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下调ＨＯＸＡＡＳ２／ｍｉＲ２０ａ通路促进皮肤鳞癌细胞凋亡并抑制其侵袭迁移
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　　［摘要］　目的　研究下调长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＨＯＸＡＡＳ２／ｍｉＲ２０ａ通路对皮肤鳞癌细胞凋
亡和侵袭的影响。方法　ｑＲＴＰＣＲ检测皮肤鳞癌组织中 ＨＯＸＡＡＳ２的表达变化。在皮肤鳞癌细胞
Ａ４３１中转染ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ，ＭＴＴ测定细胞增殖，克隆形成实验测定细胞克隆形成能力，流式细胞仪
测定细胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移和侵袭，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、
ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达。生物信息学软件预测ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ有互补结合位点，荧光素酶报告系
统鉴定二者的靶向关系。ｑＲＴＰＣＲ检测皮肤鳞癌组织中 ｍｉＲ２０ａ的表达变化。在皮肤鳞癌细胞
Ａ４３１中共转染 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，检测细胞增殖、克隆、凋亡、迁移、侵袭能力的变
化。结果　ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌组织中的表达升高。转染 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ后的皮肤鳞癌细胞
Ａ４３１增殖、克隆、侵袭、迁移能力下降，细胞凋亡水平升高，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达减少，ＣＣａｓｐａｓｅ３
蛋白表达增高。下调ＨＯＸＡＡＳ２靶向促进ｍｉＲ２０ａ表达。ｍｉＲ２０ａ在皮肤鳞癌组织中的表达与ＨＯＸＡ
ＡＳ２负相关。ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可以逆转 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞 Ａ４３１增殖、克隆、侵袭、迁
移和凋亡作用。结论　下调 ＨＯＸＡＡＳ２／ｍｉＲ２０ａ通路降低皮肤鳞癌细胞增殖、克隆、侵袭、迁移能力，
诱导细胞凋亡。
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　　皮肤鳞癌是一种常见的皮肤恶性肿瘤，主要起源
于皮肤以及皮肤附属器，老年人好发，男性发病率高于

女性，皮肤鳞癌的恶性程度较高，破坏范围更广，其可

以沿着淋巴组织转移至邻近组织或全身［１］。研究显

示：皮肤鳞癌的发生、发展可能与参与调控肿瘤细胞的

生长、转移、凋亡的基因异常表达紧密相关，靶向基因

治疗皮肤鳞癌已经成为目前的研究方向［２］。长链非

编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是在真核生
物体内广泛表达的非编码 ＲＮＡ，其在人体组织中的表
达具有特异性、时序性等特点，ｌｎｃＲＮＡ参与胚胎发育、
细胞分化、细胞稳态维持等生理过程［３］。ｌｎｃＲＮＡ在肿
瘤中异常表达，其可以调控肿瘤的转移和恶性生长，

ｌｎｃＲＮＡ可能是肿瘤治疗的有效靶点［４］。ｌｎｃＲＮＡ
ＨＯＸＡＡＳ２是近年来发现的与肿瘤进展有关的调控因
子，已知其在胃癌、非小细胞肺癌等肿瘤中表达上调，

并且下调其表达可以降低肿瘤细胞恶性程度［５－６］。前

期的预实验发现ｍｉＲ２０ａ和ＨＯＸＡＡＳ２有互补结合位
点。既往研究显示：ｍｉＲ２０ａ在皮肤鳞癌中低表达，并
且上调ｍｉＲ２０ａ能够抑制皮肤鳞癌细胞生长和侵袭能
力［７］。现阶段对于ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌细胞增殖、
凋亡、侵袭、迁移中的作用还不明确。本实验以皮肤鳞

癌细胞Ａ４３１为研究对象，探讨 ＨＯＸＡＡＳ２对皮肤鳞
癌细胞生长、凋亡、迁移能力的影响和机制，为寻找有

效的分子标记物来治疗皮肤鳞癌提供思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　选取２０１６年２月至 ２０１９年 １２月在武警江苏总
队医院手术切除的皮肤鳞癌组织和对应的癌旁正常组

