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ｍｉＲ１４９５ｐ靶向 ＣＤＫ６对口腔鳞状细胞癌细胞生长、侵袭和迁移的影响
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［摘　要］　目的　探讨ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）细胞生长、侵袭和迁移的影响。方法　利用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ质粒、ｍｉｍｉｃＮＣ质粒、ＣＤＫ６质粒分别或联合转染进入Ｔｃａ８１１３细胞，运用基因预测软件预测 ｍｉＲ
１４９５ｐ的靶基因，采用双荧光素酶实验验证靶向关系，ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１４９５ｐ与ＣＤＫ６ｍＲＮＡ的表达，ＭＴＴ法检测细胞活性，克隆
形成实验检测细胞生长情况，流式细胞术检测细胞周期分布和细胞凋亡情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力，划痕实验检测细胞迁
移能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤＫ６、ＣＭｙｃ、和ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，裸鼠右后肢腹侧皮下注射构建ＯＳＣＣ移植瘤模型，并测定移植瘤体积
和重量，同时采用免疫组化检测Ｋｉ６７和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。结果　ｍｉＲ１４９５ｐ在ＯＳＣＣ细胞中低表达，与ＣＤＫ６在３′ＵＴＲ区存在结
合位点，ｍｉＲ１４９５ｐ直接靶向抑制ＣＤＫ６；ｍｉＲ１４９５ｐ过表达能够明显降低Ｔｃａ８１１３细胞活性和克隆数目，并增强 Ｇ０／Ｇ１期细胞周
期阻滞，增加凋亡率，减少侵袭数目，降低伤口愈合率，且下调 ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达，而加入 ＣＤＫ６后能够反转这些现
象；ｍｉＲ１４９５ｐ过表达会使体内移植瘤的重量和体积明显减少，并使移植瘤的 Ｋｉ６７和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的阳性细胞比率明显减少。结论
ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对口腔鳞状细胞癌细胞生长、侵袭和迁移具有抑制作用。
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　　口腔癌是口腔内出现一系列恶性肿瘤的总称，占
全身恶性肿瘤的３％ ～５％，其中约９０％是口腔鳞癌

（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）［１］。口腔癌的发
病机制极其复杂，吸烟、饮酒、病毒感染、营养不良、饮

食习惯不良等均是诱发因素，已有研究证明吸烟和饮

酒是与口腔癌最相关的两个致病因素［２］。ＯＳＣＣ呈逐
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年上升趋势，每年新增病例约２７．５万［３］。尽管 ＯＳＣＣ
的治疗方法（如化疗、手术切除、放疗等）有很大改进，

但是ＯＳＣＣ患者 ５年总体生存率仍不尽人意，仅为
６６％［４］。ＯＳＣＣ已经严重威胁到人们的健康，因此有
必要进行深入研究以揭示其发生的内在机制，以期发

现 ＯＳＣＣ潜在的治疗方法。已有研究报道，ｍｉＲ１４９
５ｐ在肾细胞癌、黑色素瘤、肝癌等多种癌症中低表达，
而过表达ｍｉＲ１４９５ｐ能够抑制肾细胞癌、黑色素瘤、
肝癌等多种癌症的发生和发展［５７］。ＣＤＫ６是调节细
胞周期的关键因子，是进入 Ｇ１期的关键，已有研究表
明ＯＳＣＣ细胞中 ＣＤＫ６过表达［８］。本研究主要探讨

ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对口腔鳞状细胞癌细胞生长、
侵袭和迁移的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
正常人类口腔细胞系 Ｈｓ６８０．Ｔｇ和 Ｆａｄｕ、ＳＣＣ

２５、ＣＡＬ２７、Ｔｃａ８１１３等 ４株人 ＯＳＣＣ细胞系，均购自
ＡＴＣＣ。ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ质粒、ｍｉｍｉｃＮＣ质粒、ＣＤＫ６
质粒及各引物均由上海基因制药有限公司设计并合

成。ＤＭＥＭ培养基（上海善然生物科技有限公司，货
号：ＳＨ３００２．０１Ｂ），胎牛血清（素尔生物科技有限公司，
货号：１６００００４４），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂（上海恪
敏生物科技有限公司，货号：１１６６８０２７），ＱＩＡｚｏｌ裂解
试剂（北京鸿跃创新科技有限公司，货号：７９３０６），
ｃＤＮＡ逆转录试剂盒（上海捷瑞生物工程有限公司，货
号：ＧＫ８０３０２０），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒（赛默飞世
尔科技公司，货号：４３０９１５５），双荧光素酶报告基因检
测试剂盒（北京原平皓生物技术有限公司，货号：

