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摘 要：【目的】探讨干扰素调节因子 5（IFR5）是否通过下调DNA修复酶PARP-1，进而抑制鼻咽癌细胞的侵

袭能力。【方法】本研究使用的临床标本是经病理确诊的鼻咽癌患者组织标本 46例和正常组织 51例。免疫组化

检测鼻咽癌组织和正常组织中 IRF5和 PARP-1的表达。构建 IFR5过表达质粒，上调鼻咽癌细胞CNE-2中 IFR5
表达，荧光定量 PCR（QPCR）和免疫印迹确定建立 IRF5过表达细胞。上调 IRF5表达后，划痕和 transwell实验检

测细胞侵袭能力的改变，QPCR 和免疫印迹检测 PARP-1表达量的变化。上调 IFR5表达的同时加入 PARP-1过

表达质粒，观察PARP-1是否可逆转 IFR5对侵袭能力的影响。【结果】免疫组化结果表明 IRF5在癌组织中的表达

量低于正常组织，而 PARP-1则相反。QPCR和免疫印迹确定建立 IRF5 mRNA和蛋白过表达的细胞株 CNE-2/
IFR5。细胞划痕实验显示 CNE-2/IFR5愈合率较对照组降低（P<0.01），transwell实验表明 CNE-2/IFR5细胞穿过

基底膜的数目小于对照组（P<0.01），提示上调 IFR5 可抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力。上调 IFR5 后，PARP-1
mRNA和蛋白的表达量降低（P<0.01）；上调 IFR5表达的同时过表达 PARP-1，可逆转单独上调 IRF5对细胞侵袭

能力的改变。提示 IFR5 可通过下调 PARP-1 进而抑制鼻咽癌癌细胞的侵袭能力。【结论】IFR5 可通过下调

PARP-1进而抑制鼻咽癌癌细胞的侵袭能力。本研究可能为降低鼻咽癌侵袭能力提供新的靶点。
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Abstract：【Objective】To investigate whether IRF5 can inhibit invasion ability of nasopharyngeal carcinoma by re⁃
ducing PARP-1（poly（ADP-ribose）polymerase-1）.【Methods】Forty-six specimens of nasopharyngeal carcinoma and 51
specimens of normal tissue were confirmed by pathologically in this study. The expression of IRF5 and PARP-1 in naso⁃
pharyngeal carcinoma tissues and normal tissues was detected by immunohistochemistry. The IFR5 overexpression plasmid
was transfected into the nasopharyngeal carcinoma cell line CNE-2，quantitative PCR and immunoblotting was used to
value the expression of IRF5 after transfection. The wound healing and transwell assay was used to investigate the invasion
ability. The expression of PARP-1 was valued by quantitative PCR and immunoblotting after over-expression of PFR5.
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鼻咽癌在我国华南、西南地区的发病率极高，