织各５０例，组织采集经过患者和家属知情同意，组织
标本保存在液氮中。ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ、ＨＯＸＡＡＳ２
ｓｉＲＮＡ由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；
ＭＭＰ２抗体购自上海科顺生物科技有限公司；ｍｉＲ
２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＲ２０ａｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｍｉｃｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ购自广州复能基因有限公司；ＭＵＴ、ＷＴ由上海
伯易生物科技有限公司合成；ＭＭＰ９、ＣＣａｓｐａｓｅ３抗
体购自上海歌凡生物科技有限公司；皮肤鳞癌细胞

Ａ４３１购自通派（上海）生物科技有限公司。
１．２　ｑＲＴＰＣＲ检测皮肤鳞癌组织中ＨＯＸＡＡＳ２、ｍｉＲ

２０ａ表达变化
　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取皮肤鳞癌组织以及对应的癌
旁正常组织中的总ＲＮＡ，ＲＮＡ经过紫外分光光度计检
测浓度和纯度以后，放在－８０℃的冰箱中保存。
ｍＲＮＡ检测的逆转录体系包括：２μＬ的 ＰｒｉｍｅＳＬｉＰｔ
ｍｉｘ、８μＬ的 ＲＮＡ提取液＋ＤＥＰＣ水。ｍｉＲＮＡ检测的
逆转录体系为：２μＬ的５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ、２００μｇ
的ＲＮＡ、１μＬ的ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ、１μＬ的ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＲＴ
ＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ、３μＬ的 ｍｉＲＮＡＲＴｐｒｉｍｅｒ、４μＬ的５×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ，添加 ＤＥＰＣ水至２０μＬ。逆转录反
应条件为：在３７℃孵育１５ｍｉｎ，８５℃孵育５ｓ，４℃保
存。ｍＲＮＡ检测的ＰＣＲ反应体系包括：２μＬ的ｃＤＮＡ、
０．４μＬ的上下游引物、５μＬ的 ＳＹＢＲⅡ、２．２μＬ的
ＤＥＰＣ水。ｍｉＲＮＡＰＣＲ反应体系包括：１μＬ的ｃＤＮＡ、
０．４μＬ的上下游引物、５μＬ的 ＳＹＢＲｐｒｉｍｅｒＥｘＴａｑ，
添加ＤＥＰＣ水至２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：放在９５℃
孵育５ｍｉｎ，９５℃孵育３０ｓ，６０℃孵育１ｍｉｎ，７２℃孵
育１ｍｉｎ，４０个循环。ＨＯＸＡＡＳ２以 ＧＡＰＤＨ作为内
参，ｍｉＲ２０ａ以 Ｕ６作为内参，按照２－△△Ｃｔ法计算目的
基因表达变化。

１．３　细胞分组
　　皮肤鳞癌细胞接种到１２孔板内，细胞密度为６０％
时，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ和
ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ分别转染到细胞中，命名为 ｓｉＨＯＸＡ
ＡＳ２和ｓｉＮＣ组，将未转染干预的皮肤鳞癌细胞作为
Ｃｏｎｔｒｏｌ组。细胞培养 ２４ｈ，采用 ｑＲＴＰＣＲ检测
ＨＯＸＡＡＳ２、ｍｉＲ２０ａ表达变化，步骤同１．２。
１．４　ＭＴＴ检测细胞增殖
　　在９６孔板中接种皮肤鳞癌细胞，每个孔中添加

４００２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１００μＬ的细胞培养液（含有约 ３０００个细胞），按照
Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＮＣ、ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组分组方法处理细胞，放
在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４、４８、７２、９６ｈ以后，
取出培养板，吸取ＭＴＴ工作溶液添加到９６孔板中，每
孔１０μＬ，于３７℃继续孵育４ｈ。去上清，加入 ＤＭＳＯ
溶液１５０μＬ，孵育１０ｍｉｎ，置于酶标仪上（检测波长为
４５０ｎｍ）测定每孔的光密度值 Ｄ（４５０），以该值表示细
胞增殖能力。

