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　　摘　要 :目的　观察反义 PKCα对鼻咽癌 CNE22Z细胞生长及端粒酶活性的影响。方法　脂质体转染

反义 PKCα,MTT 法检测细胞生长 ,TRAP 2ELISA 法检测细胞端粒酶活性。结果　CNE22Z细胞端粒酶活

性为阳性 ,转染反义 PKCα可使细胞生长指数 ( P <0.01 )及端粒酶活性 ( P <0.05 )降低。结论　反义 PKCα

可以抑制 CNE22Z细胞的生长及端粒酶活性 ,PKCα可能通过调控端粒酶活性影响 CNE22Z细胞的生长。

　　关键词 :蛋白激酶 C2α;反义寡核苷酸 ;鼻咽癌 ;端粒酶 ;CNE22Z细胞

　　中图分类号 :R739.63 　　文献标识码 :A　　文章编号 :100028578 (2002) 0420273203

　　收稿日期 :2001212231;修回日期 :2002204223

　　基金项目 :广东医学院重点学科课题 (XZ9402)

　　作者单位 :524023 湛江 ,广东医学院病理生理学教研室

Effectof proteinkinaseC 2αantisense

oligonucleotideontelomeraseactivit yofCNE 22Zcells
BAOBo,HUANGPei 2chun,CHENJin

Department of Patho physiolo gy , Guan gdon g Medical College , Zhan jian g 524023 , China

　　Abstract:Objective　Toobservetheeffectof proteinkinasec 2α ( PKCα) antisenseoli gonucleotideoncell

growthandtelomeraseactivit yinhuman poor2differentiatednaso phar yngealcarcinoma (NPC) celllineCNE 22Z.

Methods　AntisensePKCαwastransfectedb ycationicli posomeinCNE 22Zcellstoanal yzethecell growthand

telomeraseactivit yb yMTTcolorimetricassa yandTRAP 2ELISA,res pectively. Results　Thetelomeraseactivit y

was positiveinCNE 22Z.AftertreatedwithantisensePKC α,therelativecell growthindex ( P <0.01 ) andthe

telomeraseactivit y ( P <0.05 ) decreasedinCNE 22Zcells. Conclusion　Theresultsindicatedthatantisense

PKCαmayinhibitcell growthandtelomeraseactivit yinCNE 22Z,andPKC αmightre gulatethecell growthb y

modulatin gtelomeraseactivit yinCNE 22Zcells.
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　　蛋白激酶 C(proteinkinasec,PKC )在人低分化鼻

咽癌 (nasopharyngealcarcinoma,NPC)细胞 CNE22Z的生

长中起着重要的调控作用[1,2] ,但其机制尚不清楚。研

究发现 ,细胞恶性增殖、肿瘤的发生发展与端粒酶

(telomerase)的活化密切相关[3] ;在 NPC2076细胞 ,PKC

的抑制剂或反义寡核苷酸 (antisenseoligonucleotide,A2
SON)可以影响端粒酶活性[4,5] 。在 CNE22Z,PKC 对端

粒酶活性的影响如何尚不清楚。本研究用脂质体转染

PKCα亚型的 ASON,通过 MTT 法检测 CNE22Z生长、

端粒重复扩增2酶联免疫吸附法 (telomericrepeatam pli2
fication protocal2enzymelinkedimmunosorbentassa y,

TRAP2ELISA)检测细胞端粒酶活性 ,探讨 PKCα对

CNE22Z生长调控的机理。

1　材料与方法

1.1 　主要试剂与材料

　　PKCα的特异 ASON序列 5’2GTTCTCGCTGGT2

GAGTTTCA23’、非特异序列 5’2GCCGAGGTCCAT2
GTCGTACGC23’[6] ,由上海生工公司合成。

　　端粒酶 TRAP2ELISA检测试剂盒 (RocheMolecular

Biochemicals公司) ,脂质体 lipofectin(美国LifeTechnolo2
gies公司) ,噻唑蓝 (MTT,Fluka 公司) ,500m g·mL21十

