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生物钟基因ＰＥＲ１调控口腔鳞癌细胞中ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ表达的昼夜节律
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　　［摘要］　目的　探讨生物钟基因ＰＥＲ１对口腔鳞癌细胞（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）的增
殖和凋亡及细胞内ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ表达昼夜节律的调控作用。方法　建立稳转过表达ＰＥＲ１的口
腔鳞癌ＳＣＣ１５细胞（ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５）和不含ＰＥＲ１基因序列慢病毒感染的阴性对照 ＳＣＣ１５细胞（ＮＣ
ＳＣＣ１５）；建立稳转沉默 ＰＥＲ１的口腔鳞癌 ＴＳＣＣＡ细胞（ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ）和不含 ＰＥＲ１片段的
ｓｃｒａｍｂｌｅ质粒慢病毒感染的阴性对照 ＴＳＣＣＡ细胞（ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ）。通过流式细胞术、ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中细胞增殖指数、凋亡指数及细胞内 ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡ在２４ｈ内
６个不同时间点的表达。对数据进行方差分析和余弦分析，以中值、振幅和峰值相位为指标分析各基因
表达的昼夜节律特征。结果　在ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５和ＮＣＳＣＣ１５中，细胞增殖指数和凋亡指数及细胞内
ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白的表达具有昼夜节律性（Ｐ＜０．０５）。与 ＮＣＳＣＣ１５细胞相比，
ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞凋亡指数、ＰＥＲ１和 ＢＡＸｍＲＮＡ和蛋白表达的中值显著升高，而细胞增殖指数、
ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白表达的中值显著降低（Ｐ＜０．０５）；细胞凋亡指数和ＢＡＸｍＲＮＡ表达的振幅
显著升高，而 ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达的振幅显著降低（Ｐ＜０．０５）；细胞凋亡指数、ＰＥＲ１和 ＢＡＸ
ｍＲＮＡ和蛋白表达的峰值相位前移，而细胞增殖指数、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白表达的峰值相位后
移。与ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ细胞相比，ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中 ＢＡＸ蛋白的表达发生昼夜节律紊乱，但
细胞增殖指数、凋亡指数及细胞内ＰＥＲ１、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白以及 ＢＡＸｍＲＮＡ的表达具有昼
夜节律（Ｐ＜０．０５），其昼夜节律特征与ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞相反。结论　ＰＥＲ１表达改变后导致其自身
的昼夜节律特征发生改变，同时调控口腔鳞癌细胞增殖和凋亡及 ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡ表达的昼夜节律
特征发生改变。
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　　口腔癌为常见的头颈部恶性肿瘤，约９０％为鳞状
细胞癌［１］。虽然目前包括手术、放疗和化疗等各种治

疗手段取得了很大进步，但由于口腔鳞癌发病机制不

清，近 ３０年来患者的 ５年生存率仍未得到明显提
高［２－３］。研究证明，人体生理活动表现出约以２４ｈ为
周期的节律性振荡，称为昼夜节律［４－５］。昼夜节律是

由细胞内一系列生物钟基因在转录翻译水平上构成
复杂的正负反馈环路而形成［４－５］，揭示生物体内细胞

的生理活动和相关基因表达是呈 ２４ｈ为周期的节律
性振荡，而不是每天保持在一个固定的水平［６－７］。中

值、振幅和峰值相位是反映２４ｈ昼夜节律振荡特征的
３个维度［８］。昼夜节律通过以上３个维度协调细胞内
众多复杂的生理过程和基因表达在时间和空间上保持

协同有序，对于维持细胞生理稳态至关重要［９－１０］。昼

夜节律异常改变或紊乱与多种癌症的发生发展密切相

关［６－７］，深入研究昼夜节律可能为治疗癌症提供新的

思路和方法。

　　细胞增殖和凋亡平衡的失调是癌症发生的根本原
因［１１］。ＰＣＮＡ是促细胞增殖基因，ＢＡＸ和 ＢＣＬ２分别
为促凋亡基因和抑凋亡基因，其异常改变导致细胞增

殖和凋亡平衡失调，与癌症的发生发展密切相关［１１］。

目前发现在多种细胞中 ＰＣＮＡ、ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的表达
具有昼夜节律［１２－１３］，但其调控机制不清楚。ＰＥＲ１是

重要的核心生物钟基因［５］，我们前期研究发现，ＰＥＲ１
在口腔鳞癌中表达降低，与患者临床分期和生存时间

显著相关，具有重要的抑癌作用［１４］，并且其表达具有

昼夜节律性［１５］。在此基础上，本研究通过建立沉默或

过表达ＰＥＲ１的口腔鳞癌细胞，探索口腔鳞癌细胞内
ＰＥＲ１表达改变后其自身昼夜节律表达特征改变情
况，以及对口腔鳞癌细胞增殖、凋亡和细胞中 ＰＣＮＡ、
ＢＡＸ和ＢＣＬ２表达的昼夜节律的调控作用，希望为基
于昼夜节律发展治疗口腔鳞癌的新策略提供依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　人口腔鳞癌细胞系 ＴＳＣＣＡ和 ＳＣＣ１５购自上海中
桥新舟生物科技有限公司，ＰＥＲ１过表达慢病毒和
ＰＥＲ１ｓｈＲＮＡ干扰慢病毒购自上海吉凯基因化学公
司；ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ
公司；ＲＩＰＡ裂解液购自中国碧云天公司，ＰＥＲ１抗体
购自美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司，ＢＡＸ和 ＢＣＬ２抗体购自美国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＰＣＮＡ和 βａｃｔｉｎ抗体购自美国 ＣＳＴ
公司；梯度 ＰＣＲ仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，ＥＣＬ
Ａｄｖａｎｃｅ蛋白质印迹检测系统购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，
流式细胞仪购自美国ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅ公司。
１．２　ＰＥＲ１过表达和沉默载体的构建与转染
　　用过表达ＰＥＲ１的慢病毒感染ＳＣＣ１５细胞，构建稳