ＧＮ２０１０１），ＲＩＰＡ裂解缓冲液（南京海克尔生物科技
有限公司，货号：ＳＢＪ０９９９），ＢＣＡ试剂盒（上海易色医
疗科技有限公司，货号：ＢＣ２０１），ＭＴＴ试剂盒（上海泽
叶生物科技有限公司，货号：ＺＹ１１１１０５），ＣＤＫ６抗体、
ＣＭｙｃ抗体、ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体、Ｋｉ６７抗体、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体
（碧云天生物科技有限公司，货号：ＡＣ２５６、ＡＭ９２６、
ＡＣ８５３、ＡＦ１７３８、ＡＦ０３１８），裸鼠购自四川夏派森医药
科技有限公司（许可证：ＳＹＸＫ（川）２０１７２０３）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｈｓ６８０．Ｔｇ和４株人 ＯＳＣＣ细胞
用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，于３７℃、５％ＣＯ２
孵育箱培养。

１．２．２　细胞转染　　取对数期细胞，接种于６孔板
（１×１０６／孔）。当达到８０％融合时，根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００

说明书将１００ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ质粒、ｍｉｍｉｃＮＣ
质粒、ＣＤＫ６质粒分别或联合转染进入Ｔｃａ８１１３细胞。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ１４９５ｐ与 ＣＤＫ６ｍＲＮＡ的
表达　　采用 ＱＩＡｚｏｌ裂解试剂提取总 ＲＮＡ，采用
ｃＤＮＡ逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ采用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明书进行操作。Ｕ６作为 ｍｉＲ
１４９５ｐｍＲＮＡ的内参，ＧＡＰＤＨ作为ＣＤＫ６ｍＲＮＡ的内
参，使用 ２－ΔΔｃｔ方法计算。Ｕ６的上游引物序列：５′
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，Ｕ６的下游引物序列：５′
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′；ｍｉＲ１４９５ｐ的上游引
物序列：５′ＧＴＣＴＴＣＡＣＴＣＣＣＧＴＧＣＴＴＧＴ３′，ｍｉＲ１４９５ｐ
的下游引物序列：５′ＣＣＣＧＡＡＡＣＡＣＣＣＧＴＡＡＧＡＴＡ３′；
ＧＡＰＤＨ的上游引物序列：５′ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧ
ＧＡＡＧＧ３′，ＧＡＰＤＨ 的下游引物序列：５′ＧＣＣＡＴ
ＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ３′；ＣＤＫ６的上游引物序列：５′
ＧＴＣＴＣＡＣＣＣＡＴＡＣＴＴＣＣＡＧＧＡＣＣ３′，ＣＤＫ６的下游引
物序列：５′ＧＧＧＡＣＣＣＡＴＡＡＧＣＣＡＣＣＡＡＧ３′。
１．２．４　双荧光素酶报告检测靶向关系　　收集生长
至对数期的Ｔｃａ８１１３细胞，铺于９６孔板，每孔约４×１０３

个细胞，２４ｈ后，分别转染ｍｉｍｉｃＮＣ＋ＣＤＫ６ＷＴ、ｍｉｍｉｃ
ＮＣ＋ＣＤＫ６ＭＵＴ、ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６ＷＴ、ｍｉＲ
１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６ＭＵＴ，根据双荧光素酶报告基因试
剂盒说明进行测定，用萤火虫荧光素酶活性和肾荧光素

