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２甲氧基雌二醇对鼻咽癌ＣＮＥ２干细胞体外增殖、迁移及放疗敏感性的影响

吴顺龙１，李少林２，李亚军３，４　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肿瘤科１；４０００１６重庆，重庆医科大学基
础医学院放射医学与肿瘤教研室２；５６３０００贵州 遵义，遵义医学院附属医院肿瘤科３；５６３０００贵州 遵义，遵义医学院第
三附属医院肿瘤科４）

　　［摘要］　目的　探讨２甲氧基雌二醇（２ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ，２ＭｅＯＥ２）对人鼻咽癌 ＣＮＥ２干细胞
（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＰＣＳＣｓ）增殖、迁移及放疗敏感性的影响及其可能机制。方法　收集
本课题组前期富集并已鉴定的鼻咽癌ＣＮＥ２干细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测亲本ＣＮＥ２细胞及ＮＰＣＳＣｓ乏氧
诱导因子１α（ＨＩＦ１α）和核转录因子（ＮＦκＢｐ６５）的蛋白表达，克隆形成实验检测两组细胞的放射敏感
性。按２ＭｅＯＥ２浓度分为３组，分别用０、４、８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理鼻咽癌干细胞，倒置显微镜观察细
胞形态变化，ＣＣＫ８及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞增殖及迁移能力，再联合Ｘ射线（０、２、４、８Ｇｙ）照射，克隆形成
实验检测３组细胞放疗敏感性；同时用４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理鼻咽癌干细胞后不同时间（０、２４、４８ｈ）
提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度２ＭｅＯＥ２处理以及４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理后０、２４、４８ｈ提取的
干细胞ＨＩＦ１α和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达。结果　相对于亲本 ＣＮＥ２细胞，干细胞 ＨＩＦ１α和 ＮＦκＢｐ６５
蛋白表达明显增高（Ｐ均 ＜０．０１），Ｘ射线辐射后干细胞各放射学参数 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ及 ＳＦ２均高于亲本
ＣＮＥ２细胞。０、４、８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理干细胞后，随浓度增加，致密球状生长的干细胞微球体逐渐
变得离散，干细胞增殖活力降低（Ｐ＜０．０１）；迁移能力降低（Ｐ＜０．０１）；放疗敏感性增高，４μｍｏｌ／Ｌ
２ＭｅＯＥ２组放射增敏比（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏ，ＳＥＲ）为１．１９，８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组ＳＥＲ为１．３９；
ＨＩＦ１α、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达降低（Ｐ＜０．０１），呈浓度依赖性。２ＭｅＯＥ２（４μｍｏｌ／Ｌ）处理干细胞后随
时间延长ＨＩＦ１α、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０１），呈时间依赖性。结论　相对于亲本ＣＮＥ２
细胞，干细胞高表达 ＨＩＦ１α和 ＮＦκＢｐ６５，并且对放疗具有较低的敏感性。２ＭｅＯＥ２能有效抑制鼻咽
癌ＣＮＥ２干细胞增殖、迁移并增加其放疗敏感性，其机制可能为２ＭｅＯＥ２抑制ＨＩＦ１α和ＮＦκＢｐ６５蛋
白表达。
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ＮＦκＢｐ６５ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅＮＰＣＳＣｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌＣＮＥ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１）．
ＲａｄｉａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓＤ０，Ｄｑ，ＮａｎｄＳＦ２ｈａｄｈｉｇｈｅｒｖａｌｕｅｓｉｎ，ＮＰＣＳＣｓｔｈａｎｉｎＣＮＥ２ｃｅｌｌｓ．Ａｆｔｅｒ
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　　鼻咽癌是一类起源于鼻咽黏膜上皮的恶性肿瘤，
放射治疗为其主要的治疗手段［１］。９８％的鼻咽癌属
低分化鳞癌，对射线中度敏感；但肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）理论认为，鼻咽癌干细胞（ｎａｓｏｐｈａ
ｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＰＣＳＣｓ）对放疗具有抵抗性，
是导致鼻咽癌原位复发和远处转移的根源［２－４］。ＣＳＣｓ
对放疗抵抗的原因很多，包括在乏氧环境中高度激活

的缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）和
核转录因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）等［５－６］。

　　２甲氧基雌二醇（２ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ，２ＭｅＯＥ２）为
雌二醇在体内的生理代谢产物，研究发现２ＭｅＯＥ２能
抑制多种肿瘤（包括头颈部肿瘤）的生长及血管形成，

