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　　［摘要］　目的　探讨盐屋霉素Ａ下调叉头框蛋白Ｍ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１，ＦｏｘＭ１）对喉癌细胞增殖、凋亡、侵袭能

力等恶性生物学行为的影响。方法　取处于对数生长期的Ｈｅｐ２细胞，使用不同浓度盐屋霉素Ａ进行处理，对照组不加盐

屋霉素Ａ。分别在培养２４、４８、７２ｈ后通过ＣＣＫ８法检测细胞活力；２４、４８ｈ后通过ＣＦＳＥ染色法检测细胞增殖能力；４８ｈ后

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞侵袭能力。蛋白质印迹法检测ＦｏｘＭ１、Ｋｉ６７、

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达变化，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９的表达变化。结果　（１）

盐屋霉素Ａ作用后ＦｏｘＭ１蛋白的表达量降低（犘＜０．０５）。ＣＣＫ８检测结果显示不同浓度盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞活力均有

抑制作用，并随着盐屋霉素Ａ浓度的增加和作用时间的延长，Ｈｅｐ２的细胞活力逐渐下降，呈现浓度和时间依赖性。（２）１．３、

１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ处理后Ｈｅｐ２细胞的增殖能力均降低（犘＜０．０５），并呈现浓度依赖性；同时Ｋｉ６７蛋白的表达下调。

（３）１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用后，Ｈｅｐ２细胞的凋亡率（１０．６０％，２７．９０％）均高于对照组（４．９１％，犘＜０．０５），并呈药物

浓度依赖性；同时ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达上调。（４）１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用后Ｈｅｐ２细胞的侵袭能力较对照

组均下降（犘＜０．０５），并呈药物浓度依赖性；同时 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达下调。结论　盐屋霉素Ａ下调ＦｏｘＭ１可抑制

喉癌细胞的增殖、侵袭等生物学行为。
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ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）２ａｎｄＭＭＰ９ｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡａｓｓａｙ．犚犲狊狌犾狋狊（１）ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｓｉｏｍｙｃｉｎＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｏｘＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．ＣＣＫ８ｔｅｓｔｆｏｕｎｄｔｈａｔｓｉｏｍｙｃｉｎＡｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．（２）ＳｉｏｍｙｃｉｎＡａｔ１．３

ａｎｄ１．５μｍｏｌ／ＬｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（犘＜０．０５），ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ

ｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７．（３）ＳｉｏｍｙｃｉｎＡａｔ１．３ａｎｄ１．５μｍｏｌ／ＬａｌｓｏｉｎｄｕｃｅｄｇｒｅａｔｅｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

（１０．６０％，２７．９０％）ｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４．９１％，犘＜０．０５），ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｕｐ
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ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄ

ＭＭＰ９．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＦｏｘＭ１ｂｙｓｉｏｍｙｃｉｎＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｌａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍａｓ；ｓｉｏｍｙｃｉｎＡ；ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｎｅｏｐｌａｓｍｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（８）：９６３９６８］

　　喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤，其发病率逐年攀

升。尽管近年来喉癌手术技术已有明显提高，放疗以

及化疗新药物的不良反应也更小，但是术后复发喉癌

的死亡率并未见明显降低［１］。因此，在现有治疗方式

的基础上寻找新的治疗方法及药物尤为重要。

叉头框蛋白 Ｍ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１，

ＦｏｘＭ１）是Ｆｏｘ转录因子家族的一员，其在肝癌
［２］、

乳腺癌［３］、肺癌［４６］、胃癌［７］、宫颈癌［８］和卵巢癌［９］等

多种肿瘤中呈现高表达，参与肿瘤的发生和发展。

盐屋霉素Ａ是一种噻唑类抗生素，可抑制ＦｏｘＭ１

的转录活性和下调其表达，从而抑制如肝癌细胞、白

血病细胞等肿瘤细胞的增殖，促进如骨肉瘤细胞等

肿瘤细胞的凋亡［１０］。本课题组前期研究发现

ＦｏｘＭ１在喉癌组织中高表达，而在正常喉鳞状上皮

组织中低表达，表明ＦｏｘＭ１在喉癌的发生、发展中

可能具有重要作用［１１］。目前对于盐屋霉素Ａ下调

ＦｏｘＭ１对喉癌细胞增殖、凋亡、侵袭的影响尚未见

研究报道，本研究将探讨盐屋霉素Ａ下调ＦｏｘＭ１

表达对喉癌细胞恶性生物学行为的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　人喉癌细胞株Ｈｅｐ２购于

