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　　摘　要：　目的　探讨葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）对鼻咽癌细胞ＣＮＥ１的增殖与侵袭的作用机制。方法　收
集２０１８年６月—２０１９年６月手术切除病灶的５６例经病理确诊鼻咽癌患者的肿瘤组织作为鼻咽癌组织的研究对
象，男４０例，女１６例；均为初次确诊鼻咽癌，并且尚未经过放／化疗干预。另同期选取进行治疗的５０例慢性鼻咽炎
组织作为比对，男３８例，女１２例。用免疫组化分别检测鼻咽癌组织和慢性鼻咽炎组织中ＧＲＰ７８的表达。ＣＮＥ１细
胞实验分为对照组（ＣＮＥ１鼻咽癌细胞常规培养，不进行外界干预）、ＮＣ组（ＣＮＥ１鼻咽癌细胞转染 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏ
ＧＲＰ７８ＮＣ后，常规培养）、ＳｈＧＲＰ７８组（ＣＮＥ１鼻咽癌细胞转染 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏＧＲＰ７８后，常规培养），转染完成４８ｈ
后，可在荧光显微镜下观察到各组细胞内的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ），ＰＣＲ检测各组细胞中 ＧＲＰ７８的 ｍＲＮＡ的表达。
Ｂｒｄｕ标记检测各组细胞的增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞的侵袭能力，小管形成实验检测各组细胞的血管
形成能力；双荧光素酶实验分析ＧＲＰ７８和基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、ＭＭＰ９的作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞
ＧＲＰ７８、ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达水平。结果　与慢性鼻咽炎组织相比，ＧＲＰ７８在鼻咽癌组织中的表达明显升高，Ｓｈ
ＧＲＰ７８组ＣＮＥ１细胞增殖、侵袭和迁移能力、血管形成能力明显增强，差异均具有统计意义（Ｐ＜０．０５）。双荧光素
酶实验结果显示ＭＭＰ２和ＭＭＰ９是ＧＲＰ７８作用的靶基因。与对照组相比，ＳｈＧＲＰ７８组细胞中ＧＲＰ７８、ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９的表达水平明显上升，差异均具有统计意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＲＰ７８在鼻咽癌组织中存在高表达的现
象，并且ＧＲＰ７８靶向调控ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达增强ＣＮＥ１细胞的增殖、侵袭与血管新生的能力。
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　　鼻咽癌是一种源于黏膜上皮的恶性肿瘤，遗传、
环境以及特异性病毒感染均可导致该病的发生，在

我国华南地区较为常见。由于该病的发病部位较为

隐匿，没有典型的早期症状，并且病情进展迅速，大

多数患者确诊时已错过最佳手术切除治疗期，主要

借助于放化疗来缓解患者的症状，但鼻咽癌细胞具

有恶性增殖以及高侵袭性的特点，患者在术后极易

复发，并且伴随颈部淋巴结等部位转移，严重影响患

者的预后以及生命质量的提高［１］。因此在临床上

急需寻找有效的特异性分子标志物用于鼻咽癌的诊

断和靶向治疗。已有的研究证实［２］肝激酶 ｂ１（ｌｉｖｅｒ
ｋｉｎａｓｅＢ１，ＬＫＢ１）、腺苷酸激活蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、速激
肽受体神经激肽１（ｎｅｕｒｏｋｉｎｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＮＫ１Ｒ）等
多种基因和蛋白的表达参与调控鼻咽癌的发生、发

展以及免疫浸润、恶性侵袭等病理过程。葡萄糖调

节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋＤａ，ＧＲＰ７８）
是热休克蛋白７０家族中重要的成员之一，是肿瘤细
胞中内质网分子伴侣［３］。研究显示［４］肺癌、胃癌、

