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干扰性小核糖核酸靶向抑制趋化因子受体４基因表达对鼻咽癌
细胞增殖和侵袭的影响

鲁保才，卢振民，张爱民，余文发，连　荣，史海旭，李　靖，王慧敏，袁东杰
（新乡医学院第一附属医院耳鼻咽喉科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨干扰性小核糖核酸（ｓｉＲＮＡ）靶向抑制鼻咽癌细胞趋化因子受体４（ＣＸＣＲ４）基因表达对癌细
胞增殖、侵袭的影响及机制。方法　收集新乡医学院第一附属医院２０１４年１月至２０１６年１２月保存的鼻咽癌及相应
的癌旁组织标本各４２例，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测鼻咽癌及相应的癌
旁组织中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达。将人鼻咽癌细胞系ＣＮＥ２Ｚ分为空白对照组（细胞未做任何处理）、阴性对照组
（细胞转染无义ｓｉＲＮＡ序列）和ＣＸＣＲ４转染组（细胞转染ＣＸＣＲ４的靶向 ｓｉＲＮＡ序列），转染４８ｈ后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测各组细胞中ＣＸＣＲ４、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）和细胞周期素 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）
蛋白表达；应用细胞计数试剂盒和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室分别检测细胞的增殖和侵袭能力。结果　鼻咽癌及相应的癌旁组织
中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达分别为５．５２６±０．１４３、０．９５３±０．０９１，蛋白表达分别为０．５２２±０．０４７、０．０５３±００１１，鼻咽癌组
织中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）。ＣＸＣＲ４转染组细胞中 ＣＸＣＲ４、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、β
ｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达及细胞存活率、细胞侵袭数均显著低于空白对照组和阴性对照组（Ｐ＜０．０５），但空白对照
组和阴性对照组细胞中ＣＸＣＲ４、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达及细胞存活率、细胞侵袭数比较差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　抑制鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞中ＣＸＣＲ４基因表达可显著降低肿瘤细胞的增殖与侵袭能
力，其机制可能与下调Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有关。
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　　鼻咽癌是一种地方性高发的鼻咽部鳞状上皮
癌，常发生在鼻咽部顶壁和咽隐窝。主要治疗方法

是放射治疗或放射治疗联合化学治疗，但对于晚期

病灶、转移及局部复发患者的治疗效果很差，且不良

反应重［１］。鼻咽癌的发生是包括环境因素、癌基

因、抑癌基因、基因的易感性、埃巴二氏病毒（Ｅｐ
ｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）在内的多因素作用的结果。
因此，阐明鼻咽癌发生的分子机制及寻找新的治疗

靶点是该病治疗的关键。趋化因子受体４（ｃｈｅｍｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）是基质细胞衍生因子１唯一的趋
化因子受体，参与各种生理及病理过程［２］。近年来

研究显示，乳腺癌、胰腺癌、肝癌等多种肿瘤中 ＣＸ
ＣＲ４高表达，其表达与肿瘤细胞的播散、正常细胞的
恶性转化及肿瘤细胞的非随机转移等有关［３５］。也

有研究指出，鼻咽癌中 ＣＸＣＲ４也有高表达，其表达
与鼻咽癌转移有关［６］。本研究拟采用 ＲＮＡ干扰技
术，通过靶向沉默人鼻咽癌细胞系 ＣＮＥ２Ｚ中 ＣＸ
ＣＲ４基因的表达，观察其对鼻咽癌细胞增殖、侵袭的
影响，并进一步研究其作用机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集新乡医学院第一附属医院
２０１４年１月至２０１６年１２月保存的鼻咽癌及相应的
癌旁组织各４２例，男２８例，女１４例，年龄１９～８５
（４２．２±１２．１）岁。鼻咽癌患者经病理证实均为鼻
咽部低分化鳞癌，均未接受任何治疗，且为首次确

