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摘要　目的　研究瞬时受体多囊蛋白２（ＴＲＰＰ２）在口腔鳞状上皮细胞的表达及其对口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）侵袭和迁移的影
响，初步探讨ＴＲＰＰ２影响ＯＳＣＣ转移的潜在信号通路。方法　利用规律性成簇间隔短回文重复序列核酸酶９（ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９）
慢病毒质粒转染技术，构建ＴＲＰＰ２敲低的ＯＳＣＣ模型。免疫蛋白印迹技术（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）验证 ＴＲＰＰ２蛋白敲低效果。ＣＣＫ８
实验和克隆形成实验检测ＴＲＰＰ２对ＯＳＣＣ增殖的影响。ＲＴｑＰＣＲ法检测ＴＲＰＰ２对ＯＳＣＣ转移相关的靶基因。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｑＲＴＰＣＲ检测与靶基因ＥｐＣＡＭ及其与未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）相关转录因子表达。利用侵袭实验和划痕实验检测 ＴＲＰＰ２对
ＯＳＣＣ侵袭和迁移能力的影响。结果　与口腔上皮细胞ＨＯＫ相比，ＯＳＣＣ中ＴＲＰＰ２显著高表达。敲低ＴＲＰＰ２，ＯＳＣＣ增殖和克
隆形成能力显著增强。与对照组相比，ＴＲＰＰ２敲低转录谱中共４９４个差异基因显著表达，其中２３４个基因表达上调，２６０个基
因下调。其中与细胞黏附相关的上皮细胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ）基因上调表达。此外，与ＵＰＲ相关基因ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＧＲＰ７８表
达上调，而与ＨＯＫ细胞相比，ＯＳＣＣ中ＡＴＦ６与ＥｐＣＡＭ表达下调。敲低ＴＲＰＰ２，ＯＳＣＣ中ＡＴＦ６与ＥｐＣＡＭ表达上调，并降低细
胞迁移和侵袭能力。ＡＴＦ６抑制剂ｃｅａｐｉｎＡ７（５０μｍｏｌ／Ｌ）可恢复ＴＲＰＰ２敲低的ＯＳＣＣ迁移和侵袭能力。结论　ＴＲＰＰ２在ＯＳ
ＣＣ中显著高表达。敲低ＴＲＰＰ２，ＯＳＣＣ增殖能力增强，迁移和侵袭能力受抑制。ＴＲＰＰ２通过激活ＵＰＲ介导ＥｐＣＡＭ的表达，进
而影响ＯＳＣＣ的侵袭和迁移能力。
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　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ）是头颈部鳞癌最常见的亚型，占头颈部恶性
肿瘤的９０％～９５％［１］。ＯＳＣＣ具有高复发性和转移
性。肿瘤的发生、发展与细胞的增殖、分化、转移有

重要关系，因而研究与口腔鳞癌细胞黏附和迁移相

关的调控因子，对于揭示ＯＳＣＣ的发病机制，为临床
治疗提供理论依据具有重要意义。

瞬时受体多囊蛋白２（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ２，ＴＲＰＰ２）是由ＰＫＤ２基因编码的非选择
性阳离子通道，主要存在于内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅ
ｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）中，作为 Ｃａ２＋激活的细胞内 Ｃａ２＋释放
通道［２］。ＴＲＰＰ２在多种恶性肿瘤中高表达［３］，可能

是检测恶性肿瘤预后的潜在生物标志物，与多种癌

症的不同临床结局相关［４－５］。ＴＲＰＰ２介导 ＯＳＣＣ侵
袭转移的影响尚未见报道。因此，该实验使用

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９慢病毒质粒转染技术，构建 ＴＲＰＰ２敲
低的ＯＳＣＣ模型。利用 ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ技术检测与
转移相关的靶基因，研究 ＴＲＰＰ２在 ＯＳＣＣ中的表达
变化，并进一步探究ＴＲＰＰ２与相关靶基因间的作用
关系，为ＯＳＣＣ远处转移的治疗提供潜在靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验所用细胞　该实验所用的细胞是人正
常口腔角质细胞 ＨＯＫ，人舌鳞癌细胞 ＳＣＣ２５（ＣＬ
０５６９）和ＣＡＬ２７（ＣＬ０２６５）细胞购自武汉普诺赛生
命科技有限公司。

