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1988年Steeg应用差异杂交法，从鼠黑色素瘤细

胞系克隆出nm23，其中nm23-H1编码相对分子质量

为1.7×104的蛋白质。多数实验证实nm23-H1对肿瘤

转移能起一定的抑制作用 [1-3]。本课题组 [4]已经成功

建立了nm23-H1稳定表达舌癌细胞株；动物实验[5]发

现nm23-H1基因治疗和顺铂白蛋白联合可以明显抑

制裸鼠移植瘤的生长。本研究将探讨nm23-H1提高

顺铂化疗敏感性的可能机制。

1 材料和方法

1.1 质粒和主要试剂

nm23-H1真核表达质粒，由美国国立卫生研究

院Steeg惠赠。DL2000 DNA Marker购于大连宝生物

nm23-H1提高舌癌细胞Tca8113对
顺铂化疗敏感性可能机制的研究
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[摘要] 目的 研究nm23-H1提高顺铂化疗敏感性的可能机制。方法 实验分为nm23-H1转染组和未转染组，用

MTT法检测顺铂对舌癌细胞的杀伤率；流式细胞仪检测细胞凋亡变化；用流式细胞仪检测线粒体结合罗丹明荧光

强度，检测线粒体膜电位的变化；等离子质谱仪检测细胞内铂离子浓度变化。结果 nm23-H1过表达可以明显提

高顺铂对舌癌细胞的杀伤率，使细胞凋亡增强，线粒体膜电位降低，提高细胞内铂离子浓度。这种作用可以被哇

巴因（Na+/K+-ATP酶的抑制剂）抑制。结论 nm23-H1可提高顺铂对舌癌细胞化疗的敏感性，其可能机制是nm23-
H1降低线粒体膜电位，铂离子进入细胞内增加，导致细胞凋亡或坏死。
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Study of increased sensitivity on Tca8113 cell line to cisplatin by nm23-H1 in vitro ZHI Ke-qian1, REN
Wen-hao1, WEN Yu-ming2, MIAO Qun-ai3, LI Hong4. （1. Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery, College of
Stomatology, Xi′ an Jiaotong University, Xi′ an 710004, China; 2. Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery, West
China College of Stomatology, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 3. Dept. of Periodontics and Oral
Medicine, College of Stomatology, Xi′an Jiaotong University, Xi′an 710004, China; 4. Dept. of Stomatology, Lintong
Sanatorium of Chinese People′s Liberation Army, Lanzhou Military District, Lintong 710600, China）
[Abstract] Objective To study the mechanism of sensitivity variation to cisplatin caused by nm23-H1. Methods
The samles was divided into two groups: Tca8113 group and Tca8113/nm23-H1 group. Using MTT and flow cytometer,
the changes of cell mortality rate, apoptosis and mitochondrial membrane potential were detected. By VG PQ Excell,
the changes of the intracellular platinum were detected. Results In vitro the cell mortality rate and apoptosis were
increased in Tca8113/nm23-H1 group, comparing with Tca8113 group. Mitochondrial membrane potential was de-
creased in Tca8113/nm23 -H1 group. The intracellular platinum was increased significantly in Tca8113/nm23 -H1
group. This effect could be inhibited by oubain which was an inhibitor of Na+/K+-ATP. Conclusion nm23-H1 can
increase the sensitivity of cisplatin on Tca8113 cell line. The mitochondrial membrane potential was decreased by
nm23-H1 so that intracellular platinum was increased and finally increased the apoptosis or necrosis.
[Key words] cisplatin； chemotherapy； tongue cancer
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工程有限公司，BamHⅠ限制性内切酶购于华美生

物工程公司，Lipofect amine和G418购于美国Gibco
公司。nm23-H1鼠抗人单克隆抗体，辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗购于美国Santa Cruz公司。人

