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摘要　 目的　 探讨干扰瞬时受体电位 Ｍ７（ＴＲＰＭ７）对喉癌

细胞增殖、凋亡、侵袭等生物学行为的影响及其机制。 方法

　 体外培养人喉癌 ＴＵ２１２ 细胞，分别构建 ３ 组 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ（ ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１、 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ２、 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３ 组）
及阴性对照 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ（ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组）质粒载体，并以脂质

体转染法转染 ＴＵ２１２ 细胞，以转染空载体的细胞作为 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＵ２１２ 细胞上清液中乳酸脱氢

酶（ＬＤＨ）含量，比色法检测上清液中丙二醛（ＭＤＡ）含量及

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性；使用 ＣＣＫ⁃８ 实验、克隆形成实

验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测敲低 ＴＲＰＭ７ 表达对 ＴＵ２１２ 细胞增

殖、侵袭的影响；使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＵ２１２ 细胞侵袭、凋
亡相关蛋白表达。 结果 　 转染后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＴＲ⁃
ＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组、ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ２ 组和 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３ 组的

ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均下调（Ｐ ＜ ０. ０５），且以 ＴＲ⁃
ＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组下调最多（Ｐ ＜ ０. ０５）。 功能实验中，与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 ＴＵ２１２ 细胞培养上清液中

ＳＯＤ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＭＤＡ、ＬＤＨ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；
细胞增殖倍数减少、克隆形成率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；细胞侵袭

数减少（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达下调（Ｐ ＜
０. ０５）；线粒体膜电位降低 （Ｐ ＜ ０. ０５），Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 比值增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 敲低 ＴＲ⁃
ＰＭ７ 增加喉癌 ＴＵ２１２ 细胞氧化应激水平，抑制 ＴＵ２１２ 细胞

增殖、侵袭，并通过线粒体途径诱导其凋亡。
关键词　 喉癌；瞬时受体电位 Ｍ７；氧化应激；增殖；凋亡；侵
袭
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　 　 喉癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，在头颈

部肿瘤中发病率居第三位［１］。 目前，喉癌的诊疗已

经取得了长足进展，对于早期喉癌，手术和放疗具有

较好的临床治疗效果；但对于大多数进展期喉癌，临

床上仍缺乏有效的治疗方法，患者预后并未获得显

著改善［２］。 瞬时受体电位 Ｍ７（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏ⁃
ｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ７，ＴＲＰＭ７）为 ＴＲ⁃
ＰＭ 家族成员，兼有离子通道功能和激酶活性，参与

调控细胞生长、凋亡和发育［３ － ４］。 已有研究［５］显示，
ＴＲＰＭ７ 在肺癌组织中表达水平异常升高，并与较晚

的临床分期密切相关；另有研究［６］ 通过体外实验证

实沉默 ＴＲＰＭ７ 可以抑制卵巢癌细胞的上皮 － 间质

转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程和

迁移。 但目前 ＴＲＰＭ７ 与喉癌的关系尚不清楚。 本

研究旨在通过使用短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ，
ｓｈＲＮＡ） 沉默 ＴＲＰＭ７ 基因表达，并探讨其对喉癌

ＴＵ２１２ 细胞生物学特性的影响及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器 　 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ 及 ｓｈＲＮＡ⁃
ＮＣ 真核质粒载体购自上海吉玛制药技术有限公司；
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基（货号：ＰＭ１５０１１０Ｐ）购自武汉普

诺赛生命科技有限公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）检测试剂盒（货号：Ａ００３⁃１）、超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 检测试剂盒 （货号：
Ａ００１⁃３⁃１）购自南京建成生物工程研究所；乳酸脱氢

酶（ ｌａｃｔｉｃ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ） 酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（货号：ｆｋ⁃ｍ００６０５）购自上海樊

克生物科技有限公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ （货号：
１１６６８）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＪＣ⁃１ 检测试剂盒

（货号：Ｍ８６５０）购自北京索莱宝公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（货号：３４２１）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；ＴＲＰＭ７、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 一抗均购自美国 ＣＳＴ 公司；ＡＢＩ
７５００ ＲＴ⁃ＰＣＲ 系统购为美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 产

品；ＦＡＣｓＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪为美国 ＢＤ 公司产品。
１． ２　 细胞培养与转染 　 人喉癌细胞系 ＴＵ２１２ 由中

