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摘要　目的　在人舌鳞癌细胞中敲低Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆ１），探究其对舌鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响并探索其可能的
作用机制。方法　ＲＴＰＣＲ检测人舌鳞癌组织及癌旁组织样本中Ｅ２Ｆ１表达。ＲＴＰＣＲ检测人口腔上皮细胞 ＨＯＥＣ和人舌鳞
癌细胞ＳＣＣ９、ＣＡＬ２７、ＴＳＣＣａ和ＳＣＣ２５细胞中Ｅ２Ｆ１基因的本底表达，筛选Ｅ２Ｆ１显著高表达的细胞株进行后续实验。在舌
鳞癌候选细胞中敲低Ｅ２Ｆ１基因后利用ＣＣＫ８、ＥｄＵ、克隆形成、细胞划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、细胞凋亡和细胞周期实验检测敲低 Ｅ２Ｆ１
对人舌鳞癌细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮间充质转化（ＥＭＴ）标志物钙粘蛋白Ｅ（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、钙
粘蛋白Ｎ（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）和蜗牛家族转录抑制因子１（Ｓｎａｉｌ）蛋白及ＷＮＴ信号通路标志物 ＷＮＴ家族成员３Ａ（ＷＮＴ３Ａ）、β连环
蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）和细胞周期蛋白Ｄ１（ＣＣＮＤ１）表达变化。结果　ＲＴＰＣＲ结果显示，相比癌旁组织，Ｅ２Ｆ１在癌组织中表达明
显升高（Ｐ＜０００１）；同时相比ＨＯＥＣ细胞，Ｅ２Ｆ１在ＳＣＣ９、ＣＡＬ２７、ＴＳＣＣａ和ＳＣＣ２５细胞中表达均明显升高（Ｐ＜００５），而在
ＳＣＣ２５细胞中高表达最为明显，因此，后续实验使用ＳＣＣ２５作为实验细胞株。ＳＣＣ２５细胞中敲低 Ｅ２Ｆ１后，ＣＣＫ８细胞存活
能力明显被抑制（Ｐ＜０００１）；ＥｄＵ阳性细胞数、细胞克隆成球数明显减少（Ｐ＜０００１）；细胞总凋亡比例明显升高（Ｐ＜
０００１）；细胞处于Ｇ１期细胞比例增多（Ｐ＜００１），相反处于Ｇ２期细胞比例减少（Ｐ＜００１）；细胞迁移和侵袭能力均明显被抑
制（Ｐ＜０００１）；ＷＮＴ信号通路蛋白ＷＮＴ３Ａ、βｃａｔｅｎｉｎ和ＣＣＮＤ１蛋白表达降低（Ｐ＜０００１），同时ＥＭＴ相关蛋白Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｓｎａｉｌ蛋白表达降低（Ｐ＜０００１），而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达升高（Ｐ＜０００１）。结论　敲低Ｅ２Ｆ１抑制人舌鳞癌ＳＣＣ２５细胞的增
殖、迁移、侵袭和ＥＭＴ过程，同时促进细胞凋亡，这种抑癌作用可能是通过阻断ＷＮＴ信号通路的激活而实现。
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　　舌鳞状细胞癌（ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＴＳＣＣ）是口腔癌最广泛存在的形式之一［１］，ＴＳＣＣ除
了影响患者的言语、咀嚼和吞咽障碍之外，还可能导

致外观改变，从而降低患者的生活质量［２］。目前，

ＴＳＣＣ的治疗包括手术、化疗、放疗或综合治疗，主要
视患者的病情而定［３］。尽管目前ＴＳＣＣ在诊断和治
疗方面取得了很大的进步，但 ＴＳＣＣ的病死率仍然
很高，有研究［４］显示，晚期ＴＳＣＣ患者的５年生存率
低于５０％。针对ＴＳＣＣ迫切需要更有效的治疗靶点
和疗法，因此，有必要建立预测 ＴＳＣＣ预后的新方
法。

Ｅ２Ｆ转录因子 １（Ｅ２Ｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，
Ｅ２Ｆ１）是Ｅ２Ｆ家族中的一种转录因子，是复制应激
抑制因子和细胞周期调节因子，因此，Ｅ２Ｆ１可以导
致程序性细胞死亡并限制癌细胞的无限制增殖［５］。

