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吡咯烷二硫代氨基甲酸盐对喉癌Ｈｅｐ２细胞增殖和凋亡的影响
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　　摘　要：目的　研究吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ＰＤＴＣ）对喉癌 Ｈｅｐ２细胞增殖和凋亡的影响。方法　体外培养 Ｈｅｐ２细胞，

细胞分为３个组：对照组、实验分为５０、１００μｍｏｌ／Ｌ组。采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）实验检测不同浓度ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞生

长的抑制作用；流式细胞术检测ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响；实时定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞

ＢｃｌｘＬ和ＸＩＡＰ的ｍＲＮＡ表达的影响；蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）检测ｐＩκＢ、ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的蛋白表达及活化。结果　ＰＤＴＣ

对５０μｍｏｌ／Ｌ组和１００μｍｏｌ／Ｌ组的 Ｈｅｐ２细胞生长抑制与对照组比较，差异有统计学意义，ＰＤＴＣ的浓度越大，抑制效果越明显

（犘＜０．０５）。Ｈｅｐ２细胞经ＰＤＴＣ处理２４ｈ后，５０μｍｏｌ／Ｌ组和１００μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋亡率分别为（２５．１±２．１８）％和（３５．４±

２．６２）％，与对照组（３．１２±１．０７）％比较，差异有统计学意义。ＰＤＴＣ能导致 Ｈｅｐ２细胞生长抑制和凋亡增加且呈量效关系。结

论　ＰＤＴＣ能够通过阻断 Ｈｅｐ２细胞ＮＦκＢ的活化，降低与抗凋亡相关基因ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的表达，抑制 Ｈｅｐ２细胞增殖并促

进凋亡。
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　　喉癌是头颈部肿瘤中的高发病，占全身恶性肿瘤的

５．７％～７．６％，占耳鼻咽喉恶性肿瘤的７．９％～３５％，也是呼

吸道仅次于肺癌的第二位高发癌［１］。其发病可能与吸烟、饮

酒、空气污染、病毒感染及激素水平等多种因素有关。核因子

κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）作为一种核转录因子广泛存

在于多种真核细胞内，参与细胞的炎症反应和免疫应答，调控

细胞增殖与凋亡，在肿瘤细胞的发生、发展中起着重要的作

用［２３］。吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ａｍｍｏｎｉｕｍｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉ

ｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）是一种可以通透细胞膜的 ＮＦκＢ活化

抑制剂，可以在多种细胞中抑制 ＮＦκＢ的激活
［４］。本研究拟

通过体外细胞实验来探讨ＰＤＴＣ对喉癌 Ｈｅｐ２细胞的凋亡和

增殖的影响，为进一步发掘有效治疗喉癌的药物和阐明相关机

制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　喉癌 Ｈｅｐ２细胞购自中科院上海细胞所。１６４０

培养基和胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ＰＤＴＣ（中国碧云天

生物科技研究所），ＭＴＴ试剂（中国碧云天生物科技研究所），

Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＮＡ反转录试剂盒（宝生物工

程大连有限公司），核酸染料（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ｐＩκＢ单克

隆抗体、ＢｃｌｘＬ单克隆抗体、ＸＩＡＰ单克隆抗体（美国Ｓｉｇｍａ公

司），流式细胞仪（美国ＢＤ公司），ＣＦＸ９６ＴＭＰＣＲ仪（美国

ＢｉｏＲａｄ公司），凝胶成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｈｅｐ２细胞接种于５０ｍＬ细胞培养瓶，用

含有１０％胎牛血清的１６４０培养基培养细胞。培养瓶置于

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中。细胞贴壁生长后２ｄ

换液１次，细胞融合至８０％左右时消化传代。

１．２．２　Ｈｅｐ２细胞的分组及培养　取对数生长期细胞配制成

浓度为５×１０４／ｍＬ的 Ｈｅｐ２细胞悬液，每孔加入２００μＬ细胞

悬液，将细胞接种于９６孔板。细胞分为３个组：对照组、实验

分为５０、１００μｍｏｌ／Ｌ组。每组设３个复孔，置于３７℃、５％

ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱内培养。细胞贴壁后实验组加入
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ＰＤＴＣ处理细胞，对照组加入磷酸盐缓冲液。各组分别培养

