
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．０１．００９

ＦａｓＬ及ＦａｓＬＡＳＯＤＮ在舌鳞癌细胞免疫逃逸中的作用


何志良１，陈乔尔２，王承阳１，曹　雷
１，贺成功１

（１．河北省承德市中心医院承德医学院第二附属医院　０６７０００；

２．安徽医科大学附属口腔医院口腔颌面外科，合肥２３００３２）

　　摘　要：目的　研究Ｆａｓ配体（ＦａｓＬ）及ＦａｓＬ反义寡脱氧核苷酸（ＡＳＯＤＮ）在舌鳞癌细胞免疫逃逸中的作用。方法　对人舌

鳞癌细胞中ＦａｓＬ表达及功能进行检测，设计合成特异ＦａｓＬＡＳＯＤＮ，转染舌鳞癌细胞，封闭舌鳞癌细胞的ＦａｓＬ表达。通过流式

细胞术、逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和 四唑盐（ＭＴＴ）等方法，观察基因蛋白细胞效应。结果　通过ＲＴＰＣＲ检测提示在脂

质体的量一定的情况下，在一定范围内，ＡＳＯ的浓度越高，转染效率越高。ＭＴＴ／ＦＣＭ结果显示ＡＳＯ对ＳＣＣ９细胞的增殖有明

显的抑制作用（犘＜０．０５）。ＦＣＭ对细胞凋亡的检测结果显示反义链组与正义链组、空白对照组及脂质体组相比，总凋亡率有明显

差异（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径是口腔鳞癌细胞免疫逃逸的重要机制之一，可作为免疫治疗的新靶点。
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　　舌癌是口腔癌中第一大癌。目前仍不能准确的早期诊断

和早期有效治疗。对它的发病机制有学者提出了免疫监视学

说，认为免疫系统起了监视机体，识别和杀伤肿瘤细胞作用，而

肿瘤细胞能逃避机体的免疫监视系统而无限制地生长下去。

本实验通过检测Ｆａｓ配体（ＦａｓＬ）反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）转染

舌鳞癌细胞前后，ＦａｓＬ蛋白表达及 ｍＲＮＡ水平的变化。从基

因蛋白细胞效应３个水平进行观察，旨在进一步证实和探索

舌鳞癌细胞通过Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径的免疫抑制机制及探讨反义寡

核苷酸能否通过有效封闭细胞表面ＦａｓＬ表达，使舌鳞癌细胞

诱导Ｔ细胞凋亡的能力减弱，为寻找免疫治疗的新的靶点提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验仪器及材料　Ｊｕｒｋａｔ细胞株为中国典型培养物保藏

中心产品；ＳＣＣ９细胞株来自美国 ＡＴＣＣ产品，ＲＰＭＩ１６４０培

养液、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液为美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品，ＰＥ标记

的小鼠抗人Ｆａｓ抗体，ＰＥ标记的小鼠抗人ＦａｓＬ抗体为美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品，小鼠抗人ＦａｓＬ中和性抗体ＮＯＫ２为美

国ＢＤ公司产品，流式细胞仪为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司产

品，荧光定量ＰＣＲ仪为美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品，紫

外分光光度仪为尤尼柯仪器有限公司产品，荧光倒置显微镜为

日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　寡核苷酸链的序列合成　参考文献［１］完成，合成

ＦａｓＬＡＳＯＤＮ５′ＣＴＣＴＣＧＧＡＧＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＴ３′；正义

寡脱氧核苷酸（ＳＯＤＮ）５′ＡＧＣＴＧＧＣＡＧ ＡＡＣＴＣＣＧＡＧ

ＡＧ３′；对每条序列两端的各３个碱基进行硫代磷酸化修饰，

对５′端进行ＦＡＭ绿色荧光标记。

１．２．２　细胞培养　ＳＣＣ９细胞应用含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，在３７℃、５％ＣＯ２ 的条件下进行培养
［２］，

含有０．０２％乙二胺四乙酸的０．２５％胰蛋白酶消化传代；人急

性Ｔ细胞白血病细胞系Ｊｕｒｋａｔ细胞用含１０％胎牛血清的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２ 的条件下培养，１～２ｄ换