并且增加紫杉醇的抗癌效应［７－１１］。２ＭｅＯＥ２也能抑
制前列腺癌［１２］、髓母细胞瘤［１３］及白血病 Ｋ５６２细
胞［１４］的增殖与凋亡。２ＭｅＯＥ２作为一种新型的抗癌
及放化疗增敏药物被研究［１５］，但２ＭｅＯＥ２对 ＮＰＣＳＣ
的影响尚不清楚。目前，获得 ＣＳＣｓ的方法主要有侧
群分选、免疫磁珠分选、自体荧光检测等，其中含生长

因子的无血清培养基悬浮富集 ＣＳＣｓ是一种快速有效
获得 ＣＳＣｓ的方法，被广泛用于干细胞研究中［１６－１７］。

本课题组前期利用此方法已成功富集鼻咽癌 ＣＮＥ２
干细胞，并通过体内及体外一系列实验鉴定其干

性［１８－１９］。本研究在此基础之上，探讨目前热点研究的

抗癌药物２ＭｅＯＥ２对 ＮＰＣＳＣｓ增殖、迁移及放疗敏感
性的影响及机制，为彻底根除 ＣＳＣｓ进而提高鼻咽癌

局部控制率提供实验基础和依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　青霉素、链霉素、ＲＭＰＩ１６４０培养液、ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、表皮生长
因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）、成纤维细胞生长
因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）和细胞消化
液Ａｃｃｕｔａｓｅ均为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品，Ｂ２７（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）；２ＭｅＯＥ２（ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ，上海蓝木化工有限
公司）；ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测试剂盒（日本 Ｄｏｊｉｎ
ｄｏ公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）（北京明阳科华生物
科技有限公司）；细胞裂解液和苯甲基磺酰氟（碧云天

生物技术研究所）；鼠抗人 ＮＦκＢｐ６５单抗（美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司），鼠抗人ＨＩＦ１α和 ＧＡＰＤＨ单抗（武汉
博士德生物工程有限公司）；羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲ（武汉
博士德生物工程有限公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒、ＥＣＬ试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒（碧云天
生物技术研究所）。倒置光学显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公
司）、正置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），凝胶成像
系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），放疗用直线加速器 Ｖａｒｉａｎ
２１ＥＸ（美国Ｖａｒｉａｎ公司）。
１．２　细胞培养及传代
　　无血清培养基悬浮培养鼻咽癌ＣＮＥ２干细胞（ＮＰＣ
ＳＣｓ）：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中加入青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）、链

５２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）



霉素（１００μｇ／ｍＬ）、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和２％Ｂ２７，放于３７℃、
ＣＯ２体积分数为５％的细胞培养箱中培养。５～７ｄ传
代，传代时先离心收集微球体，再用上述干细胞培养液

重悬细胞，然后转入新培养瓶中，继续置于上述细胞培

养箱培养。

１．３　２ＭｅＯＥ２处理细胞及分组
　　根据说明书将购买的２ＭｅＯＥ２粉末溶解于ＤＭＳＯ
中，按１ｍｇ加入３．３０６８ｍＬＤＭＳＯ配制获得浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液。实验时收集 ＮＰＣＳＣ离散为单细
胞悬液，倍比稀释为１０６／ｍＬ，以每孔９９２μＬ种植于
６孔板。实验分为３组：①对照组，以培养液中仅加入
８μＬ溶剂ＤＭＳＯ设为对照组；②低浓度组：每孔加入
储备液４μＬ、ＤＭＳＯ４μＬ配制为２ＭｅＯＥ２（４μｍｏｌ／Ｌ）
浓度组；③高浓度组：每孔加入储备液 ８μＬ配制为
２ＭｅＯＥ２（８μｍｏｌ／Ｌ）浓度组。加药后将６孔板置于细
胞培养箱培养２４ｈ取出，进行后续实验。
１．４　ＣＣＫ８细胞增殖实验
　　收集各组细胞倒入离心管静置５ｍｉｎ，吸弃上层液
体，保留下层细胞浑浊液，离心、消化制备成单细胞悬

液，计数，倍比稀释为１×１０４／ｍＬ，以每孔２００μＬ加入
９６孔板，每组设８个复孔，每孔加入２０μＬＣＣＫ８，于
细胞培养箱孵育３ｈ后酶标仪检测波长６３０ｎｍ处各
孔光密度值［Ｄ（６３０）］。以０μｍｏｌ／Ｌ处理为对照组，
其他组Ｄ（６３０）值与对照组 Ｄ（６３０）值的比值反映相
对增殖活力，实验重复３次。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验
　　收集各组细胞倒入离心管静置５ｍｉｎ，吸弃上层液
体，保留下层细胞浑浊液，离心、消化制备成单细胞悬

