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鼻咽癌的生长和转移
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［摘　要］　目的　探究ｌｎｃＲＮＡＴＴＮＡＳ１对鼻咽癌生长和转移的影响及机制。方法　ｑＲＴＰＣＲ检测ＴＴＮＡＳ１在ＮＰ６９、ＴＷ０３、
Ｃ６６６２、ＣＮＥ２细胞中的表达。将 ＣＮＥ２细胞分为 ｓｉＮＣ组（转染 ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ）、ｓｉＴＴＮＡＳ１组（转染ＴＴＮＡＳ１
ｓｉＲＮＡ）、ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（共转染ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡ和ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组（共转染ＴＴＮ
ＡＳ１ｓｉＲＮＡ和ＰＤＫ１质粒）。ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡水平，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移和侵袭能
力，双荧光素酶报告基因实验检测ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与 ｍｉＲ１３９５ｐ的靶向关系以及 ｍｉＲ１３９５ｐ与 ＰＤＫ１的靶向关系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测各组细胞ＰＤＫ１、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达。结果　ＴＴＮＡＳ１在鼻咽癌细胞系ＴＷ０３、Ｃ６６６２、ＣＮＥ２中的表达显著高于鼻咽上
皮细胞系ＮＰ６９（Ｐ＜０．０５）。相比于 ｓｉＮＣ组，ｓｉＴＴＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞增殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡水平显著较高
（Ｐ＜０．０５），细胞迁移和侵袭数显著减少（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１３９５ｐ为 ＴＴＮＡＳ１的靶基因，ＰＤＫ１为 ｍｉＲ１３９５ｐ的靶基因。相比于
ｓｉＴＴＮＡＳ１组，ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组ＣＮＥ２细胞增殖能力显著增加（Ｐ＜０．０５）、细胞迁移和
侵袭数显著增加（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡水平显著较低（Ｐ＜０．０５）。相比于ｓｉＮＣ组，ｓｉＴＴＮＡＳ１组ＣＮＥ２细胞中ＰＤＫ１蛋白表达显著
下调（Ｐ＜０．００１），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著上调（Ｐ＜０．００１），ｐＡＫＴ水平显著下调（Ｐ＜０．００１）；相比于ｓｉＴＴＮＡＳ１组，ｓｉＴＴＮＡＳ１＋
ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组ＣＮＥ２细胞中ＰＤＫ１蛋白表达显著上调（Ｐ＜０．００１），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著下调
（Ｐ＜０．００１），ｐＡＫＴ水平显著上调（Ｐ＜０．００１）。结论　ＬｎｃＲＮＡＴＴＮＡＳ１可抑制鼻咽癌细胞的生长和转移，其机制为调控
ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路。
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　　鼻咽癌是常见的头颈部恶性肿瘤，起源于鼻黏膜
上皮组织［１］，虽然鼻咽癌细胞对放疗敏感，但由于鼻

咽癌的发生部位隐匿，在早期不容易被发现及诊断，患

者往往在确诊时已处于中晚期，为肿瘤的治疗带来一

定的困难；中晚期鼻咽癌患者５年生存率不足５０％、
严重威胁患者生命健康［２３］。因此，深入研究鼻咽癌的

发病机制，寻找新的诊断和治疗靶点意义重大。长链

非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是近年来
被发现可调控肿瘤病理过程且具有成为肿瘤诊断和治

疗靶点潜力的非编码 ＲＮＡ［４］，可在表观遗传水平、转
录水平和转录后水平调控肿瘤的生长、转移、耐药、免

疫逃逸等，从而影响肿瘤的发生发展［５］。在鼻咽癌

中，ｌｎｃＲＮＡ ＦＡＭ２２５Ａ 可 通 过 调 控 ｍｉＲ５９０３ｐ／
ｍｉＲ１２７５促进鼻咽癌细胞的生长和转移［６］，ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ７可调控上皮间充质转化从而促进鼻咽癌的生
长［７］。ＬｎｃＲＮＡＴＴＮＡＳ１（ＴＴＮＡＳ１）可调控多种肿瘤，
如ＴＴＮＡＳ１结合 ｍｉＲ３７６ａ３ｐ可促进子宫内膜癌的发
展［８］，ＴＴＮＡＳ１可通过激活 ＤＧＣＲ８促进乳腺癌的转
移［９］，但是ＴＴＮＡＳ１在鼻咽癌中的作用目前尚不明确。
因此，本文探究ＴＴＮＡＳ１对鼻咽癌细胞增殖、凋亡和转
移的影响及其机制，以期为鼻咽癌的诊治提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
鼻咽癌细胞系 ＴＷ０３、Ｃ６６６２、ＣＮＥ２，鼻咽上皮细

