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集落刺激因子 1受体介导Bax和Bcl-2表达对人鼻咽癌 6-10B细胞凋亡

的影响
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[摘 要] 目的: 研究过表达集落刺激因子1受体（colony stimulating factor-1 receptor，CSF-1R）对人鼻咽癌(nasopharyngeal carci-

noma，NPC)6-10B细胞凋亡的抑制作用及其与 Bax和Bcl-2表达之间的关系。方法: 体外利用慢病毒构建的CSF-1R过表达载体

LV-CSF1R(16957-1)转染到人鼻咽癌 6-10B细胞中，实验分转染组和对照组;采用实时荧光定量PCR 及Western blotting检测转染

后两组细胞中CSF-1R、Bcl-2、Bax的表达情况;CCK-8法检测两组细胞活力;流式细胞术检测两组细胞凋亡情况。结果:转染组的

6-10B细胞中其CSF-1 mRNA表达水平明显高于对照组(7.01±0.23 vs 0.09±0.03，P<0.01); Bax的mRNA 表达水平显著下调(P<

0.01)，而Bcl-2的mRNA表达水平显著上调(P<0.01)。转染组的6-10B细胞中CSF-1的蛋白表达水平明显高于对照组；Bax的蛋白

表达水平显著下调，而Bcl-2 的蛋白表达水平稍上调。与对照组相比，转染组6-10B细胞的活力明显提高(P<0.01);凋亡率显著降

低[(10.82±0.75) % vs (17.11 ±0.46)%，P<0.05]。结论:过表达CSF-1R 可以通过调节 Bax/Bcl-2 之间的比例关系来促进鼻咽癌6-

10B细胞的恶性生长，并抑制细胞凋亡。
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Colony stimulating factor-1 receptor-mediated Bax/Bcl-2 expression inhibits apop-

tosis of human nasopharyngeal carcinoma 6-10B cells

[Abstract] Objective: To investigate the relationship of Colony stimulating factor-1 receptor（CSF-1R）over-ex-

pression and Bax/Bcl- 2 expression in human nasopharyngeal carcinoma 6- 10B cells. Methods: The 6- 10B cells

were transfected with CSF-1R lentiviral vector LV-CSF1R(16957-1). The expression of CSF-1R, Bcl-2, Bax was de-

tected by Real-time PCR and Wstern blotting. CCK-8 assay and flow cytometry(FCM) were used to detect the cell

activity and apoptosis.Results: The expression of CSF-1R at mRNA and protein levels was increased significantly in

the 6-10B cells compared with negative control(NC) group (P<0.01). The expression of Bax at mRNA and protein

levels was significantly down-regulated compared with the negative control groups (P<0.01). The expression of Bcl-

2 at mRNA level was significantly up-regulated (P<0.01), but the expression at protein level shows a slight increase.

The activity of 6-10B cells were extremely increased after tansfected with CSF-1R (P<0.01). The apoptotic changes

between transfected group and NC group were observed using FCM. Conclusion: Over-expression of CSF-1R sig-

nificantly promotes the growth and inhibits the apoptosis of nasopharyngeal carcinoma 6-10B cells by down-regulat-

ing the expression of Bax and increasing Bcl-2.

［［Key words］］colony stimulating factor-1 receptor; bax; bcl-2; nasopharyngeal carcinoma; apoptosis
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鼻咽癌 ( Nasopharyngeal carcinoma,NPC) 又称

