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［摘要］　目的：鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）已成为我国头颈肿瘤患者的主要病死因素之一，局部治疗失败和远处
转移是晚期ＮＰＣ患者不良预后的主要原因。大量研究证明，ＡＤＨ１Ｂ是多种癌症的风险基因，本研究探讨ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌细
胞中的表达差异以及对鼻咽癌细胞增殖和迁移能力的影响。方法：利用生物信息学方法分析 ＡＤＨ１Ｂ在头颈鳞状细胞癌
（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣ）与正常组织中的相对表达量，应用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测正常永生
化鼻咽上皮细胞ＮＰ６９及鼻咽癌细胞ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６１０Ｂ中ＡＤＨ１Ｂ的ｍＲＮＡ表达水平，对比两种研究结果的一致性。
在此基础上建立稳转ＡＤＨ１Ｂ高表达鼻咽癌细胞系，以ｐＣＤＨ作为空载体对照。利用生长曲线实验检验鼻咽癌细胞的增殖能
力，利用划痕实验检验鼻咽癌细胞的迁移能力。结果：生物信息学分析结果显示ＡＤＨ１Ｂ在头颈鳞状细胞癌中表达量低于正
常组织。ｑＲＴＰＣＲ检测发现，ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌细胞ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６１０Ｂ中均比ＮＰ６９细胞表达低，过表达ＡＤＨ１Ｂ组鼻
咽癌细胞的生长曲线低于ｐＣＤＨ组（Ｐ＜００５），划痕愈合速度也低于正常表达组 ｐＣＤＨ组（Ｐ＜００５）。结论：鼻咽癌细胞中
ＡＤＨ１Ｂ基因表达异常，明显低于正常鼻咽上皮细胞，与生物信息学分析结果一致。ＡＤＨ１Ｂ基因在鼻咽癌中高表达影响鼻咽癌
细胞的增殖和迁移，这与ＮＰＣ的发生发展密切相关，可能是参与调控ＮＰＣ发生发展的一个重要靶标。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是一种
来源于鼻咽上皮细胞的恶性肿瘤，常发生于鼻咽顶

后壁的顶部，以低分化鳞状细胞癌和未分化癌最为

常见［１］。中国人群的 ＮＰＣ发病率及死亡率明显高
于世界平均水平，目前以约全球２０％的人口负担全
球ＮＰＣ发病死亡的 ４０％［２］，已成为头颈肿瘤的主

要癌种和病死因素［３］。由于该病具有发病部位隐

匿、深在且侵袭、迁移能力强等组织生物学特性，故

病变一般发现晚，手术完全切除困难，同步放化疗是

目前ＮＰＣ的主要治疗方式［４］。对于早期ＮＰＣ，放疗
能有效改善患者的预后，但晚期患者常存在放疗抵

抗，超过２０％的ＮＰＣ患者在治疗后最终发生远处转
移，患者５年生存率仅为４３８％［５］。晚期ＮＰＣ患者
治疗失败等难题至今尚未找到全面解决的良策，故

寻找与 ＮＰＣ治疗和预后相关的新的分子标志，对
ＮＰＣ的临床防治具有重要意义。由基因 ＡＤＨ１Ｂ编
码的 ＡＤＨ１Ｂ蛋白是将乙醇转化为乙醛的主要
酶［６］。大量的证据表明，ＡＤＨ１Ｂ基因的差异性表达
有导致头颈部肿瘤［７］、肝癌［８］、乳腺癌［９］、胰腺

癌［１０］、结直肠癌［１１］等癌症的风险，但该基因在 ＮＰＣ
中的研究甚少。本研究通过测定鼻咽癌细胞株以及

正常的鼻咽上皮细胞株中 ＡＤＨ１Ｂ的 ｍＲＮＡ表达
量，并构建鼻咽癌 ＡＤＨ１Ｂ过表达细胞系，利用生长
曲线实验及划痕实验来解析 ＡＤＨ１Ｂ对鼻咽癌细胞
增殖及迁移能力的影响，旨在为ＮＰＣ的临床治疗提
供新思路和靶点。