液１次，相差显微镜下观察细胞聚集成团时将细胞悬液按１∶

４传代培养。待细胞生长至对数生长期开始实验。

７２重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期
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１．２．３　Ｊｕｒｋａｔ细胞Ｆａｓ蛋白表达量检测　采用ＦＣＭ 检测

Ｊｕｒｋａｔ细胞Ｆａｓ蛋白表达量，取对数生长期的Ｊｕｒｋａｔ细胞，阴

性对照（同型对照）和实验组；每组３个复孔，１０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ收集细胞，倒掉培养基，ＰＢＳ洗１次，调整细胞浓度为１×

１０６个／ｍＬ。分别加入同型抗体、ＦａｓＰＥ抗体，４℃下避光反应

达３０ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗１次，再加入ＰＢＳ５００μＬ作流式细胞仪检

测［３］。以ＦＳＣ／ＳＳＣ设门，获取门内细胞１０４ 个，以对数放大荧

光强度，并将光散射数据存盘，使用 ＷｉｎＭＤＩ软件进行分析。

每个指标重复检测３次。

１．２．４　舌鳞癌细胞ＦａｓＬ功能检测　调ＳＣＣ９细胞为１×１０
６

个／ｍＬ，每孔取１ｍＬ接种至６孔培养板，当孔底有８０％以上

被单层细胞覆盖时，则将培养液去除，并冲洗板孔，分组检测。

实验１组（Ａ组）：ＳＣＣ９细胞每孔加１×１０６个／ｍＬＪｕｒｋａｔ细胞

４００μＬ；实验２组（Ｂ组）：ＳＣＣ９细胞每孔加４００μＬＦａｓＬ中和

抗体ＮＯＫ２，浓度为１０μｇ／ｍＬ，孵育１ｈ后加４００μＬＪｕｒｋａｔ

细胞［２］；对照１组（Ｃ组）：单独培养Ｊｕｒｋａｔ细胞；对照２组（Ｄ

组）：Ｊｕｒｋａｔ细胞加４００μＬＮＯＫ２。每组设置３个复孔，各补

充培养液至２ｍＬ，培养２４ｈ后收集悬浮的Ｊｕｒｋａｔ细胞，再以

ＰＢＳ清洗２次，将细胞以１×１０６个／ｍＬ重悬于１×ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中。另取试管１支，将其中１００μＬ移至其中，

分别加入ＰＩ１０μＬ，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ５μＬ，轻轻混匀，在常温

下避光孵育１５ｍｉｎ，再加入４００μＬ１×ＡｎｎｅｘｉｎⅤ Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ，进行ＦＣＭ 检测，定量分析细胞凋亡
［４］。以ＦＳＣ／ＳＳＣ

设门，获取门内细胞２×１０４个，以对数放大荧光强度，并将光

散射数据存盘，使用 ＷｉｎＭＤＩ软件进行分析。

１．２．５　ＳＣＣ９细胞转染效率检测　采用流式细胞术检测

ＳＣＣ９细胞转染效率，当细胞转染１２ｈ，以ＰＢＳ冲洗６孔培养

板板孔，２次／孔，而后每孔加入０．２５％胰蛋白酶１ｍＬ，在显微

镜下观察，待细胞间隙增大，加入含血清的培养基，收集细胞，

并将其置于流式细胞管中，以ＰＢＳ洗２次，细胞浓度调整为

１×１０６个／ｍＬ，以ＰＢＳ５００μＬ重悬细胞
［５］，进行流式细胞术检

测。通过检测选出 ＡＳＯＤＮ 和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００的最佳

转染比例［６］，为后续试验提供依据。

１．２．６　 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应 （ＲＴＰＣＲ）法 检 测 ＦａｓＬ

ＡＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ作用前后ＦａｓＬｍＲＮＡ水平的变化　（１）抽提

总ＲＮＡ：收集ＦａｓＬＡＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ转染浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ，

