞

Ｂｅｃｌｉｎ１基因沉默组经放疗后 γＨ２ＡＸ焦点数量明
显多于对照组，而过表达组其焦点数量显著少于对

照组，提示 Ｂｅｃｌｉｎ１基因可能通过影响 ＤＮＡ损伤修
复而促进鼻咽癌的放疗抵抗。

总之，本研究清楚表明，沉默 Ｂｅｃｌｉｎ１基因抑制
了鼻咽癌细胞的ＤＮＡ损伤修复能力，进而降低了其
放疗抵抗性。至于Ｂｅｃｌｉｎ１具体如何影响 ＤＮＡ的修
复机制，以及进一步影响放疗抵抗尚需进一步深入

探讨。上述研究将有助于将 Ｂｅｃｌｉｎ１作为鼻咽癌潜
在放疗抵抗靶点提供理论支持。
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