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［摘　 要］　 目的　 探究ｍｉＲ３１５ｐ对口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）细胞增殖和凋亡的作用及与线粒体活性之间的关系。方法
ＲＴｑＰＣＲ检测ＯＳＣＣ组织和细胞中ｍｉＲ３１５ｐ的表达。利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００将ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分
别转染至ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞内，将细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组。克隆形成实验
检测细胞增殖，微管形成实验检测微管数目，流式细胞术检测细胞凋亡，ＪＣ１染色评估线粒体活性，ＥＬＩＳＡ检测超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量；蛋白印迹法检测Ｋｉ６７、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＶＥＧＦ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ｃＭｙｃ蛋白表达水平。结果　 ＲＴｑＰＣＲ检测
结果显示，ｍｉＲ３１５ｐ在ＯＳＣＣ组织和细胞中均高表达（Ｐ ＜ ０． ０５）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可显著降低ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
细胞克隆形成和微管形成数目（Ｐ ＜ ０． ０５），并提高细胞凋亡率（Ｐ ＜ ０． ０５）；蛋白印迹实验结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可降低Ｋｉ６７、
ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＶＥＧＦ和ｃＭｙｃ蛋白表达水平及Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比率（Ｐ ＜ ０． ０５）。沉默ｍｉＲ３１５ｐ可显著降低ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中ＪＣ１线
粒体活性（Ｐ ＜ ０． ０５），抑制ＳＯＤ活性并增加ＭＤＡ含量（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ通过破坏线粒体活性抑制ＯＳＣＣ细胞的
增殖并诱导其凋亡。
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　 　 口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ）是口腔癌的主要形式，约占口腔癌的９０％ ［１］。
据报道，ＯＳＣＣ的发病率不断增加，截至２０１７年底，全
球新增ＯＳＣＣ １ ６８８ ７８０ 例，死亡６００ ９２０ 例［２３］。
ＯＳＣＣ的高发病率主要归因于吸烟和饮酒［４］。此外，

ＯＳＣＣ还与长期营养不良、病毒感染和不良口腔卫生
有关［５］。对于ＯＳＣＣ的治疗，尽管目前外科手术、化学
疗法和放射疗法均取得了长足的进步，但患者５年生
存率一直偏低［６］。因此，揭示ＯＳＣＣ细胞增殖、转移及
凋亡等病程生理过程的内部机制并寻找新的治疗策略
至关重要。近年来，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ被认为是多种癌症诊
断和治疗的新的生物标志物。ｍｉＲ３１５ｐ是口腔癌的
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潜在循环生物标志物和治疗靶标［７］。Ｋａｏ等［８］研究发
现ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉＲ３１可作用于口腔癌的线粒体，影响
其活性，而线粒体损伤与细胞新陈代谢和凋亡有关。
但是关于ｍｉＲ３１５ｐ表达与ＯＳＣＣ细胞生物学活性的
关系，及其与线粒体损伤之间关系的研究还未见报道。
故本研究就ｍｉＲ３１５ｐ对ＯＳＣＣ细胞增殖和凋亡的影
响及与线粒体损伤之间的关系展开探讨，现报告如下。
１　 材料与方法
１． １　 主要试剂及仪器

ＲＰＭＩ１６４０培养基购自上海慧颖生物科技有限公
司，青霉素、链霉素和胎牛血清购自上海素尔生物科技
有限公司，ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ及各种引物由河南省生物工程技术研究中心设计
并合成，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００转染试剂购自上海伟进生
物科技有限公司，ｃＤＮＡ逆转录试剂盒购自北京百奥
莱博科技有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ试剂盒购自上海
天筛科技有限公司，ＢＣＡ试剂盒购自上海碧云天生物
技术有限公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗、
Ｅ２Ｆ３兔来源的单克隆抗体购自上海艾博抗生物科技
有限公司。ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪购自美国贝克曼库
尔特公司，Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ ＋凝胶成像系统购自美国伯乐
公司。
１． ２　 组织来源及细胞培养

收集２０１８年５月至２０２０年５月在辽阳市中心医
院口腔科进行手术治疗的ＯＳＣＣ患者的癌组织及癌旁
组织，所有患者均同意参加本研究并签署知情同意书。
本研究根据《赫尔辛基宣言》的道德准则进行，并经辽
阳市中心医院伦理委员会批准。

正常口腔细胞系（ＨＯＫ）和ＯＳＣＣ细胞系（ＳＣＣ４、
ＳＣＣ９、ＳＣＣ２５、ＣＡＬ２７、ＮＨ６、ＴＣＡ８１１３）均购自美国
典型培养物保藏中心。所有细胞于３７ ℃、５％ ＣＯ２下
在１０％胎牛血清、１００

!

