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沉默整合素连接激酶基因抑制ＴＣＡ８１１３舌癌细胞生长和侵袭
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　　［摘要］　目的　研究沉默整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）基因表达，对人舌鳞癌细胞生长、侵袭和转移
能力的影响。方法 　通过用ＩＬＫｍＲＮＡ的特异性ｓｉＲＮＡ表达载体和无同源性的对照载体，在脂质体介导下稳定转染人舌
鳞癌ＴＣＡ８１１３细胞，分为ＴＣＡ８１１３组、ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组和 ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组，通过筛选鉴定后，用 ＭＴＴ法、划痕试验和
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法分别检测细胞生长、迁移和侵袭能力，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞中ＩＬＫ、ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β及Ｓｎａｉｌ等的表达。结果
　沉默ＩＬＫ基因表达显著抑制了细胞的生长、迁移和侵袭能力，接种的第４８、７２、９６、１２０小时，ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组的抑制率
分别为１７％、２９％、２５％、４２％，迁移能力较ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组分别下降６７％和６６％，侵袭能力则较两个对
照组下降了６７％和６８％，ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β及 Ｓｎａｉｌ的表达较 ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组分别降低了４５％和５３％，
５７％和６１％，７４％和７３％。结论　 抑制ＩＬＫ基因的表达可通过Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｓｎａｉｌ途径，显著抑制人舌鳞癌ＴＣＡ８１１３细胞
的生长、迁移和侵袭潜能，可作为治疗人舌鳞癌的靶蛋白。
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　　整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）位于
粘着斑，是一种相对分子质量为５．９×１０４的细胞内信
号蛋白。其结构在进化上相当保守，参与介导整合素

与细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）相互作用，调
控某些基本的生理过程，比如细胞存活、生长、细胞周

期、粘附、增殖、侵袭和转移等。近年发现 ＩＬＫ的表达
和活性在多种人类恶性肿瘤（如基底细胞癌、恶性胸

膜间皮瘤）中都有升高［１－２］，而抑制 ＩＬＫ的活性，对包
括消化道癌症、乳腺癌和膀胱癌等癌细胞的生长、迁

移、侵袭和血管生成均产生抑制作用［３－４］。

　　口腔（含咽部）肿瘤是一种严重的致死性疾病，高
居全球癌症发病率的第６位，其中尤以舌癌最为常见，
且与头颈部其他肿瘤相比，近年来舌癌的发生率呈升

高趋势，预防及早期诊断情况差、预后差、易转移，５年
生存率仅 ５０％左右。１９８３年，何荣根等［５］建立的

ＴＣＡ８１１３是一种在早期即具有恶性形态的舌鳞状细胞
癌，染色体６６条，群体倍增时间为３８．８ｈ，分裂指数高
峰值可达６１．０‰。目前对ＩＬＫ在舌癌的生长、侵袭和
转移中是否起到重要作用及其机制仍未完全明确。本

研究通过ＲＮＡ干扰技术在转录后水平特异高效地发
挥基因沉默效果，下调 ＴＣＡ８１１３细胞 ＩＬＫ表达，观察
其对信号转导分子 ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β、ＧＳＫ３α／β及
Ｓｎａｉｌ的表达，对细胞形态学、生长、侵袭及转移能力的
影响，并探讨其机制，以期提供治疗的新思路和方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒及细胞　　 ＩＬＫｓｉＲＮＡ表达质粒为本实验室构建
及保存。ＴＣＡ８１１３人舌鳞癌细胞购自武汉博士德生物工程有
限公司。

１．１．２　试剂　　鼠抗人ＩＬＫ单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基及 Ｇ４１８购自
ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，兔抗人ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β、ＧＳＫ３α／β及 Ｓｎａｉｌ抗体购自
Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，兔抗人βａｃｔｉｎ抗体购自武汉博士德生物工程有
限公司，ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ购自北京中杉金
桥生物技术有限公司，ＭＴＴ试剂购自上海生博医学生物工程科
技有限公司，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养、转染和筛选　　ＴＣＡ８１１３细胞用含５％胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，在３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度孵育箱中
常规培养，待细胞汇合度达７０％以上时传代。将对数生长期细
胞按２×１０５／孔接种至６孔板，当细胞达７０％～８０％汇合度，用
脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ＩＬＫｓｉＲＮＡ表达质粒及阴性对照
质粒分别转染细胞，并设未转染细胞对照，转染４８ｈ后，荧光显
微镜观察报告基因 ＥＧＦＰ发出的绿色荧光。以 Ｇ４１８进行筛
选，前２周浓度为０．３ｍｇ／ｍＬ，然后浓度减半培养６周，获得稳
定表达细胞株，命名分别为ＴＣＡ８１１３组（正常ＴＣＡ８１１３细胞）、

ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组（转染阴性对照质粒的 ＴＣＡ８１１３细胞）、
ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组（转染干扰质粒的ＴＣＡ８１１３细胞）。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬＫ蛋白质的表达　　提取各组细胞
的总蛋白，ＰＡＧＥ胶上样 ４０μｇ／孔，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
１ｈ，常规湿法转膜，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，ＩＬＫ鼠单抗（１∶３００
稀释）４℃孵育过夜，ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗（１∶１０００稀释）
３７℃ 孵育２ｈ，ＥＣＬ化学发光显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪观察照
相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析。
１．２．３　细胞免疫荧光检查ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β表达　　取
细胞爬片，待细胞达 ８０％ ～９０％汇合度时，８０％冰丙酮固定
１０ｍｉｎ，３％ ＢＳＡ的ＰＢＳ在３７℃孵育３０ｍｉｎ，分别以ＩＬＫ抗体
（１∶５０稀释）、ｐＡｋｔ（Ｓ４７３）抗体和ｐＧＳＫ３β（Ｓ９）抗体（１∶３００稀
释）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗 ３次，ＴＲＩＴＣ包被的羊抗鼠二抗
（１∶１００稀释，针对ＩＬＫ）及羊抗兔二抗（１∶１００稀释，针对 ｐＡｋｔ
和ｐＧＳＫ３β）在３７℃ 避光孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，
５０％甘油封片。使用Ｏｌｙｍｐｕｓ多功能显微镜观察并拍照，ＳＰＯＴ
３．５软件分析结果。
１．２．４　细胞形态学观察　　取细胞爬片，甲醇固定２０ｍｉｎ，常
规ＨＥ染色。使用ＮＩＫＯＮＴＥ２０００Ｕ倒置显微镜和Ｏｌｙｍｐｕｓ多
功能显微镜分别观察活细胞及ＨＥ染色细胞并拍照。
１．２．５　细胞迁移测定　　使用划痕试验。将细胞接种到６孔
板，当细胞达到 ９５％汇合度时，以消毒的 １０μＬ枪头划痕
（０．５ｍｍ），立即更换无血清培养基培养 ４８ｈ。于划痕后 ０、
４８ｈ分别在相差显微镜下拍照，观察伤口愈合程度，每组细胞
随机选取５处划痕位置测量宽度。
　　细胞相对迁移能力＝０ｈ时划痕距离－４８ｈ时划痕距离
１．２．６　细胞侵袭能力测定　　使用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室基底膜（孔径８μｍ）上室面以５０μＬ基质胶包被，４℃风干过
夜，使用前１ｈ室温水化。用含０．１％ ＢＳＡ的无血清培养基稀
释细胞至 ２×１０６／ｍＬ，接种 １００μＬ至上室中，下室中加入
８００μＬ含１０％ ＦＢＳ的培养基常规培养２４ｈ，甲醇固定，０．１％
结晶紫染色。Ｏｌｙｍｐｕｓ多功能显微镜下随机选取９个视野观
察，取细胞数平均值。

１．２．７　细胞周期和凋亡检测　　使用流式细胞术。收集１．２．１
中各组细胞，制备细胞悬液，７０％乙醇４℃固定２４ｈ，加入ＲＮＡ
酶（５０μｇ／ｍＬ），３７℃孵育１ｈ，碘化丙啶溶液（１００μｇ／ｍＬ）染
色３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期的分布；凋亡检测用细胞
无需固定。实验重复３次。
１．２．８　细胞增殖活力的检测　　使用ＭＴＴ法。取对数生长期的
１．２．１中各组细胞，制备单细胞悬液，以２×１０３／孔接种于９６孔培
养板，每组设８个复孔，同时设不加细胞只加培养基的空白对照
孔，常规培养；分别于培养２４、４８、７２、９６、１２０ｈ后，加 ＭＴＴ溶液
２０μＬ／孔并继续培养４ｈ，然后移去培养基，加１５０μＬＤＭＳＯ／孔，
酶联免疫检测仪检测４９０ｎｍ波长下各孔吸光度值［Ｄ（４９０）］。以
时间为横坐标，Ｄ（４９０）值为纵坐标，绘制细胞生长曲线。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＧＳＫ３α／β、ｐＧＳＫ３β及
Ｓｎａｉｌ蛋白质的表达　　方法同 １．２．２。一抗为 ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、
ｐＧＳＫ３β、ＧＳＫ３α／β及Ｓｎａｉｌ兔多抗（１∶５００稀释），二抗为 ＨＲＰ
标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００稀释）。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，组间比较行
方差分析。
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２　结果