１．５　克隆形成实验检测细胞克隆
　　将 Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＮＣ、ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组细胞接种到
１０ｃｍ的细胞培养皿中，每个培养皿接种 １０００个细
胞，放在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２１ｄ。取出细
胞培养皿，用４％的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ以后，用吉
姆萨染色液染色，放在显微镜下观察细胞克隆形成数

目（细胞数目＞５０个的克隆团）。
１．６　流式细胞仪检测细胞凋亡
　　收集培养２４ｈ以后的Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＮＣ、ｓｉＨＯＸＡＡＳ２
组细胞，将细胞悬浮在ＰＢＳ溶液中，调整细胞浓度为每
毫升含１０６个细胞。吸取细胞培养液１ｍＬ，１０００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，去上清，加入ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ４００μＬ，充分混
合，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ染液各５μＬ，加入
到悬浮细胞溶液中，放在避光条件下孵育１５ｍｉｎ。采用
流式细胞仪检测各组细胞凋亡。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭和迁移
　　侵袭实验步骤：吸取５ｍｇ／ｍＬ的 Ｍａｔｅｒｇｅｌ添加到
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室中，在室温条件下风干 １ｈ。取
Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＮＣ、ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组细胞，采用无血清的细
胞培养液重悬细胞浓度为１×１０５／ｍＬ，吸取２００μＬ添
加到上室中，然后在下室中添加５００μＬ的含血清的细
胞培养液，放在 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ。
ＰＢＳ洗涤小室，甲醛固定，０．１％的结晶紫染色，镜下记
录细胞侵袭数目即细胞穿膜数目。细胞迁移实验同侵

袭实验，无Ｍａｔｅｒｇｅｌ包被步骤。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＣＣａｓｐａｓｅ３

蛋白表达

　　收集培养 ２４ｈ以后的 Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＮＣ、ｓｉＨＯＸＡ
ＡＳ２组细胞，添加ＲＩＰＡ裂解液，冰浴２０ｍｉｎ。１２０００×ｇ、
４℃离心１０ｍｉｎ，收集上清即为细胞总蛋白。以 ＢＣＡ
方法检测蛋白浓度。在蛋白中添加 ５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
混合煮沸反应 ５ｍｉｎ。常规方法制备 ５％的浓缩胶和
１０％的分离胶，６０Ｖ恒压在浓缩胶中电泳，８０Ｖ恒压
在分离胶中电泳。将 ＮＣ膜裁剪成合适大小，浸泡在
转移缓冲液中 １０ｍｉｎ。以 ４００ｍＡ恒流转膜 １ｈ。将
ＮＣ膜放在封闭液（５％牛血清白蛋白）中，在室温条件
下孵育２ｈ，再将 ＮＣ膜放在一抗稀释液中，在４℃环

境中结合过夜，最后把ＮＣ膜置于二抗稀释液中，室温
结合２ｈ。滴加ＥＣＬ显色试剂，静置１ｍｉｎ。用ＩｍａｇｅＪ
分析条带的光密度值，ＧＡＰＤＨ作为内参，分析目的蛋
白表达变化。

１．９　ＨＯＸＡＡＳ２靶基因预测和鉴定
　　用生物信息学软件 ｓｔａｒｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ／ｓｔａｒｂａｓｅ２／）分析 ＨＯＸＡＡＳ２靶基因，ＨＯＸＡ
ＡＳ２与 ｍｉＲ２０ａ有互补结合位点，用荧光素酶报告系
统鉴定二者的靶向关系。把ＭＵＴ、ＷＴ分别与ｍｉＲ２０ａ
ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌ共转染至皮肤鳞癌细胞，转染
２４ｈ，严格按照试剂盒的要求检测荧光素酶活性。
ＭＵＴ、ＷＴ分别为含有突变以后的 ＨＯＸＡＡＳ２结合位
点、含没有突变的 ＨＯＸＡＡＳ２结合位点的荧光素酶报
告载体。

