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摘要　 目的　 构建肌球蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ）敲除的下咽

癌 ＦａＤｕ 细胞株，并探讨敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞凋亡的影

响。 方法　 脂质体转染 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ２ＮＬＳ Ｎｕｃｌｅａｓｅ 构建

ＭＬＣＫ 敲除的 ＦａＤｕ 细胞株，提 ＤＮＡ 测序确定敲除细胞株，
分为对照组、ＭＬＣＫ ＫＯ １ 组、ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 组；采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＬＣＫ 敲除效率；流式细胞术检测 ＭＬＣＫ
敲除对细胞周期和凋亡的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＬＣＫ 敲

除对细胞凋亡的影响。 结果　 ＤＮＡ 测序显示在 ｓｇＲＮＡ 序列

识别处，ＭＬＣＫ 碱基序列发生了缺失或替换；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 ＭＬＣＫ 敲除细胞株 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平低

于对照组（Ｐ ＜ ０. ０００ １）；流式细胞术实验显示敲除 ＭＬＣＫ 对

ＦａＤｕ 细胞的周期无明显变化，但凋亡率增加（Ｐ ＜ ０. ０００ １）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示，ＭＬＣＫ 敲除组 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ （Ｐ ＜ ０. ０００
１）和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（Ｐ ＝ ０. ０００ ７）增加。 结论

　 敲除 ＭＬＣＫ 诱导细胞凋亡，但具体机制需进一步研究。
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　 　 下咽癌是头颈部肿瘤中预后最差的鳞状细胞癌

之一［１］。 在发达国家并不常见，它主要在吸烟和酗

酒的男性中被诊断出来，在女性中很少见；但是在发

展中国家，近年来下咽癌的发病率在男性和女性中

都有所增加［２］。 通常在晚期被发现，且是多灶性

的，尽管诊断成像、放射治疗、化疗和外科手术技术

已经得到改善，但 ５ 年存活率仍然很低［１］。 因此迫

切需要找到一个新的治疗靶点。 肌球蛋白轻链激酶

（ ｍｙｏｓｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｋｉｎａｓｅ ，ＭＬＣＫ）是一种调节一系

列细胞骨架调节蛋白的关键酶，已被认为是细胞凋

亡的关键调节因子［３ － ４］。 该课题组前期研究［１］发现

与健康组织比较，ＭＬＣＫ 在下咽肿瘤组织中的表达

上调，该研究旨在通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ ９ 技术构建 ＭＬ⁃

ＣＫ 敲除细胞株，并探讨其对下咽癌 ＦａＤｕ 细胞凋亡

的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验试剂　 ＤＭＥＭ 高糖培养基和胎牛血清

（以 色 列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公 司 ）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒和细胞周期检测

试剂盒（ＰＩ） （上海贝博生物科技有限公司）；胰酶、
青 －链霉素、蛋白酶抑制剂、ＲＩＰＡ 裂解液（上海碧云

天生物技术有限公司）；ＳｔｅａｄｙＰｕｒｅ 通用型基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限公司）；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＣＲＩＳＰＲＭＡＸＴＭ Ｃａｓ ９ 转染试剂、Ｍｏｄ⁃
ｉｆｉｅｄ ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ ２ＮＬＳ Ｎｕｃｌｅａｓｅ（美国 Ｓｙｎｔｈｅｇｏ 公

司）；２ｘＳ６ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ ＭＩＸ、ＨｙｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ
Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ（上海

新贝生物科技有限公司）；ａｎｔｉ⁃Ｂａｘ、ａｎｔｉ⁃Ｂｃｌ⁃２、ａｎｔｉ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ａｎｔｉ⁃Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （美国 ＣＳＴ 公司）；
ａｎｔｉ⁃Ａｃｔｉｎ（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）；山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ、
山羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）。
１． １． ２ 　 实验仪器 　 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪（瑞士罗氏公司）、酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ⁃
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；化学发光凝胶成像分析系统

ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｔｏｕｃｈ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； － ８０ ℃超低温冰箱（日本三洋电器股份有限公

司）；正置生物显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；ｐＨ 仪（上
海雷磁仪器厂）；电泳仪（北京六一生物科技有限公

