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（１．贵州医科大学，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州医科大学附属医院 耳鼻咽喉科，贵州 贵阳　５５０００４）

　　摘　要：　目的　探究ＳＨＣＳＨ２结构域结合蛋白１（ＳＨＣＢＰ１）在鼻咽癌组织及鼻咽癌细胞系中的表达情况，分
析其对鼻咽癌细胞系的增殖、侵袭能力及上皮间质转化（ＥＭＴ）过程的影响。方法　利用 ＴＣＧＡ数据库分析
ＳＨＣＢＰ１在头颈鳞状细胞癌（ＨＮＳＣ）中的表达情况，分析ＳＨＣＢＰ１表达程度与肿瘤免疫细胞浸润程度的关系。同时
收集２０１９年９月—２０２１年９月于贵州医科大学附属医院及贵州医科大学附属肿瘤医院经病理确诊的３１例鼻咽
癌初诊患者临床组织样本，所有患者就诊前均未接受任何放化疗，并收集同期就诊的３１例疑似鼻咽癌但病检示慢
性鼻咽炎组织作为对照组。利用逆转录实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测临床样本及鼻咽癌细胞系 ５８Ｆ中
ＳＨＣＢＰ１的表达情况。细胞实验以鼻咽癌细胞系５８Ｆ、正常鼻咽部永生化上皮细胞系 ＮＰ６９作为研究对象。采用
利用慢病毒载体ｓｈＲＮＡＳＨＣＢＰ１干扰技术沉默５８Ｆ细胞中ＳＨＣＢＰ１表达，并分为ＮＣ组（空载慢病毒ＬＶＺｓＧｒｅｅｎ
ＰＵＲＯＮＣ感染 ５８Ｆ）、ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组（ＬＶＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡＺｓＧｒｅｅｎＰＵＲＯ沉默 ５８Ｆ细胞 ＳＨＣＢＰ１表达）。
ＣＣＫ８法、克隆形成实验检测ＳＨＣＢＰ１对鼻咽癌细胞增殖的影响；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移、侵袭实验检测ＳＨＣＢＰ１
对鼻咽癌细胞的转移、侵袭能力的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＣ组、ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、基质
金属蛋白９（ＭＭＰ９）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况。结果　在ＨＮＳＣ中ＳＨＣＢＰ１高表达，表达量与Ｔｈ２细胞浸润程度相关。
与慢性鼻咽炎组织相比，鼻咽癌组织中 ＳＨＣＢＰ１明显高表达，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＮＣ组相比，
ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组鼻咽癌细胞增殖、迁移、侵袭能力均减弱，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达较ＮＣ组升高，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ９、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达较 ＮＣ组降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌中高表达，并可促进鼻咽癌细胞增殖、侵袭、迁移及激活ＥＭＴ过程。
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ＨｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＣＢＰ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ＸＩＡＮＺｈｉｐｅｎｇ１，ＹＵＧｕｏｄｏｎｇ１，２，ＺＨＡＮＧＴｉａｎ２，ＷＵＺｈｉｍｉｎ１，ＺＨＯＵＦａｎｇｗｅｉ１

