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伐地考昔对人鼻咽癌ＣＮＥ２细胞增殖的抑制及放射增敏作用
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　　［摘要］　目的　探讨伐地考昔抑制人鼻咽癌ＣＮＥ２细胞增殖和增强其放射增敏的作用。方法　根据实验设计的处
理情况将ＣＮＥ２细胞分为 ６组：对照组（ＤＭＳＯ）、顺铂组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、伐地考昔组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、伐地考昔 ＋顺铂组
（５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔＋５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂）、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（１μｍｏｌ／Ｌ）和伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔＋
１μｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ）（ｎ＝８）。采用ＭＴＴ法检测ＣＮＥ２细胞的生长情况；Ｈｏｅｃｈｓｔ法检测细胞凋亡指数；流式细胞仪检测
细胞周期；平板集落形成实验检测放射增敏效应；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＯＸ２、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）、ＮＡＧ１蛋白水平。结果　
①单纯５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔处理可升高ＣＮＥ２细胞的增殖抑制率和凋亡指数、增强细胞的放射增敏，导致细胞Ｇ０／Ｇ１期增
加、Ｓ期降低，ＣＯＸ２、ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ降低，ＮＡＧ１蛋白水平上升，与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；②与
５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂或１μｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ抑制剂）联合使用可增强其影响细胞周期、增殖抑制及放射增敏作用（Ｐ＜
０．０５），且细胞Ｇ２／Ｍ期也降低；③５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理不影响ＣＯＸ２蛋白、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）、ＮＡＧ１蛋白水平，与伐地考
昔联用不影响伐地考昔对以上蛋白水平的改变（Ｐ＞０．０５）；④１μｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ可降低 ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ，升高 ＮＡＧ１
水平，与伐地考昔联用可增强伐地考昔对ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ＮＡＧ１的改变作用。结论　伐地考昔可能通过降低ＣＯＸ２和
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＮＡＧ１来抑制人鼻咽癌ＣＮＥ２细胞的增殖、促进其凋亡及放射增敏。
　　［关键词］　 伐地考昔；ＣＮＥ２细胞；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ；ＣＯＸ２；抑制作用；放射增敏
　　［中图法分类号］　Ｒ７３９．６３；Ｒ９６６；Ｒ９７９．１９　　 ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　黄　静，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｊｉｎｇ＿ｚｚ＠１６３．ｃｏｍ

Ｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＣＮＥ２
ＨｕａｎｇＪｉｎｇ１，ＭｅｉＪｉａｚｈｕａｎ２，ＬｉｕＧｕｉｊｕ３，ＺａｎｇＬｉｎａ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＡｆｆａｉｒｓ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，３Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙｏｆＣａｎｃｅｒ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，４５０００３，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＣＮＥ２．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣＮＥ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ６
ｇｒｏｕｐｓ，ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｓｕｃｈａｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＤＭＳＯ），ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ（５０μｍｏｌ／Ｌ），ｖａｌｄｅ
ｃｏｘｉｂｇｒｏｕｐ（５０μｍｏｌ／Ｌ），ｖａｌｄｅｃｏｘｉｂ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎＧｒｏｕｐ（ｂｏｔｈ５０μｍｏｌ／Ｌ），ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎｇｒｏｕｐ（１μｍｏｌ／Ｌ）
ａｎｄｖａｌｄｅｃｏｘｉｂ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎｇｒｏｕｐ（５０μｍｏｌ／Ｌｖａｌｄｅｃｏｘｉｂ＋１μｍｏｌ／Ｌｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓ
ｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ．Ｈｏｅｃｈｓｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．Ｔａｂｌｅｔｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｅｓｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｒａｄｉａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｚｉｎｇｅｆｆｅｃｔ．
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＣＯＸ２ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡｋｔａｎｄｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３），ａｎｄＮＡＧ１ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｏｆ５０μｍｏｌ／Ｌｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌｓａｔＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅａｎｄＳｐｈａｓｅ，ｒｅｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＯＸ２，ｐＡｋｔ，
ｐＡｋｔ／ＡｋｔａｎｄｒａｉｓｅｄｌｅｖｅｌｏｆＮＡＧ１（Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈ５０μｍｏｌ／Ｌｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｒ
１μｍｏｌ／Ｌｏｆｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎａｎｄｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）ａｓｗｅｌｌａｓｉｎｒｅｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓａｔＧ２／Ｍｐｈａｓｅ．Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｆ５０μｍｏｌ／Ｌｈａｄ
ｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＣＯＸ２，Ａｋｔ，ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）ａｎｄＮＡＧ１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ，ｗｈｉｌｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｄｉｄｎｏｔ
ｃｈａｎｇｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｏｎｔｈｅａｂｏｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎｏｆ１μｍｏｌ／ＬｒｅｄｕｃｅｄｐＡｋｔａｎｄ
ｐＡｋｔ／Ａｋｔ，ａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄＮＡＧ１ｌｅｖｅｌ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｄｅｃｏｘｉｂｏｎ
ｔｈｅａｂｏｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＶａｌｄｅｃｏｘｉｂｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣＮＥ２ｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｉｎｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇＣＯＸ２ａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＮＡＧ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｖａｌｄｅｃｏｘｉｂ；ＣＮＥ２ｃｅｌｌ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＮＡＧ１；ＣＯＸ２；ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ；ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＪｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｊｉｎｇ＿ｚｚ＠１６３．ｃｏｍ