黑色素瘤等肿瘤细胞的异常增殖需要依靠大量的蛋

白分子得以延续，而ＧＲＰ７８蛋白的表达上调能够在
该过程中帮助肿瘤细胞在最短的时间内恢复内质网

稳态，启动肿瘤细胞的血管新生［５］，使肿瘤细胞免

于淋巴细胞的捕杀，实现肿瘤逃逸。Ｙａｏ等［６］研究

显示在乳腺癌中，ＧＲＰ７８的高表达能够增强肿瘤细
胞的适应力，以抵抗化疗药物５氟尿嘧啶诱导的凋
亡。Ｇｏｐａｌ等［７］研究报道肿瘤细胞表面的ＧＲＰ７８能
增强胰腺癌细胞相关巨噬细胞的活化，促进肿瘤的

生存与增殖。但是有关 ＧＲＰ７８在鼻咽癌中的报道
较少。本研究通过对临床鼻咽癌组织样本以及鼻咽

癌细胞的研究，构建上调 ＧＲＰ７８表达的 ＣＮＥ１细胞
株，来探讨 ＧＲＰ７８在鼻咽癌中的作用机制，为临床

上鼻咽癌的治疗提供新的基础实验数据支撑。

１　材料和方法

１．１　在线生物信息网站研究
从公共基因芯片数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉ

ｂｕｓ，ＧＥＯ）提取ＧＳＥ３２９６０芯片中的数据，该芯片中
包含３１２例鼻咽癌标本，１８例正常鼻咽组织，采用
ＢＲＢＡｒｒａｙＴｏｏｌｓ软件进行统计分析 ＧＲＰ７８的 ｍＲ
ＮＡ的表达情况，利用生存分析网站（ｈｔｔｐ：／／ｋｍ
ｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）分析 ＧＲＰ７８的表达对鼻咽癌患
者预后的影响。

１．２　组织标本
收集２０１８年６月—２０１９年６月手术切除病灶

的５６例经病理确诊鼻咽癌患者的肿瘤组织作为鼻
咽癌组织的研究对象，男４０例，女１６例；年龄２５～
７３岁，中位年龄４８岁；所有患者均经专业医师检查
排除其他器官的恶性肿瘤史，并且是初次确诊鼻咽

癌，并且尚未经过放／化疗干预［８］。另取同期选取

进行治疗的 ５０例慢性鼻咽炎组织作为对照，男
３８例，女１２例；年龄２２～７０岁，中位年龄４５岁。经
统计学分析，两组患者的性别、年龄差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究的目的以及研
究均已告知患者或其家属，并获得同意书。所有组

织样本生理盐水清洗，置于液氮中冷冻１０ｍｉｎ，然后
转至深冷冰箱中备用待测。本研究经医院伦理委员

审批，审批号：２０２０－０７－３５ＡＷ。
１．３　细胞及主要试剂和仪器

人鼻咽癌细胞株ＣＮＥ１购自美国典型培养物保
藏中心（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），过
表达 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏＧＲＰ７８以及 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏＧＲＰ７８
ＮＣ阴性对照由中国上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ生物有限公
·１７５·
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司构建。

Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；ＧＲＰ７８抗体
（ａｂ２１６８５）、鼠抗甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）（ａｂ１２５２４７）、兔抗
基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ
２）（ａｂ９２５３６）和ＭＭＰ９（ａｂ７６００３）抗体（美国ａｂｃａｍ公
司）；Ｂｒｄｕ试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国的 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）；苏净Ａｉｒｔｅｃｈ超净工作台（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司），恒温恒压细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＩＸ
ｐｌｏｒｅＳｔａｎｄａｒｄ倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．４　免疫组化法检测样本组织中ＧＲＰ７８的表达

将各组织标本经５％多聚甲醛固定，石蜡包埋，
切片，脱蜡，修复，封闭，分别加稀释好的一抗

（１∶１００），４℃过夜孵育，次日室温下，加入适量生物
素标记的二抗（１∶５００），适量二氨基联苯胺（ＤＡＢ）
显色，复染，经脱水，透明，干燥后，以中性树胶封片，