（１．ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｈｃＳＨ２ｄｏｍａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＨＣＢＰ１）ｇｅｎｅｉｎ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＮＰＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｐｒｏｃｅｓｓｏｆＮＰＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＣＢＰ１ｉｎｈｅａｄａｎｄ
ｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＮＳＣ）ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＨＣＢＰ１ａｎｄｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｏｆ３１ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＮＰＣ
ｄｉａｇｎｏｓｅｄｂｙｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｆｒｏｍ Ｓｅｐｔ２０１９ｔｏＳｅｐｔ２０２１ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，３１ｃａｓｅｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＣＢＰ１ｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓａｎｄＮＰＣｃｅｌｌｌｉｎｅ５８Ｆ
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ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）．Ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ＮＰＣ
ｃｅｌｌｌｉｎｅ５８ＦａｎｄｎｏｒｍａｌｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＮＰ６９ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｓｕｂｊｅｃｔｓ．ＳＨＣＢＰ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ５８ＦｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｌｅｎｃｅｄｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｈＲＮＡＳＨＣＢＰ１ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）ｇｒｏｕｐ（ｅｍｐｔｙｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ５８Ｆ）ａｎｄＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ（ｓｉｌｅｎｃｉｎｇＳＨＣＢＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
５８Ｆｃｅｌｌｓ）．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＨＣＢＰ１ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＨＣＢＰ１ｏｎｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｔｅｓｔ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，ＭＭＰ９ａｎｄ
ＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＨＣＢＰ１ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＮＳＣ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆＴｈ２ｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｈｒｏｎｉｃｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｉｔｉｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＨＣＢＰ１ｉｎＮＰＣｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｌｅｖａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎ
ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｃａｄｈｅｒｉｎ，ＭＭＰ９ａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎ
ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳＨＣＢＰ１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＮＰＣａｎｄｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＭＴｉｎＮＰＣｃｅｌｌｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｉｎｖａｓｉｏｎ；Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

　　鼻咽癌是一种起源于鼻咽黏膜内层的上皮源性
恶性肿瘤，其发病机制复杂，目前认为与 ＥＢ病毒
（ｅｐｓｔｅｉｎｂａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）感染等多因素有关［１］。鼻

咽癌发病较为隐匿，患者确诊时往往已有远处转

移［２］。因此，探索鼻咽癌细胞侵袭及转移分子机制

对早期诊断、抑制或延缓鼻咽癌转移、改善鼻咽癌患

者预后具有重大意义。

Ｓｒｃ同源成员和胶原同源物（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇａｎｄ
ｃｏｌｌａｇｅｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＳＨＣ）ＳＨ２结构域结合蛋白１（ＳＨＣ
ＳＨ２ｄｏｍａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＨＣＢＰ１）位于染色体
１６ｑ１１．２［３］。研究发现 ＳＨＣＢＰ１是细胞内信号转导
和细胞分裂中的重要蛋白质，参与细胞生长、增殖、

分化、早期胚胎发育、肿瘤发生和进展［４］。目前有研

究发现 ＳＨＣＢＰ１在调控肿瘤细胞的上皮间质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程中
扮演了重要的角色，而ＥＭＴ也被证实在恶性肿瘤的
发生发展中极为重要，其可增强恶性肿瘤转移、侵袭、

放化疗抵抗、肿瘤干性等能力［５７］。同时也有研究指

出ＥＭＴ与肿瘤免疫浸润之间有着密切的联系［８］。在

滑膜肉瘤中 ＳＨＣＢＰ１高表达促进了 ＥＭＴ过程的发
生，从而使肿瘤的侵袭、迁移能力增强［９］。Ｌｉｕ等［１０］

发现 在肺癌中表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＥＧＦ）可诱导 ＳＨＣＢＰ１高表达，从而促进βｃａｔｅｎｉｎ
入核，促进 ＥＭＴ过程发生，并可通过激活 ＥＧＦβ
ｃａｔｅｎｉｎ通路促进肺癌细胞的增殖与侵袭能力。

目前有研究表明［１１１２］，在鼻咽癌的发生发展

中，特别是鼻咽癌的侵袭及转移能力可能与ＥＭＴ过
程密切相关。前期我们利用 ＴＣＧＡ数据库，发现
ＳＨＣＢＰ１在头颈鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａ

ｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣ）中高表达。因此我们假
设ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌中表达量也增高，而目前未见
关于ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌ＥＭＴ过程发生的研究，故本
研究通过探究 ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌中的表达情况，以
及构建沉默ＳＨＣＢＰ１表达的鼻咽癌细胞系稳转株，
从而探究这一过程发生机制，同时分析了 ＳＨＣＢＰ１
表达与ＨＮＳＣ患者生存率以及肿瘤免疫浸润间的关
系，以期为鼻咽癌的治疗提供新的基础研究证据以