液。用不含血清的ＲＭＰＩ１６４０培养液重悬、计数细胞，
梯度倍比稀释为２×１０５个／ｍＬ，１００μＬ／孔加入至２４
孔板中的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，于下室加入５００μＬ含
１０％ ＦＢＳ的ＲＭＰＩ１６４０培养液，置于３７℃、ＣＯ２体积
分为５％的细胞培养箱中进行培养。２４ｈ后取出小
室，用棉签轻轻擦去上室中的细胞，４％多聚甲醛溶液
室温固定３０ｍｉｎ，于下室加入２ｍＬ结晶紫溶液染色后
用ＰＢＳ润洗，于光学显微镜下随机选取 ５个视野
（２００×）照相，并计数穿过膜孔的下室细胞数目，进行
统计分析。实验重复３次。
１．６　克隆形成实验
　　收集各组细胞倒入离心管静置５ｍｉｎ，吸弃上层液
体，保留下层细胞浑浊液，离心、消化制备成单细胞悬

液，以每孔２００、４００、８００、１６００细胞接种于２４孔板，
为排除悬浮细胞再分化对 Ｘ射线效应的影响，接种后
立即将不同细胞孔分别采用０、２、４、８ＧｙＸ射线照射，
Ｘ射线能量６ＭＶ，源皮距１００ｃｍ，剂量率为３００Ｕ／ｍｉｎ。
照射后置于细胞培养箱培养，１４ｄ后取出用 ＰＢＳ洗

涤，９９．５％甲醇固定１０ｍｉｎ，结晶紫染色２０ｍｉｎ，显微
镜观察计数大于５０个细胞克隆的集落数。以０Ｇｙ组
计算克隆形成率（ｐｌａｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ），ＰＥ＝克隆数／
接种细胞数×１００％ ；细胞存活分数（ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＳＦ）＝照射后细胞形成的克隆数／（接种细胞数×ＰＥ）。
采用多靶单击模型由 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０拟合生存曲
线并计算出相关放射学参数，方程为 ＳＦ＝１－（１－
ｅＤ／Ｄ０）Ｎ，平均致死剂量（Ｄ０），存活曲线肩区（Ｄｑ），外
推数Ｎ，２Ｇｙ细胞存活分数ＳＦ２，放射增敏比（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉ
ｔｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏ，ＳＥＲ）＝Ｄ０（对照组）／Ｄ０（实验
组），Ｄｑ＝Ｄ０ｌｏｇＮ。实验重复３次。
１．７　蛋白质印记法检测干细胞ＮＦκＢｐ６５、ＨＩＦ１α蛋

白的表达

　　收集各组细胞，离心后弃上清，蛋白提取、浓度测
定及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测参考文献［１８］的方法进行，其
中抗体稀释倍数为：ＧＡＰＤＨ、ＨＩＦ１α均为 １∶２００，
ＮＦκＢｐ６５１∶１０００稀释，二抗山羊抗鼠 ＩｇＧ为 １∶４
０００稀释，凝胶成像系统采集图像，分析。
１．８　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两组间比较采用 ｔ检验；３组比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。相关性分析用 ｐｅａｒｓｏｎ相关分析双侧
检验。

２　结果

２．１　与亲本ＣＮＥ２细胞相比，ＮＰＣＳＣｓ高表达ＨＩＦ１α
和ＮＦκＢｐ６５蛋白，放疗敏感性降低

　　倒置显微镜观察可见 ＣＮＥ２细胞贴壁生长，呈多
边形（图１Ａ），ＮＰＣＳＣｓ紧密结合呈微球体状悬浮生长
在含生长因子的无血清培养基中（图 １Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，ＮＰＣＳＣｓ细胞 ＨＩＦ１α和 ＮＦκＢｐ６５蛋
白表达均明显高于 ＣＮＥ２细胞（Ｐ＜００１，图２）。克
隆形成实验检测细胞放疗敏感性，经多靶单击模型拟

合生存曲线（图３），可见ＮＰＣＳＣｓ的各放射学参数Ｄ０、
Ｄｑ、Ｎ、ＳＦ２均高于 ＣＮＥ２细胞。ＣＮＥ２细胞 ＳＥＲ为
１．３２，放疗敏感性明显强于ＮＰＣＳＣｓ（表１）。