胞系ＮＰ６９，人胚胎肾细胞ＨＥＫ２９３Ｔ购自中科院上海
细胞库；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
试剂盒购自日本 ＴＡＫＡＲＡ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试
剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣＣＫ８试剂盒、细胞凋亡
检测试剂盒购自沈阳万类生物技术有限公司；双荧光素

酶报告基因检测试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公

司；ＰＤＫ１抗体、Ｃａｓｐａｓｅ３抗体、ＡＫＴ抗体、ｐＡＫＴ抗体、
ＧＡＰＤＨ抗体购自美国ＣｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｌｏｎｇｙ公司。
１．２　细胞培养

ＴＷ０３、Ｃ６６６２、ＣＮＥ２、ＮＰ６９细胞均培养于含 １０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基中，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞培养于１０％ＦＢＳ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，细胞复苏后置于３７℃、５％ＣＯ２
恒温恒湿的细胞培养箱中，培养至细胞密度达８０％时进
行细胞传代，取对数生长期的细胞进行细胞转染。

１．３　细胞转染与分组
将 ＣＮＥ２细胞分为 ｓｉＮＣ组、ｓｉＴＴＮＡＳ１组、

ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｉＴＴＮＡＳ１＋
ＰＤＫ１组，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒，ｓｉＮＣ组和
ｓｉＴＴＮＡＳ１组分别转染ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ
和 ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡ，ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组共转染 ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡ和 ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组共转染 ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡ和 ＰＤＫ１
质粒，转染完成后继续培养２４ｈ，进行后续研究。
１．４　ｑＲＴＰＣＲ

根据ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，取１μｇ的
总ＲＮＡ使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ将其逆转录为
ｃＤＮＡ，所得ｃＤＮＡ使用ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒进行
ｑＲＴＰＣＲ反应，反应条件：５０℃尿嘧啶ＤＮＡ糖基化酶
激活２ｍｉｎ；９５℃热启动ＤＮＡ聚合酶２ｍｉｎ；９５℃变性
１５ｓ，６０℃退火／延伸１ｍｉｎ，共４０次循环。循环结束
后设置９５℃１５ｓ、６０℃１ｍｉｎ、９５℃１５ｓ进行ＰＣＲ产
物曲线溶解。记录各孔Ｃｔ值，使用２－ΔΔＣｔ法以ＧＡＰＤＨ
为内参计算 ＴＴＮＡＳ１的表达量，以 Ｕ６为内参计算
ｍｉＲ１３９５ｐ的表达量。

表１　引物序列

基因 引物序列

ＴＴＮＡＳ１ 正向引物：ＣＧＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＣＴＧＴＧ
反向引物：ＣＣＧＧＣＣＣＡＡＡＧＡＴＧＡＴＧ

ＧＡＰＤＨ 正向引物：ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ
反向引物：ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ

ｍｉＲ１３９５ｐ 正向引物：ＵＣＵＡＣＡＧＵＧＣＡＣＧＵＧＵＣＵＣＣＡＧＵ
反向引物：ＡＣＵＧＧＡＧＡＣＡＣＧＵＧＣＡＣＵＧＵＡＧＡ

Ｕ６ 正向引物：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
反向引物：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１．５　双荧光素酶报告基因实验
使用 ＳｔａｒＢａｓｅ数据库预测 ＴＴＮＡＳ１与 ｍｉＲ１３９

５ｐ的结合位点，ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ｍｉＲ１３９５ｐ与
ＰＤＫ１的结合位点。采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒将
ＴＴＮＡＳ１过表达质粒（ＴＴＮＡＳ１ＷＴ）、突变质粒（ＴＴＮ
ＡＳ１ＭＵＴ），ＰＤＫ１过表达质粒（ＰＤＫ１ＷＴ）和 ＰＤＫ１突
变质粒（ＰＤＫ１ＭＵＴ）转染至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，然后将
ｍｉＲＮＣ和 ｍｉＲ１３９５ｐｍｉｍｉｃ转染至上述细胞，转染
２４ｈ后，使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各
组细胞荧光酶活性。
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１．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖情况
各组细胞按照每孔接种２×１０３／１００μＬ的密度平

