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对于喉癌早期，手术治疗是最有效的方法，但大多

数患者初诊时已为晚期，癌细胞已广泛转移，手术效果

差。晚期治疗手段通常包括化学治疗（简称化疗）、放射

治疗牗简称放疗牘及辅助治疗，但由于化疗耐药性的发
展，喉癌总生存率无提高。故评估化疗药物的分子抗性

对于提高喉癌的疗效极为重要犤１犦。基质金属蛋白酶对喉

基质金属蛋白酶组织抑制剂－３对喉癌细胞
顺铂化疗敏感性提高的机制研究

郜元坤，张志敏，秦 静，余滋中，李国义△

（湖北省十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院耳鼻喉科，湖北 十堰 ４４２０００）
摘要：目的 探讨基质金属蛋白酶组织抑制剂－３（ＴＩＭＰ－３）提高喉癌 Ｈｅｐ－２细胞顺铂化疗敏感性的作用机制。方法 试验分为空白对

照组（Ａ组）、顺铂组（Ｂ组）和顺铂 ＋ＴＩＭＰ－３组（Ｃ组），Ａ组和 Ｂ组均为 １０ｍＬＨｅｐ－２细胞液溶于 １０％胎牛血清中，分别加入０
和 ５μｍｏｌ／Ｌ顺铂５ｍＬ，Ｃ组为１０ｍＬ转染 ＴＩＭＰ－３的 Ｈｅｐ－２细胞液加入顺铂（５μｍｏｌ／Ｌ）５ｍＬ，置 ＣＯ２培养箱中，于３７℃、５％ ＣＯ２、

２０％Ｏ２条件下培养７２ｈ。以噻唑蓝牗ＭＴＴ牘比色法检测 Ｈｅｐ－２细胞活力及细胞单克隆形成数目，以流式细胞仪检测 Ｈｅｐ－２细胞凋亡
情况，以荧光共聚焦显微镜检测线粒体膜电位（ＭＭＰ）水平，以实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测 ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平，以
酶联免疫吸附法检测细胞色素酶 Ｃ、胱天蛋白酶－３牗Ｃａｓｐａｓｅ－３牘、胱天蛋白酶 －９牗Ｃａｓｐａｓｅ－９牘蛋白表达水平。结果 与 Ａ组比较，Ｂ组
和 Ｃ组细胞活力、存活率水平、细胞单克隆形成数目、ＭＭＰ均显著降低，细胞凋亡率、ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ和细胞色素酶 Ｃ、Ｃａｓ
ｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；Ｃ组上述指标均优于 Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；ＴＩＭＰ－３与细胞色素酶 Ｃ、

Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９呈显著正相关（Ｐ＜０．０１）。结论 ＴＩＭＰ－３能提高喉癌 Ｈｅｐ－２细胞顺铂化疗敏感性，其机制与上调 ＴＩＭＰ－３，
促进 ＭＭＰ去极化和线粒体细胞色素 Ｃ释放，进而诱导Ｃａｓｐａｓｅ－３和Ｃａｓｐａｓｅ－９过表达引起细胞凋亡有关。
关键词：基质金属蛋白酶组织抑制剂 －３；线粒体；细胞凋亡；喉癌；顺铂；化学治疗敏感性；作用机制
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癌的转移至关重要，且基质金属蛋白酶高表达与喉癌预

后不良有关。基质金属蛋白酶组织抑制剂（ＴＩＭＰ）能明
显抑制基质金属蛋白酶的活性犤２犦。ＴＩＭＰ－３不仅能抑制
金属蛋白酶的活性，而且不受其他ＴＩＭＰ调节成员的影
响。ＴＩＭＰ－３可延缓癌症的进展，如肿瘤生长，血管生成
和侵袭等，可在几种癌症（肝癌、肺癌、胰腺癌等）中观察

到ＴＩＭＰ－３的异常表达犤３－５犦。本研究中探讨了ＴＩＭＰ－３
通过线粒体依赖性细胞凋亡途径对喉癌细胞顺铂化疗

敏感性的影响，以便为喉癌的治疗提供理论及临床依

据。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、仪器与试药
细胞：人喉癌细胞系 Ｈｅｐ－２由美国菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ）提供。
仪器：Ｔ１００型实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）

仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ型蛋白核酸检
测仪、ＭＫ３型酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＦＶ１０００型荧
光共聚焦显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＳＩＧＭＡ５００型高
分辨率场发射扫描电镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）。

试药：顺铂（批号为 ＡＷ４８７９４，含量为 ９９．９９％）；
５，５′，６，６′－四氯－１，１′，３，３′－四乙基－苯并－咪唑并
喹啉碘化物（ＪＣ－１）；噻唑蓝（ＭＴＴ），均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；ＤＭＥＭ培养基（北京索莱宝科技有限公司）；胰酶
（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；ＴＩＭＰ－３ｍｉｍｉｃｓ（上海伯豪生物技
术有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；逆转录
试剂盒及实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ公
司），细胞色素酶 Ｃ、胱天蛋白酶 －３（Ｃａｓｐａｓｅ－３）、胱天
蛋白酶 －９（Ｃａｓｐａｓｅ－９）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试
剂盒（上海伯豪生物技术有限公司）；二甲基亚砜

牗ＤＭＳＯ，北京索莱宝科技有限公司）。
１．２ 方法

Ｈｅｐ－２细胞株 ＴＩＭＰ－３ｍｉｍｉｃｓ转染：取 １０ｍＬ
Ｈｅｐ－２细胞液接种于 ６孔板上，取 ＴＩＭＰ－３ｍｉｍｉｃｓ
１００ｐｍｏｌ，置 ２００μＬＤＭＥＭ培养基中，取 ４μＬ脂质
体２０００，置 ２００μＬＤＭＥＭ培养基中，混匀脂质体 ２０００
和 ｍｉＲＮＡ液，室温培育 ３０ｍｉｎ，无菌磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）洗涤细胞，将混合液加入细胞孔内，６ｈ后弃混合
液，加入１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中培养，流式细
胞仪检测转染情况。

分组与药物剂量设计：试验分为空白对照组

（Ａ组）、顺铂组（Ｂ组）和顺铂＋ＴＩＭＰ－３组（Ｃ组），Ａ组
和Ｂ组均为１０ｍＬＨｅｐ－２细胞液溶于１０％胎牛血清中，
分别加入０和５μｍｏｌ／Ｌ顺铂５ｍＬ，置ＣＯ２培养箱中，于
３７℃、５％ ＣＯ２、２０％Ｏ２条件下培养 ７２ｈ；Ｃ组为 １０ｍＬ
转染 ＴＩＭＰ－３的 Ｈｅｐ－２细胞液加入顺铂（５μｍｏｌ／Ｌ）

５ｍＬ，置 ＣＯ２培养箱中，于 ３７℃、５％ＣＯ２、２０％Ｏ２条件
下培养７２ｈ；各组每孔设６个平行样。

Ｈｅｐ－２细胞活力及细胞单克隆形成数目：每孔加
入ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，３７℃恒温箱孵育４ｈ，加
入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，采用酶标仪于４９０ｎｍ波长处测定
吸光度（ＯＤ）值，以 ＯＤ值代表细胞活力，并计算细胞存
活率犤（试验组 ＯＤ值－空白对照组 ＯＤ值）／（对照组
ＯＤ值－空白对照组 ＯＤ值）×１００％犦；在含有 ＤＭＥＭ
的 １０％胎牛血清中的 １２孔板（每孔１×１０３个）中培养
细胞。培养 ５ｄ后，用亚甲蓝染色细胞确定 ５个成像区
域中的菌落形成数目。

Ｈｅｐ－２细胞凋亡：Ｈｅｐ－２细胞培养 ７２ｈ后，通过
胰蛋白酶消化，收集细胞。将细胞用膜联蛋白Ⅴ－ＦＩＴＣ
和 ＰＩ溶液在黑暗中染色 １５ｍｉｎ，采用流式细胞仪检测
细胞凋亡情况。

线粒体凋亡：Ｈｅｐ－２细胞与 ＪＣ－１工作溶液在暗
室中于３７℃条件下温育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后，使用
荧光共聚焦显微镜测定红 ／绿荧光强度。ＪＣ－１在活细
胞中表现为线粒体潜在的依赖性积累，用红色荧光表