及思路。

１　材料与方法

１．１　生物信息学分析
从美国癌症基因图谱 ＴＣＧＡ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ）获取５０２例ＨＮＳＣ及４４例正
常组织的 ｍＲＮＡ表达水平。利用 Ｒ４．１．２软件整
理、分析数据，并使用 ｅｄｇｅＲ包筛选差异基因，探究
ＳＨＣＢＰ１在ＨＮＳＣ中的表达情况。将 ＨＮＳＣ患者按
ＳＨＣＢＰ１表达量的四分位分组，高于表达量７５％为
高表达组（ＳＨＣＢＰ１Ｈｉｇｈ），低于表达量２５％为低表
达组（ＳＨＣＢＰ１Ｌｏｗ），分析ＳＨＣＢＰ１表达量与总体生
存率之间的关系，并利用单样本基因集富集分析

（ｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｓＧＳＥＡ）
探究ＳＨＣＢＰ１表达量与常见免疫细胞浸润的相关
性［１３］。

１．２　组织样本
收集贵州医科大学附属医院及贵州医科大学附

属肿瘤医院经病理确诊的初诊鼻咽癌患者，所有患

者确诊前均未接受任何放化疗，其中男 １８例，女
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１３例；年龄３１～６０岁，平均年龄（４６．１９±８．４６）岁。
同期收集诊治的疑似鼻咽癌但病理示慢性鼻咽炎的

患者，其中男１２例，女１９例；年龄２９～６７岁，平均
年龄（４５．６４±６．７９）岁。所有标本均由同一医师获
取，所取组织离体后立即放入液氮中进行保存。本

研究获得贵州医科大学附属医院伦理委员会伦理审

查（伦理号２０２１伦审第８１号），所取标本及标本用
途均获得患者及其家属知情同意。

１．３　细胞及主要实验仪器、耗材
鼻咽癌细胞系５８Ｆ、正常鼻咽部上皮 ＮＰ６９均

购自丰晖生物，引物由上海生工设计合成，慢病毒载

体（ＬＶＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡＺｓＧｒｅｅｎＰＵＲＯ、ＬＶＮＣＺｓ
ＧｒｅｅｎＰＵＲＯ）购自上海汉恒生物。ＲＰＭＩ１６０培养
基、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶、Ｔｒｉｚｏｌ均购自 Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室均购自美国ＣＯＲＮＩＮＧ公司，逆转录及ｑＰＣＲ相
关试剂购自南京诺维赞生物科技有限公司，ａｎｔｉ
ＳＨＣＢＰ１（ａｂ１８４４６７）购自美国 Ａｂｃａｍ，ａｎｔｉＥｃａｄｈｅｒ
ｉｎ（＃３１９５）、ａｎｔｉＮｃａｄｈｅｒｉｎ（＃１３１１６）、ａｎｔｉＶｉｍｅｎｔｉｎ
（＃５７４１）、ａｎｔｉ基质金属蛋白 ９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＭＭＰ９，＃１３６６７）均购自美国ＣＳＴ公司。
１．４　临床样本检测与细胞系中ＳＨＣＢＰ１表达情况

Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取临床组织及细胞系总 ＲＮＡ
后，使用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计测
量所得ＲＮＡ溶液浓度及纯度，随即按说明书使用逆
转录试剂（Ｔａｋａｒａ，ＪＰ）制取 ｃＤＮＡ。将所得部分 ｃＤ
ＮＡ稀释３倍后用作实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检
测，剩余 ｃＤＮＡ置于 －８０℃冰箱保存。按 ｑＰＣＲ试
剂盒（诺唯赞，南京）说明书配置反应体系及设置反