酶活性比值表示荧光素酶的相对活性。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＤＫ６、ＣＭｙｃ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１
的表达　　用 ＲＩＰＡ裂解液提取各组 Ａ５４９细胞总蛋
白，并用 ＢＣＡ试剂盒检测总蛋白浓度，然后经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离蛋白后，用半干转膜仪转移蛋白质至 ＰＶＤＦ
膜，并用脱脂牛奶室温封闭蛋白 ２ｈ，再加入一抗
（ＣＤＫ６：１∶１０００，ＣＭｙｃ：１∶１０００，ＣｙｃｌｉｎＤ１：１∶２００）在
４℃封闭过夜，接着加入对应二抗室温封闭１ｈ，最后
滴ＥＣＬ曝光。
１．２．６　ＭＴＴ法检测细胞活性　　根据ＭＴＴ试剂盒说
明进行操作，取对数期 Ｔｃａ８１１３细胞１００μＬ加入９６
孔板（１×１０４／孔），在３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培
养不同时间，加入１０μＬ溶液Ａ，再培养４ｈ，小心吸弃
培养基，加入溶液 Ｂ，于摇床上低速振荡 １０ｍｉｎ，在
５７０ｎｍ波长处测定吸光值。
１．２．７　克隆形成实验检测细胞生长　　转染 ２４ｈ
后，将细胞接种于９６孔板（２×１０３／孔），直到可见菌落
（约１２ｄ）。用甲醇固定菌落，０．２５％结晶紫染色
３０ｍｉｎ，肉眼计数菌落数量。
１．２．８　流式细胞术检测细胞周期分布　　培养４８ｈ
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后，用胰蛋白酶消化转染细胞，离心，用 ＰＢＳ悬浮，细
胞悬液由７５％乙醇在冰上固定１２ｈ。加入１００μＬＰＩ
和１００μＬＲＮＡ酶，在黑暗的房间里孵化３０ｍｉｎ后，采
用流式细胞仪ＦＡＣＳ方法分析细胞周期进展。
１．２．９　流式细胞术检测细胞凋亡　　培养４８ｈ后，
胰酶消化转染细胞，离心，按１×１０６／ｍＬ的浓度重悬。
细胞悬液中加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，在
黑暗的房间里孵化１５ｍｉｎ，然后用流式细胞仪分析细
胞凋亡情况。

１．２．１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力　　培养４８ｈ
后，将细胞消化成单细胞悬液（５×１０４／ｍＬ）。在 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室上室用Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被，下室加入含有１０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ细胞培养１ｍＬ。孵育２４ｈ后，除去
膜上层细胞，将通过膜侵袭的细胞固定染色，在显微镜

下观察。侵入细胞数表示为每视野的平均细胞数。

１．２．１１　划痕实验检测细胞迁移能力　　将各组
Ｔｃａ８１１３细胞消化铺满单层后用小号枪头垂直划痕，加
入无血清培养基，在５％ＣＯ２、３７℃恒温的培养箱培养
２４ｈ后，分别在显微镜下拍照，用ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．２．１２　移植瘤实验　　将裸鼠随机分为Ｔｃａ８１１３组
和ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组，每组１０只，雌雄各半。在各组
裸鼠右后肢腹侧皮下分别注射０．２ｍＬ的１×１０７／ｍＬ
Ｔｃａ８１１３细胞和转染ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ的Ｔｃａ８１１３细胞
悬液。然后继续在ＳＰＦ条件下正常饮食饲养，观察裸鼠
皮下成瘤情况，测定移植瘤体积。第３０天用颈椎脱位
法处死裸鼠，完整取出皮下移植瘤，电子天平称重，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤＫ６、ＣＭｙｃ、和ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达。
１．２．１３　免疫组化检测 Ｋｉ６７和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达　　
经常规１０％中性甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，脱蜡
水化，然后过氧化物酶阻断内源性过氧化物酶活性，非

免疫性动物血清阻断非特异性反应。再分别加入鼠抗

人Ｋｉ６７（１∶１００）和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体（１∶１００），４℃过夜，
然后滴加生物素标记二抗，ＤＡＢ显色，蒸馏水冲洗，苏
木素复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，最后封片观察

统计。免疫组化阳性细胞其细胞核有棕色颗粒沉着，

显微镜下随机选取５个视野，每个视野阳性率 ＝阳性
细胞数／总细胞数×１００％。
１．３　统计学分析

所有统计数据采用 ＳＰＳＳ２１．０处理，图形使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０构建。测量数据以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，２组比较使用 ｔ检验，多组比较使用单因
素方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１４９５ｐ在 ＯＳＣＣ细胞中表达下调，而 ＣＤＫ６
表达上调