! "

Ａ：ＣＮＥ２细胞；Ｂ：ＮＰＣＳＣ细胞
图１　倒置显微镜观察ＣＮＥ２、ＮＰＣＳＣ细胞形态　（×２００）
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１：ＮＰＣＳＣ细胞；２：ＣＮＥ２细胞
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组细胞 ＮＦκＢｐ６５和 ＨＩＦ１α

蛋白表达
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图３　多靶单击模型拟合两组细胞生存曲线

表１　亲本ＣＮＥ２细胞及ＮＰＣＳＣｓ细胞的相关放射学参数
细胞 Ｄ０ Ｄｑ Ｎ ＳＦ２ ＳＥＲ
ＮＰＣＳＣｓ ２．５７４ １．０９ ２．６５４ ０．８０９
ＣＮＥ２ １．９５０ ０．６５ ２．２４４ ０．６２９ １．３２

２．２　２ＭｅＯＥ２处理能降低ＮＰＣＳＣｓ的增殖、迁移并增
强其放疗敏感性

　　２ＭｅＯＥ２处理ＮＰＣＳＣｓ２４ｈ后，倒置显微镜下可
以看到，随浓度增高，致密球状生长的干细胞逐渐变

得离散（图４）。ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力可见：随

２ＭｅＯＥ２浓度增高，ＮＰＣＳＣｓ增殖活力逐渐下降，呈浓
度依赖方式（Ｐ＜００１，图５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验（图
６）结果显示，０、４、８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理组穿过小室
膜孔的细胞数分别为（１８５±２０）、（９６±１４）、（３７±
１０），４、８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２处理组显著低于０μｍｏｌ／Ｌ
２ＭｅＯＥ２组（Ｐ＜００１）。用克隆形成实验检测 ＮＰＣ
ＳＣｓ的放疗敏感性，可见随２ＭｅＯＥ２浓度增高，不同Ｘ
射线剂量辐射后 ＮＰＣＳＣｓ的克隆形成率明显降低；经
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件，按多靶单击模型拟合生存曲线
（图７）可见，经不同剂量照射后，随２ＭｅＯＥ２浓度增
高，细胞放射学参数 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ、ＳＦ２均降低，以
０μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组为对照，４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组
ＳＥＲ为１．１９，８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组ＳＥＲ为１．３９（表２）。
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１：０μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；２：４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；
３：８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ组比较
图５　ＣＣＫ８检测药物作用后细胞增殖能力变化

! " #

Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；Ｂ：４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；Ｃ：８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组
图４　倒置显微镜观察药物处理后细胞形态 （×２００）
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Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；Ｂ：４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；Ｃ：８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组
图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测药物作用后细胞迁移能力的变化 （结晶紫×２００）

７２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）
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图７　多靶单击模型拟合２ＭｅＯＥ２处理后干细胞生存曲线

表２　不同浓度２ＭｅＯＥ２作用２４ｈ后ＮＰＣＳＣ相关放射学参数

　２ＭｅＯＥ２浓度 Ｄ０ Ｄｑ Ｎ ＳＦ２ ＳＥＲ

０μｍｏｌ／Ｌ ２．６００ １．０４８ ２．５３ ０．８０

４μｍｏｌ／Ｌ ２．１６０ ０．６６９ ２．０４ ０．６４ １．１９４

８μｍｏｌ／Ｌ １．８５６ ０．５５ １．９８ ０．５６ １．３９４

２．３　２ＭｅＯＥ２处理能降低 ＣＮＥ２干细胞 ＨＩＦ１α和
ＮＦκＢｐ６５的蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，随着２ＭｅＯＥ２浓度增
加，ＨＩＦ１α蛋白表达明显降低，ＮＦκＢｐ６５表达也随
之降低，均具有浓度依赖性（图８）。相关性分析发现，
２ＭｅＯＥ２浓度与ＨＩＦ１α和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达ｐｅａｒ
ｓｏｎ相关系数 ｒ分别为 －０．９６８和 －０．９８３，呈显著负
相关（Ｐ均＜０．０１）。经回归分析可得回归方程为：浓
度＝９．２４９－０．１１９×（ＮＦκＢｐ６５蛋白灰度值）－
０．０３９×（ＨＩＦ１α蛋白灰度值），Ｒ＝０．９８４，回归方程
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。用 ２ＭｅＯＥ２（终浓度为
４μｍｏｌ／Ｌ）处理干细胞后，分别０、２４、４８ｈ提取蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发现随时间延长，ＮＰＣＳＣｓ细胞 ＮＦκＢ
ｐ６５、ＨＩＦ１α蛋白表达均明显降低（Ｐ＜０．０１，表 ３）。
ＨＩＦ１α和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达之间也呈明显的正相
关（ｒ＝０．９９９，Ｐ＝０．０３２）。
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１：０μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；２：４μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组；

