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［摘　要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ６６３ｂ（ｍｉＲ６６３ｂ）对口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）细胞增殖的调控作用及机制。方法　利用基因
表达汇编（ＧＥＯ）数据库的ＯＳＣＣ组织芯片数据进行差异表达基因分析；采用基因富集分析（ＧＳＥＡ）探寻ＯＳＣＣ与ｍｉＲ６６３ｂ相关的
生物学功能。将ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ以及醛脱氢酶６家族成员Ａ１（ＡＬＤＨ６Ａ１）过表达质粒转染至人ＯＳＣＣ细胞系ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７；采用
ＣＣＫ８实验、克隆形成实验及裸鼠皮下移植瘤实验检测ｍｉＲ６６３ｂ对ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞体内、外增殖的影响；采用双荧光素酶报告
基因实验验证ｍｉＲ６６３ｂ与ＡＬＤＨ６Ａ１的靶向关系。结果　ＧＥＯ数据库组织芯片数据显示，ｍｉＲ６６３ｂ在 ＯＳＣＣ细胞中表达上调；
ＧＳＥＡ发现ｍｉＲ６６３ｂ生物学功能与调节细胞增殖、氧化还原反应及活性氧（ＲＯＳ）相关。功能试验中，过表达 ｍｉＲ６６３ｂ显著促进
ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞的体外增殖、克隆形成能力以及裸鼠皮下移植瘤的生长（Ｐ＜０．０５），下调 ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白表达和 ＲＯＳ水平
（Ｐ＜０．０５），升高ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值（Ｐ＜０．０５）；而上调 ＡＬＤＨ６Ａ１表达则显著抑制 ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞体外增殖和和克隆形成
能力，上调ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白表达和ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５），降低ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值（Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告基因实验结果证实
ｍｉＲ６６３ｂ能靶向结合ＡＬＤＨ６Ａ１ｍＲＮＡ的３ＵＴＲ区。结论　ｍｉＲ６６３ｂ在 ＯＳＣＣ细胞中表达上调，并可通过靶向抑制 ＡＬＤＨ６Ａ１表
达调节ＲＯＳ水平，进而促进ＯＳＣＣ细胞增殖发挥致癌基因作用。
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　　口腔癌是临床常见的恶性肿瘤，其中口腔鳞状细
胞癌 （ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）约 占
９０％［１］。尽管目前 ＯＳＣＣ患者的预后获得了极大改
善，但其长期预后仍不容乐观，５年生存率低于
５０％［２］。因此，有必要深入研究ＯＳＣＣ发生、发展的内
在机制。研究表明，微小核糖核酸 （ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）参与调节包括 ＯＳＣＣ在内的多种恶性肿瘤的
生物学特征［３５］；有研究发现，ｍｉＲ６６３ｂ在结直肠癌中
表达上调，其能促进结直肠癌细胞的增殖而发挥致癌

基因作用［６］；此外，ｍｉＲ６６３ｂ在骨肉瘤细胞中表达水
平升高，干扰ｍｉＲ６６３ｂ表达可有效诱导骨肉瘤细胞凋
亡［７］。然而，ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ细胞中的作用目前仍
不清楚。本研究旨在通过生物信息学分析和功能实验

探讨ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ发生、发展中的生物学功能及
机制。

１　材料与方法

１．１　细胞、实验动物与试剂
人ＯＳＣＣ细胞系ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７（丰晖生物），ＳＰＦ

级Ｎｕ／Ｎｕ品系裸鼠１８只（北京维通利华实验动物技
术有限公司），体质量１５～２０ｇ；本实验根据实验动物
管理与保护的有关规定饲养动物并进行实验。

ｍｉＲ６６３ｂ、醛脱氢酶 ６家族成员 Ａ１（ａｌｄｅｈｙｄｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ６ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒＡ１，ＡＬＤＨ６Ａ１）过表达
质粒（上海吉凯基因医学科技股份有限公司），

ＡＬＤＨ６Ａ１一抗（英国 Ａｂｃａｍ公司），ＨＲＰ标记的 ＩｇＧ
二抗（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＤＭＥＭ培养基（武汉普诺赛
生命科技有限公司），双荧光素酶报告基因检测试剂

盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值检测试
剂盒（美国 Ａｂｂｋｉｎｅ公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　　利用基因表达汇编（ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库 ＯＳＣＣ组织芯片
（ＧＳＥ４５２３８、ＧＳＥ２８１００、ＧＳＥ９８４６３）分析癌组织和正常
对照样本中的差异表达ｍｉＲＮＡ，并取交集；下载ＴＣＧＡ
数据库中头颈癌表达数据和临床信息，并挑选出ＯＳＣＣ
患者，以 ｍｉＲ６６３ｂ的表达水平均数分组，使用
ＧＳＥＡ３．０软件分析 ｍｉＲ６６３ｂ表达水平与细胞增殖、
氧化还原的关系。分析ＧＳＥ１３８２０６、ＧＳＥ７４５３０共同下
调的基因，并与 ｍｉＲＷａｌｋ预测 ｍｉＲ６６３ｂ的靶基因取
交集。以ＡＬＤＨ６Ａ１表达水平中位数分组，基因富集
分析（ｇｅｎｏｍｉｃｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）ＡＬＤＨ６Ａ１表
达水平和细胞氧化还原以及细胞增殖的关系。

１．２．２　细胞培养与转染　　人 ＯＳＣＣ细胞系 ＨＳＣ３、

ＣＡＬ２７细胞使用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基于
３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养，待细胞生长汇合率达
８５％以上后进行传代培养。采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
将ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ及 ＡＬＤＨ６Ａ１过表达质粒转染至
ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞。ｍｉＲ６６３ｂ慢病毒表达载体由上
海吉凯基因医学构建、包装后转染 ＨＳＣ３细胞，用于
构建裸鼠皮下移植瘤模型。

１．２．３　裸鼠皮下移植瘤实验　　１８只裸鼠分为ｍｉＲＮＣ
组和 ｍｉＲ６６３ｂ组，每组９只，取稳定转染 ｍｉＲＮＣ或
ｍｉＲ６６３ｂ的 ＨＳＣ３细胞约 ５×１０６个重悬于１００μＬ
ＰＢＳ中，分别注射到裸鼠腋下诱导 ＯＳＣＣ皮下移植瘤
模型；待成瘤后，每２ｄ使用标尺测量肿瘤体积，肿瘤
体积（Ｖ）＝０．５×瘤体长（Ｌ）×瘤体宽（Ｗ）２；监测１４ｄ
后处死裸鼠，剥离瘤体，测量瘤体体积并称重。

１．２．４　双荧光素酶报告基因实验　　根据靶基因预
测数据库 ｍｉＲｗａｌｋ预测的可能结合位 点 构 建
ＡＬＤＨ６Ａ１结合位点的野生型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）
３ＵＴＲ序 列 的 荧 光 素 酶 报 告 基 因 载 体 ｐｍｉＲ
ＡＬＤＨ６Ａ１ＷＴ或 ｐｍｉＲＡＬＤＨ６Ａ１ＭＵＴ。将上述构建
的质粒载体和 ｍｉＲ６６３ｂ或 ｍｉＲＮＣ共转染至 ＨＳＣ３
细胞，培养４８ｈ后，测定荧光素酶活性变化。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　转染 ４８ｈ后，将
ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞消化后以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ、
ＰＢＳ冲洗，使用 ＤＭＥＭ培养基配成单细胞悬液后，以
６０００个／孔的密度接种于９６孔板，放入培养箱中常规
培养，分别于培养０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ和１２０ｈ
后加入 １０μＬＣＣＫ８溶液，继续培养 ２ｈ后测定
４５０ｎｍ处吸光度（ＯＤ）值。
１．２．６　细胞活性氧（ＲＯＳ）检测　　转染４８ｈ后，将
ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞以４×１０５／ｍＬ的密度接种于６孔
板，于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后，使用
ＰＢＳ更换细胞培养液，然后将细胞与１０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＦＤＡ于３７℃、５％ ＣＯ２条件下继续培养２０ｍｉｎ。使
用ＤｙｎａｔｅｃｈＭＲ５０００ｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ分析每孔在 ４８８ｎｍ
处的吸光度。