显微镜下观察结果。每张切片随机选取５个视野经
两位专业医师根据染色强度（０～３分，无色为０分，
浅黄色为１分，棕黄色为２分，黄褐色为３分）和阳
性细胞比例（０～３分，＜５％为０分，在５％～１０％范
围内记为 １分，在 １１％ ～５０％范围内记为 ２分，
＞５０％为３分）进行评分，总评分在０～３分记为阴
性表达，在４～６分记为阳性表达。同时将 ＧＲＰ７８
的表达与鼻咽癌患者临床病理参数进行统计分析。

１．５　细胞培养以及转染
将人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１复苏后，接种于含有

灭活的１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，置于恒温
恒压生化培养箱中培养，条件３７℃，５％ＣＯ２，当细胞
生长密度达８５％时进行细胞转染，ＣＮＥ１细胞实验
分为对照组（ＣＮＥ１鼻咽癌细胞常规培养，不进行外
界干预）、ＮＣ组（ＣＮＥ１鼻咽癌细胞转染 ＬｖＧＦＰＰｕ
ｒｏＧＲＰ７８ＮＣ后，常规培养）、ＳｈＧＲＰ７８组（ＣＮＥ１
鼻咽癌细胞转染 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏＧＲＰ７８后，常规培
养），转染完成４８ｈ后，可在荧光显微镜下观察到各
组细胞内的绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＰ），ＰＣＲ检测各组细胞中 ＧＲＰ７８的 ｍＲＮＡ的表
达，当转染效率超过９０％以上时，用于后续实验。
１．６　Ｂｒｄｕ标记实验检测各组细胞的增殖能力

调整细胞浓度，以５×１０４个／孔接种于６孔培
养板中，分组处理同上，轻轻混匀后，置入３７℃，５％
ＣＯ２培养箱常规培养，细胞培养２４ｈ后，１０％甲醛
固定并进行Ｂｒｄｕ实验，实验操作严格按照试剂盒操
作要求进行。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测各组细胞的侵袭能力
在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室中加入２００μＬ预先稀释

的不含血清的Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，无菌干燥箱中过夜。调整
各组细胞浓度至２×１０５个接种在上室，下室中加入
７００μＬ含血清的常规培养基，每组设３个孔，于３７℃、
５％ ＣＯ２条件下中继续培养２４ｈ，ＰＢＳ轻柔洗涤１次，
４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，结晶紫染色１０ｍｉｎ，显微镜下
拍照、计数，采用图像处理软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０
对视野中穿过滤膜的细胞进行统计分析。

１．８　小管形成实验检测各组细胞的血管生成能力
在９６孔培养板上平铺一层新鲜 Ｍａｔｒｉｇｅｌ溶胶，

迅速转移进无菌培养箱设定３７℃，待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ溶胶
凝固后，将细胞以１×１０４个／ｍＬ接种在９６孔板中，
然后分组同上，分别加入含 ＣＮＥ１细胞的培养上清
液，继续培养４８ｈ，倒置光学显微镜下观察血管生成
情况并拍照记录。

１．９　双荧光素酶实验
构建基质金属蛋白（ＭＭＰ）２３’ＵＴＲＷＴ以及

ＭＭＰ２３’ＵＴＲＭＵＴ质粒，按双荧光素酶试剂盒要
求将２９３Ｔ细胞接种在２４孔板上，采用转染试剂Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将ＭＭＰ２３’ＵＴＲＷＴ以及 ＭＭＰ２
３’ＵＴＲＭＵＴ与 ｍｉＲＮＡ以及过表达载体进行共转
染，Ｐｒｏｍｅｇａ双荧光素酶检测系统在４８ｈ后检测荧
光酶活性。同样方法构建 ＭＭＰ９３’ＵＴＲＷＴ以及
ＭＭＰ９３’ＵＴＲＭＵＴ质粒，按双荧光素酶试剂盒要
求将２９３Ｔ细胞接种在２４孔板上，采用转染试剂Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将ＭＭＰ９３’ＵＴＲＷＴ以及 ＭＭＰ９
３’ＵＴＲＭＵＴ与 ｍｉＲＮＡ以及过表达载体进行共转
染，Ｐｒｏｍｅｇａ双荧光素酶检测系统在４８ｈ后检测荧
光酶活性。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＧＲＰ７８、ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的表达水平