３：８μｍｏｌ／Ｌ２ＭｅＯＥ２组

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度２ＭｅＯＥ２处理ＮＰＣＳＣｓ

２４ｈ后ＨＩＦ１α、ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达

表３　２ＭｅＯＥ２处理ＣＮＥ２干细胞不同时间ＮＦκＢｐ６５、
ＨＩＦ１α蛋白表达 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２ＭｅＯＥ２处理后时间 ＮＦκＢｐ６５ ＨＩＦ１α
０ｈ ５６．５４±５．９８ ６１．３９±６．８６
２４ｈ ３５．４１±４．０６ａ ２８．１１±３．９７ａ

４８ｈ ８．０４±１．４６ａ １０．５１±２．１１ａ

ａ：Ｐ＜００１，与０ｈ比较

３　讨论

　　本课题组前期已富集ＮＰＣＳＣｓ，经鉴定已明确其比
亲本ＣＮＥ２细胞具有较高的自我更新、迁移能力，高
表达 ＣＤ１３３、ＣＤ４４以及干性相关基因［１８－１９］。本研究

用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以及克隆形成实验检测ＮＰＣＳＣ和亲本
ＣＮＥ２细胞的ＨＩＦ１α和 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达以及放
疗敏感性，可见相对于亲本 ＣＮＥ２细胞，ＮＰＣＳＣｓ具有
更高的ＨＩＦ１α和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达和较低的放疗
敏感性。

　　２ＭｅＯＥ２是雌二醇在体内的代谢产物，目前正作
为一种抗癌药物被研究［１５］。最近研究发现它具有调

节细胞周期阻滞及凋亡［２０］，抗有丝分裂［１５］，调节转录

因子（包括 ＨＩＦ１α［７］和 ＮＦκＢ［１２］）活性等，对多种肿
瘤的发生和进展有重要作用［７－１３］，但 ２ＭｅＯＥ２对
ＮＰＣＳＣｓ的作用尚不清楚。本实验显示随着２ＭｅＯＥ２
浓度增高，ＮＰＣＳＣｓ的生长受抑制，细胞增殖活力及迁
移能力降低，放疗敏感性增高，说明２ＭｅＯＥ２能抑制
干细胞增殖、迁移并增加ＮＰＣＳＣｓ的放疗敏感性。
　　乏氧微环境作为影响肿瘤放疗敏感性的重要因
素，普遍存在于实体肿瘤中［２２］。乏氧环境下 ＨＩＦ１高
表达，ＨＩＦ１α为ＨＩＦ１的氧功能调节亚基［２３］。ＨＩＦ１α
主要是在缺氧条件下促进靶基因转录从而使细胞发生

一系列的缺氧反应，参与肿瘤血管的生成、细胞凋亡、

炎症及肿瘤治疗抵抗等［２４－２６］。研究表明，２ＭｅＯＥ２能使
微管解聚，并抑制 ＨＩＦ１α核积累以及 ＨＩＦ１转录活
性［７］。目前在小鼠急性肺损伤、高血压及骨骼肌、肿

瘤等研究中证实 ２ＭｅＯＥ２能抑制 ＨＩＦ１α的表
达［８－１１］。所以我们提出假设，２ＭｅＯＥ２能调节ＨＩＦ１α
的表达，进而影响ＮＰＣＳＣｓ的增殖、迁移及放疗敏感性
等重要生物特性。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度以
及不同时间 ２ＭｅＯＥ２处理后各组细胞 ＨＩＦ１α的表
达，结合ＳＰＳＳ统计分析２ＭｅＯＥ２与ＨＩＦ１α蛋白表达
的量效关系及时效关系，结果显示 ＨＩＦ１α蛋白表达
随２ＭｅＯＥ２浓度增高而降低，并且随２ＭｅＯＥ２作用时
间延长而降低，具有明显的浓度、时间依赖性。因此，

