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PRMT1调控口腔鳞状细胞癌 SCC-25细胞增殖、凋亡与迁移的机制研究

陈 钱，崔文娟　（上海市第八人民医院口腔科，上海 200235）

［摘 要］　目的　探讨蛋白质精氨酸甲基转移酶 1（PRMT1）在调控人口腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25增殖、凋亡、迁移过程中的

作用和潜在机制。方法　收集并培养正常口腔黏膜细胞 S-G及口腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25、OECM-1、HSC-3，检测PRMT1的转录水

平。将SCC-25细胞分为未转染组（SCC-25组）、空载体对照组（SCC-25+NC组）和转染组（SCC-25+si-PRMT1组）。使用Western blot检
测蛋白表达水平；通过MTT及细胞划痕实验分别检测细胞的增殖和迁移能力；利用流式细胞仪检测细胞凋亡率。在构建的 SCC-25+
si-PRMT1细胞基础上进行外源性TGF-β刺激实验，以验证TGF-β/Smad通路在PRMT1沉默效应中的作用。结果　与正常口腔黏膜

细胞 S-G 相比，PRMT1在口腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25、OECM-1、HSC-3中均呈高表达（P<0. 05），且在 SCC-25细胞中表达最为显著

（P<0. 05）。PRMT1基因沉默后，SCC-25细胞内促凋亡蛋白Bax、C-Caspase-3表达显著增加，细胞凋亡率显著上升，抗凋亡蛋白Bcl-2
表达显著降低，细胞增殖和迁移能力受到抑制；同时沉默PRMT1基因可显著降低TGF-β及其下游 p-Smad的表达水平。与 SCC-25+
si-PRMT1组相比，SCC-25+si-PRMT1+TGF-β组细胞增殖与迁移能力增强，凋亡率下降，提示TGF-β可部分逆转PRMT1沉默所致的抑

癌效应。结论　PRMT1通过调控TGF-β/Smad信号通路调节SCC-25细胞的增殖、凋亡和迁移过程。
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Study on the mechanism of PRMT1 regulating the proliferation, apoptosis and migration of oral squamous cell 
carcinoma SCC-25 cells
CHEN Qian，CUI Wen-juan　（Department of Stomatology，Shanghai Eighth People's Hospital， Shanghai 200235，China）

Abstract: Objective　To investigate the role and potential mechanism of protein arginine methyltransferase 1 （PRMT1） in regulating 
the proliferation， apoptosis and migration of human oral squamous cell carcinoma SCC-25 cells. Methods　Normal oral mucosal cells S-G 
and oral squamous cell carcinoma cells SCC-25， OECM-1， and HSC-3 were collected and cultured， and the transcription level of PRMT1 
was detected.  SCC-25 cells were divided into the untransfected group （SCC-25 group），  empty vector control group （SCC-25+NC group）， 
and transfection group （SCC-25+si-PRMT1 group）.  Protein expression levels were detected by Western blot； cell proliferation and migration 
abilities were assessed by MTT assay and cell scratch wound healing assay， respectively； and the apoptosis rates were determined by flow 
cytometry.  Exogenous TGF-β stimulation experiment was conducted on the basis of constructed SCC-25+si-PRMT1 cells to verify the role of 
TGF-β/Smad pathway in the PRMT1 silencing effect. Results　Compared with normal oral mucosal cells S-G， PRMT1 was highly expressed 
in oral squamous cell carcinoma cells SCC-25， OECM-1， and HSC-3 （P<0. 05）， with the highest expression observed in SCC-25 cells 
（P<0. 05）.  After silencing the PRMT1 gene， the expressions of pro-apoptotic proteins Bax and C-Caspase-3 in SCC-25 cells significantly 
increased， the apoptosis rate significantly increased， the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 significantly decreased， and the cell 
proliferation and migration abilities were inhibited.  Simultaneous silencing of the PRMT1 gene can significantly downregulated the 
expression levels of TGF- β and its downstream effector p-Smad. Compared with the SCC-25+si-PRMT1 group，the cell proliferation and 
migration abilities in the SCC-25+si-PRMT1+TGF-β group were enhanced， and the apoptosis rate decreased， which suggesting that TGF-β 
could partially reverse the tumor suppressor effect caused by PRMT1 silencing. Conclusion　PRMT1 regulates the proliferation， apoptosis 
and migration of SCC-25 cells through TGF-β/Smad signaling pathway.