与Ｈｓ６８０．Ｔｇ细胞比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ在４个
ＯＳＣＣ细胞系中的表达明显下调（图１ａ）；与Ｈｓ６８０．Ｔｇ
细胞比较，ＣＤＫ６ｍＲＮＡ和蛋白在４个ＯＳＣＣ细胞系中
的表达均明显上调（图１ｂ、ｃ），差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。在４个ＯＳＣＣ细胞系中，细胞系 Ｔｃａ８１１３
显著效果最明显，故选择细胞系Ｔｃａ８１１３做后续实验。

ａ：ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ在正常口腔细胞和ＯＳＣＣ细

胞中表达；ｂ：ＲＴＰＣＲ检测ＣＤＫ６ｍＲＮＡ在正常口腔细胞和ＯＳ

ＣＣ细胞中表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＤＫ６蛋白在正常口腔细

胞和ＯＳＣＣ细胞中表达　：与Ｈｓ６８０．Ｔｇ比较，Ｐ＜０．０１

图１　ｍｉＲ１４９５ｐ在ＯＳＣＣ细胞中表达下调而ＣＤＫ６表达上调

２．２　ｍｉＲ１４９５ｐ直接靶向ＣＤＫ６
根据ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库的预测，ＣＤＫ６３′ＵＴＲ区与

ｍｉＲ１４９５ｐ存在结合位点（图２ａ）。为了进一步验证
ｍｉＲ１４９５ｐ直接作用于 ＣＤＫ６，本研究进行了荧光素
酶报告基因实验，ｍｉＲ１４９５ｐ高表达明显抑制了含有
野生型ＣＤＫ６质粒的荧光素酶活性，但对突变型ＣＤＫ６
质粒的荧光素酶活性无影响（图２ｂ）。与 Ｔｃａ８１１３组
细胞比较，ｍｉｍｉｃＮＣ组细胞中 ｍｉＲ１４９５ｐ和 ＣＤＫ６
ｍＲＮＡ的表达无明显变化，而 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组细
胞中 ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ表达明显上调、ＣＤＫ６ｍＲＮＡ
表达明显下调，ＣＤＫ６组细胞中 ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ表
达明显下调、ＣＤＫ６ｍＲＮＡ表达明显上调；与 ｍｉＲ１４９
５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞中
ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ表达明显下调、ＣＤＫ６ｍＲＮＡ表达明
显上调（图２ｃ、ｄ），差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ＣＤＫ６３′ＵＴＲ区与ｍｉＲ１４９５ｐ存在结合位点；ｂ：双荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ１４９５ｐ与 ＣＤＫ６靶向
关系；ｃ：ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１４９５ｐｍＲＮＡ各组细胞中表达；ｄ：ＲＴＰＣＲ检测ＣＤＫ６ｍＲＮＡ各组细胞中表达　 ：与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，
Ｐ＜０．０１；＃：与Ｔｃａ８１１３组比较，Ｐ＜０．０１；△：与ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ｍｉＲ１４９５ｐ直接靶向ＣＤＫ６

２．３　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６抑制ＯＳＣＣ细胞生长
ＭＴＴ结果显示，与Ｔｃａ８１１３组细胞比较，ｍｉｍｉｃＮＣ

组细胞活性无明显变化，而 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组细胞
活性明显降低，ＣＤＫ６组细胞活性明显增高；与 ｍｉＲ
１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞
活性明显增高（图３ａ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

克隆形成实验结果显示，与Ｔｃａ８１１３组细胞比较，
ｍｉｍｉｃＮＣ组细胞克隆数目无明显变化，而 ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ组细胞克隆数目明显减少，ＣＤＫ６组细胞克隆数
目增多；与 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞克隆数目明显增多（图３ｂ、ｃ）。

ａ：ＭＴＴ法检测各组细胞活性；ｂ：克隆形成实验检测各组细胞生长情况；ｃ：克隆（结晶紫染色，×１００）　：与 Ｔｃａ８１１３组比较，
Ｐ＜０．０１；＃：与ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对ＯＳＣＣ细胞活性及克隆的影响

　　流式细胞术结果显示，与 Ｔｃａ８１１３组细胞比较，
ｍｉｍｉｃＮＣ组细胞周期无明显变化，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组
细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞周期阻滞增强，ＣＤＫ６组细胞Ｇ０／Ｇ１
期细胞周期阻滞减弱；与 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，
ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞周期阻
滞减弱（图４ａ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