胰酶消化细胞，离心稀释成细胞悬液，分组处理

同上，按 １×１０５个／孔接种至 ６孔板中；置入 ５％
ＣＯ２、３７℃培养箱２４ｈ，加入蛋白裂解液，常规提取总
蛋白，测定浓度，置于沸水中变性，进行电泳分离，转

模，清洗后，在封闭液中孵育 ３０ｍｉｎ，加入一抗
（１∶５００），孵育过夜，加入二抗（１∶１０００），二氨基联苯
胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，以 ＧＡＰＤＨ作为内
参，ＩｍａｇｅＪ图像分析软件统计分析各条带的灰度值。
１．１１　统计学分析

数据统计采用 ＳＰＳＳ１９．０软件，作图工具采用
Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０１，两组间比较采用ｔ检验，多组间比较采
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
·２７５·
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２　结果

２．１　ＧＲＰ７８基因在鼻咽癌组织中的表达
在线生物信息分析显示，与慢性鼻咽炎组织相

比，鼻咽癌组织中ＧＲＰ７８基因的ｍＲＮＡ的表达明显
升高（Ｐ＜０．０５）；生存分析结果显示，与 ＧＲＰ７８低
表达的患者相比，ＧＲＰ７８高表达的患者的生存期较
低（Ｐ＜０．０５）；说明 ＧＲＰ７８基因的表达与鼻咽癌患
者的预后关系密切，ＧＲＰ７８基因的表达对于鼻咽癌
具有潜在的研究价值，见图１。
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图１　在线分析ＧＲＰ７８基因的表达　ａ：ＧＲＰ７８基因的ｍＲＮＡ
相对表达；ｂ：ＧＲＰ７８基因的表达与鼻咽癌患者生存期的关系

２．２　免疫组化检测ＧＲＰ７８蛋白的表达
免疫组化检测 ＧＲＰ７８蛋白在各组组织中的表

达，结果如图２所示，ＧＲＰ７８在鼻黏膜细胞的细胞质
中，与慢性鼻咽炎组织中相比，ＧＲＰ７８在鼻咽癌组织
中的表达明显升高（ｔ＝６７．９８５，Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　ＧＲＰ７８蛋白的表达与鼻咽癌患者的临床数据
的关系

统计分析显示，ＧＲＰ７８蛋白的表达与远处转移

和Ｔ分期相关，与患者的年龄、性别和临床分期无
关（Ｐ＞０．０５），具体数据见表１。
２．４　荧光显微镜观察转染操作后的细胞

转染完成４８ｈ后，与对照组相比，ＮＣ组和 Ｓｈ
ＧＲＰ７８组细胞在荧光显微镜下观察到的绿色荧光
细胞强度明显增强，而 ＰＣＲ结果显示，与对照组和
ＮＣ组相比，ＳｈＧＲＰ７８组细胞中ＧＲＰ７８的ｍＲＮＡ的
表达明显升高（Ｆ＝１８．９５１，Ｐ＜０．０５），ＮＣ组和对照
组相比，差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图３。
２．５　Ｂｒｄｕ标记实验对各组细胞的增殖能力

Ｂｒｄｕ标记实验结果显示，与对照组和 ＮＣ组相
比，过表达 ＧＲＰ７８后，ＳｈＧＲＰ７８组 ＣＮＥ１细胞的
Ｂｒｄｕ阳性比例明显升高（Ｆ＝８７．３６４，Ｐ＜０．０５），ＮＣ
组和对照组相比，差异不具有统计意义（Ｐ＞０．０５），
见图４。
２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞的侵袭能力

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室结果显示，与对照组和 ＮＣ组相
比，过表达ＧＲＰ７８后，ＳｈＧＲＰ７８组ＣＮＥ１细胞侵袭的
数量明显增多（Ｆ＝１０８．３１６，Ｐ＜０．０５），ＮＣ组和对照
组相比，差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图５。
２．７　小管形成实验检测各组细胞的血管生成能力