Keywords: protein arginine methyltransferase 1； oral squamous cell carcinoma； TGF-β/Smad signaling pathway

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）是常见的头颈部恶性肿瘤，对患者的语言沟通

能力、吞咽功能和外观形象造成严重损害。据最新统

计数据表明，在恶性肿瘤中，OSCC患者病死率排名第

15位，5年生存率约为 50%[1-2]。目前已知 10种蛋白质

精氨酸甲基转移酶（protein arginine methyltransferases, 
PRMTs），其中蛋白质精氨酸甲基转移酶 1（protein 
arginine methyltransferase 1, PRMT1）是哺乳动物中最

主要的Ⅰ型精氨酸甲基转移酶，通常在各种组织中表
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达[3-5]。PRMT1 能催化蛋白精氨酸从 s-腺苷蛋氨酸

(s-adenosyl methionine，SAM)转移至蛋白精氨酸残基，

并参与信号转导等多种细胞过程。PRMT1在肺癌、结

肠癌、乳腺癌、前列腺膀胱癌、胃癌、胶质瘤等多种癌

症中均有显著表达变化[6]。缺氧诱导的PRMT1甲基化

缺 氧 诱 导 因 子 2β（hypoxia-inducible factor-2 beta, 
HIF2β）通过增强糖酵解基因转录可促进乳腺肿瘤发

生[7]。PRMT1通过靶向活化白细胞黏附分子（activated 
leukocyte cell adhesion molecule, ALCAM）调节人类黑

色素瘤的生长和转移[3]。一项研究初步探讨了PRMT1
对口腔鳞状细胞癌的促增殖和促迁移作用[8]，但其潜

在机制尚不明确。此外，有研究表明，过表达长链非

编码 RNA 反义非编码 RNA INK4 位点长链非编码

RNA（antisense non-coding RNA in the INK4 locus, 
ANRIL）可显著激活转化生长因子β（transforming growth 
factor-beta，TGF- β）/小母对映体相关因子（mothers 
against decapentaplegic homolog，Smad）信号通路，进而

促进口腔鳞状细胞癌的发展[9]。但 TGF-β/Smad 信号

通路与 PRMT1是否存在关联目前尚不明确。本研究

旨在探讨正常口腔细胞和口腔鳞状细胞癌中 PRMT1
的表达水平差异，以及PRMT1基因沉默对口腔鳞状细

胞癌 SCC-25细胞增殖、凋亡和迁移的影响及其调控机

制，以期为临床治疗口腔鳞状细胞癌提供更为深入的

理论依据。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

DME/F-12（1∶1）培养基、DMEM 低糖培养基、

RPMI-1640培养基、小牛血清（美国 Gibco公司）；二甲

基 亚 砜 (dimethyl sulfoxide，DMSO)、噻 唑 蓝 (methyl 
thiazolyltetrazolium，MTT)溶液（美国Sigma公司）；TGF-β
重组蛋白（中国 Sino Biological 公司）；PCR 试剂盒（美

国Promega公司）；PRMT1抗体、TGF-β抗体、p-Smad抗

体、B 细胞淋巴瘤 -2（B-cell lymphoma-2, Bcl-2）抗体、

Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2-associated X protein, Bax）抗体、

切割型半胱天冬酶-3（Cleaved Caspase-3, C-Caspase-3）
抗体及 β-actin 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公

司）；全蛋白收集试剂盒（南京凯基生物公司）；人源

PRMT1-siRNA 及其对照重组质粒（美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司）；人源 S-G、SCC-25、OECM-1、HSC-3 细