６７１２
第３４卷第２１期
２０１２年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１２



　　鼻咽癌是一种恶性程度较高的头部肿瘤，易复发
和转移，因此探索有效的治疗方法是提高治愈率的关

键［１－２］。近年来发现，非甾体抗炎药（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇ，ＮＳＡＩＤ）除了常规的抗炎作用外，还
具有抗肿瘤活性，因此受到普遍关注［３］。ＮＳＡＩＤ的经
典作用靶点是环氧化酶（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＣＯＸ），而此
酶包括ＣＯＸ１和ＣＯＸ２两种同工酶，其中后者是启动
炎症反应的关键酶，同时在某些恶性肿瘤的发生发展

中起作用［４－５］。伐地考昔是常用的 ＮＳＡＩＤ，主要是抑
制ＣＯＸ２发挥作用［６］。除了ＣＯＸ２依赖性途径外，研
究发现 ＣＯＸ２抑制剂药物还具有 ＣＯＸ２非依赖性途
径，如ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径等［７］。ＮＡＧ１蛋白对某些肿瘤
的生长具有抑制作用，而ＮＳＡＩＤ处理可引起ＮＡＧ１蛋
白的分泌增多［８］。因此本研究采用伐地考昔来处理

鼻咽癌ＣＮＥ２细胞，观察其对该细胞的增殖、凋亡及放
射增敏的影响，并观察ＣＯＸ２和ＮＡＧ１蛋白的变化及
对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２（美国 ＡＴＣＣ）；伐地考昔（美国
Ｐｆｉｚｅｒ实验室）；顺铂、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、ＴＥＭＥＤ、
ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、Ｔｒｉｓ（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；小牛血
清ＦＣＳ、ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；青霉
素、链霉素、ＭＴＴ、甘氨酸、ＲＮａｓｅ、丙烯酰胺、亚甲基双丙烯酰、
琼脂、ＰＩ（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记鼠
二抗、兔二抗单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；βａｃｔｉｎ（ｌｏｔ
８４５６）、ＣＯＸ２（ｌｏｔ４８４２）、Ａｋｔ（ｌｏｔ９２７２）、ＰＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３，ｌｏｔ
９２７１）多克隆抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ＮＡＧ１
（ｌｏｔ０７２１７）多克隆抗体（意大利 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２（ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｔａｔｏｒｉｅｓ公司）。其他试剂均为分析纯（上海
化学试剂厂）。