诊，所有样本的实验均经过医院伦理委员会审查。

１．２　试剂和仪器　人鼻咽癌细胞系 ＣＮＥ２Ｚ购自
广州吉妮欧生物科技有限公司，胎牛血清、ＲＰＭＩ
１６４０培养基购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，细胞计数试剂盒 （ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）和二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒购自江苏碧云天生物技

术研究所，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００试剂盒购自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉ
ｎａｓｅ，ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９、β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）、细
胞周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ公
司；多功能酶标仪（ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ）购自美国ＢｉｏＴｅｃ公
司，流式细胞仪购自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。
１．３　实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测鼻咽癌及癌
旁组织中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达　参照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒
操作说明提取患者鼻咽癌组织和癌旁组织中的总

ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，参照 ＧｅｎＢａｎｋ中的基因序
列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０引物设计软件设计目的
基因ＣＸＣＲ４及内参基因磷酸甘油醛脱氢酶 （ｇｌｙｃ
ｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）的
ＲＴＰＣＲ引物，送上海生工生物工程有限公司合成。
ＣＸＣＲ４引物序列：上游为５′ＴＧＧＣＣＴＴＡＴＣＣＴＧＣＣＴ
ＧＧＴＡＴ３′，下游为５′ＧＧＡＧＴＣＧＡＴＧＣＴＧＡＴＣＣＣＡＡＴ
３′。内参 ＧＡＰＤＨ引物序列：上游为 ５′ＧＡＡＧＧＴ
ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游为５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ
ＧＧＧＡＴＴＴＣ３′。定量ＰＣＲ扩增条件：９５℃ ２ｍｉｎ；
９５℃ ３０ｓ；５５℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，以上共３５个循
环。７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。根据相对模板量
２－ΔΔＣｔ计算ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ相对表达量。
１．４　细胞转染　人鼻咽癌细胞系 ＣＮＥ２Ｚ在
３７℃，９５％湿度，含体积分数５％ ＣＯ２培养箱中用
含体积分数１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养
基培养。收集对数生长期的细胞，以１．０×１０８Ｌ－１

接种于６孔细胞培养板中，细胞生长至孔底面积达
８５％～９０％时进行转染，分为空白对照组（细胞未
做任何处理）、阴性对照组（细胞转染无义 ｓｉＲＮＡ序
列）和ＣＸＣＲ４转染组（细胞转染ＣＸＣＲ４的靶向ｓｉＲ
ＮＡ序列）。具体操作按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００试
剂盒的操作说明进行。
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１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测鼻咽癌组织、癌旁组织及
各组细胞中ＣＸＣＲ４、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、βｃａｔｅｎｉｎ及
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达　用细胞裂解液分别处理鼻咽
癌组织、癌旁组织和细胞中的蛋白，ＢＣＡ试剂盒检
测蛋白浓度，取５０μｇ上样蛋白至十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转移至硝酸纤维素膜，质

量分数５％脱脂奶粉封闭，分别加入 ＣＸＣＲ４、ＭＭＰ
２、ＭＭＰ９、βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１（均按照 １５００稀
释）和ＧＡＰＤＨ（１１０００稀释）一抗，４℃过夜，洗膜
缓冲液 （ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｔｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）洗涤
（３次×１０ｍｉｎ），加入 １５０００稀释的辣根过氧化
物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗鼠
ＩｇＧ，３７℃ 孵育１ｈ，洗膜后在暗室 Ｘ片曝光１ｍｉｎ
左右，显影、定影后成像拍照。

