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摘要　目的　探讨Ｂ细胞特异莫洛尼鼠白血病病毒整合位点１（ＢＭＩ１）经ＮＯＴＣＨ信号通路对人口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）细胞
活力、迁移、侵袭、凋亡和顺铂敏感性的调控。方法　使用人ＯＳＣＣ细胞系ＣＡＬ２７通过慢病毒构建敲低及过表达ＢＭＩ１基因的
ＣＡＬ２７细胞株，分别为敲低组及其阴性对照组：ｓｈＢＭＩ１-１组、ｓｈＢＭＩ１-２组、ｓｈＢＭＩ１-３组、ｓｈＮＣ组，过表达组及其阴性对照组：
ＢＭＩ１组、ＮＣ组。随后使用ＲＴ-ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法验证转染效果并筛选出最佳敲低效果的细胞株。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感
染后的ＣＡＬ２７细胞中ＮＯＴＣＨ信号通路的分裂素同源基因１（ＮＯＴＣＨ１）、Ｄｅｌｔａ样配体１基因（ＤＬＬ１）、Ｊａｇｇｅｄ１基因（ＪＡＧ１）、毛
发增强因子１基因（ＨＥＳ１）蛋白的表达情况。随后将各组细胞分别予药物溶剂二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），顺铂（ＣＤＤＰ），ＮＯＴＣＨ通
路抑制剂γ分泌酶抑制剂（ＤＡＰＴ）及ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ进行培养，使用ＣＣＫ-８、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、平板克隆、流式细胞术检测各
组细胞表型。结果　ＢＭＩ１过表达后，ＮＯＴＣＨ信号通路中的ＮＯＴＣＨ１、ＤＬＬ１、ＪＡＧ１以及ＨＥＳ１基因和蛋白的表达水平明显升高
（Ｐ＜０.０５）。在ＣＤＤＰ干预下的ＢＭＩ１组细胞较ｓｈＢＭＩ１组细胞活力、细胞侵袭、迁移及集落形成能力提高，且细胞凋亡减少（Ｐ
＜０.０５）。相对ＣＤＤＰ组，可见联合用药后ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ组细胞凋亡率上升，癌细胞对ＣＤＤＰ敏感性提高（Ｐ＜０.０５）。结论　
ＢＭＩ１可能通过激活ＮＯＴＣＨ信号通路，提升口腔鳞癌细胞 ＣＡＬ２７的细胞恶性程度，促进细胞活力、迁移与侵袭，降低细胞对
ＣＤＤＰ的药物敏感性。抑制ＮＯＴＣＨ通路可提高ＣＡＬ２７的顺铂敏感性，ＣＤＤＰ和 ＤＡＰＴ具有协同的细胞毒性作用，促进 ＯＳＣＣ
细胞凋亡。
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　　头颈癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｃａｎｃｅｒｓ，ＨＮＣ）是全球第
七大常见的恶性肿瘤，占所有癌症的３％，其中头颈
部鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ-
ｍａ，ＨＮＳＣＣ）占所有头颈部肿瘤的９０％［１－２］。针对

ＨＮＳＣＣ中常见的口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ），目前多西紫杉醇联合顺铂
（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＣＤＤＰ）和 ５-氟尿嘧啶的化疗方案
（ＴＰＦ），已被证实为有效的诱导化疗方法，但由于
ＯＳＣＣ细胞的耐药性，常引起疾病的不良预后［３－４］。

因此进一步研究逆转ＯＳＣＣ耐药性的基因靶点或药
物是当下肿瘤基础研究的重点之一。

Ｂ细胞特异莫洛尼鼠白血病病毒整合位点１（Ｂ
ｃｅｌｌ-ｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｉｎｓｅｒｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ１，ＢＭＩ１）是一种表观遗传调控因子，影响着细
胞及胚胎的生物学行为［５－６］。近年来研究［７－８］显

示，ＢＭＩ１在 ＨＮＳＣＣ肿瘤形成和恶化中发挥了重要
作用，且参与调控了 ＨＮＳＣＣ的化疗耐药过程。在
ＨＮＳＣＣ细胞中抑制或敲除 ＢＭＩ１基因，配合 ＣＤＤＰ
处理时，可募集和激活 ＣＤ８＋Ｔ细胞，激活肿瘤细胞
的内源性免疫反应，增强 ＣＤＤＰ对细胞的杀伤作
用［８］。与此同时，ＮＯＴＣＨ信号作为肿瘤细胞耐药中
重要的信号级联途径之一，ＣＤＤＰ与ＮＯＴＣＨ通路抑
制剂联用时，在 ＮＯＴＣＨ通路依赖性肿瘤细胞中具
有协同的细胞毒性作用［９］。然而，在ＯＳＣＣ中ＢＭＩ１
与ＮＯＴＣＨ通路间的关系和作用机制尚未明确，因
此该研究通过细胞表型实验，初步探讨 ＢＭＩ１-
ＮＯＴＣＨ通路轴对ＯＳＣＣ细胞的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞株　人 ＯＳＣＣ细胞系 ＣＡＬ２７（ＣＲＬ-２０９５）
购自美国模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）。
１．２　主要试剂和仪器　ＢＭＩ１敲低／过表达慢病毒
及相应的空载体（上海吉凯基因公司，货号：
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ＧＸＤＬ０２４４２７）４；ＤＭＥＭ基础培养基、ＰＢＳ平衡液、胰
酶、青 －链霉素（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货号：１１９６５０９２、
１００１００２３、２５２０００７２、１５１４０１２２）；胎牛血清（以色列
ＢＩ公司，货号：０４-００１-１ＡＣＳ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，货号：
３４２２、２３２２７）；１０％ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（上海雅
酶生物医药科技有限公司，货号：ＰＧ１１２）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶（美国 ＣＯＲＮＩＮＧ公司，货号：３５６２３４）；ＲＩＰＡ
细胞裂解液、ＴｒｉｔｏｎＸ-１００、荧光封片剂、ＤＥＰＣ、０．１％
结晶紫染色液（中国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，货号：Ｒ００１０、
Ｔ８２００、Ｓ２１００-１００、Ｒ１６００、Ｇ１０６３）；ＴＲＩｚｏｌ（北京爱必
信公司，货号：ａｂｓ６０１５４）。ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＡＰＣ／７-ＡＡＤ
凋亡检测试剂盒（中国联科生物公司，货号：