１．２　实验分组
　　根据实验设计中药物处理情况将ＣＮＥ２细胞分为６组，分
别为对照组（ＤＭＳＯ）、顺铂组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、伐地考昔组
（５０μｍｏｌ／Ｌ）、伐地考昔 ＋顺铂组（５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔 ＋
５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂）、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（１μｍｏｌ／Ｌ）和伐地考昔 ＋
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔 ＋１μｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ）；
对照组为不接种细胞仅加入培养基（ｎ＝８）。
１．３　方法
１．３．１　细胞传代培养　　用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％小牛
血清）培养ＣＮＥ２细胞（３７℃、５％ＣＯ２），倒置显微镜观察，待
细胞生长到８０％左右，移除培养基后用ＤＨａｎｋｓ液清洗细胞３
次，加入含 ０．２５％胰蛋白酶的消化液（３７℃预热）消化细胞
１ｍｉｎ（显微镜下细胞间隙变大），滴入５ｍｌＲＰＭＩ１６４０培养基终
止消化，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后收集细胞沉淀。采用培养基
重新悬浮细胞，以 ５×１０５／ｍｌ的密度将 ＣＮＥ２细胞接种到
６０ｍｌ的培养瓶中常规培养（３７℃、５％ＣＯ２）。
１．３．２　细胞增殖的影响检测　　采用胰蛋白酶消化处理对数

期的ＣＮＥ２细胞并通过吹打制备单细胞悬液，以每孔１×１０５细
胞接种到９６孔培养板中（１００μｌ），培养２４ｈ后待细胞贴壁，加
入含有相应药物的培养基培养２４ｈ，向每孔加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ
溶液１０μｌ，培养４ｈ后终止培养，在酶标仪上测量４９２ｎｍ下各
孔的光密度值［Ｄ（４９２）］，并根据公式计算不同药物处理的增
殖抑制率。

　　抑制率＝［Ｄ（４９２）对照组 －Ｄ（４９２）空白组］－［Ｄ（４９２）药物处理组
－Ｄ（４９２）空白组］／［Ｄ（４９２）对照组 －Ｄ（４９２）空白组］×１００％
１．３．３　细胞凋亡指数　　将高压灭菌过的小玻片预先置于１２
孔培养板底部，将ＣＮＥ２单细胞悬液接种，待细胞贴壁后弃掉
培养基并加入相应药物的培养基培养２４ｈ，将细胞玻片用４％
多聚甲醛固定，ＰＢＳ冲洗后（５ｍｉｎ×３次），加入 ５μｇ／ｍｌ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２于室温下染色３０ｍｉｎ，封片后采用荧光显微镜
观察细胞形态，并随机选取５个高倍镜视野，分别计数凋亡细
胞数和总细胞数，并根据公式计算不同药物处理的凋亡指数。

　　凋亡指数＝凋亡细胞数／总细胞数×１００％
１．３．４　细胞周期检测　　以１×１０５／ｍｌ的密度将５ｍｌＣＮＥ２
细胞接种于５０ｍｌ的培养瓶，２４ｈ后加入不同的药物处理，２４ｈ
后通过常温离心（１０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ）获取细胞沉淀，采用
７０％冷乙醇重悬并在４℃固定２４ｈ，采用多次离心和ＰＢＳ冲洗
后，加入５０μｇ／ｍｌＲＮａｓｅ处理（３７℃，１ｈ），离心后向沉淀加入
１００μｇ／ｍｌ的ＰＩ溶液染色，避光染色３０ｍｉｎ，尼龙网过滤，在流
式细胞仪检查细胞周期。

１．３．５　放射增敏效应检测　　收获对数期的 ＣＮＥ２细胞，并
接种于不同药物处理的培养基中，２４ｈ后将细胞分为２组，在
室温下采用ｐｒｅｃｉｓｅ直线加速器６ＭＶＸ射线以２Ｇｙ和４Ｇｙ的
剂量分别照射。采用胰酶消化并制成单细胞悬液，以２００／皿的
密度将期接种于６０ｍｍ培养皿中，更换不含药物的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基，３７℃孵育，１４ｄ后采用甲醇固定（１０ｍｉｎ）和吉姆萨染
色（２０ｍｉｎ），冲洗干净后，肉眼观察集落数，并按照公式计算存
活分数。