应条件，引物由上海生工公司合成。引物序列信息

见表１，ｑＰＣＲ反应体系见表２，循环条件为预变性
９５℃，３０ｓ；变性 ９５℃，１０ｓ，退火 ＋延伸 ６０℃，
３０ｓ，共循环４０次。每个样本设置２个复孔，分别
独立重复３次实验，结果以２－ΔΔｃｔ计算。

表１　引物序列

名称 引物序列 ５`３` 产物大小（ｂｐ）
ＨｏｍｏＳＨＣＢＰ１
Ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＣＴＧＧＣＧＴＣＴＣＴＧ
ＧＡＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＴ

２３８

ＨｏｍｏＳＨＣＢＰ１
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＡＧＣＡＡＧＣＣＴＣＡＣＣＡＣＴ
ＧＣＣＴＴＣＡＡＧ

ＨｏｍｏＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＡＧＡＡＧＧＴＧ ＧＴＧＡＡＧ
ＣＡＧＧＣ

２０３

ＨｏｍｏＧＡＰＤＨ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴ
ＧＴＡ

　　注：ＳＨＣＢＰ１（ＳＨＣＳＨ２结构域结合蛋白１）；ＧＡＰＤＨ（甘油醛３
磷酸脱氢酶）。下同。

表２　ＰＣＲ反应体系

试剂 用量（μＬ）
２×ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０
引物（上下游ｍｉｘ） １
模板ｃＤＮＡ １
ｄｄＨ２Ｏ ８

１．５　细胞培养及慢病毒感染
将冷冻于液氮中的５８Ｆ鼻咽癌细胞复苏后，接

种于含有１０％胎牛血清和９０％ ＲＩＰＭ１６４０的完全
培养基的６孔板内，接种密度为３×１０－４／孔，并置
于３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱内培养。２４ｈ后待
细胞密度达 ３０％ ～４０％时使用慢病毒进行感染
（ＭＯＩ＝２０），并分为 ＮＣ组（空载慢病毒 ＬＶＺｓ
ＧｒｅｅｎＰＵＲＯＮＣ感染５８Ｆ细胞）及 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ
组（ＬＶＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡＺｓＧｒｅｅｎＰＵＲＯ沉默５８Ｆ细
胞ＳＨＣＢＰ１表达）。感染２４ｈ后更换无病毒完全培
养基，４８～７２ｈ后于荧光显微镜下观察细胞绿色荧
光表达情况，并加入嘌呤霉素（４μｇ／ｍＬ）筛选稳转
株用于后续实验。

１．６　ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力
取生长状态良好的ＮＣ组和ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组

细胞１５００／孔接种于９６孔板内，每组设置 ３个复
孔，并重复３次。分别在０、２４、４８、７２、９６ｈ时分别
在每孔中加入１０μＬＣＣＫ８溶液，并置于培养箱内
培养１ｈ后，利用酶标仪测量４５０ｎｍ处吸光度。
１．７　划痕实验检测各组细胞迁移能力

取生长状态良好的ＮＣ组和ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组
细以１×１０－５／孔种于 ６孔板内，放入培养箱内培
养，待细胞长满６孔板后，使用２００μＬ枪头垂直于
６孔板底壁做划痕，并使用 ＰＢＳ漂洗划落细胞后加
入无血清培养基，于０、１２、２４ｈ后采用显微镜在相
同位置拍照。

１．８　集落形成实验
取生长状态良好的 ＮＣ组和 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ

１０００／孔接种于６孔板中，放入培养箱内，每隔２～
３ｄ换液并于倒置显微镜下观察细胞生长状况，待肉
眼可见细胞集落时，去除培养基，加入多聚甲醛固定

２０ｍｉｎ，加入结晶紫溶液染色２０ｍｉｎ，并拍照、计数、
分析数据。

１．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移、侵袭实验
取生长状态良好的ＮＣ组和ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ制