ｇ ／ ｍＬ的链霉素和１００ Ｕ ／ ｍＬ
青霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。
１． ３　 ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ３１５ｐ ｍＲＮＡ的表达

将收集的癌组织及癌旁组织剪碎并研磨，用
ＱＩＡｚｏｌ裂解试剂提取总ＲＮＡ，用ｃＤＮＡ逆转录试剂盒
合成ｃＤＮＡ。将正常细胞系ＨＯＫ和ＯＳＣＣ细胞系
ＳＣＣ４、ＳＣＣ９、ＳＣＣ２５、ＣＡＬ２７、ＮＨ６、ＴＣＡ８１１３分别接
种于６孔板中，当细胞达到近８５％融合时，用ＱＩＡｚｏｌ
裂解试剂提取总ＲＮＡ，再通过ｃＤＮＡ逆转录试剂盒合
成ｃＤＮＡ，并按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ试剂盒说明书进行
ＲＴｑＰＣＲ测定。ｍｉＲ３１５ｐ的表达水平通过ＲＴｑＰＣＲ
分析评估。所有步骤均使用ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ

ＲＴｑＰＣＲ检测试剂盒（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ）完成。以Ｕ６为内
参，以２ － ΔΔＣＴ方法计算ｍＲＮＡ表达量。
１． ４　 细胞转染

取对数生长期细胞并按照约１
"

１０５ ／孔接种于
６孔板，于３７ ℃、５％ ＣＯ２下培养。当细胞达到８５％融
合，根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书将１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒分
别转染ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞，并分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组（未
转染任何质粒）、ｍｉＲＮＣ组（转染ｍｉＲＮＣ质粒）、
ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组（转染ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ质粒）和
ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组（转染ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
质粒）。
１． ５　 克隆形成实验

将各组细胞按约１
"

１０５ ／孔接种于６ 孔板，于
３７ ℃、５％ ＣＯ２培养。直到长出肉眼可见的菌落，弃去
培养液，１００％甲醇固定菌落，０． ２５％结晶紫染色
３０ ｍｉｎ，清水清洗。将６孔板倒置并叠加一张带网格
的透明胶片，直接计数细胞克隆数。
１． ６　 微管形成实验

各组细胞培养４８ ｈ后，将基质胶与４ ℃预冷的无
血清ＲＰＭＩ１６４０培养基以１∶ １的比例混合，置于２４孔
板底部，每孔３００ μＬ，并于５％ ＣＯ２、３７ ℃的培养箱中
固化３０ ｍｉｎ。在无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基中将细胞浓
度调整为１． ０ × １０５ ／ ｍＬ。每４ ｈ观察微管结构。在
１００倍显微镜下随机取５个视野并计数每５个视野的
微管状结构。使用Ｍｉｃｒｏｖｉｓｉｏｎ Ｓａｉｓａｍ软件分析图像。
１． ７　 流式细胞术

将各细胞培养４８ ｈ后，用胰酶消化，３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心５ ｍｉｎ，再按１． ０

"

１０５ ／ ｍＬ重悬细胞。细胞悬液中
加入５

!

Ｌ ＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎＶ和５
!