８２４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



我们推测 ２ＭｅＯＥ２抑制 ＨＩＦ１α的表达很可能是
２ＭｅＯＥ２抑制 ＮＰＣＳＣ增殖、迁移及增加其放疗敏感性
的重要机制。

　　ＮＦκＢ是一类核转录因子，在肿瘤（包括鼻咽癌）
的发生发展中起着至关重要的作用［２７］，ｐ６５是 ＮＦκＢ
的关键功能活性亚基［２８］。研究表明，２ＭｅＯＥ２能调节
ＮＦκＢｐ６５的表达及活性影响多种肿瘤的生长与凋
亡［１２］。然而ＮＦκＢ在２ＭｅＯＥ２抑制肿瘤生长中的角
色是复杂的，而且不同 ＮＦκＢ活性的肿瘤细胞中
２ＭｅＯＥ２产生的效应不同。例如，在前列腺ＬＮＣａＰ细
胞中，２ＭｅＯＥ２能增加 ＮＦκＢ活性，但在 ＰＣ３细胞中
２ＭｅＯＥ２能降低 ＮＦκＢ活性。并且 ２ＭｅＯＥ２增加
ＮＦκＢ活性是诱导还是拮抗细胞凋亡取决于细胞的病
理类型。同时本课题组先前的研究发现 ＮＦκＢ能调
节细胞ＥＭＴ进而介导 ＮＰＣＳＣ对化疗的抵抗［１８］。我

们推测：ＮＦκＢ在２ＭｅＯＥ２抑制 ＮＰＣＳＣ增殖、迁移及
放疗抵抗中有重要作用。为进一步探讨２ＭｅＯＥ２对
ＮＰＣＳＣ作用的机制，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了２ＭｅＯＥ２
不同浓度和时间作用后干细胞 ＮＦκＢｐ６５蛋白的改
变。结合 ＳＰＳＳ分析发现 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达对
２ＭｅＯＥ２具有明显的浓度、时间依赖性，表明２ＭｅＯＥ２能
有效抑制鼻咽癌ＣＮＥ２干细胞 ＮＦκＢｐ６５表达，并且
很可能与２ＭｅＯＥ２抑制 ＮＰＣＳＣ增殖、迁移及增加其
放疗敏感性有关。

　　本研究显示，随着２ＭｅＯＥ２浓度增高，ＮＦκＢｐ６５
与ＨＩＦ１α蛋白的降低有相关趋势。有研究表明，
ＨＩＦ１α可通过 ＮＦκＢ独立或依赖途径影响癌细胞的
增殖与凋亡［２９］，我们推测２ＭｅＯＥ２对 ＮＰＣＳＣ的抗癌
效应机制可能为２ＭｅＯＥ２抑制了ＨＩＦ１α／ＮＦκＢ信号
通路。但也有研究表明，ＮＦκＢ能在基因水平调节
ＨＩＦ１α转录［３０－３１］。所以在 ＮＰＣＳＣ中，ＮＦκＢ与
ＨＩＦ１α之间的调控关系还有待进一步研究。为进一
步明确 ＮＦκＢ与 ＨＩＦ１α在２ＭｅＯＥ２抑制 ＮＰＣＳＣ增
殖、迁移及放疗抵抗中的作用，本课题组将采用基因干

扰技术分别下调ＮＦκＢ与ＨＩＦ１αＲＮＡ，以明确ＮＦκＢ
和ＨＩＦ１α之间的调控关系以及二者在２ＭｅＯＥ２抗癌
效应中的作用，为２ＭｅＯＥ２抗肿瘤的临床应用提供实
验依据。

　　综上所述，２ＭｅＯＥ２能抑制ＮＰＣＳＣ增殖、迁移并增
加其放疗敏感性，其机制可能为２ＭｅＯＥ２抑制ＨＩＦ１α
和ＮＦκＢ蛋白表达。２ＭｅＯＥ２有望成为一种新型的
肿瘤治疗药物或放疗增敏剂，但需要更多的研究与

论证。
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２０１２，４７（１）：３５－３８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｎｃｒ．２５１９０

［８］ＱｉＢ，ＣｈｅｎＨＬ，ＳｈａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃ
ｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ｏｎａｌｖｅｏｌａｒｃａｐ
ｉｌｌａｒｙｂａｒｒｉｅｒｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｎｄｌｕｎｇｅｄｅｍａｉｎｒａｔｍｏｄｅｌｓｏｆｓｅ
ｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ
ｔａｌ＆ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＭｅｄ，２０１４，８（３）：８９９－９０６．ＤＯＩ：１０．
３８９２／ｅｔｍ．２０１４．１８１０