成５×１０－４／ｍＬ无血清细胞悬液，并以２００μＬ／孔种
入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，并于下室内加入６００μＬ含
３０％ ＦＢＳ完全培养基。２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
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使用棉签轻轻擦拭小室上室，将小室置于４％多聚
甲醛内固定２０ｍｉｎ。固定完成后，使用 ＰＢＳ轻轻漂
洗小室，并将小室置于结晶紫溶液中染色２０ｍｉｎ。
ＰＢＳ轻轻漂洗小室后置于倒置显微镜下拍照、分析
细胞迁移率。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验先于小室上室涂抹
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶并放入细胞培养箱内１ｈ使基质胶
凝固，其余步骤与迁移实验相同。

１．１０　蛋白免疫印迹检测
取生长状态良好的 ＮＣ组、ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组

细胞接种于１００ｍｍ培养皿内。细胞汇合度达９０％
时，使用含有 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ细胞裂解液提取总蛋
白。蛋白质定量试剂盒（ＢＣＡ法）进行蛋白定量后，
加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ于蛋白样品内并充分混匀，
置于１００℃金属浴上变性５ｍｉｎ，置于 －８０℃冰箱
备用。按说明书配制１０％ ＳＤＳＰＡＤＧ凝胶，充分混
匀变性蛋白样品后上样，上样量为５μｇ／孔。以恒
压方式进行电泳，电泳结束后以恒流２６０ｍＡ转膜。
转膜结束后，取下ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂牛奶内室温
封闭１ｈ，加入一抗４℃孵育过夜，回收一抗，ＴＢＳＴ漂
洗３次，１０ｍｉｎ／次，加入二抗，室温孵育１ｈ，回收二
抗，ＴＢＳＴ漂洗３次，１０ｍｉｎ／次。配置新鲜 ＥＣＬ显影
液，将ＰＶＤＦ膜放入其中浸泡１０ｓ左右后，放入凝胶
成像仪内，采集荧光信号、拍照，并分析结果。

１．１１　 统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析数据，计量资料

均以 珋ｘ±ｓ表示，数据均进行正态性及方差齐性分
析，对符合正态分布及方差齐性的数据，采用独立样

本ｔ检验，反之则采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验。以 Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＣＧＡ数据库中 ＳＨＣＢＰ１在 ＨＮＳＣ中的表达
情况

分析 ＴＣＧＡ数据库中５０２例 ＨＮＳＣ及４４例正
常组织的ｍＲＮＡ表达水平，得出 ＳＨＣＢＰ１的 ｍＲＮＡ
表达量在ＨＮＳＣ中明显增高（Ｐ＜０．０５），见图１Ａ；
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析提示，ＳＨＣＢＰ１高表达的患者
生存率明显低于 ＳＨＣＢＰ１低表达患者（Ｐ＜０．０５），
见图１Ｂ。
２．２　ＳＨＣＢＰ１表达与肿瘤免疫浸润的关系

通过 ｓｓＧＳＥＡ算法分析肿瘤浸润免疫细胞与
ＨＮＳＣ中ＳＨＣＢＰ１表达量高低的关系发现，在１１种
常见免疫细胞中，共有７种免疫细胞在ＨＮＳＣ中
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图１　ＳＨＣＢＰ１在ＨＮＳＣ中的表达情况　Ａ：柱状图（Ｐ＜
０．００１）；Ｂ：ＨＮＳＣ患者 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线（Ｐ＝０．０３６）
　注：ＨＮＳＣ（头颈鳞状细胞癌）。

ＳＨＣＢＰ１高表达组与 ＳＨＣＢＰ１低表达组中浸润程度
的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２Ａ。通过
对此７种免疫细胞进行相关性分析发现，Ｔｈ２细胞
的浸润程度与 ＳＨＣＢＰ１的表达量呈正相关（ｒｓ＝
０．４２２，Ｐ＜０．０５），而 Ｂ细胞（ｒｓ＝０．１０１，Ｐ＝
０．０２４）、Ｔ细胞（ｒｓ＝０．１４８，Ｐ＜０．００１）、ＣＤ８

