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　　摘　要：　目的　探讨下调内质网相关降解蛋白（Ｄｅｒｌｉｎ１）对鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞株化疗敏感性的作用及机
制。方法　收集１０例鼻咽癌患者鼻咽癌组织及癌旁正常组织并通过实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）法检测组织中
Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ含量；本实验分组：空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、阴性对照组（ＮＣ组）、敲低组（ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组）。ＲＴｑＰＣＲ
法检测鼻咽癌Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达；采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测不同顺铂浓度时３组细胞的增殖；Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测顺铂浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时３组细胞的凋亡率；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测顺铂浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时３组细
胞的侵袭迁移能力；实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量。结果　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，鼻咽癌癌组织中 Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ相对表达量较癌旁
正常组织显著减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ较ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组明显下降，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）ＭＴＴ法结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组相比，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞增殖率明显降低，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（绿色荧光）／ＰＩ（红色荧光）双染法结果可见，当ＤＤＰ浓度为５μｍｏｌ／Ｌ
时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞凋亡率为（２９．６５±２．３５）％，较 ｃｏｎｔｒｏｌ组（１３．２４±１．４３）％、ＮＣ组（１５．０９±１．３２）％明显升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，当 ＤＤＰ浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞迁移
率、侵袭率分别为（２０．１５±２．２０）％、（２２．３３±３．５）％，较对照组（１００±１．３）％、（９９±２．４３）％以及ＮＣ组（９６．７２±
３．２２）％、（９４．４４±１．２１）％明显降低，差异具有统计学意义（Ｆ迁移率 ＝１０８０．６１０，Ｐ＝０．０００）、（Ｆ侵袭率 ＝８４８．５９０，Ｐ＝
０．０００）；ＲＴｑＰＣＲ结果显示，相比ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组凋亡抑制因子Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达量下降，凋亡诱
导因子ＢａｘｍＲＮＡ表达量上调；ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组迁移相关因子ＭＭＰ２与ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量明显下降，差异均具
有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组凋亡抑制蛋白 Ｂｃｌ２的表
达量下降，凋亡诱导蛋白Ｂａｘ表达量上调；ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组迁移相关蛋白 ＭＭＰ２与 ＭＭＰ９蛋白相对表达量明显下降，
差异均具有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）。结论　Ｄｅｒｌｉｎ１在鼻咽癌中表达上调，下调Ｄｅｒｌｉｎ１可提高鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ
细胞化疗敏感性，机制可能与促进细胞凋亡、抑制迁移有关。
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＢｃｌ２ｉｎｓｉＤｅｒｌｉｎ１ｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＢａｘｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｄｅｒｌｉｎ１；Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｄｅｒｌｉｎ１；Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　鼻咽癌是一种头颈部癌症，起源于鼻咽上
皮［１］。ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒（ＥＢＶ）感染是鼻咽癌肿瘤
发生的主要危险因素［２］，由于鼻咽癌的位置隐蔽，

