
图５　DHA对HepG２细胞上皮间充质转化的影响

检测发现 DHA能够将肿瘤细胞的生长阻碍在 G１期,进一

步说明 DHA通过影响 HepG２细胞的凋亡和周期来抑制细

胞增 殖.在 胰 腺 癌 细 胞 系 中,DHA 可 降 低 Cyclin E、

CDK２、CDK４和CDK６的表达,在抑制 NFＧκB活性的同时

上调p２７表达水平,从而阻滞细胞由 G０/G１期进入S期[５].
这与本 研 究 结 果 相 符.本 文 进 一 步 证 实 DHA 可 磷 酸 化

mTOR,影响p２１、Bax及BclＧ２表达,从而激活下游基因发

挥抗癌作用.这也说明了 DHA 对 HepＧG２细胞的作用可能

是通过影响 mTOR信号通路来实现的,但与其他抑制肝癌

细胞活性的机制是否存在相互作用或联系仍有待进一步研

究.同时 DHA降低 MMP９、Snail、Slug蛋白表达水平,促

进EＧcadherin表达上调,表明DHA具有促进间充质Ｇ上皮转

化,降低癌细胞侵袭转移能力.
目前恶性肿瘤的治疗需要综合序列治疗或联合用药.现

有研究表明[６]利用 DHA处理神经胶质瘤细胞后,发现其通

过诱导细胞凋亡显示出抗肿瘤作用,DHA 联合使用替莫唑

胺 (TMZ)通过增强 TMZ自噬效能,诱导胶质瘤细胞自

噬,提高 TMZ的抗胶质瘤活性.LeeDH 等也发现DHA与

多西紫杉醇具有协同作用,能提高人前列腺癌小鼠模型的总

体生存率[７].而在肝癌细胞中,关于 DHA联合用药相关的

研究较少,有待进一步研究.

　　近年研究发现,DHA可通过抑制 mTOR通路促进横纹

肌肉瘤、尤因肉瘤细胞的凋亡,而 mTOR在癌症进程中具

有重要调控作用[８].mTOR 位于 PI３K/Akt途 径 的 下 游,

mTOR在 HCC中经常上调,并且与预后不良,分化差、及

早期复发相关,且 mTOR的激活在 HCC发病机制中起核心

作用[９],因此阻断 mTOR途径可能是 HCC治疗的极具前景

的治疗思路.本研究证实 DHA 通过抑制 mTOR 信号通路

促进 HCC凋亡,这为 HCC的治疗提供新的研究视角.
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【摘　要】　目的　研究PI３K/AKT/mTOR信号通路及细胞周期蛋白在头颈部人乳头瘤病毒 (HPV)相关鳞癌中表达.
方法　选择头颈部鳞癌组织４０例,其中 HPV相关鳞癌２０例,非 HPV 相关鳞癌２０例,同时以２０例正常鳞状上皮为对照

组,免疫组化检测癌组织与正常组织 PI３K、AKT、mTOR、细胞周期蛋白cyclinD１、cyclinB１、cyclinE表达.结果　２０
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例 HPV相关鳞癌组织中PI３K、AKT、mTOR、cyclinD１、cyclinB１、cyclinE蛋白表达明显高于正常鳞状上皮组织 (P＜
０􀆰０１);与非 HPV相关鳞癌相比,HPV相关鳞癌组织中蛋白表达增加 (P＜０􀆰０１).结论　头颈部 HPV 相关鳞癌中 PI３K/

AKT/mTOR信号通路激活,细胞周期蛋白cyclinD１、cyclinB１、cyclinE蛋白表达增加,表明PI３K/AKT/mTOR通路通过

细胞周期蛋白参与鳞癌的发病过程,可能为治疗的靶点之一.
【关键词】HPV相关鳞癌;信号通路;PI３K;AKT;mTOR;细胞周期蛋白
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　　头颈部恶性肿瘤在全世界范围内为常见恶性肿瘤,发病

