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　 　 摘　 要:　 目的　 本研究探讨靶向抑制内质网相关降解蛋白-1( Derlin-1)表达对头颈部鳞状细胞癌( HNSCC)
细胞凋亡及紫杉醇敏感性的影响。 方法　 以 HNSCC 细胞系(FADU、TU686、CAL27)为研究对象,构建 shRNA-Der-
lin-1 质粒并转染至细胞中。 经紫杉醇处理细胞后,采用流式细胞仪检测细胞凋亡比例。 结果　 shRNA-Derlin-1 质

粒可显著抑制 HNSCC 细胞中 Derlin-1 的表达,同时降低肿瘤细胞蛋白激酶 B( AKT)的磷酸化水平及 B 细胞淋巴

瘤-2(Bcl-2)的表达,并且显著提高 HNSCC 细胞的凋亡率(P<0. 001)。 经紫杉醇处理后,HNSCC 细胞凋亡率进一

步增加(P<0. 001)。 结论　 靶向抑制 Derlin-1 可通过阻断 AKT 信号通路的活化,下调 Bcl-2 表达,从而促进肿瘤细

胞凋亡,并增强 HNSCC 细胞对紫杉醇的敏感性。
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　 　 Abstract: 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

targeted
 

inhibition
 

of
 

Derlin-1
 

expression
 

on
 

apoptosis
 

and
 

paclitaxel
 

sensitivity
 

of
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

( HNSCC)
 

cells.
 

Methods 　 Using
 

HNSCC
 

cell
 

lines
 

(FADU,
 

TU686,
 

CAL27)
 

as
 

the
 

study
 

subjects.
 

The
 

shRNA-Derlin-1
 

plasmids
 

were
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

the
 

cells.
 

After
 

treating
 

the
 

cells
 

with
 

paclitaxel,
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Results 　 The
 

shRNA-
Derlin-1

 

plasmid
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

Derlin-1
 

in
 

HNSCC,
 

reduced
 

the
 

phosphorylation
 

level
 

of
 

tumor
 

cell
 

protein
 

kinase
 

B
 

(AKT)
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

( Bcl-2),
 

and
 

significantly
 

increased
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

HNSCC
 

(P<0. 001).
 

After
 

paclitaxel
 

treatment,
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

HNSCC
 

was
 

further
 

increased
 

(P<0. 001).
 

Conclusions　 Targeted
 

inhibition
 

of
 

Derlin-1
 

can
 

promote
 

tumor
 

cell
 

apoptosis
 

by
 

blocking
 

the
 

AKT
 

pathway
 

activation
 

and
 

down-regulating
 

Bcl2
 

expression,
 

thereby
 

increasing
 

the
 

sensitivity
 

of
 

HNSCC
 

to
 

paclitaxel.
　 　 Keywords:Head

 

and
 

neck
 

neoplasm;
 

Derlin-1;
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　 　 头颈部鳞状细胞癌(head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,HNSCC)指除鼻咽癌和皮肤鳞癌之外的来

源于头颈部各个部位的鳞癌,包括口腔、口咽、喉和下

咽部位的鳞癌[1] 。 HNSCC
 

位居全身恶性肿瘤第六

位,5 年总生存率仅 50%,尽管治疗手段在进步,但生

存率并未得到显著提高[2] 。 紫杉醇及其衍生物是局

部晚期或复发 HNSCC 诱导化疗的常用药物,疗效确

切且毒性较小,但耐药是其治疗失败的主要原因[3] 。
内质网相关降解蛋白-1

 

(Derlin-1)
 

是内质网相

关降解途径的核心蛋白,对内质网应激诱导的细胞周

期阻滞和细胞凋亡发挥抑制作用[4] 。 未折叠的蛋白

质反应是由内质网中未折叠或错误折叠的蛋白质积
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累触发的促存活机制,在许多人类癌症中被激活,在
肿瘤进展和治疗抵抗中起着关键作用[5] 。 前期研究

结果表明,磷脂酰肌醇
 

3-
 

激酶 / 蛋白激酶
 

B( phos-
phatidylinositol

 

3-kinase / protein
 

kinase
 

B,PI3K / AKT)
信号通路是细胞增殖和细胞存活的关键通路,肿瘤环

境下 PI3K / AKT 途径与 Derlin-1 密切相关[6] ,因此,
Derlin-1 与许多人类癌症的进展和预后有关。 已有研

究表明,降低肿瘤细胞 Derlin-1 表达,可显著减弱

PI3K / AKT 信号通路的活化,促进细胞凋亡,抑制肿

瘤细胞生长[7] 。 Pi 等[8] 已通过研究发现 Derlin-1 在

HNSCC 细胞系(包括 FADU、TU686、5-8F、6-10B 等)
的表达量远高于非恶性细胞系,

 

