
口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcino⁃
mas，OSCC）是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，因其

易发生侵袭和转移，导致患者预后较差，术后5年存

miR⁃448通过下调 SPACRL1促进口腔鳞癌增殖及迁移能力的
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［摘 要］ 目的：探讨微小RNA⁃448（miR⁃448）对口腔鳞癌细胞增殖调控作用，筛选并验证相关靶基因。方法：RT⁃qPCR检测

miR⁃448在人口腔鳞癌临床标本中表达；miR⁃448抑制物转染口腔鳞癌细胞系Cal⁃27细胞，MTT实验研究miR⁃448抑制物对细

胞增殖能力的影响；细胞划痕实验检测miR⁃448抑制物对细胞迁移能力的影响。3种基因预测软件筛选出miR⁃448的可能下

游靶基因，实验验证miR⁃448对靶基因的调控作用。结果：RT⁃qPCR分析发现miR⁃448在15对OSCC组织内表达显著升高。与

对照组相比，转染miR⁃448抑制物后，Cal⁃27细胞增殖及迁移能力明显下降；Western blot、RT⁃qPCR结果显示SPARCL1基因的

表达量升高；荧光素酶报告基因实验确定miR⁃448与SPARCL1基因在3′ UTR区存在位点结合。结论：miR⁃448在人口腔鳞癌

临床标本中呈高表达。miR⁃448与SPARCL1⁃3′ UTR的结合，下调 SPARCL1的表达，在口腔鳞癌细胞中发挥癌基因的作用，促

进肿瘤细胞的增殖与迁移。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of miR⁃448 on the proliferation of oral squamous cell carcinoma，and to screen and
verify the relvelant genes. Methods：Using RT⁃qPCR to study the expression of miR⁃448 in human OSCC. Then miR⁃448 inhibitor was
transfected into OSCC cell line Cal⁃27 cells，and the effects of miR⁃448 inhibitor on proliferation and migration of OSCC were detected
by MTT assay and scratch test. In addition，we screened the target gene of miR⁃448 by three gene prediction software，and verify the
regulation of miR⁃448 on target genes. Results：We found that miR⁃448 was significantly increased in 15 pairs of OSCC tissues by RT⁃
qPCR analysis. Compared with the control group，the proliferation and migration of Cal ⁃ 27 cells were significantly decreased after
transfected with miR⁃448 inhibitor. The expression of SPARCL1 gene was increased detected by RT⁃qPCR and Western blot，and the
presence of site ⁃ specific binding of miR ⁃ 448 to the SPARCL1 gene in the 3′ UTR region was confirmed by luciferase reporter.
Conclusions：MiR ⁃ 448 is highly expressed in clinical samples of oral squamous cell carcinoma. miR ⁃ 448 down ⁃ regulates the
expression of SPARCL1 by binding to SPARCL1⁃3′ UTR，playing an oncogene role in oral squamous cell carcinoma and promoting
tumor cell proliferation and migration.
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活率低于50%［1］。其发生发展涉及多种癌基因和抑

癌基因的相互作用，研究探索分子发病机制，设计

有效的靶向治疗方法是研究方向和热点。

MicroRNA是一类大小为 20~25个核苷酸的非

编码小RNA，通过与其靶基因mRNA 3′ UTR区域完

全或不完全配对，在转录后水平调控靶基因表达，

参与调节细胞的分化、增殖和凋亡等［2］，并在肿瘤发

生中起重要作用［3-4］。miR⁃448在多种肿瘤中表达上

调，在乳腺癌等疾病中发挥重要的调控作用［5-6］，但其

在口腔鳞癌中的作用尚不清楚。本课题组前期采

用新一代高通量测序技术，对 10例OSCC样本和癌

旁正常组织样本进行测序，筛选差异表达的microR⁃
NA，发现miR⁃448在口腔鳞癌中表达显著升高［7］。本

研究旨在进一步验证miR⁃448在口腔鳞癌中的表达，

探讨其对口腔鳞癌细胞系增殖及迁移能力的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

15例新鲜的口腔鳞癌组织及其配对癌旁组织

（距离癌灶边缘远端至少2 cm，镜检未见肿瘤细胞）

均为 2013—2014年间在南京医科大学附属口腔医

院颌面外科接受手术切除治疗收集的标本，均为病

理确诊。所有患者在术前均未接受过抗癌治疗，且

获得南京医科大学医学伦理委员会批准及患者书

面知情同意。术中取材后，立即放入盛有 1 mL
RNAlater保存液的无RNA酶冻存管中，后转入-80 ℃
长期保存。口腔鳞癌细胞系SCC⁃9和Cal⁃27由上海

交通大学第九人民医院提供，Cal⁃27细胞培养在低

糖DMEM（含 10％胎牛血清）中，SCC⁃9细胞培养在

含 DMEM/F12、0.4 μg/mL 氢化可的松、丙酮酸钠、

10％胎牛血清的培养基中，培养条件均为37 ℃，5%
CO2饱和湿度培养箱。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR（RT⁃qPCR）
OSCC 组织和细胞总RNA提取按TRIzol说明书