示；在凋亡细胞中，染料流出到细胞质中作为单体并发

出绿色荧光，其中线粒体膜电位（ＭＭＰ）被打破，故红 ／
绿荧光强度比可表示线粒体ＭＭＰ的变化情况。

Ｈｅｐ－２细胞液中 ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平：取各
组细胞液，Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ，鉴定完 ＲＮＡ纯度和完整
性后，反转录制备 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系：正向引物
１０μＬ、反向引物 １０μＬ、ＲＮＡ模版 ０．６μＬ、超级酶混合
物 ０．２μＬ、２×μＢｙｒ一步法 ＲＴ－ｑＰＣＲ缓冲液 ５μＬ、
去ＲＮＡ水 ３．４μＬ。ＰＣＲ条件：９５℃变性 １０ｍｉｎ，循环
４０次，６０℃退火 １５ｓ。通过 ２－ΔΔＣｔ方法计算 ｍｉＲ－４５２
相对表达水平。使用内源性 Ｕ６小核 ＲＮＡ（Ｕ６）上游引
物：５′－ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３′，下游引物：５′－
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３′；ＴＩＭＰ－３上游引物：
５′－ＡＧＴＣＴＡＴＡＣＡＡＧＧＧＣＡＡＧＣＴＣＴＣ－３′，下游引物：
５′－ＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴ－３′。

Ｈｅｐ－２细胞液中细胞色素酶 Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、
Ｃａｓｐａｓｅ－９蛋白表达水平：取各组细胞液，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心，收集细胞，加ＰＢＳ制成细胞悬液后，ＥＬＩＳＡ法测定
细胞色素酶Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９表达水平。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。计量资料以
Ｘ±ｓ表示，行 ｔ检验；计数资料以率（％）表示，行
χ２检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ Ｈｅｐ－２细胞活力和细胞单克隆形成数目
与 Ａ组比较，Ｂ组和 Ｃ组细胞活力、存活率水平、
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表２ ３组Ｈｅｐ－２细胞凋亡率、ＭＭＰ及 ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ
表达水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

凋亡率（％）

４．７０±２．５４
１４．３０±２．８７ａ

１６．８０±２．１２ａｂ

红 ／绿荧光比值

１．２３±０．１２
０．７４±０．２２ａ

０．４２±０．１５ａｂ

ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ
０．９１±０．１７
１．４５±０．２９ａ

３．６７±０．２３ａｂ

１００ １０１ １０２ １０４ １０５ １０６１０３

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

１００ １０１ １０４ １０５ １０６１０３

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

１０２ １００ １０１ １０４ １０５ １０６１０３１０２

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组

图２ ３组 Ｈｅｐ－２细胞凋亡情况

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

图３ ３组Ｈｅｐ－２细胞ＭＭＰ情况

表３ ３组细胞色素酶 Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９
表达水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

细胞色素酶 Ｃ
７８．５２±１６．３２
２５２．０１±２９．３２ａ

４９６．２１±３３．２１ａｂ

Ｃａｓｐａｓｅ－３
８９．６３±１９．３６
２６５．３２±３６．５４ａ

５６４．３２±２６．３６ａｂ

Ｃａｓｐａｓｅ－９
５４．３２±２６．３２
３９６．２３±４９．３２ａ

８９５．２３±４６．３９ａｂ

细胞单克隆形成数目均显著降低（Ｐ＜０．０１）；与Ｂ组比
较，Ｃ组细胞活力、存活率水平、细胞单克隆形成数目场
显著降低（Ｐ＜０．０１）。详见表１和图１。

２．２ Ｈｅｐ－２细胞凋亡率
与 Ａ组比较，Ｂ组和 Ｃ组细胞凋亡率均显著升高

（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组细胞凋亡率显著升高
（Ｐ＜０．０１）。详见表２和图２。

２．３ Ｈｅｐ－２细胞ＭＭＰ
与 Ａ组比较，Ｂ组和 Ｃ组细胞 ＭＭＰ均显著降低

（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组细胞 ＭＭＰ显著降低
（Ｐ＜０．０１）。详见表２和图３。
２．４ Ｈｅｐ－２细胞ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表达

与 Ａ组比较，Ｂ组和 Ｃ组细胞 ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表
达水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组细
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胞ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）。详
见表２。
２．５ 细胞色素酶Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９表达

与Ａ组比较，Ｂ组和Ｃ组细胞色素酶Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、
Ｃａｓｐａｓｅ－９表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比
较，Ｃ组细胞色素酶 Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９表达水
平显著升高（Ｐ＜０．０１）。详见表３。