国科学院上海细胞库提供。 将 ＴＵ２１２ 细胞株使用含

１０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培

养箱中培养，待细胞生长汇合率达 ８５％以上传代培

养。 ＴＲＰＭ７ 特异性 ｓｈＲＮＡ 及阴性对照由上海吉玛制
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药 设 计， ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１、 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ２、 ＴＲＰＭ７⁃
ｓｈＲＮＡ３ 靶序列分别为 ５′⁃ＧＧＴＧＴＴＣＣＣＡＧＡＡＡＧＧＣ
ＡＡ⁃３′、５′⁃ＡＡＣＣＧＧＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＧＡＡＡＴ⁃３′和 ５′⁃ＡＡ
ＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＣＴＧＧＴＡＧＡＴ⁃３′。 采 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 分别将 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１、 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ２、 ＴＲ⁃
ＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 质粒载体和空载体转染

ＴＵ２１２ 细胞，分别记为 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１、ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ２、ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３ 组、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组。
１． ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 表达　 收集转

染 ４８ ｈ 后各组 ＴＵ２１２ 细胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总

ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 浓度和纯度后，用反转录试剂盒合

成 ｃＤＮＡ，用 ＰＣＲ 仪进行扩增，按照试剂盒操作方法

检测各组细胞 ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 表达水平，采用 ２ － ΔΔＣｔ

法计算 ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物序列如下：
ＴＲＰＭ７（Ｆ：５′⁃ＴＣＣＴＣＡＡＡＴＣＡＧＧＧＣＡＴＣＴＴ⁃３′，Ｒ：５′⁃
ＴＣＴＴＣＣＡＣＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＴＧ⁃３′）； β⁃ａｃｔｉｎ （ Ｆ： ５′⁃
ＡＡＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴＣＧＧＣ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧ⁃
ＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴ⁃３′）。
１． ４　 氧化应激标志物 ＭＤＡ、ＳＯＤ 及 ＬＤＨ 水平检

测　 转染 ４８ ｈ 后，收集各组 ＴＵ２１２ 细胞的培养上清

液，离心后使用 ＥＬＩＳＡ 法检测上清液中 ＬＤＨ 含量水

平，使用比色法检测培养上清液中 ＭＤＡ 含量及

ＳＯＤ 活性，操作严格按照试剂盒说明进行。
１． ５　 克隆形成实验检测细胞增殖能力　 转染 ４８ ｈ
后，将各组 ＴＵ２１２ 细胞以含 １０％ ＦＢＳ 的培养基配成

单细胞悬液后以 １００ 个 ／孔密度接种于 ６ 孔板中，放
入温度为 ３７ ℃、ＣＯ２ 浓度为 ５％ 的培养箱中培养，
每 ２ ｄ 更换新鲜培养基，于培养 ２ 周后培养板中出

现肉眼可见克隆时，终止培养。 依次使用中性甲醇

固定、结晶紫染色后拍照，并在显微镜下计数大于

５０ 个细胞的克隆数。
１． ６　 ＪＣ⁃１ 法检测线粒体膜电位改变 　 转染 ４８ ｈ
后，ＴＵ２１２ 细胞以不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化后离

心、ＰＢＳ 冲洗，重悬于含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基中，然后用 ５ ｍｇ ／ ｍｌ ＪＣ⁃１ 在 ３７ ℃黑暗条件下

染色 ２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 清洗除去多余游离染料后，使用流

式细胞仪上机检测。
１． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭　 待各组 ＴＵ２１２
细胞转染 ４８ ｈ 后，常规消化后以无血清培养液调整

细胞密度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，取 ２００ μｌ 细胞悬液加入

铺好 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶的上室，２４ 孔板下室内加入

５００ μｌ 含 １０％ ＦＢＳ 的培养液。 培养 ４８ ｈ 后用结晶

紫对侵至小室下层的细胞进行染色并计数。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 ＢＣＡ 法定量蛋

白样品后，取 ４０ μｇ 蛋白经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳转印至

ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，分别加入 ＴＲＰＭ７、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 一抗 ４ ℃
孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次；最后加二抗室温下孵育

２ ｈ，ＥＣＬ 法显色。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带

灰度值。
１． ９　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件统计分析

数据，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较使用单因

素方差分析，两两比较使用 ＳＮＫ 法。 所有检验均采

取双侧检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 干涉 ＴＲＰＭ７ 基因序列的筛选和优化 　 转染

后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１、ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ２ 和 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３ 组的 ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达水平均下降（Ｆ ＝ １６０. １０、２０９． ５６，Ｐ ＜ ０. ０５），其
中以 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组干扰效果最好，因此选择

ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 进行后续功能实验。 见图 １。

图 １　 干涉 ＴＲＰＭ７ 基因序列的筛选和优化

　 　 Ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｓｈＲＮＡ 对 ＴＵ２１２ 细胞 ＴＲＰＭ７ ｍＲＮＡ 表达的干

扰效率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓｈＲＮＡ 对 ＴＵ２１２ 细胞 ＴＲＰＭ７ 蛋白表达

