
应的消退。由于未检测生成 ＬＸＡ４的前体脂肪酸和
其他促炎症消退介质的变化，因此有待于进一步分析

ＣＰＢ对促炎症消退系统的影响。
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ｔｈｒｏｕｇｈＨＰＣ２／ｓｎａｉｌ／ＭＭＰ９ａｘｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｈｕｍａｎｐｏｌｙｃｏｍｂ２；ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；Ｉｎｖａｓｉｏｎ

　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是起源
于鼻咽上皮的头颈部常见恶性肿瘤，东南亚和我国南

部的珠江三角洲地带是高发区
［１］
。生活习惯、遗传

和病毒感染被认为是 ３个重要的发病因素［２］
。鼻咽

癌具有易转移的生物学特性，包括区域淋巴结及远处

转移，是患者死亡的主要原因，也是临床治疗的热点、

难点问题
［３］
。筛选出鼻咽癌转移的驱动基因，针对

性靶向干预是攻破转移的重要思路。

多梳基因蛋白家族（ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｏｆｐｒｏｔｅｉｎ，
ＰｃＧ）与器官发育，细胞的增殖及分化调控，肿瘤的发
生、发展有关

［４］
。其中人多梳蛋白 ２（ｈｕｍａｎｐｏｌｙｃｏｍ

２，ＨＰＣ２）又称为染色盒同源物 ４（ｃｈｒｏｍｏｂｏｘｈｏｍｏｌｏｇ
４，ＣＢＸ４）是 ＰｃＧ家族核心成员之一，常与 ＲＩＮＧ１等
其他 ＰｃＧ蛋白形成复合体，抑制 ｈｏｍｅｏｔｉｃ基因，维持
重要的生理功能

［５］
。据相关研究显示，ＨＰＣ２与多种

肿瘤预后相关，笔者课题组前期研究发现，ＨＰＣ２表
达是影响 ＮＰＣ放疗预后的独立危险因素。然而
ＨＰＣ２在鼻咽癌中的生物学功能尚不清楚，本研究旨
在初步探讨 ＨＰＣ２在鼻咽癌细胞迁移侵袭中的作用
和分子机制。

对象与方法

１．对象：人鼻咽癌细胞株５－８Ｆ由江西省委肿瘤
转移与精准治疗重点实验室馈赠。ＲＰＭＩ１６４０、Ｏｐｔｉ
ｍｕｍ培养基和 ＲＮＡｉＭａｘ均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。阴性对照 ｓｉＲＮＡ及 ＨＨＰＣ２靶序列 ｓｉＲＮＡ购自
广州锐博生物公司，＃１ｓｉＲＮＡ序列（正义链）５′－
ＡＧＡＵＧＡＡＧＡＵＡＧＵＣＡＡＧＡＡ－３′，（反义链）５′－ＵＵ
ＣＵＵＧＡＣＵＡＵＣＵＵＣＡＵＣＵ－３′；＃２ｓｉＲＮＡ序列（正义
链）５′－ＡＧＵＡＣＧＡＧＣＵＣＡＡＣＡＧＣＡＡ－３′，（反义链）

５′－ＵＵＧＣＵＧＵＵＧＡＧＣＵＣＧＵＡＣＵ－３′；ｓｃｒａｍｂｌｅｄ为
无干扰功能对照序列。

２．细胞培养及转染：从液氮复苏的 ５－８Ｆ细胞，
接种于 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，置于 ５％
ＣＯ２、３７℃的恒温箱培养。先将处于对数生长期的细
胞，接种于含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基的 ６孔
板，使细胞在转染日能够达到约 ６０％融合度。采用
ＲＮＡｉｍａｘ进行细胞瞬时转染，将实验分为转染无功
能 ｓｃｒａｍｂｌｅｄ序列的对照组和两个特异性靶向 ＨＰＣ２
的转染组（＃１ｓｉＲＮＡ和＃２ｓｉＲＮＡ组）。于 ６孔板的每
孔加入 Ｏｐｔｉｍｕｍ无血清培养基 １．５ｍｌ，各孔用 ＥＰ管
配制如下转染混合体系，Ａ管：Ｏｐｔｉｍｕｍ２５０μｌ＋
ＲＮＡｉｍａｘ５μｌ，轻柔混匀孵育 ５ｍｉｎ；Ｂ管：Ｏｐｔｉｍｕｍ
２５０μｌ＋ｓｉＲＮＡ５μｌ，轻柔混匀孵育 ５ｍｉｎ，Ａ加入到 Ｂ
管中，混匀后室温孵育 ２０ｍｉｎ。缓慢滴加入相应孔
中，６孔板轻微晃动摇匀。转入 ５％ＣＯ２、３７℃孵育
箱，６ｈ后换液，加入 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基
继续培养，２４～４８ｈ后用于后续实验。