６６５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



转过表达 ＰＥＲ１的 ＳＣＣ１５细胞（ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细
胞），用不含ＰＥＲ１基因序列的慢病毒感染ＳＣＣ１５细胞
作为阴性对照（ＮＣＳＣＣ１５细胞）。用 ＰＥＲ１ｓｈＲＮＡ慢
病毒感染ＴＳＣＣＡ细胞，构建稳转沉默ＰＥＲ１的ＴＳＣＣＡ
细胞（ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞），以不含 ＰＥＲ１片段的
ｓｃｒａｍｂｌｅ质粒慢病毒感染 ＴＳＣＣＡ细胞作为阴性对照
（ｓｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ细胞）。详细方法见我们前期报道［１６］。

１．３　细胞培养和细胞昼夜节律同步化
　　实验前先行细胞昼夜节律同步化处理。将生长状
态良好的各组细胞 （ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５、ＮＣＳＣＣ１５、
ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ和 ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ）接种于含完
全培养液的培养皿内，当细胞生长达 ６０％左右时，将
完全培养液替换成不含血清含有终浓度为 １μｍｏｌ／Ｌ
地塞米松培养液，置于细胞培养箱孵育 ２ｈ后替换为
完全培养基，把这一时间点设置为授时时间 ０点
（ｚｅｉｔｇｅｂｅｒｔｉｍｅ０，ＺＴ０），继续培养，每隔 ４ｈ设置 ＺＴ
４、ＺＴ８、ＺＴ１２、ＺＴ１６、ＺＴ２０、ＺＴ２４这６个不同时间点，
收集细胞，提取ＲＮＡ和蛋白质。其中 ＺＴ０～ＺＴ１２代
表主观白天，ＺＴ１２～ＺＴ２４代表主观夜晚。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
　　① ＲＮＡ提取：根据ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒的
说明书提取总 ＲＮＡ。用显微分光光度法测定总 ＲＮＡ
的纯度和浓度。② ｃＤＮＡ合成：用逆转录试剂盒将
ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。反应条件为：３７℃ １５ｍｉｎ，
８５℃ ５ｓ，４℃ 恒温。③ ＲＴｑＰＣＲ反应：目的基因
ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２、ＰＣＮＡ和βａｃｔｉｎ的引物用Ｏｌｉｇｏ７．０
软件设计，引物序列见表 １。根据 ＴＢＧｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）说明书进行 ＲＴｑＰＣＲ。反
应条件为：９５℃预变性１．５ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃
退火延伸３０ｓ，扩增４０个循环。每个样品设置３个复
孔。以 βａｃｔｉｎ为参照，按 ２－△△Ｃｔ计算目的基因的
ｍＲＮＡ相对表达量。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＰＥＲ１
正义链：ＧＡＣＡＣＣＡＣＴＧＣＣＧＡＴＣＣ
反义链：ＴＴＣＡＧＣＣＣＧＡＧＧＧＴＴＣＴ

ＢＡＸ
正义链：ＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣ
反义链：ＴＣＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＣＧＡＴ

ＢＣＬ２
正义链：ＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＡＣＧＧＣＣＣ
反义链：ＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＴＡＧＧ

ＰＣＮＡ
正义链：ＡＡＧＣＡＣＣＡＡＡＣＣＡＧＧＡＧＡ
反义链：ＧＣＡＡＡＴＴＣＡＣＣＡＧＡＡＧＧＣ

βａｃｔｉｎ
正义链：ＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧ
反义链：ＡＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧ

１．５　蛋白免疫印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
　　用裂解液裂解细胞，冰上裂解３０ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ

（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ）后收集上清液，用ＢＣＡ法测定蛋
白浓度。蛋白（２０～３０μｇ）经 ８％～１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳分离后，通过湿转法转移到 ０．４５μｍＰＶＤＦ
膜上。ＰＶＤＦ膜在含有 ５％脱脂奶粉的封闭液中室温
封闭 １．５ｈ。并与 ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２、ＰＣＮＡ和 βａｃｔｉｎ
的一抗接触，在４℃孵育过夜。然后将ＰＶＤＦ膜浸泡在
ＨＲＰ标记的二抗稀释液中，室温孵育１ｈ。加入超敏化
学发光液后曝光，采集图像。以 βａｃｔｉｎ作为对照。使
用Ｉｍａｇｅ５．０软件对蛋白质条带进行灰度分析。