行接种于 ４块 ９６孔板，置于细胞培养箱中，在接种
０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ时，每孔加入１０μＬ的 ＣＣＫ８溶
液，细胞培养箱中孵育４ｈ后，在酶标仪 ４５０ｎｍ波长
处检测各孔吸光度值（ＯＤ值）。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移与侵袭能力

各组细胞用不含血清的培养基重悬后，接种至

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室或铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的小室中，稀释 ＣＮＥ２
细胞至１×１０５／ｍＬ，每个小室中接种１００μＬ，小室置于
２４孔板中，每孔加入含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基，培
养箱中孵育４８ｈ后取出小室，底部用无水甲醛固定后
用结晶紫染色１０ｍｉｎ，清洗，晾干后于显微镜下观察并
拍照，统计各组细胞迁移和侵袭数。

１．８　流式细胞术检测细胞凋亡情况
各组细胞用预冷的ＰＢＳ洗涤２次，收集１×１０５个

细胞并用 １００μＬ１×结合缓冲液重悬。每管加入
５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和５μＬＰＩ工作液。另准备两
支新的流式管，每管加入５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ或ＰＩ，
用于流式单染的补偿调节，室温避光孵育１５ｍｉｎ，每
管加入４００μＬＰＢＳ，通过流式细胞仪检测细胞凋亡
情况。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达
使用ＲＩＰＡ蛋白裂解液试剂盒提取各组细胞总蛋

白，使用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒定量后，将Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
与蛋白样品１∶１混合，沸水浴５ｍｉｎ后，取１０μｇ蛋白样
品进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，８０Ｖ３０ｍｉｎ，１２０Ｖ
恒压分离６０ｍｉｎ，随后２５０ｍＡ恒流转膜９０ｍｉｎ，将蛋白
转移至 ＰＶＤＦ膜，经过封闭后与 ＰＤＫ１、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨ一抗４℃共孵育过夜，清洗后与山羊
抗兔二抗共孵育９０ｍｉｎ，清洗后使用ＥＣＬ试剂盒进行曝
光并拍照，使用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１．１０　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ７．０软件进行统计分析，所有
数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间两两比较采用
ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＴＮＡＳ１在鼻咽癌细胞中高表达
ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，鼻咽癌细胞系 ＴＷ０３、

Ｃ６６６２、ＣＮＥ２中 ＴＴＮＡＳ１表达显著高于鼻咽上皮细
胞系ＮＰ６９（Ｐ＜０．０５），ＣＮＥ２细胞中 ＴＴＮＡＳ１表达最
高（图１ａ），因此选择 ＣＮＥ２细胞转染 ｓｉＲＮＡ进行后
续研究。相比于 ｓｉＮＣ组，ｓｉＣＣＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞
中ＴＴＮＡＳ１表达显著下调（Ｐ＜０．０５），见图１ｂ。

ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＴＴＮＡＳ１在ＴＷ０３、Ｃ６６６２、ＣＮＥ２、ＮＰ６９细胞中的
表达；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ｓｉＮＣ组和 ｓｉＴＴＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞中
ＴＴＮＡＳ１的表达　：与ＮＰ６９比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｉＮＣ组比较，
Ｐ＜０．０５
图１　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＴＴＮＡＳ１在各鼻咽癌细胞以及转染后

ＣＮＥ２细胞中的表达

２．２　ＴＴＮＡＳ１靶向调控ｍｉＲ１３９５ｐ
ＳｔａｒＢａｓｅ数据库预测 ＴＴＮＡＳ１与 ｍｉＲ１３９５ｐ的

结合位点如图２ａ所示；双荧光素酶报告基因检测结果
显示，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染ＴＴＮＡＳ１ＷＴ和ｍｉＲ１３９５ｐ
ｍｉｍｉｃ后其相对荧光强度显著低于转染 ＴＴＮＡＳ１ＷＴ
和ｍｉＲＮＣ的细胞（Ｐ＜０．００１），而共转染 ＴＴＮＡＳ１
ＭＵＴ和ｍｉＲ１３９５ｐｍｉｍｉｃ的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞与共转染
ＴＴＮＡＳ１ＭＵＴ和ｍｉＲＮＣ的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞比较，细胞
的相对荧光强度无显著变化（Ｐ＞０．０５），见图２ｂ；ｑＲＴ
ＰＣＲ检测结果显示，ｓｉＴＴＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞中
ｍｉＲ１３９５ｐｍＲＮＡ表达显著高于ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．００１），
见图２ｃ；说明ＴＴＮＡＳ１可调控ｍｉＲ１３９５ｐ的表达。