ＡＰ１０５）；ＮＯＴＣＨ１、ＤＬＬ１单克隆抗体（沈阳万类生物
科技有限公司，货号：ＷＬ０３０９７、ＷＬ００９６８）；ＢＭＩ１单
克隆抗体（美国ＮＯＶＵＳ公司，货号：ＮＢ１１０-４０８２３）；
ＨＥＳ１（美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，货号：ＡＦ３３１７）。
ＪＡＧ１单克隆抗体和ＨＲＰＡｎｔｉ-ＧｏａｔＩｇＧ（上海艾比玛
特科技公司，货号：Ｔ５５７２６、Ｍ２１２１２３）；β-ａｃｔｉｎ、ＨＲＰ
Ａｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ、ＨＲＰＡｎｔｉ-ＭｏｕｓｅＩｇＧ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇ-
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号：８４５７、７０７４、７０７６）；Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ-８、ＤＡＰＴ（美国 ＭＣＥ公司，货号：ＨＹ-
Ｋ０３０１、ＨＹ-１３０２７）；顺铂（中国齐鲁制药公司，货号：
Ｈ２００２３４６１）；ＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＴ-ＰＣＲＫｉｔ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（日本ＴＡＫＡＲＡ公司，货
号：２０８１５４、ＲＲ０３７Ａ）。倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭ-
ＰＵＳ公司，型号：ＢＸ５１）；荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公
司，型号：ＤＭＩ８）；流式细胞仪（美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司，型号：ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）；荧光定量 ＰＣＲ仪（美
国ＢＩＯ-ＲＡＤ公司，型号：ＣＦＸ９６）；超微量分光光度
仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号：ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ）；多功
能酶标仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司，货号：ＤＴＸ８８０）。
１．３　方法
１．３．１　ＢＭＩ１基因的泛癌分析　使用 ＴＩＭＥＲ２.０
数据库（ｈｔｔｐ：／／ｔｉｍｅｒ．ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｏｒｇ／）对ＢＭＩ１基因在
全癌症和正常组织中的表达情况进行泛癌差异分

析。

１．３．２　细胞培养　使用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ

培养基培养 ＣＡＬ２７细胞株，在５％ ＣＯ２、３７℃条件
的培养箱中培养，待细胞增殖密度达８０％～９０％ 时
进行传代。

１．３．３　细胞分组及慢病毒感染细胞　将各组细胞
命名为ｓｈＢＭＩ１组、ｓｈＮＣ组、ＢＭＩ１组、ＮＣ组和Ｂｌａｎｋ
组。其中Ｂｌａｎｋ组为未经处理的空白对照组。委托
吉凯基因公司设计具有嘌呤霉素抗性的 ＢＭＩ１敲低
及过表达慢病毒载体。ｓｈＢＭＩ１、ｓｈＢＭＩ２、ｓｈＢＭＩ３具
有不同的 ｓｈＲＮＡ靶序列，均为 ＢＭＩ１敲低的慢病毒
载体，ｓｈＲＮＡ靶序列如表１所示。将３者分别对细
胞进行感染后，筛选出最佳敲低效果的载体（ｓｈＢ-
ＭＩ１-２）作为后续实验的基因敲低组（ｓｈＢＭＩ１组）。
在 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的诱导下，使用过表达慢病毒载体
ＢＭＩ１，３组慢病毒载体 ｓｈＢＭＩ１-１、ｓｈＢＭＩ１-２、ｓｈＢＭＩ１-
３以及空载的阴性对照组 ＮＣ与 ｓｈＮＣ分别感染
ＣＡＬ２７细胞株，使用２μｇ／ｍｌ浓度的嘌呤霉素筛去
未感染成功的细胞。荧光显微镜下观察，当发出

ＧＦＰ荧光的细胞占９０％以上，即可进行后续实验。
１．３．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ-ｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ＲＴ-ｑＰＣＲ）　酚／氯仿法提取细胞总ＲＮＡ之后
使用超微量分光光度仪测量其纯度及浓度。反转录