流式细胞术结果显示，与 Ｔｃａ８１１３组细胞比较，
ｍｉｍｉｃＮＣ组细胞凋亡率无明显变化，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ

组细胞凋亡率明显升高，ＣＤＫ６组细胞凋亡率明显降低；
与ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６
组细胞凋亡率明显降低（图４ｂ），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。
２．４　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６抑制ＯＳＣＣ细胞侵袭和迁移

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，与Ｔｃａ８１１３组细胞比较，ｍｉｍ
ｉｃＮＣ组每视野侵袭数目无明显变化，ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ组每视野侵袭数目明显减少，ＣＤＫ６组每视野侵
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袭数目增多；与 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组每视野侵袭数目明显增多（图５ａ），差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

细胞划痕实验显示，与Ｔｃａ８１１３组细胞比较，ｍｉｍ
ｉｃＮＣ组细胞伤口愈合率无明显变化，ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ组细胞伤口愈合率明显降低，ＣＤＫ６组细胞伤口
愈合率明显增高；与 ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ
１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞伤口愈合率明显增高
（图５ｂ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．５　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向 ＣＤＫ６抑制 ＯＳＣＣ细胞 ＣＭｙｃ、

ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 Ｔｃａ８１１３组细胞比较，

ｍｉｍｉｃＮＣ组细胞ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达无
明显变化。ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组细胞 ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、

ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显下调，ＣＤＫ６组细胞 ＣＭｙｃ、
ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显上调；与 ｍｉＲ１４９５ｐ
ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ＋ＣＤＫ６组细胞ＣＭｙｃ、
ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显上调（图６），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．６　ｍｉＲ１４９５ｐ抑制ＯＳＣＣ移植瘤的发生和发展

ＯＳＣＣ移植瘤实验显示，与 Ｔｃａ８１１３组比较，ｍｉＲ
１４９５ｐｍｉｍｉｃ组大鼠体内移植瘤的质量和体积明显减
少（图７ａ、ｂ）；与 Ｔｃａ８１１３组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组
大鼠体内移植瘤Ｋｉ６７和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的阳性细胞比率明显
减少（图７ｃ）；与 Ｔｃａ８１１３组比较，ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组
大鼠体内移植瘤ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显
下调（图７ｄ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

ａ：流式检测各组细胞周期；ｂ：流式检测各组细胞凋亡　 ：与Ｔｃａ８１１３组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１
图４　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对ＯＳＣＣ细胞周期和凋亡的影响

ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测各组细胞侵袭能力（×４００）；ｂ：划痕实验检测细胞迁移能力（×２００）　：与Ｔｃａ８１１３组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ｍｉＲ
１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１

图５　ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６对ＯＳＣＣ细胞侵袭和迁移的影响
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：与Ｔｃａ８１１３组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ｍｉＲ１４９５ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达

ａ：移植瘤质量；ｂ：移植瘤体积；ｃ：免疫组化检测移植瘤中Ｋｉ６７和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达（×４００）；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植瘤ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达　：与Ｔｃａ８１１３组比较，Ｐ＜０．０１

图７　ｍｉＲ１４９５ｐ对ＯＳＣＣ移植瘤的影响

３　讨论

ＯＳＣＣ是一种高风险的癌症，通过局部复发和转
移严重威胁患者的生命健康，且其发病率在逐年上升，

因此，导致ＯＳＣＣ的潜在分子机制受到越来越多的关
注［９１０］。大量异常表达的 ｍｉＲＮＡ在 ＯＳＣＣ中被发现。
Ｇｕｏ等［１１］证明 ｍｉＲ９２ａ通过靶向 ＦＯＸＰ１表达调控
ＯＳＣＣ细胞生长；Ｓｕｎ等［１２］发现 ｍｉＲ１４３通过靶向己
糖激酶２抑制 ＯＳＣＣ细胞生长、侵袭和葡萄糖代谢；
Ｗａｎｇ等［１３］报道 ｍｉＲ１９５５ｐ通过靶向 ＴＲＩＭ１４抑制
ＯＳＣＣ细胞的增殖、迁移和侵袭。已有研究发现在肾
细胞癌、黑色素瘤、肝癌等多种肿瘤细胞中，ｍｉＲ１４９
５ｐ均呈低表达，推测其具有肿瘤抑制因子的作用［５７］。