表明 Derlin-1 在

HNSCC 的发展过程中可能起到促进作用。 因此,探
索靶向 Derlin-1 的抑制剂是否影响 HNSCC 对紫杉醇

的耐药性具有重要科学价值及临床意义。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞 　 人咽鳞癌细胞( FADU)购买于上海

中桥新舟;人喉鳞癌细胞( TU686)购买于上海通派

生物;人舌鳞癌细胞(CAL27)购买于吉凯基因。
1. 1. 2　 材料 　 紫杉醇购买于 APExBIO 公司;shR-
NA-Derlin-1 质粒 ( shRNA-Derlin-1

 

SRD) 和 shRNA
空载质粒(shRNA-NC

 

SRC)的构建由锐博生物公司

完成;LY294002 购买于 APExBIO 公司。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器　 RPMI-1640 培养基购买于

Sigma 公司;MEM 培养基购买于 Hyclone 公司;胎牛

血清(FBS)购买于 Gibco 公司;CCK-8 试剂盒购买于

日本同仁;LIP2000 购买于 invitrogen 公司;RIPA 裂解

液购买于中国上海碧云天公司;SuperECLPlus 超敏发

光液购买于美国 advansta 公司;Derlin1 抗体购买于中

国博奥森公司;AKT 抗体购买于英国 abcam 公司;
p-AKT 抗体购买于美国 CST 公司; Bcl-2 抗体和

β-actin 抗体购买于美国 proteintech 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养　 FADU、TU686 和 CAL27
 

3 组细

胞作为实验对象,细胞经复苏、培养至对数生长期,
所用培养基分别为:含 10% FBS+1%双抗的

 

RPMI-
1640 培养基、含 15% FBS+1%双抗的 MEM 培养基

和含 10%FBS+1%双抗的
 

RPMI-1640
 

培养基。
1. 2. 2　 细胞转染　 分别取对数生长期的 3 种细胞,
将其分为空白对照组( Blank),SRC 转染对照组和

SRD 转染组,使用 Lipo2000 将 SRC 和 SRD 质粒分

别转染入对数生长期的肿瘤细胞,培养 48
 

h 后,使
用 G418 筛选。
1. 2. 3　 CCK8 检测不同浓度紫杉醇不同处理时间

后的细胞活力　 将处于对数生长期细胞,分别使用

不同浓度的紫杉醇(0、5、10、20、40、80
 

和 160
 

μmol / L)
进行处理,培养 24

 

h,CCK8 试剂盒检测各处理组细

胞的增殖能力,确定各细胞系的 IC50 值。 本实验采

用 Bio-Tek 酶标仪分析 450
 

nm 处 OD 值。
1. 2. 4 　 Western

 

blot 检测 Derlin-1、AKT、p-AKT 以

及 Bcl-2 蛋白表达情况 　 蛋白提取:采用细胞刮收

集细胞于 1. 5
 

mL 离心管中,2
 

000
 

rpm
 

离心 5
 

min,
收集细胞沉淀。 每管中加入 200

 

μL
 

RIPA
 

蛋白裂解

液,完全震荡,静置 5
 

min,重复 3 次,超声破碎处理

1. 5
 

min,4℃ 、15
 

000
 

rpm、20
 

min 离心,去除沉淀,收
集上清液,BCA 检测蛋白浓度,并计算上样量。

Western
 

blot
 

检测:制备
 

10%
 

聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE),装配电泳系统,加等量蛋白样本,电
泳完成后转膜,5%脱脂奶粉封闭,孵育一抗,4℃ 、
14

 

h、孵育二抗,化学发光仪检测目的蛋白表达水平。
1. 2. 5　 流式细胞术测细胞凋亡　 取对数生长期的

HNSCC 细胞接种于 24 孔培养板,分 6 组进行实验,
分别为 Blank 组、空载质粒对照组(SRC)、质粒转染

组(SRD)、空白紫杉醇组(Blank+PTX)、空载质粒紫

杉醇组( SRC +PTX)、质粒紫杉醇组( SRD + PTX)。
紫杉醇的浓度为各细胞系的 IC50 值。 细胞培养

24
 

h。 收集细胞,将 PBS 加入到细胞中,洗涤 2 次,
每次 2

 