Ｌ碘化丙啶，
暗处理１５ ｍｉｎ后用ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪分析细胞凋
亡情况。细胞凋亡率（％）＝早期细胞凋亡率（％）＋
晚期细胞凋亡率（％）。
１． ８ 　 ＥＬＩＳＡ检测超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓ

ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）含量
取各组对数生长期ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞，制备

细胞悬液并于４ ℃、３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，取上清
液，反应孔加入样品液，３７ ℃孵育４０ ｍｉｎ，用洗涤液洗
涤３次，每次２ ｍｉｎ，然后加入生物素标记的抗体于
３７ ℃避光孵育３０ ｍｉｎ，洗涤３次后加入链霉亲和素混
匀，３７ ℃避光孵育３０ ｍｉｎ，最后加入显色剂避光显色
１０ ～ １５ ｍｉｎ，滴加终止液终止反应，终止反应后５ ｍｉｎ
内置酶标仪中，于４５０ ｎｍ波长处测吸光值。
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１． ９　 ＪＣ１染色检测线粒体损伤
ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞的ＪＣ１染色方法参考文

献［９］。加入ＤＡＰＩ使最终浓度为１０ ｍｇ ／ Ｌ以显示细
胞核。选取对数生长期的ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞，加
入０． ２５％胰酶消化后，吹打成单细胞悬液，并调整细
胞密度为３ × １０５ ／ ｍＬ，接种于６孔板中，每孔加入３ ｍＬ
细胞培养液，放入培养箱中培养。细胞贴壁后，各组细
胞经过相应处理后，吸去细胞培养基，加入ＰＢＳ冲洗
１次，然后加入１ ｍＬ细胞培养基。每孔加入１ ｍＬ
１ × ＪＣ１染色液，轻轻晃动使其充分混匀，重新置入培
养箱中培养２０ ｍｉｎ。按照比例，将５ × ＪＣ１染色缓冲
液配制成１ × ＪＣ１染色缓冲液，置于冰上备用。染色
结束后，弃上清液，用１ × ＪＣ１缓冲液清洗细胞２次。
加入２ ｍＬ全培养基，置于荧光显微镜或激光共聚焦显
微镜下观察结果并采集图片。以荧光显微镜及荧光分
光光度计观察及检测荧光值。
１． １０　 蛋白印迹法检测相关蛋白表达水平

各组细胞用含蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ细胞裂解液
在冰上裂解，１６ ４４０ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，收集上清。采
用ＢＣＡ试剂盒检测上清中蛋白浓度，并添加蛋白上样
的缓冲液以制备蛋白样品。每孔上样量为３０ μｇ，
１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转膜，５％脱脂牛奶室温封闭
１ ｈ，加入兔来源的单克隆一抗ＶＥＧＦ（ａｂ３２１５２，
１∶ ２５０）、Ｋｉ６７（ａｂ９２７４２，１ ∶ ５ ０００）、ｓｕｒｖｉｖｉｎ（ａｂ１３４１７０，
１∶ １ ０００）、Ｂｃｌ２（ａｂ１８２８５８，１ ∶ ２ ０００）、Ｂａｘ（ａｂ３２５０３，
１∶ １ ０００）、ｃＭｙｃ（ａｂ３２０７２，１∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ（ａｂ８２４５，
１∶ １ ０００），４ ℃孵育１２ ｈ，缓冲液洗膜３次；加入山羊

抗兔多克隆二抗（１ ∶ ２ ０００），室温孵育１ ｈ后加显影
液，于Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ ＋凝胶成像系统中曝光，使用
ＩｍａｇｅＰｒｏ ｐｌｕｓ ６． ０软件分析蛋白条带，蛋白的相对表
达水平为目标蛋白积分吸光度值与内参蛋白ＧＡＰＤＨ
积分吸光度值比值。
１． １１　 统计学分析

使用ＳＰＳＳ ２１． ０软件进行统计学分析，图形采用
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６． ０绘制。实验数据以均数±标准差
（ｘ ± ｓ）表示，２组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ检验，多组间比
较用Ｄｕｎｃａｎ法多重性比较，Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学
意义，Ｐ ＜ ０． ０１为差异有极显著统计学意义。
２　 结果
２． １　 ｍｉＲ３１５ｐ在ＯＳＣＣ中的表达情况

与ＯＳＣＣ癌旁组织相比，癌组织中ｍｉＲ３１５ｐ表
达升高（图１ａ，Ｐ ＜ ０． ０５）；与正常细胞ＨＯＫ相比，
ＯＳＣＣ细胞系ＳＣＣ４、ＳＣＣ９、ＳＣＣ２５、ＣＡＬ２７、ＮＨ６和
ＴＣＡ８１１３中ｍｉＲ３１５ｐ表达升高（图１ｂ，Ｐ ＜ ０． ０１）；选
择ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞进行后续实验。分别将
ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染至ＳＣＣ２５
和ＣＡＬ２７细胞中，结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，转染
ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ的细胞中ｍｉＲ３１５ｐ表达水平显著上
升，而转染ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的细胞中ｍｉＲ３１５ｐ表
达水平显著下调（图１ｃ、ｄ，Ｐ ＜ ０． ０５），表明转染成功，
可进行后续试验。