３．ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＰＣ２的 ｓｉＲＮＡ干
扰效率：简要步骤如下，ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞系总ＲＮＡ，
紫外分光光度计检测 ＲＮＡ的纯度和浓度，反转录酶
合成 ｃＤＮＡ。引物均购自中美泰和生物公司。ＨＰＣ２
引物：Ｆｏｒｗａｒｄ５′－ＧＣＡＧＡＧＴＧＧＡＧＴＡＴＣＴＧＧＴＧＡ－
３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′－ＡＧＣＴＴＧＧＣＡＣＧＧＴＴＧＴＣＡＧ －３′；
ＧＡＰＤＨ 引 物：Ｆｏｒｗａｒｄ ５′－ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣ
ＣＡＡＡＡＴ－３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′－ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴ
ＣＡＴＧＧ－３′。先行 ＲＴ－ＰＣＲ，总反应体系 ５０μｌ，
９５℃，预变性 １５ｍｉｎ，９５℃变性 １５ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环。取扩增产物 １０μｌ，上样
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缓冲液２μｌ，在２％琼脂糖凝胶上电泳，６５Ｖ，３０ｍｉｎ，凝
胶成像系统拍照电泳结果。ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎｍｉｘ（ＴａＫａ
Ｒａ生物公司）进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，反应的条件同
前，扩增产物用２－ΔΔＣｔ法计算，与内参基因 ＧＡＰＤＨ校
准得到检测样本的相对表达水平。

４．蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法：检测转染
ｓｉＲＮＡ－ＨＰＣ２后的５－８Ｆ细胞的ＨＰＣ２及ＥＭＴ关键
蛋白表达，简述如下：ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，
ＢＣＡ法测定蛋白含量，试剂盒购自南京凯基生物科
技发展有限公司（Ｃａｔ．ｎｏ，２３２２７）；配平后用 ４×的上
样缓冲液煮蛋白，按照每孔 ３０μｇ上样，经 １０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，将胶上蛋白电转至 ＰＶＤＦ膜，用
５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，ＰＢＳＴ洗膜，配一抗：ＨＰＣ２
（Ｃａｔ．ｎｏ，Ａ３０２－３５５Ａ；Ｂｅｔｈｌｙ，１∶１０００），Ｓｎａｉｌ（Ｃａｔ．
ｎｏ，＃３８７９；ＣＳＴ，１∶１０００），Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｃａｔ．ｎｏ，＃３１９５；
ＣＳＴ，１∶１０００），ＭＭＰ９（Ｃａｔ．ｎｏ，＃３８５２；ＣＳＴ，１∶１０００）和
内参 β－ａｃｔｉｎ（Ｃａｔ．ｎｏ，ＡＰ００６０；Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，１∶２０００），加
至孵育盒的膜上，４℃ 孵育过夜，ＰＢＳＴ洗膜，加
１∶１００００稀释的二抗室温孵育１ｈ，摇床洗膜，ＥＣＬ（Ｃａｔ
ｎｏ．Ｐ００１８Ｆ，上海碧云天生物技术有限公司）化学发
光后显影，用 Ｉｍａｇｅｌａｂ软件采集图像，β－ａｃｔｉｎ为内
参，实验重复３次。

５．细胞划痕实验：取对数生长期 ５－８Ｆ细胞，调
整细胞浓度为 ５×１０５／个，铺 ６孔板，每孔均匀铺
８０％，用一次性２０μｌ无菌移液吸头匀速用力划痕，用
ＰＢＳ洗去划落的细胞，加入 １０％胎牛血清的 １６４０培