ａ：ＳｔａｒＢａｓｅ数据库预测 ＴＴＮＡＳ１和 ｍｉＲ１３９５ｐ的结合位点；
ｂ：双荧光素酶报告基因实验验证 ＴＴＮＡＳ１和 ｍｉＲ１３９５ｐ的靶
向关系；ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测各组细胞 ｍｉＲ１３９５ｐｍＲＮＡ表达　
：与转染ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜０．００１；＃：与ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．００１

图２　ＴＴＮＡＳ１靶向调控ｍｉＲ１３９５ｐ
２．３　ｍｉＲ１３９５ｐ靶向调控ＰＤＫ１

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测 ｍｉＲ１３９５ｐ与 ＰＤＫ１结合
位点如图３ａ所示；双荧光素酶报告基因检测结果显
示，ＣＮＥ２细胞转染 ＰＤＫ１ＷＴ和 ｍｉＲ１３９５ｐｍｉｍｉｃ后
其相对荧光强度显著低于转染 ＰＤＫ１ＷＴ和 ｍｉＲＮＣ
的细胞（Ｐ＜０．００１），而 ＣＮＥ２细胞共转染 ＰＤＫ１ＭＵＴ
和ｍｉＲ１３９５ｐｍｉｍｉｃ与共转染 ＰＤＫ１ＭＵＴ和 ｍｉＲＮＣ
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比较，细胞的相对荧光强度无显著变化（Ｐ＞０．０５），见
图３ｂ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ｍｉＲ１３９５ｐｍｉｍｉｃ
组ＣＮＥ２细胞中 ＰＤＫ１蛋白表达显著低于 ｍｉＲＮＣ组
（Ｐ＜０．００１），见图３ｃ，说明 ｍｉＲ１３９５ｐ可调控 ＰＤＫ１
蛋白的表达。

ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测 ｍｉＲ１３９５ｐ和 ＰＤＫ１的结合位点；
ｂ：双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ１３９５ｐ和 ＰＤＫ１的靶向
关系；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＰＤＫ１蛋白表达　：与转染
ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜０．００１；＃：与ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．００１

图３　ｍｉＲ１３９５ｐ靶向调控ＰＤＫ１
２．４　ＴＴＮＡＳ１调控 ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１影响鼻咽癌细

胞的增殖、凋亡和迁移能力

　　ＣＣＫ８检测结果显示，相比于 ｓｉＮＣ组，ｓｉＴＴＮ
ＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞增殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５），
ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ｓｉＴＴＮＡＳ１＋
ＰＤＫ１组 ＣＮＥ２细胞增殖能力均显著高于 ｓｉＴＴＮＡＳ１

组（Ｐ＜０．０５），见图４。细胞迁移和侵袭检测结果显
示，ｓｉＴＴＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞迁移和侵袭数显著少于
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组和ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组细胞迁移和侵袭数均显著多
于ｓｉＴＴＮＡＳ１组（Ｐ＜０．０５），见图５。流式细胞术检测
结果显示，ｓｉＴＴＮＡＳ１组ＣＮＥ２细胞凋亡水平显著高于
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组和ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组细胞凋亡水平均显著低于
ｓｉＴＴＮＡＳ１组（Ｐ＜０．０５），见图６。
２．５　ＴＴＮＡＳ１调控 ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３

信号通路

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，相比于 ｓｉＮＣ组，
ｓｉＴＴＮＡＳ１组 ＣＮＥ２细胞中 ＰＤＫ１蛋白表达显著下调
（Ｐ＜０．００１），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著上调（Ｐ＜０．００１），
ｐＡＫＴ水平显著下调（Ｐ＜０．００１）；相比于 ｓｉＴＴＮＡＳ１
组，ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｓｉＴＴＮＡＳ１
＋ＰＤＫ１组 ＣＮＥ２细胞中 ＰＤＫ１蛋白表达显著上调
（Ｐ＜０．００１），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著下调（Ｐ＜０．００１），
ｐＡＫＴ水平显著上调（Ｐ＜０．００１），说明ＴＴＮＡＳ１调控
ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路（图７）。

：与 ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｓｉＴＴＮＡＳ１组比较，
Ｐ＜０．０５

图４　ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力

：与ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｉＴＴＮＡＳ１组比较，Ｐ＜０．０５
图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞迁移和侵袭能力
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：与ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｉＴＴＮＡＳ１组比较，Ｐ＜０．０５
图６　流式细胞术检测各组凋亡细胞