１　材料和方法

１１　生物信息学分析ＡＤＨ１Ｂ在头颈鳞癌中的表达
情况

　　利用生物信息学分析网站 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｐｉａｃａｎｃｅｒｐｋｕｃｎ／）来进行分析，数据来源于癌
症和肿瘤基因图谱（ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）。
进入网站，选择用箱图来显示表达量，输入基因为

ＡＤＨ１Ｂ和肿瘤类型为 ＨＮＳＣ，点击分析获得结果和
Ｐ值。
１２　细胞培养

永生化正常人鼻咽上皮细胞ＮＰ６９、鼻咽癌细胞
ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６１０Ｂ均由中山大学肿瘤防治
中心曾木圣研究员提供，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞由中国科
学院昆明动物研究所肿瘤信号转导实验室提供。其

中ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６１０Ｂ的培养基为补充有
１０％胎牛血清（ＧＩＢＣＯ，１００９９１４１，澳洲）的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基（ＣＯＲＮＩＮＧ，１００４０ＣＶＲ，美国），ＮＰ６９
的培养基为补充有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基（ＣＯＲＮＩＮＧ，１００９２ＣＶＲ，美国），ＨＥＫ２９３Ｔ的
培养基为补充有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｈｉｇｈｇｌｕ
ｃｏｓｅ培养基（ＣＯＲＮＩＮＧ，１００１３ＣＶＲＣ，美国）。所
有细胞的培养条件如下：温度为３７℃，并控制 ＣＯ２
浓度为５％。细胞长至８０％～９０％传代。
１３　质粒构建与稳转细胞系的建立

针对ＡＤＨ１Ｂ设计过表达的质粒，对照为 ｐＣＤＨ
空载体。将合成好的ＡＤＨ１Ｂ的 ＣＤＳ区核苷酸序列
目的片段连接至载体 ｐＣＤＨ，抽取质粒进行 ＮｈｅⅠ
（ＮＥＢ，Ｒ３１３１，美国）和ＮｏｔⅠ（ＮＥＢ，Ｒ３１８９，美国）酶
切鉴定，扩增阳性目的质粒。通过磷酸钙转染法将

目的质粒导入 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞进行病毒制备，病毒
液用０４５μＭ的滤膜 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＳＬＨＶ０３３ＲＢ，爱尔
兰）过滤后感染目的细胞 ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６
１０Ｂ，使用ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ｓｃ１３４２２０，美国）促
进感染效率，用相应浓度的嘌呤霉素（ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ，ａｎｔ
ｐｒ１，美国）筛选阳性细胞，扩增并用ＲＴｑＰＣＲ鉴定
目的基因的过表达效率。

１４　ｑＲＴＰＣＲ
首先用 Ｔｒｉｚｏｌ法（ＡＭＢＩＯＮ，１５５９６０２６，美国）抽

提细胞总 ＲＮＡ，用超微量核酸蛋白测定仪（Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ，ＮＤ２０００，美国）测定 ＲＮＡ浓度，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
反转试剂盒（Ｔａｋａｒａ，ＲＲ０４７Ａ，美国），在 ＰＣＲ仪
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（Ｂｉｏｒａｄ，Ｔ１００，美国）进行反转录反应（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ），将ＲＮＡ反转为 ｃＤＮＡ。然
后在实时荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｌｉｆｅ，７５００，美国）进行
ｑＰＣＲ反应，每个样本设置３个重复孔。热循环参数
如下：５０℃，２ｍｉｎ；９５℃，２ｍｉｎ；９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，
１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，４０×。

所用引物由昆明硕擎生物技术有限公司合成，

ＡＤＨ１Ｂ的上下游引物分别为：５’ＡＡＧＧＧＧＧＣＴＧＴＴ
ＴＡＴＧＧＴＧ３’；５’ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ３’。
βａｃｔｉｎ的上下游引物分别为：５’ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡ
ＴＣＣＡＧＧＣ３’；５’ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３’。
１５　生长曲线