养液，每间隔６ｈ拍照，镜下测量各组细胞迁移距离，
愈合率％ ＝（０ｈ划痕距离 －各测量时点划痕距离）／
０ｈ划痕距离。

６．细胞侵袭实验：在有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室中加入５０μｌ无血清培养基，置于３７℃培养箱中 ３０
ｍｉｎ，用于水化基膜，取消化后重悬的对照组和转染组
细胞，调整细胞浓度为 ３×１０４个／孔接种到上室中，
在下室中加入 ５００μｌ１０％胎牛血清的培养基，放入
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，用 ＰＢＳ洗两遍，甲醇固定下室２０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗
２遍，１％结晶紫染色 １０ｍｉｎ，缓慢流水中漂洗 １ｍｉｎ，
晾干，高倍光镜下统计穿过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的细胞数目。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，多组间数据比较采用单因素方差分析，两两数

据比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果
１．ｓｉＲＮＡ转染后鼻咽癌细胞 ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ及

蛋白表达：５－８Ｆ细胞转染 ｓｉＲＮＡ后 ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ
丰度明显降低（图 １Ａ）。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结果提示，
对照组 ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ相对表达量为 ０．９３±０．０６，
＃１ｓｉＲＮＡ组表达量为 ０．２０±０．０５，＃２ｓｉＲＮＡ组表达
量为０．１８±０．０４。转染组的 ｍＲＮＡ表达量较对照组
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 １Ｂ）。ＨＰＣ２
的蛋白水平也明显降低（图１Ｃ）。

图 １　在鼻咽癌 ５－８Ｆ细胞转染靶向 ＨＰＣ２的 ｓｉＲＮＡ后 ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ和蛋白水平检测
Ａ．ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ核酸电泳；Ｂ．ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ＨＰＣ２的 ｍＲＮＡ丰度；Ｃ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＰＣ２的蛋白水平

　

　　２．ＨＰＣ２沉默后对鼻咽癌细胞划痕愈合的影响：
用平板划痕实验比较 ＨＰＣ２沉默后细胞迁移愈合能力
的变化。对照组６、１２、２４ｈ的愈合率分别为３０．４３％ ±
１８３％、６４．７５％ ±３．３６％、９７．３２％ ±２．５４％；＃１ｓｉＲ
ＮＡ组６、１２、２４ｈ的愈合率分别为 ２２．４３％ ±２．５７％、
４８．７５％ ±２．７６％、７５４６％ ±２．２８％；＃２ｓｉＲＮＡ组 ６、

１２、２４ｈ的愈合率分别为 １８．６５％ ±３．０７％、３７．５１％ ±
２．１２％、６８．７２％ ±２．６２％。在 ６、１２、２４ｈ时间点，与对
照组比较，沉默组的划痕愈合率降低，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
３．沉默 ＨＰＣ２后对鼻咽癌细胞侵袭能力的影响：

用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测比较５－８Ｆ细胞侵袭能力，７２ｈ
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图 ２　沉默 ＨＰＣ２基因对 ５－８Ｆ细胞划痕愈合能力的影响
　

后光镜下观察发现，对照组穿膜细胞数为 ３２０±３２，
＃１ｓｉＲＮＡ－ＨＰＣ２转染组细胞数为１９０±２８，＃２ｓｉＲＮＡ－
ＨＰＣ２转染组细胞数为１３８±２１。与对照组比较，

ｓｉＲＮＡ－ＨＰＣ２沉默组的细胞穿膜数减少，侵袭性下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

图 ３　沉默 ＨＰＣ２后对鼻咽癌细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×１００）
Ａ．对照组细胞穿膜情况；Ｂ．＃１转染组细胞穿膜情况；Ｃ．＃２转染组细胞穿膜情况

　

　　４．靶向沉默 ＨＰＣ２后对 ＥＭＴ信号通路的影响：
转染 ＨＰＣ２对５－８Ｆ细胞中 ＥＭＴ关键分子Ｓｎａｉｌ、Ｅ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ及 ＭＭｐ９表达的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
结果显示，与对照组比较，两个 ｓｉＲＮＡ－ＨＰＣ２转染组
的转录因子 Ｓｎａｉｌ下调，上皮标志物 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达
上调，转移标志物ＭＭＰ９下调，提示ＨＰＣ２沉默后５－
８Ｆ细胞的 ＥＭＴ信号通路抑制，转移活性下降。