部位包括整个头颈部区域,常见部位如鼻腔、口腔、咽和喉

等,恶 性 肿 瘤 中 最 常 见 的 病 种 是 头 颈 鳞 状 细 胞 癌

(HNSCC).全世界约有６０万例/年新发生头颈部鳞癌,死

亡率为４０％~５０％[１].近年来研究数据显示,高危型人乳

头瘤病毒 HPV (HPV１６、１８等)感染与头颈部鳞癌,尤其

是口咽部位的鳞状细胞癌发病密切相关,口咽部鳞癌的

HPV感染率约为６０％[２].与非 HPV 相关鳞癌患者相比,

HPV相关 鳞 癌 患 者 的 预 后 较 好,死 亡 风 险 降 低 ２０％ ~
８０％[３].本文 通 过 观 察 头 颈 部 HPV 相 关 鳞 癌 与 PI３K/

AKT/mTOR信号通路及效应细胞周期蛋白表达改变,探讨

HPV相关鳞癌的发病机制.

１　资料与方法

１􀆰１　一般资料:选择２０１８年３月至２０２０年８月在我中心

检查的确诊头颈部鳞癌患者４０例,男３４例,女６例,年龄

４８~８９岁,同时以２０例正常鳞状上皮为对照组,头颈部鳞

癌诊断标准参照最新版 «头颈部肿瘤 WHO 分类»[４].其中

HPV 相 关 鳞 癌 ２０ 例,男 １６ 例,女 ４ 例,年 龄 ４８~７２
(５９􀆰２０±７􀆰０２)岁,发生部位为鼻腔、扁桃体、咽、喉、腮

腺;病理类型分别为高分化鳞癌３例,中分化鳞癌１１例,
低分化或非角化鳞癌６例.非 HPV 相关鳞癌２０例,男１８
例,女２例,年龄５３~８９ (６１􀆰６０±１２􀆰２９)岁,发生部位为

喉、咽、唇、扁桃体、舌、下颌,病理类型分别为高分化鳞

癌５例,中分化鳞癌１２例,低分化或非角化鳞癌３例.

１􀆰２　方法:选取肿瘤组织及附近正常鳞状上皮,以４％中

性甲醛溶液固定１２h后脱水,石蜡包埋,４~５μm 厚度切

片,经过 HE 染色,切片在同一显微镜 (OlympusBX５３)

下观察.免疫组化采用 Envision两步法染色.一抗 PI３K
P８５/P５５、AKT (C６７E７)、mTOR、cyclin D１ (E３P５S)、

cyclinB１ (D６C１０)、cyclinE抗体 (HE１２) (效价１∶５０)
(cellsignalingtecchnology有限公司),二抗 (DAKO公司).
免疫组化染色按试剂盒说明书中步骤进行操作,DAB显色.

mTOR、AKT、PI３K阳性表达位于细胞浆内棕黄色颗粒.

cyclinD１、cyclinB１、cyclinE阳性表达在细胞核内棕黄色

颗粒.切片在２０倍物镜同一台显微镜固定在同一光强度条

件下进行拍照,对图像应用计算机图像分析,测其光密度

(IOD)及阳性数目.

１􀆰３　统计学分析:实验结果采用 R语言 (Rversion４􀆰０􀆰０)
进行统计学分析.计量资料以均数±标准差进行列表,两组

间计量资料比较采用独立样本t检验;多组间比较,正态分

布者采用单因素方差分析,方差齐者用 LSD法,方差不齐

用 Tamhane̓sT３法,非正态分布者采用多组样本的秩和检

验.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

与正常鳞状上皮、非 HPV 相关鳞癌比较,HPV 相关

鳞癌 细 胞 中 PI３K、AKT、mTOR 蛋 白 表 达 增 加 (P ＜
０􀆰０１).与正常鳞状上皮、非 HPV 相关鳞癌比较,HPV 相

关鳞癌细胞cyclinB１蛋白表达增加 (P＜０􀆰０１).与正常鳞

状上皮比较,非 HPV相关鳞癌cyclinD１蛋白表达增加 (P
＜０􀆰０１),HPV相关鳞癌细胞cyclinB１、cyclinD１、cyclinE
蛋白表 达 增 加 (P ＜０􀆰０１);与 非 HPV 相 关 鳞 癌 比 较,

HPV相关鳞癌细胞cyclinD１、cyclinE蛋白表达增加 (P＜
０􀆰０５).结果见表１、图１.

