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ＳＡＡ对鼻咽癌ＣＮＥ２细胞生物学行为的影响
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　　摘　要：目的　观察血清淀粉样蛋白Ａ（ＳＡＡ）的超表达和抑制表达对鼻咽癌ＣＮＥ２细胞生物学行为的影响。方法　体外培

养ＳＡＡ高表达的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＳＡＡＣＮＥ２细胞系和干扰ＳＡＡ表达的ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＳＡＡＣＮＥ２细胞系，两种细胞由课

题组前期重组的ＳＡＡ高表达ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＳＡＡ质粒及抑制ＳＡＡ表达的ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＳＡＡ质粒分别转染构建。流式细

胞仪分析以上两种细胞的细胞周期。平皿克隆实验检测细胞的增殖状况。结果　流式细胞仪检测细胞周期显示ＳＡＡ表达的增

多可促进ＣＮＥ２细胞分裂。平皿克隆实验显示ＳＡＡ可使ＣＥＮ２细胞的增殖能力增强。结论　ＳＡＡ具有促进人鼻咽癌ＣＮＥ２细

胞增殖和体外迁移浸润的作用。
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　　鼻咽癌是一种发生于鼻咽部的恶性肿瘤，占头颈部肿瘤发

病率首位，多发于东南亚各国和我国南方。恶性程度高，约

９０％属低分化鳞癌，主要的治疗方式是放疗。导致鼻咽癌的原

因之一是遗传因素，目前已发现多个鼻咽癌相关易感基因。人

血清淀粉样蛋白Ａ（ＳＡＡ）是一组由多基因编码的蛋白家族，位

于１１号染色体１５．１短臂上，属于急性期蛋白。ＳＡＡ不仅是

炎性标志物，也可作为多种肿瘤的血清生物学标志。虽然

ＳＡＡ主要产生于肝脏，但是目前有研究发现，在人类某些正常

或肿瘤组织中也有ＳＡＡ的表达，并且在不同组织的恶性肿瘤

发展过程中，血清中的ＳＡＡ明显有一个高水平
［１］。本实验主

要研究ＳＡＡ对人鼻咽癌ＣＮＥ２细胞分裂增殖能力的影响，探

讨其促进肿瘤细胞生长的基本机制。

１　材料与方法

１．１　材料　课题组前期已成功构建的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＳＡＡ

真核表达载体和ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＳＡＡ 表达干扰载体。人

鼻咽癌ＣＮＥ２细胞株购自湖南湘雅细胞库。改良型１６４０培养

基购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。无支原体胎牛血清购自杭州四季青。

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自 Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ 公司。胰酶、Ｇ４１８及

ＧＩＭＳＡ染液购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　鼻咽癌ＣＮＥ２细胞、ＳＡＡ高表达的ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）ＳＡＡＣＮＥ２细胞系及干扰ＳＡＡ表达的ｐＧＰＵ６／

ＧＦＰ／ＮｅｏＳＡＡＣＮＥ２细胞系，分别设置为空白组、高表达组

和低表达组。培养于含１２％胎牛血清的１６４０培养液中，置于

３７℃５％ＣＯ２饱和湿度的细胞培养箱内培养，取对数生长期

细胞用于实验。

１．２．２　流式细胞检测　消化培养瓶中的细胞，转移至１０ｍＬ

的离心管中，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，收集细胞沉淀。用

５ｍＬ预冷ＰＢＳ离心洗涤２次，加入预冷的７５％乙醇，于４℃

固定１２ｈ以上。再次加入５ｍＬ预冷ＰＢＳ１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ洗涤，弃上清，加入４００μＬ溴化乙锭（ＰＩ，５０μｇ／ｍＬ），１００

μＬＲＮａｓｅＡ（１００μｇ／ｍＬ），４℃避光孵育３０ｍｉｎ。用流式细胞

仪进行检测，结果用细胞周期拟和软件 ＭｏｄＦｉｔ分析。

１．２．３　平皿克隆实验　取对数生长期各组细胞，制成细胞悬

液。取细胞悬液计数细胞数，加入一定量的培养基将细胞悬液

按梯度倍数稀释，准备６个直径６ｃｍ的培养皿，每个加入２

ｍＬ预温培养液，再分成３组，每组２个培养皿分别加入１００、

２００个细胞，轻轻转动培养皿使细胞分散均匀。将培养皿置于

３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中，培养２周左右，期间适当换

液，直至培养皿中可见较大克隆。弃去培养液，ＰＢＳ液小心浸
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洗２次，再加入适量甲醛固定细胞１５ｍｉｎ。去固定液，加适量