１．２．７　细胞 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋检测　　转染４８ｈ后，
将ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞以 ４×１０５／ｍＬ的密度接种于
６孔板，于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后，按
照 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值检测试剂盒说明书步骤检测
细胞中ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值。
１．２．８　克隆形成实验　　转染 ４８ｈ后，将 ＨＳＣ３、
ＣＡＬ２７细胞使用 ＤＭＥＭ培养基配成单细胞悬液，以
１００个／孔的密度接种于６孔板，放入培养箱中常规培
养，每２ｄ换液，２周后终止培养。分别使用中性甲醇
固定、结晶紫染色后拍照，于低倍显微镜下计数大于
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５０个细胞的克隆数。
１．２．９　实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）分析
　　收集各组细胞后，采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，
测定其浓度和纯度后，以反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，
ＰＣＲ仪进行扩增，选择Ｕ６为内参，根据试剂盒说明书
步骤检测ｍｉＲ６６３ｂ水平，以２－ΔΔＣｔ法计算ｍｉＲ６６３ｂ水
平。引物序列由上海生工合成，见表１。

表１　引物序列
基因 引物序列

ｍｉＲ６６３ｂ Ｆ：５ＣＧＣＴＡＡＣＡＧＴＣＴＣＣＡＧＴＣ３
Ｒ：５ＧＣＧＡＣＡＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＴＧＡ３

Ｕ６ Ｆ：５ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３
Ｒ：５ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　ＢＣＡ法定量
提取蛋白样品后，取４０μｇ蛋白，在１００Ｖ电压条件下
经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳５０ｍｉｎ，３００ｍＡ转膜１ｈ至 ＰＶＤＦ
膜，５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，以βａｃｔｉｎ为内参，加入
ＡＬＤＨ６Ａ１一抗于４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次；最后

加二抗室温下孵育２ｈ，ＥＣＬ法显色，ＩｍａｇｅＪ分析条带
灰度值。

１．３　统计学方法
使用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析数据，计量资料以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较使用ｔ检验，多组
间比较使用单因素方差分析，两两比较使用 ＳＮＫ法。
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ细胞中的表达及与临床病理
特征的关系

　　利用 ＧＥＯ数据库 ＯＳＣＣ组织芯片（ＧＳＥ４５２３８、
ＧＳＥ２８１００、ＧＳＥ９８４６３）获取癌组织和正常对照样本中
的差异表达基因并取交集发现，ｍｉＲ６６３ｂ表达上调。
通过进一步ＧＳＥＡ发现，ｍｉＲ６６３ｂ生物学功能与调节
细胞增殖、氧化还原反应及ＲＯＳ相关，见图１。

ａ：ＧＥＯ数据库３个数据集ＧＳＥ４５２３８、ＧＳＥ２８１００、ＧＳＥ９８４６３分析所得表达下调基因韦恩图；ｂ～ｄ：ｍｉＲ６６３ｂ生物学功能ＧＳＥＡ结果
图１　ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ细胞中的表达及与临床病理特征的关系

２．２　上调ｍｉＲ６６３ｂ对ＯＳＣＣ细胞增殖的影响
与转染 ｍｉＲＮＣｍｉｍｉｃ比较，ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞

转染 ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ后，ｍｉＲ６６３ｂ水平、ＮＡＤＰＨ／
ＮＡＤＰ＋比 值 上 调 （Ｐ＜０．０５），ＲＯＳ水 平 降 低
（Ｐ＜０．０５）；上调 ｍｉＲ６６３ｂ促进 ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞
的体外增殖和克隆形成能力（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　上调ｍｉＲ６６３ｂ对ＯＳＣＣ裸鼠皮下移植瘤生长的