已发现，Ｅ２Ｆ１在多种癌症组织中广泛表达，如肺
癌［６］、肠癌［７］、胃癌［８］和肝癌［９］等，并促进它们的侵

袭和转移，成为确定肿瘤预后的关键分子标记物。

然而，目前仅有资料显示Ｅ２Ｆ１在ＴＳＣＣ肿瘤组织中
呈高表达［１０］，但 Ｅ２Ｆ１是否调控 ＴＳＣＣ并未得到证
实。该研究通过在ＴＳＣＣ细胞中敲低 Ｅ２Ｆ１，探究敲
低Ｅ２Ｆ１对细胞增殖、迁移和侵袭的影响并初步探
究Ｅ２Ｆ１调控ＴＳＣＣ的分子作用机制，这将对 ＴＳＣＣ
的诊断和分子药物靶点开发提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要材料　人口腔上皮细胞ＨＯＥＣ（货号：ＣＰ
Ｈ２０３）、人舌鳞癌细胞ＳＣＣ９（货号：ＣＬ０５７１）、ＣＡＬ
２７（货号：ＣＬ０２６５）、ＴＳＣＣａ（货号：ＣＬ０２３５）和 ＳＣＣ
２５（货号：ＣＬ０５６９）细胞均购自武汉普诺赛生物公
司；ＤＭＥＭ细胞培养液（货号：Ｇ４５１６）、１６４０细胞培
养液（货号：Ｇ４５３５）、ＰＢＳ（货号：Ｇ４２０２）、青 －链霉
素双抗混合液（货号：Ｇ４００３）、结晶紫染液（货号：
Ｇ１０１４）和ＣＣＫ８（货号：Ｇ４１０３）检测试剂盒购自武
汉赛维尔生物公司；胎牛血清（货号：Ｅ６００００１）、ＥｄＵ
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检测试剂盒（货号：Ｅ６０７２０４）、细胞周期、凋亡试剂
盒（货号：Ｅ６０６３３６）、ＲＴＰＣＲ检测试剂盒（货号：
Ｂ１１００３１）、ＲＩＰＡ裂解液（货号：Ｃ５１０００６）、５×蛋白
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｅｒｒ（货号：Ｃ５０８３２０）购自上海生工生物公
司；ＴＲＩｚｏｌ（货号：Ｔ９４２４）购自美国 ｓｉｇｍａ公司；ＲＴ
ＰＣＲ引物合成自苏州金唯智生物公司；ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶（货号：３５６２３４）购自美国ＢＤ公司；实验所用抗体
均购自美国ａｆｆｉｎｉｔｙ公司：Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，Ｅ２Ｆ１）一抗（货号：ＡＦ６３７７）、ＷＮＴ
家族成员３Ａ（Ｗｎｔｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３Ａ，ＷＮＴ３Ａ）一
抗（货号：ＤＦ６１１３）、β连环蛋白（ｃａｔｅｎｉｎｂｅｔａ１，β
ｃａｔｅｎｉｎ）一抗（货号：ＡＦ６２６６）、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ｃｙｃｌｉｎＤ１，ＣＣＮＤ１）一抗（货号：ＡＦ０９３１）、钙粘蛋
白Ｅ（ｃａｄｈｅｒｉｎ１，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）一抗（货号：ＡＦ０１３１）、
钙粘蛋白 Ｎ（ｃａｄｈｅｒｉｎ２，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）一抗（货号：
ＡＦ５２３９）、蜗牛家族转录抑制因子 １（ｓｎａｉｌｆａｍｉｌｙ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒ１，Ｓｎａｉｌ）一 抗 （货 号：
ＡＦ６０３２）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）一 抗 （货 号：
ＡＦ７０２１）、山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（货号：Ｓ０００１）；Ｅ２Ｆ１
敲低慢病毒购自上海汉恒生物公司。人舌鳞癌癌组