为测定细胞增殖能力，取对数期生长的细胞，消

化制成细胞悬液，进行浓度测定。按照所需细胞数

１０×１０４／孔，用完全培养基配制相应的细胞悬液按
照１ｍＬ／孔种至 １２孔板（ＮＥＳＴ，７１２００１，中国），
３７℃、５％ ＣＯ２培养６天；每天进行计数，根据浓度
分别算出细胞数，绘制生长曲线。

１６　细胞划痕实验
分别取一盘６孔板（ＮＥＳＴ，７０３００１，中国）中细

胞生长状态良好、细胞密度相近的实验组和对照组

细胞，用枪头垂直划痕并在０ｈ拍照。放入３７℃５％
ＣＯ２培养箱培养。按 １２ｈ、２４ｈ时间点取样，拍照。
将实验组和对照组所有图片进行对比，得出实验

结果。

１７　统计学处理
应用 ＳＰＳＳ１６０软件进行统计学分析。ｑＲＴ

ＰＣＲ和细胞划痕实验采用 ｔ检验，生长曲线采用重
复测量资料的方差分析，检验水准α＝００５，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。文中表示Ｐ＜００５，表示
Ｐ＜００１，表示Ｐ＜０００１。

２　结　果

２１　ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌细胞中的表达被抑制
为了明确 ＡＤＨ１Ｂ在 ＮＰＣ中的表达情况，我们

首先在临床肿瘤样本中寻求基因表达谱的变化，目

前已有的基因表达谱中没有 ＮＰＣ临床肿瘤组织中
的数据，但是ＴＣＧＡ数据中 ＡＤＨ１Ｂ在５１９例 ＨＮＳＣ
患者样本和４４例正常样本的表达的差异结果显示，
ＡＤＨ１Ｂ在肿瘤样本中比正常样本低，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５，图１）。ＮＰＣ作为头颈肿瘤的主要
癌种和病死因素，病理类型中９０％为低分化鳞癌及
未分化癌，推测 ＡＤＨ１Ｂ在 ＮＰＣ发生发展中发挥了

重要的作用。因此，我们分析了ＡＤＨ１Ｂ在正常永生
化鼻咽上皮细胞 ＮＰ６９及鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１、ＣＮＥ
２、５８Ｆ、６１０Ｂ中的相对 ｍＲＮＡ表达。结果显示，
ＡＤＨ１Ｂ的ｍＲＮＡ表达在所有鼻咽癌细胞中显著下
调，分别下调了 ９９９５％、９９９４％、９９９７％、９９９６％
（Ｐ＜０００１，图２）。

图１　ＡＤＨ１Ｂ在头颈鳞状细胞癌及正常组织中的相对表达
量 （Ｐ＜００５）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＲｅｌａｔｉｖｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＤＨ１ＢｉｎＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋ
ＳｑｕａｍｏｕｓＣｅｌｌＣａｒｃｉｎｏｍａａｎｄＮｏｒｍａｌＴｉｓｓｕｅ

图２　不同鼻咽癌细胞中ＡＤＨ１Ｂ的相对ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＤＨ１ＢｉｎＤｉｆｆｅｒ
ｅｎｔＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａＣｅｌｌＬｉｎｅｓ
ＮＰ６９（ｎｏｒｍａｌｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ）ａｎｄ
ＣＮＥ１，ＣＮＥ２，５８Ｆ，６１０Ｂ（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｓ）ｗｅｒｅｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎａｎａｌｙｓｉｓ．Ｐ＜０．００１．

２２　构建ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌细胞中的过表达稳转细
胞系

　　在鼻咽癌细胞中 ＡＤＨ１Ｂ表达被抑制的基础
上，构建 ＡＤＨ１Ｂ过表达载体及对照载体 ｐＣＤＨ，转
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染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞包装病毒后收上清感染鼻咽癌
细胞系ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、６１０Ｂ，在１μｇ／ｍＬ的
嘌呤霉素作用下，构建了不同的鼻咽癌稳转细胞