司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＦａＤｕ 细胞培养 　 ＦａＤｕ 细胞购自于中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库，传代至第三代，
培养于含 １０％ 胎牛血清、１％ 青 － 链霉素的 ＤＭＥＭ
培养基中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，每隔

２４ ｈ 换液，待细胞融合至 ８０％ 左右时传代，并取对

数生长期细胞进行相关实验。
１． ２． ２　 ＦａＤｕ 细胞 ＭＬＣＫ 的敲除　 利用 Ｓｙｎｔｈｅｇｏ 公

司提供的在线设计网站，设计出 ＭＬＣＫ 特异性

ｓｇＲＮＡ 序列 ＵＧＵＧＵＣＣＣＡＡＧＣＵＵＵＣＣＵＵＧ， ｓｇＲＮＡ
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由达科为生物技术股份有限公司代理购买。
取对数生长期的 ＦａＤｕ 细胞按照 １ × １０４ 个细

胞 ／孔接种于 ２４ 孔板，待细胞长到 ３０％ ～ ７０％融合

度时进行转染，分为对照组（不加 Ｃａｓ９ ２ＮＬＳ Ｎｕｃｌｅ⁃
ａｓｅ 和 ｓｇＲＮＡ）和实验组（加 ０. ５ μｌ Ｃａｓ９ ２ＮＬＳ Ｎｕ⁃
ｃｌｅａｓｅ 和 １. ５ μｌ ｓｇＲＮＡ），对照组和实验组中均加入

２５ μｌ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基和 １ μｌ Ｌｉｐｒｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ Ｃａｓ ９
Ｐｌｕｓ Ｒｅａｇｅｎｔ，同时将 １. ５ μｌ ＣＲＩＳＰＲＭＡＸＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ
加入 ２５ μｌ 的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基中，５ ｍｉｎ 后将两者

混合并轻轻混匀，室温孵育 １０ ｍｉｎ 后加到需要转染

的细胞培养孔中，培养 ２ ～ ３ ｄ 后将细胞消化接种于

９６ 孔板中，每孔 １ 个细胞。
１． ２． ３　 ＭＬＣＫ 敲除单克隆细胞株的 ＰＣＲ 鉴定　 当

９６ 孔板内细胞生长到 ２ ０００ 个左右时，用胰酶消化

细胞，将其接种于 ２４ 孔板培养，待细胞生长到 ８０％
～９０％融合度时，用胰酶消化细胞，留取一半细胞提

取 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 验证，另一半细胞继续扩大培养。
提取基因组 ＤＮＡ 的方法如下：胰酶消化 ＦａＤｕ 细胞

后取一半细胞 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，加
入 ２００ μｌ 的 ＰＢＳ 悬浮细胞；加入 １８０ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ ＢＳ⁃
２、２０ μｌ 的 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 和 １０ μｌ ＲＮａｓｅＡ（１０ ｍｇ ／
ｍｌ），收集细胞悬液，充分吸打混匀，于 ５６ ℃水浴加

热 １０ ｍｉｎ 至溶液完全裂解成澄清透明状态；向裂解

液中加入 ２００ μｌ 无水乙醇，充分吸打混匀；然后将

上述溶液转移至吸附柱中，具体操作参见 ＤＮＡ 提取

试剂盒说明书。 ＰＣＲ 扩增体系为：Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ ２５
μｌ，上游引物 １ μｌ，下游引物 １ μｌ，ＤＮＡ 模板 １ μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ ２２ μｌ。 ＰＣＲ 扩增条件为：９８ ℃变性 １０ ｓ，５５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环。 将 ＰＣＲ
扩增产物通过 １２０ Ｖ 电压、１. ５％琼脂糖凝胶进行分

离鉴定。 将 ＰＣＲ 鉴定为阳性的扩增产物送北京擎

科生物科技有限公司测序。
１． ２． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 表达　 收集经

测序确定 ＭＬＣＫ 敲除的 ２ 株细胞和对照组细胞，使
用 ＥＳ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司的 ＲＮＡ 快速提取试剂盒提取总

ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 纯度和浓度后，用上海新贝生物科

技有限公司的反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，用安徽医

科大学基础医学院公共实验室罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进行扩增，按照试剂盒操作方

法检测各组细胞 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 表达水平， 采用

２ －△△Ｃｔ法计算 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 相对表达量。 ＭＬＣＫ 引

物 序 列 Ｆ： ５′⁃ＡＴＧＴＣＡＧＣＡＴＡＡＧＧＧＧＡＡＧＧＧＧ⁃３′，
Ｒ： ５′⁃ ＧＣＴＣＡＴＴＴＣＡＣＴＡＡＧＣＡＴＧＴＴＣＣ⁃３′；ＧＡＰＤＨ
引物序列 Ｆ：５′⁃ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ⁃３′，

Ｒ： ５′⁃ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ⁃３′。
１． ２． ５　 流式细胞术检测细胞周期　 细胞按照 ５ ×
１０５ 个细胞 ／孔接种在 ６ 孔板中，待细胞融合密度达

到 ９０％时，胰酶消化收集细胞，以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ；取沉淀细胞，用冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，用 ５００
μｌ ＰＢＳ 重悬细胞，滴加 ２ ｍｌ 冷乙醇 ４ ℃固定过夜；
取 ５ × １０６ 个细胞，在 １５ ｍｌ 锥形离心管中 ２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，收集细胞；用冷 ＰＢＳ 洗

涤细胞 ２ 次，用 ５００ μｌ 冷 ＰＢＳ 重悬细胞，加入

ＲｎａｓｅＡ 溶液 ２０ μｌ，３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ；用 ４００ 目细胞

筛网过滤，在 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，收
集细胞；加入 ４００ μｌ ＰＩ 染液重悬细胞，轻轻混匀后 ４
℃避光孵育 １ ｈ，最后用流式细胞仪检测细胞周期分

布情况，实验重复 ３ 次。
１． ２． ６　 流式细胞术检测细胞凋亡　 细胞按照 ５ ×
１０５ 个细胞 ／孔接种在 ６ 孔板中，待细胞融合密度达

到 ９０％时，用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞，用冷 ＰＢＳ
洗涤 ２ 次，用 ４００ μｌ １ × Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液重新悬浮

细胞，在细胞悬液中加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染色

液，轻轻混匀后于 ４ ℃避光条件下孵育 １５ ｍｉｎ，加入

５ μｌ ＰＩ 染色液后轻轻混匀于 ４ ℃避光条件下孵育 ５
ｍｉｎ，通过流式细胞仪对 ＭＬＣＫ 敲除组和对照组的

细胞凋亡情况进行检测并分析细胞凋亡率的变化，
实验重复 ３ 次。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 取对数生长期的 ＭＬＣＫ
敲除和对照组细胞，按照 ５ × １０５ 个细胞 ／孔接种在 ６
孔板中，待细胞融合密度达到 ９０％时，吸弃培养基，
用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，每孔加入含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
裂解液于冰上充分裂解细胞，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心

２０ ｍｉｎ。 吸取上清液，用 ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白浓度

测定。 以 ４ ∶ １ 的比例加入相应体积的总蛋白和 ５
×蛋白上样缓冲液，震荡混匀后在 １００ ℃水浴中煮

沸 １５ ｍｉｎ 使蛋白完全变性，冷却后置于 － ８０ ℃冰箱

中保存。 电泳时每泳道加入 １０ μｇ 的蛋白样品进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，电泳完成后将蛋白转移至

ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，加一抗 ４ ℃孵

育过夜，用 ＴＢＳＴ 溶液洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，室温孵

育二抗 ２ ｈ，再用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，即可进行曝光，
检测蛋白的表达情况，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析条带灰度

值。
１． ３　 统计学处理　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行

分析，各组实验重复 ３ 次，数据均采用 �ｘ ± ｓ 表示，组
间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。
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２　 结果

２． １ 　 ＦａＤｕ 细胞 ＭＬＣＫ 敲除的测序结果 　 根据

Ｓｙｎｔｈｅｇｏ 公司网站上提供的在线 ＣＲＩＳＰＲ Ｄｅｓｉｇｎ
Ｔｏｏｌ，选择靶向 ＭＬＣＫ 基因第 ２ 外显子上的 ｓｇＲＮＡ，
提取 ＤＮＡ 后进行 ＰＣＲ 鉴定，并将阳性样本送测序，
测序结果显示 ＭＬＣＫ ＫＯ １ 细胞株在 ｓｇＲＮＡ 识别序