［９］ＸｉｅＨＣ，ＨｅＪＰ，ＺｈｕＪＦ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ａｌｐｈａａｎｄ
ＶＥＧＦｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｏｆｐｌａｔｅａｕａｎｉｍａｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｙ
ｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓ，２０１４，６３（６）：８０１－８０５．

［１０］ＰａｎＨ，ＣｈｅｎＳ，ＹｕａｎＷ，ｅｔａｌ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＣＢＳ／Ｈ２Ｓ
ｐａｔｈｗａｙｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｈｉｇｈｓａｌｔｉｎｄｕｃｅｄｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｉｎ
Ｄａｈｌｒａｔｓ［Ｊ］．ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＢｉｏｌｏｇｙ＆Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１５，４６：
１９２－２０３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｉｏｘ．２０１５．０１．００４

［１１］ＲｉｃｋｅｒＪＬ，ＣｈｅｎＺ，ＹａｎｇＸＰ，ｅｔａｌ．２Ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎ
ｈｉｂｉｔｓｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄａｎｇｉｏ
ｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｕｇｍｅｎｔｓｐａｃｌｉｔａｘｅｌｅｆｆｉｃａｃｙｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋ

９２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）



ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，１０
（２４）：８６６５－８６７３．ＤＯＩ：１０．１１５８／１０７８０４３２．ＣＣＲ０４１３９３

［１２］ＰａｒｒｏｎｄｏＲ，ＰｏｚａｓＤＬＡ，ＲｅｉｎｅｒＴ，ｅｔａｌ．ＮＦκＢａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｃｅｌｌｄｅａｔｈｂｙａｎｔｉｍｉｔｏｔｉｃｄｒｕｇｓｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓ
ｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｎｃｅｒ，２０１０，９（２）：１－
１３．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７６４５９８９１８２

［１３］ＫｕｍａｒＡＰ，ＧａｒｃｉａＧＥ，ＯｒｓｂｏｒｎＪ，ｅｔａｌ．２Ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａ
ｄｉｏｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓｗｉｔｈＮＦκＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｐｒｉｍｉｔｉｖｅ
ｎｅｕｒｏｅｃｔｏｄｅｒｍａｌｂｒａｉｎｔｕｍｏｒｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００３，２４（２）：２０９－２１６．ＤＯＩ：１０．
１０９３／ｃａｒｃｉｎ／２４．２．２０９

［１４］ＺｈａｎｇＸＹ，ＺｈａｎＲ，ＨｕａｎｇＨＢ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｕｎｄｅｒ
ｌｙｉｎｇ２ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｄｕｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．Ｚｈｏｎｇｇｕｏｓｈｉｙａｎｘｕｅｙｅｘｕｅｚａｚｈｉ，２００９，１７（２）：
３４０－３４４．

［１５］ＳｕｔｈｅｒｌａｎｄＴＥ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＲＬ，ＨｕｇｈｅｓＲＡ，ｅｔａｌ．２Ｍｅ
ｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ—ａｕｎｉｑｕｅｂｌｅｎｄｏｆａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｇｅｎｅｒａｔｉｎｇａｎｅｗ
ｃｌａｓｓｏｆａｎｔｉｔｕｍｏｕｒ／ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＤｉｓ
ｃｏｖＴｏｄａｙ，２００７，１２：５７７－５８４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｒｕｄｉｓ．
２００７．０５．００５

［１６］ＺｈａｏＣ，ＳｅｔｒｅｒｒａｈｍａｎｅＳ，ＸｕＨ．Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｈｕｍａｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１５．ＤＯＩ：１０．
３８９２／ｏｒ．２０１５．４１６３

［１７］ＭｉｒａｎｄａＬｏｒｅｎｚｏＩ，ＤｏｒａｄｏＪ，ＬｏｎａｒｄｏＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ａｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ，２０１４，１１（１１）：１１６１－１１６９．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍｅｔｈ．３１１２

［１８］ＬｉＹＪ，ＷｕＳＬ，ＬｕＳＭ，ｅｔａｌ．（）Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ３
ｇａｌｌａｔｅｉｎｈｉｂｉｔｓｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｅｌｆｒｅｎｅｗａｌ
ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｓｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎｖｉａＮＦκＢｐ６５ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｕｍｏｒＢｉｏｌｏｇｙ，
２０１５，３６（４）：２７４７－２７６１．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１３２７７０１４
２８９９４

