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CDH12基因siRNA对涎腺腺样囊性癌细胞侵袭力的影响 

苏柏华，王锦锋，余 林，郑斐斐，丁林灿，卢友光 

(福建医科大学附属口腔医院预防科，福州 350002) 

【摘 要】目的：探讨钙粘素 12(Cadhefn 12，CDH12)对涎腺腺样囊性癌(Salivary adenoid cystic carcinoma，SACC)细胞侵袭和转 

移能力的影响。方法：以人涎腺腺样囊性癌高转移细胞株 (Salivary adenoid cystic carcinoma cell line with high metastatic ability， 

SACC—M)为研究对象，利用 CDH12小分子干扰 RNA(Small interfering RNA，siRNA)对 CDH12基因进行沉默 ，Western blot检测 

转染前后 CDH12的表达变化，Cell Counting Kit一8法检测转染前后细胞的生长速度，体外侵袭实验比较细胞侵袭能力变化，体 

外迁移运动实验比较细胞运动能力的改变。结果：CDH12 siRNA明显下调 CDH12基因的表达。CDH12表达下调后，SACC—M细 

胞体外侵袭能力显著降低，体外迁移运动能力明显降低。结论：CDH12明显地促进了SACC细胞的体外侵袭和迁移运动，提示 

CDH12可能在 SACC的恶性进展中起着重要作用。 

【关键词】小分子干扰RNA；钙粘素 l2；腺样囊性癌；侵袭 

【中国图书分类法分类号】R739．870．22 【文献标志码】A 【收稿日期】2010—09—21 

Role of CDH 1 2 siRNA on invasiveness of salivary adenoid cystic carcinoma 

cells 

5u Bo-hua。et al 

(Department ofPrevention，the Affiliated Stomatological Hospital， 帆Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of CDH12 on invasion and migration of human salivary adenoid cystic carcinoma cells in vitro． 

Methods：The highly metastatic human salivary adenoid cystic carcinoma cell line SACC—M was transfected by CDH 1 2 siRNA to silence 

CDH12 gene．The protein expression of CDH12，before and after siRNA transfection，was examined by Western blot．Cell growth rate was 

determined with Cell Counting Kit-8．At the same time，the invasive capability and migration capability were evaluated by turnout invasion 

assay and migration assay，respectively．Results CDH12 siRNA transfection specifically down-regulated the CDH12 protein in SACC—M 

cells．The downregulation of CDH 1 2 supressed the invasive capability and migration capability of SACC—M cells．Conclusion：CDH 1 2 

obviously promotes the invasion and migration of SACC cells in vitro．These results suggest that CDH 12 may play an important role in the 
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涎腺腺样囊性癌(Salivary adenoid cystic carcinoma，SACC) 