中国典型培养物保藏中心。盐屋霉素Ａ、Ｍａｔｒｉｇｅｌ

基质胶购于美国Ｓｉｇｍａ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购于

美国ＢＤ公司。ＣＦＳＥ试剂盒购于东仁化学科技（上

海）有限公司。ＦｏｘＭ１兔抗人多克隆抗体购于美国

Ａｂｇｅｎｔ公司。Ｋｉ６７、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３兔抗人多克

隆抗体购于美国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司。ＧＡＰＤＨ兔抗

人多克隆抗体购于杭州华安生物技术有限公司。基

质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９ＥＬＩＳＡ试剂盒购

于武汉基因美生物科技有限公司。

１．２　ＣＣＫ８法检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞活力

的影响　Ｈｅｐ２细胞置于含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ

１６４０培养液中，３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培养至对数生

长期，用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，以５×１０４／ｍＬ

的密度将细胞接种于９６孔板中，每孔１００μＬ。然后

每孔分别加入含不同浓度盐屋霉素 Ａ的 ＲＰＭＩ

１６４０培养液１０μＬ，使盐屋霉素Ａ的终浓度分别为

０．２５、０．５、１、１．３、１．５、２μｍｏｌ／Ｌ，每组设３个复孔。

同时设阴性对照组和空白对照组，阴性对照组只加

培养液和细胞，空白对照组只加培养液。将培养板

置入３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培养。在培养

２４、４８、７２ｈ时分别取出培养板，每孔加入１０μＬ

ＣＣＫ８试剂，３７℃继续培养２ｈ后终止反应。酶标

仪（型号６８０，美国ＢｉｏＲａｄ公司）测定４５０ｎｍ波长

下各孔的光密度（犇）值。实验重复３次。按公式计

算细胞活力：细胞活力（％）＝（犇实验组 －犇空白组）／

（犇对照组－犇空白组）×１００％

１．３　ＣＦＳＥ法检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞增殖

的影响　当Ｈｅｐ２细胞呈对数生长时，用０．２５％胰

蛋白酶消化细胞，以３×１０５／孔的密度将细胞接种于

６孔板中。待细胞生长过夜后弃培养液，每孔分别

加入含盐屋霉素Ａ的ＲＰＭＩ１６４０培养液，使盐屋霉

素Ａ的终浓度分别为１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ，对照组不加

盐屋霉素Ａ。继续培养细胞，在２４、４８ｈ时分别取

出培养板，收集细胞制备成细胞悬液，ＰＢＳ调整细胞

密度至约１０６／ｍＬ。取１ｍＬ细胞悬液于试管中，加

入适量ＣＦＳＥ工作液（ＣＦＳＥ终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ），

轻轻搅拌混匀。３７℃培养箱中培养１５～３０ｍｉｎ。离

心后去上清，加入２ｍＬＰＢＳ，再离心后去上清，重复

操作一次。沉淀加入１ｍＬ的ＰＢＳ制成细胞悬液，

用流式细胞仪（美国ＢＤ公司）检测各孔荧光强度。

１．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测盐屋霉素Ａ

对Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响　当 Ｈｅｐ２细胞呈对数

生长时，用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，以３×１０５／孔

的密度将细胞接种于６孔板中。待细胞生长过夜后

弃培养液，每孔分别加入含盐屋霉素 Ａ 的

ＲＰＭＩ１６４０培养液，使盐屋霉素Ａ的终浓度分别为

１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ，对照组不加盐屋霉素Ａ。继续培

养细胞，在４８ｈ时取出培养板收集细胞，制备成细

胞悬液；离心后去上清，加入２ｍＬＰＢＳ，再离心后去

上清。用预冷 １×ＰＢＳ（４℃）重悬细胞一次，

２０００×犵离心５～１０ｍｉｎ，洗涤细胞。加入３００μＬ

的１×结合缓冲液悬浮细胞。加入５μＬ的Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ混匀后，避光，室温孵育１５ｍｉｎ。上机前