000
 

rpm 离心 5
 

min 后加入 500
 

μL 的 Binding
 

buffer 悬浮细胞,随后加入 5
 

μL
 

Annexin
 

V-APC 混匀

后再加入 5
 

μL
 

Propidium
 

Iodide,混匀室温、避光,反
应 10

 

min。 1
 

h 内,在流式细胞仪检测凋亡率。
1. 3　 统计学方法　

使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 统计软件进行统计分

析,符合正态分布的计量资料采用 􀭰x±s 表示,两组间

比较采用独立样本 t 检验;不符合正态分布的计量

资料采用非参数检验。 3 组及以上之间采用单因素

方差分析,符合正态分布采用 Bonferroni 检验。 P<
0. 05

 

为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 Western-blot 检测 Derlin-1 在 FADU、 TU686、
CAL27 细胞株中的表达

通过显微镜观察 FADU、TU686 和 CAL27 细胞

的形态结构,结果显示 3 种细胞在×100、×200 倍数
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下均具有典型的上皮样特征(图 1A)。 进一步采用

Western
 

blot 检测 Derlin-1 蛋白表达水平(图 1),结果

表明,Derlin-1 在 3 种细胞系中均表达较高,FADU
与 TU686 组表达水平相近(P>0. 05),CAL27 细胞

中 Derlin-1 的表达水平显著低于 FADU 组 ( P <
0. 001)和 TU686 组(P<0. 000

 

1)。
2. 2　 SRD 介导 Derlin-1 沉默在 HNSCC 细胞系中的

效率验证

为验证 SRD 对 Derlin-1 的沉默效率,本研究在

CAL27、 FADU 及 TU686 细 胞 中 构 建 SRD 敲 低

Derlin-1 表达模型,并通过 Western
 

blot 检测其蛋白

表达水平,结果见图 2。 与 Blank 组和 SRC 组相比,
SRD 处理后 3 种细胞系中 Derlin-1 蛋白表达水平均

明显降低 (P < 0. 001), 表明 SRD 能够有效沉默

Derlin-1 的表达。
2. 3　 CCK8

 

检测不同浓度紫杉醇不同处理时间后

的细胞活力

CCK-8 检测 FADU、TU686 和 CAL27 细胞在不

同时间点以及沉默 Derlin-1 条件下对紫杉醇的敏感

性。 结果显示,同一时间点,3 种细胞株的增殖能力

均随着紫杉醇浓度升高而降低,且各组 24
 

h 比 12
 

h
细胞增殖能力明显降低,CAL27 细胞的 IC50 由 12

 

h
的 40. 90

 

mol / L 降为 16. 95
 

mol / L;FADU 细胞 IC50
由 29. 62

 

mol / L 降至 13. 21
 

mol / L; TU686 细胞由

81. 73
 

mol / L 降至 21. 92
 

mol / L(图 3)。
2. 4　 靶向抑制 Derlin-1 表达增加 HNSCC 凋亡率及

对紫杉醇的敏感性

通过以上 CCK8 实验测定各细胞系对紫杉醇的

敏感性,在紫杉醇处理 24
 

h 后的
 

IC50 值分别为

31. 6、52. 9、41. 8
 

μmol / L。 各细胞系分别被 IC50 浓

度的紫杉醇处理 24
 

h,使用流式细胞仪观察检测早

期凋亡和晚期凋亡细胞所占比例。 与对照组比较,
结果显示 SRD 的转染显著增加了 HNSCC 细胞系的

凋亡率(P<0. 001),见图 4,表明靶向 Derlin-1 能诱

导 HNSCC 细胞的凋亡。 SRD 转染后再用紫杉醇处

理的凋亡率显著高于单纯紫杉醇处理(P<0. 001),
表明靶向 Derlin-1 能增加 HNSCC 细胞对紫杉醇的

凋亡率及敏感性。
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图 1　 Derlin-1 蛋白在 FADU、TU686 和 CAL27 细胞株中的表达分析　 A:3 种细胞形态结构;
 

B:Western
 

blot 蛋白电泳图;
 

C:蛋
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·62·



邓亚萍,等:靶向抑制 Derlin-1 促进头颈部鳞状细胞癌细胞凋亡并增强紫杉醇敏感性的研究 第 1 期　

FADU TU686CAL27

IC50=40.90�μmol/L IC50=81.73�μmol/LIC50=29.62�μmol/L

IC50=21.92�μmol/L
IC50=13.21�μmol/L

IC50=16.95�μmol/L

24�h 12�h 24�h 12�h 24�h 12�h

紫杉醇浓度（μmol/L） 紫杉醇浓度（μmol/L） 紫杉醇浓度（μmol/L）
0.0�����0.5�����1.0�����1.5�����2.0�����2.50.0�����0.5�����1.0�����1.5�����2.0�����2.50.0�����0.5�����1.0�����1.5�����2.0�����2.5

