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摘要 目的 研究特异性微小 ＲNA( miＲ) -590 对舌鳞癌细
胞 SCC-3 Fas配体( FasL) 的表达的影响。方法 将合成的
miＲ-590 mimics或 miＲ-590 抑制剂转染至 SCC-3 细胞。通过
ＲT-PCＲ和 Western blot 法检测 SCC-3 中 FasL 信使 ＲNA
( mＲNA) 和蛋白的表达; 将转染后的 SCC-3 细胞在顺铂
( DDP) 5 mg /L处理下，在不同时间段通过 MTT 法绘制细胞
生长曲线，并通过针对 FasL 的 miＲ-590 的抑制剂从反面验
证 miＲ-590 的作用。结果 miＲ-590 可以在 mＲNA 和蛋白
水平上降低 SCC-3 细胞 FasL的表达;转染 miＲ-590 后 SCC-3
细胞对于 DDP的耐药性降低。结论 miＲ-590 可以有效抑
制 SCC-3 细胞 FasL的表达，降低 SCC-3 的 DDP的耐药性，从
而可能降低和减少其对免疫活性细胞的凋亡诱导和杀伤作
用，从而阻断肿瘤细胞的免疫逃逸，为舌鳞癌的生物治疗提
供了新的靶点。
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口腔鳞状细胞癌是常见的口腔恶性肿瘤之一，
约占口腔癌患者的 45. 9%。研究［1］表明，口腔癌的
发病率在全球范围内呈上升趋势。Fas /FasL系统是
介导细胞凋亡的重要系统，Fas 是肿瘤坏死因子家
族成员，其与天然配体 FasL特异性结合并传导凋亡
信号，从而成功诱导 Fas 表达阳性的细胞凋亡［2］。
miＲNA分子能够与多个功能不同的靶基因相结合，
通过对不同基因的调控从而发挥其调节功能［3］。
该研究显示 miＲ-590 可以有效抑制 SCC-3 细胞 FasL
的表达，降低 SCC-3 的顺铂( cisplatin，DDP) 的耐药
性，从而可能降低和减少其对免疫活性细胞的凋亡
诱导和杀伤作用，从而阻断肿瘤细胞的免疫逃逸，为
舌鳞癌的生物治疗提供了新的靶点。