小管形成实验结果显示，与对照组和 ＮＣ组相
比，过表达 ＧＲＰ７８后，ＳｈＧＲＰ７８组细胞生成管状结
构数量明显升高（Ｆ＝９６．８５１，Ｐ＜０．０５），ＮＣ组和对照
组相比，差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图６。
２．８　双荧光素酶实验结果

双荧光素酶实验结果显示，过表达ＧＲＰ７８后，野
生型ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的荧光素酶活性被激活（ｔ＝
１７．５８７，１５．６９３，Ｐ＜０．０５），突变型ＭＭＰ２和ＭＭＰ９

表１　ＧＲＰ７８蛋白的表达与鼻咽癌患者的临床数据的关系　（例，％）

项目 例数
ＧＲＰ７８的表达

阳性（ｎ＝３９） 阴性（ｎ＝１７） χ２ Ｐ

年龄（岁） ２．４９ ０．１１５
　≥５０ １８ １０（５５．５５６） ８（４４．４４４）
　＜５０ ３８ ２９（７６．３１６） ９（２３．６８４）
性别 ０．７０４ ０．４０１
　男 ４２ ２８（６６．６６７） １４（３３．３３３）
　女 １４ １１（７８．４７１） ３（２１．４２９）
远处转移 ７．１０３ ０．００８
　有 ４０ ３２（８０．０００） ８（２０．０００）
　无 １６ ７（４３．７５０） ９（５６．２５０）
Ｔ分期 １２．１０１ ０．００１
　Ｔ１、Ｔ２ ４３ ３５（８１．３９５） ８（１８．６０５）
　Ｔ３、Ｔ４ １３ ４（３０．７６９） ９（６９．２３１）
临床分期 ０．２１８ ０．６４
　Ⅰ、Ⅱ ２７ １８（６６．６６７） ９（３３．３３３）
　Ⅲ、Ⅳ ２９ ２１（７２．４１４） ８（２７．５８６）
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图２　两种组织中ＧＲＰ７８蛋白的表达情况　ａ：免疫组化检测　（免疫组化 ×４００）；ｂ：柱状图对比
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图３　观察转染操作后细胞情况　ａ：荧光显微镜观察　（绿色荧光 ×４００）；ｂ：柱状图对比
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图４　观察各组细胞的增殖能力　ａ：Ｂｒｄｕ标记实验结果　（Ｂｒｄｕ×４００）；ｂ：柱状图对比
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图５　观察各组细胞的侵袭能力　ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室结果　（结晶紫 ×４００）；ｂ：柱状图对比
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图６　显微镜下观察各组细胞的血管生成能力　ａ：小管形成实验结果　（×４００）；ｂ：柱状图对比
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白晶，等：葡萄糖调节蛋白７８上调ＭＭＰ２和ＭＭＰ９促进鼻咽癌细胞ＣＮＥ１的增殖与侵袭 第５期　

荧光素酶活性无明显变化（Ｐ＞０．０５），说明ＧＲＰ７８、
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９具有靶向调控关系，见图７。
２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＧＲＰ７８、ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的表达水平

采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＧＲＰ７８、ＭＭＰ
２和ＭＭＰ９表达水平，结果显示，与慢性鼻咽炎组织
和ＮＣ组相比，ＳｈＧＲＰ７８组 ＣＮＥ１细胞中 ＧＲＰ７８、
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达水平明显上升（Ｆ＝９６．８５１，
８７．５９７，９０．００５，Ｐ＜０．０５），ＮＣ组和对照组相比，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图８、９。