试剂盒将ＲＮＡ逆转为ｃＤＮＡ，使用ＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＲＴ-ＰＣＲＫｉｔ试剂盒，将所需试剂、引物（由上
海生工生物工程设计合成）及 ｃＤＮＡ混匀后，加至
ＰＣＲ板中，上机反应，三步法进行Ｒｅａｌ-ＴｉｍｅＰＣＲ，并
制作溶解曲线，目的基因的变化以２－ΔΔＣＴ方法计算
统计。引物序列见表２。
１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　使用 ＲＩＰＡ细胞裂解液
提取各组细胞样品，超声裂解细胞，使用 ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒测定蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲液进

行浓度调平后加热变性，在１０％的 ＰＡＧＥ凝胶中上
样，电泳（恒定电压９０Ｖ３０ｍｉｎ，１２０Ｖ６０ｍｉｎ）和转
膜（恒定电流２００ｍＡ９０ｍｉｎ）。５％脱脂牛奶封闭
ＰＶＤＦ膜２ｈ，孵育于一抗 β-ａｃｔｉｎ（１∶１０００）、ＢＭＩ１
（１∶１０００）、 ＨＥＳ１ （１∶１０００）、 ＮＯＴＣＨ１
（１∶１０００）、ＪＡＧ１（１∶５００）、ＤＬＬ１（１∶１０００）中置
于４℃冰箱孵育过夜，室温下分别于对应的二抗
ＨＲＰＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（１∶５０００）、ＨＲＰＡｎｔｉ-Ｍｏｕｓｅ

表１　ｓｈＲＮＡ靶序列

Ｔａｂ．１　ｓｈＲＮＡＴａｒｇｅｔＳｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｒｏｕｐ ５’ ＳＴＥＭ ＬｏｏＰ ＳＴＥＭ ３’
ｓｈＢＭＩ１-１ Ｃｃｇｇ ＡＡＧＴＡＴＴＧＴＣＣＴＡＴＴＴＧＴＧＡＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＴＣＡＣＡＡＡＴＡＧＧＡＣＡＡＴＡＣＴＴ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＢＭＩ１-２ Ｃｃｇｇ ＣＧＧＡＡＡＧＴＡＡＡＣＡＡＡＧＡＣＡＡＡ ＣＴＣＧＡＧ ＴＴＴＧＴＣＴＴＴＧＴＴＴＡＣＴＴＴＣＣＧ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＢＭＩ１-３ Ｃｃｇｇ ｃｃＡＧＡＡＣＡＧＡＴＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡ ＣＴＣＧＡＧ ＴＴＣＣＧＡＴＣＣＡＡＴＣＴＧＴＴＣＴＧＧ ＴＴＴＴＴｇ
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表２　引物序列

Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＧＡＰＤＨ Ｆ ５’-ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ-３’

Ｒ ５’-ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ-３’
ＢＭＩ１ Ｆ ５’-ＣＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＴＴＴＧ-３’

Ｒ ５’-ＧＡＣＣＣＡＴＴＴＡＣＴＧＡＴＧＡＴＴＴ-３’

ＩｇＧ（１∶５０００）和ＨＲＰＡｎｔｉ-ＧｏａｔＩｇＧ（１∶１００００）孵
育１ｈ，１×ＴＢＳＴ冲洗 ＰＶＤＦ膜后，涂上 ＥＣＬ化学发
光液，放入凝胶成像仪显影，用 ＩｍａｇｅＪ分析蛋白条
带灰度值，以β-ａｃｔｉｎ作为内参进行半定量比较。
１．３．６　细胞免疫荧光染色　使用４％多聚甲醛室
温下固定６孔板中的细胞２０ｍｉｎ。加入０.２５％的
ＴｒｉｔｏｎＸ-１００透化１５ｍｉｎ，清洗后加入１０％山羊血
清，室 温 下 封 闭 ３０ｍｉｎ，加 入 ＮＯＴＣＨ１一 抗
（１∶１００）置于湿盒内４℃孵育过夜。用ＰＢＳ清洗３
次。加入ＨＲＰＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ二抗（１∶１０００），置
于３７℃恒温箱孵育 ６０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ清洗，使用
ＤＡＰＩ染液复染细胞核，在室温下避光孵育１０ｍｉｎ。
随后将玻片置于 ＰＢＳ液中，在脱色摇床上清洗。待
切片稍干时，滴加抗荧光淬灭剂封片，使用荧光显微