１．６　流式细胞术
　　细胞增殖检测：细胞经同步化处理后时间设置为

ＺＴ０，分别在ＺＴ４、ＺＴ８、ＺＴ１２、ＺＴ１６、ＺＴ２０和 ＺＴ２４
时间点用 ０．２５％胰酶消化，ＰＢＳ洗涤 ２次，并重悬于
１００μＬＰＢＳ和９００μＬ预冷的７５％乙醇中固定，４℃过
夜。然后，ＰＢＳ洗涤２次，并加入４００μＬ碘化丙啶染
色液和１００μＬＲＮａｓｅ（１００μｇ／ｍＬ），于４℃避光孵育
３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞周期分布，并通过细胞
周期拟合软件ＭｏｄＦｉｔ分析。

　　细胞增殖指数 ＝（Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）×１００％

　　细胞凋亡检测：细胞经同步化处理后时间设置为
ＺＴ０，分别在ＺＴ４、ＺＴ８、ＺＴ１２、ＺＴ１６、ＺＴ２０和 ＺＴ２４
时间点用０．２５％胰酶消化，ＰＢＳ洗涤 ２次，用 ＰＢＳ将

细胞数调节至 １×１０６／ｍＬ。将 ２００μＬ的 Ａｎｎｅｘｉｎ

ＶＡＰＣ染色液加入 １ｍＬ细胞悬液中，室温避光孵育
１５ｍｉｎ。然后加入 ２００μＬ碘化丙啶染色液混合。采
用流式细胞仪进行细胞计数。

　　细胞凋亡指数＝凋亡细胞数／被检测细胞总数×１００％

１．７　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行方差分析，检

验昼夜６个时间点各基因的差异性表达。用 Ｍａｔｌａｂ
８．６（美国，ＭａｔｈＷｏｒｋｓ）软件中的 Ｃｏｓｉｎｏｒ程序包对数
据进行余弦拟合分析，拟合方程为Ｙ＝Ｍ＋Ａｃｏｓ［ｗ（ｔ－

Φ）］，其中Ｍ表示中值，Ａ表示振幅、ｗ表示角频率、Φ
表示峰值相位，ｔ代表时间点。同时满足单因素方差
分析（Ｐ＜０．０５）和余弦分析（Ｐ＜０．０５）表明该基因的表

达具有昼夜节律［１７］。用 ＣｉｒｃａＣｏｍｐａｒｅ程序包比较不

同余弦曲线间中值和振幅的差异［１８］，Ｐ＜０．０５被认为

差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　过表达ＰＥＲ１对细胞增殖和凋亡及细胞内ＢＡＸ、
ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ昼夜节律表达的调控

　　为探索ＰＥＲ１表达改变对细胞增殖和凋亡昼夜节
律的调控作用，在过表达 ＰＥＲ１的口腔鳞癌 ＳＣＣ１５细
胞（ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５）中检测细胞增殖、凋亡及生物钟
基因ＰＥＲ１、促凋亡基因 ＢＡＸ、抑凋亡基因 ＢＣＬ２和增
殖基因ＰＣＮＡ表达的昼夜节律情况。流式细胞、ＲＴ
ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，在 ＯＥＰＥＲ１
ＳＣＣ１５细胞和ＮＣＳＣＣ１５细胞中细胞增殖指数和凋亡

指数及ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白表达
均具有昼夜节律（单因素方差分析：Ｐ＜０．０５；余弦分
析：Ｐ＜０．０５），见图１、２和表２、３。
　　与 ＮＣＳＣＣ１５细胞组相比，ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞
增殖指数的中值显著降低（Ｐ＜０．０１），而振幅无显著改
变（Ｐ＞０．０５），峰值相位延后２．４７ｈ，由主观夜晚的早
期（ＺＴ１４．５４）后移到主观夜晚的中期（ＺＴ１７．０１），见
图１Ａ、Ｂ和表２；细胞凋亡指数的中值和振幅显著升高
（Ｐ＜０．０５），峰值相位虽然提前２．７４ｈ（从ＺＴ１１．２１前
移到ＺＴ８．４７），但仍位于主观白天的晚期（图１Ｃ、Ｄ和
表２）。
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Ａ：流式细胞术检测ＮＣＳＣＣ１５和 ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞在 ２４ｈ内不同时间点的增殖指数；Ｂ：ＮＣＳＣＣ１５和 ＯＥ
ＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞增殖指数在２４ｈ内不同时间点实际检测均值和昼夜节律的余弦拟合曲线；Ｃ：流式细胞术检测
ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞在２４ｈ内不同时间点的凋亡指数；Ｄ：ＮＣＳＣＣ１５和 ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞凋
亡指数在２４ｈ内不同时间点实际检测均值和昼夜节律变化的余弦拟合曲线 　实线：余弦拟合曲线；虚线：昼夜
不同时间点的实际均值连线；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＺＴ４比较

图１　ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞增殖指数和凋亡指数的昼夜节律变化和余弦拟合曲线

８６５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表２　ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞增殖和凋亡的昼夜节律特征

检测项目 细胞 中值 振幅 峰值相位 （ＺＴ） 峰值 谷值 Ｐ值

增殖指数 ＮＣＳＣＣ１５ ３０．９８ ４．０６ １４．５４ ３５．０４ ２６．９２ ０．０１６

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ２８．５９ ３．２４ １７．０１ ３１．８３ ２５．３５ ０．０２６