　　存活分数＝药物处理组集落数／（接种细胞数×ＰＥ）×１００％
１．３．６　蛋白水平检测　　收集不同药物处理的细胞，通过裂
解液处理１５ｍｉｎ，并通过振荡处理和离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
×２０ｍｉｎ）获取细胞沉淀，并采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。将蛋
白样品与加样缓冲液混合后煮沸 ５ｍｉｎ，离心取上清样 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，常规操作，并采用半干转法转膜；５％脱脂
蛋白封闭后，分别加入一抗孵育（１∶３００），２４ｈ后洗膜再加入二
抗（１∶３０００），ＥＣＬ法显色处理，获取蛋白条带，采用 ＧｅｌＰｒｏ
ａｎａｌｙｚｅｒ软件分析各显影条带的光密度，结果表示各蛋白光密
度与βａｃｔｉｎ的比值。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素
方差进行多组之间比较，两两比较采用 ＳＮＫ法比较，放射增敏
检验中同一处理两剂量之间比较采用成组ｔ检验。

２　结果

２．１　伐地考昔对ＣＮＥ２细胞增殖和凋亡的影响
　　单纯 ５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔、５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂或 １μｍｏｌ／Ｌ
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ抑制剂）处理可升高 ＣＮＥ２细胞的增殖抑制
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率和凋亡指数，且与对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；而
５０μｍｏｌ／Ｌ伐地考昔与５０μｍｏｌ／Ｌ顺铂或１μｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ
联合使用可增强其以上效果，与单纯伐地考昔相比有统计学差

异（Ｐ＜０．０５）；Ｈｏｅｃｈｓｔ细胞染色情况见图１。

２．２　伐地考昔对ＣＮＥ２细胞放射增敏影响
　　单纯伐地考昔、顺铂或Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ均可增强细胞的放射增
敏，且与对照组相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；而伐地考昔与顺
铂或Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联合使用可增强其以上效果，与单纯伐地考昔
相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；各组高剂量（４Ｇｙ）的效果强于
低剂量（２Ｇｙ）（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　各组不同放射剂量处理的ＣＮＥ２细胞存活分数［ｎ＝８，（珋ｘ±ｓ）％］
组别　　　 ２Ｇｙ ４Ｇｙ

对照组 ７８．３±１．５ ４９．５±１．３
顺铂组 ４８．５±２．９ａ ３２．７±２．５ａｆ
伐地考昔组 ５０．２±３．１ａ ３２．８±３．１ａｆ
伐地考昔＋顺铂组 ３８．７±２．６ａｂｃ ２６．６±１．９ａｂｃｆ
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ５７．４±１．５ａｂｃｄ ４０．５±１．８ａｂｃｄｆ
伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ２９．４±２．３ａｂｃｅ ２１．８±１．７ａｂｃｅｆ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与顺铂组比较；ｃ：Ｐ＜００５，
与伐地考昔组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与伐地考昔＋顺铂组比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，
与Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组比较；ｆ：Ｐ＜０．０５，与照射剂量２Ｇｙ比较

２．３　伐地考昔对细胞周期的影响
　　单纯伐地考昔、顺铂或Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ均可导致细胞Ｇ０／Ｇ１期

增加、Ｓ期降低，且与对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜００５）；
而伐地考昔与顺铂或Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联合使用可增强其以上效果，
同时也降低Ｇ２／Ｍ期，见图２。

２．４　伐地考昔对ＣＯＸ２和ＮＡＧ１的影响
　　单纯伐地考昔处理可导致ＣＯＸ２降低，ＮＡＧ１蛋白水平上
升，与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；单纯顺铂不影
响以上蛋白水平，而单纯 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ处理可升高 ＮＡＧ１水平，
且与伐地考昔组和对照组均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；仅与
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联合时可增强伐地考昔对ＮＡＧ１的改变作用，见图
３、表２。

２．５　伐地考昔对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响
　　单纯伐地考昔处理可导致 ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ降低，与对照
组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；单纯顺铂不影响以上蛋
白水平，而单纯Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ处理可降低ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ水平，
且与伐地考昔组和对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；仅
与Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联合时可增强伐地考昔对ｐＡｋｔ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的改
变作用，见图３、表２。