ａ：ＯＳＣＣ组织中ｍｉＲ３１５ｐ ｍＲＮＡ的表达水平；ｂ：正常细胞和ＯＳＣＣ细胞系中ｍｉＲ３１５ｐ ｍＲＮＡ的表达水平；ｃ、ｄ：转染后ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞中ｍｉＲ３１５ｐ ｍＲＮＡ的表达水平　 ：与癌旁组织比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＨＯＫ细胞比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ３１５ｐ ｍＲＮＡ的表达水平
２． ２　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ抑制ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞增殖

克隆形成实验结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７克隆细胞数无明显变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
克隆细胞数显著减少（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组
ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７克隆细胞数显著增加（Ｐ ＜０． ０１）。蛋
白印迹实验结果亦显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ组

ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中Ｋｉ６７和ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白水平无显
著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞中Ｋｉ６７和ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白水平显著降低
（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞中Ｋｉ６７和ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白水平显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１），
见图２。以上结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ抑制ＳＣＣ２５
和ＣＡＬ２７细胞增殖。
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ａ、ｂ：克隆形成实验检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞克细胞数；ｃ、ｄ：克隆形成实验和蛋白印迹实验检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞中增殖相关蛋
白Ｋｉ６７和ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ相比，Ｐ ＜ ０． ０１

图２　 克隆形成实验和蛋白印迹实验检测细胞增殖情况
２． ３　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ抑制ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞微

管形成
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７

细胞微管形成数无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞微管形成数显著减
少（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
细胞微管形成数显著增加（Ｐ ＜ ０． ０１）。蛋白印迹实验
结果亦显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞中ＶＥＧＦ蛋白水平无显著变化（Ｐ ＞０． ０５），
ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中ＶＥＧＦ
蛋白水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组
ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中ＶＥＧＦ蛋白水平显著升高
（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３。以上结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ抑
制ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞微管形成。
２． ４ 　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ促进ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞

凋亡
流式细胞术检测结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，

ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡率无显著变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
细胞凋亡率显著提高（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组
ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡率显著下降（Ｐ ＜ ０． ０１）。
蛋白印迹实验结果亦显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ

组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比率和ｃＭｙｃ
水平无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比率和ｃＭｙｃ水
平显著下降，ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞中Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ 比率和ｃＭｙｃ 水平显著上升
（Ｐ ＜ ０． ０１），见图４。以上结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ
可促进ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡。
２． ５　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ促进ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞线

粒体损伤
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７

细胞ＪＣ１线粒体活性无变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞中ＪＣ１线粒体活性
显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞中ＪＣ１线粒体活性显著升高（图５ａ、ｂ，
Ｐ ＜ ０． ０１）。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲＮＣ组ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞中ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量无显著变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ３１５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
细胞中ＳＯＤ活性显著降低而ＭＤＡ含量显著上升
（Ｐ ＜ ０． ０１）；ｍｉＲ３１５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞中ＳＯＤ 活性显著上升而ＭＤＡ 含量显著降低
（图５ｃ、ｄ，Ｐ ＜ ０． ０１）。以上结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ
促进ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞线粒体损伤。
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ａ、ｂ：微管形成实验检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞微管形成；ｃ、ｄ：蛋白印迹实验检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞中ＶＥＧＦ蛋白水平　 ：与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１

图３　 微管形成实验和蛋白印迹实验检测细胞微管形成情况

ａ、ｂ：流式细胞术检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞凋亡；ｃ：蛋白印迹实验检测ＣＡＬ２、ＳＣＣ２５细胞中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和ｃＭｙｃ蛋白水平　 ：与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ ＜ ０． ０１

图４　 流式细胞术和蛋白印迹实验检测ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡情况
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ａ、ｂ：ＪＣ１染色检测ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞线粒体活性；ｃ、ｄ：ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５细胞中ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０１