１：ｓｉＮＣ组；２：ｓｉＴＴＮＡＳ１组；３：ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组；４：ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ＰＤＫ１组 　 ：与 ｓｉＮＣ组 比 较，
Ｐ＜０．００１；＃：与ｓｉＴＴＮＡＳ１组比较，Ｐ＜０．００１
图７　ＴＴＮＡＳ１调控ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号

通路

３　讨论

鼻咽癌是一种常见的耳鼻喉恶性肿瘤，发病部位

多为鼻咽腔顶部和侧壁，目前鼻咽癌的治疗方式主要

为放疗和化疗，但是治疗效果并不理想，仍存在肿瘤转

移、复发及预后较差等问题，因此需要探究更多鼻咽癌

诊断和治疗的新靶点［１０１１］。ＬｎｃＲＮＡ是一类长度超过

２００ｎｔ的非编码ＲＮＡ，可在转录前、转录后以及蛋白翻
译等过程中调控病理生理进程［１２］。有研究发现，多种

ｌｎｃＲＮＡ的异常表达可促进肿瘤生长、转移及血管新
生、免疫逃逸、化疗耐药等［１３］；亦有研究指出，ｌｎｃＲＮＡ
具有肿瘤临床诊断和治疗的潜力［１４］。鼻咽癌的发生

发展受多种 ｌｎｃＲＮＡ的调控，如 ｌｎｃＲＮＡＰＶＴ１可通过
激活ＫＡＴ２Ａ乙酰转移酶和稳定ＨＩＦ１α促进鼻咽癌细
胞的增殖［１５］；Ｌｉｕ等［１６］研究表明，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ５通过
调控ｍｉＲ１１７９／ＨＭＧＢ３信号通路促进鼻咽癌的发展；
Ｗａｎｇ等［１７］研究表明，下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ７可抑制
ＲＯＣＫ１的表达，进而抑制鼻咽癌细胞的增殖和侵袭能
力；而Ｈｕ等［１８］的研究表明，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ７通过调控
ｍｉＲ５１４ａ５ｐ／ＥＬＡＶＬ１轴促进鼻咽癌细胞的增殖。

ＴＴＮＡＳ１是一种促癌基因，位于２号染色体，长度
１０７７ｂｐ，可通过海绵吸附的方式调控多种ｍｉＲＮＡ［１９］，
从而影响肿瘤的发生发展，如 ＴＴＮＡＳ１可以作用于
ｍｉＲ３７６ａ３ｐ促进大肠癌的进展［２０］；ＴＴＮＡＳ１可通过
作为 ｍｉＲ３７６ｂ３ｐ的竞争性内源 ＲＮＡ促进胃癌进
展［２１］；ＴＴＮＡＳ１调控ｍｉＲ１３４５ｐ／ＰＡＫ３信号通路影响
Ｐ２１信号通路和 ＡＫＴ／ＧＳＫ３β／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，进
而调控人大肠癌细胞的放疗敏感性［２２］。本研究结果

显示，ＴＴＮＡＳ１在鼻咽癌细胞系中的表达显著高于其
在鼻咽上皮细胞系中的表达，鼻咽癌细胞ＣＮＥ２中转染
ＴＴＮＡＳ１ｓｉＲＮＡ抑制ＴＴＮＡＳ１表达后，ＣＮＥ２细胞的增
殖、迁移和侵袭能力均显著降低，细胞凋亡能力显著增
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加，说明抑制ＴＴＮＡＳ１表达可抑制鼻咽癌的进展。
ＬｎｃＲＮＡ发挥调控作用的重要机制是作为内源性

ＲＮＡ与ｍｉＲＮＡ结合，降低组织及细胞中靶 ｍｉＲＮＡ丰
度，减弱 ｍｉＲＮＡ对 ｍＲＮＡ结合作用及抑制 ｍＲＮＡ翻
译，从而提高ｍｉＲＮＡ靶蛋白表达水平［２３］，如 ＴＴＮＡＳ１
靶向抑制乳腺癌细胞中 ｍｉＲ１４０５ｐ表达［２４］；ＴＴＮＡＳ１
也可抑制ｍｉＲ１２７１表达从而影响前列腺癌细胞的增
殖和转移［２５］。本研究通过数据库预测以及双荧光素