二烷基硫酸钠 (SDS,日本进口分装)和 20% (体积分

数) N,N 二甲基甲酰胺 (DMF,湖北大学化工厂)混合

液 ,RPMI1640 ( Gibco公司) ,96 孔细胞培养板 (Corn2
ing) ,450型酶标免疫测定仪 (Bio2Rad公司) ,PCR29600

型热循环仪 (PerkinElmer 公司)。

1.2 　细胞生长的测定[7]

1.2.1 　细胞接种　CNE22Z细胞由广东医学院肿瘤研

究所提供 ,常规培养、传代至对数生长期。消化后用含

5% 灭活小牛血清的 RPMI1640 培养液 (无青、链霉素

双抗)吹打、调节细胞浓度 ,按每孔 6000 个接种于 96

孔细胞培养板 ,凋零孔加无细胞的 5% 培养液。

1.2.2 　生长指数的测定 　参照文献[6]及脂质体使

用说明 ,配制不同浓度的 ASON 溶液 ,加入 96 孔细

胞培养板。每个浓度均重复 4孔 ,并设浓度为零的空

白对照组、脂质体22非特异序列的对照组。置 96 孔

板于 CO2培养箱 37℃培养 ,19h 后加 MTT 液 ;加
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SDS2DMF 混合液 ,酶标仪测吸光度 OD值 (检测波长

570 nm,参考波长 655nm ) ,计算细胞相对生长指数

(cell growthindex,GI ) = (处理组 OD 值均数/空白

对照组 OD值均数) ×100% 。GI>100% 为刺激生

长 ,GI<100% 为抑制生长。

1.3 　端粒酶活性的检测

1.3.1 　制备抽提液　消化细胞 ,调节浓度 ,接种于培

养瓶。选择可抑制细胞生长的反义 PKCα的剂量配

制转染液 ,加入培养瓶转染 19h (设反义 PKCα浓度

为 0μg·ml21的细胞组作空白对照) 。参考文献[3]及试

剂盒使用说明书 ,收集细胞离心 ,PBS洗 3次 ,裂解缓

冲液重悬细胞沉淀 ,移入 DEPC 处理过的灭菌 Ep2
pendorf 管冰浴 30min 。4℃、14000r ·min21离心 20

min。取部分上清液做考马斯亮蓝蛋白定量分析 ,绘

制校正曲线 ;其余上清液用于 TRAP 反应。

1.3.2 　TRAP 反应　据蛋白定量结果取上清液 5～

8μl加入反应管 ,阳性对照为 2μl人肾 293 细胞抽提

物 (试剂盒提供) ,阴性对照为经 65℃10min 水浴灭

活的 2μl此抽提物 ;加反应混合物 25μl,用 DEPC 处

理的灭菌双蒸水补足总体积至 50μl,在 PCR仪上反

应如下 :延伸 25℃ 10min; 灭活 94℃ 5min; 变性

94℃30s, 退火 50℃30s, 延伸 72℃90s, 共 30个循

环 ;72 ℃延伸 10min 。

1.3.3 　ELISA 法测吸光度 　取扩增产物 5μl, 加变

性剂 20μl,常温 10min, 其余按试剂盒使用说明书操

作。加入 TMB 底物后 15min 加终止液终止反应。

酶标仪测各孔吸光度 OD值 (检测波长 450nm, 参考

波长 690nm ) ,OD值的大小代表端粒酶活性的高低。

1.4 　统计学处理　采用方差分析和 t 检验 ,数据以

�x ±s表示。

2　结果

2.1 　反义 PKCα对 CNE22Z生长的影响　用脂质体

转染ASON 后 ,细胞生长指数随反义 PKCα的增加而

逐渐降低 ,非特异 ASON 对细胞生长未见明显抑制

作用 ,结果见表 1。
　表 1　ASON对 CNE22Z细胞 GI的影响 ( %, �x ±s , n =4 )

剂量

(μg·ml21)
反义 PKCα组 非特异 ASON组

(1) 0.0 100 .00 ±0.00 100.00 ±0.00

(2) 4.0 98.92 ±3.03 99.24 ±2.12

(3) 8.0 79.97 ±6.97 3 3 97.71 ±5.95

(4) 16.0 64.21 ±8.45 3 3 95.56 ±3.05

(5) 32.0 53.34 ±4.26 3 3 93.98 ±1.86

(6) 64.0 54.71 ±6.80 3 3 90.84 ±3.27 ##

　　3 3 P <0.01 vs (1) ; ## P <0.01vs (1)

2.2 　反义 PKCα对 CNE22Z端粒酶活性的影响

　　用 TRAP2ELISA 法检测发现 CNE22Z端粒酶活

性为阳性 ,使用抑制细胞生长的反义 PKCα剂量 (16.