系，并用ｑＲＴＰＣＲ方法验证了 ＡＤＨ１Ｂ过表达的效
率（Ｐ＜０００１，图３），从实验结果显示四株鼻咽癌
细胞均被过表达，分别过表达了 ９７６６、１７５７、
１０３２、３９８７倍。
２３　过表达ＡＤＨ１Ｂ抑制鼻咽癌细胞的增殖能力

肿瘤细胞的特点之一是肿瘤细胞增殖出现异

常，因此利用建立好的 ＡＤＨ１Ｂ稳定过表达细胞系，
通过生长曲线实验来验证其对鼻咽癌细胞增殖能力

的影响。生长曲线结果显示，与对照组ｐＣＤＨ相比，
过表达ＡＤＨ１Ｂ组鼻咽癌细胞的增殖均受到了抑制，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５，图４）。第６天过表达
ＡＤＨ１Ｂ组的细胞数量分别是 ｐＣＤＨ对照组的

７３７５％、７０８７％、７３０２％、７１５２％。

图３　ＲＴｑＰＣＲ验证鼻咽癌细胞ＡＤＨ１Ｂ过表达效率
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＡＤＨ１Ｂ（ＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａ
ＣｅｌｌＬｉｎｅ）ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶｅｒｉｆｉｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ

ｐＣＤＨｗａｓｓｅｔａｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．００１．

图４　过表达ＡＤＨ１Ｂ抑制鼻咽癌细胞的增殖能力（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａＣｅｌｌｓＩｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＡＤＨ１ＢＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）

２４　过表达ＡＤＨ１Ｂ抑制鼻咽癌细胞的迁移能力
ＮＰＣ的另一显著特点即迁移能力强，因此，我

们设计了细胞划痕实验，通过比较同一时间点细胞

愈合的面积，发现过表达ＡＤＨ１Ｂ后鼻咽癌细胞的迁
移能力也明显受到抑制（Ｐ＜０００１，图 ５）。其中
ＣＮＥ１细胞对照组２４ｈ划痕创口面积为９２１％，过
表达ＡＤＨ１Ｂ的实验组划痕创口面积为３６３％（Ｐ＜

０００１）；ＣＮＥ２细胞对照组 ２４ｈ划痕创口面积为
１８１％，过表达 ＡＤＨ１Ｂ的实验组划痕创口面积为
４５４％（Ｐ＜０００１）；５８Ｆ细胞对照组２４ｈ划痕创口
面积为２７２％，过表达 ＡＤＨ１Ｂ的实验组划痕创口
面积为４４６％（Ｐ＜０００１）；６１０Ｂ细胞对照组２４ｈ
划痕创口面积为２５１％，过表达 ＡＤＨ１Ｂ的实验组
划痕创口面积为４１２％。
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图５　过表达ＡＤＨ１Ｂ抑制鼻咽癌细胞的迁移能力（Ｐ＜０００１）

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌＣａｒｃｉｎｏｍａＣｅｌｌｓＩｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＡＤＨ１ＢＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．００１）

３　讨　论

我国ＮＰＣ的发病率和死亡率居世界首位，并且
在老年人口中相对较高。鉴于我国社会人口老龄化

的形势将愈加严峻，未来ＮＰＣ的发病率有可能还会
持续上升［１２］。同步放化疗一直是 ＮＰＣ主要和首选
的治疗手段。早期ＮＰＣ高度可逆，但局部治疗失败
和远处转移仍是晚期 ＮＰＣ患者不良预后的主要原
因［１３］。ＮＰＣ的病因尚未完全明确，目前认为 ＮＰＣ
的发生是多因素的，为ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒＶｉｒｕｓ，
ＥＢＶ）潜伏感染［１４］、酒精、职业接触粉尘以及吸烟等