５ｍｉｎ再加入５μＬ的ＰＩ染色。上机前补加２００μＬ

的１×结合缓冲液，最后用流式细胞仪检测。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测盐屋霉素Ａ对 Ｈｅｐ２

·４６９·
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细胞侵袭能力的影响　在２４孔板中放入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室，小室滤膜上平铺一层ＲＰＭＩ１６４０基底膜基质

胶（１∶５稀释）４０μＬ，经紫外线消毒过夜后以无血

清ＲＰＭＩ１６４０培养液湿润上室。上室种入４００μＬ

细胞密度为２×１０４单细胞悬液，实验组细胞分别为

１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用４８ｈ后，对照组

不含盐屋霉素Ａ；下室加入６００μＬ含２０％胎牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养液。每组设３个复孔，培养２４ｈ

后取出所有小室。用棉签小心擦除上室未穿膜的细

胞与基质胶，多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，苏木精染色

１０ｍｉｎ。自来水洗１０ｍｉｎ，蒸馏水洗１０ｓ，剥离滤膜

后正面朝下固定于载玻片上，显微镜下观察并计数

穿过室膜的细胞。

１．６　蛋白质印迹法检测ＦｏｘＭ１、Ｋｉ６７、ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达　Ｈｅｐ２细胞经０、１．３、

１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用４８ｈ后提取总蛋白，

ＢＣＡ法测定蛋白浓度后按每孔４０μｇ上样，行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ。湿法转膜将蛋白转印至ＰＶＤＦ膜上。５％脱

脂奶粉（溶于１×ＴＢＳＴ）室温封闭１ｈ，分别加入

ＦｏｘＭ１（１∶２０００）、Ｋｉ６７（１∶２０００）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

（１∶２０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶４０００）一抗孵育。４℃过

夜，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ。分别加入相应二抗室

温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ。最后加入ＥＣＬ

发光液孵育，暗室发光，用凝胶成像分析系统（美国

ＢｉｏＲａｄ公司）检测各条带灰度值并定量。

１．７　ＥＬＩＳＡ法检测ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达　取

Ｈｅｐ２细胞随机分为实验组与对照组，待细胞融合

度为５０％时实验组加入１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ，

对照组不加盐屋霉素Ａ，孵育４８ｈ后收集细胞上

清，按照 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明

检测细胞上清中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包对数据

进行统计分析，计量资料以珔狓±狊表示，组间比较采

用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞ＦｏｘＭ１表达水平的

影响　采用蛋白质印迹法检测不同浓度盐屋霉素Ａ

作用Ｈｅｐ２细胞４８ｈ后对细胞ＦｏｘＭ１蛋白表达的影

响。结果（图１）显示，１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作

用后ＦｏｘＭ１蛋白的表达量（０．０４±０．０１、０．０４±０．０２）

低于０μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用后ＦｏｘＭ１的表达量

（０．４６±０．０７），差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

图１　不同浓度盐屋霉素犃作用后犎犲狆２细胞

犉狅狓犕１蛋白的表达水平

犉犻犵１　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犉狅狓犕１犻狀犎犲狆２犮犲犾犾狊

犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅狊犲狊狅犳狊犻狅犿狔犮犻狀犃

ＦｏｘＭ１：ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＭ１

２．２　盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞活力的影响　采用

ＣＣＫ８法检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞活力的影

响，结果（图２）发现，浓度为０．２５～２μｍｏｌ／Ｌ的盐

屋霉素Ａ作用７２ｈ后，均能抑制Ｈｅｐ２细胞的活力

（犘＜０．０５），而 浓 度 为 ０．５～２μｍｏｌ／Ｌ 的

盐屋霉素Ａ作用４８ｈ后即可抑制Ｈｅｐ２细胞的活

力（犘＜０．０５）。此外，随着作用时间的延长，同一浓

度盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞活力的抑制作用更强；

而当作用时间相同时，随着盐屋霉素Ａ浓度的增加

其对细胞活力的抑制作用也更强，表明盐屋霉素Ａ

对Ｈｅｐ２细胞活力的影响呈现浓度和时间依赖性。

图２　不同浓度盐屋霉素犃作用后犎犲狆２细胞的活力

犉犻犵２　犞犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犎犲狆２犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅狊犲狊狅犳狊犻狅犿狔犮犻狀犃