１．１０　ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ影响皮
肤鳞癌细胞增殖、克隆、凋亡、侵袭、迁移的作

用检测

　　在皮肤鳞癌细胞中分别将 ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ、
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ和ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
共转染，命名为ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋ａｎｔｉＮＣ和ｓｉＨＯＸＡＡＳ２
＋ａｎｔｉｍｉＲ２０ａ组，利用ＭＴＴ方法检测细胞增殖（步骤同
１．４），克隆形成实验检测细胞克隆能力（步骤同１．５），
流式细胞仪检测细胞凋亡（步骤同１．６），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
检测细胞侵袭和迁移（步骤同１．７），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达（步骤同１．８）。
１．１１　统计学分析
　　利用ＳＰＳＳ２１．０统计软件，计量资料采用 珋ｘ±ｓ表
示，两组数据间比较用独立样本ｔ检验，多组数据比较
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌组织中的表达上调
　　皮肤鳞癌组织中 ＨＯＸＡＡＳ２表达高于癌旁正常
组织（Ｐ＜０．０５，图１）。ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌组织中
表达上调。
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图１　ｑＲＴＰＣＲ检测皮肤鳞癌组织中ＨＯＸＡＡＳ２的表达
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２．２　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞增殖、克隆和
凋亡的影响

　　与 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组皮肤鳞癌细胞
中ＨＯＸＡＡＳ２表达下降，细胞增殖能力降低，细胞克
隆形成数目减少，凋亡率升高，ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达
增多（Ｐ＜０．０５，图２）。结果表明：ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ下
调皮肤鳞癌细胞中 ＨＯＸＡＡＳ２表达，降低细胞增殖、

克隆能力，诱导细胞凋亡。

２．３　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞侵袭和迁移
的影响

　　与 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组皮肤鳞癌细胞
侵袭数目和迁移数目减少，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达
减少（Ｐ＜０．０５，图３）。结果表明：ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ抑
制皮肤鳞癌细胞侵袭和迁移。
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图２　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞增殖、克隆、凋亡和ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达影响
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｓｉＮＣ组；３：ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭（×２００）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移（×２００）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
蛋白表达

图３　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞侵袭、迁移和ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达的影响

２．４　ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ互为靶向关系

　　生物信息学软件预测ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ有互

补结合位点，并且 ＷＴ和 ｍｉＲ２０ａｍｉｍｉｃｓ共转染后的

细胞荧光素酶活性降低（Ｐ＜０．０５，图 ４）。结果表明：

ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ互为靶向关系。

２．５　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞中 ｍｉＲ２０ａ

表达的影响

　　皮肤鳞癌组织中ｍｉＲ２０ａ表达低于正常组织（Ｐ＜

０．０５，图５Ａ）；皮肤鳞癌组织中ｍｉＲ２０ａ表达与ＨＯＸＡ

ＡＳ２负相关（图５Ｂ）；与ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＨＯＸＡＡＳ２组

皮肤鳞癌细胞中ｍｉＲ２０ａ表达升高（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。结

果表明：皮肤鳞癌组织中 ｍｉＲ２０ａ和 ＨＯＸＡＡＳ２负相

关，ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ促进皮肤鳞癌细胞中 ｍｉＲ２０ａ

表达。
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Ａ：生物信息学软件预测ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ结合位点；
Ｂ：荧光素酶报告系统鉴定二者的靶向关系　ａ：Ｐ＜０．０５，
与ｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌ比较

图４　ＨＯＸＡＡＳ２和ｍｉＲ２０ａ互为靶向关系

７００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）



２．６　ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ影响皮肤
鳞癌细胞增殖、克隆、凋亡、侵袭、迁移的作用