鼻咽癌是对放射线相对敏感的癌症，非转移性鼻咽

癌的主要治疗方法是放疗。但在新诊断的鼻咽癌患

者中，７０％以上的患者属于局部晚期鼻咽癌。放化
疗联合，以同步放化疗为主，无或配合辅助化疗，在

晚期鼻咽癌的治疗中起着不可或缺的作用［３］。然

而，治疗耐受性和治疗毒性仍然限制了化疗在鼻咽

癌中的作用，在包括诱导化疗和联合化疗在内的各

种鼻咽癌化疗方案中，化疗耐药性被认为是导致治

疗失败的最关键因素［４］。顺铂是当今应用最广泛

的化疗药物之一，顺铂耐药性是当前治疗策略中的

主要问题。顺铂是一种广泛用于各种癌症的化疗药

物，包括鼻咽癌［５］。然而，鼻咽癌顺铂的耐药性是

近年来出现的，之前已经部分探索了顺铂耐药性，但

很少在鼻咽癌中进行探索。在头颈癌中，顺铂治疗

的有效性受到其毒性的限制，尤其是在需要更高剂

量时，以及可能发生顺铂耐药性。

内质网相关降解蛋白（Ｄｅｒｌｉｎ１）编码的蛋白是
一种内质网相关蛋白，参与内质网相关降解反应和

未折叠蛋白反应［６］。内质网应激和未折叠蛋白反

应可在各种肿瘤中可见，在肿瘤发生中发挥重要作

用，与肿瘤细胞存活、肿瘤血管生成和凋亡密切相

关［７］。在内质网应激过程中，Ｄｅｒｌｉｎ１的表达水平
上调，并可抑制内质网应激诱导的细胞凋亡。有研

究证实，Ｄｅｒｌｉｎ１蛋白在肿瘤细胞中可以从内质网
渗透到细胞膜，并在多种癌组织中均高表达［８］。实

体肿瘤经历缺氧诱导的内质网应激，需要一个完整

的错误折叠蛋白消除机制。因此，Ｄｅｒｌｉｎ１在人类
癌症的进展中起着重要作用［９］。目前尚无 Ｄｅｒｌｉｎ１
在鼻咽癌顺铂耐药中的研究，本实验旨在探讨 Ｄｅｒ
ｌｉｎ１能否影响鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞化疗敏感性及机
制，为鼻咽癌顺铂耐药的治疗提供一定实验基础。
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１　资料与方法

１．１　材料与试剂
收集２０１９年３月—２０２１年５月在本院耳鼻咽喉

头颈外科经免疫组化确诊为鼻咽癌的１０例患者的癌
组织及其癌旁正常组织，其纳入标准为未经化疗、放

疗、内分泌等其他治疗。本实验遵守《赫尔辛基宣

言》，所有患者及家属均已签署手术知情同意书。

本实验所用鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２Ｚ购自上海细胞
库（经细胞遗传质量鉴定合格），使用含有１０％胎牛
血清的培养基培养于５％ ＣＯ２、３７℃培养箱条件中。
阴性对照组（ＮＣ组）、Ｄｅｒｌｉｎ１敲低试剂盒由上海吉
玛制药技术有限公司合成；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、实时荧光
定量（ＲＴｑＰＣＲ）检测试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；四甲基偶氮唑盐（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌａｚｏｚｏｌｉｕｍｓａｌｔ，ＭＴＴ）
试剂、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（绿色荧光）ＰＩ／（红色荧光）双
染细胞凋亡检测试剂盒、基质胶、结晶紫染料均购自

上海碧云天生物技术有限公司；顺铂购自美国Ｓｉｇｍａ
公司；辣根过氧化物酶标记二抗山羊抗兔抗体均购

自中国武汉三英有限公司。

１．２　细胞分组
本实验分为 ３组：空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、阴

性对照组（ＮＣ组）、敲低组（ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组）。将
ＣＮＥ２Ｚ细胞培养到７０％的融合度，并按照转染试
剂说明书，使用脂质体２０００转染ＮＣ组和ｓｉＤｅｒｌｉｎ
１组。８ｈ然后换成正常培养基继续培养２４ｈ用于
后续试验；ｃｏｎｔｒｏｌ组不转染任何试剂，只使用正常培
养基培养。

１．３　ＲＴｑＰＣＲ法检测鼻咽癌Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达
将鼻咽癌患者的癌组织和癌旁组织收取完成

后，使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取组织的总 ＲＮＡ。使用 ｃＤ
ＮＡ合成试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡ。使用 ＲＴｑＰＣＲ
分析癌组织和癌旁组织 Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达。采
用２－ΔΔＣｔ法计算分析ｍＲＮＡ相对表达水平。引物如
下：Ｄｅｒｌｉｎ１正向序列：５’ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＣＴＣＧＧＡ
ＣＡＴＣＧＧＧＧ３’，反向序列：５’ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＣＴＧ
ＧＴＣＴＣＣＡＡＧＴＣＧ３’；使用 Ｕ６作为参照，正向序
列：５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’，反向序列：５’
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’。
１．４　ＭＴＴ法检测不同顺铂浓度下３组细胞的增殖

３组细胞接种于９６孔板，每孔５０００个细胞，待
细胞贴壁后吸去原培养液加入１００μＬ顺铂（０、５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）溶液，每组浓度设置３个副孔。２４ｈ

后加入 １５μＬＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）溶液，培养 ４ｈ加入
１５０μＬ二甲基亚砜溶液后，检测４９０ｎｍ波长处吸光
度值（ＯＤ４９０）。计算细胞存活率：细胞存活率（％）
＝实验组ＯＤ４９０／对照组ＯＤ４９０×１００％。
１．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡

将３组细胞种植于６孔板，每孔２×１０５个。待
细胞贴壁后，加入２ｍＬ顺铂，按照 ＭＴＴ法结果，选
取合适顺铂浓度加入，继续培养２４ｈ后收取细胞。
ＰＢＳ清洗，加入２００μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ缓冲液后，
加入１．５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色液和１．５μＬＰＩ染
色液后静置５ｍｉｎ，加入２００μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结
合液后检测细胞凋亡率。