＋Ｔ细胞
（ｒｓ＝－０．１５１，Ｐ＜０．００１）、Ｔｒｅｇｓ细胞（ｒｓ＝０．１４６，
Ｐ＝０．００１）、ＤＣ细胞（ｒｓ＝０．１６９，Ｐ＜０．００１）的浸润
程度与ＳＨＣＢＰ１的表达量呈负相关（图２Ｂ）。
２．３　ＲＴｑＰＣＲ分析临床样本及细胞系中 ＳＨＣＢＰ１
表达情况

ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌中ｍＲＮＡ相对表达量１．５８±
０．３７高于慢性鼻咽炎组织中 ｍＲＮＡ相对表达量
０．５３±０．１９（ｔ＝１１．７２９，Ｐ＜０．００１，图３Ａ）；在５８Ｆ
细胞中 ｍＲＮＡ相对表达量１．７５±０．２７高于 ＮＰ６９
细胞中ｍＲＮＡ的表达量，差异具有统计学意义（ｔ＝
６．８９５，Ｐ＝０．００１，图３Ｂ）。
２．４　慢病毒感染５８Ｆ细胞及感染效率

倒置荧光显微镜下观察慢病毒感染后的５８Ｆ
细胞中荧光蛋白的表达，在７２ｈ后荧光蛋白表达率
高于 ８０％（图 ４Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ检测提示 ＳＨＣＢＰ１
ｓｈＲＮＡ组ＳＨＣＢＰ１相对表达量０．２５±０．０３明显低
于ＮＣ组（ｔ＝４９．０９９，Ｐ＜０．００１，图４Ｂ），免疫印迹
实验证实ＳＨＣＢＰ１在ＮＣ组相对表达量１．０５±０．３２
明显高于 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 ０．３４±０．４０（ｔ＝
２３．９８４，Ｐ＜０．００１，图４Ｃ、Ｄ），证明 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ
慢病毒载体能有效沉默５８Ｆ中ＳＨＣＢＰ１的表达。
２．５　沉默ＳＨＣＢＰ１对５８Ｆ细胞增殖能力的影响

使用酶标仪测量各组各个时间点在４５０ｎｍ处的
吸光度（表３），结果显示ＮＣ组在２４、４８、７２、９６ｈ的吸
光度均高于 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组，这说明沉默５８Ｆ细
胞 ＳＨＣＢＰ１表达后可明显抑制 ５８Ｆ细胞增殖
（图５Ａ）。克隆形成实验提示，ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组细
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胞克隆数量３１．００±１２．０５明显低于ＮＣ组２８３．４３± ４１．４３（ｔ＝１５．４７８，Ｐ＜０．００１，图５Ｂ、Ｃ）。
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表３　各组４５０ｎｍ处吸光度　（珋ｘ±ｓ）

时间点（ｈ） ＮＣ组 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 ｔ Ｐ
０ ０．１７±０．０２ ０．１６±０．０２ ０．９７８ ０．４３０
２４ ０．３０±０．０１ ０．２２±０．０２ ４．６５９ ０．０１０
４８ ０．６８±０．０８ ０．４２±０．０６ ４．５００ ０．０１１
７２ １．３５±０．１０ ０．８６±０．１２ ５．０２４ ０．００７
９６ ２．４４±０．１５ １．２４±０．０９ １１．６０７＜０．００１

　　注：ＮＣ（空载慢病毒 ＬＶＺｓＧｒｅｅｎＰＵＲＯＮＣ感染 ５８Ｆ细胞）；

ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组（ＬＶＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡＺｓＧｒｅｅｎＰＵＲＯ沉默５８Ｆ细胞

ＳＨＣＢＰ１表达）。
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２．６　沉默ＳＨＣＢＰ１表达可降低５８Ｆ细胞迁移及侵
袭能力