影响

　　与 ｍｉＲＮＣ组比较，裸鼠体内注射稳定过表达
ｍｉＲ６６３ｂ的ＨＳＣ３细胞后，每２ｄ测量的肿瘤体积明
显增加Ｐ＜０．０５），监测１４ｄ后剥离的瘤体体积和质
量均明显增加（Ｐ＜０．０５），移植瘤组织中 ｍｉＲ６６３ｂ表
达显著上调（Ｐ＜０．０５），提示上调 ｍｉＲ６６３ｂ显著促进
裸鼠皮下移植瘤的生长，见图３。
２．４　ｍｉＲ６６３ｂ与ＡＬＤＨ６Ａ１的靶向关系

ＧＥＯ２Ｒ分析ＧＳＥ１３８２０６、ＧＳＥ７４５３０数据中，下调
的基因以及ｍｉＲｗａｌｋ预测ｍｉＲ６６３ｂ的靶基因，三者取

交集。其中ＡＬＤＨ３Ａ２、ＡＬＤＨ６Ａ１、ＣＹＰ４Ｂ１、ＤＩＯ２被发
现与氧化还原密切相关，进一步对这 ４个基因进行
ＧＳＥＡ分析，结果发现ＡＬＤＨ６Ａ１与细胞增殖和氧化还
原均相关，因此选择 ＡＬＤＨ６Ａ１进一步研究。ｍｉＲｗａｌｋ
提示 ＡＬＤＨ６Ａ１ｍＲＮＡ的 ３ＵＴＲ区与 ｍｉＲ６６３ｂ存在
直接结合位点。双荧光素酶报告基因实验提示，共转

染ｍｉＲ６６３ｂ和野生型ＡＬＤＨ６Ａ１３ＵＴＲ报告基因载体
后，荧光素酶活性显著降低（Ｐ＜０．０１）。此外，转染
ｍｉＲ６６３ｂ能 显 著 下 调 ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细 胞 的
ＡＬＤＨ６Ａ１ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　ｍｉＲ６６３ｂ靶向ＡＬＤＨ６Ａ１调节ＲＯＳ而抑制ＯＳＣＣ

细胞增殖

　　与转染ｍｉＲＮＣｍｉｍｉｃ比较，ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞
转染 ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ显著下调 ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞
的ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白表达和 ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５），升高
ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值（Ｐ＜０．０５），并促进其体外增殖
和克隆形成能力（Ｐ＜０．０５）；与转染 ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ
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比较，ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞共转染 ｍｉＲ６６３ｂｍｉｍｉｃ和
ＡＬＤＨ６Ａ１过表达质粒后，显著上调了 ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白
表达和ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５），降低 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比

值（Ｐ＜０．０５），并抑制其体外增殖和克隆形成能力
（Ｐ＜０．０５），见图５。

ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞中ｍｉＲ６６３ｂ的表达；ｂ：转染后细胞中 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值；ｃ：转染后 ＤＣＦＤＡ荧光探针检测
细胞中ＲＯＳ水平；ｄ、ｅ：ＣＣＫ８检测细胞增殖；ｆ：平板克隆形成实验（结晶紫染色×２０）　：与ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　上调ｍｉＲ６６３ｂ对ＯＳＣＣ细胞增殖的影响

ａ：裸鼠皮下移植瘤体积变化；ｂ、ｃ：处死裸鼠后取出的肿瘤体积和质量；ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测移植瘤组织中 ｍｉＲ６６３ｂ水平　：与 ｍｉＲ
ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　上调ｍｉＲ６６３ｂ对裸鼠皮下移植瘤生长的影响
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ａ：ＧＳＥ１３８２０６、ＧＳＥ７４５３０数据集中表达下调的基因与ｍｉＲｗａｌｋ预测靶基因的韦恩图；ｂ～ｄ：ＧＳＥＡ分析ＴＣＧＡ＿ＯＳＣＣ数据中ＡＬＤＨ６Ａ１表达水平与
氧化还原和细胞增殖的关系；ｅ：ｍｉＲｗａｌｋ预测的ｍｉＲ６６３ｂ与ＡＬＤＨ６Ａ１的３ＵＴＲ的结合位点；ｆ：双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ６６３ｂ与
ＡＬＤＨ６Ａ１的靶向关系；ｇ、ｈ：ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＨＳＣ３、ＣＡＬ２７细胞ＡＬＤＨ６Ａ１ｍＲＮＡ和蛋白表达　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１