舌鳞癌细胞株Tca8113由四川大学口腔疾病研究国

家重点实验室提供。顺铂为市售针剂（齐鲁制药有

限公司）。罗丹明12、哇巴因和凋亡试剂盒购于美

国Sigma公司。
1.2 Tca8113细胞杀伤率的测定

实验分组：本组实验分为未转染组（Tca8113）、
转染组（Tca8113/nm23-H1）和加哇巴因组（哇巴因和

Tca8113/nm23-H1），以不加顺铂的未转染组和转染

组为对照组。MTT法检测对舌癌细胞的杀伤率。杀

伤 率=1 －（给 药 孔 光 密 度 值 /对 照 孔 光 密 度 值）×
100%。
1.3 Tca8113细胞凋亡测定

分为未转染组和转染组，分别加入哇巴因、顺

铂、哇巴因和顺铂的混合物。分别将转染后稳定表

达细胞和未转染细胞接种于6孔板，加入完全培养

基，37 ℃下培养。分别在转染组和未转染组中加入

浓度为200 nmol/L哇巴因10 μL，2 h后，在其中1组

中和未加哇巴因的2孔中加入质量浓度为2.5 mg/L顺

铂，48 h后，质量浓度为2.5 g/L胰蛋白酶消化细胞，

收集全部上清和细胞，流式细胞仪检测细胞凋亡。
1.4 Tca8113细胞线粒体膜电位测定

分为未转染组和转染组，分别以不加顺铂为对

照组。将转染和未转染细胞分别接种于6孔板，加

入完全培养基，37 ℃下培养。已贴壁生长后，加入

质 量 浓 度 为 2.5 mg/L顺 铂 48 h后 ， 离 心（1 000 ～
2 000 次/min），低温保存的PBS冲洗2次，收集细胞，

质量浓度为5 mg/L罗丹明-123冲洗3次。用DMEM培

养基冲洗3次，流式细胞仪检测罗丹明荧光强度。
1.5 Tca8113细胞内铂离子浓度测定

实验分组：本实验分为转染组和未转染组，分

别加顺铂、顺铂和哇巴因。在6孔板中贴壁生长达

80％的细胞中，加入含200 nmol/L哇巴因DMEM培养

基；37 ℃ 1 h后, 在每组中加入质量浓度为2.5 mg/L
顺铂；4 h后，0.25%胰蛋白酶消化，冰PBS洗浴2
次，收集500 μL PBS，在冰上轻微声处理。离心