1 材料与方法

1． 1 主要实验材料 SCC3 细胞由本实验室保存并
提供; DMEM 培养基、改良型 ＲPMI-1640 培养基、胰
蛋白酶、10%胎牛血清 ( 美国 Hyclyone 公司) ; PBS
( 北京百奥莱博科技有限公司) ; 质粒 control 乱序
ＲNA( scrambled ＲNA) 、miＲ-590 mimics 和 miＲ-590
抑制剂( 上海吉玛制药技术有限公司) ; DMSO、ＲNA
抽提试剂盒 TＲIzol、细胞裂解液( 上海碧云天生物技
术有限公司) ; 逆转录反应试剂盒、ＲT-PCＲ 反应试
剂盒( 日本 TaKaＲa公司) ;蛋白浓度测定试剂盒、二
氧化碳孵箱( 美国 Thermo 公司) ; MTT ( 美国 Sigma
公司) ;高压蒸汽灭菌锅 ( 日本 HIＲAYAMA 公司) ;
数显三用水浴箱、恒温干燥箱( 上海博讯医疗生物
仪器股份有限公司) ;高速常温离心机、微型高速离
心机、高速低温离心机、低温高速离心机( 德国 Ep-
pendorf公司) ; pH 计 ( 上海虹益仪器仪表有限公
司) ; 自动细胞计数分析仪( 北京京百卓显科技有限
公司) ; 生物安全柜 ( 新加坡 ESCO 公司) ; 电冰箱
( 青岛海尔集团公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 SCC-3 细胞 应用含 10%胎牛血
清的 DMEM 培养液，在 37 ℃、5% CO2 的条件下进
行培养，0. 25%胰蛋白酶消化传代。
1． 2． 2 qＲT-PCＲ检测 FasL mＲNA的表达水平 收
取细胞通过 TＲLzol 法 ( 日本 TaKaＲa 公司) 获取组
织总 ＲNA。取总 ＲNA进行逆转录获得 cDNA，－ 20
℃保存备用。qＲT-PCＲ 检测 FasL mＲNA 的相对表
达水平，SBP1 及内参 β-actin 的引物经 GenBank 检
索引物序列并设计合成。扩增条件: 94 ℃预变性 1
min，94 ℃变性 1 min，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2
min，共 30 个循环。待反应结束后，取反应产物进行
琼脂糖凝胶电泳检测，电泳后紫外灯下观察电泳条
带并进行拍照。
1． 2． 3 Western blot 检测转染后 SCC-3 细胞 FasL
的蛋白质表达水平 收集细胞 ＲIPA 冰上裂解细胞
30 min，加入 SDS 蛋白上样缓冲液，煮沸 15 min，离
心后吸取上清液，通过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳得
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到的胶电转移至 NC膜上( 350 mA恒流 1. 5 h) 。电
泳结束后取出 NC膜，并按照蛋白 Marker，以及所需
检测蛋白大小剪出自己所需蛋白膜，用 5%脱脂牛
奶封闭 1 h或者 4 ℃过夜。用 TBST 清洗干净膜表
面残存的牛奶，加入一抗( TBST配制) ，室温孵育 1h
或 4 ℃过夜。一抗孵育结束后，TBST 清洗 3 次，每
次 5 ～ 10 min。加入相对应的二抗，室温孵育 1 h，
TBST清洗 3 次，每次 5 ～ 10 min。暗房中膜上加入
适量的碱性磷酸酶底物加胶片压膜显影，或者加入
适量的显色底物直接显影。
1． 2． 4 MTT检测细胞增殖能力 取对数生长期的
SCC-3 细胞，分为对照组、miＲ-590 mimics 组和 miＲ-
590 抑制剂组，2 000 个 /每孔均匀接种于 96 孔板，
每孔加入体积 200 μl DMEM 培养基培养，每组设 3
个复孔，待细胞贴壁后，按时间梯度加入药物，加入
20 μl MTT溶液( 终浓度为 5 g /L) ，37 ℃孵育 4 h后
吸走上清液，每孔加入 DMSO 150 μl，震荡 10 min，
用酶联免疫监测仪上测定各孔吸收值，绘制细胞生
长曲线。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行
分析，实验数据以 珋x ± s 表示，多组间比较采用单因
素方差分析及 q 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果

2． 1 SCC-3 细胞的形态学观察 SCC-3 细胞传代
后第 2 天需更换培养液，去除未贴壁的细胞以及部
分死细胞。此时可见，细胞散在分布于培养皿底部，
细胞呈长梭形生长，且为单细胞核。此后 2 ～ 3 d 换
一次液，5 d左右可见皿底细胞聚集成片，皿底多处
成纤维样的集落形成。一般 5 ～ 6 d 细胞生长融合
约达皿底的 80% ～ 90%时，SCC-3 细胞即可传代。
传代后的细胞仍具有较高的增殖能力，且传代后细
胞活力没有明显下降趋势( 图 1) 。
2． 2 miＲ-590 mimics /miＲ-590 抑制剂对 FasL
mＲNA表达的影响 将 miＲ-590 mimics 在脂质体
介导下转染至舌鳞癌细胞 SCC-3，并选择表达
scrambled ＲNA的 SCC-3 细胞系作为对照组。转染
48 h 后提取细胞总 ＲNA，用 ＲT-PCＲ 检测 miＲ-590
mimics组及对照组 SCC-3 细胞中 FasL mＲNA 的表
达情况。结果表明，与对照组相比，表达 miＲ-590
mimics的 SCC-3 细胞中 FasL mＲNA 水平显著降低
( P ＜ 0. 05) 。