１．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖能力　以１×１０７Ｌ－１浓
度将对数生长的 ＣＮＥ２Ｚ细胞接种至９６孔细胞培
养板，每孔设置３个复孔，培养２４ｈ进行同步化处
理，分别于转染后４８ｈ每孔细胞中加入ＣＣＫ８试剂
１０μＬ，培养箱孵育１ｈ。酶标仪测定４５０ｎｍ的吸光
度，重复３次。细胞增殖率 ＝（转染组细胞／对照组
细胞）×１００％。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞侵袭能力　４℃融化
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，与 ＲＰＭＩ１６４０培养液按照１４比例稀
释，取５０μＬ稀释后的胶铺在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层。
常温放置１０～１５ｍｉｎ风干，转染４８ｈ的各组细胞以
每孔１×１０４个细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上层，下
室中加入含体积分数 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基，培养１８ｈ，洗涤，棉球轻轻擦掉上室内的细
胞，甲醛固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲
液冲洗，随机取不同的６个视野（×２００）观察；并记
录穿膜的细胞数，重复３次，求均值。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计
分析，实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各组间
差异比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白在鼻咽癌及癌旁组织
中的表达　结果见图１。鼻咽癌及相应的癌旁组织
中 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达分别为 ５５２６±０．１４３、
０．９５３±００９１，蛋白表达分别为 ０．５２２±００４７、
００５３±０．０１１，鼻咽癌组织中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白
表达均显著高于癌旁组织，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

Ａ：ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＣＸＣＲ４蛋白表达。

图１　ＣＸＣＲ４在鼻咽癌中的表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｈｕｍａｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ

２．２　转染 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ后 ＣＮＥ２Ｚ细胞中 ＣＸ
ＣＲ４蛋白表达　结果见图２。空白对照组、阴性对
照组和ＣＸＣＲ４转染组细胞中ＣＸＣＲ４蛋白表达分别
为０．３８３±０．０３１、０．３６９±０．０２９和０．０３７±００１０，
ＣＸＣＲ４转染组细胞中ＣＸＣＲ４蛋白表达显著低于空
白对照组和阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），阴性对照组细胞中 ＣＸＣＲ４蛋白表达与空白
对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　各组ＣＮＥ２Ｚ细胞中ＣＸＣＲ４蛋白表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．３　各组细胞增殖能力比较　空白对照组、阴性对
照组和 ＣＸＣＲ４转染组的细胞存活率分别为
（９５．６２±３．２３）％、（９３．４５±３．１３）％和（６１．１８±
４４４）％，ＣＸＣＲ４转染组细胞存活率显著低于空白
对照组和阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），阴性对照组细胞存活率与空白对照组比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．４　各组细胞侵袭能力比较　空白对照组、阴性对
照组和ＣＸＣＲ４转染组细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭数分别为
２２５±１５、２１７±１４和 １０２±１２，ＭＭＰ２蛋白表达分
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别为 ０．４７５±０．０４２、０．４９８±０．０４１和 ０．２２３±
００２７，ＭＭＰ９蛋白表达分别为 ０．４８１±０．０３６、
０．４６２±００３４和 ０．３３０±００１０，ＣＸＣＲ４转染组细
胞侵袭数、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达均显著低于
空白对照组和阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），阴性对照组细胞侵袭数、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
蛋白表达与空白对照组比较差异均无统计学意义

（Ｐ＞００５）。ＭＭＰ蛋白表达结果见图３。

图３　各组ＣＮＥ２Ｚ细胞中ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＮＥ

２Ｚｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．５　转染 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路中βｃａｔｅｎｉｎ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响　
结果见图４。空白对照组、阴性对照组和 ＣＸＣＲ４转
染组细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达分别为 ０．４１２±
００３６、０．４０７±０．０３８和０．１７４±０．０２５，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋
白表达分别为 ０．１５３±０．０２１、０．１４５±０．０２２和
０．０３６±０．０１０，ＣＸＣＲ４转染组细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ和
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达均显著低于空白对照组和阴性
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），阴性对照组
细胞中βｃａｔｅｎｉｎ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达与空白对照
组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图４　各组ＣＮＥ２Ｚ细胞中βｃａｔｅｎｉｎ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄＣｙｃｌｉｎＤ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

