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抑制内质网应激信号通路ＰＥＲＫｅＩＦ２α介导ＮＦκＢ
抑制口咽癌细胞增殖
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［摘要］　目的：探讨内质网应激信号通路ＰＥＲＫｅＩＦ２α参与调控口咽癌细胞增殖具体机制。方法：采用ＭＴＴ实验分
别检测不同浓度（０μｍｍｏｌ／Ｌ、１μｍｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｍｏｌ／Ｌ、５０μｍｍｏｌ／Ｌ）ＰＥＲＫ通路抑制剂ＧＳＫ２６０６４１４和ＮＦκＢ抑制剂
Ｂａｙ１１７０８２对口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）增殖的影响；应用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验检测 ＰＥＲＫｅＩＦ２αＮＦκＢ通路活
化情况；ＡｎｎｅｘｉｎＶ、ＰＩ染色、流式细胞仪检测凋亡分数。结果：首先应用ＰＥＲＫ抑制剂预处理细胞，ＭＴＴ结果示，随着
ＧＳＫ２６０６４１４预处理浓度的增加，Ｆａｄｕ细胞和Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞的存活率均逐渐降低（Ｆ＝５６．０６，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝７１．１３，
Ｐ＝０．０００）。其次沉默ＰＥＲＫ诱导细胞凋亡。我们进一步探讨其机制，发现沉默 ＰＥＲＫ抑制 ＮＦκＢ磷酸化，提示
ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路异常活化诱导ＮＦκＢ磷酸化。最后我们抑制 ＮＦκＢ验证上述结果，ＭＴＴ结果示，随着 Ｂａｙ１１
７０８２预处理浓度的增加，Ｆａｄｕ细胞和Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞的存活率均逐渐降低（Ｆ＝５７．４８，Ｐ＝０．００１；Ｆ＝１１６．７６，Ｐ＝
０．００１）；同时，Ｂａｙ１１７０８２组Ｆａｄｕ细胞、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞凋亡比例分别较各自的ｃｏｎｔｒｏｌ组明显增加，差异有统计学意
义（ｔ＝１２．３８、２０．８８，Ｐ＝０．００７、０．００２）；均显示抑制细胞增殖诱导凋亡。结论：抑制内质网应激信号通路 ＰＥＲＫ
ｅＩＦ２α介导ＮＦκＢ抑制口咽癌细胞增殖。
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　　头颈部肿瘤是全球第六大常见恶性肿瘤，也是
发展中国家第三大常见肿瘤。其中口咽癌约占

４．２％。放射治疗是其主要的治疗方法之一。尽管
近几年来放疗治疗技术取得了很大进步，但近半个

世纪来其５年生存率始终徘徊在５０％［１］。因此，寻

求有效途径抑制口腔癌细胞增殖，提高其治愈率是

目前亟待解决的问题。有文献表明，内质网应激通

路ＰＥＲＫｅＩＦ２α可激活细胞中的自我保护机制从而
抑制细胞凋亡［２］。而核因子 κＢ（ＮＦκＢ）可以抑制
细胞凋亡，并已在胶质瘤、甲状腺癌等其它恶性肿瘤

中得到证实［３４］。因此，我们认为通过抑制内质网

应激信号通路ＰＥＲＫｅＩＦ２α介导ＮＦκＢ或可诱导口
咽癌细胞凋亡。本研究以口咽鳞癌细胞系（Ｆａｄｕ、
Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）为细胞模型，探讨内质网应激信号通路
ＰＥＲＫｅＩＦ２α参与调控口咽癌细胞增殖具体机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
ＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清购自于美国 ＧＩＢ

ＣＯ公司。ＧＳＫ２６０６４１４购自德国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司。
Ｂａｙ１１７０８２、ＤＭＳＯ、ＲＩＰＡ裂解液、ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ
凋亡检测试剂盒（ＡＰＯＡＦ）购自于美国 Ｓｉｇｍａ公司。
ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ、ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ、ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ和转染
试剂 ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１购自于美国 Ｄｈａｒｍａｃｏｎ公司。
ｐｈｏｓｐｈｏｅＩＦ２α、ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５、ｐ６５、兔抗人 βａｃｔｉｎ购
自于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ、ＰＥＲＫ
购自于英国Ａｂｃａｍ公司。ＭＴＴ试剂盒、ＢＣＡ浓度测
定试剂盒、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验相关试剂购买于中国碧
云天生物科技公司。