作用２４ｈ的处理组及对照组细胞，抽提总 ＲＮＡ
［２］。①细胞

（＞１×１０６）用ＰＢＳ清洗２次，移入ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ管中。②于细胞

沉淀中加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ吹打均匀，置于室温环境５

ｍｉｎ，使其充分裂解。放入离心机，１２０００×ｇ，离心５ｍｉｎ，弃沉

淀。③加入氯仿２００μＬ，轻微震荡摇振１５ｓ，冰上放置５ｍｉｎ。

④４℃，１２０００×ｇ，离心１５ｍｉｎ，另取１支ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ管，取上

层水相置入。⑤加入异丙醇５００μＬ，混匀后于室温下放置１０

ｍｉｎ。⑥４℃，１２０００×ｇ，离心１０ｍｉｎ，上清液弃之，沉淀为

ＲＮＡ。⑦用焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水配置７５％乙醇１ｍＬ，摇

振后充分洗涤、沉淀，４℃，８０００×ｇ，５ｍｉｎ，上清液弃之，重复

洗涤１次。⑧上清液弃之，置于无菌干燥环境１０ｍｉｎ，加入

１００μＬ无核糖核酸酶（Ｒｎａｓｅ）的水，沉淀重悬
［７］，－８０℃保存

备用。（２）ＲＮＡ定量：取上述样品，用 ＤＥＰＣ水将样品稀释

１００倍，并以ＤＥＰＣ水作空白管调零；用紫外分光光度仪检测

２６０ｎｍ和２８０ｎｍ吸光度（犃），计算ＲＮＡ浓度，公式为ＲＮＡ

浓度（μｇ／μＬ）＝犃２６０×４０×稀释倍数／１０００
［８］。（３）逆转录过

程（反应体系为２０μＬ）：①将１μｇ总 ＲＮＡ加入微量离心管

中，并于７０℃温育１０ｍｉｎ，短暂离心后置于冰上备用。②依照

所列顺序加入以下试剂，建立一个２０μＬ的反应体系。（４）荧

光定量ＰＣＲ结果定量分析：目的基因的表达量采用相对定量

法计算结果：相对含量（％）＝２－△△Ｃｔ－△△Ｃｔ＝（目的基因

Ｃｔ－内参基因Ｃｔ）对照组－（目的基因Ｃｔ－内参基因Ｃｔ）实验

组。

１．２．７　流式细胞术检测ＦａｓＬＡＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ作用前后ＦａｓＬ

蛋白表达量的变化　消化并收集０．４μｍｏｌ／Ｌ 的 ＦａｓＬＡ

ＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ转染并作用２４ｈ的ＳＣＣ９细胞。实验分为４

组：脂质体组（转染时仅加脂质体）、正义链组（以脂质体转染

ＳＯＤＮ）、反义链组（以脂质体转染ＡＳＯＤＮ）、空白对照组（细胞

不进行转染），每组各３个复管，１×１０６个细胞／管；以ＰＢＳ清洗

２次，细胞沉淀加入１００μＬＰＢＳ，吹打混匀，ＰＥ标记的ＦａｓＬ抗

体５μＬ，轻轻吹打，混匀。阴性对照组采用同型对照代替一

抗，将其置于４℃避光环境３０ｍｉｎ
［９］；以ＰＢＳ清洗１次，加５００

μＬＰＢＳ，采取流式细胞仪进行检测。以ＦＳＣ／ＳＳＣ设门，获取

门内细胞１０４ 个，以对数放大荧光强度，并将光散射数据存盘，

使用 ＷｉｎＭＤＩ软件进行分析。

１．２．８　ＦＣＭ检测ＦａｓＬＡＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ作用后ＳＣＣ９细胞与

Ｊｕｒｋａｔ细胞共同培养后Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率的变化　胰酶消化

收集细胞，ＰＢＳ清洗２次，调细胞浓度１×１０６个／ｍＬ；以每孔２

ｍＬ接 种 于 六 孔 板 中，２４ｈ 后，用 ０．４μｍｏｌ／Ｌ 的 ＦａｓＬ

ＡＳＯＤＮ／ＳＯＤＮ转染液转染六孔板中的ＳＣＣ９细胞，并设空白

对照组及脂质体对照组，分别作用４８ｈ后，以含１０％胎牛血清