用 miＲ-590 抑制剂反向验证 miＲ-590 的作用，

将 miＲ-590 抑制剂在脂质体介导下转染至 SCC-3，
选择表达 scrambled ＲNA的 SCC-3 细胞系作为对照
组。用 ＲT-PCＲ 检测 miＲ-590 抑制剂组及对照组
SCC-3 细胞中 FasL mＲNA 的表达情况。结果表明，
与对照组相比，表达 miＲ-590 抑制剂的 SCC-3 细胞
中 FasL mＲNA 水平显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，增强了
FasL的转录( 图 2) 。

图 1 SCC-3 细胞显微镜下所见 × 40

图 2 转染后 3 组 FasL和 miＲ-590 的 mＲNA表达情况
A: miＲ-590 mimics 组和对照组的 mＲNA 表达情况; B: miＲ-590

抑制剂组和对照组的 mＲNA表达情况;与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 miＲ-590 mimcs /miＲ-590 抑制剂对 FasL 蛋
白表达水平的影响 利用转染成功 miＲ-590 mimics
的 SCC-3 细胞系，转染 48 h 后收集蛋白通过 West-
ern blot 检测 FasL 蛋白表达情况。结果表明，与对
照组相比，miＲ-590 mimics 组 FasL 蛋白表达明显下
调( P ＜ 0. 05) 。

同样，加入 miＲ-590 抑制剂反向验证 miＲ-590
的作用，利用转染成功 miＲ-590 抑制剂 的 SCC-3 细
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胞系，通过 Western blot 检测 FasL 蛋白表达情况。
结果表明( 图 3) ，与对照组相比，miＲ-590 抑制剂的
存在显著上调了 FasL蛋白的表达( P ＜ 0. 05) 。

图 3 转染后 3 组 FasL蛋白表达情况

1: 对照组; 2: miＲ-590mimics组; 3: miＲ-590 抑制剂组

2． 4 miＲ-590 mimcs /miＲ-590 抑制剂转染 SCC-3
后对 DDP 耐药性的影响 将转染成功 miＲ-590
mimics的 SCC-3 细胞按时间梯度加入药物 DDP( 0、
12、24、48 h) ，分别检测 SCC-3 细胞的相对活性。结
果表明，转染 miＲ-590mimcs组的 SCC-3 细胞的存活
率均明显低于对照组( P ＜ 0. 05) 。

将转染成功 miＲ-590 抑制剂的 SCC-3 细胞按时
间梯度加入药物 DDP ( 0、12、24、48 h ) ，分别检测
SCC-3 细胞的相对活性。结果表明，转染 miＲ-590
抑制剂组的 SCC-3 细胞的存活率较对照组增加 ( P
＜ 0. 05) 。见图 4。

3 讨论

肿瘤细胞的生物学特性比较复杂，其可以在各
个水平抑制或逃避机体免疫系统的杀伤作用如对自
身抗原进行修饰、改变肿瘤微环境等［2，4 － 6］。肿瘤的
发生、发展与机体的免疫功能息息相关，当肿瘤细胞
在机体内出现时，部分可以躲避机体免疫系统的攻
击，这一过程又叫肿瘤免疫逃逸［7］。

最近的研究［8］表明，肿瘤的成因不仅与细胞增
殖有关，和细胞凋亡也密切相关。抵抗凋亡的能力
是包括口腔鳞状细胞癌在内的恶性肿瘤的标志之
一，其通常由凋亡基因如 Fas、FasL、TNF等的遗传改
变引起［9 － 10］。肿瘤细胞存在多种免疫逃逸机制，而
Fas /FasL系统在肿瘤免疫逃逸中发挥了极其重要的
作用。Fas /FasL系统的主要作用是通过清除过多的
活化淋巴细胞以维持免疫系统的内稳定［11］。但是，