织和人舌鳞癌癌旁组织取自锦州医科大学附属第一

医院，共５对，所有患者均签署知情同意书。
１．２　主要仪器　ＣＯ２细胞培养箱（型号：ＨＥＲＡｃｅｌｌ
Ｉ）购自美国赛默飞公司；低温高速冷冻离心机（型
号：ＣＴ１５ＲＥ）购自日本日立电子公司；荧光定量
ＰＣＲ仪（型号：ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）购自美国伯乐公司；蛋
白成像系统（型号：ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００）购自美国通
用公司；荧光显微镜（型号：ＩＸ７１）购自日本奥林巴
斯公司；微量分光光度计（ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００）购自
美国赛默飞公司；流式细胞仪（型号：ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ）
购自美国ＢＤ公司。
１．３　细胞培养　ＨＯＥＣ、ＳＣＣ９、ＣＡＬ２７、ＴＳＣＣａ和
ＳＣＣ２５细胞使用对应的完全培养液培养，培养条
件：３７℃、５％ＣＯ２。
１．４　方法
１．４．１　检测人舌鳞癌组织与癌旁组织样本中Ｅ２Ｆ１
表达　取５对人舌鳞癌组织（Ｔｕｍｏｒ组）和与癌旁组
织（Ｎｏｒｍａｌ组），液氮研磨后，ＴＲＩｚｏｌ法提取组织的
总ＲＮＡ，微量分光光度计测定 ＲＮＡ浓度，每组样本
按照１μｇ的ＲＮＡ总量进行ＲＮＡ的反转录反应，生
成的ｃＤＮＡ作为模板进行 ＲＴＰＣＲ检测，检测 Ｅ２Ｆ１
在组织中的表达情况。ＲＴＰＣＲ反应条件：预变性
９５℃ １０ｍｉｎ；变性９５℃ ５ｓ；退火６０℃ ２０ｓ；延伸

７２℃１０ｓ；共４０个循环反应；待ＲＴＰＣＲ结束，统计
数据并进行计算。ＲＴＰＣＲ反应所用的引物信息见
表１。

表１　ＲＴＰＣＲ引物表

Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′＇－ＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＣＣ－３′
ＧＡＰＤＨ Ｒ：５′－ＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣＣ－３′
Ｅ２Ｆ１ Ｆ：５′－ＡＡＧＡＡＣＣＧＣＴＧＴＴＧＴＣＣＣＧ－３′
Ｅ２Ｆ１ Ｒ：５′－ＧＡＧＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＡＧＴＣＧ－３′

１．４．２　检测细胞本底的 Ｅ２Ｆ１表达　取生长状态
良好的 ＨＯＥＣ、ＳＣＣ９、ＣＡＬ２７、ＴＳＣＣａ和 ＳＣＣ２５细
胞，ＴＲＩｚｏｌ法提取５组细胞总ＲＮＡ，微量分光光度计
测定ＲＮＡ浓度，每组样本按照１μｇ的ＲＮＡ总量进
行反转录反应，生成的ｃＤＮＡ作为模板进行ＲＴＰＣＲ
检测，检测Ｅ２Ｆ１在人舌鳞癌细胞中的本底表达情
况，ＲＴＰＣＲ反应条件同１３１。
１．４．３　Ｅ２Ｆ１敲低慢病毒的感染　取生长状态良好
的ＳＣＣ２５细胞，胰酶消化并计数，以２×１０５个／孔
将细胞接种于６孔板，待细胞完全贴壁后，弃去６孔
板培养上清液，更换为 １ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ，加入按照
ＭＯＩ＝２０的条件计算所需的Ｅ２Ｆ１敲低（ｓｈＥ２Ｆ１）组
和对照（ｓｈＣｔｒｌ）组病毒总量，将病毒滴加于６孔板后
混匀，继续置于培养箱培养，１８ｈ后更换为 ＤＭＥＭ
完全培养液，继续培养３ｄ后检测 Ｅ２Ｆ１的表达效
率。

１．４．４　ＲＴＰＣＲ检测 Ｅ２Ｆ１敲低效率　ＴＲＩｚｏｌ法提
取Ｅ２Ｆ１敲低组和对照组的ＳＣＣ２５细胞的总ＲＮＡ，
测定好浓度后进行 ＲＮＡ的逆转录反应，ＲＴＰＣＲ检
测Ｅ２Ｆ１的敲低效率，实验方法同步骤 １３１，ＲＴ
ＰＣＲ反应完毕后对结果进行统计分析。
１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅ２Ｆ１敲低效率　取
ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组的 ＳＣＣ２５细胞，弃去培养上
清液后，ＰＢＳ清洗细胞１次，加入５００μｌ的 ＲＩＰＡ裂
解蛋白，随后对蛋白浓度进行定量，加入 ５×蛋白
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀后置于１００℃恒温加热板下蛋白
变性 １０ｍｉｎ。配置 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白凝胶，按照 ２０
μｇ／孔蛋白将两组样本蛋白上样，设置电泳仪参数
后进行蛋白电泳。蛋白电泳结束后，进行切胶、转

