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摘 要：【目的】探讨鼻咽癌异常表达的 SOD1及其对细胞迁移能力的影响和可能的分子机制。【方法】采用免疫组化

技术检测癌和癌旁组织中 SOD1的表达（n = 10），采用脂质体转染 siRNA下调 SOD1表达，用抑制剂 LCS-1抑制 SOD1，划痕

实验及迁移实验检测其对鼻咽癌细胞体外迁移能力的影响，定量 PCR检测上皮细胞分子标志物E-cadherin及间质型分子

Vimentin及转录因子 Twist的mRNA水平，Western Blot法检测E-cadherin、Vimentin蛋白水平。【结果】与癌旁组织相比，7例

癌组织中 SOD1相对高表达（70%）；在鼻咽癌细胞中，SOD1在高转移细胞系 5-8F、S18及CNE2中较低转移细胞系 6-10B中

高表达。在 5-8F、CNE2细胞中敲低或抑制 SOD1后鼻咽癌细胞的迁移力下降，同时上皮型分子E-cadherin的mRNA和蛋白

水平被上调、间质型分子 Vimentin和转录因子 Twist的表达下调。【结论】SOD1可能通过调控鼻咽癌细胞上皮间质转换

（EMT）促进鼻咽癌细胞的迁移。
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Carcinoma via SOD1 Inhibition
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Abstract：【Objective】To explore the aberrant expression of SOD1 gene in nasopharyngeal carcinoma tissues and adjacent
tissues，as well as in NPC cell lines，then to observe the effect of SOD1 on NPC cells metastatic ability and investigate the intrinsic⁃
mechanism.【Methods】 Immunohistochemical technique was used to examine SOD1 expression in carcinoma tissues and adjacent
tissues（n = 10）. Small interfering RNAs and inhibitor LCS-1 were used to knockdown of SOD1 expression and inhibit SOD1 activity，
respectively. Then，wound healing test and migration assay were applied to detect cell metastatic ability in vitro. Real-time PCR and
Western Blot were used to analyze the expression of EMT-related genes（E-cadherin，Vimentin，Twist）.【Results】SOD1 was found
to be significantly up-regulated in nasopharyngeal carcinoma tissues（n = 7，70%），compared to control. SOD1 was also highly
expressed in highly metastatic potential NPC cell lines（CNE2，5-8F，S18）compared with low metastatic ability cell lines（6-10B）.
Knockdown SOD1 expression or inhibit SOD1 activity suppress cell motility in CNE2 and 5-8F cells. Finally，we demonstrate that
SOD1 inhibition plays a role in induction of epithelial marker E-cadherin and has an opposite effect on mesenchymal marker vimentin
and transcriptional factor twist.【Conclusion】These results suggest that SOD1 contributes to EMT and might be important for tumor
metastasis in NPC.
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是我

国南方和东南亚地区常见的一种头颈部恶性肿瘤，

它具有明显的地域发病差异［1］。在我国尤其是在

广东省，鼻咽癌是高发地区，被称为“广东瘤”。

统计数据显示，全球每年鼻咽癌新发 6.5万病例，

中国占 2.8万例，其中广东鼻咽癌的发病率占全国

的 60%。鼻咽癌目前的常规治疗，主要以放疗和

化疗为主，并在早期有较好的疗效，但病情复发和

肿瘤远处转移仍然是病人死亡的主要原因［2-3］。

因此，开发新的有效对付转移肿瘤细胞的方法

和研究思路非常迫切。在肿瘤细胞转移过程中，

上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，
EMT）与肿瘤细胞转移能力有着密切联系［4］。上

皮-间质转化就是上皮细胞失去细胞极性，细胞

间连接的过程，此过程改变细胞的形态和结构并

获得间质细胞的特征。EMT分子标志物最有意义

的改变特征是下调上皮钙粘蛋白E-cadherin和上

调波形蛋白Vimentin。高表达的 E-cadherin不利

于肿瘤细胞的迁移，是肿瘤预后良好的一个生物

指标，而Vimentin则相反。EMT 赋予细胞迁移浸

润、诱导细胞干性、阻滞细胞凋亡、衰老和免疫抑

制，由此间充质化的细胞具备了迁移到远处器官、

维持干性和分化能力及激发肿瘤转移的能力［5］。

同样，EMT 与鼻咽癌细胞的侵袭转移也密切相

关，抑制鼻咽癌细胞 EMT 可以显著抑制鼻咽

癌的转移［6-7］。然而肿瘤细胞发生EMT的机制仍

不十分清楚，目前认为抗氧化酶可能参与肿瘤

EMT的发生发展［8-9］。超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase，SOD）是一种广泛存在于细胞内的消除