胞株来自四川大学口腔疾病研究国家重点实验室。

1. 2　细胞培养

正常口腔黏膜细胞 S-G 培养于 DMEM 低糖培养

基；口腔鳞状细胞癌细胞SCC-25、HSC-3使用DME/F-12
培养基（含 10% 胎牛血清、1% 青霉素/链霉素）进行培

养；口腔鳞状细胞癌细胞 OECM-1 培养于 RPMI-1640
培养基（含 10% 胎牛血清、1% 青霉素/链霉素）。细胞

均置于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

1. 3　定量实时聚合酶链式反应（quantitative real-time 
polymerase chain reaction, qRT-PCR）

采用 qRT-PCR检测口腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25、
OECM-1、HSC-3和正常口腔黏膜细胞 S-G中PRMT1的

转录水平。遵循 TRIzol试剂盒操作说明，提取细胞总

RNA，并通过逆转录反应合成 cDNA。PCR 反应引物

序列由上海生工生物工程公司合成，见表 1。采用

qRT-PCR 法扩增目标基因，每组样本进行 3 次重复检

测。通过 2-ΔΔCt方法定量分析 PRMT1的 mRNA 相对表

达量。

1. 4　细胞分组及构建 PRMT1 基因沉默 SCC-25 细

胞株

采 用 RNA 沉 默 技 术 ，沉 默 SCC-25 细 胞 内 的

PRMT1基因。将处于对数生长期的 SCC-25细胞以每

孔 2×105 个的密度接种于 24 孔板，并分为未转染组

（SCC-25组）、空载体对照组（SCC-25+NC组）和转染组

（SCC-25+si-PRMT1 组）。转染前，使用无血清培养液

对各组细胞进行饥饿培养 3 h，按照Lipo2000操作说明

进行转染，核酸与脂质体质量比为1. 0∶3. 5。转染12 h
后，换用含 10% 小牛血清的培养基培养。24 h 后，使

用含 1 μg/mL嘌呤霉素的培养液进行筛选，维持 4周，

通过Western blot鉴定沉默效率。此外，将正常口腔黏

膜细胞 S-G 作为生理对照用于蛋白表达、细胞增殖与

迁移的基线比较，不参与转染与药物处理。

1. 5　Western blot检测

使用全蛋白试剂盒对各组细胞进行蛋白提取，通

过BCA法测定标本蛋白浓度。将 40 μg细胞总蛋白与

上样缓冲液混合后煮沸以实现变性，经 10%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，将分离后的蛋白

转印至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride, PVDF）
膜上，5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，分别加入 PRMT1
抗体（1∶1 000）、TGF- β 抗体（1∶500）、p-Smad 抗体

（1∶2 000）、Bax 抗体（1∶1 000）、Bcl-2 抗体（1∶1 000）、

C-Caspase-3抗体（1∶500）及 β-actin 抗体（1∶1 000），于

4 ℃过夜孵育，之后 TBST 洗涤 3 次，加入对应的二抗

（1∶5 000稀释）室温孵育2 h，在暗室中将PVDF膜置于

暗盒中，滴加增强化学发光（enhanced chemilumines‑

表1　引物序列

基因

PRMT1

GAPDH

正向

反向

正向

反向

引物序列

5ʹ-GGTGTCCGTGGAGTCGGCAA-3ʹ
5'-AACTTCACAACACCAGCTTA-3'

5'-AAGGGAAGGTTGCTGGATAGG-3'
5'-CACATCCACCTCCTCCACATC-3'
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cence, ECL）工作液，使用 Image Lab 3. 0软件测定灰度

值，并以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phos‑
phate dehydrogenase, GAPDH）作为内参，计算目的蛋

