
ＣＤ１５５在口腔鳞癌组织中的表达及
对细胞迁移、增殖和侵袭的影响

张佳佳，艾尔法提·艾麦尔，郭超杰，王晖予，方桃莉，徐　江
（石河子大学第一附属医院口腔科，石河子　８３２０００）

摘要　目的　探索口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）组织中脊髓灰质炎病毒受体（ＣＤ１５５）的表达及临床意义，探讨 ＣＤ１５５对 ＯＳＣＣ细
胞迁移、增殖和侵袭的影响。方法　使用免疫组织化学法（ＩＨＣ）验证 ＯＳＣＣ组织中 ＣＤ１５５的表达，χ２检验，ＣＯＸ回归分析
ＣＤ１５５的表达与ＯＳＣＣ患者临床病理特征和预后的关系。通过蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
验证ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ细胞系中的转录水平。转染ＣＤ１５５干扰ＲＮＡ后，通过体外细胞实验验证ＣＤ１５５对人舌鳞癌ＳＣＣ１５细胞
的生物行为功能的影响。结果　ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ组织中主要表达于细胞膜，与癌旁正常组织相比表达显著升高（χ２＝５０７５０，
Ｐ＜００００１）；在Ⅲ＋Ⅳ期（χ２＝２５４８８，Ｐ＝０００１）、中低分化（χ２＝６２９９，Ｐ＝００１２）及Ｔ３＋Ｔ４浸润深度（χ２＝２３８２０，Ｐ＝
０００１）、有淋巴结转移（χ２＝７８３０，Ｐ＝０００５）的患者中ＣＤ１５５的高表达率较高；高表达ＣＤ１５５与患者生存期较短有关（Ｐ＜
００５）；单因素和多因素ＣＯＸ回归分析显示：淋巴结转移是影响ＯＳＣＣ患者生存期较短的独立影响因素（Ｐ＜００５）。ＯＳＣＣ细
胞中ＣＤ１５５蛋白表达及ｍＲＮＡ转录水平显著上调（Ｐ＜００５）。在转染ｓｉＲＮＡＣＤ１５５的ＳＣＣ１５细胞中，实验组的增殖、迁移和
侵袭能力显著低于对照组（Ｐ＜００５）。结论　ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ患者癌组织中表达较高，与患者预后不良相关；干扰 ＣＤ１５５表
达可对ＯＳＣＣ细胞生物学功能产生影响，抑制细胞增殖、迁移和侵袭的能力。
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１４３７７５９５２０＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ）约占口腔恶性肿瘤的９０％［１］，是全球第六大

最常见的上皮恶性肿瘤，具有高发病率和病死率的

特点［２］。因此，寻找有效的治疗靶点或预后生物标

志物具有重要意义。脊髓灰质炎病毒受体 ＣＤ１５５
属于免疫球蛋白超家族中的成员，在细胞内在作用

中以膜结合和可溶形式促进细胞的黏附、运动、接触

抑制、增殖和存活等［３］。研究［４－６］表明 ＣＤ１５５在多
种类型的恶性肿瘤组织中表达上调，其过表达与不

良预后相关，并参与调控细胞发育，介导多种信号及

通路影响肿瘤增殖、迁移和侵袭能力以促进肿瘤发

展。然而ＣＤ１５５在口腔鳞癌发生发展的作用尚不
明确，有待进一步探究。该研究旨在探讨 ＣＤ１５５在
口腔鳞癌中的表达及临床意义，探索 ＣＤ１５５的表达
水平对ＯＳＣＣ细胞生物学功能的影响，为寻找ＯＳＣＣ

潜在预后生物标志物提供一定实验理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病例资料　收集２００８—２０２１年就诊于石河
子大学第一附属医院口腔医学中心颌面外科并诊断

为ＯＳＣＣ患者的组织蜡块。共收集癌组织样本１１６
例，相对应正常组织样本 ６９例（距离癌组织≥２
ｃｍ），调取临床资料包括性别、年龄、肿瘤分化程度，
ＴＮＭ分期等信息。后期据医院病历、电话等方式进
行随访（截至２０２３年７月或死亡日期），失访８例。
这项回顾性研究符合石河子大学第一附属医院伦理