“广东癌”，是中国广东、广西等地区最常见的头颈部

恶性肿瘤，其 5年生存率不高于 70%[1]。放射治疗是

NPC主要的治疗方式，但放疗抵抗是其局部复发和

远处转移的根源[2]。研究[3-4]表明巨噬细胞集落刺激

因子-1/巨噬细胞集落刺激因子-1受体(colony stimu-

lating factor- 1/colony stimulating factor- 1 receptor，

CSF-1/CSF-1R)在各种恶性肿瘤中高表达，在一些恶

性肿瘤中，循环血液中CSF-1R的表达量也被定义为

肿瘤标志物[5]。CSF-1R是一种由 972个氨基酸残基

组成的单链穿膜糖蛋白，参与并促进肿瘤的发生发

展，NPC组织中CSF-1R表达越强的患者越容易发生

复发和转移[6]。通过DNA芯片检测发现，CSF-1R在

放疗抵抗型病人组织中表达上调，在放疗敏感型病

人组织中表达下调，且表达水平差异达 4.1 倍 [7]。

NPC是一种多基因多阶段侵袭性疾病，有一定的遗

传倾向，这可能和癌基因的激活与抑癌基因的失活

所引起的细胞抗凋亡有关[8],其中B淋巴细胞瘤-2基

因（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）家族在细胞凋亡的分

子调控中占有重要地位。

本研究通过用携带CSF-1R基因的慢病毒载体

转染人 NPC6-10B 细胞，观察转染后细胞 CSF-1R、

Bcl-2、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 Associated X protein,

BAX）表达及细胞增殖及凋亡能力的变化，探讨CSF-

1R对人NPC6-10B细胞抗凋亡作用的相关机制，揭露

NPC放疗抵抗的可能原因，寻找NPC新的特异性治

疗靶点。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人鼻烟癌 6-10B细胞株获赠于中山大学肿瘤实

验中心，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养液在

5%CO2的 37℃的恒温培养箱中培养（每 2天更换一

次培养液）。RPMI1640 培养基购自 Life Technolo-

gies 公司，胎牛血清和胰蛋白酶购自美国 Gibco 公

司，PBS 缓冲液购自 Thermo公司，CCK-8试剂盒及

ECL发光试剂盒均购自碧云天公司，总 RNA 抽提试

剂 TRIzol购自美国 Invitrogen公司，转染慢病毒 LV-

CSF1R(16957-1)及空白对照慢病毒购自上海吉凯基

因有限公司，cDNA 第一链合成试剂盒和RealMas-

terMix(SYBR Green)荧光定量 PCR试剂盒购自天根

生化试剂公司，CSF 1R多克隆兔抗(#3152）、bcl-2单

克隆兔抗（#4223）、山羊抗兔 IgG二抗（#7074）均购

自CST公司，Bax单克隆兔抗 (ab32124）、GAPDH单

克隆兔抗 (ab181602）购自 abcam 公司，Annexin V-

APC/7-AAD 凋亡试剂盒购自 KeyGEN BioTECH 公

司。

1.2 CSF-1R过表达慢病毒载体转染NPC6-10B细胞

CSF-1R慢病毒载体由上海吉凯基因有限公司构

建，病毒携带增强型绿色荧光蛋白（eGFP）。磷酸平

衡盐溶液用于稀释病毒并分装，分装的病毒液浓度

为5×108 TU/ml。吉凯基因慢病毒载体系统由 GV 慢

病毒载体系列、pHelper 1.0 载体和 pHelper 2.0 载体

三质粒组成。已知6-10B细胞病毒感染的MOI=100，

并将病毒液稀释至浓度为1×108 TU/ml备用。根据吉

凯基因慢病毒使用手册说明提供的资料进行转染。

用完全培养基制备密度为4×104个/ml的细胞悬液，取

2 ml接种至 6孔板中，培养 24 h后更换培养基。向 6

孔板中加入800 µl新鲜培养基与浓度为1×108 TU/ml

病毒液 200 µl，混匀后感染 12 h，换回常规培养基继

续培养 48 h。于感染 72 h 后利用荧光显微镜检测

eGFP的表达量判定感染效率，感染效率在 80%左右

时说明 6-10B细胞CSF-1R慢病毒载体转染成功，作

为转染组（transfection group）进行下一步实验，仅转

染慢病毒空载体的鼻咽癌 6- 10B 细胞为对照组

（mock group），未转染病毒的 6-10B细胞为空白对照

组（negative control group,NC group）。

1.3 Realtime PCR 检测转染后细胞中 CSF-1R、Bcl-2、

Bax的相对表达情况

3组细胞经 6孔板培养 48 h后，胰蛋白酶处理制

成细胞悬液，用细胞计数板计数细胞后，取含有2×106

个细胞的细胞悬液转移至RNase-Free的离心管中，

用TRIzol提取各组 6-10B细胞的总RNA，紫外分光

度计下测A260/A280比值处于 1.8～2.1之间的 RNA

即符合纯度要求。取 1 µg总RNA进行逆转录反应，

按照 FastQuant RT试剂盒(TIANGEN, Beijing,China)