讨　　论

骨、肺、肝脏是鼻咽癌（ＮＰＣ）最常见转移部位。
骨转移以骨盆、脊柱、四肢骨常见。约 ２５％的 Ｔ４或

Ｎ３期的患者发生远处转移
［６］
。ＥＢＶ介导的 ＮＰＣ转

移及调控机制是目前研究的热点
［７～９］

。ＮＰＣ的 ５－
８Ｆ细胞株是持续感染 ＥＢ病毒的 ＳＵＮＥ１细胞株的亚
株，具有高转移特性

［１０］
。因此，５－８Ｆ是关于鼻咽癌

转移研究的理想细胞模型。

１９９７年 Ｏｔｔｅ等首次发现 ＨＰＣ２基因，定位于 １７

图 ４　ＨＰＣ２靶向沉默后 ＥＭＴ通路关键分子 Ｓｎａｉｌ、

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ９的变化
　

号染色体长臂的 ２５．３位置，由 ５６０个氨基酸残基组
成，相对分子质量约 ６１ｋＤａ。ＨＰＣ２是一种低分子泛
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素修饰物，称为泛素连接酶 ＳＵＭＯＥ３，它包含如下 ３
个功能结构域：①氨基端染色质区域介导 Ｐｃ蛋白与
染色质结合；②位于羧基端的 ＣＯＯＨ盒，可以与
ＲＩＮＧ１和核小体颗粒结合介导转录抑制；③位于羧基
端与伴侣分子 ＣｔＢＰ特异结合的 ６氨基酸基序［１１］

。

ＣＢＸ４的 ＳＵＭＯ化作用可以介导蛋白质的亚细胞定
位，也可以调节转录因子的活性，参与肿瘤的发生、发

展
［１２］
。ＨＰＣ２的转录本在人体正常组织中差别不大，

但在不同肿瘤细胞株中存在较大差异，ＨＰＣ２在骨肉
瘤细胞、肠癌细胞表达量高，在 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤中表达
量却很低

［１３］
。本课题组前期研究发现，ＨＰＣ２在鼻咽

癌组织及５－８Ｆ细胞株有较高表达。
据相关研究报道，ＣＢＸ４在不同肿瘤中的作用并

不一致。在结直肠癌中，ＣＢＸ４募集 ＨＤＡＣ３到
ＲＵＮＸ２启动子抑制其转录，从而抑制结直肠癌转
移

［１４］
。研究显示，ＣＢＸ４的癌基因样促转移作用，在

肾透明细胞癌中，ＣＢＸ４与 ＨＤＡＣ１作用抑制 ＫＬＦ６抑
癌基因启动子活性，促进肿瘤生长转移；在骨肉瘤中

ＣＢＸ４上调 ＲＵＮＸ２促进其转移，靶向 ＣＫ１α／ＣＢＸ４有
望使伴有转移的骨肉瘤患者获益；通过 Ｎｏｔｃｈ１信号
通路增强乳腺癌侵袭性；促进肝细胞癌高转移株

ＭＨＣＣ９７Ｌ的迁移与肺转移；调控 ＢＭＩ１促进肺癌增
殖进展和转移

［１５～１９］
。本研究发现沉默 ＨＰＣ２后，鼻

咽癌细胞侵袭迁移能力降低，提示 ＨＰＣ２在 ＮＰＣ中
可能具有促转移作用。ＥＭＴ通路是调控肿瘤转移的
经典下游信号通路，肿瘤驱动基因介导 ＥＭＴ通路是
促进鼻咽癌转移的重要途径。Ｄｏｎｇ等［２０］

研究显示，

下调 ＭＬＫＬ通过抑制 ＥＭＴ有效抑制鼻咽癌的侵袭转
移。本研究发现沉默 ＨＰＣ２表达，ｓｎａｉｌ下调，上皮标
志物上调，转移标志物 ＭＭＰ９下调，提示 ＨＰＣ２可能
通过 Ｓｎａｉｌ／Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／ＭＭＰ９通路介导 ＮＰＣ转移，具
体的相互作用机制有待于进一步研究。

综上所述，本研究显示在鼻咽癌５－８Ｆ细胞沉默
ＨＰＣ２表达，可抑制鼻咽癌细胞的迁移及侵袭能力，
实验结果还需深入开展动物实验研究。以上证据支

持 ＨＰＣ２可能作为治疗鼻咽癌转移的新分子靶点。
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