委员会的标准（编号：ＫＸＪ２０２２０５４０１）。
１．１．２　细胞及主要试剂　人正常口腔角质细胞
ＨＯＫ细胞购自河北北纳生物科技有限公司，ＯＳＣＣ
细胞系 ＳＣＣ１５和 ＣＡＬ２７（美国 ＡＴＣＣ细胞库）。
ＣＤ１５５单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ生物公司，货号
ａｂ２６７７８８），免疫组化试剂、βａｃｔｉｎ抗体和 ＨＲＰ山
羊抗鼠／兔（北京中杉金桥有限公司，货号 ＴＡ０９、
ＺＢ２３０５、ＺＢ２３０１），１０％ ＳＤＳ快速制胶试剂盒（上海
雅酶生物科技公司），ＣＤ１５５引物序列（上海生物工
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程有限公司），ｓｉＲＮＡＣＤ１５５和 ｓｉＮＣ序列（上海吉
玛制药技术有限公司），ＣＣＫ８试剂盒（武汉伊莱瑞
特生物科技公司，货号 ＥＣＫＡ３６２），ＰＣＲ转录试剂
（北京宝日医生物技术公司，货号ＲＲ０４７Ａ）。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学法（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）　烤片，脱蜡，高压 ＥＤＴＡ液微波修复，滴加抑
制酶避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液冲洗后滴加配置的
ＣＤ１５５抗体（配比１∶５００），室温孵育１２ｈ；第２天
在３７℃烘箱复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液冲洗后孵育二抗
（配比１∶１０００）２ｈ，再次冲洗，随后显色、复染和酸
酒精分化，最后树胶封片。阅片由２位病理医师进
行阅片评分，终评分 ＝组织染色强度评分 ×阳性细
胞占比评分，结果：０～１分为阴性，２～４分为弱阳
性，５～８分为阳性，９～１２分为强阳性。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　冰上提取细胞蛋白，制备
１０％电泳凝胶胶板，电泳和转膜时间为９０ｍｉｎ，快
速封闭液封闭 ２０ｍｉｎ，滴加配置的一抗预混液
（ＣＤ１５５配比１∶１０００，βａｃｔｉｎ配比１∶５０００），４℃
静孵过夜，１４ｈ后滴加二抗预混液（配比 １∶
２００００）继续孵育２ｈ，１×ＴＢＳＴ溶液洗膜后用化学
发光仪进行影像曝光，使用ＩｍａｇｅＪ软件进行影像灰
度值分析。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ法　加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂提取细
胞ｍＲＮＡ，测定 ｍＲＮＡ样品浓度，行 ＲＮＡｇＤＮＡ逆
转录，使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ上机扩增，记
录结果。ＣＤ１５５引物序列如下：ＦＧＣＧＴＡＧＡＧＧＡＴ
ＧＡＡＧＧＣＡＡＣＴ；ＲＣＡＡＧＣＡＣＴＣＧＧＡＧＣＣＡＧＡＴ；β
ａｃｔｉｎ引物序列如下：ＦＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ；
ＲＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ。
１．２．４　细胞转染　设置阴性对照组（ＮＣ）及实验组
ｓｉＲＮＡＣＤ１５５（ｓｉＲＮＡ１＃及２＃），铺板２４ｈ后，使用
脂质体２０００进行转染，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ
法检测转染效率。ｓｉＲＮＡ１＃：ＧＧＡＣＡＡＡＣＣＡＡＵ