１．２　细胞培养及转染
本研究选用ＨＰＶ（－）的口咽鳞癌Ｆａｄｕ细胞株

和Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞株。Ｆａｄｕ细胞用含有１０％胎牛
血清的ＭＥＭ培养瓶、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞用含有１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养瓶在３７℃、５％ ＣＯ２饱和
湿度的恒温培养箱中培养，２～３ｄ传代１次，观察细
胞生长情况，待细胞种植密度为 ７０％～８０％时，将

ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ、ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ、ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ、转染试
剂ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１和培养液按实验要求混合后分别加
入各组培养皿中，２４ｈ后更换新鲜培养液，４８～６０ｈ
收取细胞。

１．３　ＭＴＴ实验
检测不同浓度 ＰＥＲＫ通路抑制剂 ＧＳＫ２６０６４１４

对口咽鳞癌细胞增殖的影响：接种两种口咽鳞癌细

胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）于９６孔细胞培养板中，每孔
５×１０３个细胞，培养 ２４ｈ后，给予不同浓度的
ＧＳＫ２６０６４１４处理两种细胞，浓度从低到高依次为
０μｍｍｏｌ／Ｌ、１μｍｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｍｏｌ／Ｌ、５０μｍｍｏｌ／Ｌ，
同时设计阴性对照组。每组设３个复孔，分别于培
养２４ｈ后加入２０．００μＬＭＴＴ，在３７℃下继续培养
４ｈ，弃上清，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，于３７℃孵育
３０ｍｉｎ，酶标仪上振荡 １０ｍｉｎ，以酶标仪检测波长
５７０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，计算细胞存活率：细胞存
活率（％）＝（实验组Ａ值调零组Ａ值）／（对照组Ａ
值调零组Ａ值）×１００％。另给予两种口咽鳞癌细
胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）不同浓度的 ＮＦκＢ抑制剂
Ｂａｙ１１７０８２处理，浓度从低到高依次为０μｍｍｏｌ／Ｌ、
１μｍｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｍｏｌ／Ｌ、５０μｍｍｏｌ／Ｌ，同时设计阴
性对照组，以同样的方法检测。另给与两种口咽鳞

癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）５ＧｙＸ射线照射，分别设
立ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组、ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组、ＰＥＲＫ
ｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组和 ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组，以同样的方
法检测。

１．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验
检测沉默 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α及 Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ处理后

对口咽癌细胞中 ＰＥＲＫ、ｐｈｏｓｐｈｏｅＩＦ２α、ｐｈｏｓｐｈｏ
ｐ６５、ｐ６５蛋白表达的影响：参照参考文献［５］的实验
方法，两组细胞分别设立 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组、ＰＥＲＫ
ｓｉＲＮＡ组、ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ组、Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１００ｎｍｏｌ／
Ｌ，２４ｈ）组。２５ｍＬ的培养瓶接种细胞，细胞种植密
度为 ７０％～８０％时，将 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ、ＰＥＲＫｓｉＲ
ＮＡ、ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ、转染试剂 ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１和培养
液按实验要求混合后分别加入各组培养皿中，２４ｈ
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后更换新鲜培养液，４８～６０ｈ收取细胞。ＲＩＰＡ裂解
液提取细胞核蛋白及总蛋白，参照ＢＣＡ蛋白检测试
剂盒说明书检测蛋白浓度后，分别用 ６％、１０％、
１２％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳和电转移法转至
ＰＶＤＦ膜上，用５％ ＢＳＡ封闭，一抗 ＰＥＲＫ、ｐｈｏｓｐｈｏ
ｅＩＦ２α、ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５、ｐ６５、βａｃｔｉｎ４℃孵育过夜，辣根
过氧化物酶标记的二抗室温孵育２ｈ，应用放射自显
影技术进行蛋白条带的显影。ＩｍａｇｅＪ图像分析系
统分析结果，获得各条带的吸光度（Ａ）值，以相应蛋
白条带的平均吸光度值与 βａｃｔｉｎ吸光度值的比值
表示各组蛋白表达水平，进行统计学分析。另给予