［１９］李亚军，郭颖，吴顺龙，等．人鼻咽癌干细胞微球体培
养并鉴定其生物特性［Ｊ］．医学研究生学报，２０１４，２７
（１１）：１１３３－１１３８．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８８１９９．
２０１４．１１．００４

［２０］ＲｅｕｍａｎｎＳ，ＳｈｏｇｒｅｎＫＬ，ＹａｓｚｅｍｓｋｉＭＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆＡｕｔｏｐｈａｇｙＩｎｃｒｅａｓｅｓ２ＭｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌＩｎｄｕｃｅｄＣｙｔｏｔｏｘ
ｉｃｉｔｙｉｎＳＷ１３５３ＣｈｏｎｄｒｏｓａｒｃｏｍａＣｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，
２０１６，１１７（３）：７５１－７５９．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｂ．２５３６０

［２１］ＳｈｉｇｄａｒＳ，ＱｉａｏＬ，ＺｈｏｕＳＦ，ｅｔａｌ．ＲＮＡａｐｔａｍｅｒｓｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒＣＤ１３３［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｌｅｔｔｅｒｓ，２０１３，
３３０（１）：８４－９５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１２．１１．０３２

［２２］ＺｈａｎｇＸ，ｄｅＭｉｌｉｔｏＡ，ＯｌｏｆｓｓｏｎＭＨ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＭｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌＦｕｎｃｔｉｏｎｔｏＴｒｅａｔＱｕｉｅｓｃｅｎｔＴｕｍｏｒＣｅｌｌｓｉｎＳｏｌｉｄ
Ｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＭｏｌＳｃｉ，２０１５，１６（１１）：２７３１３－２７３２６．ＤＯＩ：
１０．３３９０／ｉｊｍｓ１６１１２６０２０

［２３］ＹａｎｇＰ，ＲｅｅｃｅＥＡ．４５：ＲｏｌｅｏｆＨＩＦ１ａｌｐｈａｉｎｍａｔｅｒｎａｌ
ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａｉｎｄｕｃｅｄｅｍｂｒｙｏｎｉｃｖａｓｃｕｌｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ａｍｅｒｉ
ｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｓ＆Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，２０１１，２０４（１）：
Ｓ２７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｊｏｇ．２０１１．０１．０１２

［２４］ＴａｎｇＮ，ＷａｎｇＬ，ＥｓｋｏＪ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆＨＩＦ１αｉｎｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｉｓｒｕｐｔｓａｈｙｐｏｘｉａｄｒｉｖｅｎＶＥＧＦａｕｔｏｃｒｉｎｅｌｏｏｐｎｅｃ
ｅｓｓａｒｙｆｏｒｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，２００４，６（５）：
４８５－４９５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｃｒ．２００４．０９．０２６

［２５］ＬｉＨ，ＣｈｅｎＪ，ＺｅｎＷ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃ
ｔｏｒ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｏｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＣｌｉｎ
ＥｘｐＭｅｄ，２０１５，８（８）：１２６５０－１２６５５．

［２６］ＺｈａｎｇＨ，ＱｉａｎＤＺ，ＴａｎＹＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｇｏｘｉｎａｎｄｏｔｈｅｒｃａｒ
ｄｉａｃｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｉｎｈｉｂｉｔＨＩＦ１αｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｂｌｏｃｋｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉ
ｅｎｃｅｓ，２００８，１０５（５０）：１９５７９－１９５８６．ＤＯＩ：１０．１０７３／
ｐｎａｓ．０８０９７６３１０５

［２７］ＤｉｄｏｎａｔｏＪＡ，ＦｒａｎｋＭ，ＭｉｃｈａｅｌＫ．ＮＦκＢａｎｄｔｈｅｌｉｎｋｂｅ
ｔｗｅｅｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｖｉｅｗｓ，
２０１２，２４６（１）：３７９－４００．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１６０００６５Ｘ．
２０１２．０１０９９．ｘ

［２８］ＬｕｑｍａｎＳ，ＰｅｚｚｕｔｏＪＭ．ＮＦκＢ：ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔａｒｇｅｔｆｏｒｎａｔ
ｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ
Ｒｅｓ，２０１０，２４（７）：９４９－９６３．ＤＯＩ：１０．１００２／ｐｔｒ．３１７１

［２９］ＣｈｅｎＣ，ＹｕＺ．ｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇＨＩＦ１ａｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＮＦｋａｐｐａＢｉｎｄｅｐｅｎｄ
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