列处缺失了 ４ 个碱基（图 １Ａ），ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 细胞株

则在识别序列发生了碱基的插入与替换（图 １Ｂ），表
明成功构建了 ＭＬＣＫ ＫＯ １ 和 ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 细胞株。
２． ２　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达的影响 　 收集培养的 ＦａＤｕ 细胞株，ＲＴ⁃

ｑＰＣＲ 方法检测细胞中 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 的表达。 结果

显示，ＭＬＣＫ 敲除细胞株中 ｍＲＮＡ 表达量降低（Ｆ ＝
９０３. ８，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法鉴定

细胞中 ＭＬＣＫ 蛋白表达，ＭＬＣＫ 敲除组中蛋白水平

降低（Ｆ ＝ ２７４２，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ｂ）。
２． ３　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞周期的影响 　 在

ＦａＤｕ 细胞中敲除 ＭＬＣＫ，通过流式细胞技术检测细

胞周期。 结果显示，与对照组比较，ＭＬＣＫ 敲除组细

胞周期各时期变化并不明显，这说明敲除 ＭＬＣＫ 不

影响细胞的增殖（图 ３）。
２． ４　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞凋亡的影响 　 在

ＦａＤｕ细胞中敲除ＭＬＣＫ，通过流式细胞术检测细胞

图 １　 ＭＬＣＫ 敲除的 ＦａＤｕ 细胞测序

Ａ：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 细胞株，１：野生型碱基序列，２：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 细胞株碱基序列，３：ｓｇＲＮＡ 碱基序列；Ｂ：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 细胞株，１：野生型碱基序

列，２：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 细胞株碱基序列，３：ｓｇＲＮＡ 碱基序列

图 ２　 ＭＬＣＫ 敲除对 ＦａＤｕ 细胞 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＦａＤｕ 细胞中 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＬＣＫ 蛋白表达；１：对照组；２：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 组；３：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 组；

与对照组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ３　 ＭＬＣＫ 敲除对 ＦａＤｕ 细胞周期的影响

Ａ、Ｂ、Ｃ：流式检测细胞周期；Ｄ：周期分析；１：对照组；２：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 组；３：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 组
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凋亡。 结果显示，与对照组比较，ＭＬＣＫ 敲除组凋亡

增加，这说明敲除 ＭＬＣＫ 会诱发细胞凋亡 （Ｆ ＝
９３. ５２，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ４ ）。
２． ５　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞中凋亡相关蛋白

Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达

的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测细胞中凋亡相关蛋

白表达。 结果显示，ＭＬＣＫ 敲除组 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 的比

值（Ｆ ＝ ９９. ４０，Ｐ ＜ ０. ０００ １）以及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的比值（Ｆ ＝ ３１. １７，Ｐ ＝ ０. ０００ ７）均增