镜观测，采集细胞图像。

１．３．７　ＣＣＫ-８实验　将细胞接种于９６孔板培养，
每孔接种约含５×１０３个细胞。ｓｈＢＭＩ１组、ｓｈＮＣ组、
ＢＭＩ１组和ＮＣ组细胞设置两个不同的药物处理组
（ＣＤＤＰ组和 ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ组），ＣＤＤＰ组所有细胞
分别加入含 ０、１.５、２.５、５、１０和 １５μｍｏｌ／Ｌ浓度
ＣＤＤＰ的完全培养基，ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ组加入与ＣＤＤＰ
组相同浓度梯度的 ＣＤＤＰ联合 ＤＡＰＴ（８μｍｏｌ／Ｌ）的
完全培养基。分别于 ４８、７２ｈ时间点，加入 ９０μｌ
ＤＭＥＭ培养基及１０μｌＣＣＫ-８试剂，于３７℃ 、５％
ＣＯ２细胞培养箱孵育２ｈ，避光放入酶标仪，选择波
长为４５０ｎｍ处的吸光度值，检测细胞活力。
１．３．８　平板克隆实验　将对数生长期的细胞接种
于１２孔板中，密度为 １×１０３个／孔。待细胞贴壁
后，在培养基中加入干预药物：ＤＭＳＯ（终浓度 ＜
０.１％）、ＣＤＤＰ（５μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＡＰＴ（８μｍｏｌ／Ｌ）、ＣＤ-
ＤＰ＋ＤＡＰＴ（５μｍｏｌ／Ｌ＋８μｍｏｌ／Ｌ），分别培养 ｓｈＢ-
ＭＩ１组、ｓｈＮＣ组、ＢＭＩ１组和ＮＣ组细胞，４８ｈ后更换
新鲜完全培养基。３７°Ｃ、５％ ＣＯ２恒温培养２周，每
４ｄ更换１次培养基。培养结束后，去除旧培养基。
４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，０.１％结晶紫染色２０～３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ轻柔冲洗，晾干。随后对细胞平板克隆个
数进行统计，分析实验处理对集落形成能力的影响。

１．３．９　细胞划痕实验　取对数生长期的细胞接种
于６孔板，经细胞计数，调整细胞密度约１×１０６个／
ｍｌ，待单层细胞汇合度达９０％时，使用１００μｌ枪头
尖端与孔板垂直进行划线，各组细胞加入干预药物：

ＤＭＳＯ（终浓度 ＜０.１％）、ＣＤＤＰ（５μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＡＰＴ
（８μｍｏｌ／Ｌ）、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ（５μｍｏｌ／Ｌ＋８μｍｏｌ／Ｌ），
在无血清培养基中培养，于０、４８ｈ观察划痕处细胞
生长的情况，在同一位置采集图像。

１．３．１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　用无血清的基础培养
液按８∶１稀释基质凝胶，在８μｍ微孔的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上室加入调配后的基质凝胶１００ｕｌ，待基质胶
凝固，使用５％ ＦＢＳ培养基调配干预药物，重悬对数
生长期的细胞，每个上室加入密度为５×１０５个／ｍｌ
的细胞悬液２００μｌ，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的下室中加入
含有２０％ ＦＢＳ的培养基６００μｌ。恒温培养２４ｈ后
取出上室清洗，用４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，０.１％
结晶紫染色２０～３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗及室温干燥后，倒
置显微镜下拍照并统计小室聚碳酸酯膜下表面的细

胞数。

１．３．１１　流式细胞术　使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＡＰＣ／７-ＡＡＤ
双染凋亡试剂盒检测带绿色荧光（ＧＦＰ）细胞的凋亡
情况，取各组细胞，以１×１０５个／孔的密度均匀种于
６孔板中，待细胞生长至单层汇合度达４０％时，每组
分别加入含有干预药物及溶剂 ＤＭＳＯ的完全培养
基。３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养２４ｈ。收集每孔的培
养基，使用不含ＥＤＴＡ的胰蛋白酶消化液收集细胞，
ＰＢＳ缓冲液轻柔清洗细胞后以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，使用１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞。向离心管中
加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＡＰＣ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ（５μｌ）和 ＰＩ
（１０μｌ），避光室温孵育１５ｍｉｎ，在１ｈ内上机检测。
１．４　统计学处理　通过 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０对数
据进行统计学分析，定量数据符合正态分布，以均数

±标准差表示，两独立样本采用ｔ检验比较，多组数
据间的比较采用方差分析，事后两两比较采用了

Ｔｕｋｅｙ′ｓＨｏｎｅｓｔＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ＨＳＤ）检验，Ｐ
＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＩＭＥＲ数据库对ＢＭＩ１基因的泛癌差异分析
结果　通过在ＴＩＭＥＲ数据库中检索ＢＭＩ１基因并进
行泛癌分析，３３种癌症中 ＢＭＩ１表达水平的箱线图
如图１所示。结果显示，在１３种癌症中，ＢＭＩ１呈显
著高表达，分别是乳腺浸润性癌（ＢＲＣＡ），宫颈鳞状
细胞癌及宫颈腺癌（ＣＥＳＣ），胆管癌（ＣＨＯＬ），食管
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癌（ＥＳＣＡ），头颈部鳞状细胞癌（ＨＮＳＣ），肾嫌色细
胞癌（ＫＩＣＨ），肾乳头状细胞癌（ＫＩＲＰ），肝细胞癌
（ＬＩＨＣ），前列腺腺癌（ＰＲＡＤ），皮肤黑色素瘤
（ＳＫＣＭ），胃腺癌（ＳＴＡＤ），子宫内膜癌（ＵＣＥＣ）。与
正常组织相比，ＢＭＩ１在 ＨＮＳＣＣ肿瘤组织中表达明
显上调（Ｐ＜０.００１）。
２．２　ＢＭＩ１敲低及过表达的 ＣＡＬ２７稳定转染细胞
株的鉴定结果　倒置荧光显微镜下观察慢病毒感染
后的细胞，携带 ＧＦＰ荧光比率大于 ９０％（图 ２）。
ＲＴ-ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＭＩ１稳转细胞株构建
效果如图３所示。各组之间ＢＭＩ１的 ｍＲＮＡ表达水
平及蛋白表达水平差异有统计学意义，相较 ｓｈＮＣ
组及 Ｂｌａｎｋ组，敲低组 ｓｈＢＭＩ１-２细胞 ＢＭＩ１的 ｍＲ-
ＮＡ表达水平（ｑ＝１５.１５、１３.７９，均Ｐ＜０.００１）及蛋
白表达水平（ｑ＝１５.７８、１７.０１，均 Ｐ＜０.００１）下调