1 000～2 000 次/min，收集各组细胞。在各组细胞中

加入68％硝酸200 μL，过氧化氢40 μL，室温过夜。
水浴30 min，超声波振荡5 min。加入760 μL蒸馏

水，使总体积达到1 mL，等离子质谱仪测定铂离子

浓度。
1.6 统计学分析

测量数据以均数±标准差表示，用SPSS 10.0软

件进行单因素方差分析，两两比较用SNK-q检验。
P＜0.01为有统计学差异。

2 结果

2.1 顺铂对转染前后Tca8113细胞杀伤率的影响

加入不同剂量顺铂，转染组与未转染组比较杀

伤率有差异（表1）。加入哇巴因后，再加入不同剂

量顺铂，转染组与未转染组比较杀伤率没有差异，

说明哇巴因对顺铂的杀伤率有明显抑制作用，提示

顺铂对Tca8113细胞杀伤率的提高与Na+/K+-ATP酶活

性有关。

2.2 顺铂对转染前后Tca8113细胞凋亡的影响

质量浓度为2.5 mg/L顺铂作用于细胞48 h后, 在

哇巴因组，转染前后细胞凋亡比例差异没有统计学

意义（P＞0.05）；在顺铂组，转染后的Tca8113细胞诱

导的凋亡比率较未转染组增加（P＜0.01）；在顺铂和

哇巴因组，转染组细胞凋亡明显降低（P＜0.01，表

2）。说明转染后顺铂可以明显诱导Tca8113细胞凋

亡，加入哇巴因后细胞凋亡被抑制。提示顺铂诱导

Tca8113细胞凋亡可能与Na+/K+-ATP酶活性有关。

2.3 顺铂对转染前后Tca8113细胞线粒体膜电位的

影响

2.5 mg/L顺铂作用于细胞48 h后，转染组细胞罗

丹明荧光强度较未转染组明显降低（表3），表明转

染组细胞线粒体膜电位在顺铂作用下明显降低。
2.4 顺铂对转染前后Tca8113细胞内铂离子浓度的

影响

转染前后Tca8113细胞内铂离子浓度的变化见

表 2 转染前后Tca8113细胞凋亡的变化（x±s）
Tab 2 The apoptosis in three groups before and

after transfection（x±s）

分组
细胞凋亡

哇巴因 顺铂 + 哇巴因 顺铂

Tca8113 7.2±1.3 61.1±5.6 66.8±6.7

Tca8113/nm23-H1 11.3±2.9 58.2±7.2 83.9±8.2

表 1 3组Tca8113细胞杀伤率的比较（x±s）
Tab 1 Tca8113 cell viability by cisplatin between

three groups（x±s）

注：*示Tca8113组与Tca8113/nm23-H1组比较，P＜0.01；**示哇

巴因＋Tca8113/nm23-H1与Tca8113/nm23-H1比较，P＞0.05

分组
顺铂质量浓度（mg/L）

2.5 5.0 10.0

Tca8113 39.32±2.63 56.94±2.98 74.36±1.98

Tca8113/nm23-H1 54.86±2.32* 74.36±1.61* 95.23±2.35*

哇巴因＋Tca8113/nm23-H1 42.34±2.32** 60.23±3.42** 81.23±2.13**
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表4。质 量 浓 度 为2.5 mg/L顺 铂 作 用 细 胞4 h后 ，