１．１．２　实验试剂　βｔｕｂｕｌｉｎ抗体 （ＡＦ７０１１，上海
爱必信公司），ＴＲＰＰ２抗体 （ｂｓ２４４５０Ｒ）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
抗体 （ｂｓ１０００９Ｒ）（北京博奥森公司），ＥｐＣＡＭ抗体
（１４４５２，美国ＣＳＴ公司），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（ＳＹ０２４６，杭州
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华安生物技术有限公司）。山羊抗鼠（ＡＢ１３４３３）、山
羊抗兔（ＡＢ１６３１１）（武汉伊莱瑞特生物科技股份有
限公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　使用人口腔黏膜角化上皮细胞
系ＨＯＫ细胞作为对照细胞系，以及两种人舌鳞癌细
胞ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７。将细胞在含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基中，加１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００Ｕ／ｍｌ
链霉素，在３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养。
１．２．２　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９慢病毒载体构建　针对目的
基因ＴＲＰＰ２靶基因序列设计ｓｇＲＮＡ，在ｓｇＲＮＡ两端
加入ＢｓｍＢＩ位点切割后产生互补黏性末端。经退
火处理后形成双链 ＤＮＡ并连接到 ｌｅｎｔｉｃａｓ９ｓｇＲＮＡ
标签载体上。使用 ＴＯＰ１０感受态（１００μｌ）进行转
化。通过集落聚合酶链反应（ＰＣＲ）获得阳性克隆，
然后进行测序，获得序列正确的表达 ｓｇＲＮＡ的过表
达慢病毒质粒。

１．２．３　慢病毒转染　用设计构建的 ｓｇＲＮＡ慢病毒
感染ＳＣＣ２５和ＣＡＬ２７细胞，以感染滴度 ＭＯＩ＝１０
对目的细胞感染 ７２ｈ，用嘌呤霉素（６μｇ／ｍｌ和 ２
μｇ／ｍｌ）药筛７ｄ筛选单克隆细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验
证单克隆细胞系中ＴＲＰＰ２的敲低效果。（ｓｇＲＮＡ序
列 ｓｇＮＣ：ＧＡＡＴＡＴＡＴＡＡＣＡＣＡＡＴＴＡＴＧＴ和 ｓｇＴＲ
ＰＰ２：ＴＣＡＧＣＡＧＡＴＧＡＧＡＧＡＣＧＡＣＴＴ）。
１．２．４　转录组测序和数据分析　从ＳＣＣ２５细胞中
提取３个重复的ＲＮＡ生物样本，分别转染慢病毒质
粒ｓｇＮＣ和ｓｇＴＲＰＰ２。采用ＦａｓｔＱＣ（０１１７）软件控
制序列质量，剔除不合格数据。富集ｍＲＮＡ，选择目
标片段进行ＰＣＲ扩增。使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｃａｓａｖａ１８）
对 ＯＳＣＣ转录本进行测序。采用 Ｈｔｓｅｑ软件
（０１３５）定量各样品基因表达水平。采用 ＤＥＳｅｑ２
（１３００）分析基因表达差异的显著性。统计分析
各比较组合中显著差异基因的下调表达量，绘制火

山图和差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，
ＤＥＧ）热图。该研究的 ＲＮＡｓｅｑ数据可从序列读取
储存数据库（ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅａｄＡｒｃｈｉｖｅｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ，
ＳＲＡ）数据库（ＰＲＪＮＡ１０７５６６９）下载。
１．２．５　细胞活力测定　细胞在９６孔板中３７℃培
养２４ｈ。使用细胞计数试剂盒 ＣＣＫ８测定细胞活
力。将ＣＣＫ８溶液（１０μｌ）加入到每孔９０μｌ的基
础培养基中，在３７℃的培养箱中放置２ｈ。使用平
板仪在４５０ｎｍ波长处测量吸光度。
１．２．６　克隆形成试验　细胞在６孔板中以５００个／
孔或１０００个／孔在３７℃培养箱中培养。培养１４ｄ

后，克隆细胞用４％多聚甲醛固定，结晶紫染色，拍
照，进行克隆计数，计算细胞的克隆形成率。

１．２．７　细胞侵袭试验　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上室均匀平铺
６０μｌ基质胶，３７℃孵育过夜，用无血清培养基水化
３０ｍｉｎ后种板。细胞以５×１０４个／孔在上室培养，
下室加入５００μｌ含１０％胎牛血清的培养基。细胞
培养２４ｈ后，取出上室，丢弃培养基，用棉签轻轻去
除滤膜上未穿孔的细胞。小室背面的细胞用４％多
聚甲醛固定，结晶紫染色，拍照，计数。