ＮＣ组及 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 １２、２４ｈ内迁移率
见表４，ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组较ＮＣ组迁移能力显著降
低（Ｐ＜０．０５，图６）。Ｔｒａｎｗｅｌｌ迁移实验提示 ＮＣ组
２４ｈ内细胞迁移数量明显高于 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组
（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验同样显示，ＮＣ组细
胞２４ｈ内侵袭数量明显高于 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组
（Ｐ＜０．０５）（表５、图７）。

２．７　沉默 ＳＨＣＢＰ１表达可抑制５８Ｆ细胞 ＥＭＴ过
程激活

免疫印迹实验提示，ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达明显高于 ＮＣ组（ｔ＝６．２７１，Ｐ＝０．００３），
ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９表达
明显低于 ＮＣ组（ｔ＝１１．４７０／４．０８０／１０．９７０，Ｐ＜
０．０５），这说明了沉默 ＳＨＣＢＰ１后，可明显抑制５８Ｆ
细胞ＥＭＴ过程（图８）。
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图５　ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力　Ａ：各组不同时间段５８Ｆ细胞增殖情况（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１）；Ｂ：集落

克隆形成实验；Ｃ：两组集落克隆数量柱状图（Ｐ＜０．００１）

表４　ＮＣ组与ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组不同时间迁移率
比较　（％，珋ｘ±ｓ）

分组 ＮＣ组 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 ｔ Ｐ
１２ｈ迁移率 ０．４７±０．０６ ０．１７±０．０１ ８．５９７ ０．００１
２４ｈ迁移率 ０．７６±０．０９ ０．２７±０．０５ ７．８３０ ０．００１

表５　ＮＣ组与ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移及侵袭
比较　（个，珋ｘ±ｓ）

分组 ＮＣ组 ＳＨＣＢＰ１ｓｈＲＮＡ组 ｔ Ｐ
迁移细胞数量 ２１８±２０ ６０±１１ １４．８５４ ＜０．００１
侵袭细胞数量 １６０±１６ ４２±１１ １３．３３６ ＜０．００１
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蛋白９）。
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３　讨论

鼻咽癌是一种常见的上皮来源的头颈部恶性肿

瘤，好发于东南亚国家以及我国的福建、广东、广西

等地区［１４］，其发病原因主要与 ＥＢＶ感染、遗传、饮
食、环境等因素相关，并且有明显的家族聚集

性［１４１５］。目前鼻咽癌以放疗为主要治疗方式，特别

是近期调强放疗的兴起，大大提高了鼻咽癌的治疗

效率［１６１７］，但是因其发病部位隐蔽，早期无明显临

床症状，大多数患者确诊时已经出现了局部淋巴结

及远处转移，从而使得患者的远期生存率明显降

低［１７］。所以寻找鼻咽癌局部淋巴结及远处转移的

机制以及ＮＰＣ发病的特异性靶点就显得尤为重要。
ＳＨＣＢＰ１能特异性结合 ＳＨＣＳＨ２结构域，目前

研究证实ＳＨＣＢＰ１是细胞内信号转导和细胞分裂的
重要蛋白，其参与了细胞生长、增殖、分化、肿瘤发生

发展。一项关于胰腺癌的研究发现，ＳＨＣＢＰ１可抑
制Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，进而激活 ＥＭＴ过程，促进肿
瘤转移［１８］。在肺癌中 ＳＨＣＢＰ１可通过激活 Ｗｎｔ信
号通路，从而促进肺癌的远处转移及侵袭［１９］。另一

项关于非小细胞肺癌的研究发现［１０］，ＳＨＣＢＰ１可以
促进非小细胞肺癌的增殖、侵袭、转移，并且

ＳＨＣＢＰ１的表达量与 ＮＳＣＬＣ患者的中位生存时间
和无复发生存时间有密切关系。在前列腺癌［２０］中

ＳＨＣＢＰ１高表达与前列腺癌的侵袭、转移能力相关，
同时ＳＨＣＢＰ１表达量与前列腺癌的临床分期呈正相
关。神经胶质瘤中 ＳＨＣＢＰ１同样可以促进 ＥＭＴ过
程，进而增强神经胶质瘤的转移、侵袭能力［２１］。

