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　　摘　要：目的　研究硫链丝菌肽（ＴＳＴ）对人鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株增殖能力及ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１（Ｆｏｘｍ１）表达的影

响。方法　以 ＭＴＴ法分别测定不同浓度（１、２、４、８、１２、１６μｍｏｌ／Ｌ）ＴＳＴ作用于人鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞４８ｈ的增殖抑制率；通过

流式细胞仪（ＦＣＭ）检测不同浓度（１、２μｍｏｌ／Ｌ）ＴＳＴ分别作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈ后对其细胞周期动力学的影响；采用免疫细胞

化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＮＥ１细胞中Ｆｏｘｍ１蛋白表达以及不同浓度ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈＦｏｘｍ１蛋白表达的变

化。结果　不同浓度（１、２、４、８、１２、１６μｍｏｌ／Ｌ）ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈ后的增殖抑制率分别为８．３１％、１７．４６％、３４．２８％、

５８．６８％、８７．９１％、９９．０５％；浓度分别为１、２μｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＴ作用于ＨＮＥ１细胞４８ｈ后，均使ＨＮＥ１细胞停滞于Ｇ１／Ｇ０ 期（犘＜

０．０５），且呈剂量依赖性（犘＜０．０５）；同时将ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８后，经免疫细胞化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ均检测到Ｆｏｘｍ１

蛋白在 ＨＮＥ１细胞胞质中表达显著降低（犘＜０．０５）。结论　ＴＳＴ对人鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株具有明显的增殖抑制作用，可能与

降低肿瘤细胞中Ｆｏｘｍ１蛋白表达有关。
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　　硫链丝菌肽（ｔｈｉｏｓｔｒｅｐｔｏｎ，ＴＳＴ）是一种噻唑类抗生素，可

从多株青链霉菌中分离获得［１］。最近，有研究发现ＴＳＴ可通

过靶向作用于ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１（Ｆｏｘｍ１）转录因子抑

制肿瘤细胞增殖，并且对其他转录因子的转录活性无影响；此

外，用此类抗生素处理不同来源的人肿瘤细胞株，可在下调

Ｆｏｘｍｌ基因表达的同时诱导细胞凋亡
［２］。

Ｆｏｘｍ１是一种上调细胞增殖的转录因子，属叉头框家族

（Ｆｏｘ家族）。有研究表明，它与胚胎发育、再生、衰老和肿瘤发

生等许多病理生理过程密切相关［３］。本研究前期工作中发现

Ｆｏｘｍ１在鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）组织中高表

达，与ＮＰＣ的分期及转移程度呈正相关。因此，本研究从细胞

角度检测Ｆｏｘｍ１在鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株中的表达；同时检测

ＴＳＴ对鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株增殖抑制的作用及可能机制，现

报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　肿瘤细胞系　人鼻咽癌ＨＮＥ１细胞株（购自中科院上

海细胞所）。

１．１．２　试剂与药品　ＲＰＩＭ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司），新生小牛血清

（杭州四季青公司），四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，上海华舜生物工

程有限公司），二甲亚砜（ＤＭＳＯ，重庆医药股份有限公司），

ＴＳＴ（Ｍｅｒｃｋ公司），免疫组化ＳＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ显色试剂

盒、山羊抗兔二抗（北京中杉公司），兔抗人Ｆｏｘｍ１多克隆抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂（碧云天生物技术

公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将 ＨＮＥ１细胞接种到含１０％热灭活小牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度孵箱

内培养，细胞呈单层黏壁生长。传代时用０．１％胰酶－０．０２％

ＥＤＴＡ溶液消化，台盼蓝拒染法计算成活细胞数。

１．２．２　ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞体外抑制实验　取对数生长期的

ＨＮＥ１细胞，胰酶消化，离心，制成细胞悬液，调整细胞数为

５×１０４／ｍＬ。取９６孔培养板，每孔加入２００μＬ细胞悬液，加

入ＴＳＴ，使其终浓度分别为１、２、４、８、１２、１６μｍｏｌ／Ｌ，每一浓度
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重复６孔，设试剂对照组及细胞对照组，置３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱

内培养４８ｈ。离心后，小心去除上清液，每孔加无血清培养液

２００μＬ及５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ继续培养４ｈ。离心，吸去上

清液，每孔加２００μＬＤＭＳＯ，置于振荡器上振荡１０ｍｉｎ，自动

酶标仪上测出各孔吸光度值［Ｄ（４９０）］，检测波长为４９０ｎｍ。

上述实验均重复３次，计算细胞生长抑制率。

１．２．３　ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞周期变化的影响　分别将浓度为

１、２μｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＴ处理细胞４８ｈ后，实验设置对照组，收集

ＨＮＥ１细胞，ＰＢＳ洗涤 ２ 次。离心，去上清液，缓慢加入

－２０℃预冷的７５％乙醇，固定１ｈ。ＰＢＳ洗涤２次，将等体积

的细胞悬液和ＰＩ染液混合，４℃放置３０ｍｉｎ。将样品放入流

式细胞仪（ＦＣＭ）的样品室，以激发波长４８８ｎｍ 测定，并用

ＭｏｄｆｉｔＬＴ２．０软件分析细胞周期分布。

１．２．４　免疫细胞化学法测定不同浓度ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细

胞４８ｈ后Ｆｏｘｍ１的蛋白表达　分别将终浓度为１、２μｍｏｌ／Ｌ

的ＴＳＴ处理细胞４８ｈ，同时设细胞对照组和以 ＰＢＳ代替

Ｆｏｘｍ１一抗的阴性对照组。参照免疫组化ＳＡＢＣ试剂盒说明

书进行。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞Ｆｏｘｍ１蛋白表达　将终浓度分

别为１、２μｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＴ作用 ＨＮＥ１细胞４８ｈ后，细胞裂解

液提取胞浆蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定含量后，取等质量的蛋白进

行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转膜（２２０ｍＡ２ｈ）后封闭１ｈ，加入

兔抗人Ｆｏｘｍ１、βａｃｔｉｎ一抗３７℃孵育。洗涤后加入羊抗兔二

抗孵育２ｈ，ＴＢＳＴ液洗涤膜３次，加入ＥＣＬ化学发光试剂，曝

光，成像。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析软件测定各条带光密度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。计量

资料采用狓±狊表示，进行多组均数比较的单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞的生长抑制作用　通

过 ＭＴＴ观察到，ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞生长抑制作用明显。经

各浓度ＴＳＴ作用４８ｈ后，ＨＮＥ１细胞的生长抑制率分别在

８．３１％、１７．４６％、３４．２８％、５８．６８％、８７．９１％、９９．０５％（表１）。

由此计算出 ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈ的ＩＣ５０为４．０１５

μｍｏｌ／Ｌ。根据本结果，本文后续实验均选择浓度为１、２μｍｏｌ／

Ｌ的ＴＳＴ药物作用于 ＨＮＥ１细胞。

表１　　ＴＳＴ作用４８ｈ后对 ＨＮＥ１细胞增殖抑制作用的

　　　　影响（狓±狊）

组别 ＯＤ４９０ 抑制率（％）

对照组 ０．９５１±０．０７１ ０．００

ＴＳＴ１μｍｏｌ／Ｌ组 ０．８７２±０．０５２ ８．３１

ＴＳＴ２μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７８５±０．０１８ １７．４６

ＴＳＴ４μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６２５±０．０２６ ３４．２８

ＴＳＴ８μｍｏｌ／Ｌ组 ０．３９３±０．０１７ ５８．６８

ＴＳＴ１２μｍｏｌ／Ｌ组 ０．１１５±０．０１１ ８７．９１

ＴＳＴ１６μｍｏｌ／Ｌ组 ０．００９±０．０３４ ９９．０５

２．２　ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞周期变化的影响　用 ＦＣＭ 检测

ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈ细胞周期的变化显示，经ＴＳＴ

处理的两组细胞的Ｇ０／Ｇ１ 期细胞百分率（６８．４９±３．１６％）％、

（７２．３１±２．４３）％均高于对照组（５３．９１±５．１３）％，且差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。结果还显示２μｍｏｌ／ＬＴＳＴ组Ｇ０／Ｇ１ 期

百分率高于１μｍｏｌ／ＬＴＳＴ组（犘＜０．０５），见表２。

２．３　免疫细胞化学法测定不同浓度ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞

４８ｈ的Ｆｏｘｍ１蛋白表达量　Ｆｏｘｍ１在对照组细胞质内表达明

显，不同浓度ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞４８ｈ的Ｆｏｘｍ１蛋白表

达减少，并且ＴＳＴ浓度越大，Ｆｏｘｍ１蛋白表达减少越明显。利

用分析测量图像软件ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ５．０进行半定量分析，各浓

度ＴＳＴ组的平均光密度值（ＴＳＴ１μｍｏｌ／Ｌ组：０．２０７±０．００８，

ＴＳＴ２μｍｏｌ／Ｌ组：０．１８６±０．００６）与对照组（０．２２４±０．００８）比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见封３图１。