１．２．８　细胞迁移实验　将细胞接种于１２孔板中，
培养２４ｈ，形成融合的单层。用２００μｌ移液管尖端
制造划痕。用磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ）冲洗细胞碎
片，加入无血清培养基。分别于０、２４、３６ｈ对同一
部位的伤痕边缘进行观察并拍照记录，分析伤痕愈

合面积，计算细胞伤痕愈合率。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　用 ＲＩＰＡ缓冲液从细胞
中提取总蛋白。提取的蛋白质通过十二烷基硫酸钠

－聚丙烯酰胺凝胶电泳（１０％凝胶）分离，并转移到
聚偏二氟乙烯上（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）。
转模后，将 ＰＶＤＦ膜在５％脱脂牛奶溶液中室温封
闭２ｈ。将膜与一抗（１∶１０００ＴＲＰＰ２／Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ／ＥｐＣＡＭ和１∶５００００βｔｕｂｕｌｉｎ）在４℃
下孵育过夜。次日用 ＰＢＳ和 ００５％吐温 ２０洗涤
膜，与二抗（１∶５０００山羊抗兔或山羊抗鼠）在室温
下孵育２ｈ。采用增强型化学发光检测系统检测蛋
白信号。βｔｕｂｕｌｉｎ作为内参。
１．２．１０　ＲＴｑＰＣＲ实验　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞
中提取总 ＲＮＡ。采用分光光度计测定 ＲＮＡ浓度。
实验使用ｑＰＣＲ混合试剂盒进行 ｃＤＮＡ合成和荧光
定量 ＰＣＲ。使用以下引物序列检测 ｍＲＮＡ表达水
平：ＰＥＲＫ，上游 ＣＧＧＴＴＧＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＧ，
下游 ＴＧＧＣＡＧＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＴＣＴＴＣＴ；ＡＴＦ６，上游
ＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧＴＣＧＧＴＴＣＡＧＡ，下 游 ＴＣＴＣＧＣ
ＣＴＣＴＡＡＣＣＣＴＡＧＣＡＴＡＴＡ；ＧＲＰ７８，上 游 ＴＡＴＴＧ
ＧＡＧＧＴＧＧＧＣＡＡＡＣＡＡＡＧＡ，下游ＣＡＧＣＡＡＴＡＧＴＴＡ
ＣＡＧＣＧＴＣＴＴＴＧ。采 用 βａｃｔｉｎ，上 游 ＣＣＴＴＣＣＴ
ＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ， 下 游 ＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴ
ＧＧＧＴＧ作为内参进行归一化。按照说明书，设置以
９５℃、１ｍｉｎ，９５℃、２０ｓ和６０℃、１ｍｉｎ，４０个循环
上机。采用２－ΔΔＣＴ方法进行定量。
１．３　统计学处理　所有数据采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７
软件进行统计分析。数值表示为 珋ｘ±ｓ，组间差异采
用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＴＲＰＰ２在ＯＳＣＣ中的表达
　研究报道ＴＲＰＰ２在正常上皮中表达，而在细胞恶
性转化过程中 ＴＲＰＰ２的表达发生改变。本研究显
示，与正常口腔角质形成细胞（ｈｅｘａｇｒａｍｍｏｓｏｔａｋｉｉ
ｋｉｄｎｅｙ，ＨＯＫ）细胞相比，ＴＲＰＰ２在 ＳＣＣ２５和 ＣＡＬ
２７细胞中的表达明显更高，见图１。研究表明，ＴＲ
ＰＰ２在ＯＳＣＣ中的表达可能增加。

图１　ＴＲＰＰ２在ＯＳＣＣ中表达情况

Ｆｉｇ．１　ＴＲＰＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＯＳＣＣ

ａ：ＨＯＫｇｒｏｕｐ；ｂ：ＳＣＣ２５ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＣＡＬ２７ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ

＜００１ｖｓＨＯＫｇｒｏｕｐ．

２．２　ＴＲＰＰ２基因靶向 ＧＶ７０８ｓｇＲＮＡ载体的构建
　针对ＴＲＰＰ２基因，使用ＡｌｔＲ ｃｒｉｓｐｒＣＡＳ９引导
ＲＮＡ软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｇ．ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ）制备了一个目标
间隔区，利用ｌｅｎｔｉｉＣＡＳ９ｐｕｒｏ（ＧＶ７０８）质粒进行转
染，见图２Ａ。与核酸内切酶Ｂｂｓｌ在３７℃下反应２４
ｈ后，含ＴＲＰＰ２间隔的双链核苷酸通过Ｔ４连接酶在
线性化质粒中重组。在５′方向上加入ＣＡＣＣ核苷酸
和反义寡核苷酸。将 Ｃ和 ＡＡＡＣ碱基分别添加到
反义寡核苷酸的 ３′方向和 ５′方向序列的末端，使
ＧＶ７０８与 ＴＲＰＰ２双链核苷酸结合，见图 ２Ｂ。限制
性内切酶反应结合后，利用 Ｕ６启动子位点引物，将
设计的 ＴＲＰＰ２敲低区间序列 ＣＧＣＴＴＣＣＧＣＧＧＣ
ＣＣＧＴＴＣＡＡ替换为现有 ＧＶ７０８中 Ｂｂｓｌ剪切的插入
序列 ＴＣＡＧＣＡＧＡＴＧＡＧＡＧＡＣＧＡＣＴ，见图２Ｃ。质粒
构建效果通过 ＤＮＡＳａｎｇｅｒ测序确定，见图２Ｄ。将
构建的慢病毒质粒转染到 ＳＣＣ２５和 ＣＡＬ２７细胞
中。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析检测了质粒蛋白敲低对 ＯＳＳＣ
细胞的影响，见图２Ｅ、２Ｆ。数据显示，质粒转染成功
并抑制了ＴＲＰＰ２的表达。
２．３　ＴＲＰＰ２敲低影响ＯＳＣＣ的生物学行为　为了
阐明ＴＲＰＰ２在ＯＳＣＣ细胞中的生物学功能，研究转
染慢病毒敲低 ＴＲＰＰ２的 ＳＣＣ２５和 ＣＡＬ２７细胞增

殖能力的变化。该研究结果显示，敲低 ＴＲＰＰ２后，
ＯＳＣＣ的集落形成能力和细胞活力均显著提高。见
图３。
２．４　ＴＲＰＰ２敲低诱导ＯＳＣＣ转录谱变化　为了确
定ＴＲＰＰ２影响口腔鳞状细胞侵袭和迁移的潜在分
子机制，使用ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ技术评估了转录物表达
水平的变化。如图４Ａ火山图所示，在转染 ｓｇＮＣ和
ｓｇＴＲＰＰ２的ＳＣＣ２５细胞中检测到４９４个ＤＥＧ，其中
上调２３４个基因，下调２６０个基因，差异倍数在２倍
以上。热图显示 ＳＣＣ２５细胞中基因表达谱发生了
显著变化，见图４Ｂ。在上调基因中，ＥｐＣＡＭ的折叠
变化量为１０１３。由于细胞间和细胞与细胞外基质
之间的相互依赖在细胞生物学功能中起着重要作