说明书配制miRNA逆转录液合成 cDNA，按照Super

Real Pre Mix Plus SYBR Green PCR试剂盒说明书配

制 25 µl realtime PCR 反应体系：2 µl cDNA、12.5 µl

2×SYBR®Premix Ex Taq TM Ⅱ(TliRNaseH Plus)、8.5

µl双蒸水、每对引物(10 µmol/L)1.0 µl。每个样本设3

个复孔。PCR 反应步骤为 95 ℃ 15min; 95 ℃ 10 s，

60 ℃ 20 s，共 40 个循环，并以GAPDH作为内参照。

采用 2－ΔΔCt法进行分析。应用 Primer5.0引物设计软

件设计引物（表1），并由Life Technologies公司合成。

1.4 Western blotting检测CSF-1R、Bax和Bcl2蛋白表

达情况

RIPA 裂解液(Biyotime Biotechonology Co., ltd.)

与蛋白酶抑制剂 cocktail按100︰1进行混合用于提取

各组细胞蛋白，冰上裂解30分钟，4℃ 12 000×g离心

20分钟收集上清液，后按 5︰1比例加入 SDS上样缓

冲液，95 ℃～100 ℃煮沸 5 min。按顺序加样，电泳
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分离，湿转法，250 mA的恒流进行转膜约1.5 h，将蛋

白转移至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉常温封闭 1.5 h，

TBST充分洗膜，加特异性一抗：CSF 1R多克隆兔抗

(1∶1 000;#3152,CST),bcl- 2 单克隆兔抗（1∶1 000；#

4223，CST）,Bax单克隆兔抗(1∶2 000;ab32124,abcam)

和 GAPDH 单 克 隆 兔 抗 (1∶1 000;ab181602,ab-

cam)。放置于 4 ℃孵育过夜，后加入山羊抗兔

IgG 二抗 (1∶3 000,CST),37℃孵育 1.5 h。TBST充

分洗膜后，加入 ECL 发光液反应 1 min，随后进行显

影。

表1 Real time PCR 基因引物

Tab. 1 Primers of Real time PCR

Gene

CSF-1R

Bcl-2

Bax

GAPDH

Primers’sequence

F:5'-TCTGGTCCTATGGCATCCTC-3'

R:5'-GATGCCAGGGTAGGGATTC-3'

F:5'-GTGACTTCCGATCAGGAAGG-3'

R:5'-CTTCCAGACATTCGGAGACC-3'

F:5'-AGTAACATGGAGCTGCAGAGG-3'

R:5'-ATGGTTCTGATCAGTTCCGG-3'

F:5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'

R:5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'