0μg·ml21 )转染细胞后 ,处理组 OD 值降低 ( P < 0.

05) ,表明反义 PKCα抑制了 CNE22Z的端粒酶活性 ,

见表 2。
　　表 2 反义 PKCα对 CNE22Z细胞端粒酶

活性的影响 ( �x ±s , n =4 )

分组 OD值

(1) 空白对照组 1.506 ±0.393

(2) 反义 PKCα组 0.855 ±0.247

　　3 P <0.05 　vs (1)

3　讨论

　　用脂质体转染特异的 ASON 高选择性封闭细胞

特异基因的表达 ,有助于了解亚型的功能。Dean 用

脂质体转染 ASON 的研究表明反义 PKCα可抑制人

膀胱癌等瘤细胞的生长[6] ,但反义 PKCα能否抑制

CNE22Z的生长则未见报道。本研究发现转染反义

PKCα同样可以抑制 CNE22Z的生长 ,提示 PKCα参

与了鼻咽癌 CNE22Z细胞的生长调控 ,这也进一步证

实 PKC (α)在 CNE22Z的生长中起着重要作用[1,2] 。

　　端粒酶是一种特殊的逆转录酶 ,在正常组织较少

表达阳性 ,而在永生化细胞及肿瘤组织常异常活化 ,被

认为与细胞永生化及肿瘤发生发展密切相关[3] 。文献

曾报道 CNE22Z细胞的端粒酶活性为阳性[8] ,本研究

结果也与此相符。已发现 NPC2076细胞的端粒酶受

PKCζ调控而与 PKCα无关[4] ,但在 CNE22Z则未见有

关报道。本研究结果显示经反义 PKCα转染后 ,细胞

端粒酶活性降低 ,提示 CNE22Z的端粒酶活性在一定

程度上受 PKCα调控 ,活化的端粒酶在维持人低分化

鼻咽癌细胞株 CNE22Z的恶性生长中可能起着重要作

用。CNE22Z这种不同于 NPC2076的特性或许与来源

不同的细胞株生物学特性不同有关。而 CNE22Z的端

粒酶活性与 PKCζ关系如何尚待研究核实。

　　有关研究表明 PKC (α)可能通过直接或间接作

用调控端粒酶 ,例如 PKC 可通过磷酸化作用激活细

胞端粒酶等[9] 。而 PKCα如何调控 CNE22Z 的端粒

酶活性还有待进一步研究。

　　综上所述 ,在鼻咽癌 CNE22Z细胞 ,反义 PKCα可

以抑制细胞端粒酶活性 ,提示 PKCα可能通过调控端

粒酶影响 CNE22Z的生长。这一结果对反义 PKCα的

进一步临床研究无疑是一个重要的实验依据。
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　　肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之
一 ,迄今仍缺乏有效的评价肺癌诊断及

疗效的血清学指标。我们联合检测了

CA125和 CEA的血清水平 ,并对其在肺

癌诊治中的意义进行探讨。

1　材料和方法

1.1 　研究对象　分为两组 ,肺癌组 :101

例(原发性肺癌 98例 ,肺转移癌 3例)均

为我院接受放、化疗的住院患者 ,其中男

67例 ,女 34例 ,平均年龄 62.6 ±11.2 岁。

对照组 :40 例肺良性疾患者 ,其中男 24

例 ,女 16例 ,平均年龄 60.0 ±8.4 岁。

1.2 　CA125、CEA测定 　采用 AXSYM

微粒子酶免疫分析 (MEIA)系统 (美国 ,

Abbott)。

1.3 　统计学分析　本组资料数据呈正

偏态分布 ,故所有数据取对数 lg (A+1 )

后再做统计学分析。用成组资料 t检验 ,

两个或多个率的卡方检验。

2　结果

2.1 　CEA、CA125血清水平及阳性率　按

本室自行建立的临界值 ,CA125水平高于

35U/ml 为阳性 ,CEA水平高于 10ng/ml 为

阳性。结果表明 ,肺癌组 CA125、CEA水平

(1.156 ±0.635、0.907 ±0.653)均高于肺良

性疾患对照组 (1.035 ±0.263、0.620 ±0.