图 4 miＲ-590 mimcs /miＲ-590 抑制剂

转染 SCC-3 后细胞存活率的变化
A: 转染 miＲ-590 mimics 后随时间增加 SCC-3 细胞存活率变化

情况; B:转染 miＲ-590 抑制剂后随时间增加 SCC-3 细胞存活率的变

化情况

在目前的研究［12］中可显示，肿瘤细胞对 FasL 介导
的细胞凋亡产生抵抗，而表达 Fas 的淋巴细胞对
FasL介导的凋亡很敏感，这有利于肿瘤的发生、发
展。当 Fas /FasL 系统表达、功能发生丧失或异常
时，导致 Fas信号系统的破坏或无活性，不能进行正
常的凋亡作用，使异常细胞得以逃避机体的免疫监
视作用，导致异常细胞的存活和发展，从而促进恶性
肿瘤的产生和发展。很多恶性肿瘤中都存在 FasL
表达升高的现象，如结肠癌、胃癌、胰腺癌等。有研
究者设计了针对 FasL 的反义寡核苷酸并将其转染
人舌鳞癌细胞系 Tca8113，发现反义链组中 Tca8113
的凋亡数量明显更多［13］。

近年来，人们对 miＲNA作为原癌基因和抑癌基
因的关注逐渐增加。miＲNA 是一种大小为 20 ～ 25
个核苷酸的内源性非编码小 ＲNA，能够与多个功能
不同的靶基因相结合，通过对不同基因的调控从而
发挥其调节功能［14］。研究［4］表明，miＲNA 与肿瘤
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的发生、发展有着重要的关联，并参与了肿瘤细胞的
增殖、侵袭、转移等生物学特性的调控过程，发挥着
类似癌基因或抑癌基因的作用。因此，各种各样的
miＲNA可能参与人类所有的生理病理活动，促进了
疾病的发生、发展，并可以作为标志物在肿瘤的发
展、治疗和预后的预测中起某些作用，在肿瘤的个体
化诊疗及耐药干预策略中具有重要的价值［15］。本
研究显示 miＲ-590 可以有效抑制 SCC-3 细胞 FasL
的表达，降低 SCC-3 的 DDP 的耐药性，从而可能降
低和减少其对免疫活性细胞的凋亡诱导和杀伤作
用，从而阻断肿瘤细胞的免疫逃逸，为舌鳞癌的生物
治疗提供了新的靶点。

Hu et al［16］通过对脊髓损伤的成年雄性小鼠的
微阵列分析可发现，miＲ-12 的表达下调可以增加体
内其靶点 FasL的表达，并能促进细胞凋亡。MiＲ-21
通过靶向促凋亡基因 FasL发挥其抗凋亡作用。

miＲNA在肿瘤的治疗中前景光明，但靶点的寻
找、验证及导入仍存在许多问题，且一个 miＲNA 调
控多个靶基因的表达，因此可能会产生脱靶效应，这
也是个亟需解决的问题［17］。

舌癌是最常见的口腔癌，本实验选择舌癌细胞，
利用针对 FasL 的 miＲ-590 mimics 在脂质体介导下
转导入舌鳞癌细胞 SCC-3 中。ＲT-PCＲ 和 Western
blot检测结果表明，miＲ-590 转染后 SCC-3 中 FasL
在基因和蛋白水平上的表达显著降低，说明 miＲ-
590 对 FasL的表达产生了抑制作用。而 miＲ-590 抑
制剂组在敲除了 SCC-3 中特定 miＲNA 后，FasL 表
达增强，反向证实了 miＲ-590 的作用。转染 miＲ-
590 mimics后的 SCC-3 对于 DDP 的敏感性减弱，转
染 miＲ-590mimics组的 SCC3 细胞的存活率明显低
于对照组。同时，在转染 miＲ-590 抑制剂组的 SCC-
3 存活率高于对照组。以上试验证明 miＲ-590 可以
通过下调 FasL 表达增强 SCC-3 的耐药性。由此证
实了本研究的假说，用针对 FasL 的特异性 miＲNA
处理舌鳞癌细胞，确实可以下调其 FasL 的表达，后
期研究中，有助于研究 miＲ-590 减少 SCC-3 对免疫
活性细胞凋亡的诱导，增加免疫效应细胞的生存率，
进而阻断舌癌的免疫逃逸减少对免疫活性细胞凋
亡，增加了抗肿瘤免疫细胞的生存率，这将会成为攻
克舌癌的极有前景的基因疗法，值得深入探究。
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FasL-specific microＲNA in blocking immune
escape of tongue squamous cell carcinoma