的ＰＭＲＩ１６４０调整Ｊｕｒｋａｔ细胞浓度为２×１０５个／ｍＬ，加入不

同处理组和对照组ＳＣＣ９细胞中，每孔２ｍＬ
［５］，培养２４ｈ后

收集悬浮 Ｊｕｒｋａｔ细胞，以 ＰＢＳ清洗 ２ 次，将细胞重悬于

５００μＬ×ＡｎｎｅｘｉｎＶＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｅｒｒ之中，与ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５

μＬ混匀后，加入浓度为２５０μｇ／ｍＬ的碘化丙啶（ＰＩ）５μＬ，混

匀，置于室温避光环境１０ｍｉｎ。随后上机分析，光源为４４８ｎｍ

氩离子激光器，ＦＩＴＣ受激发后现绿色荧光，ＰＩ现红色荧光，每

份标本收集细胞１０４ 个
［１０］。结果判断标准见参考文献［１１］：

（１）ＦＩＴＣ－／ＰＩ－为活细胞；（２）ＦＩＴＣ＋／ＰＩ－为早期凋亡细胞；

（３）ＦＩＴＣ＋／ＰＩ＋为晚期凋亡细胞；（４）ＦＩＴＣ－／ＰＩ＋为坏死细

胞。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，计

量资料以狓±狊表示，两组间均数比较采用狋检验，多组间均数

的比较采用单因素方差分析，两两比较采用方差分析及狇检

验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　荧光显微镜下观察细胞的转染情况及流式细胞术检测的

转染效率　转染６ｈ后，通过荧光倒置显微镜下观察转染的情

况，并在转染１２ｈ后用流式细胞术检测细胞效率，０．１、０．２、

０．４、０．８μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ的转染效率分别为６６．５％、７２．６％、

９９．７％、９９．８％。研究结果表明，将脂质体定量，通过流式细胞

术检测及倒置显微镜观察发现，随着ＦａｓＬＡＳＯＤＮ的浓度在

一定范围内增加，其转染效率也随之增加。当浓度为０．４

μｍｏｌ／Ｌ和０．８μｍｏｌ／Ｌ时，转染效率均为１００％左右。图１Ａ、

图１Ｄ分别为０．４μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ与０．８μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ转

染后的
!

视野图；图１Ｂ、图１Ｅ中箭头标注为荧光显微镜下绿

色荧光的细胞即为转染成功的细胞。
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２．２　ＭＴＴ法检测ＦａｓＬＡＳＯＤＮ转染前后对肿瘤细胞增殖的

影响　ＦａｓＬＡＳＯＤＮ的浓度分别为０．１、０．２、０．４、０．８μｍｏｌ／Ｌ，

采用 ＭＴＴ法检测不同时间段对ＳＣＣ９细胞的增殖的影响。与

空白对照组比较，除０．１μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ外，各反义链组２４ｈ

的抑制率均有明显的抑制作用（犘＜０．０５）；各反义链组４８ｈ抑

制率与空白对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且随

着ＡＳＯＤＮ浓度的升高，抑制作用不断增加，见表１。

　　Ａ、Ｂ：０．４μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ；Ｃ：０．４μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ流式检测转染效率结果；Ｄ、Ｅ：０．８μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ；Ｆ：０．４μｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ流式检测转染