1.5 CCK-8 法检测转染后的细胞活力

6-10B细胞及转染后6-10B细胞按照104个/孔分

别接种于 96孔板，每个样本设 5个复孔。于 37 ℃，

5%CO2的恒温培养箱中培养，使细胞贴壁贴壁。分

别于接种后 24、48、72 h在超净台中避光加入CCK-

8，每孔 10 µl，加好后轻轻敲击培养板以帮助混匀。

继续放入恒温孵育箱培养1~2 h后用酶标仪测定450

nm波长下的光密度（D）值。

1.6 流式细胞术测凋亡

将各组细胞接种至六孔板，使每孔的数量大致均一，

培养至细胞汇合率 80%~90%，使用不含EDTA的胰

酶消化细胞，洗涤后用 1×结合缓冲液重悬细胞使细

胞浓度达 1×106个/ml。取 100µl至流式管，1~6号管

加入感染细胞悬液，1号管加入100µl 缓冲液，2号管

加入 100 µl缓冲液+5 µl Annexin V-APC，3号管加入

100 µl缓冲液+5 µl 7-AAD，4-6号管加入 100 µl缓冲

液+5 µlAnnexin V-APC +5 µl 7-AAD；7-9号管加入未

感染细胞悬液，100 µl缓冲液+ 5 µl Annexin V-APC+

5 µl 7-AAD。常温避光孵育 15 min，最后上机检测，

收集数据。

1.7 统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件进行分析，计量资料采

用x̄±s表示，计量资料多组间比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA），两组间比较时采用T检验，率

的比较用χ2检验。P<0.05被认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞转染情况

如图 1，用带有 eGFP的LV-CSF1R慢病毒转染液

转染人NPC6-10B细胞 72 h 后，于荧光显微镜下拍

照观察转染效率。

图1 荧光显微镜观察转染效率（（×100)

Fig. 1 Transfection efficiency was verified using a

fluorescence microscope (×100)

2.2 CSF-1R在6-10B细胞中的表达情况

实时荧光定量 PCR 检测结果显示，转染后转染组

CSF-1R mRNA表达量较 NC 组和Mock组呈明显上

调趋势（7.04±0.10 vs 0.10±0.01、0.12±0.02，P<0.01），

蛋白水平也显著升高（图2）。

**P<0.01 vs transfection group;△△P<0.01 vs transfection group

图2 转染后NPC 6-10B细胞CSF-1R蛋白表达升高

Fig. 2 Expression of CSF-1R in human NPC 6-10B cells were

increased after transfection

2.3 CSF-1R 对 Bax/Bcl-2 mＲNA 表达的影响

实时荧光定量PCR检测结果（图3）显示，转染组

Bax mRNA 表达量与NC 组、Mock组相比明显下调，

差异具有统计学显著性(12.12±0.68 vs 40.64±0.48、

42.10 ± 0.61，P<0.01)，而 Bcl- 2 mRNA 表达量与 NC

组、Mock组相比明显上调，差异具有统计学显著性

(15.23±0.51 vs 5.13±0.43、4.56±0.33，P<0.01)。
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**P＜0. 01，△△P<0.01 vs NC group