１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭迁移能力
迁移实验：将３组细胞用含５μｍｏｌ／Ｌ顺铂的培

养液培养２４ｈ后，使用不含胎牛血清的细胞培养液
重悬后接种于上层小室，每个小室２×１０５个，每组
３个副孔。在下层小室中加入含有２０％胎牛血清的
培养液５００μＬ。培养２４ｈ后，４％多聚甲醛溶液固
定，０．１％晶体染色紫溶液染色。ＰＢＳ清洗。随机选
取４个视野拍照。侵袭实验：５０μＬ基质胶稀释液
加入上层小室中，待基质胶凝固后重复迁移实验

步骤。

１．７　ＲＴｑＰＣＲ法检测一定顺铂浓度下 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量

将３组细胞收取完成后，使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取
细胞总ＲＮＡ。使用 ｃＤＮＡ合成试剂盒逆转录合成
ｃＤＮＡ。使用 ＲＴｑＰＣＲ分析３组细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、基
质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）２、
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。采用２－ΔΔＣｔ法计算分析 ｍＲ
ＮＡ相对表达水平。引物如下：Ｂｃｌ２正向序列：５’
ＣＡＡＣＴＣＣＣＡＡＴＡＣＴＧＧＣＴＣＴ３’，反向序列：５’ＣＧ
ＧＡＣＴＴＣＧＧＴＣＴＣＣＴＡＡＡ３’；Ｂａｘ正向序列：５’
ＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣＧＡＧＣＡＧＧＧＣＧ３’，反向序列：５’
ＡＣＴＣＧＣＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧＧＴＧ３’；ＭＭＰ２正向序列：
５’ＴＧＧＧＡＣＡＡＧＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＣ３’，反向序列：５’
ＴＧＧＧＡＣＡＡＧＡＡＣＣＡＧＡＴＣＡＣ３’；ＭＭＰ９正向序列：
５’ＡＴＧＡＧＴＴＣＧＧＣＧＣＧＣＴＧ３’，反向序列：５’ＴＣ
ＣＧＧＴＣＣＡＣＣＴＣＧＣＴＧＧＣＧＧ３’；使用Ｕ６作为参照。
１．８　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法分析蛋白相对
表达量

将３组细胞种植于培养皿，待细胞贴壁后加入
２ｍＬ顺铂，浓度为５μｍｏｌ／Ｌ，继续培养２４ｈ后收取
细胞。使用含 ＰＭＳＦ的裂解液裂解细胞后提取蛋
白。使用ＢＣＡ试剂盒测出蛋白浓度，进行蛋白凝胶
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电泳，待溴酚蓝到达分离胶的底部后终止。将蛋白

转移至 ＰＶＤＦ膜。使用 ５％脱脂奶粉封闭。按
１∶１０００的比例稀释 βａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３
一抗，辣根过氧化物酶标记二抗山羊抗兔孵育２ｈ，
ＥＣＬ发光试剂盒显影。
１．９　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计分析，所
有结果均以 珋ｘ±ｓ表示。使用 ｔ检验或单因素方差
分析来评估两组之间的差异，Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　鼻咽癌癌组织Ｄｅｒｌｉｎ１表达上调
ＲＴｑＰＣＲ法结果显示，鼻咽癌癌组织中 Ｄｅｒｌｉｎ

１ｍＲＮＡ相对表达量为 １．４５±０．０２，与癌旁组织
１．０１±０．１４相比明显上升，差异具有统计学意义
（ｔ＝－９．０３８，Ｐ＝０．００１）。这表明鼻咽癌癌组织中
Ｄｅｒｌｉｎ１表达增加，免疫组化结果也显示，鼻咽癌癌
组织中Ｄｅｒｌｉｎ１蛋白表达较癌旁组织大。见图１。
２．２　ＲＴｑＰＣＲ法检测３组细胞 Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ的
表达情况

ＲＴｑＰＣＲ法结果显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组、ｓｉＤｅｒ
ｌｉｎ１组中Ｄｅｒｌｉｎ１ｍＲＮＡ相对表达量分别为１．０４±
０．０７、１．００±０．０７、０．３６±０．０５，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组较其他
２组相比明显下降，差异具有统计学意义（Ｆ＝
１０８．２９９，Ｐ＝０．０００）。这表明细胞转染成功。见图２。
２．３　ＭＴＴ法检测结果显示下调 Ｄｅｒｌｉｎ１可抑制细
胞增殖