效率结果。

图１　　ＦＡＭ绿色荧光标记的ＦａｓＬＡＳＯＤＮ转染结果示意图（×２００）

　　
ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与脂质体组比较；ｃ：

犘＜０．０５，与正义链组比较。其中，正义链组为０．４μｍｏｌ／Ｌ的ＳＯＤＮ，

反义链组为０．４μｍｏｌ／Ｌ的ＡＳＯＤＮ。

图２　　ＦａｓＬＡＳＯＤＮ对ＳＣＣ９细胞凋亡的影响

表１　　ＦａｓＬＡＳＯＤＮ对ＳＣＣ９细胞增殖的影响（狓±狊，狀＝３）

组别
抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ

空白对照组 ０ ０

脂质体组 －２．０９１±１．１１２ １．２１４±１．５３１

反义链组（μｍｏｌ／Ｌ）

　０．１ ２．３１９±１．５２０ １０．０５８±０．８９９ａ

　０．２ １０．５１８±１．０１９ａ １２．０２２±１．２５１ａ

　０．４ １３．７７９±１．３１８ａ ３６．１０９±１．７８１ａ

　０．８ ２４．３７０±１．１３８ａ ５２．１６９±１．２５３ａ

正义链组（μｍｏｌ／Ｌ）

　０．４ ０．１７０±１．７５８ ５．８５４±１．０６０

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较。

２．３　ＦａｓＬＡＳＯＤＮ诱导ＳＣＣ９细胞的凋亡率的变化　转染６

ｈ后，通过倒置显微镜进行观察发现反义链组细胞产生凋亡作

用，且与空白对照组相比明显增高。转染ＦａｓＬＡＳＯＤＮ２４ｈ

后，流式细胞术检测舌鳞癌细胞的凋亡发现各组间凋亡率无明

显的差异。而转染４８ｈ后，与空白对照组比较的结果，同与脂

质体组比较的结果相一致，即反义链组除早期凋亡率外，其余

各项指标差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；反义链组与正义链

组比较，其晚期凋亡率、总凋亡率、总病死率差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。见图２。

３　讨　　论

研究表明，肿瘤的发生和发展与细胞的过度增殖［１２］和凋

亡的减少有关［１３］，１９８９年，Ｙｏｎｅｈａｒａ等
［１４］发现了Ｆａｓ系统及

其诱导多种人细胞系发生凋亡的特性，使其成为重要的凋亡基

因之一。肿瘤细胞存在多种免疫逃逸机制，而Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统

则在肿瘤免疫逃逸中发挥着极其重要的作用。肿瘤细胞既可

以通过Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统反击免疫细胞促进Ｔ细胞凋亡，从而使

肿瘤细胞逃避效应细胞的杀伤和攻击，实现免疫逃逸；还能够

通过基因突变、异常转录等方式低表达及不表达Ｆａｓ分子，或

者表达无功能的Ｆａｓ，抵抗细胞毒Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）的杀伤机

制，参与免疫逃逸［１５］。研究表明，肿瘤细胞对于ＦａｓＬ触发信

号凋亡的敏感性，主要依赖于自身表面正常Ｆａｓ蛋白的表达水

平，同时也依赖于自然杀伤细胞（ＮＫ）和ＣＴＬ细胞表面正常

ＦａｓＬ蛋白的表达
［１６］。以往有研究认为，ＦａｓＬ表达的升高与肿

瘤的生长和转移有着密切的关系，很多恶性肿瘤中都存在

ＦａｓＬ表达升高的现象，如结肠癌、胰腺癌、胃癌等，其肿瘤细胞

表面均存在ＦａｓＬ表达，它能够使周围正常表达Ｆａｓ的细胞凋
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亡，或者使浸润到肿瘤内的肿瘤浸润性淋巴细胞（ＴＩＬ）凋亡，