图４　ｍｉＲ６６３ｂ与ＡＬＤＨ６Ａ１的靶向关系

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白表达；ｂ：转染后细胞中ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比值；ｃ：转染后ＤＣＦＤＡ荧光探针检测细胞中ＲＯＳ水平；
ｄ、ｅ：ＣＣＫ８检测细胞增殖；ｆ：平板克隆形成实验（结晶紫染色×２０）　：与ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｍｉＲ６６３ｂ组比较，Ｐ＜０．０５

图５　ｍｉＲ６６３ｂ靶向ＡＬＤＨ６Ａ１调节ＲＯＳ进而抑制ＯＳＣＣ细胞增殖
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３　讨论

ｍｉＲＮＡ为内源性非编码单链ＲＮＡ，其能通过与靶
ＲＮＡ的３’ＵＴＲ区互补配对干扰目标蛋白的合成从而
达到调控靶基因的目的。研究发现，ｍｉＲＮＡ水平异常
与众多肿瘤的生物学特征具有明显关联，在不同类型

肿瘤中 ｍｉＲＮＡ可以发挥致癌因子或抑癌因子作
用［８９］。ｍｉＲ６６３ｂ是一种保守的ｍｉＲＮＡ，其在结直肠
癌［６］、骨肉瘤［７］中作为致癌因子发挥作用。然而，

ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ发生、发展中的作用及机制尚不完
全清楚。本研究基于 ＧＥＯ数据库的组织芯片数据分
析显示，相比正常对照组织，ｍｉＲ６６３ｂ在 ＯＳＣＣ组织
细胞中表达均显著上调，而在功能实验中，上调

ｍｉＲ６６３ｂ表达可明显促进ＯＳＣＣ细胞体外增殖和克隆
形成能力，且在体内促进了裸鼠皮下移植瘤的生长，提

示ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ中同样发挥致癌因子的作用。
ｍｉＲＮＡｓ通过靶向其下游目的基因发挥调控作

用，准确确认 ｍｉＲ６６３ｂ的下游功能靶点有助于阐明
ｍｉＲ６６３ｂ促进ＯＳＣＣ细胞体内、外增殖的详细分子机
制。本研究通过ＧＳＥＡ发现，ｍｉＲ６６３ｂ生物学功能与
调节细胞增殖、氧化还原反应及ＲＯＳ相关。进一步经
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ预测数据库 ｍｉＲｗａｌｋ与双荧光素酶报
告基因实验验证，ＡＬＤＨ６Ａ１ｍＲＮＡ的３ＵＴＲ区被证实
与ｍｉＲ６６３ｂ存在靶向结合位点，且在ＯＳＣＣ细胞中上
调ｍｉＲ６６３ｂ水平能有效抑制 ＡＬＤＨ６Ａ１蛋白表达。
ＡＬＤＨ６Ａ１为 醛 脱 氢 酶 （ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＡＬＤＨ）家族成员之一，ＡＬＤＨ家族成员可利用ＮＡＤ或
ＮＡＤＰ作为辅酶将醛氧化成相应的羧酸 ＮＡＤＨ或
ＮＡＤＰＨ，参与肿瘤的代谢通路［１０］。既往研究发现，

ＡＬＤＨ同工酶变异与肝细胞癌密切相关，ＡＬＤＨ６Ａ１被
鉴定为肝癌预后的预测因子［１１］。此外，Ｌｕ等［１２］研究

指出，过表达ＡＬＤＨ６Ａ１抑制肾透明细胞癌细胞增殖，
并通过生物信息学分析认为 ＡＬＤＨ６Ａ１与肿瘤代谢有
关。本研究结果显示，ＡＬＤＨ６Ａ１的表达与ＯＳＣＣ进展
呈负相关，与 Ｌｕ等［１２］研究中 ＡＬＤＨ６Ａ１发挥抑癌作
用的结果相符合。