图５　 沉默ｍｉＲ３１５ｐ破坏ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞线粒体活性

３　 讨论
ＯＳＣＣ由于复发率高且缺乏有效的早期治疗策

略，其治疗仍然是临床面临的难题［１０］。ＯＳＣＣ的发病
机制与口腔鳞状细胞的无限制生长和增殖密切相
关［１１１２］。近年来，随着生物医学的发展，分子生物学
标志物的针对性治疗成为了医学研究的热点。ｍｉＲＮＡ
是用于癌症的分子诊断和靶向治疗的靶标［１３］。
ｍｉＲＮＡ具有调节细胞增殖、分化、转移、侵袭和凋亡等
多种生物学功能，其表达情况与人类多种癌症的发生、
发展、诊断和预后相关。研究发现，ｍｉＲＮＡ１３７ ｍｉｍｉｃ
可显著降低ＯＳＣＣ ＨＳＣ２的细胞活力、侵袭和增殖能
力［１４］；环状ｍｉＲＮＡ１２９０可作为晚期ＯＳＣＣ患者放化
疗及预后判断的潜在生物标志物［１５］；ｍｉＲ３１５ｐ是口
腔癌的潜在生物标志物［７］。研究表明，ｍｉＲ３１５ｐ在
结直肠癌中高表达［１６］。为了研究ｍｉＲ３１５ｐ在ＯＳＣＣ
中的表达情况，本研究检测了癌旁组织和癌组织、正常
细胞和癌细胞中ｍｉＲ３１５ｐ表达水平，结果发现，
ｍｉＲ３１５ｐ在ＯＳＣＣ细胞和组织中均高表达。

正常情况下，在复杂的生物体内，各种细胞通过动
态增殖和凋亡以使细胞数目达到平衡，但是在癌症机
体内，细胞的过度增殖和异常凋亡破坏了这种平
衡［１７］。因此，调控肿瘤细胞增殖和凋亡平衡对于癌症
治疗至关重要。研究显示，ｍｉＲ３１５ｐ 通过ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ ／ Ｂｃｌ２信号通路调控１４３３ 抑制前列腺癌
２２ＲＶ１细胞存活和增殖［１８］。过表达ｍｉＲ３１５ｐ可抑

制肾上皮肾细胞癌细胞增殖、迁移、侵袭和细胞周期，
而下调ｍｉＲ３１５ｐ可促进细胞增殖、迁移和侵袭［１９］。为
了探讨沉默ｍｉＲ３１５ｐ对ＯＳＣＣ中ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞增殖和凋亡的影响，本研究运用克隆细胞形成实验
和流式细胞术检测细胞的凋亡水平，结果显示，沉默
ｍｉＲ３１５ｐ可显著抑制ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞克隆形
成和微管形成，并诱导ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡，
表明沉默ｍｉＲ３１５ｐ可显著诱导ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞凋亡，并抑制ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞增殖。Ｋｉ６７也
称为Ｋｉ６７抗原，已经成为预测多种类型癌症患者临床
预后的成熟标记物，同时也是癌细胞增殖的标记
物［２０］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ是ＯＳＣＣ的有效诊断和预后标志物，
同时也是ＯＳＣＣ细胞增殖的标记物［２１］。本研究蛋白
印迹实验结果显示，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可降低Ｋｉ６７和
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，说明沉默ｍｉＲ３１５ｐ可抑制ＳＣＣ２５
和ＣＡＬ２７细胞增殖。