其 5年生存率约 50％~70％，严重影响我国南方地

区人民生活质量［1-2］。鼻咽癌是一种高侵袭性和

转移性的头颈部恶性肿瘤，约 30%~40%的进展期

病人会发生远处转移［3-4］。因此，寻找抑制鼻咽癌

细胞侵袭能力的分子标志物，对于提高患者的生

存率具有重要的意义。干扰素调节因子 5（inter⁃
feron regulatory factor 5，IRF5）定位于 7q32，编码

498个氨基酸组成的蛋白质。它可诱导 I型干扰

素（IFN-α、IFN-β）的产生，还可通过阻滞细胞周

期、介导凋亡、激发免疫活性等通路诱导由 DNA
损伤引起的细胞凋亡，在多种肿瘤中扮演抑癌基

因的重要角色［5-6］。目前，尚未有研究报道 IRF5
与鼻咽癌的关系，其高表达是否可抑制鼻咽癌细

胞的侵袭能力有待探讨。为探讨 IRF5是否参与

调节鼻咽癌细胞的侵袭能力，我们利用 IRF5过表

达质粒上调鼻咽癌细胞CNE-2中 IRF5的表达，观

察其对细胞侵袭能力的影响。接着，通过功能回

复实验探讨 IFR5是否通过调节DNA损伤修复关

键基因 PARP-1 进而抑制鼻咽癌细胞的侵袭能

力。本研究可能寻找到抑制鼻咽癌侵袭能力的有

效新靶点。

1 材料与方法

1.1 临床标本

本研究使用的临床标本来源于中山市人民医

院，2014年4月至2016年3月经病理科病理确诊的

鼻咽癌患者组织标本（经该院伦理委员会批准）。

1.2 免疫组化

组织标本玻片脱蜡后放入盛有 10 g/L柠檬酸

溶液中，在微波炉中进行抗原修复。每张玻片加

1 滴过氧化氢酶阻断剂，室温下孵育 12 min，1×
PBS冲洗 3次，间隔 5 min。每张玻片加 1滴正常

非免疫动物血清，室温下孵育 10 min。除去血清，

阳性对照组每张玻片加 1滴 IRF5或 PARP1一抗

（1∶100，抗体稀释液稀释），阴性对照组则加入 1×
PBS，放入湿盒内 4 ℃孵育 12 h。1×PBS冲洗 3次，

每次 5 min，每张玻片加 1滴生物素标记的羊抗兔

二抗，室温下孵育 40 min，1×PBS冲洗 3次，间隔

5 min。每张玻片加 1滴链霉素抗生物素-过氧化

物酶溶液，室温下孵育 30 min，1×PBS冲洗 3次，

间隔 5 min。每张玻片加 2滴新鲜配制的DAB溶

液，显微镜下观察 5 min。自来水冲洗去 DAB溶

液，苏木素复染 10 s，盐酸酒精分化，氨水返蓝。

梯度酒精脱水干燥，吹风机吹干玻片，中性树胶

封固。结果判定 IRF5、PARP1阳性染色在胞核，

呈棕黄色。

1.3 细胞培养和转染

人鼻咽癌细胞株 CNE-2培养于 RPMI 1640+
100 mL/L 的胎牛血清中，37 ℃，体积分数为 5%
CO2，2~3 d传代 1次。

1.4 荧光定量PCR

用 Trizol 提取细胞总 RNA，根据 TARAKA 公

司荧光定量PCR试剂盒说明进行产物合成。所用

的 PCR 仪为 ABI7000。反应条件为：95℃预变性

30 s，PCR：94 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，共 40个循环，溶解

曲线：95 ℃ 0 s、65 ℃ 60 s、95 ℃ 0 s。基于目的基因

和看家基因实时荧光定量扩增曲线得到 Ct（C为

Cycle，t为 threshold）值，用 Folds=2-ΔΔCt表示实验组

目的基因与对照组目的基因表达量的倍比关系。

实验重复例数为 3。

【Results】The results showed that the expression of IRF5 in cancer tissues was lower than that in normal tissues，but the
PARP-1 expression was opposite. The IRF5 overexpressing cell line CNE-2/IFR5 was established. The healing rate of
CNE-2/IFR5 cells was lower than that of the control cells（P<0.01）. Transwell experiments revealed that the number of
CNE-2/IFR5 cells passing through the basement membrane was smaller than that of the control group（P<0.01），suggest⁃
ing that up-regulation of IFR5 could inhibit the invasiveness of nasopharyngeal carcinoma cells. Over-expression of IFR5
led to reduced PARP-1 mRNA and protein（P<0.01）. Besides，elevation of PARP-1 can prevent IRF5-induced changes
of invasion ability.【Conclusion】Therefore，we speculated that IRF5 can inhibit invasion ability of nasopharyngeal carci⁃
noma by reducing the expression of PARP-1. This study provided a new target for inhibiting the invasion ability of naso⁃
pharyngeal carcinoma based on IRF5.

Key words：nasopharyngeal carcinoma；IRF5；PARP-1；invasion ability
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（1）：101-106］
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Normal tissue Cancer tissue

IFR5

PARP1

A

B
A：The expression of IRF5 in nasopharyngeal carcinoma tissue is lower than normal tissue；B：The expression of PARP-1 in nasopharyngeal

carcinoma tissue is higher than normal tissue. × 200
图 1 免疫组化检测鼻咽癌组织和正常组织中 IRF5、PARP-1的表达

Fig.1 The expression of IRF5 and PARP-1 in nasopharyngeal carcinoma tissues and normal tissues was detected by
immunohistochemistry

