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ＣＤＫ８的异常表达对人鼻咽癌细胞增殖、凋亡及化疗
敏感性的影响及机制



彭先兵，戴润芝

（湖北医药学院附属人民医院，湖北 十堰　４４２０００）

［摘　要］目的：观察ＣＤＫ８的异常表达对人鼻咽癌细胞增殖、凋亡及化疗敏感性的影响机制。方法：培养细
胞分为未处理组（不给予任何干预）、阴性对照组（不含ＣＤＫ８表达的慢病毒转染）和转染组（含有 ＣＤＫ８过表达
的慢病毒），每组１２个培养皿；采用脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００对鼻咽癌５８Ｆ细胞进行转染，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验
证转染效率并检测ＣＤＫ８对相关蛋白的表达，采用ＭＴＴ和流式细胞术对ＣＤＫ８对鼻咽癌５８Ｆ细胞增殖、凋亡和
细胞周期的进行分析，检测ＣＤＫ８对化疗药物敏感性的影响。结果：转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ＣＤＫ８的鼻咽癌５８Ｆ细
胞中的ＣＤＫ８表达明显上调（Ｐ＜０．０５），ＣＤＫ８异常表达的鼻咽癌５８Ｆ细胞导致增殖能力变慢、导致其凋亡率升
高，增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）蛋白表达水平降低；下调 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平（Ｐ＜０．０５）；上调细胞凋亡率（Ｐ＜
００５）；多药耐药相关蛋白１（ＭＲＰ１）表达水平降低（Ｐ＜０．０５）；Ｂｃｌ２表达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）；Ｂａｘ表达水
平上调（Ｐ＜０．０５）；同时鼻咽癌５８Ｆ细胞能够增加顺铂敏感性（Ｐ＜０．０５）。结论：ＣＤＫ８的异常表达能够抑制
鼻咽癌细胞增殖，上调化疗敏感性；其机制与上调Ｂａｘ表达、下调Ｂｃｌ２、ＭＲＰ１、ＰＣＮＡ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达有关。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是常
见的头颈部恶性肿瘤，占全部头颈部肿瘤的７８％
左右［１］，其发病隐匿、恶性程度较高、容易发生转

移和复发［２］。目前，临床上治疗鼻咽癌的主要手

段是采用手术联合放化疗，其中采用铂类药物化疗

是一种较为普遍的治疗方案［３－５］，但是有一定比例

的晚期鼻咽癌患者铂类药物治疗效果不理想［６－７］。

细胞周期蛋白依赖性激酶 ８（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉ
ｎａｓｅ８，ＣＤＫ８）基因产物是细胞周期蛋白依赖性激
酶家族中的一员，可启动ＤＮＡ合成、提升细胞周期
时相变化及调节细胞转录，在细胞的增殖和分化中

具有关键作用，其异常表达能够加快细胞周期的运

转，其与结直肠癌、胃癌、子宫颈癌以及恶性黑色素

瘤等恶性肿瘤的发生发展以及预后具有一定关

系［８－９］。目前关于 ＣＤＫ８与鼻咽癌细胞的生物学
行为的关系研究较少，本研究观察ＣＤＫ８异常表达
对鼻咽癌５８Ｆ细胞增殖、凋亡及顺铂敏感性的影
响，为铂类药物有效治疗鼻咽癌提供依据。

１　资料与方法

１．１　主要试剂
鼻咽癌５８Ｆ细胞株（美国ＡＴＣＣ公司），ＣＣＫ８

（ＤｏｊｉｎＤｏ，日本），ＲＰＭＩ１６４０和 ＭＴＴ（美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司），胎牛血清（德国 ＰＡＮＢｉｏｔｅｃｈ公
司），兔抗人ＣＤＫ８单克隆抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
公司），兔抗人增殖细胞核抗原多克隆抗体（美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗人 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＭＲＰ１单克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）。
１．２　细胞培养

人鼻咽癌５８Ｆ细胞株用含 １２％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃下在５％ ＣＯ２培养箱中进
行培养。

１．３　分组干预
培养细胞分为未处理组（不给予任何干预）、

阴性对照组（不含 ＣＤＫ８表达的慢病毒转染）和转
染组（含有ＣＤＫ８过表达的慢病毒），每组１２个培
养皿。慢病毒感染靶细胞的操作流程：第１天，以
合适的比例接种靶细胞于 Ｔ２５的培养瓶中（对照
组和处理组）；第２天，感染前病毒原液从 －８０℃
冰箱取出后冰浴融化，用含５μｇ／ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ的
新鲜培养基按合适的 ＭＯＩ值稀释病毒原液，吸除
对照组和处理组原有的培养基，含有慢病毒阴性对