细
胞
活
力（

%
）

细
胞
活
力（

%
）

细
胞
活
力（

%
）

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

图 3　 CAL27、FADU 和 TU686 细胞在 12
 

h 和 24
 

h 对紫杉醇的耐药性

CAL27

细
胞
凋
亡
率（

%
）

40

30

20

10

0

Bla
nk

sh
RN

A-
NC

sh
RN

A-
De
rlin

-1

Bla
nk
+P
TX

sh
RN

A-
NC

+P
TX

sh
RN

A-
De
rlin

-1+
PT
X

****

****

ns

ns

C

TU686

Bla
nk

sh
RN

A-
NC

sh
RN

A-
De
rlin

-1

Bla
nk
+P
TX

sh
RN

A-
NC

+P
TX

sh
RN

A-
De
rlin

-1+
PT
X

50

40

30

20

10

0

细
胞
凋
亡
率（

%
）

ns

****

****

ns

shRNA-NC组Blank组 shRNA-Derlin-1组
Q1-UL（0.10%） Q1-UR（0.59%）

Q1-LL（99.20%） Q1-LR（0.11%）

Q1-UL（0.56%） Q1-UR（0.94%）

Q1-LL（98.26%） Q1-LR（0.25%）

Q1-UL（1.22%） Q1-UR（8.93%）

Q1-LL（89.24%） Q1-LR（0.61%）

Q1-UL（1.84%） Q1-UR（32.41%）

Q1-LL（64.48%） Q1-LR（1.28%）

Q1-UL（0.08%） Q1-UR（14.32%）

Q1-LL（81.40%） Q1-LR（4.21%）

Q1-UL（0.39%） Q1-UR（13.06%）

Q1-LL（82.82%） Q1-LR（3.73%）

Q1-UL（0.13%） Q1-UR（0.40%）

Q1-LL（96.96%） Q1-LR（2.51%）

Q1-UL（0.17%） Q1-UR（2.04%）

Q1-LL（96.51%） Q1-LR（1.27%）

Q1-UL（0.16%） Q1-UR（6.66%）

Q1-LL（81.24%） Q1-LR（11.93%）

Q1-UL（0.16%） Q1-UR（21.53%）

Q1-LL（45.24%） Q1-LR（33.07%）

Q1-UL（0.15%） Q1-UR（8.57%）

Q1-LL（71.84%） Q1-LR（19.44%）

Q1-UL（0.28%） Q1-UR（8.86%）

Q1-LL（70.81%） Q1-LR（20.06%）

Q1-UL（0.00%） Q1-UR（0.15%）

Q1-LL（97.21%） Q1-LR（2.65%）

Q1-UL（0.01%） Q1-UR（0.40%）

Q1-LL（89.18%） Q1-LR（0.41%）

Q1-UL（0.00%） Q1-UR（0.10%）

Q1-LL（99.10%） Q1-LR（0.80%）

Q1-UL（0.01%） Q1-UR（0.85%）

Q1-LL（54.55%） Q1-LR（44.59%）
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图 4　 CAL27(A)、FADU(B)和 TU686(C)细胞在不同处理条件下的凋亡情况
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2. 5　 沉默 Derlin-1 抑制 AKT 通路激活并下调 Bcl-2
表达

Western
 

blot 检测 CAL27、FADU 和 TU686 细胞

中 Derlin-1 沉 默 后 AKT 通 路 关 键 蛋 白 ( AKT、
p-AKT)及抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达变化(图 5)。 在

CAL27、FADU 和 TU686 细胞中,与 Blank 组及 SRC
组相比,SRD 组中 p-AKT 水平显著降低(P<0. 05),
Bcl-2 的表达水平同样均显著降低(P<0. 01),表明

沉默 Derlin-1 可抑制 AKT 通路激活并降低 Bcl-2
表达。
2. 6　 沉默 Derlin-1 协同 PI3K 抑制剂 LY294002 通

过抑制 AKT 通路下调 Bcl-2 表达并促进细胞凋亡

为进一步明确 Derlin-1 沉默是否通过 AKT 信

号 通 路 调 控 Bcl-2 表 达, 采 用 PI3K 抑 制 剂

LY294002 对 CAL27、 FADU 及 TU686 细胞进行干

预,并检测关键蛋白( AKT、p-AKT 及 Bcl-2)的表达

情况(图 6)。 结果显示,在 CAL27、FADU 和 TU686
细胞 中, 与 Blank + LY294002 组 及 shRNA-NC +
LY294002 组相比,shRNA-Derlin-1 + LY294002 组的