超氧阴离子自由基的抗氧化酶，SOD 根据定位不

同共有三种类型：SOD1，主要定位在胞浆中；

SOD2即 MnSOD，定位在线粒体中；SOD3，细胞外

超氧化物歧化酶，主要在血浆等细胞外基质起

作用。研究报道在肺癌，乳腺癌细胞中，SOD1高

表达并能促进细胞生长［10-11］。下调 SOD1通过调

控 PKD2/SOD1信号通路诱导骨髓性白血病细胞

调亡及抑制细胞分化［12］。由此看来，SOD1可能成

为治疗肿瘤的一个新靶点。我们以往研究［13］发现

基础水平低表达但因失巢诱导上调的 SOD2促进

鼻咽癌失巢凋亡抵抗转移。然而，原本基础水平

高表达的 SOD1在鼻咽癌转移过程中的作用尚未

阐明，SOD1是否除了调控代谢还是否参与 EMT
的发生有待阐明。我们的研究发现 SOD1在癌组

织标本中高表达，在高转移NPC细胞系中同样高

表达，抑制 SOD1细胞的迁移能力明显下降，同时

调控 EMT相关蛋白分子表达改变，提示 SOD1可

能通过调控EMT促进鼻咽癌细胞迁移。

1 材料与方法

1.1 癌组织标本和细胞株与试剂

本研究所用 10对病人组织标本（癌组织与癌

旁组织）收集于中山大学肿瘤医院 2014-2015年

病例标本，NPC细胞系由中山大学生化教研室高

国全教授惠赠。细胞常规培养于体积分数为 5%
CO2，100 mL/L 胎牛血清 DMEM 条件（含双抗），

细胞处理详见方法。 siRNA-SOD1 及阴性对照

siRNA-negitive control由广州锐博公司合成，PCR
引物由广州生物工程公司合成。OPti-MEM培养基，

DMEM 培养基，0.25%胰酶均购于美国 GBICO 公

司。 LipofectamineTM 2000 购于 life 公司。 Trizol，
BCA蛋白定量试剂盒购于天根公司。RIPA裂解

液购于鼎国公司。RT-PCR 试剂盒，Real time-
PCR 试剂盒购于 TaKaRa 公司。SDS-PAGE 凝胶

配制试剂盒，结晶紫染色剂购于碧云天公司。

ENVISION 试剂盒购于基因公司。SOD1 抑制剂

LCS-1购于 Sigma公司。蛋白Maker 购于 Threom
公司。SOD1抗体，E-cadherin抗体，Vimentin抗体

购于CST公司，内参β-actin抗体，二抗抗鼠、抗兔

抗体均购于 proteintech公司。

1.2 方 法

1.2.1 免疫组织化学染色 组织切片采用基因公

司 ENVISION试剂盒说明书进行操作，大概步骤

如下：首先进行组织切片脱蜡处理，二甲苯脱蜡：

20 min × 3 次，无水乙醇：10 min × 1 次。水化

100%、95%、90%、80%、70%乙醇各 5 min。PBST
洗清洗 3次后进行抗原修复，使用枸橼酸盐缓冲

液，然后封闭使用免疫组化笔画圈，加 3%H2O2约

30 ~ 50 μL/片，室温 1 h。PBST清洗 3次后孵一抗

SOD1（1 : 200），4 ℃过夜。使用基因公司ENVISION
试剂盒的 A 液（二抗），30 min。PBST 洗后 DBA
显色：使用基因公司 ENVISION 试剂盒用 B液以

1 : 50比例稀释 C液，约 30 ~ 50 μL/片，显色时间

15 s，水洗 20 min苏木素复染：30 ~ 50 μL/片 25 s，
水洗后封片，光学显微镜下观察，拍照，分析结果。

1.2.2 siRNA 干扰及抑制 SOD1 用含 100 mL/L
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血清 DMEM 培养液培养鼻咽癌细胞系，放置于