膜，Ｅ２Ｆ１和ＧＡＰＤＨ一抗按照１∶２０００浓度过夜孵
育，二抗按照１∶５０００室温孵育２ｈ孵育，ＥＣＬ发光
法检测Ｅ２Ｆ１的蛋白表达并对结果进行分析。
１．４．６　ＣＣＫ８实验　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组的
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ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，按照 ２×１０３

个／孔将细胞接种于９６孔板，共接种３块９６孔板，
培养箱中继续培养。待细胞完全贴壁后取出第１块
９６孔板，每孔加入１０μｌＣＣＫ８试剂，３７℃温箱孵育
３ｈ，使用多功能酶标仪检测４５０ｎｍ处的细胞吸光
度，第２、３块板步骤同上，３ｄ后对结果进行分析。
１．４．７　ＥｄＵ实验　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组的 ＳＣＣ
２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，以２×１０５个／孔将细
胞接种于６孔板，待细胞完全贴壁后使用 ＥｄＵ试剂
盒对两组细胞进行ＥｄＵ染料孵育，ｈｏｃｈｅｓｔ对细胞核
进行染色，在荧光显微镜下拍照并对结果进行分析。

１．４．８　细胞克隆形成实验　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ
组的ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，以１×１０３

个／孔将细胞接种于６孔板，培养箱中继续培养，期
间每３ｄ更换１次培养液，１２ｄ后弃去６孔板培养
上清液，使用结晶紫染色５ｍｉｎ，去离子水清洗细胞
３次，拍照并对结果进行分析。
１．４．９　细胞凋亡实验　取ｓｈＥ２Ｆ１组和ｓｈＣｔｒｌ组的
ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，以５×１０５个／样
将细胞收集于无菌ＥＰ管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
后弃上清液，ＰＢＳ洗涤细胞 １次，弃去上清液，用
０５ｍｌｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ染色，吹打混匀，再加入１０μｌＰＩ进行细胞
核染色，吹打混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ，使用ｂｉｎｄ
ｉｎｇｂｕｆｆｅｒ将每个样本补足至１ｍｌ，流式细胞仪进行
细胞凋亡检测并对结果进行分析。

１．４．１０　细胞周期检测　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组
的ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，以 ５×１０５

个／样将细胞收集于无菌ＥＰ管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后弃上清液，ＰＢＳ洗涤细胞１次，弃去上清液，
加入新的１ｍｌＰＢＳ重悬细胞，加入１０μｌＰＩ进行核
染色，吹打混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪
进行细胞周期检测并对结果进行分析。

１．４．１１　细胞划痕实验　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组
的ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消化并计数，以 ５×１０４

个／孔将细胞接种于９６孔板，培养箱中继续培养，待
细胞完全贴壁后使用１０μｌ的无菌枪头对细胞进行
划痕处理，１００μｌＰＢＳ清洗细胞１次，补足１００μｌ无
血清培养液，显微镜下对０ｈ的细胞进行拍照，２４ｈ
后再次对细胞拍照，对结果进行分析。

１．４．１２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　按照１∶８稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基
质胶，２００μｌ的基质胶包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，３７
℃培养箱孵育 ３０ｍｉｎ，使基质胶聚合成凝胶，取
ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组的 ＳＣＣ２５细胞，胰蛋白酶消

化并计数，以５×１０４个／孔将细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
内室，外室添加６００μｌ３０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液，
培养箱中继续培养２４ｈ。２４ｈ后，取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，结晶紫染色５ｍｉｎ，去离子水洗净小室中残留结
晶紫，显微镜下进行拍照并对结果进行分析。