３　讨论

鼻咽癌是严重危害我国居民身体健康的恶性肿

瘤之一。尽管众多研究学者在鼻咽癌的病理发展，

病情进展的研究中取得的较为明显的进步，但是关

于该病的具体发病机制尚未完全阐明，鼻咽癌患者

的整体预后较差，５年的生存率尚不尽如人意，并且
该病极易复发以及发生远处转移，使得鼻咽癌患者

难以摆脱疾病困扰［９１０］。因此寻找鼻咽癌的特异性

生物标志物，深入揭示疾病的分子发展机制，筛选出

新的高效的药物作用靶点，在鼻咽癌的临床治疗中

具有重大意义。

研究显示［１１１２］鼻咽癌的起病以及病情进展是

一个多种基因和蛋白共同参与调控的多阶段的复杂

的病理生理过程。肿瘤细胞完成快速增殖的过程离

不开细胞内蛋白质的合成过程。蛋白质合成后经内

质网的的折叠、装配才能发挥其生物学功能，而

ＧＲＰ７８作为内质网的重要的分子伴侣，参与调控并
协助内质网完成这一细胞生理过程［１３１４］。Ａｈｍａｄｉ
等［１５］研究证实ＧＲＰ７８能够促进肿瘤细胞内生长因
子的释放，增强肺癌细胞的增殖信号的传导。Ｑｉｕ
等［１６］研究表明宫颈癌细胞通过增强 ＧＲＰ７８的表达
促进肿瘤细胞的血管新生。Ｙａｎｇ等［１７］研究证实肿

瘤组织中ＧＲＰ７８高表达的三阴性乳腺癌患者的预
后不佳。徐婷等［１８］研究显示在人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ
细胞中，抑制 ＧＲＰ７８的表达能诱导肿瘤细胞的凋
亡。本研究对临床鼻咽癌组织标本进行免疫组化，

结果显示与正常鼻黏膜组织相比，鼻咽癌患者的鼻

黏膜内ＧＲＰ７８的表达明显增强，说明 ＧＲＰ７８在鼻
咽癌中具有深入研究的价值。构建 ＬｖＧＦＰＰｕｒｏ
ＧＲＰ７８转染ＣＮＥ１后，结果显示，实验组 ＣＮＥ１细胞
的增殖、侵袭以及血管新生的能力明显增强。

肿瘤微环境中的血管新生是癌细胞增殖与侵袭

的共同基础；而细胞外基质降解是肿瘤细胞进行恶

性增殖与侵袭、靶器官转移开始的主要途径［１９］。鼻

咽癌细胞的这一生理过程是在众多细胞黏附分子、

细胞移动分子以及大量的调控酶的相互协调下共同

完成的。其中ＭＭＰｓ因其几乎可降解细胞外基质中
的非多糖成分，成为参与细胞侵袭过程中重要的效

应分子。Ｄｏｎｇ等［２０］研究表明 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的
活性直接影响胃癌细胞的增殖与侵袭能力。Ｚｈａｎｇ
等［２１］研究显示抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达后能
明显抑制胰腺癌细胞的血管形成能力。Ｓｏｎｇ等［２２］
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图７　双荧光素酶实验结果　７ａ：ＭＭＰ２；７ｂ：ＭＭＰ９　　图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＧＲＰ７８、ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达水
平　　图９　各组细胞中ＧＲＰ７８（９ａ）、ＭＭＰ２（９ｂ）和ＭＭＰ９（９ｃ）表达水平柱状图
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研究表明 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达与肺癌、前列腺
癌、结肠癌、食管癌、上皮性卵巢癌等多种肿瘤的预

后关系密切。本研究双荧光素酶实验结果显示，过

表达ＧＲＰ７８的靶基因为ＭＭＰ２和ＭＭＰ９。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，与正常组相比，实验组 ＣＮＥ１细胞中
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白的表达随ＧＲＰ７８的表达水平
升高而明显上升（Ｐ＜０．０５）。

综合上述，ＧＲＰ７８在鼻咽癌中存在高表达的现
象，并且ＧＲＰ７８靶向调控 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达
增强 ＣＮＥ１细胞的增殖、侵袭与血管新生的能力。
但是如何将 ＧＲＰ７８的靶向作用应用到临床上对鼻
咽癌的治疗和诊断中，还待更深入、系统的探索。
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