本研究显示，ｍｉＲ１４９５ｐ在ＯＳＣＣ细胞中表达下调，这
与裴浩等［１４］的研究结果相一致。

ｍｉＲＮＡ参与基因转录后水平的调控，成熟的 ｍＲ
ＮＡ通过特定序列与靶基因ｍＲＮＡ的３′未翻译区域结
合，导致靶基因的 ｍＲＮＡ降解或者翻译受抑制，继而

发挥相应的作用［１５］。众所周知，一个 ｍｉＲＮＡ能够调
控多个靶基因，如ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＬＲＩＧ２在黑色素瘤
细胞存活和凋亡中起负调控作用；ｍｉＲ１４９还可通过
靶向ＦＵＴ１影响骨关节炎软骨细胞增殖、凋亡和自
噬［６，１６１７］。为了更好地了解导致 ｍｉＲ１４９５ｐ在 ＯＳＣＣ
中作用的精确分子机制，本研究使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ检索
了ｍｉＲ１４９５ｐ的潜在靶基因，证实 ＣＤＫ６３′ＵＴＲ区与
ｍｉＲ１４９５ｐ存在结合位点，ＣＤＫ６最终被鉴定为 ｍｉＲ
１４９５ｐ的直接靶标，且过表达 ｍｉＲ１４９５ｐ抑制 ＣＤＫ６
表达；同时，ＣＤＫ６在 ＯＳＣＣ细胞中表达上调，过表达
ｍｉＲ１４９５ｐ能够抑制这种上调。ＣＤＫ６是哺乳动物细
胞关键的细胞周期调控因子，通过与细胞周期蛋白 Ｄ
结合促进肿瘤抑制因子 Ｒｂ的磷酸化，在 Ｒｂ磷酸化
后，ＣｙｃｌｉｎＥ激活ＣＤＫ２，使 Ｒｂ进一步磷酸化，从而使
细胞越过 Ｇ１限制点［１８］。因此，ＣＤＫ６在细胞周期从
Ｇ０期进入Ｇ１期中起关键调控作用。ＣＤＫ６通过调控
细胞周期影响细胞的增殖、凋亡、分化等生命活动，从

而对肿瘤的发生起调控作用。已有研究表明，ＣＤＫ６
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在癌症的发生、发展中具有重要作用，并可将其作为潜

在治疗靶点。有研究显示，以 ＣＤＫ６作为靶点可抑制
多种肿瘤的发生，如 ｍｉＲ２９ａ通过靶向 ＣＤＫ６抑制神
经鞘瘤细胞的增殖和运动，ｍｉＲ２００ａ通过靶向 ＣＤＫ６
调控 ＣＤＫ４／６抑制剂在转移性黑色素瘤中的作用，
ｍｉＲ４９４通过靶向ＣＤＫ６抑制骨肉瘤细胞的增殖和运
动［１９２１］。本研究发现，ｍｉＲ１４９５ｐ过表达能够明显降
低Ｔｃａ８１１３细胞活性、克隆数目，并增强 Ｇ０／Ｇ１期细
胞周期阻滞，增加凋亡率，减少侵袭数目，降低伤口愈

合率，下调 ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达；而加入
ＣＤＫ６后能够反转这些现象，这说明 ｍｉＲ１４９５ｐ通过
靶向ＣＤＫ６来抑制ＯＳＣＣ细胞生长、侵袭和迁移，证实
了ｍｉＲ１４９５ｐ通过靶向 ＣＤＫ６抑制口腔鳞状细胞癌
发生发展的假设。

综上所述，本研究发现 ＯＳＣＣ细胞中 ｍｉＲ１４９５ｐ
的表达下调，可能通过靶向 ＣＤＫ６抑制 ＯＳＣＣ细胞活
性、克隆、侵袭和迁移，促进 Ｇ０／Ｇ１期细胞周期阻滞，
诱导细胞凋亡，并抑制 ＯＳＣＣ细胞 ＣＭｙｃ、ＣＤＫ６、Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１蛋白表达。深入研究ｍｉＲ１４９５ｐ和ＣＤＫ６基因
在人类口腔鳞状细胞癌的发生、发展中的作用及其调