环境因素相互作用的多步骤发展过程。其中，酒精

是ＮＰＣ确定的危险因素［１５－１６］。基于足够的流行病

学证据，国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）已经将酒精饮料
定义为“对人类致癌”类食品，如口腔癌、咽癌、喉

癌、食道癌、肝癌、结直肠癌和女性乳腺癌等。

作为乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）家族的一员，ＡＤＨ１Ｂ基
因编码Ｉ类ＡＤＨ的β亚基，是组成功能性酶蛋白的
主要亚基，ＡＤＨ１Ｂ基因与其他人 ＡＤＨ基因（ＡＤＨ４，

ＡＤＨ５，ＡＤＨ６和 ＡＤＨ７）一起定位于染色体４ｑ２３［１７］。
ＡＤＨ１Ｂ将乙醇代谢为乙醛，乙醛通过醛脱氢酶进一
步氧化成乙酸。如果累积超过一定阈值，乙醛可以

与ＤＮＡ嵌入形成致癌物质，从而增加癌症发生的机
会［１８］。对ＡＤＨ的研究开始于１９３７年首次从酿酒
酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）中纯化出 ＡＤＨ蛋白，
以往对 ＡＤＨ１Ｂ的研究多集中在酒精代谢和饮酒行
为等问题，在肿瘤的形成及发生发展中的研究相对

较少。近年来，有研究者在多种肿瘤模型的研究中

发现了 ＡＤＨ１Ｂ基因的差异表达对肿瘤有很大的影
响［１９］。Ｌｉ等［２０］通过一种新的方法交叉值关联分
析（ＣｒｏｓｓＶａｌｕｅＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ，ＣＶＡＡ）研究发
现，从 ＢｒｏａｄｈｏｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ的基因组数据分析鉴定肿
瘤类型与肿瘤类型正常样品之间差异表达的基因，

ＡＤＨ１Ｂ（排名第一）在几乎所有癌症类型中都被抑
制，并且细胞体外实验证实了ＡＤＨ１Ｂ有抑制癌细胞
的能力。Ｐｏｌｉｍａｎｔｉ等［２１］研究 ＡＤＨ１Ｂ分子途径，发
现ＡＤＨ１Ｂ基因参与多种抗肿瘤药物的代谢，包括异
环磷酰胺和环磷酰胺。Ｇｈａｒｐｕｒｅ等［２２］也在卵巢癌
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中发现ＡＤＨ１Ｂ的差异表达能使细胞分泌 ＭＭＰ７、
ＣＤ２６和组织蛋白酶来促进癌症进展。

ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌的发生发展中是否起到了一
定作用目前仍不明确。本研究发现，ＡＤＨ１Ｂ在
ＨＮＳＣ患者样本中显著低表达，且 ＡＤＨ１Ｂ在鼻咽癌
细胞中被下调，通过在鼻咽癌细胞中过表达 ＡＤＨ１Ｂ
后，模拟正常细胞内 ＡＤＨ１Ｂ蛋白的表达，可以显著
抑制鼻咽癌细胞的增殖和迁移能力，逆转细胞的恶

性程度，提示 ＡＤＨ１Ｂ在 ＮＰＣ的发生发展中发挥了
重要功能。因此，ＡＤＨ１Ｂ在调节鼻咽癌细胞增殖、
迁移中具有关键作用，或可作为ＮＰＣ治疗中的潜在
治疗靶标或预测指标。然而，ＡＤＨ１Ｂ通过何种方式
来影响鼻咽癌细胞的恶性生物学行为，其上游及下

游是否存在特异性的调控通路，目前尚未得知，需要

收集大量的样本进行深入研究，结合其他因素进行

多指标、多因素综合分析，进一步研究解析其作用机

制。这将对 ＮＰＣ的临床防治具有重要意义，并为
ＮＰＣ的防治开拓新思路和提供一定的理论意义和
应用价值。
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