281) ,差异有非常显著意义 ( t =5.053, P

<0.01 和 t =2.677, P <0.01 ) ;肺癌组

CA125的阳性率明显高于 CEA,差异有非

常显著意义 (χ2 =9.352, P <0.01 ) ;腺癌、

小细胞肺癌的 CA125和 CEA的阳性率明

显高于鳞癌 (χ2 =16.454, P <0.01 和χ2 =

15.438, P <0.01 ) ;腺癌、小细胞肺癌的

CA125和 CEA的血清水平也比鳞癌高 ( t

=4.824, P <0.01 和 t =4.679, P <0.01 )。

CEA、CA125联合检测肺癌的阳性率为 54.

5%。

2.2 　CEA、CA125与疗效　放、化疗疗效

按 WHO对实体瘤的近期疗效评价标准 ,

分为缓解组和无效组。按 CEA/CA125

共表达、单一表达和双阴性表达各组比

较 ,缓解率差异无显著意义 (χ2 =0.203,

P >0.05 )。对 30例 CA125阳性的肺癌

患者随访 1年。CA125下降的 15例中缓

解 11例 (73.3% ) ,无效 4例 (26.7% ) ,而

升高的 15例中缓解 5例 (33.3% ) ,无效

10例 (66.7% )。

2.3 　CA125、CEA对肺癌的敏感性、特异

性　CA125的灵敏度为 47.5%,

特异性为 82.5%, 有效性为 65.

6%;而 CEA分别为 26.7%,47.

2%和 50.8% 。

3　讨论

　　人体细胞向恶性转化过程中 ,细胞

表面糖蛋白和糖脂发生某些异常改变 ,

表现出肿瘤细胞的抗原性 ,利用单克隆

抗体可检出这些肿瘤相关抗原 ,可作为

肿瘤标志物。迄今尚未发现肺癌的特异

性标志物。CEA 作为广谱的肿瘤标志

物 ,由于其低特异性和低灵敏度 ,在临床

应用中有很大局限性。CA125是重要的

卵巢癌相关抗原 ,主要用于恶性卵巢癌

的辅助诊断及疗效观察。后来发现 ,

CA125水平升高也可见于非卵巢癌的恶

性疾病中。

　　本文结果显示 ,肺癌患者 CEA 和

CA125阳性率明显高于良性肺疾患组

( P <0.01 ) ,二者联合检测的阳性率为

54.5%, 提示 CEA 和 CA125 联合检测

可提高肺癌诊断率。肺癌组 CA125 的

阳性率高于 CEA ( P <0.01 ) ,表明

CA125诊断肺癌的敏感性优于 CEA。

CA125、CEA在腺癌中的阳性率和表达

水平高于鳞癌 ( P <0.01 ) ,表明 CEA和

CA125的表达与肺癌的病理分型相关 ,

二者在腺癌中均为优势表达。治疗前

CEA/CA125 表达模式与缓解率无关 ,即

仅考虑 CEA和 CA125的阳性与否不能

预见疗效的好坏。随访发现 ,CA125 下

降者中 73.3% 缓解 ,而 CA125升高者中

66.7% 无效。因而 CA125 对于监测病

情、评价疗效具有重要参考价值。

CA125对肺癌的阳性预测值和阴性预测

值分别为 70.7% 和 64.9%, 敏感性、特

异性和总有效性均优于 CEA, 因而

CA125可作为肺癌的标志物用于肺癌尤

其是腺癌的辅助诊断、疗效监测和预后

评价。

(刘红武校对)
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