２．１　转染后ＥＧＦＰ表达
　　荧光显微镜下转染组细胞均可见绿色荧光，转染效率达
６０％以上，未转染的细胞无荧光信号，见图１。

２．２　细胞ＩＬＫ蛋白的表达水平
　　ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组 ＩＬＫ蛋白的表达水平较 ＴＣＡ８１１３组和
ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组显著降低，差异具有统计学意义（Ｆ＝
２５７７５２，Ｐ＜０．０１）；而２个对照组间表达水平相近，差异无统
计学意义（Ｆ＝３．５６９，Ｐ＞０．０５），见图２。
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１：ＴＣＡ８１１３组；２：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；３：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＩＬＫ蛋白的表达

２．３　细胞免疫荧光分析
　　与 ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ
组ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β在细胞质中的荧光信号明显减弱，提
示沉默ＩＬＫ基因后，ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β含量下降，见图３。
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Ａ：ＴＣＡ８１１３组；Ｂ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图１　荧光显微镜观察转染４８ｈ后各组细胞的形态变化
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Ａ、Ｄ、Ｇ：ＴＣＡ８１１３组的ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β表达；Ｂ、Ｅ、Ｈ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组的 ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和 ｐＧＳＫ３β表达；Ｃ、Ｆ、Ｉ：ＴＣＡ８１１３
ｓｉＩＬＫ组的ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β表达

图３　免疫荧光检测各组细胞中ＩＬＫ、ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β的表达
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２．４　细胞形态学观察
　　ＨＥ染色显示ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组与 ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３
ｖｅｃｔｏｒ组相比，大部分细胞的上皮形态特征更为明显，细胞核较
小，分裂象减少，胞浆嗜碱性较弱，表明其恶性程度较低。与之

相反，ＴＣＡ８１１３组和ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组的部分细胞的间叶组织
特征更为明显，恶性程度也较高。活细胞的观察结果（图４）与
ＨＥ染色表现（图５）相类似。

２．５　细胞迁移能力的变化
　　ＴＣＡ８１１３组和ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组在２４ｈ内迁移距离分别
为（１２２．４８±２１．６６）μｍ和（１２１．３７±１２．９８）μｍ，ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ
组则为（４１．９３±５．７４）μｍ，显著小于２个对照组（Ｆ＝１７．３２９，
Ｐ＜０．０５），较２个对照组分别下降６６．８％和６５．５％，表明迁移
能力下降。见图６。
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Ａ：ＴＣＡ８１１３组；Ｂ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图４　倒置显微镜下观察各组活细胞形态变化
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Ａ：ＴＣＡ８１１３组；Ｂ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图５　ＨＥ染色观察各组细胞形态学变化　（×４００）
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Ａ：ＴＣＡ８１１３组０ｈ；Ｂ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组０ｈ；Ｃ：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组０ｈ；Ｄ：ＴＣＡ８１１３组４８ｈ；Ｅ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组４８ｈ；Ｆ：ＴＣＡ８１１３
ｓｉＩＬＫ组４８ｈ

图６　划痕试验检测各组细胞的迁移能力　（相差显微镜）
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Ａ：ＴＣＡ８１１３组；Ｂ：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测各组细胞的侵袭能力　（显微镜）

２．６　细胞侵袭能力的变化
　　ＴＣＡ８１１３组和ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组在２４ｈ的侵袭细胞数分
别为（４５９±４１）、（４７６±２３），ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组则为（１５３±
５６），分别为 ２个对照组的 ３３％和 ３２％，侵袭能力显著降低
（Ｆ＝２３．６３９，Ｐ＜０．０５），较２个对照组下降了６７％和６８％（图
７），这与迁移实验结果一致，提示沉默 ＩＬＫ基因后会降低细胞
侵袭能力。