　　与 ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋ａｎｔｉＮＣ组比较，ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋
ａｎｔｉｍｉＲ２０ａ组皮肤鳞癌细胞中ｍｉＲ２０ａ表达降低，细
胞增殖能力、克隆形成数目升高，凋亡率降低，细胞中

ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达减少，细胞侵袭数目、迁移数目
增加，细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５，
图６、７）。结果表明：ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ逆转ＨＯＸＡＡＳ２
ｓｉＲＮＡ对皮肤鳞癌细胞增殖、克隆、侵袭、迁移抑制作
用和凋亡促进作用。
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Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测皮肤鳞癌组织中ｍｉＲ２０ａ的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与癌旁正常组织比较；Ｂ：皮肤鳞癌组织中 ｍｉＲ２０ａ与 ＨＯＸＡ
ＡＳ２表达的相关性分析；Ｃ：下调ＨＯＸＡＡＳ２后，皮肤鳞癌细胞中ｍｉＲ２０ａ的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较

图５　皮肤鳞癌组织中ｍｉＲ２０ａ表达变化及下调ＨＯＸＡＡＳ２对皮肤鳞癌细胞中ｍｉＲ２０ａ表达的影响
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Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测细胞中ｍｉＲ２０ａ表达；Ｂ：ＭＴＴ检测两组细胞增殖能力；Ｃ：克隆形成实验检测细胞克隆形成数目

图６　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ和ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染后皮肤鳞癌细胞增殖和克隆能力变化

８００２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋ａｎｔｉＮＣ组；２：ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋ａｎｔｉｍｉＲ２０ａ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＨＯＸＡＡＳ２＋ａｎｔｉＮＣ组比较
Ａ：流式细胞仪检测细胞凋亡；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭（×２００）；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移（×２００）；
Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＣＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达

图７　ＨＯＸＡＡＳ２ｓｉＲＮＡ和ｍｉＲ２０ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染后皮肤鳞癌细胞凋亡、侵袭、迁移和细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＣＣａｓｐａｓｅ３
蛋白表达

９００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）



３　讨论

　　ｌｎｃＲＮＡ是一类长度大于 ２００ｎｔ的非编码 ＲＮＡ，
在人体组织中均有表达［８］。绝大多数的 ｌｎｃＲＮＡ没有
编码蛋白质的功能，但其可以通过复杂的调控网络，影

响下游基因表达，参与如细胞凋亡、细胞衰老、细胞分

化等多种生理病理过程［９］。ｌｎｃＲＮＡ还与人类多种疾
病如胃炎、糖尿病、阿尔茨海默病等有关，ｌｎｃＲＮＡ可能
是疾病治疗的分子靶点［１０］。ＨＯＸＡＡＳ２是近年来研
究发现的与肿瘤发生和转移关系密切的ｌｎｃＲＮＡ，其在
肿瘤组织中表达改变，参与肿瘤细胞的生长、转移等过

程［１１］。在非小细胞肺癌中发现ＨＯＸＡＡＳ２高表达，并
且 ＨＯＸＡＡＳ２具有促进肺癌进展和转移的作用［５］。

下调ＨＯＸＡＡＳ２降低甲状腺乳头状癌细胞侵袭和迁
移能力［１２］。本研究结果显示：ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌
组织中表达上调，并且下调 ＨＯＸＡＡＳ２可以降低皮肤
鳞癌细胞增殖、克隆、侵袭、迁移能力，诱导细胞凋亡，

ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌进展中可能发挥类似癌基因的
作用，这与以前的研究报道相符合，均说明ＨＯＸＡＡＳ２
在肿瘤中发挥促进作用。