ＣＡＡＣＡＣＡＴＴ；ｓｉＲＮＡ２＃：ＧＧＵＡＵＣＣＡＵＣＵＣＵＧＧＣ
ＵＡＵＴＴ；ＮＣ：ＵＧＡＣＣＵＣＡＡＣＵＡＣＡＵＧＧＵＵＴＴ；
１．２．５　细胞增殖实验　细胞转染２４ｈ后种于９６
孔板中，按照 ＣＣＫ８试剂说明书进行浓度配比（配
比１∶１０），避光加入后反应２ｈ，并每间隔２４ｈ加入
配比试剂，测定各时间点的吸光度值（ＯＤ值 ＝４５０
ｎｍ），并记录数据。
１．２．６　细胞侵袭实验　稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，铺胶，水
化，接种４×１０４个细胞于小室中，下层加入２０％胎
牛血清的培养基，培养４８ｈ后，甲醇固定，染色２０
ｍｉｎ，在光学显微镜下选取 ５个随机视野观察拍照
（×２００）并使用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量。
１．２．７　细胞划痕实验　在６孔板用２００μｌ吸头垂
直底壁均匀划出直线，缓冲液清洗，使用显微镜拍摄

０、１２、２４及３６ｈ划痕愈合情况，在不同时间点挑选
３个固定视野进行拍摄。借助 ＩｍａｇｅＪ软件对照片
的划痕愈合距离进行量化，并做统计学分析。

１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０绘图、
ＩｍａｇｅＪ软件和 ＳＰＳＳ２６０进行数据处理和统计分
析。数据为计数资料，两独立样本均数之间比较采

用ｔ检验；两样本率的比较采用四格表 χ２检验或
Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切概率法检验；ＫａｐｌａｉｎＭｅｉｅｒ绘制 ＣＤ１５５
表达与 ＯＳＣＣ生存关系曲线，Ｌｏｇｒａｎｋ检验进行生
存分析比较；采用ＣＯＸ回归风险模型分析相关指标
能否成为独立预后因素，以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＣＤ１５５在口腔鳞癌和癌旁正组织中的表达情
况　ＩＨＣ结果显示 ＣＤ１５５主要定位表达于肿瘤细
胞的细胞膜，在癌旁正常组织中基本不表达（图１）。
在ＯＳＣＣ组织及癌旁正常组织中 ＣＤ１５５表达阳性
率分别是６５５２％和１１５９％，ＯＳＣＣ组织中表达显
著高于癌旁正常组织（χ２＝５０７５，Ｐ＜００００１）

图１　ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ组织中的表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１５５ｉｎＯＳＣＣ

Ａ，Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１５５ｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１５５ｉｎＯＳＣＣ；Ａ，Ｃ×５；Ｂ，Ｄ×２００．
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（表１）。
２．２　ＯＳＣＣ中ＣＤ１５５的表达与临床病理参数间的
关系　ＣＤ１５５的表达与在ＯＳＣＣ患者的肿瘤临床分
期，分化程度，浸润深度，淋巴结转移具有相关性（Ｐ
＜００５），而与年龄、性别、远处转移无相关性（表
２）。
２．３　ＣＤ１５５与ＯＳＣＣ患者生存预后的关系　Ｋａｐ
ｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线结果显示，ＣＤ１５５高表达的 ＯＳ
ＣＣ患者总体生存时间低于 ＣＤ１５５低表达的患者
（ＨＲ＝０５４４，Ｐ＜０００１）（图２）。单因素 ＣＯＸ回
归分析显示，分化程度、临床分期、ＣＤ１５５表达是影
响ＯＳＣＣ患者总生存期的危险因素；多因素 ＣＯＸ回
归分析显示淋巴结转移是影响ＯＳＣＣ患者生存时间

的独立危险因素（Ｐ＜００５）（表３）。
２．４　ＣＤ１５５在 ＯＳＣＣ细胞中的转录水平　Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＣＤ１５５蛋白在 ＯＳＣＣ细胞中表达
含量明显增高（ｔＳＣＣ１５＝１０４３，ｔＣＡＬ２７＝１２６８，Ｐ＜
００５）（图３Ａ、３Ｂ）。ＲＴｑＰＣＲ实验结果显示，ＯＳＣＣ
细胞中 ＣＤ１５５ｍＲＮＡ转录水平表达含量显著高于
对照组（ｔＳＣＣ１５＝５８２５，ｔＣＡＬ２７＝７９６６，Ｐ＜００５），差
异均有统计学意义（图３Ｃ）。
２．５　转染后 ＣＤ１５５在 ＯＳＣＣ细胞中的转录水平
　选择将 ｓｉＲＮＡＣＤ１５５转染至状态更好的 ＳＣＣ１５
细胞中，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ验证转染效
率，选取干扰效果最好的 ｓｉＲＮＡ２＃组（图４）进行后
续实验（Ｆ＝００４９，ｔ＝３４５６，Ｐ＜０００１）。