２．６ 各变量的相关性分析
ＴＩＭＰ－３与细胞色素酶 Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９

呈显著正相关（Ｐ＜０．０１）。详见表４。

图１ ３组 Ｈｅｐ－２细胞单克隆形成数目
Ａ组 Ｂ组 Ｃ组

表１ ３组Ｈｅｐ－２细胞活力和单克隆形成数目比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

注：与 Ａ组比较，ａＰ＜０．０１；与 Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０１。表 ２和
表３同。

组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

ＯＤ值

０．８２±０．０５
０．５４±０．０２ａ

０．２２±０．０５ａｂ

存活率（％）

７８．５２±８．２５
４２．０１±８．２４ａ

２４．３６±３．２１ａｂ

单克隆形成数目

１７５．３２±１０．２５
８８．２５±９．５８ａ

３４．１２±８．３２ａｂ
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表４ 各变量的相关性分析

变量１
ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ

变量２
细胞色素酶 Ｃ
Ｃａｓｐａｓｅ－３
Ｃａｓｐａｓｅ－９

Ｒ
０．５６９
０．６４４
０．５４３

Ｐ
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
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３ 讨论

虽然喉癌的诊断和治疗水平已逐渐提高，但其死亡

率仍然很高，其５年总体死亡率达４０％犤６犦。晚期化疗耐

药和晚期转移是导致喉癌预后不良的原因。本研究结果

显示，ＴＩＭＰ－３提高喉癌细胞顺铂化疗敏感性与线粒体
膜电位稳定有关；ＴＩＭＰ－３的上调 ＭＭＰ去极化和线粒
体细胞色素Ｃ释放，提高了顺铂化疗敏感性。

ＴＩＭＰ－３是 ＴＩＭＰ基因家族成员犤７犦，可抑制肿瘤细

胞繁殖，促进细胞凋亡，抑制淋巴管生成和血管生成，以

及癌症对抗癌药物的干扰反应。ＴＩＭＰ－３低水平表达与
不同癌症的进展相关 犤８－９犦，在宫颈癌及软骨肉瘤中

ＴＩＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平降低，在喉鳞状细胞癌中
ＴＩＭＰ－３表达降低与淋巴结转移密切相关犤１０犦。上述研究结

果提示，ＴＩＭＰ－３在肿瘤进展中具有关键调控作用。
金属基质酶的失调导致细胞外基质周转增加，这是

许多肿瘤局部侵袭和转移的关键犤１１－１２犦。ＴＩＭＰ能降低
ＭＭＰ，表明其在癌症生物疗法中有独特作用。ＴＩＭＰ－１和
ＴＩＭＰ－２可抑制癌细胞侵袭，ＴＩＭＰ－３可抑制癌细胞侵
袭并促进细胞凋亡，具有用于癌症基因治疗的优势犤１３犦。

此外，ＴＩＭＰ－３对未转染的细胞具有“旁观者效应”。过
度表达的 ＴＩＭＰ－３可诱导肺癌细胞凋亡，上调 ｐ５３，Ｆａｓ
配体，ＴＮＦＲ１和ＴＮＦＲ２的表达。研究表明，ＴＩＭＰ－３通过
Ｃａｓｐａｓｅ诱导细胞凋亡，ＴＩＭＰ－３的过度表达诱导细胞
色素 Ｃ的释放并激活 Ｃａｓｐａｓｅ－８和 Ｃａｓｐａｓｅ－９，两者
均可导致肿瘤细胞凋亡。ＴＩＭＰ－３还可通过Ｆａｓ相关死
亡域诱导细胞凋亡犤１４犦。研究结果显示，ＴＩＭＰ－３能在人
小细胞肺癌细胞中缺乏 Ｃａｓｐａｓｅ－８活化时诱导细胞凋
亡，表明 ＴＩＭＰ－３可通过除死亡受体信号传导外的其
他途径诱导细胞凋亡犤１５犦。

综上所述，ＴＩＭＰ－３能提高喉癌 Ｈｅｐ－２细胞顺铂
化疗敏感性，其机制与上调ＴＩＭＰ－３，促进ＭＭＰ去极化
和线粒体细胞色素 Ｃ释放，进而诱导 Ｃａｓｐａｓｅ－３和
Ｃａｓｐａｓｅ－９过表达引起细胞凋亡有关。
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