两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）５ＧｙＸ射线
照射，分别设立 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组、ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ
＋ＩＲ组、ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组和 ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ＋ＩＲ
组，以同样的方法检测。

１．５　流式细胞仪检测细胞凋亡

参照参考文献［６］的实验方法，接种２种口咽
癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）于６孔细胞培养板，细胞
种植密度为７０％～８０％时，将口咽癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅ
ｔｒｏｉｔ５６２）分别设立 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组、ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ
组、ｅＩＦ２α ｓｉＲＮＡ 组。将 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ、ＰＥＲＫ
ｓｉＲＮＡ、ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ、转染试剂 ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ１和培
养液按实验要求混合后分别加入各组培养皿中，

２４ｈ后更换新鲜培养液。结束培养后，胰酶消化提
取细胞，４℃预冷的ＰＢＳ清洗细胞２次；参照试剂盒
的说明书，用１ＸＢａｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重新悬浮细胞，加入
５μＬＰＩ、５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ，避光１０ｍｉｎ。１ｈ内上机
进行检测。流式细胞仪检测细胞时，至少检测５０００
个细胞。另将两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ
５６２）分别设立对照组、Ｂａｙ１１７０８２组，以同样的方
法检测。

１．６　统计学方法

所有实验均重复３次，结果以均数 ±标准差表
示。应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分析，组间比较
采用独立样本 ｔ检验或单因素方差分析，以 Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路特异性抑制剂ＧＳＫ２６０６
４１４抑制口咽癌细胞增殖
　　如图１所示，ＭＴＴ实验检测 ＧＳＫ２６０６４１４对两
种细胞存活率的影响。实验中我们发现，随着

ＧＳＫ２６０６４１４预处理浓度的增加，Ｆａｄｕ细胞及

Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞的存活率均逐渐降低（Ｆ＝５６．０６，
Ｐ＝０．００１；Ｆ＝７１．１３，Ｐ＝０．００１）。这一结果提示，
抑制ＰＥＲＫ通路抑制口咽癌细胞增殖。

图１．不同浓度ＧＳＫ２６０６４１４处理后口咽癌细胞活力
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＣｅｌｌＶｉａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＴｗｏＯｒｏｐｈａｒｙｎ
ｇｅａｌＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓｉｎＭＴＴ
Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１

２．２　沉默 ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路活化诱导口咽鳞
癌细胞凋亡

　　采用流式细胞仪检测 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组、ＰＥＲＫ
ｓｉＲＮＡ组及 ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ组细胞凋亡情况发现，
ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ组及ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ组两种口咽癌细胞
凋亡比例均较 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组明显增高，见图
２Ａ。其中ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ组 Ｆａｄｕ细胞、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细
胞凋亡比例分别为（５．６１±１．１９）％和（８．６９±
１．０４）％，分别较各自的 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组明显增
加，差异有统计学意义（ｔ＝８．１６，１４．５４，Ｐ＜０．０５）。
而ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ组 Ｆａｄｕ细胞、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞凋亡
比例分别为（９．６７±１．０１）％和（１１．６８±１．２６）％，
分别较各自的 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ组明显增加，差异有
统计学意义（ｔ＝１６．６４，１６．０８，Ｐ＝０．００４，０．００４）。
实验结果提示沉默ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路活化诱导
口咽鳞癌细胞凋亡，见图２Ｂ。