表１　ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ组织与癌旁正常组织的表达［ｎ（％）］

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１５５ｉｎＯＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ［ｎ（％）］

Ｔｉｓｓｕｅｓ ｎ
ＣＤ１５５

Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ ６９ ６１（８８．４１） ８（１１．５９）
５０．７５ ０．０００１

ＯＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓ １１６ ４０（３４．４８） ７６（６５．５２）

表２　ＣＤ１５５表达与临床病理参数的相关性［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤ１５５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ［ｎ（％）］

Ｉｔｅｍ ｎ
ＣＤ１５５

Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．１１２ ０．７３８
　Ｍａｌｅ ５７ ２２（３８．６０） ３５（６１．４０）
　Ｆｅｍａｌｅ ５９ ２１（３５．６０） ３８（６４．４０）
Ａｇｅ（Ｙｅａｒ） ０．００２ ０．９６０
　＜７０ ５７ ２１（３６．８４） ３６（６３．１６）
　≥７０ ５９ ２２（３７．２９） ３７（６２．７１）
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ ２５．４８８ ０．００１
　Ⅰ＋Ⅱ ５９ ３５（５９．３２） ２４（４０．６８）
　Ⅲ＋Ⅳ ５７ ８（１４．０４） ４９（８５．９６）
Ｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ６．２９９ ０．０１２
　Ｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ５０ ２５（５０．００） ２５（５０．００）
　Ｌｏｗｍｉｄｄｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ６６ １８（２７．２７） ４８（７２．７３）
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｄｅｇｒｅｅ ２３．８２０ ０．００１
　Ｔ１＋Ｔ２ ６３ ３６（５７．１４） ２７（４２．８６）
　Ｔ３＋Ｔ４ ５３ ７（１３．２１） ４６（８６．７９）
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ７．８３０ ０．００５
　ＷｉｔｈｏｕｔＭｅｔａｓｔａｓｉｓ ９２ ４０（４３．４８） ５２（５６．５２）
　Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ２４ ３（１２．５０） ２１（８７．５０）
Ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ２．８２６ ０．０９３
　Ｍ０ １１３ ４３（３８．０５） ７０（６１．９５）
　Ｍ１ ３ ０（０） ３（１００．００）
Ｓｕｒｖｉｖａｌｓｔａｔｕｓ ４．４９９ ０．０３４
　Ａｌｉｖｅ ５９ ２６（４４．０７） ３３（５５．９３）
　Ｄｅａｔｈ ４９ １２（２４．４９） ３７（７５．５１）
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表３　ＯＳＣＣ的ＣＯＸ回归分析

Ｔａｂ．３ＣＯＸｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯＳＣＣ

Ｆａｃｔｏｒ
Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐｖａｌｕｅ
Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

ＨＲ ９５％ＣＩ Ｐｖａｌｕｅ
Ｇｅｎｄｅｒ ０．９９８ ０．５６５－１．７６２ ０．９９５
Ａｇｅ ０．７０７ ０．３９９－１．２５３ ０．２３５
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １．３５８ １．０３２－１．７８８ ０．０２９ １．２９０ ０．９５６－１．７４０ ０．０９６
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｓ ２．０８２ １．１５３－３．７５８ ０．０１５ １．１８６ ０．５５８－２．５２４ ０．６５７
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｄｅｇｒｅｅ １．６１４ ０．９１４－２．８４８ ０．０９９
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ２．４０２ １．３２９－４．３４１ ０．００４ ２．４０２ １．０４８－５．５０２ ０．０３８
Ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ３．８８０ １．１８３－１２．７２３ ０．０２５ １．４４４ ０．３８４－５．４２６ ０．５８６
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１５５ ２．２８４ １．１８５－４．４０１ ０．０１４ １．４７２ ０．６９０－３．１４３ ０．３１８