是最常见的唾液腺恶性肿瘤之一，它易于侵袭神经并扩散， 

且易发生血行转移，目前仍然不清楚SACC发生发展和侵袭 

转移的具体分子机制。钙粘素 12(Cadherin 12，CDH12)基因 

编码的N—cadhefin分子是钙粘素分子家族(Cadherin)的重要 

成员 ，在许多人类肿瘤，包括乳腺癌、甲状腺癌、膀胱癌和前 

列腺癌中都检测到了N—cadherin的异常表达[11。本课题组前 

期应用实时定量 PCR技术检测涎腺腺样囊性癌高转移细胞 

株(Salivary adenoid cystic carcinoma cell line with high metastatic 

ability，SACC—M)与低转移细胞株 SACC一2之间Cadhefin基 

因相对表达水平的差异，发现 CDH12基因在 SACC—M中的 

表达水平明显高于 SACC一2，免疫组化发现 CDH12在有转移 

的临床标本中的表达高于没有转移的标本 ，差异具有统计学 

意义 。这说明 CDH12基因可能在 SACC的侵袭转移中起着 

重要的作用。本研究拟采用小分子干扰 RNA(Small interfering 

RNA，siRNA)介导的RNA干扰(RNA interference，RNAi)技术 

沉默 CDH12基因表达，观察其对 SACC细胞侵袭运动能力 

的影响，以期为 SACC的基因治疗寻找新的靶点。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

针对 CDH12基因(NM一004061)CDS的不同位点，由上 

海吉玛制药技术有限公司合成 CDH12 siRNA双链 ，分别位 

于全长 CDH12序列的 1345、2371、2932、3434核苷酸处 ，序 

列见表 1。SACC—M由上海交通大学医学院附属第九人民医 

院口腔颌面外科肿瘤实验室惠赠 ；DMEM培养基、胰酶和胎 

牛血清 (Fatal bovine serun，FBS)购自HyClone公司；Lipofec 

tine 2000购 白Invitrogen公司 ；兔抗人 一CDH12抗体购 自 

Abcam公司；细胞裂解液 、BCA法定量试剂及 AP标记山羊 

抗兔二抗购自碧云天生物技术公司；PVDF膜购自Amersham 

公 司 ，CDP—STAR 购 自 Roche公 司 ；Cell Counting Kit一8 

(CCK一8)购 自日本株式会社同仁化学研究所 ；Fibronectin、BD 

BioCoat lMatrigelTMInvasion Chamber及 BD FalconTMCell Culture 

Insets为美国BD公司产品；其余化学试剂为国产分析纯。 

表 1 CDH12 siRNA及 N．C．siRNA序列 

1．2 SACC—M细胞的培养及转染 

SACC—M细胞采用含 10％FBS的 DMEM(HyClone)培养 

液，置于5％CO：、饱和水汽、37℃培养箱中培养 ，每隔 3 d更 

换培养液，细胞生长约铺满瓶底 80％时用 0．25％胰酶消化 

传代。将生长良好 、处于对数生长期的细胞以 3．0X 10 个／孑L 

接种于 6孔培养板，等细胞融合达 50％时 ，参照上海吉玛制 

药技术有限公司RNAi产品使用手册及Lipofectamine~~~使用 

说明书配制 siRNA和脂质体复合物进行 SACC—M细胞的转 

染。实验分为以下 2组 ：(1)转染 CDH12 siRNA组，即实验 

组；(2)转染 N．C．siRNA组，即对照组。 

1．3 Westem blot检测RNAi后 CDH12蛋白表达的变化 

取转染 48 h后的各组细胞 ，PBS漂洗 3次，立即加入100 

uJ／孑L细胞裂解液(碧云天公司)，冰上静置30 min，提取其总 

蛋白，然后利用 BCA蛋白定量试剂盒(碧云天公司)进行蛋 

白定量。取 15 g细胞总蛋白以l10V恒压条件常规进行SDS 

— PAGE电泳，其中浓缩胶与分离胶的浓度分别为 5％和10％， 

然后将蛋白电转移至 PVDF膜，0．5％BSA封闭，依次结合一 

抗 、二抗，其中一抗为兔抗人 一CDH12单克隆抗体 ，二抗为 

AP标记山羊抗兔 IgG，最后用 CDP—Star(Roche)作为碱性磷 

酸酶的化学发光底物，暗室中x光片曝光、显影、定影，然后 

扫描 x光片。 

1．4 CCK一8绘制 RNAi后 SACC—M 细胞 生长 曲线 

CDH12 siRNA及 N．C．siRNA分别转染 SACC—M细胞 12 

h后，胰酶消化后计数，接种于 96孔培养皿上，每孔 100 wl 

(含 5 000个细胞)，每隔 24 h将 10 Ixl CCK一8加入待测孔 

中，37cC、5％CO：，饱和湿度条件下继续培养 1 h，然后在酶标 

仪上以波长450nm检测待测孔光密度值(Opticaldensity，OD)， 

每组每次3复孔，计算平均值和标准差，连续测量6 d，绘制 

细胞生长曲线 ，重复 3次。 

1．5 细胞体外侵袭实验 

在 Invasion Chambe(BD BioCoatTMMatrigelrMInvasion Cham— 

ber已包被好 Matrige1)内外加入 500 l无血清DMEM培养液 ， 
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因 mRNA，从而使 目的基因表达沉默【 I。siRNA可以通过化学 

合成、体外转录及用核糖核酸酶Ⅱi(RNase U1)消化长片段双 

链 RNA制备等方法获得，其中以化学合成法最为简便。RNAi 

技术能够有效地使转录后基 沉默，对特定基因的抑制效果 

是反义寡核苷酸技术的数十倍 ，甚至可以代替基因敲除，已 

经成为基因功能研究以及基因治疗的强有力的工具。在实验 

中，我们应用 CDH12特异性 siRNA转染 SACC—M细胞后 ， 

CDH12蛋白(N—cadherin分子)的表达明显下降。为评价cDH12 

基冈是否和 SACC的侵袭转移能力相关 ，我们利用细胞体外 

侵袭实验和细胞体外迁移运动实验来检测 SACC—M细胞侵 

袭能力的变化，实验结果 示转染 CDH12 siRNA的SACC—M 

细胞的侵袭迁移运动能力明显减弱，表明 CDH12蛋白表达 

水平下降，可在体外抑制 SACC细胞的侵袭能力。这与本实验 

室前期的研究结果足一致的 。 

Cadherin属于 I型细胞表面膜蛋白，其表达随着细胞生 

长、发育状态不同而改变，并且可以作为信号受体，影响细胞 

的生物学行为，包括细胞增殖和细胞分化，在细胞极性、细胞 

分选和细胞迁移方而中均具有调节作用。研究发现 N—cad— 

herin能够促进成纤维细胞生长因子(Fibroblast growth factor， 

FGF)启动一种非生长因子依赖性的信号通路 ，也可以激 

活FGF受体依赖的信号通路⋯J。而生长因子受体可以调节多 

种细胞行为，包括细胞的运动性和侵袭性【12)。研究还发现， 

N—cadherin也可能同肿瘤细胞其他受体酪氨酸激酶相互作 

用 ，例如一种称为钠氢交换子调节冈子(Na+／H exchanger reg 

ulating factor，NHERF)的小蛋白作为骨架把 N—cadherin和B— 

catenin同血小板源性生长因子(Platelet—derived growth factor， 

PDGF)受体连接起来，这种蛋白质复合体定位于迁移的肿瘤 

细胞的前沿，来促进肿瘤细胞的运动 f。结合本实验结果，我 

们认为，CDH12可能促进 SACC细胞的体外侵袭能力 ，因此 

推测 CDH12在 SACC的恶性进展中可能起着相当重要的作 

用。但癌细胞的侵袭转移是一个复杂的过程，涉及到多种基 

因或信号的变化，其具体机制仍有待于进一步深入研究。 
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