表１　各组PI３K、AKT、mTOR、cyclinB１、CyclinD１、CyclinE表达比较 (n＝２０,x±s)

组别
PI３K/

(IOD×１０３)
AKT/

(IOD×１０５)
mTOR/

(IOD×１０３)
cyclinB１/

mm２

CyclinD１/

mm２

CyclinE/

mm２

鳞状上皮组 ４􀆰０１±２􀆰５２ １７􀆰３９±１１􀆰１６ ４０􀆰３７±２４􀆰０６ ５１􀆰８５±２５􀆰０５ ２０􀆰０５±１０􀆰０８ １０６􀆰００±３０􀆰３３
非 HPV相关鳞癌组 ５􀆰４７±３􀆰９９ ２３􀆰５２±１０􀆰７３ ４４􀆰７１３±２９􀆰５０ ６５􀆰６５±２５􀆰９９ ３３􀆰２０±９􀆰８５ １２０􀆰５０±３８􀆰９９
HPV相关鳞癌组组 １１􀆰５８±２􀆰２０ ４１􀆰０７±１４􀆰７２ ７８􀆰３１±３３􀆰６６ １２９􀆰１５±３５􀆰５０ ４８􀆰０５±１９􀆰３５ １６３􀆰５０±４８􀆰２８

图１　各组PI３K、AKT、mTOR、cyclinB１、cyclinD１、cyclinE蛋白表达比较
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３　讨论

鳞癌在头颈部为常见恶性肿瘤,其中 HPV 相关鳞癌的

发病率在过去的１０年中升高[５].HPV 相关鳞癌多由高危

HPV感染引起的,类型多为１６、１８型.国内多家机构报道

HPV相关的头颈部鳞癌,喉癌 HPV阳性率可达６２􀆰６％[６].