37 ℃，体积分数为 5% CO2密闭式培养箱内培养。

选取对数生长期细胞，用胰酶消化后重悬接种

于 6孔板，待细胞融合密度达到 60%左右，换液，

Lipo2000进行转染 4 ~ 6 h后换液。siRNA干扰分

组：对照组NC，实验组 siRNA1#-SOD1，siRNA2#-
SOD1。抑制剂分组：对照组为 DMSO，实验组为

1.5 μmol/L、3 μmol/L SOD1抑制剂LCS-1。24 h后

收集细胞。

1.2.3 qPCR检测mRNA表达水平 弃去培养液，

收集实验组和对照组细胞，按Trizol试剂盒说明书

步骤提取总RNA，primescript RT Master Mix试剂盒

说明书步骤逆转录合成 cDNA（37 ℃ 15 min，85 ℃
5 s），再用 SYBR Premix Ex Taq试剂盒两步法扩增

目的基因和内参GAPDH。引物序列如下：SOD1，
F：CTGAAGGCCTGCATGGATTC，R：CCAAGTCTC⁃
CAACATGCCTCTC；E-cadherin，F：ATTTTTCCCTC⁃
GACACCCGAT，R：TCCCAGGCGTAGACCAAGA；

Vimentin，F：CGGGAGAAATTGCAGGAGGA，R：AA⁃
GGTCAAGACGTGCCAGAG；Twist，F：GTCCGCAGT⁃
CTTACGAGGAG，R：GCTTGAGGGTCTGAATCTTG⁃
CT ；GAPDH ，F ：ACATCATCCCTGCCTCTACTG ，

R：ACCACCTGGTGCTCAGTGTA。应用 7500 定量

PCR 仪进行 PCR。qPCR 反应条件：95 ℃预变性

30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火、扩增 34 s，40个循

环。最后由 Applied Biosystems 7500 定量仪分析

数据结果。

1.2.4 Western Blot 检测蛋白表达水平 细胞处

理后，收集实验组和对照组细胞，PBS洗 2次，加

入 SDS裂解液提取细胞总蛋白，BCA蛋白定量试

剂盒对蛋白浓度进行定量，电泳时每孔上样量

60 μg，聚丙烯凝胶电泳分离蛋白后低温条件下

（冰浴）湿转电转至PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭

1 h，PBST洗膜 3次，SOD1（1 : 1 000）、E-cadherin
（1 : 1 000）、Vimentin（1 : 1 000），β-actin（1 : 4 000）
一抗 4 ℃孵育过夜，PBST洗膜 3次，分别用相应二

抗室温孵育 2 h，PBST洗膜 3次后超敏化学发光液

显色，GENE成像仪曝光并拍照，Image J灰度值扫

描定量分析。

1.2.5 细胞划痕修复及迁移能力分析 划痕实

验细胞铺满板底后，用 200 μL 枪头垂直于孔板

制造细胞划痕，划痕宽度一致。PBS洗去脱落细胞

并换液，继续培养 0、24 及 36 h，拍照并分析数

据。Transwell小室迁移实验：上室加入100 μL细胞

悬液，每孔20 000个，下室加入600 μL含100 mL/L
血清DMEM培养液，置于培养箱 24 h后，取出小室

用 40 g/L多聚甲醛溶液固定 30 min、结晶紫染色

10 min并用棉签去除上室细胞，PBS洗后在显微

镜（100×）下观察细胞迁移情况并择上下左右四个

视野拍照、计数。

1.2.6 统计学方法 采用 SPSS16.0统计软件，计

量资料以均数±标准差（x ± s）表示，两组之间比较

应用 t检验，多样本采用方差分析，以 P < 0.05为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SOD1蛋白在组织标本及NPC细胞系中的