最明显，因此选取 ｓｈＢＭＩ１-２作为敲低组作后续实
验。相较ＮＣ组和Ｂｌａｎｋ组，过表达 ＢＭＩ１组的 ｍＲ-
ＮＡ（ｑ＝４４.３９、４５.２０，均 Ｐ＜０.０００１）及蛋白表达
水平（ｑ＝８.４９、７.８９，均 Ｐ＜０.０１）明显上调，差异
具有统计学意义。

２．３　ＢＭＩ１表达水平对 ＮＯＴＣＨ信号通路的影响
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＢＭＩ１稳定感染细胞中
ＮＯＴＣＨ通路下游蛋白的表达（图４Ａ－４Ｄ）。相较
ｓｈＮＣ组，ｓｈＢＭＩ１组的通路基因蛋白 ＮＯＴＣＨ１、
ＤＬＬ１、ＪＡＧ１、ＨＥＳ１的表达下降（ｔ＝４.９１、６.２７、
６.６９、７.３８，均Ｐ＜０.０１），过表达 ＢＭＩ１的细胞中，
通路基因蛋白相较 ＮＣ组上调（ｔ＝１１.１９、４.４２、
７.９６、４.５８，均 Ｐ＜０.０５）。使用细胞免疫荧光技术
检测ＮＯＴＣＨ１表达水平，标记了荧光素的 ＮＯＴＣＨ１
抗体与细胞的ＮＯＴＣＨ１蛋白形成抗原抗体复合物。

图１　ＴＩＭＥＲ数据库中ＢＭＩ１基因在肿瘤组织和正常组织中的泛癌分析

Ｆｉｇ．１　Ｐａｎ-ｃａｎｃｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＩ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｕｓｉｎｇＴＩＭＥＲｄａｔａｂａｓｅ
*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓＮｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ．

图２　慢病毒感染ＣＡＬ２７细胞的ＧＦＰ荧光覆盖 ×４０

Ｆｉｇ．２　ＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｖｅｒａｇｅｏｆＣＡＬ２７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ×４０
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图３　各组ＢＭＩ１蛋白和ｍＲＮＡ表达水平的比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢＭＩ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐｓ

Ａ，Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢＭＩ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｎｇｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ；Ｃ，Ｄ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢＭＩ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｎｇｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ；ａ：Ｂｌａｎｋ

ｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＢＭＩ１-１ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｈＢＭＩ１-２ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｈＢＭＩ１-３ｇｒｏｕｐ；ｆ：ＮＣｇｒｏｕｐ；ｇ：ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ；**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，
****Ｐ＜０.０００１ｖｓＢｌａｎｋｇｒｏｕｐ；＃＃＃＃Ｐ＜０.０００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；＠＠Ｐ＜０.０１，＠＠＠＠Ｐ＜０.０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

镜下观察荧光覆盖情况，结果与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ统计结
果趋势相符，ＢＭＩ１过表达组的 ＮＯＴＣＨ１表达最高，
ｓｈＢＭＩ１组的ＮＯＴＣＨ１表达量最低，荧光覆盖面积最
少（图４Ｅ）。
２．４　ＢＭＩ１-ＮＯＴＣＨ通路轴对人口腔癌细胞活力
的影响　采用 ＣＣＫ-８法检测各组稳转细胞株的细
胞活力。ｓｈＮＣ组在２.５μｍｏｌ／Ｌ及以上浓度 ＣＤＤＰ
下，加入ＤＡＰＤ（８μｍｏｌ／Ｌ）培养４８ｈ后细胞活力降
低（ｑ４８ｈ＝６.８９、７.６８、１０.４１、７.８７，均 Ｐ＜０.０５），在
２.５、５.０、１０.０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ浓度下，加入 ＤＡＰＴ（８
μｍｏｌ／Ｌ）培养 ７２ｈ后细胞活力降低（ｑ７２ｈ＝５.４０、
１３.７３、５.６７，均 Ｐ＜０.０５）。与 ｓｈＮＣ组比较，ｓｈＢ-
ＭＩ１组在１０.０、１５.０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ下培养４８ｈ以
及在所有浓度 ＣＤＤＰ下培养７２ｈ后，细胞活力均降
低（ｑ４８ｈ ＝６.３５、５.７４，ｑ７２ｈ ＝９.０７、８.７２、２３.３６、
１３.３、６.７０，均Ｐ＜０.０５）；且ｓｈＢＭＩ１组在各个浓度
ＣＤＤＰ下加入 ＤＡＰＴ培养后的细胞活力进一步降
低，差异有统计学意义（ｑ４８ｈ＝５.９６、８.０２、８.５６、
９.９４、５.８８、９.１８、７.０５，ｑ７２ｈ＝７.８６、１２.０９、１０.１２、
１３.４４、９.６４、１９.２７、５.６１、１３.２４、５.１９，均Ｐ＜０.０５）
（图５Ａ－Ｂ）。ＢＭＩ１组细胞在各个浓度培养中均可
见其细胞活力普遍较ＮＣ组偏高，仅在１０.０μｍｏｌ／Ｌ
浓度的ＣＤＤＰ中处理７２ｈ后细胞活力高于 ＮＣ组，