表２　　ＴＳＴ对 ＨＮＥ１细胞周期变化的影响（狓±狊，％）

组别 Ｇ０～Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ５３．０１±５．１３ ２６．６６±１．０４ ２０．３３±１．０３

ＴＳＴ１μｍｏｌ／Ｌ组 ６８．４９±３．１６ａ １８．３３±１．１３ａ １３．１８±２．３１ａ

ＴＳＴ２μｍｏｌ／Ｌ组 ７２．３１±２．４３ａｂ １４．１８±１．２１ａｂ １３．５１±２．５２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＴＳＴ１μｍｏｌ／Ｌ组

比较。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度 ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１细胞

４８ｈ的Ｆｏｘｍ１蛋白表达　作用４８ｈ后对照组和各浓度ＴＳＴ

组均可见明显的Ｆｏｘｍ１蛋白表达，在经ＴＳＴ处理的细胞上表

达尤其明显。将各浓度ＴＳＴ组Ｆｏｘｍ１／内参灰度比值（ＴＳＴ１

μｍｏｌ／Ｌ组：０．８３１±０．０１４，ＴＳＴ２μｍｏｌ／Ｌ组：０．７５８±０．０２６），

与对照组（０．９６２±０．０１６）进行比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图２。

　　１：对照组；２：ＴＳＴ１μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＴＳＴ２μｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＴＳＴ作用于 ＨＮＥ１

细胞４８ｈ的Ｆｏｘｍ１蛋白表达

３　讨　　论

鼻咽癌是中国南方常见的头颈部恶性肿瘤之一，化疗是目

前晚期鼻咽癌的主要治疗方案之一，但由于化疗药物毒副作用

大，临床应用受到限制［４］。肿瘤的发生、发展是一个多因素协

同作用的过程，包括病毒感染、致癌物作用、癌基因激活和抑癌

基因失活、细胞凋亡和增殖调节失调等多个因素多个环节［５］。

随着肿瘤发生、发展过程中新的肿瘤分子机制的不断阐明，全

新的肿瘤治疗策略应运而生。其中靶向治疗是目前肿瘤治疗

的研究热点［６］。

Ｆｏｘｍ１基因是一种增殖特异性基因，与胚胎发育、衰老、

再生和肿瘤等许多病理、生理过程关系密切［７］。目前，有研究

发现，Ｆｏｘｍ１在肝癌、基底细胞癌、乳腺癌 、肺癌等多种肿瘤中

高表达，参与肿瘤的发生、发展［８１２］。Ｆｏｘｍ１有望成为一种潜

在的全新肿瘤治疗靶点。另有报道，ＴＳＴ可特异性抑制乳腺

癌细胞中Ｆｏｘｍ１，而达到抑制肿瘤生长的作用
［７］。

作者的前期研究发现，Ｆｏｘｍ１在人鼻咽癌组织中高表达，

并与鼻咽癌的分期及转移程度呈正相关。因此，本研究从细胞

角度检测Ｆｏｘｍ１在鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株中的表达；同时检测

ＴＳＴ对鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株增殖抑制的作用及与Ｆｏｘｍ１相

关的可能机制，结果显示：（１）ＴＳＴ对 ＨＮＥ１有明显的增殖抑

制作用，并且随浓度的增加，增殖抑制作用增强，这与Ｎｉｃｏｌａｏｕ

等［１３］报道ＴＳＴ对肺癌细胞株具有较强的增殖抑制作用相符。
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（２）在ＴＳＴ作用后的 ＨＮＥ１细胞中，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞百分率增

加，导致 ＨＮＥ１细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期，并且呈剂量依赖性，这

与Ｋｏｏ等
［２］报道ＴＳＴ阻滞乳腺癌细胞株于Ｇ０／Ｇ１ 期是相符

的。（３）随ＴＳＴ浓度的增加，Ｆｏｘｍ１蛋白表达量的表达逐渐减

少；ＴＳＴ 对 ＨＮＥ１细胞的增殖抑制作用可能是通过抑制

Ｆｏｘｍ１蛋白表达实现的，这与Ｂｈａｔ等
［１４］报道相符。

综上所述，ＴＳＴ对人鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株具有较好的体

外增殖抑制作用，其机制可能是通过抑制肿瘤细胞中Ｆｏｘｍ１

转录因子的蛋白表达实现的。本实验可为Ｆｏｘｍ１基因成为肿

瘤治疗的新靶点及其特异性抑制剂ＴＳＴ的临床应用提供一定

的实验室基础。
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