照稀释液加到对照组细胞中，将含有ＣＤＫ８过表达
的慢病毒稀释液加到细胞中（换液时间可根据细

胞状态可适当延长）。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖
转染后的１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ和５ｄ收集人鼻咽

癌５８Ｆ细胞，制备悬液，接种于９６孔板，加１５０μＬ
ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，检测５７０ｎｍ波长吸光度，以反
映细胞增殖活性。

１．５　化疗药物敏感实验
收集对数生长期人鼻咽癌５８Ｆ细胞采用胰酶

进行消化，以５×１０３／孔的密度于９６孔板中进行接
种，每组设为 ６个复孔。分别添加 １、２、４、８、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ顺铂，培养４８ｈ后于酶标仪４９０ｎｍ波
长处测吸光度值。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测ＣＤＫ８ｍＲＮＡ的转录水平
每名受试者均分别取适量的癌组织、癌旁组织

样本，置于冻存管中，于－８０℃低温冰箱总保存用
于提取ＲＮＡ；采用ＲＮＡ提取试剂盒并严格按照说
明书中操作步骤对样本中总 ＲＮＡ进行提取；采用
紫外分光光度计测定 ＲＮＡ浓度、纯度；将总 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ反应，５０ｕＬＰＣＲ反应
体系：ｃＤＮＡ模板４ｕＬ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５ｕＬ、正向
引物２５ｕＬ、反向引物２５ｕＬ、ｄＮＴＰ１ｕＬ、Ｔａｑ酶
０５ｕＬ，２５ＭｍＭｇＣｌ２３５ｕＬ、ＤＤＨ２Ｏ３１５ｕＬ。
扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳后，通过记录器扫描

结果，测ＣＤＫ８ｍＲＮＡ的转录水平。
ＣＤＫ８引物：正义链５′ＧＧＧＡＴＣＴＣＴＡＴＧＴＣＧ
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ＧＣＡＴＧＴＡＧ３′：反义链 ５′ＡＡＡＴＧＡＣＧｌ］ｆｌｒＧＧＡＴ
ＧＣＴＦＡＡＧＣ３′。
１７　蛋白质印迹法检测细胞中ＣＤＫ８、ＰＣＮＡ、Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白水平

收集人鼻咽癌５８Ｆ细胞，提取总蛋白，测定蛋
白浓度，上样３０μｇ／孔，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，湿法转膜，
５０ｇ／Ｌ蛋白粉封闭２ｈ，分别添加兔抗人 ＣＤＫ８单
克隆抗体 （１∶１００００）、ＧＡＰＤＨ（１∶８０００）、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１（１∶１００００）、Ｂｃｌ２（１∶５００）、Ｂａｘ（１∶２０００）、
ＭＲＰ１（１∶１０００）、兔抗人 ＰＣＮＡ多克隆抗体（１∶
１００），４℃孵育，加辣根过氧化物酶山羊抗兔二抗
（１∶２０００），ＴＢＳＴ漂洗，ＥＣＬ显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成
像系统显影。

１８　统计学分析
本研究中数据全部采用 ＳＰＳＳ２００统计分析

软件（美国ＩＢＭ公司）进行处理；计量资料采用“均
数±标准差”（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方
差分析或者重复测量的方差分析，组间两两比较采

用ＬＳＤｔ检验；计数资料采用百分率（％）表示，组
间比较采用 χ２分析；Ｐ＜００５代表差异存在统计
学意义。

２　结果

２１　ＣＤＫ８异常表达的鼻咽癌５８Ｆ细胞的鉴定
鼻咽癌５８Ｆ细胞中ＣＤＫ８ｍＲＮＡ的转录水平

和ＣＤＫ８蛋白的表达高于未处理组和阴性对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５），未处理组和阴性对照
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表１、图１。

表１　ＣＤＫ８过表达的鼻咽癌５８Ｆ
细胞的鉴定（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

Ｔａｂ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＤＫ８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ５８Ｆｃｅｌｌｓ

　组别 ＣＤＫ８ｍＲＮＡ ＣＤＫ８蛋白
未处理组 １２４±０１５（１） １１２±０１４（１）

阴性对照组 １３８±０１７（１） １２８±０１３（１）

转染组 ６０５±０９１ ５８２±０９１
　Ｆ １８６３８ １５５５６
　Ｐ ００００ ００００
（１）与转染组比较，Ｐ＜００５

图１　鼻咽癌５８Ｆ细胞ＣＤＫ８表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ８ｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ５８Ｆｃｅｌｌｓ

２２　ＣＤＫ８蛋白异常表达对鼻咽癌５８Ｆ细胞增殖
的影响

ＭＴＴ实验结果表明，转染组５８Ｆ细胞增殖速
度明显低于未处理组以及阴性对照组，差异有统计

学意义（Ｐ＜００５），未处理组与阴性对照组进行比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２。

表２　ＣＤＫ８蛋白异常表达对鼻咽癌５８Ｆ细胞增殖的影响（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ８ｏｎｐｒｏｌｉｆｏｒａｔｉｏｎｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ５８Ｆｃｅｌｌｓ