差异有统计学意义（ｑ７２ｈ＝６.１４，Ｐ＜０.０５）。同时，
在各个浓度 ＣＤＤＰ下加入ＤＡＰＴ（８μｍｏｌ／Ｌ），ＮＣ组
细胞活力较单独 ＣＤＤＰ培养时有不同程度下降，仅
在７２ｈ，１０.０μｍｏｌ／Ｌ中无统计学意义（ＮＣｇｒｏｕｐ
ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ：ｑ４８ｈ ＝６.１７、６.４３、７.６６、１０.１０、
６.６５，ｑ７２ｈ＝１０.３１、９.５３、８.９２、６.１４、５.８５，均 Ｐ＜
０.０５）。在 ＢＭＩ１组中可见 ４８ｈ，５.０、１０.０、１５.０
μｍｏｌ／Ｌ及７２ｈ的各个药物浓度中，细胞活力较单
独 ＣＤＤＰ培养组下降（ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ：
ｑ４８ｈ＝６.４３、６.７５、６.９４，ｑ７２ｈ ＝７.９７、８.７８、８.６８、
７.９５、８.４１，均Ｐ＜０.０５）。在４８ｈ，１０.０μｍｏｌ／Ｌ和
７２ｈ，５.０μｍｏｌ／Ｌ中联合用药的 ＢＭＩ１组细胞活力
较 ＮＣ组高，有统计学意义（ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋
ＤＡＰＴ：ｑ４８ｈ＝５.９３，ｑ７２ｈ＝５.５９，均 Ｐ＜０.０５）（图５
Ｃ-Ｄ）。根据实验结果，５.０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ可保留一
定的细胞活力，因此作为后续实验浓度。

２．５　ＢＭＩ１-ＮＯＴＣＨ通路轴对人口腔癌细胞迁移、
侵袭和形成克隆能力的影响　细胞划痕实验结果显
示，使用ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、ＤＡＰＴ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理４８
ｈ后，ｓｈＢＭＩ１组划痕愈合率低于 ｓｈＮＣ组（ｑ＝９.５２、
５.５４、９.３３、６.４５，均 Ｐ＜０.０５），过表达 ＢＭＩ１组细
胞整体划痕间愈合距离均高于 ＮＣ组（ｑ＝８.６５、
６.７７、７.４３、５.８６，均Ｐ＜０.０５），且各组细胞中的
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图４　ＮＯＴＣＨ通路相关蛋白表达水平的比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮＯＴＣＨｐａｔｈｗａｙ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

Ａ－Ｄ：ＮＯＴＣＨｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ；Ｅ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｏｂｓｅｒｖｅＮＯＴＣＨ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈ

ｃｅｌｌｇｒｏｕｐ×４０；ａ：ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＮＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ；**Ｐ＜０.０１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；＠Ｐ＜０.０５，＠＠Ｐ＜０.０１，＠＠＠Ｐ＜

０.００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
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图５　不同浓度ＣＤＤＰ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ作用４８ｈ及７２ｈ后各组细胞活力的变化

Ｆｉｇ．５　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒ４８ｈａｎｄ７２ｈｏｆＣＤＤＰａｎｄＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ａ，Ｂ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐａｎｄｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＢＭＩ１ｇｒｏｕｐａｎｄＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃＃Ｐ＜０.００１，＃＃＃＃Ｐ＜

０.０００１ｖｓｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；△Ｐ＜０.０５，△△Ｐ＜０.０１，
△△△△Ｐ＜０.０００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ；＆Ｐ＜０.０５，＆＆Ｐ＜０.０１，＆＆＆Ｐ＜０.００１，＆＆＆＆Ｐ＜０.０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＠Ｐ＜０.０５，＠＠Ｐ＜

０.０１，＠＠＠Ｐ＜０.００１，＠＠＠＠Ｐ＜０.０００１ｖｓＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＋Ｐ＜０.０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ.

ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理组细胞迁移能力均下降（ｓｈＮＣ
ｇｒｏｕｐ：ｑ＝５.３６，Ｐ＝０.０２６７；ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝
５.９７，Ｐ＝０.０１４９；ＮＣｇｒｏｕｐ：ｑ＝７.６９，Ｐ＝０.００１１；
ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝８.６０，Ｐ＝０.０００３）（图６Ａ－６Ｄ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测结果显示，药物处理后的 ｓｈＢＭＩ１组
侵袭能力较ｓｈＮＣ组降低（ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝１６.１４、
１２.３７、１２.３６、６.４０，均 Ｐ＜０.０１），而 ＢＭＩ１组穿过
铺有基质胶的聚碳酸酯膜细胞数目较 ＮＣ组多
（ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝９.６５、１０.３８、８.２２、６.９７，均 Ｐ＜
０.０１）。各组细胞经ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ干预后穿膜数较
ＣＤＤＰ组减少，其中 ｓｈＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ和
ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ较同组细胞经ＣＤＤＰ处理
的穿膜数显著减少（ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ：ｑ＝８.０７，Ｐ＝
０.０００７；ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝８.１５，Ｐ＝０.０００６）（图
６Ｅ－６Ｈ）。平板克隆结果显示，ｓｈＢＭＩ１组细胞经
ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理４８ｈ后的克隆数
较 ｓｈＮＣ低，有统计学意义（ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝
１４.０９、９.８５、８.１２，均Ｐ＜０.００１），经ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、
ＤＡＰＴ培养后的 ＢＭＩ１组细胞集落形成数目较 ＮＣ