1.5 免疫印迹

提取总蛋白，用 BCA法测定蛋白浓度，吸取

50 μg总蛋白，去离子水补至 20 μg，加入等体积

2×上样 buffer煮沸 7 min，离心后吸取 30 μL上样，

经不连续 SDS-PAGE电泳分离后，用湿转将蛋白

转移至PVDF膜上，7％脱脂奶粉 + 3%的BSA 37 ℃
封闭 2 h，TBST 洗膜后用加入 IFR5 或者 PARP-1
一抗，4 ℃孵育过夜，洗膜后加入 HRP标记的二

抗，室温孵育 1 h，洗膜后用化学发光成像系统获

取条带，用目的蛋白/GAPDH代表目的蛋白的相

对表达量。每组重复例数为 3。
1.6 细胞划痕实验

在孔中加入 5×105细胞，待融合率达到 100%
时，利用枪头垂直划线。PBS清洗细胞，去除划下

的细胞，加入无血清培养基，37℃，体积分数为

5% CO2中培养。在 0、6、12、18、24 h拍照，计算出

细胞划痕愈合率。每组重复例数为 3。
1.7 细胞侵袭实验

每个 Transwell 上室加入 50 μL Matrigel 胶，

37℃ 10 min凝固。取对数生长期的细胞，调整细

胞浓度为 1×106/mL，上室每室加入 200 μL细胞悬

液，下室每室加 500 μL含 100 mL/L新生牛血清的

RPMI-1640培养液，37℃，体积分数为 5％CO2培养

48 h。取出上室，擦去膜上室面的Matrigel胶和细

胞，40 g/L多聚甲醛固定膜下室面的细胞，中性树

脂封固。细胞侵袭性结果表示为同时穿过Matrigel
胶和聚碳酸酯膜的细胞数。每组重复例数为3。
1.8 统计学分析

所有结果均经 SPSS16.0统计软件统计。数据

以均数±标准差（x ± s）表示。两组之间比较采用单

样本 t检验。多组间的比较采用 one-way ANOVA
（方差齐时）或Welch法（方差不齐时），多重比较

采用 Dunnett法（方差齐时）或 Dunnett′s T3法（方

差不齐时）。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 免疫组化检测鼻咽癌组织和正常组织中

IRF5和PARP-1的表达

免疫组化结果表明 IRF5在鼻咽癌组织中的

表达量低于正常组织（图 1A），而 PARP-1在鼻咽

癌组织中的表达量则高于正常组织（图 1B）。

李民英，等. 干扰素调节因子 5下调PARP-1抑制鼻咽癌细胞的侵袭力 103
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2.2 建立稳定高表达IFR5的鼻咽癌细胞CNE-2/

IFR5

用 IFR5过表达质粒上调鼻咽癌细胞 CNE-2
中 IFR5表达，荧光定量PCR发现CNE-2/IRF5细胞

中 IRF5 mRNA的表达量是对照组的（7.00±0.04）倍

（图 2A）。免疫印迹显示细胞中 IFR5蛋白的表达

量是对照组的（6.00±0.12）倍（图 2B）。从而建立

了稳定高表达 IFR5的细胞株CNE-2/ IFR5。

A：The mRNA levels of IFR5 in CNE-2/IFR5 cells was higher than that in control group，1）P<0.01，F=221.34；B：The protein levels of
IFR5 in CNE-2/IFR5 cells increased compared with the control group.

图 2 建立稳定高表达 IFR5的细胞株CNE-2/IFR5
Fig.2 The IRF5 over-expression cells were development named as CNE-2/IFR5
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2.3 上调IFR5可抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力

上调 IFR5的表达后，细胞划痕实验检测细胞

划痕愈合率的改变，transwell实验检测细胞穿过

基底膜数量的改变。结果表明：CNE-2/IFR5细胞

的划痕愈合率较对照组降低（图 3A，B）；CNE-2/
IFR5细胞穿过基底膜的数目为 39.00±0.15，而NC
组为 122±1.12（图 4C）。上调 IFR5的表达后划痕

愈合率降低，穿过基底膜的细胞数减少。以上研

究提示上调 IFR5可抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力。

2.4 IFR5可能通过下调PARP-1的表达抑制鼻

咽癌细胞的侵袭能力

荧光定量 PCR和免疫印迹检测 CNE-2/IFR5
细胞中DNA损伤修复关键基因 PARP-1 mRNA和

蛋白。发现上调 IFR5的表达后，PARP-1 mRNA
和蛋白的表达量增加（图 4A，B）；上调 IFR5的同

时过表达 PARP-1，细胞穿过基底膜的数量较单

独上调 IFR5 时明显增加（图 4C）。提示过表达

PARP-1可逆转 IFR5对侵袭能力的影响，IFR5可

能通过下调 PARP-1的表达抑制鼻咽癌细胞的侵

袭能力。

A：Wound healing assays observed cells at 0，6，12，18 and 24 h；B：Cell healing rates at 0，6，12，18 and 24 h. 1）P<0.05，F=9.42；2）
P<0.01，F=15.68；3）P<0.01，F12h=20.84，F24h=31.79.