１．４．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ和 ＷＮＴ通路蛋白
表达　取 ｓｈＥ２Ｆ１组和 ｓｈＣｔｒｌ组的 ＳＣＣ２５细胞，通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测 ＷＮＴ信号通路蛋白
ＷＮＴ３Ａ、βｃａｔｅｎｉｎ和ＣＣＮＤ１的表达变化，同时检测
ＥＭＴ标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｓｎａｉｌ的表达
变化，实验方法同步骤１４５，对结果进行分析。
１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计
学分析，计量资料均符合正态分布，以（珋ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　舌鳞癌组织样本中 Ｅ２Ｆ１表达情况　ＲＴＰＣＲ
检测结果显示，相比 Ｎｏｒｍａｌ组（１１２３±０３４８），
Ｔｕｍｏｒ组（４１８３±１６５０）中 Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ表达明显
升高（ＬＳＤｔ＝－７０２５，Ｐ＜０００１）。见图１Ａ。
２．２　Ｅ２Ｆ１细胞本底表达情况　ＲＴＰＣＲ检测结果
显示，相比人口腔上皮细胞 ＨＯＣＥ（１０００±
００２７），Ｅ２Ｆ１在 ＳＣＣ９（２０１１±０１２５）、ＣＡＬ２７
（４９０２±００４９）、ＴＳＣＣａ（３０１６±０４０７）和ＳＣＣ２５
细胞（５９９５±０３７７）中表达均升高（ＬＳＤｔ＝
－１３７２５、－１２１２５７、－８５７１、－２２９１１，均 Ｐ＜
００５），而在ＳＣＣ２５细胞中高表达最为明显，因此，
后续实验使用ＳＣＣ２５作为实验细胞株。见图１Ｂ。
２．３　Ｅ２Ｆ１敲低效率　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，相
比 ｓｈＣｔｒｌ（１００６±０１２７）组，ｓｈＥ２Ｆ１组（０１４５±
００１０）的Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ表达水平明显降低（ＬＳＤｔ＝
１１７１４，Ｐ＜００１）。见图１Ｃ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组（１０００±００３４），ｓｈＥ２Ｆ１组
（０２５６±００７４）的 Ｅ２Ｆ１蛋白表达水平明显降低
（ＬＳＤｔ＝１５７９２，Ｐ＜０００１）。见图 １Ｄ。Ｅ２Ｆ１蛋
白表达结果和ＰＣＲ结果保持一致，均证明成功敲低
了ＳＣＣ２５细胞中Ｅ２Ｆ１基因的表达。
２．４　敲低 Ｅ２Ｆ１后细胞增殖的变化　ＣＣＫ８检测
结果显示，相比ｓｈＣｔｒｌ组，ｓｈＥ２Ｆ１组４８ｈ和７２ｈ细
胞存活能力均明显降低（ＬＳＤｔ＝８７５８、２０３０４，均
Ｐ＜００１）。见图２Ａ。
２．５　敲低 Ｅ２Ｆ１后细胞增殖的变化　ＥｄＵ检测结
果显示，相比ｓｈＣｔｒｌ组（０４３６±００２４），ｓｈＥ２Ｆ１组
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图１　Ｅ２Ｆ１在舌鳞癌组织和细胞中的表达及在ＳＣＣ２５细胞中敲低效率

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２Ｆ１ｉｎｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｅｌｌｓａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２Ｆ１ｉｎｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｂ：ＴｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２Ｆ１ｉｎｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｃ：ＴｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＥ２Ｆ１ｉｎＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｄ：Ｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ

Ｅ２Ｆ１ｉｎＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａ：ＨＯＥＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ＳＣＣ９ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＣＡＬ２７ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＴＳＣＣａｇｒｏｕｐ；ｅ：ＳＣＣ２５ｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜

００１ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＨＯＥＣｇｒｏｕｐ；△△△Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