组高，具有统计学意义（ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝８.２４、６.２８、
６.１２，均Ｐ＜０.０１），ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ组的细胞克隆数
均较ＣＤＤＰ组集落数少（ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ：ｑ＝６.８０，Ｐ＝
０.００３７；ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝５.５８，Ｐ＝０.０１９９；ＮＣ
ｇｒｏｕｐ：ｑ＝５.０６，Ｐ＝０.０４０１；ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝
６.７３，Ｐ＝０.００４１）（图６Ｉ－６Ｌ）。
２．６　ＢＭＩ１-ＮＯＴＣＨ通路轴对人口腔癌细胞凋亡
的影响　流式细胞术检测各组细胞在 ＤＭＳＯ、ＣＤ-
ＤＰ、ＤＡＰＴ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理后的细胞凋亡率。ｓｈ-
ＢＭＩ１组ＣＤＤＰ、ＤＡＰＴ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理的细胞凋
亡率较 ｓｈＮＣ组高（ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝９.１６、６.８６、
８.１０，Ｐ＜０.００１），ＢＭＩ１组经 ＣＤＤＰ和 ＣＤＤＰ＋
ＤＡＰＴ处理后的细胞凋亡率较ＮＣ组少，有统计学意
义（ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝４.９２，１０.１５，Ｐ＜０.０５）。ＣＤＤＰ
＋ＤＡＰＴ作用组较 ＣＤＤＰ组的细胞凋亡率上升
（ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ：ｑ＝１１.７０，Ｐ＜０.０００１；ｓｈＢＭＩ１
ｇｒｏｕｐ：ｑ＝１０.６４，Ｐ＜０.０００１；ＮＣｇｒｏｕｐ：ｑ＝
１５.０７，Ｐ＜０.０００１；ＢＭＩ１ｇｒｏｕｐ：ｑ＝９.８４，Ｐ＜
０.０００１）（图７）。
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图６　使用ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、ＤＡＰＴ、ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理各组细胞，检测细胞的迁移、侵袭和平板克隆能力变化

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＭＳＯ，ＣＤＤＰ，ＤＡＰＴ，ａｎｄＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ａ－Ｄ：Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｔ４８ｈｐｏｓｔ-ｔｒｅａｔｍｅｎｔ×４０；Ｅ－Ｈ：Ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｔ２４ｈｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ×２００；（Ｉ－Ｌ）Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｔ４８ｈｐｏｓｔ－

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ａ：ＤＭＳＯ；ｂ：ＣＤＤＰ（５μｍｏｌ／Ｌ）；ｃ：ＤＡＰＴ（８μｍｏｌ／Ｌ）；ｄ：ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ（５μｍｏｌ／Ｌ＋８μｍｏｌ／Ｌ）；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１，
＃＃＃＃Ｐ＜０.０００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；＠Ｐ＜０.０５，＠＠Ｐ＜０.０１，＠＠＠Ｐ＜０.００１，＠＠＠＠Ｐ＜０.０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜

０.００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＆Ｐ＜０.０５，＆＆Ｐ＜０.０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；△Ｐ＜０.０５ｖｓｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＋＋Ｐ＜０.０１，＋＋＋Ｐ＜０.００１ｖｓＢＭＩ１

ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ．
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图７　使用ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、ＤＡＰＴ、

ＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ处理各组细胞后

各组细胞凋亡情况

Ｆｉｇ．７　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＤＭＳＯ，ＣＤＤＰ，

ＤＡＰＴ，ａｎｄＣＤＤＰ＋ＤＡＰＴ

Ａ，Ｂ：ＦＭＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｑ１

（ｎｕｃｌｅｉｏｎｌｙ），Ｑ２（ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｒｎｅｃ-

ｒｏｓｉｓ），Ｑ３（ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓ），Ｑ４（ｌｉｖｅｃｅｌｌｓ）；Ｃ，Ｄ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓ（Ｑ２＋Ｑ３）；＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；
＠Ｐ＜０.０５，＠＠＠＠Ｐ＜０.０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；****Ｐ＜０.０００１ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＆＆＆＆Ｐ＜０.０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；△△△△Ｐ＜０.０００１ｖｓ

ｓｈＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ；＋＋＋＋Ｐ＜０.０００１ｖｓＢＭＩ１ｇｒｏｕｐＣＤＤＰ．