表达

为了检测 SOD1的表达与肿瘤转移是否有相

关性，收集 10 对鼻咽癌组织及对照组织行免疫

组化染色，在光学显微镜下（40×10）对切片染色

拍照并对切片染色进行评估，选取 5个局部视野，

根据着色强弱评分：无着色 0分，浅黄褐色为 1分，

褐色为 2分，深褐色为 3分。结果显示 10对组织

标本相对比较，7对组织标本显示癌组织中 SOD1
高表达（图 1A、B），3 对显示无差异。在细胞水

平，采用定量 PCR与Western Blot方法检测 SOD1
在不同转移能力鼻咽癌细胞中的表达。结果显示

高转移 S18、CNE2、5-8F细胞中 SOD1的mRNA水

平（图 1C）及蛋白水平（图 1D、E）均显著高于低转

移株 6-10B。
2.2 抑制SOD1抑制鼻咽癌细胞损伤愈合

为了研究 SOD1是否参与鼻咽癌细胞的迁移，

采用细胞划痕实验直观的观察划痕后细胞的愈

合程度，以体现细胞的体外迁移能力。于 0、24和
36 h分别于倒置显微镜下观察细胞的愈合情况并

拍照。结果显示，LCS-1 处理的 5-8F 细胞与

CNE2细胞与对照组相比，划痕后 24和 36 h 细胞

的愈合能力受到明显抑制，且具有浓度依赖效果

（图 2）。

2.3 siRNA干扰SOD1表达效果鉴定

为了进一步验证 SOD1是否参与比鼻咽癌细

胞转移构建敲低 SOD1表达体系，我们利用脂质体

转染小分子 siRNA方法，干扰 24 h后收集样品，应

用定量 PCR及Western Blot 进行鉴定。定量 PCR
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1.5 μmol/L and 3 μmol/L LCS-1 were used to inhibit 5-8F（A）and CNE2（B）cells SOD1 activity，Microscopic observations were
recorded 0，24 and 36 hours after scratching the cell surface. （C，D）The area between wound edges of NPC cells at 0，24 and
36 h. 1）P < 0.05，2）P < 0.01.

图 2 SOD1抑制剂对鼻咽癌细胞划痕修复的影响

Fig.2 Effects of LCS-1 on wound healing in NPC cells
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Immunohistochemistry analysis for detecting SOD1 expression in nasopharyngeal carcinoma tissues and adjacent tissues（n = 10）（A＆B）.

SOD1 mRNA levels（C）or protein levels（D＆E）in high-metastasis S18，CNE2，5-8F cells and low-metastasis 6-10B cells. β-actin was used as
a loading control. 1) P < 0.05 compared with control. × 100.

图 1 SOD1在鼻咽癌组织及细胞中的表达

Fig.1 SOD1 expression in asopharyngeal carcinoma tissues and NPC cell lines
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结果显示，5-8F（图 3A）与 CNE2（图 3B）对照组

Control与干扰组 SiRNA1-SOD1、SiRNA2-SOD1相

比，SOD1mRNA水平下降 90%左右。Western Blot
结果同样显示，干扰后 SOD1蛋白表达明显降低

（图 3C 和 D）。说明构建瞬时转染敲低 SOD1 的

NPC细胞系成功。

2.4 抑制SOD1或敲低SOD1表达抑制鼻咽癌细

胞迁移

我们进一步采用Transwell迁移实验体外检测

敲低 SOD1或者抑制 SOD1活性对鼻咽癌细胞迁

移的影响。结果显示，使用 SOD1的抑制剂LCS-1
处理 NPC 细胞 24 h后，5-8F（图 4A）和 CNE2（图

4B）实验组细胞迁移数明显低于对照组细胞迁

移数，且具有浓度依赖性。进一步通过小分子干

扰RNA敲低 SOD1后观察实验组与对照组迁移情

况，干扰组细胞迁移能力也显著下降，与抑制剂结

果一致（图 4C、D；P < 0.01）。

NPC cells were transfected with siRNA against SOD1（siSOD1-#
＆siSOD1-2#）or siCon. SOD1 mRNA（A＆B）or proteins（C＆D）
were measured in indicated cells by Q-PCR or Western blot ，
respectively. Data are represented as mean fold change compared with
siCon. 1）P < 0.01 vs siCon

图 3 干扰RNA对SOD1的干扰效果鉴定

Fig.3 Knockdown of SOD1 by siRNA in NPC
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Photographs show cells that travelled through the micropore membrane with LCS-1（A＆B）or siRNA（C＆D）as indicated.
Histograms showed the numbers of migration cells. 1）P < 0.01. × 40.

图 4 SOD1对鼻咽癌细胞迁移的影响

Fig.4 Effects of SOD1 on migration ability in NPC cells
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2.5 SOD1参与调控EMT相关基因mRNA及蛋