２．７　细胞周期和细胞凋亡检测
　　ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组与 ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组相
比，Ｇ２／Ｍ期细胞比例分别增加了（４．２１±０．０３）倍和（３．６５±
００８）倍，Ｇ０／Ｇ１期减少了（５３．６９±１．１９）％和（５５．４１％ ±
１７１）％，差异有统计学意义（Ｆ＝５８２．１２８，Ｐ＜０．０１）。表明沉
默ＩＬＫ基因的表达可通过阻滞 Ｇ２Ｍ期和抑制 Ｇ０Ｇ１期，抑制
ＴＣＡ８１１３细胞增殖。
　　ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组与 ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组相
比，凋亡细胞比例没有明显变化，各组间无显著差异（Ｆ＝
１５４４，Ｐ＞０．０５）。表明沉默 ＩＬＫ基因的表达对 ＴＣＡ８１１３细胞
的凋亡没有明显的影响。

２．８　细胞增殖能力的变化
　　ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组细胞的 Ｄ（４９０）值于接种后第２天开始
显著低于ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组和 ＴＣＡ８１１３细胞组（Ｐ＜００５），接
种第４８、７２、９６、１２０小时，ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组的抑制率分别为
１７％、２９％、２５％、４２％，而 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组和 ＴＣＡ８１１３组无
明显差异（Ｐ＞０．０５，图８）。证明沉默 ＩＬＫ基因的表达可显著
降低ＴＣＡ８１１３细胞的增殖活力。
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ａ：Ｐ＜００５，与ＴＣＡ８１１３组及ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组比较
图８　ＭＴＴ法检测各组细胞生长增殖能力

２．９　沉默 ＩＬＫ对 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＧＳＫ３α／β、ｐＧＳＫ３β及
Ｓｎａｉｌ蛋白表达的影响

　　ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组 ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β和 Ｓｎａｉｌ蛋白的表达与
ＴＣＡ８１１３组和 ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组相比，分别降低了 ４５％和
５３％，５７％和 ６１％，７４％和 ７３％，差异有统计学意义（Ｆ＝
３７８５８１，Ｐ＜０．０５）；Ａｋｔ和 ＧＳＫ３α／β的表达在各组间水平相
似，差异无统计学意义（Ｆ＝２．６９４，Ｐ＞０．０５，图９）。表明沉默
ＩＬＫ基因可降低ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β和Ｓｎａｉｌ的表达，与细胞免疫荧
光检测结果一致。
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１：ＴＣＡ８１１３组；２：ＴＣＡ８１１３ｖｅｃｔｏｒ组；３：ＴＣＡ８１１３ｓｉＩＬＫ组
图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中的Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＧＳＫ３α／β、

ｐＧＳＫ３β及Ｓｎａｉｌ蛋白表达

３　讨论

　　ＥＣＭ粘附对许多重要的细胞内过程的调控起着
重要作用。在ＥＣＭ粘附中广泛表达的 ＩＬＫ，通过与细
胞质内整合素的 β１和 β３亚基相互作用，将 ＥＣＭ与
肌动蛋白骨架联系，同时通过其丝氨酸／苏氨酸激酶活
性介导细胞内外的信号传导，连接 ＥＣＭ与细胞内组
分。ＩＬＫ信号通路十分复杂，整合素及其他可溶介质
（如生长因子和趋化因子）通过磷酸肌醇３激酶
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）依赖的方式激活 ＩＬＫ
的激酶活性，ＩＬＫ激活后，对其下游的各种负责调控细
胞功能的效应器进行控制。如 Ｉ型胶原蛋白在 ＥＣＭ
中的表达可通过ＩＬＫ／ＧＳＫ３β依赖的Ｂｉｍ表达途径，诱
发人肾小球系膜细胞的凋亡［６］，而 ＩＬＫ在人头颈部鳞
癌中表达升高，使用 ＩＬＫ抑制剂抑制 ＩＬＫ活性可抑制
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肿瘤细胞的生长并诱发凋亡［７］。前期研究［８］发现了