线粒体是细胞中最重要的动态细胞器之一，参与
运输、融合和裂变等多种活动，并在氧化磷酸化和能量
代谢中起关键作用。线粒体活性障碍被认为是全身异
质性、表型异常和遗传变异的主要原因［２２２３］。线粒体
膜电位变化可用于评估线粒体活性变化和细胞早期凋
亡现象［２４］。有研究发现，Ｎｅｆｅｒｉｎｅ通过诱导线粒体功
能障碍对视网膜母细胞瘤发挥抑制增殖和侵袭的作
用［２５］。ＪＣ１是一种特殊的线粒体染料，通常被用作膜
电位的报告分子。ＪＣ１在与线粒体结合后可显示荧
光变化，该变化是驱动染料聚集的膜电位的函数。通
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常将２种荧光强度的比率测量值作为相对膜电位的测
量值。２种染料均非常适合实时成像，并根据实验程
序报告膜电位的变化，可进一步反映线粒体功能的状
态［２６］。为了探究沉默ｍｉＲ３１５ｐ对ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７
细胞线粒体损伤的影响，本研究运用ＥＬＩＳＡ检测ＳＯＤ
活性、ＭＤＡ含量和ＪＣ１染色检测细胞线粒体功能障
碍，结果显示，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可显著增强线粒体膜电
位变化，增强ＪＣ１线粒体活性，提示沉默ｍｉＲ３１５ｐ
可导致线粒体活性破坏并诱导ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细
胞凋亡；流式细胞术检测结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可
诱导细胞凋亡率上升。Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比率可作为预测
ＯＳＣＣ预后的有效指标［２７］。ｃＭｙｃ诱导的长链非编码
ＲＮＡ ＳＮＨＧ１６的上调促进了ＯＳＣＣ的进展和癌变［２８］。
本研究蛋白印迹实验结果表明，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可降
低Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比率和ｃＭｙｃ水平，表明沉默ｍｉＲ３１５ｐ
可促进ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞凋亡。

综上所述，沉默ｍｉＲ３１５ｐ可显著抑制ＳＣＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞增殖并诱导其凋亡，并且可破坏线粒体活
性。因此，我们推测，沉默ｍｉＲ３１５ｐ通过破坏线粒体
活性抑制ＯＳＣＣ增殖并诱导其凋亡。但本实验仅为体
外细胞实验，结果具有局限性，有待通过动物体内实验
进一步验证。
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２０１９，１６：４７１ － ４８０． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｏｍｔｎ． ２０１９． ０３． ０１２．

［８］Ｋａｏ ＹＹ，Ｃｈｏｕ ＣＨ，Ｙｅｈ ＬＹ，ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉＲ３１ ｔａｒｇｅｔｓ ＳＩＲＴ３ ｔｏ
ｄｉｓｒｕｐｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｏｒａｌ ｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ，２０１９，４５６：４０ － ４８． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃａｎｌｅｔ．
２０１９． ０４． ０２８．

［９］Ｅｌｅｆａｎｔｏｖａ Ｋ，Ｌａｋａｔｏｓ Ｂ，Ｋｕｂｉｃｋｏｖａ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｙ ｔｈｅ Ｃａｔｉｏｎｉｃ Ｄｙｅ ＪＣ１ ｉｎ Ｌ１２１０ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ
ｍａｓｓｉｖｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＡＢＣＢ１ ｄｒｕｇ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，２０１８，１９ （７）：２３３ － ２３９． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／
ｉｊｍｓ１９０７１９８５．

［１０］Ｌｉ Ｘ，Ｃｈｅｎｇ Ｔ，Ｈｅ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＥＲｐ２９ ｉｎ ｈｅｐａｔｏ
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ＲＮＡ［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１９，２３４（１１）：２０２０６ － ２０２１６． ｄｏｉ：１０．
１００２ ／ ｊｃｐ． ２８６２０．

［１２］Ｌｉｕ Ｘ，Ｆｕ Ｙ，Ｈｕａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＡＤＡＲ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｅｍｌｉｋｅ ｃｅｌｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｆａｃｉｌｉ
ｔａｔｉｎｇ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１９，３８（１）：３１５． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１３０４６ － ０１９ － １３００ － ２．

［１３］Ｘｕ Ｚ，Ｓｈｉ Ｙ． Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｒ１５５ ａｎｄ ｍｉｒ２１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ
ｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ，２０１９，
１８（１）：７５８ － ７６３． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｏｌ． ２０１９． １０３３７．

［１４］Ｓｕｎ Ｃ，Ｌｉ Ｊ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｉＲＮＡ１３７ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ａｎｄ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］． Ｊ ＢＵＯＮ，２０１８，２３（１）：１６７ － １７２．