２．３　抑制ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路下调ＮＦκＢ磷酸化

首先，在两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）
中，通过转染分别沉默 ＰＥＲＫ及 ｅＩＦ２ａ后，采用
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测发现，两种细胞 ＰＥＲＫ及 ｐｈｏｓ
ｐｈｏｅＩＦ２ａ的表达均较对照组减少，见图３Ａ、ａ、Ｂ、
ｂ。进一步通过转染同时沉默 ＰＥＲＫ与 ｅＩＦ２ａ后，采
用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测发现，两种细胞 ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５
的表达均较对照组减少，见图 ３Ｃ、ｃ。提示我们
ＰＥＲＫｅＩＦ２ａ激活 ＮＦκＢ磷酸化。最后利用 ＰＥＲＫ
激活剂 Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ处理后，两种细胞 ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５
的表达均较对照组增加，见图３Ｄ、ｄ。进一步证实
ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路异常活化诱导 ＮＦκＢ磷酸
化。
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图２．流式细胞仪检测不同处理因素对细胞凋亡的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＴｗｏＯｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓｉｎＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１．Ａ．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＦａｄｕａｎｄＤｅｔｒｏｉｔ５６２ｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｆｉｇｕｒｅ

图３．蛋白印迹法检测不同处理后两种细胞中蛋白表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＴｗｏＣｅｌｌｓａｆｔｅｒＤｉｆｆｅｒｅｎｔＴｒｅａｔｍｅｎｔｓ
Ｐ＜０．０５．Ａ．ＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ；Ｂ．ＰｈｏｓｐｈｏｅＩＦ２ａｐｒｏｔｅｉｎｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ；Ｃ．
Ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ；Ｄ．Ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ；ａ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆ
ＰＥＲＫ；ｂ．ＲｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｏｓｐｈｏｅＩＦ２ａ；ｃ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｏｓｐｈｏｐ６５；ｄ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｏｓｐｈｏｐ６５；
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２．４　抑制ＮＦκＢ诱导口咽鳞癌细胞凋亡抑制其增殖
如图 ４Ａ所示，ＭＴＴ实验检测 ＮＦκＢ抑制剂

Ｂａｙ１１７０８２对两种细胞存活率的影响。实验中我
们发现，随着 Ｂａｙ１１７０８２预处理浓度的增加，Ｆａｄｕ
细胞和Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞的存活率均逐渐降低（Ｆ＝
５７．４８，Ｐ＝０．００１；Ｆ＝１１６．７６，Ｐ＝０．００１）。这一结
果提示，阻断ＮＦκＢ通路抑制口咽癌细胞增殖。采
用流式细胞仪检测对照组及 Ｂａｙ１１７０８２组细胞凋

亡情况发现，Ｂａｙ１１７０８２组两种口咽癌细胞凋亡比
例均较对照组明显增高，见图 ４Ｂ。其中 Ｂａｙ１１
７０８２组Ｆａｄｕ细胞、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２细胞凋亡比例分别为
（１２．６５±１．７７）％和（１１．８４±０．９８）％，分别较各自
的对照组明显增加，差异有统计学意义（ｔ＝１２．３８，
２０．８８，Ｐ＝０．００７，０．００２）。实验结果提示抑制 ＮＦ
κＢ诱导口咽鳞癌细胞凋亡抑制其增殖，见图４Ｃ。

图４．Ｂａｙ１１７０８２处理后口咽癌细胞的情况
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＯｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｎｃｅｒＣｅｌｌａｆｔｅｒＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＢａｙ１１７０８２
Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１．Ａ．ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｏｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢａｙ１１７０８２；Ｂ．
ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＦａｄｕａｎｄＤｅｔｒｏｉｔ５６２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＢａｙ１１７０８２ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｆｉｇｕｒｅ
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２．５　抑制 ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路下调 ＮＦκＢ磷酸
化抑制照射后口咽鳞癌细胞增殖

　　如图 ５Ａ、Ｂ示，在两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、
Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）中，通过转染分别沉默 ＰＥＲＫ及 ｅＩＦ２ａ
后照射，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测发现，两种细胞
ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５的表达均较对照组减少。进一步 ＭＴＴ
法显示，在两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）
中，ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组和ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组细胞
存活率均较对照组降低，见图５Ｃ。其中，Ｆａｄｕ细胞
中ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组和 ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组细胞