图２　ＣＤ１５５蛋白表达水平与ＯＳＣＣ患者生存分析图

Ｆｉｇ．２　ＣＤ１５５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯＳＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ
Ｐ＜０００１ｖｓＣＤ１５５ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ．

２．６　沉默 ＣＤ１５５对 ＯＳＣＣ细胞增殖的影响　
ＣＣＫ８增殖实验结果显示，与 ＮＣ组相比，转染 ｓｉＲ
ＮＡＣＤ１５５的实验组细胞增殖率降低，细胞增殖能
力减弱（Ｐ＜００５）。培养２４ｈｓｉＲＮＡ组与ＮＣ组细

胞增殖能力已出现明显差异（Ｆ＝６３２１，ｔ＝９７６５，
Ｐ＜００１），随着时间增加，４８ｈ（Ｆ＝２９９０，ｔ＝
８４７７，Ｐ＜００１）和７２ｈ（Ｆ＝１０６０，ｔ＝２６５２２，Ｐ
＜０００１）沉默ＣＤ１５５后的细胞增殖能力均低于 ＮＣ
组细胞。提示沉默 ＣＤ１５５表达后可以抑制 ＯＳＣＣ
细胞的增殖能力（图５）。
２．７　沉默 ＣＤ１５５对 ＯＳＣＣ细胞迁移能力的影响
　划痕实验结果显示，与ＮＣ组相比，培养３６ｈ后沉
默ＣＤ１５５表达的 ＳＣＣ１５细胞迁移速度明显减慢，
ＩｍａｇｅＪ量化统计分析，显示差异有统计学意义（Ｆ
＝０４９１，ｔ＝１０５２，Ｐ＜００５）（图 ６）。提示干扰
ＣＤ１５５后可以抑制ＯＳＣＣ细胞的迁移能力。
２．８　沉默 ＣＤ１５５对 ＯＳＣＣ细胞侵袭能力的影响
　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，与 ＮＣ组相比，有效
转染ｓｉＲＮＡＣＤ１５５的 ＳＣＣ１５细胞培养 ４８ｈ后，细
胞侵袭能力明显减弱（Ｆ＝１９２６，ｔ＝１３２５，Ｐ＜
００５）。表明沉默ＣＤ１５５后可以抑制ＳＣＣ１５细胞侵
袭能力，进一步说明 ＣＤ１５５可能具有促进 ＯＳＣＣ细
胞发生发展的能力，发挥促癌因子的功能（图７）。

图３　ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ细胞的转录水平

Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ１５５ｉｎＯＳＣＣｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＤ１５５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｎｄ；Ｂ：ＣＤ１５５ｐｒｏｔｅｉｎｇｒａｙｖａｌｕｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：ＣＤ１５５ｍＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

ｉｎｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＨＯＫｇｒｏｕｐ．
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图４　ｓｉＲＮＡＣＤ１５５在ＯＳＣＣ中表达情况

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉＲＮＡＣＤ１５５ｉｎＯＳＣＣ

　　Ａ：ｓｉＲＮＡＣＤ１５５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｎｄｄｉａｇｒａｍｉｎＯＳＣＣｃｅｌｌｓ；Ｂ：ｓｉＲＮＡＣＤ１５５ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｄｉａｇｒａｍｉｎＯＳＣＣｃｅｌｌｓ；
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　干扰ＣＤ１５５后ＯＳＣＣ细胞的增殖能力

Ｆｉｇ．５　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｗｉｔｈＣＤ１５５

　　Ａ：ＡｌｉｎｅｃｈａｒｔｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＤ１５５；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍａｐｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｓｉｌｅｎ

ｃｉｎｇＣＤ１５５；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图６　干扰ＣＤ１５５后ＯＳＣＣ细胞的迁移能力