白的相对表达量。

1. 6　细胞增殖检测

MTT 实验用于检测细胞的增殖水平。将细胞以

每孔 1×103个的密度接种于 96 孔板，在培养箱中培养

1、2、3、4、5 d，每孔添加 20 μL MTT 溶液，置于培养箱

内孵育 4 d 后弃去培养基，每孔加入 150 μL DMSO 轻

摇 10 min，检测每孔细胞 450 nm 波长处的光密度

（optical  density，OD）值，绘制细胞的生长曲线，同时纳

入S-G组作为基线参照。

1. 7　细胞迁移实验

将 2×105个细胞接种于 6 孔板上，细胞贴壁后，使

用移液枪枪头对 6孔板底部进行划痕处理，随后换无

血清培养基培养，24 h后用倒置显微镜观察，并拍摄划

痕区域，计算细胞的迁移距离，同时纳入 S-G组作为基

线参照。

1. 8　流式细胞术检测细胞凋亡

将各组细胞按密度 1×103个/孔接种于 96孔板，每

组细胞设置 3个复孔，培养 72 h后，用不含乙二胺四乙

酸（ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA）的胰蛋白酶

消化离心，然后用磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered 
saline, PBS）润洗。将细胞悬浮于 1×膜联蛋白结合缓

冲液中，然后向100 μL细胞悬浮液中加入5 μL膜联蛋

白 V（Annexin V）和 1 μL 碘化丙啶（propidium iodide，
PI）试剂，并充分混合，在室温下避光孵育 15 min。向

每个样品中加入 400 μL 1×膜联蛋白结合缓冲液终止

染色。然后使用 FACSCalibur流式细胞仪测定细胞凋

亡率（Annexin V+ PI++Annexin V+ PI-）。

1. 9　TGF-β刺激实验

为验证TGF-β/Smad通路在PRMT1沉默效应中的

作用，在构建的 SCC-25+si-PRMT1 细胞基础上进行外

源性 TGF-β 刺激实验。将转染并筛选后的 SCC-25+
si-PRMT1 细胞进一步分为 SCC-25+si-PRMT1+TGF-β
组（以 10 ng/mL TGF-β处理 48 h）及 SCC-25+si-PRMT1
组（以等体积载体缓冲液处理作为对照）。刺激过程

中保持细胞处于对数生长期，培养条件与前述实验一

致（37 ℃、5% CO₂、含10%胎牛血清培养基）。

刺激结束后收集细胞，分别进行相关指标检测。

Western blot 检 测 TGF- β、p-Smad、Bax、Bcl-2 及

C-Caspase-3等蛋白表达水平，以GAPDH为内参；采用

MTT法检测细胞增殖能力；通过细胞划痕实验评估细

胞迁移率；利用流式细胞仪结合 Annexin V-FITC/PI双
染分析细胞凋亡率。

1. 10　统计学处理

采用 SPSS 21. 0 软件对数据进行统计学分析，计

量资料数据经检验符合正态分布后，以均数±标准差

（x̄±s）表示。多组间比较采用单因素方差分析，两组间差

异分析采用 t检验。P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　PRMT1 在口腔鳞状细胞癌细胞株与正常口腔黏

膜细胞株的表达情况

与正常口腔黏膜细胞 S-G 相比，PRMT1 mRNA 在

各口腔鳞状细胞癌中均呈高表达，且在SCC-25细胞中表

达水平最高，差异具有统计学意义（P<0. 05），见图1。

2. 2　PRMT1基因沉默对细胞增殖、迁移和凋亡的影响

Western blot检测结果显示，与SCC-25组和SCC-25+
NC 组相比，SCC-25+si-PRMT1 组细胞中 PRMT1 蛋白

水平降低，差异具有统计学意义（P<0. 05）；沉默

PRMT1后，SCC-25细胞内促凋亡蛋白Bax、C-Caspase-3
表达增加，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达降低，差异均具有统

计学意义（P<0. 05），见图 2a、b。细胞划痕实验结果表

明，与 S-G 组相比，SCC-25 组细胞迁移能力明显上升

（P<0. 05）；与 SCC-25+NC 组相比，SCC-25+si-PRMT1
组细胞迁移能力明显下降（P<0. 05），见图 2c、d。MTT
实验检测结果表明，与 S-G 组相比，SCC-25 组细胞增