用，ＥｐＣＡＭ作为一种特殊的细胞黏附分子，在调节
细胞黏附中起着至关重要的作用。

２．５　ＴＲＰＰ２敲低影响ＯＳＣＣ的ＥＭＴ　近年来，越
来越多的证据表明多种类型的离子通道参与肿瘤

ＥＭＴ，尤其是 Ｃａ２＋通道。本研究探讨了 ＴＲＰＰ２在
ＯＳＣＣ中 ＥＭＴ的作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两种与
ＥＭＴ相关的分子标记Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达水平。结果显示，ＴＲＰＰ２敲低组与对照组相比，
ＯＳＣＣ细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达无明显变化，见图
５Ａ、５Ｂ、５Ｄ，而 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显降低，见图
５Ａ、５Ｃ，提示 ＴＲＰＰ２可能参与了 ＥＭＴ过程。此外，
与细胞黏附密切相关的 ＥｐＣＡＭ的表达也显著增
加，见图５Ｅ，这与测序结果一致。
２．６　ＴＲＰＰ２参与ＯＳＣＣ转移的潜在信号通路　为
了探究ＴＲＰＰ２与ＯＳＣＣ转移相关的具体分子机制，
采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测了 ＥＲＳ相关标志物的
ｍＲＮＡ表达水平。与ｓｇＮＣ对照组相比，ＴＲＰＰ２敲低
的ＳＳＣ２５中ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６和 ＧＲＰ７８的表达水平显
著升高，见图６Ａ６Ｃ。然而，ＡＴＦ６在正常口腔上皮
细胞中的表达水平明显高于 ＯＳＣＣ细胞，见图６Ｄ。
这些数据提示，ＯＳＣＣ细胞中 ＴＲＰＰ２表达的变化可
能通过引起ＥＲＳ激活ＵＰＲ，从而改变细胞黏附相关
蛋白的表达，从而影响细胞黏附和转移。此外，Ｅｐ
ＣＡＭ在正常上皮细胞中的表达高于ＯＳＣＣ，见图６Ｅ。
２．７　ＡＴＦ６对 ＥｐＣＡＭ表达的影响　该实验使用
不同浓度的 ＡＴＦ６抑制剂 ｃｅａｐｉｎＡ７处理 ＳＳＣ２５和
ＣＡＬ２７细胞，结果显示，５μｍｏｌ／ＬｃｅａｐｉｎＡ７处理能
有效抑制 ＥｐＣＡＭ的表达，见图 ７Ａ－７Ｄ。之后用
５０μｍｏｌ／ＬｃｅａｐｉｎＡ７处理ＴＲＰＰ２敲低细胞。结果
显示，ｃｅａｐｉｎＡ７处理组 ＴＲＰＰ２敲低引起的 ＥｐＣＡＭ
表达水平升高恢复到正常水平。见图７Ｅ－７Ｈ。
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图２　构建ＴＲＰＰ２基因靶向重组ＧＶ７０８质粒

Ｆｉｇ．２　ＢｕｉｌｄＴＲＰＰ２ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎＧＶ７０８ｐｌａｓｍｉｄｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ
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ｄｏｗｎｉｎｔｅｒｖａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｒｅｐｌａｃｅｄｂｙｔｈｅｅｘｉｓｔｉｎｇＢｂｓｌｃｕｔｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎＧＶ７０８；Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＴＲＰＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｓｇＮＣｇｒｏｕｐ．

２．８　ＴＲＰＰ２在 ＯＳＣＣ转移中的作用　为了研究
ＴＲＰＰ２对细胞侵袭的影响，进行了 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵
袭实验。如图 ８Ａ８Ｃ所示，与对照组相比，ＴＲＰＰ２
敲低显著降低了 ＳＣＣ２５和 ＣＡＬ２７细胞的侵袭性，
ｃｅａｐｉｎＡ７处理后细胞侵袭性恢复。还通过迁移实

验测量了 ＯＳＣＣ的迁移率。ＴＲＰＰ２敲低显著抑制
ＳＣＣ２５细胞迁移。然而，用 ｃｅａｐｉｎＡ７处理 ＯＳＣＣ
细胞显著恢复 ＴＲＰＰ２敲低的 ＯＳＣＣ细胞的迁移能
力，见图８Ｄ、８Ｅ。这些结果表明ＴＲＰＰ２本质上参与
了ＯＳＣＣ细胞的生物学行为。
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图３　ＴＲＰＰ２对ＯＳＣＣ增殖的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＲＰＰ２ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＯＳＣＣ
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图４　ＴＲＰＰ２对ＯＳＣＣ转录谱的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＲＰＰ２ｏｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＯＳＣＣ

Ａ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｖｏｌｃａｎｏｍａｐ；Ｂ：Ｈｅａｔｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｅｄ：ｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ｇｒｅｅｎ：ｌｏｗｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ：ＥｐＣＡＭｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ；ＮＣ：１３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳＣＣ２５；ＴＲ

ＰＰ２：１３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐｏｆＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｇＴＲＰＰ２．

３　讨论

　　ＯＳＣＣ是头颈部最常见的肿瘤类型，是一种具
有局部侵袭性、高复发、转移性的特征性肿瘤，威胁

着患者的健康和生命。因此，寻找与 ＯＳＣＣ转移和
生长相关的新调控因子，对明确 ＯＳＣＣ的发病机制
具有重要意义。ＴＲＰＰ２是一种非选择性阳离子通道
蛋白，参与多种生物功能，包括细胞增殖、机械感觉