趋化因子及其受体在大部分肿瘤中有表达，其

表达影响肿瘤的发生、发展，因此，以趋化因子或其

受体为靶点，通过抑制趋化因子受体的信号传导而

调节趋化因子系统的功能对于恶性肿瘤的防治具有

重要意义。研究显示，ＣＸＣＲ４是在组织中表达最广
泛的细胞趋化因子受体之一，与其配体结合激活后

可形成假伪足，影响多种恶性肿瘤的生长、侵袭、迁

移［７］。在多种恶性肿瘤中有 ＣＸＣＲ４基因的异常表
达［８９］。研究显示，抑制 ＣＸＣＲ４基因的表达可显著
降低卵巢癌、胃癌、肾癌等多种肿瘤细胞的增殖、侵

袭及迁移能力［１０１２］。ＣＸＣＲ４基因在鼻咽癌中也呈
现高表达，其表达与鼻咽癌的转移、放射治疗史有

关，可作为判断鼻咽癌预后的指标［１３］。但 ＣＸＣＲ４
对鼻咽癌侵袭及其机制研究尚未清楚。ＲＮＡ干扰
是由ＲＮＡ介导的转录后沉默调控，具有高度的特异
性和有效性，是研究基因功能有效的途径［１４］。

肿瘤细胞的侵袭能力是恶性肿瘤的一个重要生

物学特性，也是治疗失败的重要因素。恶性肿瘤细

胞的侵袭是由多步骤、多阶段控制的复杂过程，其中

细胞外基质降解是侵袭的关键。ＭＭＰｓ可降解细胞
外基质及基膜中的大多数蛋白质，在肿瘤中由于其

表达增强，促进细胞外基质降解，进而增强细胞的转

移、侵袭能力［１５１６］。ＭＭＰ２和ＭＭＰ９在ＭＭＰｓ家族
中研究的较多，既往研究表明，鼻咽癌中 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９过表达与鼻咽癌的浸润生长、淋巴转移、不
良预后等有关，抑制其表达可降低鼻咽癌细胞的侵

袭和迁移能力［１７１８］。本实验通过转染 ＣＸＣＲ４ｓｉＲ
ＮＡ抑制鼻嗯癌细胞中 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白水平，
抑制了ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达，显著降低了鼻咽
癌细胞的侵袭能力，提示ＣＸＣＲ４基因在鼻咽癌的侵
袭能力可能与其调控 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９密切相关。
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路由 Ｗｎｔ蛋白、核内转录因
子、跨膜受体胞质蛋白和下游的靶基因组成，是一条

经典的Ｗｎｔ信号通路，与肿瘤、衰老和退化、骨质疏
松等疾病有关［１９］。βｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ信号通路的核
心原件，在细胞膜及细胞质中均有分布，当有 Ｗｎｔ
信号刺激时，可导致βｃａｔｅｎｉｎ的大量聚集并进入细
胞核，最终激活和启动下游的ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ基因
的表达，从而影响肿瘤的发生、发展。既往研究认

为，抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路可降低人鼻咽癌细
胞的增殖、侵袭，促进细胞的凋亡能力［２０］。本研究

结果提示，抑制 ＣＸＣＲ４表达后 βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达水平显著降低，同时鼻咽癌细胞的增殖和

侵袭能力也对应降低。因此，ＣＸＣＲ４基因可能通过
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与到鼻咽癌细胞的恶性
增殖和侵袭能力的调控；另外，本研究也观察到鼻咽

癌细胞的恶性侵袭能力与ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达相
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关，但其具体调控方式和机制仍需进一步探讨。

综上所述，抑制鼻咽癌ＣＸＣＲ４表达可通过下调
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路来降低鼻咽癌细胞的增殖
及侵袭能力。ＣＸＣＲ４基因可能成为鼻咽癌检测的
一个重要指标及作为分子治疗的潜在靶点，但其作

用机制仍需进一步深入研究。
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