Tca8113/nm23-H1和Tca8113细胞内铂离子浓度比较

有明显差异（P＜0.01）；哇巴因作用1 h后，再加入

2.5 mg/L顺铂作用4 h，Tca8113/nm23-H1和Tca8113
细胞内铂离子浓度比较没有差异（P＞0.05）。说明顺

铂化疗效果提高是通过细胞内铂离子浓度提高实现

的。

3 讨论

nm23-H1是Steeg在1988年用差异杂交法，从高

转移黑色素瘤细胞株中发现并分离出来，具有抑制

肿瘤转移的作用，并部分参与肿瘤细胞增殖、分化

的调控。近来nm23-H1与化疗药物的敏感性受到人

们的密切关注。应用免疫组化及DNA分析技术在卵

巢癌、口腔鳞癌的标本研究中发现nm23-H1高表达

者生存时间明显延长[5-6]。有学者[6]以56例卵巢癌为

研究对象，对比临床对铂类化疗药物敏感和不敏感

患者，发现对铂类化疗药物敏感患者其nm23-H1表

达明显高于化疗不敏感患者。本课题组 [4]动物实验

发现，nm23-H1基因治疗和顺铂白蛋白联合可以明

显抑制裸鼠移植瘤的生长。这些结果表明nm23-H1
高表达与肿瘤对顺铂的反应性有密切关系。

本研究发现，nm23-H1转染后顺铂的杀伤率明

显增加，提示nm23-H1可能与提高顺铂的化疗敏感

性有关系。给nm23-H1过表达组加入Na+/K+-ATP酶

抑制剂哇巴因后，再给同样剂量顺铂，发现过表达

组与对照组对Tca8113细胞杀伤率的影响没有明显

差异。由此表明nm23-H1提高顺铂的化疗敏感性可

能与Na+/K+-ATP酶的活性改变有关[7]。
罗丹明-123既能溶于水，又能溶于有机溶剂

中。罗丹明-123在活体细胞中可作为线粒体的特异

荧光染料探针，以研究线粒体的形态和功能。本实

验表明，加入顺铂后，转染组罗丹明的荧光强度明

显降低，表明线粒体膜电位降低明显，提示nm23-
H1对线粒体的损伤，与顺铂的细胞毒性作用有密切

关系。
本实验发现，顺铂可以明显诱导转染组细胞凋

亡，加入Na+/K+-ATP酶抑制剂哇巴因后，转染组和

未转染组细胞凋亡没有明显变化，表明nm23-H1提

高顺铂诱导细胞凋亡，可能与提高Na+/K+-ATP酶活

性有关；加入哇巴因后，未转染组细胞凋亡没有明

显改变，推测可能顺铂杀死肿瘤细胞，有诱导细胞

凋亡和导致细胞坏死2条途径。
本实验表明，加入顺铂后，转染组细胞内铂离

子浓度明显高于未转染组；在加入顺铂前，给予哇

巴因预处理，转染组和未转染组细胞内铂离子浓度

没有差异，表明Na+/K+-ATP酶在细胞内外铂离子转

运中具有重要意义[8-9]，nm23-H1可能通过Na+/K+-ATP
酶的活性，调节细胞内铂离子的浓度，提高顺铂的

细胞毒性作用。
nm23-H1的表达产物是核苷二磷酸激酶（nu-

cleoside diphosphate kinase，NDPK），它是一种在

人体内广泛存在的酶，可催化产生三磷酸核苷。
Na+/K+-ATP酶可以调节nm23在体内的磷酸化[10]，因

此这些酶与细胞内铂离子浓度的变化有密切关系。
nm23 -H1提 高 顺 铂 化 疗 敏 感 性 的 可 能 机 制 为 ：

nm23-H1的过表达提高顺铂－DNA链内交联的形成，

由于线粒体损害是细胞凋亡的早期事件，线粒体中

顺铂－DNA复合物清除率降低，使顺铂对线粒体

DNA的损害强于细胞核DNA的损害[11-14]。Na+/K+-ATP
酶活性增加，线粒体膜电位明显降低，引起线粒体

通透性转变孔的开启（线粒体膜上的巨型通道开

放）[13-14]，进入细胞内的铂离子浓度增加；这个结果

又使线粒体膜电位进一步降低，细胞内铂离子浓度

再次增加，导致细胞凋亡或死亡，其不同时期信号

传导详细机制有待进一步研究。
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表 3 转染前后Tca8113细胞罗丹明荧光强度的变化

（x±s）
Tab 3 The fluorescence of rhodamine-123 before

and after transfection（x±s）

注：*示未加顺铂时，P＞0.05；**示加入顺铂时，P＜0.01

分组
罗丹明荧光强度

顺铂（-） 顺铂（+）

Tca8113 87.8±13.6* 68.24±15.61**

Tca8113/nm23-H1 96.3±18.4* 43.64±14.56**

表 4 转染前后Tca8113细胞内铂离 子 浓 度 的 变 化

（ng/106）

Tab 4 Platinum-ion concentration before and after
transfection（ng/106）

分组
顺铂

哇巴因（+） 哇巴因（-）

Tca8113 5.60±0.42 9.61±0.05

Tca8113/nm23-H1 7.11±0.66 13.60±0.28
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反而出现下降趋势。
IL-1、TNFα是调节结缔组织基质降解和牙槽骨

吸收活性最强的细胞因子，也是参与调节中性粒细

胞聚集、释放溶酶体酶和超氧离子的重要因子。研

究也证实，IL-1β的活性与牙周炎的病变程度、临

床症状密切相关 [6-7]。IL-6是促进骨吸收的重要因

子，成骨细胞和破骨细胞膜上均存在IL-6受体，成

骨细胞产生的IL-6以自分泌和旁分泌的方式调节破

骨细胞的形成，龈沟液中的IL-6高于正常水平，与

牙周病的严重程度呈正相关关系 [8]。本实验按照提

纯LTA的方法提取细胞壁成分，虽然没有做进一步

的鉴定，但认为提取的成分中含有大量的LTA。根

据实验结果可以认为内氏放线菌细胞壁的LTA样成

分可以诱导炎性细胞因子，通过这些细胞因子，引

进局部炎症反应和牙槽骨破坏，导致牙周病加剧。
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