吉姆萨（ＧＩＭＳＡ）染液染色１０～３０ｍｉｎ，流水缓慢洗去染色液，

空气干燥。将培养皿倒置，其上覆盖一张带网格的透明胶片，

肉眼下直接观察计数克隆，计数大于１０个细胞的克隆数。克

隆形成率＝（克隆数／接种细胞数）×１００％。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析或狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

流式细胞仪检测细胞周期显示ＳＡＡ 表达的增多，促进

ＣＮＥ２细胞分裂。平皿克隆实验显示ＳＡＡ可使ＣＥＮ２细胞的

增殖能力增强。见图１，表１、２。

　　Ａ：空白组；Ｂ：低表达组；Ｃ：高表达组。

图１　　各组细胞周期变化情况

表１　　ＳＡＡ对各组细胞的细胞周期的影响（％）

组别 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期

低表达组 ７３．２８ ２０．０４ ６．６８

空白组 ６５．３９ １９．４４ １５．１７

高表达组 ５９．１１ ２６．５６ １４．３３

表２　　不同组别细胞的克隆形成率（％）

组别 接种２００个细胞 接种１００个细胞 平均

高表达组 ４５．０ ３０．０ ３２．５

低表达组 １７．０ １５．０ １６．０

空白组 ２０．０ ２６．０ ２３．０

３　讨　　论

ＳＡＡ基因位于１１号染色体１５．１短臂上，人类ＳＡＡ的完

整氨基酸序列已经获得，其基因序列和诱导能力在哺乳动物中

的表达均高度保守［２］，表明ＳＡＡ具有重要的生物学功能。目

前，已发现多种与鼻咽癌的发生与转移有关的基因，如 ＨＰＶ

ＤＮＡ基因
［３］、Ｇａｌｅｃｔｉｎ３基因

［４］等，ＳＡＡ基因也是其中之一。

传统上，ＳＡＡ被认为是一种急性期蛋白，能够诱导炎症细胞的

趋化、聚集［５］。虽然ＳＡＡ主要由肝细胞合成，但是有研究发

现，在人类某些正常或肿瘤组织中也同样能够表达ＳＡＡ，且在

不同器官及组织的恶性肿瘤发展过程中，ＳＡＡ在血清中具有

一个明显的高水平。已有研究表明，ＳＡＡ与肿瘤具有极大的

相关性［６］。通过双向电泳／质谱技术研究鼻咽癌中的血清蛋

白，结果发现，ＳＡＡ蛋白在鼻咽癌患者血清中的表达有所增

高，ＳＡＡ是鼻咽癌潜在肿瘤标志物的可能性相对较大
［７］。另

有研究发现，有淋巴结转移的鼻咽癌患者与无淋巴结转移的鼻

咽癌患者比较，前者血清中ＳＡＡ的表达量相对更高
［８９］。

目前，已有一些研究提示ＳＡＡ和某些肿瘤的转移有关。

戴嵩玮等［１０］从肺癌患者血清中鉴定并证实了血清ＳＡＡ，其敏

感性和特异性分别为８４．１％和８０．０％，表明血清ＳＡＡ很可能

成为肺癌诊断和病情监测的一个标志分子。Ｒａｍａｎｋｕｌｏｖ

等［１１］研究了９８例肾癌患者和５５例健康对照者的血清，其中

肾癌患者按ＴＮＭ进一步细化分组，结果发现，ＳＡＡ的水平在

发生转移的患者中有显著上升，从某种意义上说，ＳＡＡ与肾癌

的转移有明显联系。Ｌｅ等
［１２］应用表面增强激光解离／电离飞

行时间质谱技术发现，ＳＡＡ是前列腺癌伴骨转移患者血清中

有较高特异性和敏感性的蛋白。

本研究通过培养ＳＡＡ 高表达的ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＳＡＡ

ＣＮＥ２细胞和抑制ＳＡＡ表达的ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＳＡＡＣＮＥ２

细胞，采用流式细胞术及平皿克隆实验，分析ＳＡＡ对ＣＮＥ２细

胞生长、增殖及细胞周期的影响。初步了解ＳＡＡ在鼻咽癌

ＣＮＥ２生长增殖中的作用机制，为揭示其在鼻咽癌发生、发展

过程中的分子机制提供实验依据。

综上所述，人ＳＡＡ具有促进肿瘤细胞的分裂增殖能力，在

临床上可通过检测和调节ＳＡＡ的表达来指导鼻咽癌的治疗。
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３　讨　　论

　　ｐＮＥＴ是一组起源于肽能神经元和神经内分泌细胞的异

质性肿瘤，人群发病率约在１／１０～４／１０万，可发生于任何年

龄，近年来呈稳步上升趋势［８］。ＰＮＥＴ的诊断与治疗近年来取

得了快速的发展，分子靶向治疗致力于控制ｐＮＥＴ细胞生长

和在血管生成的重要信号通路中寻找治疗靶点。目前最受关

注的为血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）受体信号通路以及哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ受体信号通

路在ｐＮＥＴ肿瘤细胞的生长、增殖、代谢和血管生成中发挥了

重要作用。依维莫司（Ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ）作为一种新型的口服

ｍＴＯＲＣ１抑制剂，早在２０１１年就被美国ＦＤＡ 批准用于治疗

不可手术切除或已经扩散到身体其他部位的晚期ｐＮＥＴ。尽

管大部分的 ｐＮＥＴ 包含 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ过度表达以及 ｐＴＥＮ、

ＴＳＣ１／２、ＬＫＢ１缺失导致 ｍＴＯＲＣ１的异常激活
［９］，但实际上

ｐＮＥＴ患者对依维莫司治疗的反应不一。

哺乳动物ｍＴＯＲＣ１受营养、能量信号的调控而且对雷帕

霉素敏感。现在很多研究显示，ｍＴＯＲＣ１信号通路的激活参

与了多种肿瘤的发生，如乳腺癌、胶质瘤、宫颈癌和肾癌等［１０］。

既往有研究表明，细胞内的亮氨酸可通过独立于ＰＩ３ＫＡｋｔ

ＴＳＣＲｈｅｂ 通路的某种特殊方式进行传递，并最终激 活

ｍＴＯＲＣ１信号
［１１］。最近的一项研究表明，亮氨酸通过ＲａｇＢ

ＧＤＰＲａｇＣＧＴＰ突变体可直接激活 ｍＴＯＲＣ１信号
［１２１３］，从而

促进肿瘤的生长，抑制自噬。本研究表明 ｍＴＯＲＣ１抑制剂通

过影响Ｇｌｎ代谢抑制ＢＯＮ细胞的增殖，“Ｇｌｎ代谢”是肿瘤细

胞除了 Ｗａｒｂｕｒｇ效应之外又一重要的能量代谢方式，迅速增

殖的肿瘤细胞通过消耗Ｇｌｎ来提供其生长和增殖所需的能量

和生物大分子原料，维持细胞内氧化还原平衡和参与细胞内信

号通路的转导，由于肿瘤对Ｇｌｎ的大量消耗，有人把肿瘤描述

成“氮陷阱”（ｎｉｔｒｏｇｅｎｔｒａｐ）
［１４１５］。本研究发现ＢＯＮ细胞的增

殖明显依赖于Ｇｌｎ代谢，ＢＯＮ细胞不能在无Ｇｌｎ的培养基里

生长，增加培养基里Ｇｌｎ的浓度可刺激ＢＯＮ细胞的生长，这意

味着对ＢＯＮ细胞而言，Ｇｌｎ已从非必需氨基酸转变成必需氨

基酸。而且雷帕霉素可以降低其对 Ｇｌｎ的吸收，影响 Ｇｌｎ代

谢，说明ｐＮＥＴ的生长是 ｍＴＯＲＣ１通路依赖性的。靶向其代

谢的关键环节对ｐＮＥＴ的治疗具有重要意义。
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