表２　伐地考昔及不同处理对各组ＣＮＥ２细胞的ＣＯＸ２、ＮＡＧ１、
Ａｋｔ和ｐＡｋｔ蛋白的影响（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 ＣＯＸ２ Ａｋｔ ｐＡｋｔ ｐＡｋｔ／Ａｋｔ ＮＡＧ１

对照组 ５６．３±３．２ ５９．７±４．１ １８．６±２．８　 ２８．４±１．９ ２２．７±１．７

顺铂组 ５９．５±２．６ ５８．１±２．３ ２０．２±１．７ ２７．９±１．８ ２３．５±１．６

伐地考昔组 ３４．１±１．９ａｂ ５８．５±２．６ １２．５±１．６ａｂ ２０．３±２．２ａｂ ２９．５±２．８ａｂ

伐地考昔＋顺铂组 ３８．３±１．８ａｂ ５８．８±２．２ １１．３±０．９ａｂ １８．７±２．７ａｂ ３１．８±２．５ａｂ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ６２．４±３．７ｃｄ ５９．１±４．２ １７．８±１．１ａｂｃｄ ２３．１±１．４ａｂｃｄ ２８．３±１．３ａｂｃｄ

伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ３８．５±１．５ａｂｅ５９．８±３．８ ８．７±１．３ａｂｃｄｅ １１．７±１．９ａｂｃｄｅ４２．６±２．１ａｂｃｄｅ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与顺铂组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
与伐地考昔组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与伐地考昔 ＋顺铂组比较；ｅ：Ｐ＜
０．０５，与Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组比较
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Ａ：对照组；Ｂ：顺铂组；Ｃ：伐地考昔组；Ｄ：伐地考昔＋顺铂组；Ｅ：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组；Ｆ：伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组
图１　荧光显微镜观察各组ＣＮＥ２细胞形态　（Ｈｏｅｃｈｓｔ×４００）
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Ａ：对照组；Ｂ：顺铂组；Ｃ：伐地考昔组；Ｄ：伐地考昔＋顺铂组；Ｅ：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组；Ｆ：伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组
图２　伐地考昔及不同处理对各组ＣＮＥ２细胞周期的影响
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１：对照组；２：顺铂组；３：伐地考昔组；４：伐地考昔＋顺铂组；５：Ｗｏｒｔ

ｍａｎｎｉｎ组；６：伐地考昔＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＣＯＸ２、ＮＡＧ１、Ａｋｔ和ｐＡｋｔ

蛋白的表达

３　讨论

　　ＣＯＸ２在鼻咽癌的发生、发展中起着重要作
用［６，９］。伐地考昔是一种非甾体抗炎药 ＮＳＡＩＤ，主要
通过抑制 ＣＯＸ２来发挥抗炎作用。但研究［７，１０－１１］发

现同类药物还具有ＣＯＸ２非依赖性途径，如ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
途径等。ＣＯＸ２缺陷的胃癌细胞中给予塞来昔布可诱
导细胞凋亡，提示ＣＯＸ２非依赖性途径可能是该类药
物发挥作用的另一重要方式［１１］。抑制恶性癌细胞激

活的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可达到治疗肿瘤的目的。此
外，ＣＯＸ２抑制剂在提高癌细胞的放射增敏上效果较
好［１３］。故推测伐地考昔可抑制人ＣＮＥ２的增殖，促进
其凋亡及放射增敏，可能的机制是通过降低 ＣＯＸ２和
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ来实现的。
　　本研究采用伐地考昔处理 ＣＮＥ２细胞发现可影
响该细胞的生物学行为，如升高增殖抑制率和凋亡指