白的表达

上述结果证实，SOD1参与调节鼻咽癌细胞的

运动能力。为了进一步探讨抑制SOD1引起细胞运

动能力下降的机制，我们进一步检测了与肿瘤转移

相关的 EMT 相关分子的表达。结果发现下调

SOD1 后，在 mRNA 水平，上皮标志物 E-cadherin
表达上调，间质标志物Vimentin表达下调，EMT相

关转录因子 twist 的mRNA水平下调（图 5A、B），进

一步用 1 μmol/L 及 3 μmol/L 的抑制剂 LCS-1 处

理鼻咽癌细胞，E-cadherin 蛋白水平表达上调，

Vimentin表达则下调（图 5C、D）。干扰 SOD1后行

Western blot 检测发现，E-cadherin 表达上调，

Vimentin表达则下调，结果趋势与抑制剂一致（图

5E、F）。提示 SOD1通过调控 EMT进而调节鼻咽

癌细胞转移能力。

3 讨 论

SOD最早被发现因抗氧化而闻名，SOD具有

三种类型（SOD1、SOD2和 SOD3）并定位在细胞不

同亚位置。其中 SOD1主要定位在细胞浆，约 3%
的 SOD1表达在线粒体膜间隙。因有氧呼吸的需

要，SOD 是清除活性氧（ROS）第一步反应，因此

SOD 被认为是抗氧化、衰老的重要生理功能的

酶。在肿瘤研究中，最近越来越多的研究发现

SOD1在不同类型的恶性肿瘤中都发现为高表达，

由于其能够有效地清除胞内超氧阴离子自由基而

促进癌细胞的生长。Somwar等［10］报道 SOD1过表

达会促进肺癌细胞的增殖及抑制凋亡，LCS-1抑

制 SOD1 具有很好地抗非小细胞肺癌的作用。

Glasauer 等［14］表明通过 ShRNA 或 ANT-224 抑制

SOD1，具有明显降低肺癌细胞A549的存活力，而

对正常气道上皮细胞无影响。这些均说明 SOD1
与肿瘤的生长密切相关。在乳腺癌中［11］，SOD1高
表达而 SOD2低表达，这与正常乳腺上皮细胞表达

情况相反，因此被认为发生了 SOD switch。值得

一提的是，同样在乳腺癌中另一篇文章报道［15］，

SOD2通过促进H2O2浓度升高激活AMPK而维持

乳腺癌Warburg效应。这些说明，SOD2在促肿瘤

生长中的作用机制未明确，仍存有一定争议。

目前关于 SOD1在鼻咽癌中的表达及作用、机

制仍不清楚。我们结果发现在组织中，鼻咽癌与

癌旁组织比较，SOD1在癌组织中及恶性鼻咽癌细

胞系中高表达（图 1）。提示 SOD1与鼻咽癌恶性

程度有关，可能参与鼻咽癌转移。接着我们通过

体外划痕实验表明，抑制剂 LCS-1抑制 SOD1后，

鼻咽癌细胞愈合速度显著下降（图 2）。为了进一

步提高特异性，采用小分子干扰RNA，敲低 SOD1
的表达（图 3），结果发现鼻咽癌细胞的迁移能力

显著受到抑制（图 4）。证实 SOD1确实能调控鼻

咽癌细胞运动能力。

研究表明，肿瘤细胞的侵袭迁移能力的改变，

会出现EMT转化特征［16］。在EMT过程中，肿瘤细

胞获得更强地侵袭和迁移能力，EMT发生时，上

皮标志丢失，如黏附蛋白E-cadherin，同时伴随着

间质性标志表达增加，如 Vimentin、Fibroectin等。

许多转录因子 Snail、Slug、Twist 等［17］介导了 EMT
分子的表达调控。在两株NPC细胞中，干扰 SOD1
表达后E-cadherin表达上调，Vimentin等表达水平

下调（图5）。抑制SOD1活性同样明显改变了EMT
相关基因的表达，在蛋白水平上调了 E-cadherin
的表达，下调了Vimentin的表达（图 5）。因此我们

认为 SOD1参与调节了 EMT的发生，导致 NPC细

NPC cells were transfected with siRNA against SOD1 or siCon
（A，B，E＆F）or treated with LCS-1（C＆D），Q-PCR analysis of
indicated mRNA and Immunoblots of indicated proteins as representative
of 2 independent experiments are shown. 1）P < 0.05

图 5 抑制SOD1抑制EMT相关基因的表达

Fig.5 Absence of SOD1 suppress EMT
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胞系的迁移能力增强。我们的研究提示 SOD1可

能作为控制鼻咽癌EMT相关转移机制的新靶点，

为治疗鼻咽癌转移提供新的思路。尽管如此，但

是 SOD1调控EMT的具体分子机制还不清楚。除

了抗氧化调节代谢作用，SOD1最近被发现一种新

的功能：SOD1可以作为转录因子直接调节抗氧化

酶的表达应对氧化应激［18］。那么是否 SOD1能直

接调控EMT相关基因表达还有待进一步的研究。
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