和基因表达［６］。近年来，许多研究［４，７－８］表明，ＴＲ
ＰＰ２在乳腺癌、鼻咽癌等多种恶性肿瘤中高表达，可
能是一种潜在的生物标志物，可以预测恶性肿瘤的

预后。在该研究中，首先检测了 ＳＣＣ２５和 ＣＡＬ２７
两种细胞系与正常口腔上皮细胞（ＨＯＫ）中 ＴＲＰＰ２
蛋白表达的变化。与 ＨＯＫ细胞相比，ＯＳＣＣ中 ＴＲ
ＰＰ２蛋白的表达明显升高。为了研究 ＴＲＰＰ２对
ＯＳＣＣ侵袭和转移的影响，课题组利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
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图５　ＴＲＰＰ２对ＯＳＣＣ中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ＥｐＣＡＭ表达水平的影响
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图６　ＴＲＰＰ２参与ＯＳＣＣ转移的潜在信号通路
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图７　ＡＴＦ６对ＥｐＣＡＭ表达的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＴＦ６ｏｎＥｐＣＡＭｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ，Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅａｐｉｎＡ７ｉｎｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
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ｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｅ，Ｆ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＴＦ６ｏｎＥｐＣＡＭｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｇ，Ｈ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｒｅｓｕｌｔｓ；Ｐ＜００５ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｇＮＣｇｒｏｕｐ．

技术敲低了ＯＳＣＣ中 ＴＲＰＰ２基因。ＴＲＰＰ２敲低后，
ＯＳＣＣ的增殖能力明显增强，但其迁移和侵袭能力
明显受到抑制，抑制了ＥＭＴ。研究［９－１０］报道ＴＲＰＰ２
敲低或功能障碍可促进细胞增殖。然而，ＴＲＰＰ２调
控癌细胞迁移和侵袭能力的分子机制尚不清楚。

内质网作为蛋白质翻译和细胞内 Ｃａ２＋储存和
分泌的主要位点，在维持细胞稳态中起着重要作用。

ＥＲＳ可能由蛋白质折叠需求增加、葡萄糖消耗和
Ｃａ２＋稳态破坏引起。为了预防或响应 ＥＲＳ，细胞通
过激活 ＵＰＲ来重建稳态或触发细胞死亡程序［１１］。

该研究结果显示，ＴＲＰＰ２敲低诱导了ＯＳＣＣ的ＥＲＳ，
激活ＵＰＲ中的 ＡＴＦ６，上调 ＥｐＣＡＭ的表达，最终抑

制细胞迁移。这些结果表明，在ＯＳＣＣ中，ＴＲＰＰ２的
表达增强可能诱导ＥＲＳ通过ＡＴＦ６转录信号轴激活
ＵＰＲ并改变 ＥｐＣＡＭ的表达，从而介导细胞迁移和
侵袭。ＥｐＣＡＭ是一种非典型的细胞黏附分子，介导
亲同性黏附相互作用，从而可能阻止癌细胞转

移［１２－１３］。ＥｐＣＡＭ在各种肿瘤细胞中的潜在作用尚
不完全清楚，阐明 ＥｐＣＡＭ介导的癌细胞转移将有
助于探索转移的治疗方法。活化的 ＡＴＦ６是内质网
膜上的关键应力传感器。当 ＵＰＲ被激活时，ＡＴＦ６
被转移到高尔基体并被切割形成活化的ＡＴＦ６，调节
下游基因的转录和表达，帮助细胞适应ＥＲＳ［１４］。在
该研究中，ＴＲＰＰ２敲低显著增加了ＡＦＴ６的表达。
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图８　ＴＲＰＰ２在ＯＳＣＣ转移中的作用
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ＳＣＣ２５ａｎｄＣＡｌ２７ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＲＰＰ２ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔ×１０；Ｅ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｔｈｅｓｃｒａｔｃｈｒｅｓｕｌｔｓｉｎＳＣＣ２５；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｓｇＮＣｇｒｏｕｐ．

然而，当使用ＡＴＦ６抑制剂 ｃｅａｐｉｎＡ７抑制 ＡＴＦ６表
达时，ＴＲＰＰ２敲低诱导的 ＥｐＣＡＭ表达上调明显降
低到正常水平，同时，对细胞迁移和侵袭的抑制也在

ＯＳＣＣ中恢复。因此，该实验数据表明，ＵＰＲ／ＡＴＦ６／
ＥｐＣＡＭ信号通路可能在 ＴＲＰＰ２诱导的 ＯＳＣＣ迁移

和侵袭中起重要作用。该研究仅在细胞水平上研究

了ＴＲＰＰ２介导的ＵＰＲ激活对 ＥｐＣＡＭ表达和 ＯＳＣＣ
迁移和侵袭的影响。未来需要在动物实验中进一步

验证，以评估该途径在 ＯＳＣＣ临床治疗发展中的潜
在价值。
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