的干扰效率；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；４：
ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ２ 组；５：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ３ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５

·９０７·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｍａｙ；５７（５）



２． ２　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞氧化应激水平的

影响　 ３ 组细胞上清液中 ＳＯＤ 水平见图 ２；与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组细胞上清液中 ＳＯＤ
水平下降（Ｆ ＝ １９. ７６，Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＭＤＡ 和 ＬＤＨ 水

平均升高（Ｆ ＝ １９. ８９、２４. １０，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ３ 　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞增殖的影响 　
ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，２４ ｈ 时三组 ＴＵ２１２ 细胞增殖

倍数比较差异无统计学意义（Ｆ ＝ ０. ４７２，Ｐ ＞ ０. ０５），
随着培养时间延长，在 ４８、７２、９６ ｈ 时，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ１ 组细胞增殖倍数较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组增加（Ｆ ＝ １１. ８４、
２１. １７、２０. １８，Ｐ ＜ ０. ０５）；克隆形成实验结果显示，

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组克隆形成率降

低（Ｆ ＝ ５１. ３２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。
２． ４　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞线粒体膜电位及

凋亡相关蛋白表达的影响 　 ＪＣ⁃１ 法检测显示，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组线粒体膜电位下

降，去极化细胞占比增加（Ｆ ＝ ２２７. ４６，Ｐ ＜ ０. ０５），见
图 ４。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，凋亡标志物 ｃ⁃
Ｍｙｃ 蛋 白 表 达 在 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 下 调 （ Ｆ ＝
３９. ４１， Ｐ ＜ ０. ０５ ）， Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 比 值 在 ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 增 加 （ Ｆ ＝
２４６. ２２、３０. ９６，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ５。

图 ２　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞氧化应激水平的影响

　 　 Ａ：各组 ＴＵ２１２ 细胞上清液中 ＳＯＤ 水平；Ｂ：各组 ＴＵ２１２ 细胞上清液中 ＭＤＡ 水平；Ｃ：各组 ＴＵ２１２ 细胞上清液中 ＬＤＨ 水平；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞增殖的影响

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 实验检测 ＴＵ２１２ 细胞增殖；克隆形成实验检测 ＴＵ２１２ 细胞体外增殖能力；Ｂ：平板克隆形成实验检测 ＴＵ２１２ 细胞体外克隆形成能

力 × １００；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；ｃ：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ４　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞线粒体膜电位及凋亡相关蛋白表达的影响

　 　 Ａ：ＪＣ⁃１ 法检测 ＴＵ２１２ 细胞线粒体膜电位改变；Ｂ：ＪＣ⁃１ 染红或绿的细胞百分比直方图；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组

图 ５　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞

凋亡相关蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＵ２１２ 细胞

Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋 白 表 达； Ｂ： Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋

白表达直方图；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２： ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃ＮＣ 组；３： ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞侵袭的影响

　 　 Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＴＵ２１２ 细胞侵袭能力　 × ２００；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＵ２１２ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ
组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＲＰＭ７⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 敲低 ＴＲＰＭ７ 对 ＴＵ２１２ 细胞侵袭的影响　 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＴＲＰＭ７⁃
ｓｈＲＮＡ１ 组细胞侵袭数减少（Ｆ ＝ ２３. ６１，Ｐ ＜ ０. ０５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在 ＴＲＰＭ７⁃

ｓｈＲＮＡ１ 组表达上调（Ｆ ＝ ７６. ６３，Ｐ ＜ ０. ０５），而 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达下调（Ｆ ＝ ６. ３５、４５. ９３，Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ６。
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３　 讨论

　 　 ＴＲＰＭ７ 是一种非选择性的离子通道，是调控细

胞内 Ｃａ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 的关键通道。 ＴＲＰＭ７ 广泛表达于

各种类型的组织中，尤其是在心脏、骨骼和脂肪组织

中，其在细胞生长、细胞死亡和发育等众多生理过程

中发挥重要作用［７］。 既往报道［８］ 中，ＴＲＰＭ７ 的缺失

导致骨髓 Ｂ 细胞和人成骨细胞的生长抑制。 另有

研究［９］表明，与正常前列腺细胞相比，在前列腺癌

细胞中 ＴＲＰＭ７ 的表达增加，通过抑制 ＴＲＰＭ７ 可抑

制前列腺癌细胞迁移和侵袭。 此外，多项研究［１０ － １２］

证实 ＴＲＰＭ７ 基因的表达与包括卵巢癌、乳腺癌、鼻
咽癌等在内的多种癌症相关。 考虑到 ＴＲＰＭ７ 在癌

变中的重要作用，本研究采用 ｓｈＲＮＡ 敲低喉癌

ＴＵ２１２ 细胞的 ＴＲＰＭ７ 基因表达，以观察下调 ＴＲ⁃
ＰＭ７ 表达对 ＴＵ２１２ 细胞生物学特性的影响。 为了

防止脱靶效应，本实验设计了 ３ 对 ｓｈＲＮＡ 序列干扰

ＴＲＰＭ７ 表达，转染后通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测证实 ３ 对 ｓｈＲＮＡ 干扰序列均能特异、高效地下调