（０２４７±００１９）细胞 ＥｄＵ阳性细胞比例明显减少
（ＬＳＤｔ＝１０４１３，Ｐ＜０００１）。见图２Ｂ。细胞克隆
形成实验检测结果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组，ｓｈＥ２Ｆ１组
细胞成球能力明显被抑制（ＬＳＤｔ＝８２９０，Ｐ＜
００１）。见图２Ｃ。
２．６　敲低Ｅ２Ｆ１对细胞凋亡的影响　流式检测结
果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组（４６９０±０１３０），ｓｈＥ２Ｆ１组
（１０９３０±０２１０）细胞总凋亡数量明显升高（ＬＳＤｔ
＝－４４４２２，Ｐ＜０００１）。见图２Ｄ。
２．７　敲低Ｅ２Ｆ１对细胞周期的影响　流式检测结
果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组，ｓｈＥ２Ｆ１组处于细胞 Ｇ１期细
胞比例（５１２５０±１１６０ｖｓ５４８３０±０４７０）升高
（ＬＳＤｔ＝－４９６５，Ｐ＜００１），处于 Ｇ２期细胞比例
（１５１１０±０６７０ｖｓ１４０６０±０６９０）降低（ＬＳＤｔ＝
８５７０，Ｐ＜００１），而处于Ｓ期的细胞比例无明显变
化。见图２Ｅ。
２．８　敲低Ｅ２Ｆ１对细胞迁移、侵袭能力的影响　细
胞划痕实验检测结果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组（０６３０±
００１１），ｓｈＥ２Ｆ１组（０４２±００１０）细胞迁移能力明
显被抑制（ＬＳＤｔ＝２３５４３，Ｐ＜０００１）。见图３Ａ。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测结果显示，相比 ｓｈＣｔｒｌ组（１０００
±０１１８），ｓｈＥ２Ｆ１组（０３９０±００３０）细胞侵袭能力

明显被抑制（ＬＳＤｔ＝８６３８，Ｐ＜０００１）。见图３Ｂ。
２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅ２Ｆ１敲低后 ＥＭＴ及
ＷＮＴ通路蛋白表达变化　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，相比ｓｈＣｔｒｌ组，ｓｈＥ２Ｆ１组 ＥＭＴ标志物 Ｅｃａｄｈｅｒ
ｉｎ蛋白表达升高，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｓｎａｉｌ蛋白表达降低
（ＬＳＤｔ＝－７２８６、８４６６、４５８８１，均 Ｐ＜００１）；且
ＷＮＴ信号通路ＷＮＴ３Ａ、βｃａｔｅｎｉｎ和ＣＣＮＤ１蛋白表
达均降低（ＬＳＤｔ＝７８４０５、３９１４１、２０４７１，均 Ｐ＜
０００１）。见图３Ｃ。

３　讨论

　　口腔癌和咽喉癌在全球占第六位，ＴＳＣＣ占口腔
癌的９０％以上［１１］。ＴＳＣＣ起源于口腔黏膜角质形
成细胞，其病因与其他癌症一样，主要因为 ＤＮＡ突
变导致，常自发发生，但化学、物理和微生物诱变剂

会增加患病率［１２］。目前，ＴＳＣＣ的流行病学模式正
在发生变化，其中，ＴＳＣＣ在年轻人中的患病率有所
上升，这与年轻人中较高的烟草和酒精使用有

关［１３］。

　　ＴＳＣＣ由于舌头中发育良好的血管系统和淋巴
系统，发生转移的可能性更高，预后较差［１４］。目前

诊断口腔恶性肿瘤的金标准是对代表性组织进行活

·０３１２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



图２　敲低Ｅ２Ｆ１对ＳＣＣ２５细胞增殖、凋亡及细胞周期的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥ２Ｆ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＣＫ８；Ｂ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥｄＵ；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ；Ｄ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｅ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

检，然后进行组织学评估［１５］。然而，这是一种痛苦

和侵入性的手术，还需要专业的设备和经验丰富的

专业人员。因此，寻找更多、更精确的早期诊断生物

标志物将极大提高口腔癌的患者预后。

Ｅ２Ｆ１由人类Ｅ２Ｆ１基因编码，是在Ｅ２Ｆ家族中
发现的第一个成熟转录激活剂，Ｅ２Ｆ１结构域使其能
够作为转录激活剂驱动基因表达，控制细胞周期从

Ｇ１期有序过渡到 Ｓ期，并增强细胞增殖
［１６］。Ｅ２Ｆ１

对正常细胞稳态也有重要意义，能够独特地诱导细

胞凋亡［１７］。Ｅ２Ｆ１在多种肿瘤组织中观察到高表
达，且与癌症类型的不良预后直接相关，并已被证明

是癌症的关键生物标志物［１８］。

现阶段关于Ｅ２Ｆ１调控 ＴＳＣＣ恶性进展的研究
缺乏，仅有研究［１０］指出Ｅ２Ｆ１在ＴＳＣＣ临床样本中
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图３　敲低Ｅ２Ｆ１对ＳＣＣ２５细胞迁移、侵袭及ＷＮＴ通路蛋白的影响
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Ａ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈｅｓ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴｒａｎｓｗｅｌｌ；Ｃ：ＴｈｅＷＮＴｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｐ＜００１，Ｐ＜