p-AKT 及 Bcl-2 表达水平均显著下降(P<0. 05),且
与 shRNA-Derlin-1 组相比,p-AKT 及 Bcl-2 表达水平

进一步显著降低(P<0. 05),表明沉默 Derlin-1 协同

LY294002 可能通过阻断 AKT 通路降低 Bcl-2 表达,
从而增强肿瘤细胞对凋亡的敏感性,逆转 HNSCC
的耐药性。

3　 讨论

Derlin-1 是一种重要的内质网膜蛋白,主要起

到消除错误折叠蛋白质的作用[9] 。 生存分析表明,
高表达 Derlin-1 与较差的预后、较短的总生存期和

无病生存期显著相关,且Derlin-1通过激活
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图 5　 沉默 Derlin-1 抑制 AKT 通路激活并下调 Bcl-2 表达　 　 注:∗P<0. 05;∗∗P<0. 01。 下同。
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图 6　 沉默 Derlin-1 协同 PI3K 抑制剂 LY294002 通过抑制 AKT 通路下调 Bcl-2 表达并促进细胞凋亡

号传导促进癌细胞的化疗耐药,随后下游
 

Bcl-2 升

高[6] 。 已有研究表明,Derlin-1
 

在乳腺癌、肺癌、结
直肠癌、鼻咽癌中高表达,并保护肿瘤细胞免受内质

网应激诱导的细胞凋亡[7,10-11] 。 Fan 等[12] 研究表明

Derlin-1 沉默显著抑制了 PI3K / AKT 信号通路的激

活,提高了细胞凋亡水平,进而抑制结肠癌和肝细胞

癌细胞增殖。 研究证实,PI3K / AKT 信号通路参与

HNSCC 发生发展的细胞途径,包括存活、增殖、侵袭

以及凋亡[13] 。 然而,在 HNSCC 中 Derlin-1 是否通

过调控 AKT 发挥作用仍需进一步研究。 Pi 等[8] 通

过研究 Derlin-1 在 HNSCC 中的表达谱,发现 Derlin-1
在 HNSCC 中的表达远高于邻近黏膜, 且发现

Derlin-1 在 HNSCC 细胞系中的敲低表达可抑制细

胞增殖、转移并促进细胞凋亡,进一步的实验表明,
PI3K / AKT、p53 和 Smad2 / 3 的信号可能参与这些

过程。
本研究发现 Derlin-1 在多种 HNSCC 细胞系中

同样高表达,表明其在 HNSCC 的恶性生物学过程

中具 有 普 遍 性。 为 进 一 步 探 讨
 

Derlin-1 影 响

HNSCC 细胞凋亡和紫杉醇耐药性的分子机制,在 Pi
等[8]已证实 Derlin-1 在 HNSCC 系中较正常细胞表

达水平明显升高的基础上,使用 3 种常见的 HNSCC
细胞株 FADU、TU686、CAL27,建立各自的 Derlin-1
敲低模型,发现和空载组及空白组相比,转染组通过

敲低 Derlin-1 表达进一步提高了 HNSCC 细胞凋亡

水平,提示 Derlin-1 可能通过抑制凋亡途径参与耐

药过程。 进一步机制研究发现, Derlin-1 下调后,
AKT 磷酸化水平显著降低,伴随其下游抗凋亡蛋白

Bcl-2 表达下调,Derlin-1 可能通过 AKT 信号通路发

挥抗凋亡作用。 该信号通路在多种肿瘤耐药机制中

均被证实发挥关键作用,作为外源性生存信号与细

胞内抗凋亡效应的关键枢纽,尤其是 Bcl-2 蛋白的

上调,显著促进凋亡抑制及药物耐受的发生。 使用

PI3K 通路抑制剂 LY294002 处理细胞后,进一步降

低了 AKT、p-AKT 和 Bcl-2 表达。 说明沉默 Derlin-1
可能通过抑制 PI3K / AKT 途径的激活,提高了细胞
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凋亡水平,表明沉默 Derlin-1 可能促进细胞凋亡,增
加了肿瘤细胞对紫杉醇的敏感性。

综上所述,本研究发现沉默 Derlin-1 通过抑制
 

PI3K / AKT
 

途径促进
 

HNSCC
 

细胞凋亡,并增强肿瘤

细胞对紫杉醇的敏感性,这表明 Derlin-1 可能是

HNSCC 进展的预测因子,为开发 HNSCC 的治疗靶

点提供了新的线索。
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