图3 过表达CSF-1R对人NPC 6-10B细胞Bax mRNA表达的

影响

Fig.3 Effect of CSF-1R overexpression on the mRNA

expression of Bax/Bcl-2 in human nasopharyngeal

carcinoma 6-10B cells

2.4 miＲNA-7 对 Bax/Bcl-2 蛋白表达的影响

Western blotting 检测结果（图 4）显示，转染组

Bcl-2的蛋白水平较NC组显著上调，而Bax蛋白水平

较NC组显著下调。

2.5 CSF-1R促进6-10B 细胞活力

CCK-8实验检测结果（图 5）表明,转染后 24 h，转

染组D值开始显著高于NC组和Mock组（P<0.01）转

染组相比NC组而言有更强的增殖能力。

2.6 CSF-1R 抑制6-10B细胞凋亡情况

流式细胞术检测结果（图 6）显示，转染组 6-10B

细胞凋亡率显著低于NC组[(10.82±0.75)% vs (17.11±

0.46)%，P<0.05]，说明转染组的凋亡受到抑制。

图4 CSF-1R 过表达对NPC 6-10B细胞对 Bax/Bcl-2

蛋白表达量的影响

Fig. 4 Effect of CSF-1R overexpression on the protein

expression of Bax/Bcl-2 in human nasopharyngeal

carcinoma 6-10B cells

**P<0.01 vs NC or Mock group

图5 过表达 CSF-1R 促进6-10B细胞增殖

Fig. 5 CSF-1R overexpression increasing the proliferation of

6-10B cells

图6 过表达CSF-1R抑制6-10B细胞的凋亡

Fig. 6 CSF-1R overexpression inhibiting the apoptosis of 6-10B cells

33 讨 论

虽然放射治疗在NPC治疗中取得了巨大成就，5

年局部复发率约 30%，30%~60%的患者仍会出现转

移[9]。NPC细胞对放射敏感性的差异导致其预后的

不同。因此，为进一步探究NPC发展过程中的分子

机制，揭露放疗抵抗的相关机制，为新型分子靶向治

疗药物提供前期基础，本实验着手研究 CSF-1R 对

NPC细胞发生发展中的作用，以及其可能分子机制。

CSF-1R是一种由972个氨基酸残基组成的单链

跨膜糖蛋白，属于酪氨酸激酶型受体（receptor tyro-

sine kinases，RTK）[10]，在巨噬细胞、成纤维细胞、上皮

细胞和肿瘤细胞中都有表达，能过调节巨噬细胞的

形态和运动、单核吞噬细胞的增殖和分化，还是炎症

病灶的趋化因子，在免疫应答中发挥重要作用[11]。在

体内，CSF-1通过结合CSF-1R后发生自身磷酸化，并
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激活其磷酸化激酶域。与此同时，配体、受体结合形

成二聚体形式[12]。然后,效应蛋白的酪氨酸残基磷酸

化，引起巨噬细胞活化。被激活的单核巨噬系统可

以通过许多途径促进肿瘤的发展。目前，已有多种

研究表明CSF-1/CSF-1R在各种恶性肿瘤中高表达，

如乳腺癌 [13]，头颈恶性肿瘤 [14]，卵巢癌 [15]，平滑肌肉

瘤[16]和结肠癌[17]。其机制可能为CSF-1R高表达促进

了肿瘤新血管的形成[18]，并通过促进炎症反应加速肿

瘤发展 [19]。 Bcl-2 抗凋亡蛋白和 Bax 促凋亡蛋白在

NPC细胞凋亡调控过程中起到了重要作用。NPC细

胞中，Bcl-2存在于细胞线粒体上，通过改变线粒体膜

的通透性阻止细胞色素C的释放而发挥抗凋亡作用；

Bax 则通过与线粒体膜上 Bcl-2 结合形成同源二聚

体，参与构成跨线粒体膜的孔道蛋白，从而降低跨膜

电位引导细胞色素C的外流引起细胞凋亡[20]。Bcl-2

与 Bax 表达的平衡直接决定细胞是否凋亡，Bax 及

Bcl-2作为细胞内最重要的凋亡调控点之一，两者的

相对比例是诱导细胞凋亡过程发生的关键因素 [21]。

许多因素在诱导肿瘤细胞凋亡的同时伴有Bax表达

升高以及Bcl-2表达的降低，说明Bax和Bcl-2与肿瘤

细胞凋亡密切相关。例如，杨连君等 [22]发现分别将

bcl-2和bax转染到白血病细胞中，发现转染bax 的细

胞凋亡率明显增加，并且对化疗的敏感性增强了，而

转染bcl-2的细胞在相同化疗药物作用后的凋亡率明

显减低了。因此，Bcl-2与Bax的比率（Bcl-2/Bax）是

临床肿瘤预后的标志物之一[23]。

本实验通过慢病毒转染技术上调 6-10B细胞株

中CSF-1R的表达量，发现转染组Bcl-2表达量上调

而Bax表达量下调，并且CSF-1R的过表达使 6-10B

细胞株呈增殖活力增高而凋亡减少。证明CSF-1R

很可能抑制了 NPC 细胞凋亡。这表明体外过表达

CSF-1R可能通过调节Bcl-2和Bax直接的平衡关系，

使Bcl上调处于优势地位，并使 Bax下调处于劣势地

位，进而打破6-10B细胞内线粒体结构和功能的稳定

性，使NPC6-10B细胞的凋亡减慢，最终抑制肿瘤细

胞凋亡坏死。

综上所述，体外过表达 CSF-1R可以显著促进

NPC细胞的生长，抑制细胞凋亡坏死，其作用机制可能与

CSF-1R调节Bcl-2/Bax直接的平衡比例关系有关。
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