凋亡指数 ＮＣＳＣＣ１５ ６．３５ １．７７ １１．２１ ８．１２ ４．５８ ０．００４

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ７．０１ ２．４２ ８．４７ ９．４３ ４．５９ ０．００３

　　与对照组相比，ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞中 ＰＥＲ１
ｍＲＮＡ表达的中值显著升高（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著
改变（Ｐ＞０．０５），峰值相位前移３．９６ｈ，由主观夜晚的
晚期（ＺＴ２２．２７）提前到主观夜晚的中期（ＺＴ１８．３１）。
ＢＡＸｍＲＮＡ表达的中值和振幅显著升高（Ｐ＜０．０５），
峰值相位虽然提前 ３．２４ｈ（从 ＺＴ２３．８９前移到 ＺＴ
２０．６５），但仍位于主观夜晚的晚期。ＢＣＬ２ｍＲＮＡ表
达的中值和振幅显著降低（Ｐ＜０．０５），峰值相位滞后
１．３８ｈ，由主观夜晚中期（ＺＴ１９．６３）延后到主观夜晚
晚期（ＺＴ２１．０１）。ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达的中值和振幅显
著降低（Ｐ＜０．０５），峰值相位滞后２．６１ｈ，由主观夜晚
中期（ＺＴ１８．７４）后移到主观夜晚晚期（ＺＴ２１．３５），见
图２Ａ和表３。从蛋白表达比较，ＰＥＲ１蛋白表达的中
值显著升高（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著差异（Ｐ＞０．０５），
峰值相位前移３．１３ｈ，由主观白天的中期（ＺＴ４．３９）提

前到主观白天的早期（ＺＴ１．２６）。ＢＡＸ蛋白表达的中
值显著升高（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著改变（Ｐ＞０．０５），
峰值相位前移９．５０ｈ，由主观夜晚的中期（ＺＴ１９．１９）
提前到主观白天的晚期（ＺＴ９．６９）。ＢＣＬ２蛋白表达
的中值显著降低（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著差异（Ｐ＞
０．０５），峰值相位滞后１０．２０ｈ，由主观白天的中期（ＺＴ
７．７５）后移到主观夜晚的中期（ＺＴ１７．９５）。ＰＣＮＡ蛋
白表达的中值显著降低（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著改变
（Ｐ＞０．０５），峰值相位滞后３．５１ｈ，由主观白天的晚期
（ＺＴ９．７４）后移到主观夜晚的早期（ＺＴ１３．２５），见图
２Ｂ、Ｃ和表３。
　　上述结果表明：ＰＥＲ１过表达后其自身昼夜节律
表达特征发生改变，同时调控口腔鳞癌细胞的增殖和

凋亡及细胞内 ＢＡＸ、ＢＣＬ２、ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白昼夜
节律表达特征改变。

表３　ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞中各基因ｍＲＮＡ和蛋白表达的昼夜节律特征

检测项目 基因名称 细胞 中值 振幅 峰值相位 （ＺＴ） 峰值 谷值 Ｐ值

ｍＲＮＡ ＰＥＲ１ ＮＣＳＣＣ１５ ２．２７ １．６４ ２２．２７ ３．９１ ０．６３ ０．０３２

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ３．４４ ２．８２ １８．３１ ６．２６ ０．６２ ０．０１９

ＢＡＸ ＮＣＳＣＣ１５ ０．６９ ０．４７ ２３．８９ １．１６ ０．２２ ０．０２９

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ２．８６ ２．０１ ２０．６５ ４．８７ ０．８５ ０．０４１

ＢＣＬ２ ＮＣＳＣＣ１５ ３．００ ２．２９ １９．６３ ５．２９ ０．７１ ０．０１５

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ２．０７ １．２４ ２１．０１ ３．３１ ０．８３ ０．０３６

ＰＣＮＡ ＮＣＳＣＣ１５ ２．３５ １．２３ １８．７４ ３．５８ １．１２ ０．０２７

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ １．９７ ０．５８ ２１．３５ ２．５５ １．３９ ０．０２２

蛋白 ＰＥＲ１ ＮＣＳＣＣ１５ ０．７４ ０．１４ ４．３９ ０．８８ ０．６０ ０．０３２

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ０．９５ ０．２７ １．２６ １．２２ ０．６８ ０．０２５

ＢＡＸ ＮＣＳＣＣ１５ ０．９５ ０．２１ １９．１９ １．１６ ０．７４ ０．０４４

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ １．２０ ０．３８ ９．６９ １．５８ ０．８２ ０．０３５

ＢＣＬ２ ＮＣＳＣＣ１５ ０．９１ ０．４７ ７．７５ １．３８ ０．４４ ０．０１９

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ０．７４ ０．２９ １７．９５ １．０３ ０．４５ ０．０２５

ＰＣＮＡ ＮＣＳＣＣ１５ ０．９８ ０．２０ ９．７４ １．１８ ０．７８ ０．０１７

ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５ ０．８５ ０．１９ １３．２５ １．０４ ０．６６ ０．０２２