殖 活 性 随 着 时 间 推 移 显 著 增 强（P<0. 05）；沉 默

PRMT1 后，SCC-25 细胞的增殖活性明显降低，见

图 2e。流式检测结果显示，与 SCC-25+NC 组相比，

SCC-25+si-PRMT1 组细胞凋亡率升高，差异有统计学

意义（P<0. 05），见图2f。
2. 3　PRMT1基因沉默抑制TGF-β/Smad信号通路

Western blot 实验表明，与 S-G 组相比，SCC-25 组

细胞中 TGF-β、p-Smad 蛋白均呈高表达（P<0. 05）；与

SCC-25+NC组相比，SCC-25+si-PRMT1组细胞中TGF-β、

p-Smad 表达水平均显著降低（P<0. 05），见图 3。沉默

PRMT1可能通过抑制 TGF-β/Smad信号通路阻碍口腔

鳞状细胞癌的发展。

*：与S-G细胞比较，P<0.05
图1　不同细胞中PRMT1 mRNA的相对表达水平
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2. 4　TGF-β逆转PRMT1基因沉默对癌细胞的抑制作用

为进一步验证TGF-β/Smad信号通路在PRMT1基

因沉默后抑制口腔鳞状细胞癌的发展中的作用，本研

究对 PRMT1 基因沉默的 SCC-25 细胞使用 TGF-β 重

组蛋白（SCC-25+si-PRMT1+TGF-β）处理48 h（10 ng/mL），
Western blot 结果显示，与 SCC-25+si-PRMT1 组相比，

a：Western blot 检测 si-PMRT1 的干扰效率及其对 SCC-25 细胞中凋亡蛋白的影响；b： PRMT1、Bax、Bcl-2 和 C-Caspase-3 蛋白表达的定

量分析；c：细胞划痕实验检测细胞迁移能力；d：定量分析细胞迁移能力；e：定量分析细胞增殖能力（MTT实验）；f：流式细胞术检测细

胞凋亡率   *：P<0.05；**：P<0.01
图2　PRMT1基因沉默促进SCC-25细胞凋亡并抑制增殖和迁移

a：Western blot检测TGF-β、p-Smad表达；b：TGF-β和p-Smad表达的定量分析   *：P<0.05；**：P<0.01
图3　PRMT1基因沉默抑制SCC-25细胞中的TGF-β/Smad信号通路
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SCC-25+si-PRMT1+TGF-β 组细胞中 TGF-β 蛋白水平