ＭＴＴ法检测结果显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组、ｓｉＤｅｒ
ｌｉｎ１组细胞随着顺铂浓度的增高，细胞存活率逐渐
降低，差异均具有统计学意义（Ｆ＝２２５．３０６，Ｐ＝
０．０００）。而顺铂为０、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ
１组细胞存活率较相同顺铂浓度 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组，
细胞存活率明显降低，差异具有统计学意义

（Ｆ０μｍｏｌ／Ｌ ＝１８９．４９８，Ｐ＝０．０００）、（Ｆ５μｍｏｌ／Ｌ ＝
２６８．３９５，Ｐ＝０．０００）、（Ｆ１０μｍｏｌ／Ｌ ＝２４５．５４２，Ｐ＝
０．０００）、（Ｆ２０μｍｏｌ／Ｌ＝２５７．３０８，Ｐ＝０．０００）。表明下
调Ｄｅｒｌｉｎ１可抑制细胞增殖率。见图３。
２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测一定顺铂浓度
下细胞凋亡率

根据流式细胞仪检测的凋亡数据显示，当顺铂

浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞凋亡率为
（２９．６５±２．３５）％，较 ｃｏｎｔｒｏｌ组（１３．２４±１．４３）％、

ＮＣ组（１５．０９±１．３２）％明显升高，差异具有统计学
意义（Ｆ＝１６１．８５５，Ｐ＝０．０００），相同顺铂浓度时，表
明下调Ｄｅｒｌｉｎ１细胞凋亡率增高，其对顺铂敏感性
增高。见图４。
２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测一定顺铂浓度下细胞侵袭迁移
能力

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果表明，当顺铂浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ
时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞迁移率、侵袭率分别为
（２０．１５±２．２０）％、（２２．３３±３．５０）％，较对照组的
（１００．００±１．３４）％、（９９．００±２．４３）％以及 ＮＣ组
（９６．７２±３．２２）％、（９４．４４±１．２１）％明显降低，差
异具有统计学意义（Ｆ迁移率 ＝１０８０．６１０，Ｐ＝０．０００）、
（Ｆ侵袭率 ＝８４８．５９０，Ｐ＝０．０００）。表明相同顺铂浓度
时，下调Ｄｅｒｌｉｎ１细胞侵袭迁移能力减弱，其对顺铂
敏感性增高。见图５。
２．６　ＲＴｑＰＣＲ法检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ相对表达量

通过 ＲＴｑＰＣＲ法分析 ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组凋亡和迁
移的相关机制，由结果可得知，相比对照组，ｓｉＤｅｒ
ｌｉｎ１组凋亡抑制因子Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达量下降，凋
亡诱导因子ＢａｘｍＲＮＡ表达量上调；ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组迁
移相关因子ＭＭＰ２与ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量明显
下降，差异均具有统计学意义（ＦＢｃｌ２＝１６５．３３３，Ｐ＝
０．００１）、（ＦＢａｘ＝２５９．２４９，Ｐ＝０．０００）、（ＦＭＭＰ２ ＝
１２５．５２８，Ｐ＝０．００１）、（ＦＭＭＰ９ ＝２１４．３７６，Ｐ＝
０．０００）。见图６。
２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析凋亡蛋白、迁移蛋白相对
表达量

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ和迁移相关蛋白ＭＭＰ２与ＭＭＰ９相对表达量可
知，相比对照组，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组凋亡抑制蛋白 Ｂｃｌ２
的表达量下降，凋亡诱导蛋白 Ｂａｘ表达量上调；ｓｉ
Ｄｅｒｌｉｎ１组迁移相关蛋白 ＭＭＰ２与 ＭＭＰ９蛋白相对
表达量明显下降，差异均具有统计学意义（ＦＢｃｌ２＝
１７８．２５７，Ｐ＝０．０００）、（ＦＢａｘ＝２０２．４５７，Ｐ＝０．０００）、
（ＦＭＭＰ２＝１９５．５６７，Ｐ＝０．０００）、（ＦＭＭＰ９＝２０４．６３９，
Ｐ＝０．０００）。见图７。

３　讨论

耐药性是化疗治疗策略发展的关键障碍之一，

顺铂是标准有效的抗癌药物，然而，近年来，专门对

头颈部癌症的顺铂治疗的耐药性变得更加普遍，一

些患者不能耐受副作用或表现出耐药性，顺铂耐药

·００１·
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ（Ａ）、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白（Ｂ）相对表达量，３组细胞柱状图（Ｃ～Ｆ）与对照组相比，Ｐ＜
０．０５