存活率分别为（０．８±０．０８）和（０．６１±０．０６），较
ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组（０．９５±０．０４）均明显减少，
差异有统计学意义（Ｐ＝０．０４，０．００１）。Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２
细胞中ＰＥＲＫｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组和 ｅＩＦ２αｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组
细胞存活率分别为（０．７２±０．０４）和（０．７７±０．０６），
分别较ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ＋ＩＲ组（０．８９±０．０３）明显减
少，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００３，０．０２５）。该结果
提示抑制ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路下调ＮＦκＢ磷酸化
抑制照射后口咽鳞癌细胞增殖。

图５．Ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５在口咽癌细胞中的表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｈｏｓｐｈｏｐ６５ｉｎＯｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１．Ａ．Ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ；Ｂ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｏｓｐｈｏｐ６５；Ｃ．Ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉ
ｔｙｏｆｏｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨　论

近年来，人类乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａ
ｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染已成为口咽癌的重要发病原因之
一。ＨＰＶ（＋）口咽癌患者比 ＨＰＶ（－）口咽癌患者
的预后更好［７８］。但是在亚洲人群中，ＨＰＶ（－）口
咽癌患者比例更高［９１０］。因此，提高 ＨＰＶ（－）口咽
癌放疗敏感性对我国口咽癌患者是更急于解决的问

题。有鉴于此，我们选择ＨＰＶ（－）口咽癌细胞系为
研究对象。越来越多的证据表明，内质网应激在恶

性肿瘤的发生、发展以及对放化疗敏感性的调控中

起着重要作用。辐射导致 ＤＮＡ损伤和内质网中错
误折叠蛋白质的积累以诱导内质网应激。内质网应

激常导致内质网未折叠蛋白质或错误折叠蛋白的蓄

积，引起未折叠蛋白反应。因此，干扰未折叠蛋白反

应可能是治疗肿瘤的机制之一。未折叠蛋白反应通

过３个定位于内质网的跨膜蛋白作为感受器，即
ＰＥＲＫ，ＩＲＥ１α和 ＡＴＦ６。内质网应激致未折叠蛋白

在内质网积聚后 ＰＥＲＫ自身磷酸化胞质激酶域，活
化ｅＩＦ２α，激活细胞中的自我保护机制并主动调节
应激反应蛋白［２］。另外，在鼻咽癌细胞和乳腺癌细

胞中，抑制内质网信号通路可以通过增加其放射敏

感性从而增加凋亡抑制其增殖［１１１２］。但在人结直

肠癌细胞和食管癌细胞中，激活内质网信号通路可

以增加其放射敏感性从而增加凋亡，抑制其增

殖［１３１４］。本实验研究结果显示，随着 ＰＥＲＫ通路抑
制剂ＧＳＫ２６０６４１４预处理浓度的增加，两种口咽鳞
癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）的存活率均逐渐降低。
这一结果提示，通过抑制 ＰＥＲＫ通路可以抑制口咽
癌细胞增殖。

凋亡是调节细胞死亡、维持细胞稳态的重要途

径。本实验研究结果显示，在两种口咽鳞癌细胞

（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）中，通过转染沉默ＰＥＲＫ及ｅＩＦ２ａ
后，细胞凋亡比例明显增高。实验结果提示沉默

ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路活化诱导口咽鳞癌细胞凋亡，
这进一步说明ＰＥＲＫ抑制剂抑制细胞增殖通过诱导

·２２· 肿瘤预防与治疗２０１９年１月第３２卷第１期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１９，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１



口咽癌细胞凋亡实现。

核因子κＢ（ＮＦκＢ）是具有特异性 ＤＮＡ结合序
列的核转录调节因子，其中以ＮＦκＢｐ６５最为常见。
ＮＦκＢ在与内质网应激相关的疾病中已被认为是一
种可行的治疗靶点，如神经退行性疾病和糖尿