增加不显著（P>0. 05），细胞凋亡指标Bax和C-Caspase-3
蛋白水平显著降低（P<0. 05），p-Smad、Bcl-2 蛋白水平显

著上调（P<0. 05），提示 TGF-β/Smad 通路被有效再激

活 ，见 图 4a、b。 MTT 实 验 结 果 表 明 ，与 SCC-25+
si-PRMT1组相比，SCC-25+si-PRMT1+TGF-β组细胞增

殖能力增强（P<0. 05），见图 4c。细胞划痕实验结果表

明，与 SCC-25+si-PRMT1 组相比，SCC-25+si-PRMT1+
TGF- β 组细胞的迁移能力显著增强（P<0. 05），见

图 4d、e。流式检测结果表明，与 SCC-25+si-PRMT1组

相比，SCC-25+si-PRMT1+TGF-β组细胞凋亡率显著降

低（P<0. 05），见图 4f。综上所述，TGF-β 逆转 PRMT1
基因沉默所产生的抑癌作用。

3　讨论

PRMTs 的高表达与各种癌症的发生密切相关[10]。
本研究分析了 PRMT1 在正常口腔黏膜细胞 S-G 和口

腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25、OECM-1、HSC-3中的转录

水平，结果表明，PRMT1 在口腔鳞状细胞癌细胞中的

表达明显高于正常口腔黏膜细胞，且在 SCC-25细胞中

表达最高。因此，选择 SCC-25细胞进行后续实验。本

研究发现 PRMT1 基因沉默后，SCC-25 细胞增殖和迁

移能力受到明显抑制，细胞凋亡率显著增加。研究表

明，TGF-β/Smad 信号通路的活性显著降低，在口腔鳞

状细胞癌的发生发展中起关键作用[11-12]。长链非编码

RNA ANRIL通过TGF-β/Smad信号通路促进口腔鳞状

细胞癌的进展[9]。在 EGFR 突变型非小细胞肺癌中，

TGF-β/Smad 信号通路参与了 PD-L1 诱导的对表皮生

长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth 
factor receptor-tyrosine kinase inhibitors, EGFR-TKIs）的

a：Western blot 检测 TGF-β 重组蛋白对 TGF-β/Smad 信号通路蛋白和细胞凋亡蛋白的影响；b：定量分析 TGF-β、p-Smad、Bax、Bcl-2、
C-Caspase-3的蛋白表达；c：定量分析细胞增殖能力；d：定量分析细胞迁移能力；e：细胞划痕实验检测细胞迁移能力；f：流式细胞术检

测细胞凋亡率   *：P<0.05；**：P<0.01
图4　TGF-β逆转了沉默PRMT1基因产生的抑癌作用
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耐药性[13]，因此，PRMT1沉默抑制TGF-β/Smad通路，为

解释其抑癌作用提供了新的证据。本研究检测了

TGF-β及其下游 p-Smad的蛋白水平，结果显示，TGF-β
和 p-Smad在口腔鳞状细胞癌细胞 SCC-25中的表达明

显高于正常口腔黏膜细胞S-G，而沉默PRMT1基因后，

SCC-25细胞中 TGF-β 和 p-Smad 呈现低表达。为了进

一步验证TGF-β/Smad信号通路在PRMT1基因介导的

口腔鳞状细胞癌细胞增殖、凋亡和迁移过程中扮演的

角色，本研究通过在 SCC-25 细胞中沉默 PRMT1 基因

后，使用 TGF-β 重组蛋白以激活 TGF-β/Smad 信号通

路，结果表明，激活的 TGF-β/Smad 信号通路逆转了

PRMT1基因沉默导致的口腔鳞状细胞癌细胞凋亡、增

殖和迁移。由此说明，TGF- β/Smad 信号通路介导

PRMT1参与口腔鳞状细胞癌的增殖、凋亡和迁移过程。

蛋白激酶 B（protein kinase B, Akt）/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（mechanistic target of rapamycin, mTOR）信

号通路是肿瘤发生的内在因素，抑制 Akt/mTOR 信号

通路能调节口腔鳞状细胞癌的增殖、血管新生、侵袭、

转移和上皮间质转化，从而减缓口腔鳞状细胞癌的进

展[[14-15]。尤其在上皮间质转化过程中，极化的上皮癌

细胞失去了紧密的细胞连接，获得了具有间充质细胞

特性的侵袭能力，因而在肿瘤的侵袭和转移中起重要

作用[16]。有研究报道，抑制TGF-β联合吉西他滨治疗，

能增加口腔鳞状细胞癌对吉西他滨的敏感性，同时减

少口腔鳞状细胞癌的上皮间质转化，从而提高口腔鳞

状细胞癌化疗的成功率[17]。本研究提示 PRMT1 的沉

默可能与 TGF-β/Smad通路在上皮间质转化过程中的

调控作用密切相关，但是否存在 PRMT1 通过与 Akt/
mTOR 通路交叉调控发挥作用的机制，仍需进一步深

入研究。

综上所述，沉默PRMT1基因不仅抑制肿瘤细胞的

增殖和迁移，促进其凋亡进程，同时显著抑制了肿瘤

细胞内激活的 TGF-β/Smad 信号通路，而 TGF-β 逆转

PRMT1基因沉默所产生的抑癌作用。因此，PRMT1具

有成为口腔鳞状细胞癌治疗新靶点的潜力。
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