图 3 划痕实验检测上调 IFR5对细胞划痕愈合率的影响

Fig.3 The effect of IRF5 on wound healing rates were detected by wound healing assays
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3 讨 论

免疫防御系统对肿瘤的侵袭和转移具有重要

意义。IRF5作为机体免疫防御系统的重要组成

部分，通过调节细胞周期、凋亡和激发免疫活性等

通路参与调节肿瘤的发生、发展［7-8］。研究表明

IRF5表达缺陷的小鼠胚胎成纤维细胞可降低多

种因素诱导的细胞凋亡［9］。在许多血液系统的恶

性肿瘤中 IRF5的表达都受抑制［10］。还有研究发

现在乳腺癌患者组织标本中，IRF5的表达也被抑

制；在乳腺癌细胞株中过表达 IRF5，可抑制细胞

的增殖和侵袭能力［11］。综上所述 IRF5扮演着抑

癌基因的重要角色。本项目组首次探讨了 IFR5
与鼻咽癌细胞侵袭能力的关系。我们利用 IFR5

过表达质粒上调鼻咽癌细胞CNE-2中 IFR5的表达，

发现细胞的侵袭能力降低。提示 IFR5在鼻咽癌细

胞可能也扮演着抑癌基因的角色。我们进一步对

IFR5调节鼻咽癌侵袭能力的机制进行探讨。聚

腺苷酸二磷酸核糖转移酶-1（poly（ADP-ribose）
polymerase-1，PARP-1）是存在于真核细胞中催化

聚ADP核糖化的细胞核酶，在DNA修复中发挥至

关重要的作用［12］。2012年刊登在 Science上的一

项研究阐明癌症细胞依赖于 PARP-1 所进行的

DNA修复，当这种酶被抑制后，可以有效抑制肿瘤

的生长［13］。目前已有PARP-1抑制剂如奥拉帕尼运

用于携带BRCA种系或体系基因突变的晚期卵巢

癌患者中。目前尚未有研究报道 IFR5与PARP-1
之间是否存在调节关系。而我们则发现在鼻咽癌

细胞 CNE-2 中，IFR5 与 PARP-1 的表达关系密

A：Upregulation of IFR5 expression decreased the mRNA expression of PARP-1；upregulation of IFR5 expression and PARP-1 overexpression
can reverse IFR5-induced mRNA expression of PARP-1. P<0.01；B：Upregulation of IFR5 expression decreased the protein expression of PARP-1
protein；upregulation of IFR5 expression and PARP-1 overexpression can reverse IFR5-induced protein expression of PARP-1；C：Upregulation of
IFR5 expression decreased the number of cells crossing the basement membrane（×200）；upregulation of IFR5 expression and PARP-1 overexpres⁃
sion led to an increase in the number of cells crossing the basement membrane compared to the only IRF5 overexpression. 1）P<0.01，F=128.21.

图 4 IFR5可能通过下调PARP-1的表达抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力

Fig.4 IRF5 inhibited the invasion ability by reducing the expression the PARP-1
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切。上调 IFR5可抑制 PARP-1的表达，上调 IFR5
的同时过表达 PARP-1，则细胞穿过基底膜的数

量较单独上调 IFR5表达时增加，表明 PARP-1可

逆转 IFR5对细胞侵袭能力的影响。进而提示在

鼻咽癌细胞中，IFR5可能通过下调 PARP-1的表

达进而抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力。

综上所述，我们发现了 IFR5可能通过下调PARP-
1的表达进而抑制鼻咽癌细胞的侵袭能力。本课

题组后续将需要在动物体内和临床样本中进一步

验证。为寻找到降低鼻咽癌侵袭能力的靶点提供

新的实验依据。
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