２４ｈ后，每孔加入浓度为５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ继续培养

４ｈ，小心吸弃孔内液体，加入１５０μＬ二甲亚砜，酶标仪 Ａ４９０

ｎｍ测定各孔ＯＤ值。

１．２．３　Ｈｅｐ２细胞凋亡的流式细胞术检测　５０、１００μｍｏｌ／Ｌ

组处理细胞２４ｈ后，０．１２５％的胰蛋白酶消化后离心，将细胞

转入流式管，用结合缓冲液重悬细胞至５×１０５／ｍＬ，取１９５

μＬ，加入ＦＩＴＣ标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ５μＬ，室温避光反应约１０

ｍｉｎ，离心后用１９０μＬ结合缓冲液重悬细胞，再加入浓度为５０

μｇ／ｍＬ的ＰＩ１０μＬ，避光反应５ｍｉｎ后，加入２００μＬ缓冲液，

立即用ＦＡＣＳｃａｎ进行流式细胞术定量检测。对照组不加任何

试剂。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测ＢｃｌｘＬ及 ＸＩＡＰ的表达　对照组、５０

μｍｏｌ／Ｌ组，１００μｍｏｌ／Ｌ组的 Ｈｅｐ２细胞接种于６孔板。处理

细胞１２ｈ后，用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总ｍＲＮＡ，逆转录试剂盒转

为ｃＤＮＡ。引物采用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计，引物由上海生工生物

工程有限公司合成，ＢｃｌｘＬ引物上游序列：５′ＧＴＧＧＣＣＧＧＣ

ＧＴＧＧＴＴ３′，下游序列：５′ＧＡＧＧＧＴＡＧＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴ

ＣＡＧＴＧＴ３′；ＸＩＡＰ引物上游序列：５′ＴＴＴＴＴＣＣＣＣＴＧＴ

ＣＣＣＴＴＴＧＡ３′，下游序列：５′ＡＣＡＣＡＧＧＧＣＣＡＡ ＡＴＣ

ＡＣＡＴＴＡＴＡＴＡＣ３′。ＲＴＰＣＲ反应条件为预变性９５℃３

ｍｉｎ；变性９５℃１０ｓ；退火６０℃３０ｓ；返回９５℃１０ｓ，扩增３９

个循环；６５～９５℃，每０．５℃５ｓ梯度递增；终止反应。采用荧

光定量ＰＣＲ分析软件ＢｉｏＲａｄＣＦＸｍａｎａｇｅｒ分析结果。

１．２．５　ｐＩκＢ、ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测　３组细胞处理１２ｈ后，分别加入适量的ＲＩＰＡ细胞裂解液

于冰上裂解细胞，提取总蛋白。按照碧云天公司ＢＣＡ试剂盒

进行蛋白定量。取５０μｇ蛋白进行聚丙烯酰氨凝胶电泳（ｓｏｄｉ

ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）分离，浓缩胶电压６０Ｖ，分离胶电压８０Ｖ。电泳结束

后转膜至聚偏二氟乙烯膜。５％脱脂奶粉封闭后，加入一抗ｐ

ＩκＢ、ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ（抗体稀释度为１∶５００），内参为ＧＡＰＤＨ

（抗体稀释度为１∶５００），置４℃冰箱内过夜，复温后用ＴＢＳＴ

洗膜，加入二抗为辣根过氧化物 （ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ（抗体稀释度为１∶１０００）孵育１．５ｈ。

电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒检测信号，

凝胶成像仪采集图像，结果采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行条带

灰度分析，实验重复３次。

１．２．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行数据分

析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞的生长抑制作用　ＰＤＴＣ对５０

μｍｏｌ／Ｌ组和１００μｍｏｌ／Ｌ组的 Ｈｅｐ２细胞生长抑制与对照组

比较，差异有统计学意义，ＰＤＴＣ的浓度越大，抑制效果越明显

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　３组 Ｈｅｐ２细胞增殖的 ＭＴＴ法检测结果比较

组别 ＯＤ值

对照组 １．０５±０．０７

５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．８６±０．０６

１００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６６±０．０６△

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与５０μｍｏｌ／Ｌ组比较。

２．２　ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响　流式细胞术结果见图

１。Ｈｅｐ２细胞经 ＰＤＴＣ处理２４ｈ后，５０μｍｏｌ／Ｌ组和１００

μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋亡率分别为（２５．１±２．１８）％和（３５．４±

２．６２）％，与对照组（３．１２±１．０７）％比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：５０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：１００μｍｏｌ／Ｌ组。

图１　　３组 Ｈｅｐ２细胞凋亡的流式细胞术检测

表２　　３组 Ｈｅｐ２细胞ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的ｍＲＮＡ表达

　　　　水平比较（狓±狊）

组别 ＢｃｌｘＬ相对表达量 ＸＩＡＰ相对表达量

对照组 １．００±０．００ １．００±０．００

５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．８３±０．０９ ０．７８±０．０７

１００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６６±０．０５△ ０．５９±０．１１△

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与５０μｍｏｌ／Ｌ组比较。

２．３　ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞的ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的 ｍＲＮＡ表达

的影响　５０μｍｏｌ／Ｌ组和１００μｍｏｌ／Ｌ组ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ与ＸＩ

ＡＰｍＲＮＡ表达比对照组低（犘＜０．０５）。１００μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ

比５０μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ作用更为明显（犘＜０．０５），见表２。

２．４　ＰＤＴＣ对 Ｈｅｐ２细胞的ｐＩκＢ、ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的蛋白表

达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果见图２。５０μｍｉｏｌ／Ｌ组和１００

μｍｏｌ／Ｌ组ｐＩκＢ、ＢｃｌｘＬ与 ＸＩＡＰ蛋白表达比对照组低（犘＜

０．０５）。
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　　１：对照组；２：５０μｍｏｌ／Ｌ组；３：１００μｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　３组 Ｈｅｐ２细胞ｐＩκＢ、ＢｃｌｘＬ与ＸＩＡＰ蛋白的表达