ＦａｓＬ通过与激活的Ｔ细胞表面Ｆａｓ相结合来诱导Ｔ细胞凋

亡［１７］，反击宿主免疫系统，从而实现肿瘤细胞逃避免疫活性细

胞的监视，促进肿瘤的发生、发展。口腔鳞状细胞癌是口腔颌

面部最常见的恶性肿瘤，目前口腔癌患者中有４５．９％得的是

舌癌，是口腔癌中第一大癌［１８］。目前手术治疗是治疗舌癌的

主要手段。但术后会引起进食、吞咽或言语困难等。而由于放

疗化疗没有辨别能力，所以需要重复放、化疗，多次放、化疗以

后，患者免疫功能下降，抵抗力降低，容易转移，因此免疫治疗、

基因治疗等新兴治疗手段应运而生。陈乔尔等［１９］的研究显

示，健康人口腔黏膜的ＦａｓＬ为阴性表达，鳞癌组织的ＦａｓＬ阳

性表达率则高达６０．５％，而鳞癌组织中ＴＩＬ的Ｆａｓ阳性表达

率可高达８１．６％，表明口腔鳞癌中存在着Ｆａｓ／ＦａｓＬ的表达异

常。经过进一步的研究发现并证实，从健康人口腔黏膜→异常

增生→口腔鳞癌的发展过程中，ＦａｓＬ 表达表现为逐渐增

高［２０］。此外，这一研究结果提示Ｆａｓ系统介导的凋亡异常对

于口腔鳞癌的发生、发展具有重要作用，说明Ｆａｓ系统介导的

肿瘤逃逸存在于口腔肿瘤中，那么，通过下调ＦａｓＬ的表达，则

可有效地降低肿瘤细胞的抗凋亡能力，免疫逃逸也有望得以逆

转，这一结论无疑为后续研究提供了重要理论依据。

本研究中，将脂质体定量，通过流式细胞术检测及倒置显

微镜观察发现，随着ＦａｓＬＡＳＯＤＮ的浓度在一定范围内增加，

其转染效率也随之增加。结果显示，浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ和

０．８μｍｏｌ／Ｌ时，转染效率均接近１００％，因此选用０．４μｍｏｌ／Ｌ

ＦａｓＬＡＳＯＤＮ进行后续试验的检测。研究结果显示，脂质体

组和ＳＯＤＮ对ＳＣＣ９细胞的增殖并未发生抑制作用，不同浓

度的ＦａｓＬＡＳＯＤＮ对ＳＣＣ９的增殖存在不同程度的抑制作

用，且ＦａｓＬＡＳＯＤＮ对ＳＣＣ９增殖的抑制作用有一定的浓度

依赖性和时间依赖性，即随着时间的延长和ＡＳＯＤＮ浓度的增

加，ＦａｓＬＡＳＯＤＮ对ＳＣＣ９细胞的抑制作用也增加。流式细

胞仪的检测显示，反义组与脂质体组、正义组、空白组比较，晚

期凋亡率、总凋亡率及总病死率差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；而早期凋亡率之间虽有变化，但差异无统计学意义

（犘＞０．０５），这可能因为检测凋亡时间为转染后４８ｈ，造成作

用时间相对过长，致使早期凋亡多已发展为晚期凋亡。笔者认

为，ＦａｓＬＡＳＯＤＮ可以促进舌鳞癌细胞ＳＣＣ９的凋亡，究其原

因，是与其逃避免疫系统杀伤的途径有关，研究表明，肿瘤细胞

不仅可以通过上调ＦａｓＬ表达主动杀伤侵入肿瘤内的Ｔ细胞

凋亡，且能够通过产生可溶性的ｓＦａｓＬ与自身Ｆａｓ结合，从而

封闭Ｆａｓ的结合位点，实现降低肿瘤细胞自身的凋亡
［２１］，同时

使肿瘤周围正常的细胞产生凋亡；这就是肿瘤细胞逃避免疫细

胞Ｆａｓ途径攻击并形成肿瘤侵袭的机制之一，且Ｆａｓ／ＦａｓＬ相

互作用不但能引起细胞凋亡，也能引起细胞坏死。此即为本研

究中ＦａｓＬＡＳＯＤＮ能够对ＳＣＣ９的增殖活性产生抑制以及诱

导其凋亡的原因之一，然而由于Ｆａｓ系统介导的凋亡及非凋亡

机制较广泛且复杂，具体的机制尚需要进一步研究。

综上所述，本研究从宏观效应方面证明了ＦａｓＬＡＳＯＤＮ

对于舌鳞癌细胞ＳＣＣ９的增殖具有明显的抑制作用，体现了

其对于舌癌治疗方法探索的重要价值，为后续研究提供了方

向。从理论方面分析，通过减低ＦａｓＬ的表达，能够减少舌鳞

癌细胞对免疫细胞及周围正常细胞的杀伤作用，从而降低其转

移与浸润作用。ＦａｓＬＡＳＯＤＮ具体的作用机制及其作用效应

有待进一步深入探讨。
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良好，可以继续输液治疗［１１］。液体复苏的反应性指标达标后，