数，增强细胞的放射增敏，以上表明伐地考昔对鼻咽癌

细胞有抑制作用，并提高细胞对放射的敏感性。顺铂

为临床常用肿瘤治疗药物，主要是通过抑制癌细胞的

ＤＮＡ复制过程发挥作用［１４］。与单纯顺铂相比，伐地

考昔抑制ＣＮＥ２细胞的效果没有差异，但两者联合使
用时的效果均强于单独使用，一方面表明伐地考昔处

理可获得与顺铂同等程度的效果，更表明其在肿瘤治

疗中的应用前景；另一方面顺铂长期使用可机体的敏

感性，而单纯的通过增加剂量来维持化疗效果，可引起

大量的毒副作用，而顺铂和伐地考昔可获得较好的效

果，提示可通过在顺铂的化疗过程中使用伐地考昔来

达到提高化疗效果，并降低化疗毒副反应的效果。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是影响细胞生长、凋亡等细胞学行
为的主要信号通路［１５］，在肿瘤发生、发展中意义重大。

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ是一种常用的 ＰＩ３Ｋ抑制剂，具有较好的
细胞通透性，可特异的抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路［１６］。单纯

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ可同样影响细胞的生物学行为，但幅度低
于单纯的伐地考昔（Ｐ＜０．０５），提示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在
ＣＮＥ２细胞增殖和生长中的重要作用，而与伐地考昔
联用时的效果强于单独使用。化疗药物可通过影响肿

瘤细胞的细胞周期发挥抗肿瘤作用［１７］。伐地考昔处

理可影响ＣＮＥ２细胞的细胞周期，如导致细胞 Ｇ０／Ｇ１
期增加、Ｓ期降低，表明伐地考昔处理可增加停滞在
Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例，来抑制肿瘤细胞的生长，推测其
主要作用于Ｇ０／Ｇ１期，降低 Ｓ期所占的比例；此外，当
与顺铂或Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联用时可进一步增加伐地考昔
改变细胞周期的效果，也是协同作用的基础。

　　以往的研究［４－５］表明 ＮＳＡＩＤ通常通过抑制 ＣＯＸ
２发挥作用，而本研究发现伐地考昔可降低 ＣＯＸ２水
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平，而单纯的顺铂和 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ并不影响 ＣＯＸ２水
平，同时联合应用后与单纯伐地考昔没有差异，表明伐

地考昔可通过特异性抑制 ＣＯＸ２发挥抑制 ＣＮＥ２细
胞增殖、诱导其凋亡和增强放射增敏的效果。此外，本

研究发现伐地考昔可降低 ＰＩ３Ｋ活性，表现为 ｐＡｋｔ／
Ａｋｔ下降（ＰＩ３Ｋ可将 Ａｋｔ磷酸化形成 ｐＡｋｔ），提示其
可通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径发挥作用，同时伴随着
ＮＡＧ１蛋白水平上调，而后者可抑制某些肿瘤细胞的
生长。单纯 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ处理可抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，
同时上调 ＮＡＧ１，表明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可调节
ＮＡＧ１；Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ联合伐地考昔可导致 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ下
降、ＮＡＧ１升高，且与２组单纯处理有差异（Ｐ＜０．０５），
以上表明伐地考昔还可通过 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ／ＮＡＧ１影响
ＣＮＥ细胞的生物学行为。
　　综上所述，伐地考昔可抑制人鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞
的增殖，促进其凋亡及放射增敏，可能的机制是通过降

低ＣＯＸ２和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＮＡＧ１来实现的。
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）

第三军医大学２０１２年度国家自然科学基金工作再创新高

　　近日，从国家自然科学基金委员会传来喜讯，２０１２年度第三军医大学共中标国家自然科学基金各类项目２４７
项，批准经费１．５０８亿元，获批项目数和经费数再创新高，较历史最高水平分别增长４．２％和３０．４％，其中获批项
目数在全国高校年度排名中居第２４位。
　　近年来，第三军医大学基金工作在“实施一流发展战略，建设世界医学名校”总体办学思路的引领下，坚持
“做一流科学、育一流人才、出一流成果”，不断强化“抓过程管理、抓产出管理、抓科学作风”的政策导向，各级科

研管理部门精心组织，主动协调，加强申报环节管理，严格落实“三级论证”制度，基金工作不断取得新的进步和

发展，在支撑学科人才建设、增强科技核心竞争力、提升综合办学水平等方面发挥了十分重要的作用。

（科研部计划处　供稿）
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