９６５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞中ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达及其余弦拟合曲
线；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞中ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡ蛋白表达及其余弦
拟合曲线 　实线：余弦拟合曲线；虚线：昼夜不同时间点的实际均值连线；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＺＴ４比较

图２　ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白在ＮＣＳＣＣ１５和ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５细胞中表达的昼夜节律
变化和余弦拟合曲线

２．２　敲减 ＰＥＲ１对细胞增殖和凋亡及细胞内 ＢＡＸ、
ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ昼夜节律表达的调控作用

　　在敲减 ＰＥＲ１的口腔鳞癌 ＴＳＣＣＡ细胞（ＲＮＡｉ
ＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ）中检测细胞增殖和凋亡及 ＰＥＲ１、ＢＡＸ、
ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡ表达的昼夜节律情况。流式细胞检测
结果表明，在 ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞和对照组

ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ细胞中细胞增殖指数和凋亡指数均
具有昼夜节律（单因素方差分析：Ｐ＜０．０５；余弦分析：
Ｐ＜０．０５），见图 ３、表 ４。ＲＴｑＰＣＲ检测结果表明，
ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达均具有昼夜节
律（单因素方差分析：Ｐ＜０．０５；余弦分析：Ｐ＜０．０５），
见图 ４Ａ、表 ５。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，ＰＥＲ１、

０７５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ蛋白表达均具有昼夜节律，ＢＡＸ蛋白
在ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ细胞具有昼夜节律（单因素方差分
析：Ｐ＜０．０５；余弦分析：Ｐ＜０．０５），但在 ＲＮＡｉＰＥＲ１
ＴＳＣＣＡ细胞中发生昼夜节律紊乱（Ｐ＞０．０５，图 ４Ｂ、Ｃ
和表５）。
　　与对照组相比，ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞增殖指数

的中值和振幅显著升高（Ｐ＜０．０５），峰值相位前移
５．１４ｈ，由主观夜晚的早期（ＺＴ１３．１０）提前到主观白天
的中期（ＺＴ７．９６），见图３Ａ、Ｂ和表４；细胞凋亡指数的
中值显著降低（Ｐ＜０．０１），而振幅无显著差异（Ｐ＞０．０５），
峰值相位滞后３．７３ｈ，由主观夜晚的中期（ＺＴ１６．４１）后
移到主观夜晚的晚期（ＺＴ２０．１４），见图３Ｃ、Ｄ和表４。
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Ａ：流式细胞术检测ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞在２４ｈ内不同时间点的增殖指数；Ｂ：Ｓｃｒａｍｂｌｅ
ＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞增殖指数在２４ｈ内不同时间点实际检测均值和昼夜节律的余弦拟合曲线；
Ｃ：流式细胞术检测 ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和 ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞在２４ｈ内不同时间点的凋亡指数；Ｄ：Ｓｃｒａｍｂｌｅ
ＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞凋亡指数在２４ｈ内不同时间点实际检测均值和昼夜节律的余弦拟合曲线　
实线：余弦拟合曲线；虚线：昼夜不同时间点的实际均值连线；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＺＴ４比较

图３　ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞增殖指数和凋亡指数的昼夜节律变化和余弦拟合曲线

表４　ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞增殖和凋亡的昼夜节律特征

检测项目 细胞 中值 振幅 峰值相位 （ＺＴ） 峰值 谷值 Ｐ值

增殖指数 ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ３１．６２ ４．５９ １３．１０ ３６．２１ ２７．０３ ０．０１４

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ ３４．３８ ６．８６ ７．９６ ４１．２４ ２７．５２ ０．００５

凋亡指数 ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ５．７９ １．６０ １６．４１ ７．３９ ４．１９ ０．００４

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ ５．０３ １．５６ ２０．１４ ６．５９ ３．４７ ０．０１２

１７５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）



　　与对照组相比，ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞 ＰＥＲ１
ｍＲＮＡ表达的中值显著降低（Ｐ＜０．００１），而振幅无显
著差异（Ｐ＞０．０５），峰值相位滞后２．４１ｈ，由主观夜晚
的早期（ＺＴ１５．９５）后移到主观夜晚的中期（ＺＴ１８．３６）。
ＢＡＸｍＲＮＡ表达的中值和振幅显著降低（Ｐ＜０．０１），峰
值相位虽然滞后１．９５ｈ（从ＺＴ１７．８３后移到ＺＴ１９．７８），
但仍位于主观夜晚的中期。ＢＣＬ２ｍＲＮＡ表达的中值
和振幅显著升高（Ｐ＜０．０５），峰值相位前移４．１５ｈ，由
主观夜晚的中期（ＺＴ１９．３９）提前到主观夜晚的早期
（ＺＴ１５．２４）。ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达的中值和振幅显著升
高（Ｐ＜０．０５），峰值相位前移７．０４ｈ，由主观夜晚的晚
期（ＺＴ２０．３７）提前到主观夜晚的早期（ＺＴ１３．３３），见