３　讨　　论

ＩＫＫ／ＮＦκＢ信号通路被证实在多种肿瘤中异常激活，促

进肿瘤细胞增殖、抗凋亡、转移侵袭、血管生成和炎症反应

等［５］。经典的ＩＫＫ／ＮＦκＢ信号通路途径
［６］主要影响的是ＮＦ

κＢ家族中的ＲＥＬＡ和ｐ５０成员，无刺激信号时胞质中ＲｅｌＡ：

ｐ５０与抑制因子ＩκＢ结合而处于静止状态，当刺激信号出现时

胞质中ＩκＢ激酶（ＩκＢｋｉｎａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＩＫＫ）激活使与ＲｅｌＡ：ｐ５０

结合的ＩκＢ磷酸化激活而从三聚体脱落降解，ＲｅｌＡ：ｐ５０二聚

体则进入核内启动或增强相关靶基因转录。Ｈｉｄｅｓｈｉｍａ等
［７］

通过ＩκＢ抑制剂阻断ＮＦκＢ信号通路，发现能够降低ＩＧＦ１Ｈ

和ＩＬ６的分泌，抑制多发性骨髓瘤细胞在体内外的生长和增

殖。通过抑制肿瘤细胞增殖促进凋亡发生已经成为目前肿瘤

的研究和治疗中重要的策略［８］。

ＰＴＤＣ是一种抗氧化剂，为 ＮＦκＢ的特异性抑制剂，其功

能一方面能够阻止 ＮＦκＢ亚基ｐ６５的激活，另一方面可通过

抑制ＩκＢ的降解而减少 ＮＦκＢ的核转位，从而阻断ＩＫＫ／ＮＦ

κＢ信号通路的激活
［９］。Ｌｉｕ等

［１０］研究发现，ＰＤＴＣ能抑制卵

巢癌细胞的增殖，减少促炎性细胞因子的分泌，促进凋亡的发

生。但其对喉癌细胞的影响的研究还鲜有报道。本实验通过

ＭＴＴ实验显示随ＰＤＴＣ药物浓度的增加，喉癌细胞的增殖水

平明显下降。ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＰＤＴＣ处理

Ｈｅｐ２细胞后，ｐＩκＢ表达水平降低，表明ＰＤＴＣ能够阻断ＩκＢ

的活化。

ＢｃｌｘＬ可阻断Ｂａｘ对线粒体外膜的破坏而发挥抗凋亡的

作用，还可干扰抑制Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ８的活性、维持线粒

体膜电位水平和控制活性氧的毒性而在细胞内发挥抗凋亡作

用［１１］。有研究显示，ＢｃｌｘＬ在喉癌中存在高表达
［１２］，Ｗａｎｇ

等［１３］通过多基因联合ＲＮＡｉ技术沉默ＢｃｌｘＬ基因后，Ｈｏｅｃｈｓｔ

染色和电子显微镜观察喉癌 Ｈｅｐ２细胞的凋亡增加，增殖水

平明显下降。ＮＦκＢ介导的抗凋亡作用实质上是依赖于增强

凋亡抑制基因的转录实现的，最具代表性的基因如 ＸＩＡＰ、

ｃＩＡＰ１、ＢｃｌｘＬ等能有效阻止细胞凋亡。ＸＩＡＰ不仅能抑制

Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ７还能抑制促凋亡蛋白ＪＵＮ的激活
［１４］。

ＸＩＡＰ在喉鳞状细胞癌中相对于正常组织明显升高，与喉癌的

临床分期和病理学分期明显相关［１５］。沉默ｐ６５基因能够明显

抑制ＸＩＡＰ及ｃＩＡＰ１等蛋白的表达
［１４］。本实验发现，ＰＤＴＣ

处理 Ｈｅｐ２细胞后，细胞凋亡率增加，ＸＩＡＰｍＲＮＡ和蛋白表

达水平下降，表明通过抑制ＩκＢ的激活能够降低 ＸＩＡＰ的

表达。

综上所述，通过ＰＤＴＣ处理人喉癌 Ｈｅｐ２细胞后，细胞增

殖水平明显受到抑制，流式细胞术显示细胞凋亡增加，ＲＴ

ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示细胞ＩκＢ磷酸化激活减少，Ｂｃｌ

ｘＬ、ＸＩＡＰｍＲＮＡ及蛋白表达水平降低。显示ＰＤＴＣ能够通

过阻断ＩκＢ的活化，降低与抗凋亡相关基因ＢｃｌｘＬ及ＸＩＡＰ的

表达从而抑制增殖促进凋亡，喉癌细胞凋亡增加可能与ＮＦκＢ

信号转导通路的阻断有关。针对ＮＦκＢ信号通路的治疗策略

可能会给喉癌的治疗提供新的思路和治疗靶点。
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