犘＜０．０５ｖｓ０μｍｏｌ／ＬｓｉｏｍｙｃｉｎＡｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅｔｉｍｅ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞增殖的影响　采用

ＣＦＳＥ染色检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞增殖的影

响，结 果 （图 ３Ａ）显 示，与 对 照 组 相 比，１．３、

１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ处理组Ｈｅｐ２细胞荧光强度

的衰减程度均降低（犘＜０．０５），并呈现浓度依赖性。

表明盐屋霉素Ａ可以抑制Ｈｅｐ２细胞的增殖分裂。

进一步检测盐屋霉素Ａ作用Ｈｅｐ２细胞后增殖标志

性蛋白Ｋｉ６７的表达变化。结果（图３Ｂ）发现，１．３、

１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用后Ｋｉ６７蛋白的表达量
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（０．０６±０．０２、０．０５±０．０４）显著低于０μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉

素Ａ作用后的表达量（１．０８±０．２１），差异具有统计学

意义（犘＜０．０５）。提示盐屋霉素Ａ可能通过下调

Ｋｉ６７抑制Ｈｅｐ２细胞增殖。

图３　盐屋霉素犃作用后犎犲狆２细胞的增殖能力

和犓犻６７蛋白的表达变化

犉犻犵３　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犎犲狆２犮犲犾犾狊犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犓犻６７犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺狊犻狅犿狔犮犻狀犃

Ａ：Ｈｅｐ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＰＭＩ１６４０ｏｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｓｉｏｍｙｃｉｎＡｆｏｒ２４ａｎｄ４８ｈ，ａｎｄｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣＦＳＥ．ＳｉｏｍｙｃｉｎＡｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ．犘＜

０．０５ｖｓ０μｍｏｌ／ＬｓｉｏｍｙｃｉｎＡｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅｔｉｍｅ．狀＝３，珔狓±狊．Ｂ：

ＳｉｏｍｙｃｉｎＡｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｉｎＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

２．４　盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响　采用

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ

２细胞凋亡的影响。结果（图４Ａ）显示（为更直接体现

药物对凋亡的影响，在此仅列出其中一次的凋亡结

果），经１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ作用４８ｈ后，

Ｈｅｐ２细胞的凋亡率分别为１０．６０％和２７．９０％，均高

于对照组（４．９１％）；且盐屋霉素Ａ作用呈现药物浓度

依赖性。进一步检测凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

的表达变化，结果（图４Ｂ）发现，１．３、１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋

霉素 Ａ 作用后ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达量

（０．４４±０．１２、０．４８±０．１８）显著高于对照组（０．１２±

０．０５），差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．５　盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞侵袭能力的影响　采

用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞

侵袭能力的影 响，显 微 镜 下 观 察 发 现，１．３、

１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素Ａ处理组Ｈｅｐ２细胞的侵袭

能力较对照组均下降（犘＜０．０５）；且随着盐屋霉素

Ａ浓度的增加，穿膜细胞数逐渐下降（图５Ａ）。实验

结果提示盐屋霉素Ａ可能通过下调ＦｏｘＭ１表达抑

制喉癌Ｈｅｐ２细胞侵袭能力。进一步检测侵袭相关

蛋白ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达变化，结果（图５Ｂ）显

示，１．５μｍｏｌ／Ｌ盐屋霉素 Ａ 处理后 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９蛋白的表达水平均低于对照组（犘＜０．０５）。

图４　盐屋霉素犃作用后犎犲狆２细胞的凋亡情况

和犮犾犲犪狏犲犱犮犪狊狆犪狊犲３蛋白的表达变化
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图５　盐屋霉素犃作用后犎犲狆２细胞的侵袭能力