沉默ＩＬＫ能抑制膀胱癌细胞的生长并诱导凋亡，但有
报道［９］ＩＬＫ对细胞功能的调控机制存在细胞特异性并
可能存在种属特异性，故 ＩＬＫ对口腔颌面部的肿瘤的
生长、侵袭和转移的调控作用及其生理学机制仍有待

进一步研究阐明。本研究使用 ｓｉＲＮＡ技术，高效地沉
默了ＩＬＫ的表达，发现抑制 ＩＬＫ表达可有效地抑制舌
癌细胞的生长能力，并影响其细胞周期，但是却没有导

致明显的凋亡发生，提示抑制 ＩＬＫ的表达是通过对舌
癌细胞周期的调控而不是通过诱导凋亡来抑制其生长

能力。此结果与我们的前期［１０］发现并不完全一致，提

示ＩＬＫ对细胞功能的调控在某些方面（比如对凋亡的
调控）可能存在细胞特异性，在舌癌细胞中可能存在

其他机制和信号通路发挥抗凋亡作用，我们将在下一

步的研究中对ＩＬＫ对细胞周期和凋亡的信号通路和调
控机制进行探索。

　　ＩＬＫ分别通过对其下游底物分子 Ａｋｔ和 ＧＳＫ３β
的 Ｓｅｒ４７３和 Ｓｅｒ９位点的磷酸化使之失活［１１－１２］。

ＧＳＫ３β通过对Ｓｎａｉｌ的Ｓｅｒ２４６位点的磷酸化调控其降
解，而ＩＬＫ和 Ａｋｔ都可磷酸化 ＧＳＫ３β使其失活，从而
抑制 Ｓｎａｉｌ的磷酸化［１３］，即 ＩＬＫ的过表达可以上调
Ｓｎａｉｌ的表达。本研究发现 ＩＬＫ表达被沉默后，ｐＡｋｔ
和ｐＧＳＫ３β表达水平明显下降，但 Ａｋｔ和 ＧＳＫ３α／β
的表达水平没有明显改变，提示Ａｋｔ和ＧＳＫ３β的磷酸
化被抑制。同时，Ｓｎａｉｌ表达水平也相应下降，提示抑
制ＩＬＫ表达阻断了 Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｓｎａｉｌ途径，从而下调
了Ｓｎａｉｌ的表达。
　　Ｓｎａｉｌ是一种锌指转录因子，其家族包括 Ｓｎａｉｌ１
（Ｓｎａｉｌ）、Ｓｎａｉｌ２（Ｓｌｕｇ）、ＺＥＢ１、ＳＩＰ１、Ｅ１２／ＦＡ７等。文献
［１４］报道人类永生乳腺上皮细胞 Ｓｎａｉｌ表达升高可抑
制Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）并同时上调 Ｎ钙黏蛋白
（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达削弱细胞间的连接；另一方面，
Ｓｎａｉｌ可以促进基质金属蛋白酶的表达，降解基质以促
进细胞侵袭，还可以抑制 ＥＰＬＩＮ等细胞骨架成分的表
达从而造成细胞骨架的重建［１５］，故 Ｓｎａｉｌ可提高细胞
的迁移和侵袭能力，并影响细胞的形态。本课题组前

期研究发现沉默 ＩＬＫ可降低膀胱癌细胞中 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９的表达，并造成细胞骨架的重建，与文献 报道
一致。本研究发现沉默ＩＬＫ表达后，Ｓｎａｉｌ表达受到抑
制，舌癌细胞的形态学发生改变，细胞的上皮特征更为

显著，同时生长能力、迁移和侵袭能力也显著下降，提

示沉默 ＩＬＫ通过阻断 Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｓｎａｉｌ途径，进而可
能影响 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和基质金属蛋白酶等的表达机制，
调控前述细胞功能和生理过程，本课题组将进一步检

测前述指标以证实这一假设，以期更深入地明确 ＩＬＫ
的调控机制。

　　综上所述，本研究发现抑制舌癌 ＴＣＡ８１１３细胞的
ＩＬＫ表达后，Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｓｎａｉｌ途径受到抑制，进而抑
制细胞的生长，改变细胞周期分布，并抑制了细胞的迁

移和侵袭能力，进一步提示了 ＩＬＫ在舌癌生长侵袭和
转移中的作用机制，为将 ＩＬＫ作为一种新的抗肿瘤治
疗的靶基因提供了实验依据。
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