采用血管活性药物滴定 ＭＡＰ是改善组织灌注的重要方法，

Ｒｉｖｅｒｓ等
［２］将６５ｍｍＨｇ作为 ＭＡＰ达标的最低水平，但更高

的 ＭＡＰ水平可能有更好的组织灌注。因此有学者建议在实

施ＥＧＤＴ时将 ＭＡＰ水平提高到７５～８５ｍｍＨｇ应该作为滴

定 ＭＡＰ的最佳水平，而 ＭＡＰ不低于６５ｍｍＨｇ是达标后血

管活性药物撤离试验时的最低需要水平［５］。

Ｒｉｖｅｒｓ等
［２］研究中约有６５％的就诊患者 ＳｃｖＯ２ 低于

７０％，平均值约４９％。但在其他脓毒症的相关研究中发现Ｓｃ

ｖＯ２ 平均值约为７０％甚至偏高
［１２１３］，说明很多脓毒症患者常

常存在氧供不足合并ＳｃｖＯ２ 高水平的情况。因此ＳｃｖＯ２ 作为

脓毒症患者复苏目标并不一定合适。目前已有大量研究证实

在感染性休克复苏过程中，Ｐ（ｃｖａ）ＣＯ２ 可以评估患者组织灌

注及氧代谢状态［１４］。Ｆｕｔｉｅｒ等
［１５］研究证实单用ＳｃｖＯ２ 指导休

克复苏的容量管理是不够的，尤其当ＳｃｖＯ２≥７０％时，必须联

合Ｐ（ｃｖａ）ＣＯ２ 才能更精确地指导临床，判断复苏成功与否，并

提示预后的变化。本研究也证实了这一点。

综上所述，本研究通过改良式ＥＧＤＴ治疗感染性休克患

者明显提高了患者的生存率，但是仍存在一些不足之处。本研

究是回顾性研究，可能存在选择偏倚，所观察的样本量较小，对

研究结果可能产生影响。本研究的结论仍需大样本多中心随

机对照研究进一步证实。
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ｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｔｏｏｌｓｆｏｒｇｏａｌｄｉｒｅｃｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｄｕｒｉｎｇｈｉｇｈ

ｒｉｓｋｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅ，２０１０，１４（５）：Ｒ１９３．

（收稿日期：２０１４０８３０　修回日期：２０１４１０１６）

（上接第３０页）

　　 用口腔医学，２０１２，５（１０）：６００６０９．

［１７］王红梅，张国强，戴纪纲，等．人淋巴瘤细胞Ｊｕｒｋａｔ通过

Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径抑制人肺癌细胞Ａ５４９的免疫逃逸［Ｊ］．中

国肺癌杂志，２０１０（７）：６８１６８５．

［１８］金成日，金彬，玄云泽．Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２在延边地区口腔鳞

状细胞癌患者中的表达及其意义［Ｊ］．重庆医学，２０１２，４１

（３１）：３３１６３３１８．

［１９］陈乔尔，王元银，李倩，等．口腔黏膜癌前病变和口腔鳞癌

组织Ｆａｓ／ＦａｓＬ的表达及其意义［Ｊ］．临床口腔医学杂

志，２００６，２２（７）：４１３４１６．

［２０］李俊玫，杨宁，王行天，等．野黄芩苷对人舌鳞癌Ｔｃａ８１１３

细胞周期及Ｆａｓ蛋白表达的影响［Ｊ］．实用口腔医学杂

志，２０１３，２９（２）：２５０２５２．

［２１］ＦａｎｇＬ，ＳｕｎＬ，ＨｕＦＦ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＦａｓＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＰａｃｉｆｉｃＪＣａｎｃｅｒ

Ｐｒｅｖ，２０１３，１４（１）：２８１２８５．

（收稿日期：２０１４０９２６　修回日期：２０１４１０３１）

３３重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期