图４Ａ、表５。从蛋白水平比较，ＰＥＲ１蛋白表达的中值
显著降低（Ｐ＜０．０１），而振幅无显著改变（Ｐ＞０．０５），峰
值相位滞后１．２５ｈ，由主观夜晚的中期（ＺＴ１８．９２）后
移到主观夜晚的晚期（ＺＴ２０．１７）。ＢＡＸ蛋白在ＲＮＡｉ
ＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中发生节律紊乱。ＢＣＬ２蛋白表达
的中值显著升高（Ｐ＜０．０５），而振幅无显著差异（Ｐ＞
０．０５），峰值相位前移 ０．９５ｈ，由主观夜晚的晚期
（ＺＴ２０．２７）提前到主观夜晚的中期 （ＺＴ１９．３２）。
ＰＣＮＡ蛋白表达的中值和振幅显著升高（Ｐ＜０．０５），峰
值相位前移１３．０３ｈ，由主观夜晚的晚期（ＺＴ２１．１８）提
前到主观白天的晚期（ＺＴ８．１５），见图４Ｂ、Ｃ和表５。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中 ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达及其余
弦拟合曲线；Ｂ，Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ蛋
白表达及其余弦拟合曲线 　实线：余弦拟合曲线；虚线：昼夜不同时间点的实际均值的连线；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．
０１，与ＺＴ４比较

图４　ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ在ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中表达的昼夜节律变化和余弦拟合曲线

２７５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表５　ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ和ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ细胞中各基因ｍＲＮＡ和蛋白表达的昼夜节律特征

检测项目 基因名称 细胞 中值 振幅 峰值相位 （ＺＴ） 峰值 谷值 Ｐ值

ｍＲＮＡ ＰＥＲ１ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ １．２５ ０．２９ １５．９５ １．５４ ０．９６ ０．０４７

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ ０．６６ ０．２１ １８．３６ ０．８７ ０．４５ ０．００８

ＢＡＸ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ２．０５ １．１６ １７．８３ ３．２１ ０．８９ ０．０１６

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ １．３１ ０．４９ １９．７８ １．８０ ０．８２ ０．０００

ＢＣＬ２ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ １．０７ ０．２０ １９．３９ １．２７ ０．８７ ０．０３４

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ １．９０ ０．６２ １５．２４ ２．５２ １．２８ ０．０４２

ＰＣＮＡ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ２．２１ １．１３ ２０．３７ ３．３４ １．０８ ０．０３０

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ ３．６９ ２．０８ １３．３３ ５．７７ １．６１ ０．０１７

蛋白 ＰＥＲ１ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ １．０６ ０．１８ １８．９２ １．２４ ０．８８ ０．０３７

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ ０．８８ ０．２１ ２０．１７ １．０９ ０．６７ ０．０２４

ＢＡＸ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ １．０７ ０．２３ ９．４６ １．３０ ０．８４ ０．０２４

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ － － － － － ０．３３０

ＢＣＬ２ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ０．９５ ０．２０ ２０．２７ １．１５ ０．７５ ０．０３４

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ １．１０ ０．３４ １９．３２ １．４４ ０．７６ ０．００９

ＰＣＮＡ ＳｃｒａｍｂｌｅＴＳＣＣＡ ０．７３ ０．１８ ２１．１８ ０．９１ ０．５５ ０．００６

ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ １．０２ ０．４１ ８．１５ １．４３ ０．６１ ０．０１６

－：无昼夜节律

　　上述结果表明：ＰＥＲ１敲减后其自身昼夜节律表
达特征发生改变，同时调控口腔鳞癌细胞增殖和凋亡

及细胞内 ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白昼夜节
律表达特征改变。

３　讨论

　　人体细胞中几乎都存在生物钟基因［６－７］，这些生

物钟基因通过形成正负反馈环路而产生昼夜节律振

荡［５，１９］。机体正常生理稳态的维持依靠各种细胞生

理活动或基因表达在时间和空间上保持动态平

衡［２０－２１］。昼夜节律是调控体内众多复杂的生理过程

或基因表达能在时间和空间上保持协同有序的重要管

理方式［２０－２２］，昼夜节律异常改变与肿瘤等多种疾病的

发生发展密切相关［７，１０］。ＰＥＲ１是核心生物钟基因之
一［５］，本研究结果显示，口腔鳞癌细胞中ＰＥＲ１表达改
变能导致其自身的昼夜节律改变，并对细胞增殖和凋

亡以及细胞内 ＢＡＸ、ＢＣＬ２、ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白表达
的昼夜节律具有重要的调控作用。中值、振幅和峰值

相位是反映 ２４ｈ昼夜节律振荡特征的 ３个维度［８］。

中值代表２４ｈ节律性振荡的平均值；振幅代表节律振
荡高于或低于中值的程度，是反映基因的稳健性和同

步化能力的重要指标；峰值相位代表节律振荡达到顶

峰的时间点，反映该基因呈节律性的最大“开启”时

间。因此，对昼夜节律的研究不仅会补充对癌症发生

机制的深入理解，也可能为基于昼夜节律发展治疗癌

症的新策略提供依据。

　　无限增殖和抵抗凋亡是恶性肿瘤两大基本特
征［１１］。ＰＣＮＡ是一种增殖细胞核抗原。ＷＥＩＧＬ等［１２］

发现，雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠肝脏和食管中 ＰＣＮＡｍＲＮＡ
表达存在昼夜节律。ＢＣＬ２和ＢＡＸ是凋亡的重要调控
因子，ＢＡＸ为促凋亡基因，ＢＣＬ２为抑凋亡基因［１１］。

ＧＲＡＮＤＡ等［１３］研究表明，ＢＣＬ２和ＢＡＸ蛋白在骨髓组
织中的表达具有昼夜节律，且其昼夜节律呈相反模式。

我们前期研究证明［１６］，在 ３株人口腔鳞癌细胞系
ＴＳＣＣＡ、ＳＣＣ１５和ＣＡＬ２７中，ＰＥＲ１ｍＲＮＡ和蛋白表达
均显著低于正常口腔上皮细胞。为了探索口腔鳞癌细

胞中ＰＥＲ１对ＰＣＮＡ、ＢＣＬ２和ＢＡＸ表达昼夜节律的调
控作用，本研究在这３株口腔鳞癌细胞系中选择ＰＥＲ１
表达最低的 ＳＣＣ１５细胞建构稳定过表达 ＰＥＲ１的
ＳＣＣ１５细胞（ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５），选择 ＰＥＲ１表达最高
的ＴＳＣＣＡ细胞构建稳定沉默 ＰＥＲ１的 ＴＳＣＣＡ细胞
（ＲＮＡｉＰＥＲ１ＴＳＣＣＡ）。结果发现：在 ＯＥＰＥＲ１ＳＣＣ１５
中，ＰＥＲ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白的表达
具有昼夜节律性；ＰＥＲ１和 ＢＡＸｍＲＮＡ和蛋白表达的
中值显著升高，ＢＣＬ２和ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白表达的中
值显著降低；ＢＡＸｍＲＮＡ表达的振幅显著升高，ＢＣＬ２
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和ＰＣＮＡｍＲＮＡ表达的振幅显著降低；ＰＥＲ１和 ＢＡＸ
ｍＲＮＡ和蛋白表达的峰值相位前移，ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡ
ｍＲＮＡ和蛋白表达的峰值相位后移。在 ＲＮＡｉＰＥＲ１
ＴＳＣＣＡ中，ＢＡＸ蛋白的表达发生昼夜节律紊乱，但
ＰＥＲ１、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白以及 ＢＡＸｍＲＮＡ
的表达具有昼夜节律，其昼夜节律特征与 ＯＥＰＥＲ１
ＳＣＣ１５中相反。表明口腔鳞癌细胞中 ＢＡＸ、ＢＣＬ２和
ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白的表达在中值、振幅和峰值相位
３个维度上的平衡失调与癌症的发生发展密切相关，
ＰＥＲ１对ＢＡＸ、ＢＣＬ２和ＰＣＮＡ表达的昼夜节律具有重
要调控作用。如果能进一步对ＳＣＣ１５和ＴＳＣＣＡ两种口
腔鳞癌细胞分别既沉默又过表达，其结果会更加全面。

　　昼夜节律研究也为癌症的时间精准治疗提供了依
据。因为基因表达包括转录产生 ｍＲＮＡ和翻译产生
蛋白等不同层面的动态过程［２３］，昼夜节律的最大优势

就是不仅能获得基因表达在不同层面的中值和振幅水

平，同时也能获得基因表达在不同层面的最大高峰或

低谷时间，即峰值相位。本研究从 ｍＲＮＡ和蛋白两个
层面获得ＰＥＲ１、ＰＣＮＡ、ＢＡＸ和ＢＣＬ２表达的昼夜节律
改变规律，结果表明ＰＥＲ１、ＰＣＮＡ、ＢＡＸ和ＢＣＬ２ｍＲＮＡ
表达的峰值相位与各基因蛋白表达的峰值相位之间存

在数小时的时间差。这一结果提示，针对 ＰＥＲ１、
ＰＣＮＡ、ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的 ｍＲＮＡ靶向制剂或蛋白靶向
制剂获得最佳疗效的给药时间是不相同的。这种时间

精准治疗在癌症治疗中具有很好的临床应用前景［２４］。

　　总之，本研究结果显示，在口腔鳞癌细胞中，生物
钟基因ＰＥＲ１表达改变能导致其自身的昼夜节律改
变，并从中值、振幅和峰值相位３个维度调控细胞增殖
和凋亡及细胞内 ＢＡＸ、ＢＣＬ２和 ＰＣＮＡｍＲＮＡ和蛋白
表达的昼夜节律特征改变。本研究结果不仅加深对口

腔鳞癌发生机制更全面和更精细的认识，同时也提示

基于昼夜节律的研究可能为治疗口腔鳞癌提供新的

策略。
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１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１１．０２．０１３．

［１２］ＷＥＩＧＬＹ，ＡＳＨＫＥＮＡＺＩＩＥ，ＰＥＬＥＧＬ．Ｒｈｙｔｈｍｉｃｐｒｏｆｉｌｅｓ
ｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎｍｉｃｅ：ａ
ｐｏｓｓｉｂｌｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｐｅｒｉｏｄｉｃｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐ
Ｂｉｏｌ，２０１３，２１６（Ｐｔ１２）：２２７６－２２８２．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｊｅｂ．
０８１７２９．