HPV相关鳞癌好发于舌底和腭扁桃体,通常表现进展期鳞

癌.本组 HPV 相关鳞癌发于部位喉、咽、鼻腔、扁桃体、
腮腺,其中颈部淋巴结肿大是最常见的临床表现.病理学组

织学呈腺鳞样、乳头状、类基底细胞、淋巴上皮瘤样、肉瘤

样、小细胞特征的鳞状细胞癌.肿瘤细胞周可伴大量淋巴细

胞反应.肿瘤细胞表现异型明显,核/浆比增高,分裂像多

见.HPV相关鳞癌强表达 P１６,不同于正常鳞状上皮或非

HPV相关鳞癌[２].
细胞周期异常是癌症发生的重要原因.细胞周期活动受

细胞周期蛋白复合物调控,其由细胞周期蛋白 (cyclins)、
细胞 周 期 蛋 白 依 赖 性 蛋 白 激 酶 (CDK) 及 其 抑 制 物

(CDKIs)构成.研究表明,cyclinD１与细胞周期素依赖性

蛋白激酶４/６ (CDK４/CDK６)结合后,激活 CDK４、CDK６
使pRb磷酸化,从而释放出核转录因子 E２F,促进细胞由

G１期向S期转换[７Ｇ８].CyclinB１可与 CDK１形成的复合物,
启动有丝分裂[９].CyclinE高表达,可结合 CDK２并持续性

地激活CDK２,进而导致细胞异常增殖.且CyclinD１和CyＧ
clinE可协同作用,使细胞由 G０期进入S期,促使细胞核

内 DNA 合 成 加 速[１０].在 本 组 中,头 颈 部 鳞 癌 CyclinE、

CyctinB１、CyclinD１蛋白表达增加,在 HPV相关鳞癌细胞

中异常高表达.CyctinB１、CyclinD１、CyclinE在 HPV 相

关鳞癌的异常高表达与鳞癌细胞的恶性转化和恶性增生密切

相关,有可能是临床肿瘤基因治疗的潜在靶点.磷脂酰肌醇

３Ｇ激酶 (PI３K)介导蛋白激酶 B (PKB,又称 Akt)－雷帕

霉素靶蛋白 (mTOR),是一条经典的信号转导通路.PI３K
是生长因子受体酪氨酸激酶下游主要的信号成分,具有丝氨

酸/苏氨酸激酶活性.PI３K 通过催化 PIP３,激活信号分子

Akt,进一步激活其下游的 mTOR,进行激活不同的效应分

子,其中之一是激活细胞周期蛋白,调节细胞的增殖,其在

鳞癌的发生、发展、转归中具有重要作用.本组在 HPV 相

关鳞癌中发现 PI３K/Akt/mTOR 蛋白的异常高表达,表明

其通路可能参与 HPV相关鳞癌的发生发展过程.PI３K/Akt
信号通路的活化可通过多种途径调节细胞周期,如促进４EＧ
BP１和p７０S６K的高度磷酸化,促使细胞内细胞周期蛋白合

成增加;磷酸化 Forkhead家族转录因子 AFX,使p２７Kip１
转录降低;磷酸化GSKＧ３,从而抑制GSKＧ３降解CyclinD１、

CyclinE作用,抑制其在 G１期至 S期相转换中发挥作用.
参与PI３K/Akt途径的调节因子有负调节因子,包括 RI、

PTEN、CTMP、SHIP２等[１１Ｇ１２].PTEN 失活可促进 PI３K/

Akt通路活化,导致癌细胞的侵袭能力增强[１３Ｇ１４].紫外线可

过度激活 PI３K/Akt/mTOR 信号通路,Akt、mTOR 表达

水平 增 加;紫 外 线 照 射 抑 制 PTEN 表 达;FRA１ 可 活 化

Akt,进而影响CyclinB１水平而作用于细胞周期 G２/M 期,
促进鳞癌细胞增殖[１５].

结合本文,HPV 相关鳞癌组织中 PI３K、Akt、mTOR
蛋白表达量明显高于正常皮肤组织,高于非 HPV 相关性鳞

癌,表明 HPV相关鳞癌发病中PI３K/Akt/mTOR途径的激

活参可能与 HPV相关鳞癌的发病过程.其下游效应分子细

胞周期蛋白CyclinB１、CyclinD１、CyclinE蛋白表达增加,
提示PI３K/Akt/mTOR可能通过影响细胞周期蛋白发挥致

癌作用.
因此,认为 PI３K/Akt/mTOR 信号通路通过促过细胞

周期蛋白的表达,参与 HPV相关鳞癌发病过程.本研究为

进一步研究 HPV相关鳞癌中PI３K/Akt/mTOR表达调控机

制提供了重要基础,在 HPV相关性鳞癌发病机制中,HPV
感染与PI３K/AKT/mTOR通路之间关联,可能是 HPV 相

关鳞癌的发病机制之一,其有可能为 HPV 相关鳞癌的治疗

提供新策略和新靶点.
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􀅰基础研究􀅰

自噬介导NLRP３活化对小鼠肺纤维化的影响

福建中医药大学 (福州３５０１２２) 　林　鑫　陈秀兰１　姚秀娟２　谢宝松２,３

１　福建省老年病医院;２　福建医科大学省立临床医学院呼吸与危重学科;３　通信作者

【摘　要】　目的　探讨肺纤维化小鼠自噬活性改变对 NLRP３炎性体活化的影响.方法　将３２只雄性SFP级 C５７BL/６
小鼠随机分为对照组 (A组)、实验组 (B组、C组、D组),每组各８只小鼠.实验组B组、C组、D组雾化吸入剂量为３５
mg/kg博来霉素 (BLM),并分别在给药后第７天、第１４天、第２８天处死,A组雾化吸入相同容积生理盐水,并在给药后

第２８天处死.HE染色观察小鼠肺组织病理改变;Masson染色计算肺组织胶原纤维沉积;蛋白免疫印迹法 (Westernblot)
检测肺组织p６２、Beclin１、NLRP３、CaspaseＧ１、Notch１的表达水平.结果　HE染色结果显示,A组小鼠肺组织肺泡结构基