性的鼻咽癌患者可能需要额外的治疗方法［１０１２］，辅

助治疗可能会降低有效剂量、减少副作用、解决耐药

性并改善总体生存结果，特别是对于难以治疗的肿

瘤患者［１３］。本研究侧重于将顺铂与下调 Ｄｅｒｌｉｎ１
联合作为鼻咽癌的辅助疗法，提高低剂量顺铂的治

疗效果。

Ｄｅｒｌｉｎ１作为一种参与内质网应激的相关蛋
白，近年来在肿瘤中的重要作用已逐渐被认识到。

Ｄｅｒｌｉｎ１在多种恶性肿瘤中表达上调，已有多篇文
章报道了其在肿瘤中的重要作用［１４１６］。最近的一

项研究表明，Ｄｅｒｌｉｎ１在膀胱癌中通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
和ＥＲＫ通路过表达并促进恶性表型［１７］。因此靶向

Ｄｅｒｌｉｎ１被认为是癌症管理中的一种潜在的治疗策
略。然而，其在 Ｄｅｒｌｉｎ１人类鼻咽癌中的表达和功
能尚不清楚。在本研究中首次发现与癌旁组织相

比，鼻咽癌癌组织中 Ｄｅｒｌｉｎ１表达显著增加。为了
阐明Ｄｅｒｌｉｎ１的对鼻咽癌特异性功能，我们抑制了
Ｄｅｒｌｉｎ１在人鼻咽癌细胞系ＣＮＥ２Ｚ细胞中的表达。

结果显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ组、ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞随着
顺铂浓度的增高，细胞存活率逐渐降低，而相同顺铂

浓度组，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞存活率较 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＣ
组，细胞存活率明显降低，表明下调 Ｄｅｒｌｉｎ１可增强
顺铂对ＣＮＥ２Ｚ细胞增殖抑制效果。研究发现，干
扰Ｄｅｒｌｉｎ１表达可显著阻断细胞增殖迁移，在非小
细胞肺癌中，Ｄｅｒｌｉｎ１通过 ＥＧＦＲ／ＥＲＫ介导的上调
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９来促进肿瘤细胞的侵袭。过表达
Ｄｅｒｌｉｎ１后，细胞的增殖和迁移能力显著增加，而细
胞凋亡的数量显著减少［１８］。我们的结果同样证明

当在顺铂存在时，下调 Ｄｅｒｌｉｎ１，ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡
率较对照组明显升高，表明下调 Ｄｅｒｌｉｎ１能够增加
顺铂诱导ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡作用，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法分析凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ相比对照组，ｓｉＤｅｒ
ｌｉｎ１组抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达量下降，凋亡诱导
蛋白Ｂａｘ表达量上调；表明下调 Ｄｅｒｌｉｎ１增加顺铂
诱导ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡率的机制可能与促进 Ｂａｘ表
达和抑制Ｂｃｌ２的表达有关。之后研究 Ｄｅｒｌｉｎ１对
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ＣＮＥ２Ｚ细胞侵袭迁移的影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果表明，
当顺铂浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时，ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组细胞迁移
率、侵袭率均较对照组明显降低，表明相同顺铂浓度

时，下调Ｄｅｒｌｉｎ１细胞侵袭迁移能力减弱，其对顺铂
敏感性增高，由 ｓｉＤｅｒｌｉｎ１组迁移相关蛋白 ＭＭＰ２
与ＭＭＰ９相对表达量较对照组明显下降可知，表明
下调 Ｄｅｒｌｉｎ１增加顺铂抑制 ＣＮＥ２Ｚ细胞侵袭迁移
其机制可能与抑制ＭＭＰ２与ＭＭＰ９的表达有关。

以上结果表明，Ｄｅｒｌｉｎ１在调节鼻咽癌的进展
中发挥了重要作用，敲低 Ｄｅｒｌｉｎ１可增加顺铂抑制
ＣＮＥ２Ｚ细胞的增殖、侵袭和迁移的能力，并促进
ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡。下调 Ｄｅｒｌｉｎ１增加顺铂诱导
ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡的机制可能与其能够促进 Ｂａｘ表
达和抑制 Ｂｃｌ２的表达有关，侵袭迁移机制可能与
抑制ＭＭＰ２与ＭＭＰ９的表达有关。
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