　　细胞凋亡是机体内多种因素共同作用的结果，受
细胞内多种基因共同调控。Ｃａｓｐａｓｅ是一个与细胞凋
亡关系密切的蛋白家族，其含有多个蛋白成员，这些蛋

白成员在正常情况下多以没有活性的形式存在，当受

到细胞凋亡信号刺激以后，细胞内的 Ｃａｓｐａｓｅ蛋白成
员被激活，共同诱导细胞凋亡发生［１３］。Ｃａｓｐａｓｅ３是
Ｃａｓｐａｓｅ凋亡级联反应中的下游因子，在细胞凋亡过程
中发挥凋亡执行的作用，其活化后被认为是细胞凋亡

的不可逆标志［１４－１５］。肿瘤细胞转移与细胞外基质降

解相关，肿瘤细胞合成的细胞外基质降解酶可促进细

胞的侵袭和迁移［１６］。基质金属蛋白酶家族具有分解

细胞外基质的功能［１７］，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９是目前发现的
与肿瘤转移关系最密切的基质金属蛋白酶家族成员，

表达升高后可以诱导肿瘤转移［１８－１９］。本研究结果表

明：下调ＨＯＸＡＡＳ２后的皮肤鳞癌细胞中 ＣＣａｓｐａｓｅ３
蛋白表达升高，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达下降，提示下
调ＨＯＸＡＡＳ２诱导皮肤鳞癌细胞凋亡，抑制细胞侵袭
和迁移，这与细胞凋亡、迁移、侵袭检测结果一致。

　　ｌｎｃＲＮＡ的功能多样与其复杂的调控机制有关，其
可以通过与 ｍｉＲＮＡ结合影响 ｍｉＲＮＡ的表达，发挥生
物学作用［２０－２１］。本研究结果表明：ＨＯＸＡＡＳ２与ｍｉＲ
２０ａ互为靶向关系，并且皮肤鳞癌组织中 ＨＯＸＡＡＳ２、
ｍｉＲ２０ａ负相关，这可能提示 ＨＯＸＡＡＳ２作用机制与
ｍｉＲ２０ａ有关。ｍｉＲ２０ａ是一个与肿瘤有关的调控子，
ｍｉＲ２０ａ在乳腺癌中低表达，并且其可以通过靶向负

调控高迁移率族蛋白 Ａ２（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐＡ２，
ＨＭＧＡ２）的表达抑制乳腺癌细胞侵袭和迁移，诱导细
胞凋亡［２２］。子宫内膜癌中 ｍｉＲ２０ａ低表达，ｍｉＲ２０ａ
通过靶向抑制信号转录和激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）表达降低子宫
内膜癌细胞转移能力［２３］。在皮肤鳞癌中的研究表明：

ｍｉＲ２０ａ可以抑制皮肤鳞癌细胞的生长、侵袭等恶性
生物学行为，机制与 ｍｉＲ２０ａ靶向下调 ＬＩＭ激酶 １
（ＬＩＭｋｉｎａｓｅ１，ＬＩＭＫ１）表达有关，ｍｉＲ２０ａ在皮肤鳞癌
进展中发挥抑制作用［７］。本研究结果显示：下调 ｍｉＲ
２０ａ可以逆转下调 ＨＯＸＡＡＳ２对皮肤鳞癌细胞增殖、
克隆、侵袭、迁移和凋亡的作用，这证实 ＨＯＸＡＡＳ２作
用机制与ｍｉＲ２０ａ有关。
　　综上所述，ＨＯＸＡＡＳ２在皮肤鳞癌发生和转移中
可能发挥类似癌基因的作用，下调其表达可以降低皮

肤鳞癌细胞生长、迁移、侵袭能力，诱导细胞凋亡，作用

机制与靶向促进ｍｉＲ２０ａ的表达有关。本研究结果为
靶向基因治疗皮肤鳞癌提供了新思路，为研究皮肤鳞

癌分子发生机制提供了研究数据。本研究没有分析皮

肤鳞癌患者临床病理特征与 ＨＯＸＡＡＳ２表达的关系，
没有在体内以及多株皮肤鳞癌细胞中进行验证，在以

后的实验中将对上述问题进行深入探讨。
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