本正常,未见明显纤维化;B组、C组、D组小鼠肺组织纤维化程度逐渐加重,可见纤维化病灶逐渐扩大,肺间质纤维组织

增生.Masson染色显示,肺间质有少许蓝色染色区域.B组、C组、D组,蓝色染色区域依次增加,肺间质蓝色染色区域面

积差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).Westernblot结果显示,A 组p６２相对表达量低于各实验组,实验组 B、C、D组之间差

异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);A组Beclin１表达量高于各实验组,实验组B、C、D组之间差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);A
组 NLRP３、CaspaseＧ１、Notch１表达量均低于实验组,差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５).实验组 B、C、D 组中 NLRP３、

CaspaseＧ１、Notch１之间的表达量差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　自噬抑制和 NLRP３炎性小体激活在小鼠肺纤维

化中扮演重要角色;自噬活性降低,Notch１信号通路活化后导致 NLRP３炎性小体激活,其可能是小鼠肺纤维化逐渐加重的

机制之一.
【关键词】肺纤维化;自噬;NLRP３;Notch１;博来霉素
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　　特发性肺纤维化 (IPF)是一种病因不明的间质性肺

炎,临床上表现为进行性呼吸困难,最终多因呼吸衰竭而死

亡.IPF多见于老年男性,发病年龄多大于６０岁,确诊后

生存期仅３~５年[１].吡非尼酮和尼达尼布作为治疗IPF的

口服用药只可减缓纤维化的发展,无法逆转已发生的纤维

化.既往研究显示IPF患者的肺组织中自噬功能下降,主要

表现为自噬体数量减少,蛋白p６２在细胞中堆积[２].另有学

者发现博来霉素诱导的肺纤维化小鼠模型中含 NLR 家族

Pyrin域蛋白３ (NLRP３)表达上调,并在IPF患者的肺组

织中得到证实[３].有研究显示自噬通过抑制瘢痕疙瘩成纤维

细胞中 Notch１信号通路和 NLRP３炎性小体的激活减轻瘢

痕疙瘩纤维化[４].本研究旨在观察小鼠肺纤维化发展过程中

自噬和 NLRP３炎性小体活性的变化,初步探究肺纤维化的

可能致病机制.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:１)实验动物:３２只雄性SFP级 C５７BL/６小鼠

购自上海斯莱克实验动物有限责任公司,生产许可证号

SCXK (沪)２０１７Ｇ０００５,质量合格证号２０１７０００５０１５９７０,体

质量 (１７􀆰０~１９􀆰０)g,６~８周龄.动物饲养于福建医科大

学动物实验中心,饲养室环境温度设置为２２~２４℃,湿度

＜６０％.所有实验动物进行随机分组编号,分笼饲养,喂养

方式、光线、温度、湿度均无差异,在检疫室适应性饲养１
周后开始实验.实验过程对动物的处置通过福建医科大学动

物伦理委员会审核.２)主要材料:盐酸博来霉素溶液 (美
国英杰生命技术有限公司),Masson三色染色试剂盒 (福州

迈新生物技术开发有限公司),二氨基联苯胺显色试剂盒

(福州迈新生物技术开发有限公司),RIPA裂解液、BCA蛋

白定量检测试剂盒、ECL发光液 (Servicebio公司)、p６２、

Becline１、Notch１、NLRP３、CaspaseＧ１ 抗 体 (Servicebio),
光学显微镜 (日本尼康公司).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　实验模型的建立:３２只雄性SFP级 C５７BL/６小鼠

随机分为对照组 (A组)、实验组 (B组、C组、D组),每

组８只小鼠.根据预实验的结果,将小鼠放入连接有连续雾

化装置的自制透明亚克力盒子内,每次４只小鼠,雾化时间

设定为４０min.实验组B、C、D组使用剂量３５mg/kg博来

霉素雾化吸入,并在给药后分第７天、第１４天、第２８天使

用２％戊巴比妥钠 (５０mg/kg)腹腔注射麻醉 B、C、D 组
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