和犕犕犘２、犕犕犘９蛋白的表达变化
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第８期．江黎珠，等．盐屋霉素Ａ下调叉头框蛋白Ｍ１表达可抑制喉癌细胞恶性生物学行为

３　讨　论

ＦｏｘＭ１在细胞周期进程中起着重要调控作用，

在增殖和凋亡受抑制的细胞中表达增加，ＦｏｘＭ１功

能的缺失可使细胞分化受到抑制，最终导致分化不

良细胞的恶性转变［１２］。ＦｏｘＭ１在多种肿瘤中高表

达，近年来越来越多研究发现犉狅狓犕１基因是治疗肿

瘤的极具潜力的重要靶点，其抑制剂盐屋霉素Ａ有

望成为新型肿瘤治疗药物［１３］。本课题组前期研究

发现ＦｏｘＭ１在人喉癌组织中高表达，而在正常喉鳞

状上皮组织中低表达，对喉癌的发生和发展中起着

重要作用［１１］。本研究进一步探讨了盐屋霉素Ａ下

调ＦｏｘＭ１后对喉癌细胞生物学行为的影响。

Ｂｈａｔ等
［１０］研究发现盐屋霉素Ａ可显著抑制白

血病细胞和肝癌细胞增殖。本研究通过ＣＦＳＥ法检

测盐屋霉素Ａ对Ｈｅｐ２细胞增殖的影响，结果同样

发现盐屋霉素Ａ可抑制喉癌Ｈｅｐ２细胞增殖，作用

呈浓度依赖性。且增殖标志性蛋白Ｋｉ６７在经盐屋

霉素Ａ作用后表达量也下调，表明盐屋霉素Ａ下调

ＦｏｘＭ１表达可抑制喉癌Ｈｅｐ２细胞增殖。

有研究发现，盐屋霉素Ａ可促进白血病细胞和

肝癌细胞凋亡［１０］。而本研究同样发现盐屋霉素Ａ

促进了 Ｈｅｐ２细胞的凋亡，作用呈现浓度依赖性。

此外，经盐屋霉素 Ａ 作用后，凋亡标志蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３激活，表明盐屋霉素Ａ下调ＦｏｘＭ１后可

促进喉癌细胞凋亡，其机制可能是通过激活

ｃａｓｐａｓｅ３发挥作用。

Ｊｉａｎｇ等
［１４］研究显示，下调ＦｏｘＭ１表达能抑制

鼻咽癌细胞侵袭转移，其机制可能是通过下调

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达。也有研究发现ＦｏｘＭ１可上

调骨肉瘤细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达，ＦｏｘＭ１可

直接激活 ＭＭＰ２启动子，通过小干扰ＲＮＡ下调

ＦｏｘＭ１可抑制ＭＭＰ２启动子的激活
［１５１６］。本研究

发现盐屋霉素Ａ作用Ｈｅｐ２细胞后穿膜细胞数明

显减少，作用并呈现浓度依赖性，提示盐屋霉素Ａ

可能抑制喉癌Ｈｅｐ２细胞的侵袭能力。本实验也检

测了Ｈｅｐ２细胞ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达变化，

发现经盐屋霉素Ａ作用后ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的

表达水平均下降。表明ＦｏｘＭ１可直接或间接作用

于 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９，推测盐屋霉素 Ａ 下调

ＦｏｘＭ１可能也直接下调了 ＭＭＰ２和间接下调了

ＭＭＰ９，从而抑制了Ｈｅｐ２的侵袭转移能力。

综上所述，本研究发现盐屋霉素Ａ下调ＦｏｘＭ１

可抑制喉癌Ｈｅｐ２细胞增殖，促进其凋亡，抑制其侵

袭能力。但值得一提的是，目前国外有文献报道，盐

屋霉素Ａ不仅通过下调ＦｏｘＭ１，也部分通过下调母

系胚胎亮氨酸拉链蛋白激酶（ＭＥＬＫ）蛋白的表达来

抑制脑肿瘤干细胞的增殖［１７］。因此，盐屋霉素Ａ除

主要通过下调ＦｏｘＭ１表达，可能也部分通过调控其

他蛋白来达到抑制喉癌恶性生物学行为的目的，有

待进一步深入探讨。
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