Ｆｅｎｇ等［２２］发现ＳＨＣＢＰ１在乳腺癌中表达增高，并且
ＳＨＣＢＰ１的表达量与乳腺癌临床分期有明显的相关
性，通过对分子机制的研究，研究人员发现 ＳＨＣＢＰ１
可能通过激活ＡＫＴ信号通路，从而调节乳腺癌的增
殖及凋亡。在滑膜肉瘤中 ＳＨＣＢＰ１高表达促进了
ＥＭＴ过程的发生，从而使肿瘤的侵袭、迁移能力增
强［９］。ＥＭＴ是一种细胞由上皮表型向间质表型转
变的连续变化的生物学过程，从而使细胞获得更强

的迁移、侵袭能力［２３］。近年来多个研究已证实ＥＭＴ
在多种恶性肿瘤具有促进肿瘤转移、侵袭、耐药性的

作用［２４］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ与 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ是 ＥＭＴ过程发
生的两种重要标志性分子。近年来有许多研究表

明［１１１２］，在鼻咽癌发展过程中，鼻咽癌细胞 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的表达被抑制，这便造成了肿瘤细胞间的紧密
黏附失效，从而肿瘤细胞的迁移能力增强。

因此本研究首先通过 ＴＣＧＡ数据库分析发现
ＳＨＣＢＰ１在 ＨＮＳＣ中表达明显增高，并且 ＳＨＣＢＰ１
的表达量与ＨＮＳＣ患者的总体生存率相关。同时有
文献报道ＳＨＣＢＰ１在 ＣＤ４＋Ｔ细胞的调节中发挥着
重要的作用［２５］，而 ＣＤ４＋Ｔ细胞的激活及分化在肿
瘤浸润免疫中有着重要的作用。因此我们分析了

ＳＨＣＢＰ１的表达量与几种常见免疫细胞之间的关
系。发现ＳＨＣＢＰ１的表达量与ＨＮＳＣ中Ｔｈ２细胞的
浸润量呈正相关，这意味着 ＳＨＣＢＰ１可能也参与了
ＨＮＳＣ的免疫浸润。随后我们通过对临床鼻咽癌样
本的分析以及细胞实验发现ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌组织
及鼻咽癌细胞系中表达量均明显增高。紧接着在沉

默鼻咽癌细胞中 ＳＨＣＢＰ１表达后，细胞功能实验以
及检测ＥＭＴ相关蛋白发现其表达量也出现了变化，
这提示ＳＨＣＢＰ１可促进鼻咽癌细胞的增殖、迁移、侵
袭以及激活鼻咽癌的ＥＭＴ过程的发生。

综上所述，ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌中作为一种促癌
基因，可以促进鼻咽癌细胞的增殖、迁移、侵袭能力，

同时也能激活 ＥＭＴ过程。然而目前关于 ＳＨＣＢＰ１
激活鼻咽癌的 ＥＭＴ过程所涉及的具体信号通路等
仍然不明确，还有待进一步探究。与此同时，本研究

也发现ＳＨＢＣＰ１的表达量与ＨＮＳＣ中Ｔｈ２细胞的浸
润呈正相关，这是否意味着，ＳＨＣＢＰ１也参与了
ＨＮＳＣ的肿瘤免疫浸润，同时也影响了鼻咽癌 ＥＭＴ
过程的激活。但是由于鼻咽癌中仅有一部分属于角

化型癌，仅仅通过ＴＣＧＡ数据库中对ＨＮＳＣ的分析，
还不足以说明这一点。所以还有待进一步探究

ＳＨＣＢＰ１在鼻咽癌肿瘤免疫浸润中的作用。同时由
于ＳＨＣＢＰ１作为一种重要的与细胞内外信号传递有
关的蛋白，这预示着 ＳＨＣＢＰ１有望成为一种鼻咽癌
治疗的新靶点。
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