加，说明 ＭＬＣＫ 敲除诱发细胞凋亡（图 ５）。

３　 讨论

　 　 下咽癌相对罕见，约占所有头颈部恶性肿瘤的

３％ ，恶性程度高，为头颈部预后最差的恶性肿瘤之

一［５］。 早期无特征性临床表现，一般下咽癌患者总

是在中晚期才被诊断出来，预后较差。 因此，有必要

寻找新的标志物，为患者提供早期发现和治疗。 本

课题组前期研究［１］ 发现 ＭＬＣＫ 在人下咽癌组织中

的表达高于正常的邻近组织，且与 ５ 年生存率有关，

ＭＬＣＫ 高表达患者的生存率较低，提示 ＭＬＣＫ 可能

是潜在治疗肿瘤的有效靶点。 ＭＬＣＫ 蛋白由 ＭＹＬＫ
基因编码，ＭＹＬＫ 基因是一个单拷贝基因，含有 ２ 个

启动子，分别转录长 ＭＬＣＫ 和短 ＭＬＣＫ，短 ＭＬＣＫ 又

称平滑肌 ＭＬＣＫ［６］。 研究［７］ 报道，ＭＬＣＫ 是免疫介

导的屏障丧失的主要调节因子，ＭＬＣＫ 特异性抑制

剂可缓解 ＴＮＦ 和抗 ＣＤ３ 抗体诱导的屏障丧失，而
ＭＬＣＫ 敲除可保护 ＴＮＦ 和抗 ＣＤ３ 诱导的结肠炎的

发生。 研究［８ － ９］表明，溃疡性结肠炎和克罗恩病中

ＭＬＣＫ 的表达明显增加。 免疫活化诱导的移植物抗

宿主病（ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）的研究［１０］

显示 ＭＬＣＫ 在 ＧＶＨＤ 患者组织中明显升高，而 ＭＬ⁃
ＣＫ 敲除限制 ＧＶＨＤ 的进展。 此外，同型半胱氨酸

可增加 Ｃａｃｏ ２ 细胞中 ＭＬＣＫ 蛋白的表达，从而引起

跨上皮电阻的降低，增加上皮细胞通透性［１１］。 ＭＬ⁃
ＣＫ 除了在维持上皮细胞屏障通透性平衡中具有重

要作用外，另外一些研究［３ － ４，１２］ 显示 ＭＬＣＫ 影响细

胞的增殖和凋亡。 研究［１３］ 表明，在肝癌细胞中，过
表达ＭＬＣＫ减少细胞凋亡，而抑制ＭＬＣＫ增加细胞

图 ４　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞增殖的影响

Ａ、Ｂ、Ｃ：流式检测细胞凋亡；Ｄ：凋亡分析；１：对照组；２：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 组；３：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ５　 敲除 ＭＬＣＫ 对 ＦａＤｕ 细胞中凋亡相关蛋白的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦａＤｕ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达；Ｂ：Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达直方图；Ｃ：Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达直方图；１：对照组；２：ＭＬＣＫ ＫＯ １ 组；３：ＭＬＣＫ ＫＯ ２ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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凋亡。
细胞凋亡的主要途径有死亡受体途径和以线粒

体凋亡途径，线粒体信号通路在调节细胞凋亡中起

着重要作用。 线粒体凋亡途径上 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族作

为参与细胞凋亡的核心家族，对凋亡的意义尤为重

要［１４］。
目前尚无报道对下咽癌 ＭＬＣＫ 敲除引起细胞

凋亡的研究，本课题组为了进一步探索 ＭＬＣＫ 在下

咽癌发生发展中的作用，首先利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ ９ 技

术敲除 ＭＣＬＫ，构建 ＭＬＣＫ 敲除的 ＦａＤｕ 细胞株。 通

过测序发现 ＭＬＣＫ 敲除细胞株碱基序列发生缺失

或替换，并通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲除

效率，发现 ＭＬＣＫ 敲除组 ｍＲＮＡ 和蛋白水平低于对

照组，说明 ＭＬＣＫ 敲除株构建成功。 通过流式细胞

术发现，ＭＬＣＫ 敲除并不影响细胞增殖，但诱导细胞

凋亡，这决定了 ＭＬＣＫ 在下咽癌中起癌基因的作

用。 此外，敲除ＭＬＣＫ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示凋亡相

关蛋白：Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达

增加，然而，本研究中课题组发现一个现象，即 ＭＬ⁃
ＣＫ 敲除组中 Ｂｃｌ⁃２ 的表达水平与对照组相比增高，
而不是降低。 造成这种现象的原因可能为 ＭＬＣＫ
敲除引起细胞启动自身的应急保护机制，调用自身

抗凋亡系统来抵抗损伤，但是 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 的比值

ＭＬＣＫ 敲除组与对照组相比增高，说明 ＭＬＣＫ 敲除

组细胞发生凋亡，结合 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
增高，进一步说明敲除 ＭＬＣＫ 诱导下咽癌细胞的凋

亡，但具体机制需进一步研究。
综上所述，本研究构建了 ＭＬＣＫ 敲除的 ２ 株细

胞，通过流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验证明 ＭＬＣＫ
敲除诱导细胞凋亡，为进一步开展 ＭＬＣＫ 在下咽癌

的功能和作用机制奠定了重要基础。
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ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｈｉｌｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＬＣＫ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
ｍｉｓｓｉｎｇ ｏｒ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｌｏｗｅｒ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＦａＤｕ ｃｅｌｌｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ
ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ （Ｐ ＜ ０. ０００ １） ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （Ｐ ＝ ０. ０００ ７） ｒａｔｉｏｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＭＬＣＫ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＦａＤｕ ｃｅｌｌｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘａｃｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｎｅｅｄｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｍｙｏｓｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｋｉｎａｓｅ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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