Wu Yan1，2，Xu Yanxue1，2，Han Tongtong1，2，et al
( 1Stomatologic College of Anhui Medical University，Hefei 230032; 2The Affiliated Stomatological Hospital of
Anhui Medical University，Key Laboratory of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province ，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of miＲ-590 on the expression of FasL in SCC-3 cells． Methods
The synthetic miＲ-590 mimics or miＲ-590 inhibitor was transfected into SCC-3 cells． The mＲNA and protein ex-
pression of FasL mＲNA and protein in SCC-3 were detected by ＲT-PCＲ and Western blot respecitively． The trans-
fected SCC-3 cells were treated with Cisplatin( DDP) 5 mg /L and the cell growth curves were drawn at different
time points by MTT assay，and the effect of miＲ-590 was verified from the negative side by the inhibitor of miＲ-590
against FasL． Ｒesults MiＲ-590 decreased the expression of FasL on SCC-3 cells at mＲNA and protein levels; Ｒe-
sistance to DDP was decreased in SCC-3 cells after miＲ-590 transfection． Conclusion MiＲ-590 can effectively in-
hibit the expression of FasL in SCC-3 cells and decrease the resistance of SCC-3 to DDP，which may reduce the ap-
optosis-inducing and killing effect of immunocompetent cells，blocking tumor immune escape，providing a new target
for the treatment of tongue squamous cell carcinoma．
Key words FasL; miＲ-590; squamous cell carcinoma of tongue
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全反式维甲酸对人胃腺癌细胞株 SGC-7901 凋亡的影响
魏 翔1，陈绍龙1，贾 宁1，周 青1，李静静2，张素梅1，汪 渊1

摘要 目的 研究全反式维甲酸 ( ATＲA) 对胃腺癌细胞系
SGC-7901 凋亡的影响，并初步探讨其可能的分子机制。方
法 ATＲA处理 SGC-7901 细胞，Hoechst 染色检测 ATＲA 对
SGC-7901 细胞凋亡的影响，Western blot 法检测 ATＲA 对凋
亡相关蛋白表达情况的影响。结果 ATＲA 可诱导 SGC-
7901 细胞的凋亡，且下调凋亡抑制蛋白 Bcl-2 的表达，对促
凋亡蛋白 Bax的表达和酶原形式的 Caspase-3 的表达没有影
响。结论 ATＲA 促进 SGC-7901 细胞的凋亡，其分子机制
可能是下调 Bcl-2 的表达，使 Bcl-2 /Bax 的值降低进而促进
细胞凋亡。

关键词 全反式维甲酸;胃癌; SGC-7901;凋亡
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胃癌的死亡率在我国恶性肿瘤中居首位，严重
影响人们的身体健康，具有地域性的差异，且胃癌早
期难以发现，晚期难以治疗，术后 5 年生存率并不乐
观［1 － 2］。现如今临床治疗肿瘤的方法除了手术治疗
外，化疗也是治疗肿瘤的一种重要方式。全反式维
甲酸( all-transretinoic acid，ATＲA) 近年来被广泛用
于临床治疗肿瘤，如急性早幼粒细胞性白血病
等［3］，但其具体作用机制尚不清楚。该研究旨在初
步探讨药物 ATＲA对胃癌的影响及其可能的分子机
制，用药物 ATＲA 处理胃癌细胞 SGC-7901，检测药
物处理后细胞生物学行为改变，并检测 Caspase-3、
Bcl-2、Bax蛋白的表达来探讨其潜在的分子机制，为
ATＲA应用于临床治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 胃腺癌细胞株 SGC-7901 购自美国
ATCC公司，于含 10%胎牛血清、1%双抗( 链霉素、
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