［１３］ＧＲＡＮＤＡＴＧ，ＬＩＵＸＨ，ＳＭＡＡＬＡＮＤＲ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｏｕｓｅｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗａｎｄｔｕｍｏｒ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００５，１９（２）：３０４－３０６．
ＤＯＩ：１０．１０９６／ｆｊ．０４２６６５ｆｊｅ．

［１４］ＹＡＮＧＧＪ，ＹＡＮＧＹＸ，ＴＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｌｏｓｓｏｆｔｈｅｃｌｏｃｋ
ｇｅｎｅ Ｐｅｒ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｔｈｅＡＫＴ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，
２０２０，１１１（５）：１５４２－１５５４．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｃａｓ．１４３６２．

４７５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



［１５］ ＺＨＡＯＮＢ，ＹＡＮＧＫ，ＹＡＮＧＧＬ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｏｃｋｇｅｎｅｐｅｒｉｏｄ１ａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｕｃｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（２）：ｅ５５８９４．ＤＯＩ：１０．
１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００５５８９４．

［１６］ＧＯＮＧＸＢ， ＴＡＮＧ Ｈ， ＹＡＮＧ Ｋ． ＰＥＲ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｖｉａｔｈｅＰＥＲ１／ＲＡＣＫ１／ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ
［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２１，１２（３）：２７６．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１４１９０２１０３５６３５．

［１７］ＬＩＵＹ，ＬＡＮＧＨＤ，ＺＨＯＵＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅｏｎｔｈｅｅｘｅｒｃｉｓｅｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｍｉｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｍｉｃｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｓｌｅｅｐｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｏｌ
ＮｕｔｒＦｏｏｄＲｅｓ，２０２０，６４（１１）：ｅ１９００９９１．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｍｎｆｒ．２０１９００９９１．

［１８］ＰＡＲＳＯＮＳＲ， ＰＡＲＳＯＮＳ Ｒ， ＧＡＲＮＥＲ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
ＣｉｒｃａＣｏｍｐａｒｅ：ａｍｅｔｈｏｄｔｏｅｓｔｉｍａｔｅａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｕｐｐｏｒｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ ｍｅｓｏｒ， ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｐｈａｓｅ， ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０２０，３６（４）：１２０８－

１２１２．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｚ７３０．
［１９］ＦＡＲＳＨＡＤＩＥ，ＶＡＮＤＥＲＨＯＲＳＴＧＴＪ，ＣＨＡＶＥＳＩ．

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｉｎｋｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋａｎｄｔｈｅｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｌ，２０２０，４３２（１２）：３５１５－３５２４．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｊｍｂ．２０２０．０４．００３．

［２０］ＳＵＬＬＩＧ，ＬＡＭ Ｍ ＴＹ，ＰＡＮＤＡ Ｓ．Ｉｎｔｅｒｐｌａｙｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ： ｎｅｗ ｆｒｏｎｔｉｅｒｓｆｏｒｃａｎｃｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣａｎｃｅｒ，２０１９，５（８）：４７５－４９４．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｒｅｃａｎ．２０１９．０７．００２．

［２１］ＶＯＩＧＴＲＭ， ＦＯＲＳＹＴＨ Ｃ Ｂ， ＫＥＳＨＡＶＡＲＺＩＡＮ Ａ．

Ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｓ：ａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｈｅａｌｔｈａｎｄ

ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０１９，

１３（５）：４１１－４２４．ＤＯＩ：１０．１０８０／１７４７４１２４．２０１９．

１５９５５８８．

［２２］ＤＡＶＩＳＫ，ＲＯＤＥＮＬＣ，ＬＥＡＮＥＲＶＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｕｍｏｕｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｒｏｌｅｏｆｔｈｅｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋ［Ｊ］．ＩＵＢＭＢＬｉｆｅ，

２０１９，７１（７）：７７１－７８０．ＤＯＩ：１０．１００２／ｉｕｂ．２００５．

［２３］ＢＵＣＣＩＴＥＬＬＩＣ，ＳＥＬＢＡＣＨＭ．ｍＲＮＡｓ，ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅ

ｅｍｅｒｇｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

Ｇｅｎｅｔ，２０２０，２１（１０）：６３０－６４４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５７６

０２００２５８４．

［２４］杨凯，郭伟，孙沫逸，等．口腔鳞状细胞癌时辰化疗中

国专家共识［Ｊ］．中国口腔颌面外科杂志，２０１９，１７（１）：

７－１２．ＤＯＩ：１０．１９４３８／ｊ．ｃｊｏｍｓ．２０１９．０１．００２．

ＹＡＮＧＫ，ＧＵＯＷ，ＳＵＮＭ Ｙ，ｅｔａｌ．Ｃｈｉｎｅｓｅｅｘｐｅｒｔ

ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｏｎｃｈｒｏｎｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪＯｒａｌＭａｘｉｌｌｏｆａｃＳｕｒｇ，２０１９，１７

（１）：７－１２．ＤＯＩ：１０．１９４３８／ｊ．ｃｊｏｍｓ．２０１９．０１．００２．
（收稿：２０２２０２０９；修回：２０２２０５３１）
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