组别　　
ＣＤＫ８ｍＲＮＡ

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ
未处理组 ００３２±０００２ ０１１５±０００５ ０２８２±００２３ ０４０５±００４ ０５６５±００５７

阴性对照组 ００１１±０００４ ０１０１±０００８ ０２６３±００２２ ０３８２±００３ ０５５１±００４６

转染组 ００２１±０００５ ０１１２±０００９（１） ０２８０±００２５（１） ０４２１±００４（１） ０３６９±００１２（１）

　Ｆ ７５０２ ８２６５ １８６３ ９１０６ １２５０８

　Ｐ ００２３ ０００９ ０００１ ００１２ ０００１
（１）与未处理组和阴性对照组比较，Ｐ＜００５

２３　ＣＤＫ８异常表达对鼻咽癌５８Ｆ细胞顺铂敏感
性的影响

流式细胞术结果表明，转染组５８Ｆ细胞化疗
敏感率明显高于未处理组以及阴性对照组，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），未处理组和阴性对照组进
行比较，差异无有统计学意义（Ｐ＞００５），见表３。

２４　鼻咽癌５８Ｆ细胞ＰＣＮＡ蛋白表达水平
蛋白质印迹法检测结果图显示，ＣＤＫ８ｓｉＲＮＡ

转染组ＰＣＮＡ蛋白表达低于阴性对照组和未处理
组（Ｐ＜００５）；ＣＤＫ８ｓｉＲＮＡ转染组ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白
低于阴性对照组和未处理组（０６９±００６），差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），见表４、图２、图３。
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表３　ＣＤＫ８异常表达对鼻咽癌５８Ｆ细胞顺
铂敏感性和ＩＣ５０值的影响（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ８ｏｎ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

５８ＦｃｅｌｌｓａｎｄＩＣ５０ｖａｌｕｅ

组别
早期化疗

敏感率（％）
晚期化疗

敏感率（％）
ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）

未处理组　 ２１５±０３１ ４４１±０４９ ７９５±１１１

阴性对照组 ２２０±０３０ ４３８±０４５ ７９０±１０６

转染组　　 ５８１±０６５（１）３７２８±５２０（１）３２１±０３６（１）

　Ｆ １２２５８ ４２３６１ １５６２７

　Ｐ ０００１ ００００ ０００１
（１）与未处理组和阴性对照组比较，Ｐ＜００５

表４　蛋白质印迹法检测鼻咽癌５８Ｆ细胞
ＰＣＮＡ蛋白和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＣｙｃｌｉｎＤ１
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ５８Ｆｃｅｌｌｓ

　组别 ＣＤＫ８蛋白 ＣＤＫ８蛋白

未处理组 ０５３±００２ ０６９±００６

阴性对照组 ０４２±００３ ０５７±００４

转染组 ０２７±０９１（１） ０１３±００１（１）

　Ｆ ９９０５ １８９７８
　Ｐ ０００２ ００００
（１）与未处理组和阴性对照组比较，Ｐ＜００５

注：１为未处理组，２为阴性对照组，３为转染组

图２　蛋白质印迹法检测鼻咽癌５８Ｆ
细胞ＰＣＮＡ蛋白表达水平

Ｆｉｇ．２　ＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ５８Ｆｃｅｌｌｓ

注：１为未处理组，２为阴性对照组，３为转染组

图３　蛋白质印迹法分别检测鼻咽癌
５８Ｆ细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达

Ｆｉｇ．３　ＣｙｃｌｉｎＤ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ５８ｆｃｅｌｌｓ

２５　蛋白质印迹法检测鼻咽癌５８Ｆ细胞凋亡相
关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达

ＣＤＫ８ｓｉＲＮＡ转染组Ｂｃｌ２蛋白表达比阴性对
照组和未处理组低（Ｐ＜００１）。同时，Ｂａｘ蛋白表
达比阴性对照组和未处理组高，差异有统计学意义

（Ｐ＜００１），见表５、图４、图５。

表５　ＣＤＫ８过表达的鼻咽癌５８Ｆ
细胞的鉴定（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．５　ＴｈｅＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
５８Ｆｃｅｌｌｓｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

　组别 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白
未处理组 ０８５±００６ ０２９±００２
阴性对照组 ０７８±００４ ０４４±００３
转染组 ０３９±００３（１） ０９９±０１２（１）