细胞增殖及凋亡异常是肿瘤不受限生长的重要基

础［１３］。ＮＡＤＨ的增加是肿瘤细胞代谢重构的显著特
征，而过表达 ＡＬＤＨ６Ａ１会损害肿瘤细胞代谢。既往
研究显示，ＡＬＤＨ水平增加会诱导 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋比
值降低，从而破坏线粒体膜电位，而线粒体膜电位的破

坏会导致ＲＯＳ水平升高［１４］。在ＯＳＣＣ中，ＲＯＳ作为应

激和呼吸的副产物，其水平下降可能是导致宿主氧化

还原状态失衡的重要原因［１５］。此外，在肿瘤进展过程

中，ＲＯＳ在肿瘤细胞生长方面发挥重要作用，调节癌
细胞中ＲＯＳ水平可能是癌症治疗的潜在策略［１６］。本

研究中，上调 ＡＬＤＨ６Ａ１表达可显著下调 ＮＡＤＰＨ／
ＮＡＤＰ＋比值，上调 ＲＯＳ水平，ＯＳＣＣ细胞的体外增殖
被显著抑制，这与Ｓｈｉｎ等［１１］研究中ＡＬＤＨ６Ａ１所表现
的功能相一致，且与本研究中ｍｉＲ６６３ｂ在ＯＳＣＣ细胞
增殖中的调控作用完全相反。以上数据表明，

ｍｉＲ６６３ｂ对ＯＳＣＣ细胞增殖的调节作用是通过靶向抑
制ＡＬＤＨ６Ａ１表达进而调节ＲＯＳ水平而实现的。

综上所述，ｍｉＲ６６３ｂ在 ＯＳＣＣ细胞中表达上调，
并可通过靶向抑制 ＡＬＤＨ６Ａ１表达调节 ＲＯＳ水平，进
而促进ＯＳＣＣ细胞增殖发挥致癌基因作用。ｍｉＲ６６３ｂ
可能是ＯＳＣＣ的潜在治疗靶点。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１０Ｅ０２１０６４ ·基础研究·

贝沙罗汀对氧糖剥夺／再灌注诱导ＨＴ２２损伤的神经保护作用及机制研究

张雪林１，王　松１，田晓翠２，董　志２，刘海林１　（１．重庆两江新区第一人民医院药剂科，重庆 ４０１１２１；２．重庆医科大学药学
院生物化学与分子药理学重点实验室，重庆 ４０００１６）

［摘　要］　目的　探究贝沙罗汀对氧糖剥夺／再灌注（ＯＧＤ／Ｒ）诱导的海马神经元细胞系ＨＴ２２损伤的保护作用及其机制。方法
在体外培养ＨＴ２２，并将细胞随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（ＯＧＤ／Ｒ组）、药物干预组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组）、ＪＮＫ特异性抑制剂
（ＳＰ）组（ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组）及药物干预合并ＳＰ组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋ＳＰ组），使用不同浓度贝沙罗汀（０．１～９μｍｏｌ·Ｌ－１）或 ＳＰ干预细
胞，ＭＴＴ检测ＨＴ２２的生存率，流式细胞仪检测细胞凋亡水平，显微镜下观察各组细胞形态，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＪＮＫ信号通
路相关蛋白的表达。结果　在体外模拟的ＨＴ２２损伤的ＯＧＤ／Ｒ模型中，与ＯＧＤ／Ｒ组相比，９μｍｏｌ·Ｌ－１贝沙罗汀能显著提高ＯＧＤ／Ｒ
状态下ＨＴ２２生存率（Ｐ＜０．０５），减少 ＨＴ２２凋亡（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，９μｍｏｌ·Ｌ－１贝沙罗汀能显著降低凋亡相关蛋白
ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达水平（Ｐ＜０．０５），减轻ＨＴ２２损伤。结论　贝沙罗汀在体外对ＯＧＤ／Ｒ引起的ＨＴ２２损伤
具有保护作用，其作用机制可能与抑制ＪＮＫ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路的激活有关。

［关键词］贝沙罗汀；氧糖剥夺／再灌注；ＨＴ２２；细胞调亡；ＪＮＫ／Ｃａｓｐａｓｅ３
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