酶报告基因实验验证发现，ＴＴＮＡＳ１可靶向 ｍｉＲ１３９
５ｐ，ｍｉＲ１３９５ｐ可靶向结合于 ＰＤＫ１ｍＲＮＡ的３’ＵＴＲ
区，ＴＴＮＡＳ１可调控 ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１信号通路，且
ｓｉＴＴＮＡＳ１＋ｍｉＲ１３９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ｓｉＴＴＮＡＳ１＋
ＰＤＫ１组细胞的增殖、迁移及侵袭能力均显著高于
ｓｉＴＴＮＡＳ１组，细胞凋亡水平显著低于 ｓｉＴＴＮＡＳ１组，
说明 ＴＴＮＡＳ１可调控 ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１信号通路从
而影响鼻咽癌细胞的生长和转移。

ＡＫＴ信号通路是调控肿瘤生长和转移的经典信号
通路，该通路的激活可抑制肿瘤细胞的凋亡，促进肿瘤

细胞的增殖；ＰＤＫ１是ＡＫＴ上游的激活剂，可促进ＡＫＴ
的苏氨酸３０８位点的磷酸化，进而激活 ＡＫＴ［２６］。有研
究表明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ５０３可通过靶向 ＰＤＫ１／ＡＫＴ信号通
路抑制非小细胞肺癌进展［２７］，提高 ＰＤＫ１表达可激活
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号传导，进而促进肝细胞癌的抗
辐射和去分化表型［２８］。本研究结果显示，ＴＴＮＡＳ１可
通过抑制 ｍｉＲ１３９５ｐ促进 ＰＤＫ１表达进而激活 ＡＫＴ
信号通路。Ｃａｓｐａｓｅ３是肿瘤中的促凋亡基因，ＡＫＴ／
Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路可调控多种细胞凋亡，如抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路可抑制高糖诱导的人髓
核细胞凋亡［２９］。本研究结果显示，抑制ＴＴＮＡＳ１后
Ｃａｓｐａｓｅ３表达上调，抑制 ＴＴＮＡＳ１并同时抑制
ｍｉＲ１３９５ｐ或上调ＰＤＫ１表达均可使Ｃａｓｐａｓｅ３表达下
调，说明ＴＴＮＡＳ１可通过 ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１信号通路
调控鼻咽癌细胞的凋亡。

综上所述，本课题组认为抑制 ＴＴＮＡＳ１可通过调
控ｍｉＲ１３９５ｐ／ＰＤＫ１／ＡＫＴ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路抑制鼻
咽癌细胞的生长和转移。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１１Ｅ０２１１１５ ·基础研究·

颈椎后路单开门椎管扩大椎板成形联合选择性融合术的生物力学研究

王亚楠，王建法，李亚威，刘军伟，张　一，李志磊，孙国绍，邵世坤　（郑州大学附属郑州中心医院神经脊柱外科，河南
郑州 ４５００００）

［摘　要］　目的　评估颈椎后路单开门椎管扩大椎板成形联合选择性融合术与颈椎后路单开门椎管扩大成形微型钛板内固
定术在本地羊颈椎椎体不稳标本中的力学特点。方法　取４具新鲜羊颈椎标本，每具标本分别制作为颈椎 Ｃ３／４节段失稳标本（失
稳标本）、颈椎后路单开门椎管扩大成形微型钛板内固定术标本（传统术式标本）、颈椎后路单开门椎管扩大椎板成形联合选择性融

合术标本（改良术式标本），分别对每具标本进行生物力学测试。记录在Ｘ射线透视下羊颈椎在不同状态下的颈椎活动度（ＲＯＭ）、
颈椎屈曲度（ＣＦＡ）和颈椎后伸度（ＣＥＡ）。结果　失稳标本与改良术式标本ＣＦＡ、ＲＯＭ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），失稳标
本与改良术式标本的ＣＥＡ比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；传统术式标本与改良术式标本的ＲＯＭ比较，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），但传统术式标本与改良术式标本 ＣＦＡ及 ＣＥＡ比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；失稳标本与传统术式标本
ＣＦＡ、ＣＥＡ及ＲＯＭ比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　与颈椎后路单开门椎管扩大成形微型钛板内固定术相比，颈椎后
路单开门椎管扩大椎板成形联合选择性融合术能够在有效保留ＲＯＭ的同时重建椎体稳定性。

［关键词］颈椎；椎管扩大成形；羊；内固定

［中图分类号］Ｒ３１８．０１　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０２１１１２１
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