［１５］Ｎａｋａｓｈｉｍａ Ｈ，Ｙｏｓｈｉｄａ Ｒ，Ｈｉｒｏｓｕｅ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲＮＡ１２９０ ａｓ
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ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ：ａ ｓｉｎｇｌｅｃｅｎｔｅｒ
ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］． Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌ，２０１９，４１（３）：１０１０４２８３１９
８２６８５３． ｄｏｉ：１０． １１７７ ／ １０１０４２８３１９８２６８５３．

［１６］Ｐｅｎｇ Ｈ，Ｗａｎｇ Ｌ，Ｓｕ Ｑ，ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ３１５ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ，ｍｉ
ｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＮＵＭＢ［Ｊ］．
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１９，１０９：２０８ － ２１６． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ．
２０１８． １０． ０４８．

［１７］伍丹丹，董卫国，马静静，等．陈皮素对胰腺癌ｐａｎｃ１细胞增殖和凋
亡影响及机制探讨［Ｊ］．医学分子生物学杂志，２０１８，１５（３）：１２５ －
１３０． ｄｏｉ：１０． ３８７０ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７２ －８００９． ２０１８． ０３． ００１．

［１８］Ｚｈａｏ Ｊ，Ｘｕ Ｈ，Ｄｕａｎ Ｚ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ３１５ｐ Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ １４３３  ｔｏ Ｉｎｈｉｂｉｔ
ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ２２ＲＶ１ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
Ｂｃｌ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｍａｎａｇ Ｒｅｓ，２０２０，１２：６６７９ －
６６９４． ｄｏｉ：１０． ２１４７ ／ ＣＭＡＲ． Ｓ２４７７８０．

［１９］Ｌｉ Ｙ，Ｑｕａｎ Ｊ，Ｃｈｅｎ Ｆ，ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ３１５ｐ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ
ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ １ （ＣＤＫ１）
［Ｊ］． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１９，１１１：５１７ － ５２６． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ｂｉｏｐｈａ． ２０１８． １２． １０２．

［２０］Ｃｈｅｎ Ｙ，Ｋｌｉｎｇｅｎ ＴＡ，Ｗｉｋ Ｅ，ｅｔ ａｌ． Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｒｏｍａｌ ｅｌａｓｔｏｓｉｓ ｉｓ ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｍｍｏｇｒａｐｈｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｌｏｗ Ｋｉ６７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｆａｖｏｕｒａｂｌｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］． Ｄｉａｇｎ
Ｐａｔｈｏｌ，２０１４，９：２３０． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１３０００ － ０１４ － ０２３０ － ８．

［２１］Ａｊｉｔｈｋｕｍａｒ Ｍ，Ｍｕｒａｌｉ ＣＲ，Ｖａｎｉ ＮＶ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］． Ｊ Ｃｏｎｔｅｍｐ Ｄｅｎｔ Ｐｒａｃｔ，２０１９，２０（５）：５７７ － ５８１．

［２２］Ｋｉｓｉｌｅｖｓｋｙ Ｅ，Ｆｒｅｕｎｄ Ｐ，Ｍａｒｇｏｌｉｎ Ｅ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｙｅ［Ｊ］． Ｓｕｒｖ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０２０，６５：２９４ － ３１１． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｓｕｒ
ｖｏｐｈｔｈａｌ． ２０１９． １１． ００１．

３６５局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（７）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０９Ｅ０２０１１１ ·基础研究·
敲低干细胞关键转录因子ＦｏｘＤ３对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１的影响
刘世光１，田伶伶１，史冬梅１，王　 聪２，刘　 聪３ 　 （１．辽阳市中心医院肿瘤内科，辽宁辽阳１１１０００；２．辽宁省肿瘤医院肿瘤
内科，辽宁沈阳１１００００；３．铁岭市中心医院肿瘤内科，辽宁铁岭１１２０００）

［摘　 要］　 目的　 探究ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１生长、运动及上皮间质转化的影响。方法　 将ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３载体
和空质粒载体转染至ＳＧＣ７９０１细胞，根据处理方式不同，将细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｈＲＮＡＮＣ组和ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组。克隆形成实验
检测细胞克隆形成率；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测侵袭细胞数；划痕实验检测细胞划痕愈合率；显微镜观察上皮间质转化形态学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｋｉ６７、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、上皮钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）蛋白表达水
平。结果　 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组克隆形成率降低（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０． ０５），侵袭细胞数减少
（Ｐ ＜ ０． ０５），划痕愈合率降低（Ｐ ＜ ０． ０５），上皮间质转化受到抑制，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白
表达降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３可抑制ＳＧＣ７９０１细胞的增殖、侵袭、迁移和上皮间质转化。