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＣＤ１５５

　　Ａ：ＯＳＣＣｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｍａｐａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＤ１５５×１００；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍａｐｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ＣＤ１５５；Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
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图７　干扰ＣＤ１５５后ＯＳＣＣ细胞的侵袭能力

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＣＤ１５５

　　Ａ：ＯＳＣＣｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｍａｐａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＤ１５５；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍａｐｏｆＯＳＣＣｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＤ１５５；
Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＯＳＣＣ因其快速侵袭及转移的特点，具有较高
的发生率和病死率，ＯＳＣＣ的发生受多种因素影响，
患者预后结局不同［７］。因此，研究 ＯＳＣＣ发生发展
机制，寻找影响 ＯＳＣＣ预后的有效生物标志物和分
子治疗靶点是当前医疗的需求。目前ＣＤ１５５在ＯＳ
ＣＣ组织中的表达及对 ＯＳＣＣ细胞生物学行为的研
究尚少。在该研究中，免疫组化实验显示 ＣＤ１５５在
ＯＳＣＣ组织中表达显著升高，其高表达与患者肿瘤
的临床分期差、淋巴结转移率高、细胞分化程度低相

关，而高表达 ＣＤ１５５的患者生存期也相对缩短，这
与骨肉瘤中研究［８］结果一致。经单因素和多因素

ＣＯＸ分析表明 ＣＤ１５５表达是影响 ＯＳＣＣ患者生存
时间和状态的重要因素，但不是独立因素，而淋巴结

转移是影响ＯＳＣＣ患者生存的独立预后因素。以上
结果表明 ＣＤ１５５高表达与 ＯＳＣＣ患者预后不良相
关，可作为预测ＯＳＣＣ预后状况的潜在生物标志物，
与Ｍｕｒａｋａｍｉｅｔａｌ［９］在结直肠癌中得出结果一致。
　　ＣＤ１５５及家族在细胞生理过程中发挥着重要作
用。ＣＤ１５５可以和 Ｎｅｃｌ３反式连接促进细胞的黏
附，并结合Ｎｅｃｌ２促进细胞骨架构成并参与细胞增
殖［１０］。有研究［１１］表明沉默ＣＤ１５５后显著降低了宫
颈癌细胞增殖，通过调控 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＮＦκＢ通路
增加细胞自噬和凋亡的能力。此外，ＣＤ１５５可通过
调控ＳＲＣ／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路以促进肝细胞的增
殖和侵袭［１２］。另有研究［１３］证明在食管鳞癌中

ＣＤ１５５下调可抑制其对癌细胞的促癌行为，可联合
ＰＤ１／ＰＤＬ１发挥作用。该研究结果表明了 ＣＤ１５５
的蛋白表达和ｍＲＮＡ转录水平在ＯＳＣＣ细胞中存在
表达上调，为评估ＣＤ１５５在肿瘤细胞生物学行为方
面发挥的作用，课题组采用 ｓｉＲＮＡＣＤ１５５转染 ＯＳ
ＣＣＳＣＣ１５细胞，通过 ＣＣＫ８增殖实验、细胞划痕实
验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测结果显示：抑制 ＣＤ１５５
的表达可减弱ＯＳＣＣ细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
说明ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ中发挥着促癌因子的作用，补
充了ＣＤ１５５在ＯＳＣＣ发生发展中作用的相关研究。
有研究［１４］表明在口腔舌鳞癌中 ＴＧＦβ１通过上调
ＣＤ１５５的表达，激活ＥＲＫ１／２通路，促进舌鳞癌细胞
增殖、迁移和侵袭，该研究 ＣＤ１５５在 ＯＳＣＣ中的结
果与之一致。这些研究说明 ＣＤ１５５具有促进 ＯＳＣＣ
恶性行为的作用。