节机制，将为人类 ＯＳＣＣ的特异性治疗提供新的思路
和依据，为此，下一步我们将对ｍｉＲ１４９５ｐ靶向ＣＤＫ６
抑制ＯＳＣＣ细胞相关信号通路进行研究。
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ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕｍａｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｏａｄｒｉａｍｙｃｉｎ

ｔｈｒｏｕｇｈｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｉｍｐ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，

２０１６，７７（２）：７２－７８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１５．１２．００２．

［１０］ＺｅｎｇＱ，ＴａｏＸ，ＨｕａｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１５５ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇ

ｕｌａｔｉｎｇＢｃｌ６／ｃｙｃｌｉｎＤ２［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０１６，３７（５）：１２７４－

１２８０．ｄｏｉ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０１６．２５２９．

［１１］ＧｕｏＪ，ＷｅｎＮ，ＹａｎｇＳ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ９２ａｒｅｇｕｌａｔｅｓｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＯＳＣＣ）ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＯＸＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１８，１０４（２）：７７－８６．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏ

ｐｈａ．２０１８．０５．０２５．

［１２］ＳｕｎＸ，ＺｈａｎｇＬ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４３ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉ

ｎｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉＲｅｐ，２０１７，３７（３）：４．ｄｏｉ：１０．１０４２／

ＢＳＲ２０１６０４０４．

［１３］ＷａｎｇＴ，ＲｅｎＹ，ＬｉｕＲ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１９５５ｐｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｔａｒ

ｇｅｔｉｎｇＴＲＩＭ１４［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｄＲｅｓＩｎｔ，２０１７，２０１７（１０）：１－１３．ｄｏｉ：

１０．１１５５／２０１７／７３７８１４８．

［１４］裴　浩．ｍｉＲ１４９在口腔鳞癌细胞株 ＫＢ中的表达及其对 ＭＭＰ９

的靶向调节作用［Ｊ］．口腔颌面外科杂志，２０１５，２５（５）：３２１．ｄｏｉ：

１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４９７９．２０１５．０５．００２．

［１５］ＳｈｉＹ，ＨｕａｎｇＸ，ＣｈｅｎＧ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ６３２ｐｒｏｍｏｔｅｓｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎａＴＦＦ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ

［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１９，１９（１）：１４．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１２８８５－０１８－

５２４７－ｚ．

［１６］ＸｕＲＤ，ＦｅｎｇＦ，ＹｕＸＳ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１４９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｂｙ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴＷＥＡＫ／ＦＮ１４／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｓｆａｖｏｒａｂｌｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＩｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１８，３２（１２）：１－１２．ｄｏｉ：１０．１１７７／２０５８７３８４１８７８６６５６．

［１７］ＷａｎｇＺ，ＨｕＪ，ＰａｎＹ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１４０５ｐ／ｍｉＲ１４９ａｆｆｅｃｔｓｃｈｏｎｄｒｏ

ｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＵＴ１ｉｎｏｓｔｅ

ｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１８，４１（３）：１－１３．

［１８］ＳｒｉｄｈａｒＪ，ＡｋｕｌａＮ，ＰａｔｔａｂｉｒａｍａｎＮ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｏｔｅｎｃｙｏｆｃｙｃｌｉｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．Ａａｐｓ，２００６，８（１）：２０４－２２１．ｄｏｉ：

１０．１２０８／ａａｐｓｊ０８０１２５．

［１９］ＭａＪ，ＬｉＴ，ＹｕａｎＨ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｍｏｔｉｌｉｔｙｏｆｓｃｈｗａｎｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤＫ６［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，

２０１８，１１９（３）：２６１７－２６２６．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｉｄ．２０１７．０３．０３９．

［２０］ＢｕｓｔｏｓＭＡ，ＯｎｏＳ，ＭａｒｚｅｓｅＤＭ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ２００ａｒｅｇｕｌａｔｅｓＣＤＫ４／６

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｆｆｅｃｔｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＤＫ６ｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｍｅｌａｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＩｎ

ｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２０１７，１３７（９）：１９５５－１９６４．

［２１］ＹｕａｎＷ，ＷａｎｇＤ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ４９４ｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆＣＤＫ６ｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，

２０１７，１６（６）：８６２７－８６３４．ｄｏｉ：１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１７．７７０９．

（编辑：陈庆利）
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