ＴＲＰＭ７ 的表达，并在后续实验中选择其中干扰效果

最好的 ＴＵ２１２⁃ｓｈＲＮＡ１ 进行相关功能实验。
　 　 肿瘤细胞的增殖和凋亡异常使得恶性肿瘤能异

常生长［１３］。 本研究中，敲低 ＴＲＰＭ７ 表达明显抑制

了喉癌 ＴＵ２１２ 细胞的增殖和集落形成能力。 以往

研究［１４］表明，ＴＲＰＭ７ 在肿瘤的增殖、生长中发挥重

要调控作用，其机制可能与 ＴＲＰＭ７ 对胞内 Ｃａ２ ＋ 、
Ｍｇ２ ＋ 的水平调节有关，Ｃａ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 的内流进一步激

活与增殖、生长相关信号通路进而促进细胞向 Ｇ１ ／ Ｓ
和 Ｇ２ ／ Ｍ 期过渡。 研究［１５］表明，ＴＲＰＭ７ 还与细胞凋

亡密切相关，ＴＲＰＭ７ 过表达的细胞则凋亡更加明

显。 细胞凋亡是由凋亡相关基因控制的程序性死亡

过程，以线粒体凋亡通路最为经典。 在线粒体凋亡

途径中，ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 是重要的凋亡相关蛋

白，其中 Ｂａｘ 为促凋亡蛋白，而 Ｂｃｌ⁃２ 为抗凋亡蛋

白，当线粒体通路被氧化应激等细胞凋亡信号激活

时，Ｂａｘ 等促凋亡蛋白表达上调，并通过改变线粒体

外膜的通透性，引起膜电位下降及细胞色素 Ｃ 的释

放［１６］。 此外，细胞凋亡的途径依赖于 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的

激活，其为细胞凋亡的最终执行者。 本研究中，敲低

ＴＲＰＭ７ 表达后，ＴＵ２１２ 细胞的氧化应激水平明显增

加，表现为 ＳＯＤ 水平下降和 ＭＤＡ、ＬＤＨ 水平升高；
另外，通过 ＪＣ⁃１ 法检测到线粒体膜电位水平显著下

降，与此同时，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测到 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 剪切体

水平和 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值显著升高。 根据以上结果认

为在 ＴＵ２１２ 细胞中敲低 ＴＲＰＭ７ 表达影响了喉癌细

胞氧化应激水平和凋亡通路，从而诱导 ＴＵ２１２ 细胞

经线粒体途径凋亡。
　 　 向正常组织浸润及侵袭为恶性肿瘤的基本特

征，亦为影响预后的关键因素。 在肿瘤的侵袭和转

移中，ＥＭＴ 为关键的起始环节，其中调节上皮细胞

黏附连接的相关分子被一些连接灵活性较大的分子

所取代，从而导致细胞分离和运动性增强，肿瘤细胞

更易于侵入血管，并穿过血管壁外渗形成继发性转

移灶［１７］。 本研究中敲低 ＴＲＰＭ７ 表达后，ＴＵ２１２ 细

胞表现出的侵袭性明显减弱；与此同时，ＴＵ２１２ 细胞

的 ＥＭＴ 过程被抑制，表现为 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 上调，而 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 下调。 在卵巢癌的研究［６］中，ＴＲ⁃
ＰＭ７ 表达上调与卵巢癌高水平的 ＥＭＴ 过程相关，并
与卵巢癌患者较短的生存时间相关，并且通过体外

实验证实敲低 ＴＲＰＭ７ 削弱了钙信号，并抑制 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 激活，从而减弱 ＥＭＴ 过程。 但是 ＴＲＰＭ７ 在喉

癌中是否通过同样的机制调控细胞侵袭和 ＥＭＴ 过

程有待进一步研究。
　 　 综上所述，敲低 ＴＲＰＭ７ 增加喉癌 ＴＵ２１２ 细胞

氧化应激水平，抑制其增殖、侵袭，并通过线粒体途

径诱导细胞凋亡。 推测 ＴＲＰＭ７ 作为促癌因子在喉

癌的恶性生物学行为中具有重要作用，可能是喉癌

的潜在治疗靶点。
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