　　综上所述，该研究初步验证可通过干扰 ＣＤ１５５
的表达抑制 ＯＳＣＣ细胞的恶性行为，减弱 ＯＳＣＣ细
胞的增殖，迁移及侵袭能力；也验证了ＣＤ１５５在ＯＳ
ＣＣ组织中过表达，与患者预后较差有关，推测
ＣＤ１５５在 ＯＳＣＣ的进展中发挥促癌基因的作用，有
望成为ＯＳＣＣ不良预后指标和潜在的分子治疗靶
点。但对其具体的调控机制还有待进一步的研究。
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ｃＭｙｃ调控 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ对口腔鳞癌的影响
李文丽１，朱友明１，２，何家才１，２

（１安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，合肥　２３００３２；
２安徽省口腔疾病研究中心实验室，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡｓ）ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ在口腔鳞癌（ＯＳＣＣ）中的作用机制及与转录因子 ｃＭｙｃ
的潜在相互作用，为ＯＳＣＣ患者提供新的治疗靶点和途径。方法　用ｑＲＴＰＣＲ检测ＯＳＣＣ及癌旁组织中ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ
的表达。检测敲低和过表达人舌鳞癌细胞 ＨＮ６、ＣＡＬ２７中 ｃＭｙｃ后 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ的表达。采用荧光原位杂交实验
（ＦＩＳＨ）检测ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ在细胞内的定位。采用双荧光素酶报告基因分析ｃＭｙｃ与ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ启动子区域
的靶向结合作用。通过慢病毒感染的方式在人ＯＳＣＣ细胞系ＨＮ６、ＣＡＬ２７中构建ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ敲低和过表达的稳转细
胞系，通过ｑＲＴＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ的敲低和过表达效率；采用生长曲线实验、ＣＣＫ８法、克隆形成实验检测细胞增
殖变化，采用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移情况。结果　ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ在 ＯＳＣＣ组织和 ＯＳＣＣ细胞系（ＨＮ６、
ＣＡＬ２７）中表达水平均降低，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证在ＨＮ６、ＣＡＬ２７中敲低和过表达ｃＭｙｃ的效果，实验表明过表达 ｃＭｙｃ显著下调
ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ水平，敲低ｃＭｙｃ明显上调 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ水平。双荧光素酶报告基因显示 ｃＭｙｃ可靶向调控 ｌｎ
ｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ，ｃＭｙｃ可以参与调节并且抑制ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ的转录活性。ＦＩＳＨ显示 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ主要存在
于细胞核中。生长曲线实验、ＣＣＫ８法、细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、克隆形成等实验显示，敲低 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ促进 ＯＳＣＣ
细胞的生长增殖，过表达ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ明显抑制ＯＳＣＣ细胞增殖与迁移能力。结论　ＬｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ受 ｃＭｙｃ负
性调控，敲低ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ会促进细胞增殖与迁移，反之则抑制细胞增殖与迁移。
关键词　长链非编码ＲＮＡ；ｃＭｙｃ；口腔鳞癌；细胞增殖；细胞迁移
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　　长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
是一类长度超过２００个核苷酸的非编码 ＲＮＡ。研
究［１］表明，ｌｎｃＲＮＡ参与了基因组组织和生命过程的
广泛功能，如生长和发育、细胞增殖、分化、免疫应答

和某些疾病，如癌症和心血管疾病。长期以来一直
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认为ｃＭｙｃ是抗癌治疗的理想靶标。然而，由于 ｃ
Ｍｙｃ难以靶向的特征，已经开发了替代方法，通过靶
向参与ｃＭｙｃ失调的必需上游因子或ｃＭｙｃ信号传
导的下游效应物来治疗ｃＭｙｃ激活的癌症［２］。然而

目前关于 ｌｎｃＲＮＡ与口腔癌两者之间关系的研究尚
不详细，该研究以人舌鳞癌细胞系ＣＡＬ２７为研究对
象，建立ＣＡＬ２７ｃＭｙｃ稳定敲低细胞系，并利用高通
量测序技术进行检测，从中筛选出一个表达差异显

著且由 ｃＭｙｃ负调控的 ｌｎｃＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３
ＤＴ（ＥＮＳＴ０００００４５０９０９），确定为后续研究对象。
该研究旨在探讨 ｌｎｃＲＮＡＫＣＴＤ１３ＤＴ在口腔鳞癌
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