３　讨论

　　目前，对于 ＯＳＣＣ患者的治疗主要根据其肿瘤
侵犯的解剖部位、病理分型、浸润深度等，有计划、合

理地应用多学科综合序列治疗。然而患者的５年总
体生存率仅约５０％，肿瘤复发或转移患者的中位总
生存期为 １０～１３个月［２］。多项文献［１０－１１］报道

ＢＭＩ１作为ＯＳＣＣ的促癌基因在患者肿瘤组织样本
中异常表达，其高表达在肿瘤的发展过程中起着重

要的作用，涉及肿瘤的发生、异常增殖、侵袭和转移。

并且靶向抑制或敲除ＢＭＩ１基因后，ＯＳＣＣ的肿瘤干
细胞致瘤性显著减弱，放化疗敏感性增强，提示

ＢＭＩ１基因是一个提高 ＯＳＣＣ放化疗效率的潜在靶
点［１２］。同时，相关研究［９］数据显示，ＮＯＴＣＨ信号通
路在肿瘤的化疗耐药中起着关键作用。在前列腺癌

的耐药研究中也观察到ＮＯＴＣＨ信号的激活［１３］。由

于ＯＳＣＣ的发展是多分子、多信号通路互相串扰的
复杂调控过程，还需要深入了解 ＢＭＩ１上下游分子
信号的传递。

本研究通过构建 ＢＭＩ１基因敲低／过表达及阴
性对照的 ＣＡＬ２７细胞株，使用 ＲＴ-ｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证转染效果。选出最佳敲低效果的细胞株

后，检测ＮＣ、ＢＭＩ１、ｓｈＮＣ、ｓｈＢＭＩ１组细胞的 ＮＯＴＣＨ
信号通路 ＮＯＴＣＨ１、ＤＬＬ１、ＪＡＧ１、ＨＥＳ１表达情况，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光染色结果表明，ＮＯＴＣＨ
信号通路相关蛋白在过表达 ＢＭＩ１的细胞组中高表
达，在ｓｈＢＭＩ１组中表达量相应下调。

在ＯＳＣＣ临床常用的 ＴＰＦ方案中，化疗药物对
人体细胞非特异性的杀伤作用可导致明显的治疗副

作用，造成患者机体损伤和生活质量的下降，同时癌

细胞的耐药导致临床用药剂量的增加或者肿瘤复发

与不良预后。因此寻找肿瘤特异性强且对患者机体

损伤较小的化疗方案至关重要。在过去的２０年里，
由于成本问题、安全因素、医学伦理及实验对象（细

胞、动物）与人类的遗传学和生物学上的差异，只有

极少数新药进入晚期ＨＮＳＣＣ患者的临床实践。
在基础实验方面，研究者也一直在积极探索肿

瘤的耐药机制，寻找可靠的耐药基因及通路。

ＭｃＡｕｌｉｆｆｅ［９］团队在原发性卵巢癌患者样本的研究中
发现，ＣＤＤＰ与ＮＯＴＣＨ通路抑制剂 ＤＡＰＴ组合可增
强肿瘤细胞ＤＮＡ损伤反应、导致Ｇ２／Ｍ细胞周期阻
滞、促进细胞凋亡。本实验结果与该文献报道的趋

势相符，通过使用 ＤＭＳＯ、ＣＤＤＰ、ＤＡＰＴ、ＣＤＤＰ＋
ＤＡＰＴ分别处理 ＮＣ组、ＢＭＩ１组、ｓｈＮＣ组和 ｓｈＢＭＩ１
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组稳转细胞株ＣＡＬ２７，利用细胞表型实验ＣＣＫ-８、划
痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、平板克隆、流式细胞术对各
组的细胞活力、迁移、侵袭及细胞凋亡等情况进行检

测。实验结果显示，过表达 ＢＭＩ１组细胞株的
ＮＯＴＣＨ通路激活，细胞活力、平板克隆能力、迁移及
侵袭性均增强，细胞凋亡减少，细胞恶性程度上升，

ｓｈＢＭＩ１则呈相反趋势。当 ＣＤＤＰ与 ＤＡＰＴ联合应
用时，对各组细胞的杀伤作用均显著增强。

本实验的研究结果初步验证 ＮＯＴＣＨ通路抑制
剂对ＯＳＣＣ细胞的 ＣＤＤＰ耐药性具有抑制作用，能
够与ＣＤＤＰ协同诱导细胞凋亡。因此推测 ＢＭＩ１、
ＮＯＴＣＨ通路与 ＯＳＣＣ的肿瘤恶性程度和 ＣＤＤＰ耐
药之间存在重要关联。

现如今的国内外研究结果中，尚不能明确阐述

ＮＯＴＣＨ 信 号 通 路 中 的 下 游 基 因 （ＮＯＴＣＨ１、
ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４及 ＤＬＬ和 ＪＡＧ家族基
因等）在肿瘤细胞和机体中产生的作用及机制，通

路中的基因、转录产物及其蛋白产物在不同类型的

肿瘤和个体中的突变、修饰及激活过程中存在细微

的差异，这些都导致最终的表型及蛋白功能大相径

庭。因此针对 ＢＭＩ１-ＮＯＴＣＨ通路轴的分子机制方
面仍需要进行更多的基础研究及组织学方面的验

证，以深入探索 ＢＭＩ１-ＮＯＴＣＨ通路介导的 ＯＳＣＣ生
物学行为变化和 ＣＤＤＰ耐药性，有助于优化 ＯＳＣＣ
化疗策略，为开发 ＣＤＤＰ耐药逆转药物提供基础研
究支持。
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