病［１５１６］。前期研究发现，内质网应激途径 ＰＥＲＫ
ｅＩＦ２ａ通过激活ＮＦκＢ使在口咽癌细胞产生辐射抗
拒性［１７］。另外，Ｊｉａｎｇ［１８］和 Ｗｅｋ［１９］以前的研究表
明，ｅＩＦ２α磷酸化可以激活人胚肾细胞中的 ＮＦκＢ
以调节细胞凋亡，Ｄｅｎｇ等［２０］进一步阐明了 ＰＥＲＫ
的下游信号ｅＩＦ２α通过降低ＩκＢα水平激活ＮＦκＢ。
有争议的是，虽然 Ｆａｎ和 Ｔｙａｇｉ［２１］发现在乳腺癌细
胞中，内质网应激通路 ＰＥＲＫ通过激活 ＮＦκＢ以介
导雌激素诱导细胞凋亡，但是与 Ｃｕｌｌｉｎａｎ等［２２］的研

究类似，其认为 ＰＥＲＫ激活 ＮＦκＢ不需要 ｅＩＦ２α磷
酸化。我们在本实验研究结果显示，在两种口咽鳞

癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）中，通过转染沉默 ＰＥＲＫ
及ｅＩＦ２ａ后，ＰＥＲＫ、ｐｈｏｓｐｈｏｅＩＦ２ａ、ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５的表
达均较对照组减少。这一结果提示，ＰＥＲＫｅＩＦ２ａ激
活ＮＦκＢ磷酸化。为了进一步证明上述实验结果，
我们利用 ＰＥＲＫ激活剂 Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ处理两种细胞
后，其 ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５的表达均较对照组增加。进一
步证实ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路异常活化诱导 ＮＦκＢ
磷酸化。

核因子κＢ（ＮＦκＢ）广泛存在于各种类型的细
胞中，参与协调许多生物学功能，包括细胞分化、炎

症反应、免疫反应、细胞凋亡及肿瘤生长等［２３２４］。

其具有的抑制细胞凋亡的作用在胶质瘤、甲状腺癌

等其它恶性肿瘤中得到证实［３４］。进一步实验发

现，随着ＮＦκＢ抑制剂Ｂａｙ１１７０８２预处理浓度的增
加，两种口咽鳞癌细胞（Ｆａｄｕ、Ｄｅｔｒｏｉｔ５６２）的存活率
均逐渐降低。这一结果提示，阻断 ＮＦκＢ通路抑制
口咽癌细胞增殖。进一步发现 Ｂａｙ１１７０８２处理后
两种口咽癌细胞凋亡比例明显增高。实验结果提示

抑制 ＮＦκＢ诱导口咽鳞癌细胞凋亡抑制其增殖。
分别沉默 ＰＥＲＫ及 ｅＩＦ２ａ后照射发现，两种细胞存
活率及其 ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５的表达均较对照组减少，提
示我们抑制ＰＥＲＫｅＩＦ２α信号通路下调ＮＦκＢ磷酸
化抑制照射后口咽鳞癌细胞增殖，故抑制该通路或

可增加口咽鳞癌细胞对放射的敏感性。

综上，本研究结果示抑制内质网应激信号通路

ＰＥＲＫｅＩＦ２α调控 ＮＦκＢ诱导口咽癌细胞增殖，为
寻求有效途径抑制口咽癌细胞增殖提供了新的靶点

和理论依据。
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《肿瘤预防与治疗》文章荐读：放射肿瘤学的进展与未来

恶性肿瘤已成为严重危害世界和我国人民身体健康和生命安全的重大疾病。据２０１８年中国癌症统计
数据显示，２０１４年我国有３８０．４万例恶性肿瘤新发病例和２２９．６万例死亡病例。放疗是恶性肿瘤最重要的
治疗手段之一。７０％的恶性肿瘤患者在治疗的不同阶段需要接受放疗，其中７０％为根治性放疗，而在接受
根治性放疗的患者中，有７０％的患者最后能够被根治。在可以治愈的恶性肿瘤中，放疗的贡献为４０％。对
于晚期或复发恶性肿瘤，放疗也是缓解患者症状，延长生存时间，提高生活质量最有效的治疗手段之一。随

着放疗技术的不断进步，放疗理念的不断更新，放射肿瘤学学科已经取得长足进步。《放射肿瘤学的进展与

未来》一文从放疗临床、放射物理和放射生物三个方面，评述了放射肿瘤学的新进展与发展前景，以期为放

射肿瘤学专业的从业人员提供指导。
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