　Ｆ ２２５６３ １９２５６
　Ｐ ００００ ００００
（１）与未处理组和阴性对照组比较，Ｐ＜００５

注：１为未处理组，２为阴性对照组，３为转染组

图４　蛋白质印迹法分别检测鼻咽癌
５８Ｆ细胞Ｂｃｌ２蛋白表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５８Ｆ
ｃｅｌｌｓｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

注：１为未处理组，２为阴性对照组，３为转染组

图５　蛋白质印迹法分别检测鼻咽癌
５８Ｆ细胞Ｂａｘ蛋白表达

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５８Ｆ
ｃｅｌｌｓｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

３　讨论

我国鼻咽癌的发病率居世界首位，且鼻咽癌具

有较高的死亡率［１０－１１］。目前，以铂类为基础的同

步化疗效果较差，其中化疗耐药性是治疗失败的关

键因素［１１－１２］。因此，研究化疗耐药性的分子标志
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物对于缓解肿瘤细胞对化疗药物敏感性十分关键。

ＣＤＫ８基因中包含５个转录子，而仅有其中１个转
录子能够编码出现 ＣＤＫ８蛋白［１３１４］。不一样的细

胞周期蛋白依赖性激酶都包含有一段相似的结构

域，并与细胞周期蛋白结合具有密切关系［１５］。另

外，研究人员在细胞周期蛋白依赖性激酶分子中探

索到一些关键位点，并针对这些位点进行磷酸化修

饰，发现能够调控细胞周期蛋白依赖性激酶的活

性［１６－１７］。ＣＤＫ８属于调节复合体的一员，在转录
过程中存在关键意义，ＣＤＫ８能够对关键转录因子
的稳定性和活性产生直接影响，从而对细胞的转录

进行控制。ＣＤＫ８与细胞周期蛋白Ｃ于细胞Ｇ１／Ｓ
期协同作用，其在异常表达时导致细胞周期调控点

失常，正常细胞逐渐进入到细胞周期，进而引发胰

腺癌、胃癌以及膀胱癌的发生发展并发生淋巴结转

移［１８］。另外，ＣＤＫ８基因能够和 ｐ５３、早期生长反
应基因和多梳基因蛋白ＥＺＨ２协同作用，从而对细
胞进行调节，ＣＤＫ８表达的改变与一些恶性肿瘤的
发生发展具有直接关系，其作用机制可能与通用转

录因子ＴＦＩＩＨ的磷酸化存在一定的关系［１９－２０］。

本研究选取经典鼻咽癌细胞系５８Ｆ为研究对
象，通过 ｐｃＤＮＡ３１／ＣＤＫ８对鼻咽癌 ５８Ｆ细胞进
行转染，通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对
ＣＤＫ８异常表达进行验证，并通过ＭＴＴ以及流式细
胞术研究ＣＤＫ８异常表达对５８Ｆ细胞增殖、凋亡
的影响。结果表明，ＣＤＫ８异常表达能够下调鼻咽
癌５８Ｆ细胞的增殖速度，故推测 ＣＤＫ８可提升鼻
咽癌５８Ｆ细胞对化疗药物的敏感性。本实验结果
表明，ＣＤＫ８异常表达可以提升顺铂对鼻咽癌５８Ｆ
细胞生长的抑制活性，通过研究结果可以证实

ＣＤＫ８异常表达与顺铂可以协同协同抑癌活性。
为了探索ＣＤＫ８异常表达缓解鼻咽癌５８Ｆ细胞顺
铂耐药的机制，我们研究了ＣＤＫ８异常表达对鼻咽
癌５８Ｆ细胞相关基因表达的影响，研究发现，肿瘤
细胞的代谢、凋亡和其对化疗药物的摄入或者外排

功能发生紊乱是引发化疗耐药性的关键因素。结

果表明，ＣＤＫ８异常表达能够下调鼻咽癌 ５８Ｆ细
胞中ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达。研究发现，ＣＤＫ８异常表
达可以上降低Ｂｃｌ２表达，上调非小细胞肺癌细胞
细胞的化疗敏感性［２１］。Ｂｃｌ２是凋亡相关蛋白，
Ｂｃｌ２过量表达可增强癌细胞的化疗耐药性［２２－２４］。

本研究发现，鼻咽癌５８Ｆ细胞的 ＣＤＫ８异常表达
可下调Ｂｃｌ２表达、上调 Ｂａｘ表达和细胞凋亡率。

该结果表明，顺铂能够可以上调鼻咽癌５８Ｆ细胞
的化疗敏感性，其机制与上调 Ｂａｘ表达、下调 Ｂｃｌ
２、ＭＲＰ１、ＰＣＮＡ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达有关。。

综上所述，鼻咽癌５８Ｆ细胞中 ＣＤＫ８的异常
表达能够抑制其增殖，上调其化疗敏感性，即

ＣＤＫ８异常表达实鼻咽癌实施基因治疗的候选
靶点。
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