０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

高表达，但其是否会影响肿瘤的进展并未被证实。

基于现有的研究报道，本研究在ＳＣＣ２５细胞中敲低
Ｅ２Ｆ１发现，细胞的增殖能力被抑制，细胞凋亡数增
多，细胞凋亡在多细胞生物的发育中起着至关重要

的作用，它直接影响细胞群体的调节和维持。敲低

Ｅ２Ｆ１导致的 ＳＣＣ２５细胞增殖和存活抑制说明
Ｅ２Ｆ１和ＴＳＣＣ的恶性进展相关，同时在 ＳＣＣ２５中
敲低Ｅ２Ｆ１后，细胞的迁移和侵袭能力明显受到抑
制。综上，Ｅ２Ｆ１可能是 ＴＳＣＣ的促癌基因，这对于
ＴＳＣＣ的病理生理学和肿瘤诊断极有意义。细胞分
裂是细胞增殖和分化过程中调控因子，本研究结果

显示，细胞处于Ｇ１期比例明显增多，相反处于Ｇ２期
细胞比例明显减少，说明敲低 Ｅ２Ｆ１后更多的细胞
被阻滞于ＤＮＡ分裂阶段，细胞将更晚地进入下一个
细胞周期。靶向细胞增殖和凋亡已成为癌症治疗的

一种有吸引力的干预策略，敲低Ｅ２Ｆ１对ＴＳＣＣ细胞
的抑增殖和促凋亡效果也体现出 Ｅ２Ｆ１在临床中的
潜在价值。

本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，敲低 Ｅ２Ｆ１
后，细胞的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，相反 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｓｎａｉｌ表达减少，说明敲低的 Ｅ２Ｆ１可以抑制细胞的
ＥＭＴ转化过程。ＥＭＴ是上皮细胞失去细胞极性和

细胞间黏附力而成为迁移性间充质干细胞的过程，

ＥＭＴ在胚胎发生的不同阶段对细胞分化至关重要，
但当其失调时，间充质细胞的高迁移、侵袭和对凋亡

的抵抗力更高，可能导致癌症的负面结果。敲低

Ｅ２Ｆ１表达抑制 ＴＳＣＣ细胞的转移、侵袭和 ＥＭＴ过
程对 ＴＳＣＣ的治疗具有很大的临床价值，随着
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术和核酸递送载体的快速发展，针
对Ｅ２Ｆ１靶点开发分子靶向药物将变得极有可能。

目前已发现ＷＮＴ信号通路参与多种肿瘤的发
生和发展过程［１９］。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现，在敲低 Ｅ２Ｆ１的 ＳＣＣ２５细胞中，ＷＮＴ通路蛋白
ＷＮＴ３Ａ、βｃａｔｅｎｉｎ和通路下游基因 ＣＣＮＤ１蛋白表
达明显降低，这也初步说明 Ｅ２Ｆ１极可能通过影响
ＷＮＴ信号通路参与 ＴＳＣＣ的恶性进展。本次研究
初步证明Ｅ２Ｆ１作为ＴＳＣＣ细胞中ＷＮＴ通路的一种
调控因子，这种调控关系对于 ＴＳＣＣ的发展至关重
要。

本研究通过在ＴＳＣＣ细胞中敲低 Ｅ２Ｆ１，证明低
表达的Ｅ２Ｆ１抑制细胞的增殖、迁移和侵袭，同时促
进细胞凋亡，这种抑癌作用可能是通过阻断 ＷＮＴ
信号通路的激活而实现。本次研究将为 ＴＳＣＣ的诊
断提供可用的分子标志物，为 ＴＳＣＣ治疗药物的开

·２３１２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＥ２Ｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１（Ｅ２Ｆ１）ｉｎｈｕｍａｎ
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ｃａｒｃｉｎｏｍａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２Ｆ１ｇｅｎｅｉｎＨＯＥＣ，ＳＣＣ９，ＣＡＬ２７，
ＴＳＣＣａａｎｄＳＣＣ２５ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２Ｆ１
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