［关键词］胃癌；叉头框蛋白Ｄ３；增殖；上皮间质转化
［中图分类号］Ｒ７３５． ２　 ［文献标识码］Ａ　 ［收稿日期］２０２００９２５

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｋｅｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＦｏｘＤ３ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＧＣ７９０１
ＬＩＵ Ｓｈｉｇｕａｎｇ１，ＴＩＡＮ Ｌｉｎｇｌｉｎｇ１，ＳＨＩ Ｄｏｎｇｍｅｉ１，ＷＡＮＧ Ｃｏｎｇ２，ＬＩＵ Ｃｏｎｇ３ 　 （１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｌｉａｏｙａｎｇ
Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｌｉａｏｙａｎｇ Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１１０００，Ｃｈｉｎａ；２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｃａｎｃｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ Ｌｉａｏｎｉｎｇ
１１００００，Ｃｈｉｎａ；３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｔｉｅｌｉｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｔｉｅｌｉｎｇ Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１２０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ，ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＧＣ７９０１．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＳＧＣ７９０１ ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｓｈＲＮＡＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ．
Ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｌｏｎａｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ；ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｄｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ；ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ；ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉ６７，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ （ＰＣＮＡ），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｌｏｗｅｒ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ（Ｐ ＜０． ０５），
ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ６７ ａｎｄ ＰＣＮＡ （Ｐ ＜ ０． ０５），ｌｅｓｓ ｉｎｖａｄｅｄ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０． ０５），ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ ＜ ０． ０５），ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＳｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＣ７９０１ ｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ；Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｄ３；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 ［基金项目］辽宁省自然科学基金（２０１８０５５００４６）
　 ［通信作者］刘世光，Ｅｍａｉｌ：


Ｌｓｇ５６５３６３＠ １６３． ｃｏｍ

［２３］Ｓｍｉｔｈ ＧＭ，Ｇａｌｌｏ Ｇ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ａｘｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１８，７８：２２１ － ２３７． ｄｏｉ：１０． １００２ ／
ｄｎｅｕ． ２２５４６．

［２４］Ｍａ ＺＪ，Ｌｕ Ｌ，Ｙａｎｇ ＪＪ，ｅｔ ａｌ． Ｌａｒｉｃｉｒｅｓｉｎｏｌ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌ，２０１８，８２１：１ － １０． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｅｊｐｈａｒ． ２０１７． １２． ０２７．

［２５］Ｗａｎｇ Ｊ，Ｄｏｎｇ Ｙ，Ｌｉ Ｑ． Ｎｅｆｅｒｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｏ
ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉｉｎｖａｓｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ
［Ｊ］． Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ （Ｍａｙｗｏｏｄ），２０２０，２４５（１５）：１３８５ － １３９４． ｄｏｉ：
１０． １１７７ ／ １５３５３７０２２０９２８９３３．

［２６］Ｓｍｉｔｈ ＧＭ，Ｇａｌｌｏ Ｇ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ａｘｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１８，７８（３）：２２１ － ２３７． ｄｏｉ：１０．

１００２ ／ ｄｎｅｕ． ２２５４６．
［２７］Ｚｈａｎｇ Ｍ，Ｚｈａｎｇ Ｐ，Ｚｈａｎｇ Ｃ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ Ｂｃｌ２ ａｎｄ

Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ［Ｊ］． Ｊ Ｏｒａｌ Ｐａｔｈｏｌ Ｍｅｄ，２００９，３８（３）：３０７ － ３１３． ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ ｊ．
１６００ － ０７１４． ２００８． ００６８９． ｘ．

［２８］Ｌｉ Ｓ，Ｚｈａｎｇ Ｓ，Ｃｈｅｎ Ｊ． ｃＭｙｃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ＳＮＨＧ１６ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ，２０１９，２６（１１ － １２）：４００ － ４１０．
ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１７ －０１８ －００７２ －８．

（编辑：龙小芬）

４６５ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（７）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ


