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真核细胞翻译起始因子４Ｅ对鼻咽癌侵袭转移的作用
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　　【摘要】　目的　分析真核细胞翻译起始因子４Ｅ（ｅＩＦ４Ｅ）对鼻咽癌侵袭转移的促进作用，为临床评估鼻咽癌侵

袭转移提供新的筛查靶点。方法　利用细胞试验研究ｅＩＦ４Ｅ在鼻咽癌细胞中高表达的机制，和被人潜伏膜蛋白

（ＬＭＰ１）诱导转录活化的机制，以及转录活化对鼻咽癌细胞侵袭转移的影响。结果　ｅＩＦ４Ｅ可以被ＬＭＰ１诱导转录

活化，ｖｅｃｔｏｒ组ｅＩＦ４Ｅ的 ｍＲＮＡ表达水平与 ＭＯＣＫ组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＬＭＰ１组与ｖｅｃｔｏｒ组比

较，ｅＩＦ４Ｅ的ｍＲＮＡ表达水平显著上升，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。经灰度分析，ＭＯＣＫ组与ｖｅｃｔｏｒ组ｅＩＦ４Ｅ

的ｍＲＮＡ表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＬＭＰ１组为ｖｅｃｔｏｒ组的２．１７３倍，差异有统计学意义（犘＜０．

０５）。结论　ｅＩＦ４Ｅ经ＬＭＰ１诱导转录活化后，可促进鼻咽癌的侵袭转移，提示ＬＭＰ１是致癌效应信号传递的一个

关键节点，可以作为临床评估鼻咽癌侵袭转移的一个新的筛查靶点。
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　　在我国，鼻咽癌的发病率较高，是一种较为常见的恶性肿

瘤［１］，尤其在我国的广东和湖南等地区，发病率极高。鼻咽癌

还具有极易侵袭转移的特点，有较高的病死率。因此，临床积

极研究鼻咽癌的侵袭转移机制具有较强的现实意义［２］。大量

的研究发现，在鼻咽癌中真核细胞翻译起始因子４Ｅ（ｅＩＦ４Ｅ）

和ＥＢ病毒（ＥＢＶ）的人潜伏膜蛋白（ＬＭＰ１）之间具有较强的相

关性［３］。因此，本研究中，作者即利用细胞试验分析ｅＩＦ４Ｅ对

鼻咽癌侵袭转移的促进作用，为临床评估鼻咽癌侵袭转移提供

新的筛查靶点，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）细胞株。将高分化鼻咽癌细胞株（ＣＮＥ１）和低

分化鼻咽癌细胞株（ＣＮＥ２）作为研究对象，Ｂ９５８细胞作为对

照。其中ＣＮＥ１、ＥＢＶ呈阴性，ＣＮＥ２初建时ＥＢＶ呈阳性，以

及ＥＢＶ感染的永生化绒猴外周血淋巴细胞株 Ｂ９５８细胞，

ＥＢＶ呈阳性，且ＬＭＰ１呈强阳性表达。（２）主要试剂与仪器。

ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ、光学显微镜与梯度聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪

Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ等。

１．２　分组　取对数期 ＣＮＥ１细胞进行接种，２４ｈ后转染

ＣＮＥ１细胞，标记为 ＬＭＰ１组和 ｖｅｃｔｏｒ组，并设置未转染

ＭＯＣＫ组。

１．３　方法　（１）转染。细胞培养后，取对数期的细胞进行接种

和培养。进行双荧光素酶试验，用２４孔板进行转染，ＣＣＫ８增

殖试验则选用９６孔板进行转染，实时荧光定量（Ｒｅａｌｔｉｍｅ）

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ利用６孔板转染。（２）提取ＲＮＡ。采用

ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，并利用核酸蛋白测量仪检测样品

的纯度和浓度。（３）逆转录ＰＣＲ检测。逆转录反应合成ｃＤ

ＮＡ，并进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。（４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验。对蛋白条

带的灰度进行测定，并将目标条带灰度值与对应的内参灰度值

进行比较，比值作为分析指标。（５）提取ＤＮＡ。使用 ＭｉｃｒｏＥ

ｌｕｔｅＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ 提取试剂盒进行提取。（６）筛选。制备

ＬＭＰ１基因 ＲＮＡ 干扰质粒，并筛选出有效靶点。（７）电泳。

进行核酸聚丙烯酰胺凝胶电泳试验，并进行银染鉴定。

１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件对研究所得数据

进行统一录入和分析，计量资料采用狋检验，计数资料采用χ
２

检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　转录关系分析　见表１。由表１可见，ｅＩＦ４Ｅ被ＬＭＰ１诱

导转录活化。ｖｅｃｔｏｒ组ｅＩＦ４Ｅ的 ｍＲＮＡ表达水平与 ＭＯＣＫ

组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＬＭＰ１组与ｖｅｃｔｏｒ组

比较，ｅＩＦ４Ｅ的ｍＲＮＡ水平显著上升，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表１　瞬时转染ＬＭＰ１对ＣＮＥ１细胞ｅＩＦ４Ｅ的ｍＲＮＡ

　　　表达水平的影响

组别 ｅＩＦ４Ｅ／ＧＡＰＤＨ ＬＭＰ１／ＧＡＰＤＨ

ＭＯＣＫ组 １．０ ０

ｖｅｃｔｏｒ组 ０．８ ０

ＬＭＰ１组 １．５ １５００

　　注：ＧＡＰＤＨ为磷酸甘油醛脱氢酶。

２．２　电泳灰度比较　经灰度分析显示，ＭＯＣＫ组与ｖｅｃｔｏｒ组

ｅＩＦ４Ｅ表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ｖｅｃｔｏｒ组与

ＬＭＰ１组ｅＩＦ４Ｅ，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　ＬＭＰ１转染后ＣＮＥ１细胞ｅＩＦ４ＥＰＣＲ产物

　　　ＰＡＧＥ电泳灰度比较

组别 狓 狊

ＭＯＣＫ组 ０．６４２ ０．０９２

ｖｅｃｔｏｒ组 ０．７６２ ０．０８２

ＬＭＰ１组 １．５６９ ０．１１４

　　注：ＰＡＧＥ为聚丙烯酰胺凝胶电泳。

２．３　ｅＩＦ４Ｅ与鼻咽癌侵袭转移关系分析　ＬＭＰ１转染ＣＮＥ１

细胞，细胞侵袭转移活性显著高于Ｂ９５８细胞组，差异有统计
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学意义（犘＜０．０５）。对ｅＩＦ４Ｅ转录表达进行稳定干扰，会抑制

ＣＮＥ细胞增殖，ＤＮＡ合成期（Ｓ）细胞比例下降，侵袭转移活性

显著低于ＣＮＥ２细胞，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

大量的研究结果表明，在很多恶性肿瘤中都会出现ｅＩＦ４Ｅ

表达水平较高的情况。因此，肿瘤细胞系中ｅＩＦ４Ｅ的高表达极

有可能会导致肿瘤发生侵袭转移［４］。鼻咽癌具有极易侵袭转

移的特点，导致了较高的病死率。因此，本研究通过细胞试验

研究ｅＩＦ４Ｅ与鼻咽癌侵袭转移机制之间的关系。

ｅＩＦ４Ｅ会对蛋白质合成的起始阶段产生重要影响，发挥重

要的调控作用［５６］。以往的研究发现，在鼻咽癌转移复发组织

中ｅＩＦ４Ｅ出现了高表达现象。本研究利用细胞试验构建出含

有ｅＩＦ４Ｅ启动子的各种重组质粒，并利用实时定量基因扩增

ＰＣＲ，对鼻咽癌细胞及Ｂ９５８细胞中ｅＩＦ４Ｅ、ＬＭＰ１等的实际表

达水平进行了检测。然后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验对ＬＭＰ１转

染对ｅＩＦ４Ｅ蛋白表达水平的影响进行检测。最终研究结果显

示，ｅＩＦ４Ｅ被ＬＭＰ１诱导转录活化，ｖｅｃｔｏｒ组ｅＩＦ４Ｅ的 ｍＲＮＡ

表达水平与 ＭＯＣＫ组之间差异不明显；ＬＭＰ１组与ｖｅｃｔｏｒ组

比较，ｅＩＦ４Ｅ的ｍＲＮＡ水平显著上升。由此说明在鼻咽癌细

胞中 ＬＭＰ１会对ｅＩＦ４Ｅ 进行诱导转录。分析原因可能与

ｅＩＦ４Ｅ的高表达有关。在经ＬＭＰ１诱导转录之后，ｅＩＦ４Ｅ的蛋

白水平会显著上升，说明在鼻咽癌发生和发展过程中，ｅＩＦ４Ｅ

的转录活化会发挥较大的作用。且ｅＩＦ４Ｅ被ＬＭＰ１诱导转录

程度在低分化鼻咽癌细胞较为明显，说明ｅＩＦ４Ｅ的转录活化会

参与到ＥＢＶ的致癌过程中。而在Ｂ９５８细胞中ＬＭＰ１也会对

ｅＩＦ４Ｅ进行诱导转录，说明ＬＭＰ１诱导转录ｅＩＦ４Ｅ的情况可能

普遍存在于各ＥＢＶ相关肿瘤中
［７８］。在转化机制方面分析可

知，可能是因为 ＬＭＰ１ 在诱导ｃｍｙｃ表达之后，ｃｍｙｃ会与

ｅＩＦ４Ｅ启动子结合起来，对ｅＩＦ４Ｅ的转录活化予以有效激活。

且有研究发现，转录表达ｅＩＦ４Ｅ可以提高ＬＭＰ１ｍＲＮＡ的实

际水平［９１０］。说明ｅＩＦ４Ｅ会对ＬＭＰ１的转录进行诱导，但具体

机制还需要进一步深入研究。研究结果还显示，ＬＭＰ１转染

ＣＮＥ１细胞，细胞侵袭转移活性显著高于Ｂ９５８细胞组。即说

明在经过ＬＭＰ１的诱导转录活化之后，ｅＩＦ４Ｅ会促进鼻咽癌细

胞的增殖和运动，显著提高其侵袭转移能力，且在低分化鼻咽

癌细胞中尤为明显。因此，ｅＩＦ４Ｅ可以作为今后研究鼻咽癌侵

袭转移的重要靶点［１１］。

综上所述，ｅＩＦ４Ｅ经ＬＭＰ１诱导转录活化后，促进了鼻咽

癌的侵袭转移，提示其可能是ＬＭＰ１致癌效应信号传递的一

个关键节点，可以作为临床评估鼻咽癌侵袭转移的一个新的筛

查靶点。在今后的研究中，可以对其进行更深入的研究。
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　　 ｗｏｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＨｏｓｐＥｐｉｄｅｍｉｏｌ，２０１０，３１（７）：

７１６７２１．

［７］ ＭｕｎｏｚＰｒｉｃｅＬＳ，ＷｅｉｎｓｔｅｉｎＲＡ．Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００８，３５８（１２）：１２７１１２８１．

［８］ 刘丁，陈萍，陈伟，等．鲍曼不动杆菌医院感染的危险因素

及基因分型研究［Ｊ］．中华流行病学杂志，２００３，２４（２）：

１４０１４２．

［９］ ＡｌｏｕｓｈＶ，ＮａｖｏｎＶＳ，ＳｅｉｇｍａｎＬＹ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓＡｅｒｕｇｍｏｓａ：ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｎｄｃｌｉｎｉｅａｌ

ｉｍｐａｃｔ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００６，５０（８）：

４３４８．

（收稿日期：２０１４０１２２　　修回日期：２０１４０３１０）
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