（Invitrogen，Carlsbad，CA公司，美国）进行，按照生产

商的方案转录成的 cDNA。用蛋白核酸分析仪

Gene Spec V测定样品在波长 260 nm及 280 nm处

吸光度的比值（A260/A280）来确定其纯度和浓度。确

保比值在 1.8~2.1之间，若比值在该范围之外，则重

新提取。

按下列组成配制RT⁃PCR反应液：10×One Step
RNA PCR Buffer 5 μL，MgCl2 10 μL，dNTP Mixture
5 μL，RNase Inhibitor、AMV RTase XL、AMV⁃Opti⁃

mized Taq、PCR Forward Primer 、PCR Reverse Prim⁃
er、Experimental Sample 各 1 μL、RNase Free dH2O
24 μL，全量为50 μL。

RT ⁃ PCR 扩增程序：RT 反应：50 ℃ 30 min；
RTase 失活：94 ℃ 2 min。RCR 循环扩增（×30）：

94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min。
miR⁃448 正向引物序列为：5′ ⁃TTGCATATG⁃

TAGGATGTCCCAT⁃3′；miR⁃448 反向引物序列为：5′
⁃ CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTC ⁃AGTT⁃
GAGATGGGACA⁃3′；反应结束后，取PCR扩增产物

4 μL行1%琼脂糖凝胶电泳。

1.2.2 质粒转染

购买由上海 GenePharma 公司设计并合成的

miR⁃448抑制物组（inhibitor）和模拟物组（NC⁃in），参
照 Invitrogen公司的脂质体（1ipofectin 2000）试剂说

明书，分别将miR⁃448 inhibitor和miR⁃448 inhibitor
N.C.转染 2种人口腔鳞癌细胞系。实验分组：miR⁃
448抑制物转染组，加入合成的miR⁃448 inhibitor、脂
质体和培养液；miR⁃448模拟物转染组，加入无关序

列miR⁃448 inhibitor N.C.、脂质体和培养液；空白对

照组，仅加入培养液。将上述 3组细胞在培养箱中

培养48 h，PBS清洗3遍，收集各组细胞，参照上述提

取Small RNA，在Rotor⁃Gene® Q实时荧光定量PCR
仪上，以U6作为内参基因检测各组中miR⁃448表达

情况，计算方法为2-ΔΔCT相对定量法，重复3次，验证

转染效率。

1.2.3 细胞增殖检测

将转染miR⁃448抑制物的OSCC细胞及相应对

照细胞用MTT法检测降低miR⁃448表达对肿瘤细胞

生长的影响。收集处于对数生长期的细胞接种于

24孔板，每孔接种1×104个细胞，按上述方法转染细

胞，每组细胞设置 3个复孔。将培养板在培养箱孵

育一段时间，分别在转染后0、24、48、72 h进行细胞

增殖检测。向每孔中加入10 μL CCK⁃8溶液（CCK⁃8
与反应体系溶液体积比为 1∶10），将培养板在培养

箱中内孵育 2 h。用酶标仪（Labsystems，SantaFe，
NM，美国）测定 450 nm处的吸光度，以不加任何细

胞的空白对照孔调零。实验重复3次。以时间为横

坐标，3个复孔的平均光吸收值为纵坐标，绘制生长

曲线。

1.2.4 划痕试验

将瞬时转染 48 h后的实验细胞接种于 6孔板，

过夜培养至细胞铺满 6孔板；用 20 μL枪头垂直于

培养板在培养孔正中划线，PBS洗去脱落细胞，然后
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换含 1%血清的培养液，选择 3~6处拍照记为 0 h；
24、36、48 h后对标记处进行拍照。

1.2.5 靶基因预测

运用 3个在线基因预测软件：miRanda（http：//
www.microrna.org/microrna/home.do）、TargetScan（http：
www.targetscan.org）、TarBase（http：//diana.cslab.ece.
ntua.gr/tarbase），预测miR⁃448的下游靶基因。

1.2.6 靶基因蛋白质表达验证

使用Cal⁃27细胞系，分别转染miR⁃448 inhibitor
和miR⁃448 inhibitor N.C.，转染后进行RT⁃qPCR和

Western blot 实验。比较两组中靶基因的蛋白表

达，以确定miR⁃448影响肿瘤细胞周期进程和凋亡

的机制。

1.2.7 免疫印迹试验（Western blot）
使用裂解缓冲液（BioRad公司，美国）从OSCC

细胞中提取总蛋白。使用BCA蛋白质测定试剂盒

（Pierce，罗克福德，IL，美国）进行对裂解物的分析。

10％聚丙烯酰胺凝胶电泳，并转移到聚偏氟乙烯

膜。分别用封闭液将内参一抗（ab87077，1∶500，Ab⁃
cam公司，英国）稀释后，4 ℃孵育过夜，用TBST在室

温下脱色摇床上洗 4次，每次 10 min。同上方法准

备二抗稀释液（BA1055，1∶1 000，武汉博士德公司）

并与膜接触，室温下孵育 1 h后，用 TBST在室温下

脱色摇床上洗 5次，每次 10 min，进行化学发光反

应。随后，通过增强检测蛋白条带化学发光法

（ECL），并使用VersaDoc⁃MP成像可视化系统（Bio⁃
Rad公司，美国）将胶片进行扫描，用凝胶图像处理

系统分析目的条带的净光密度值。使用兔单克隆

抗β肌动蛋白抗体（BM0627，武汉博士德公司），将

蛋白水平标准化为β⁃肌动蛋白。

1.2.8 载体的构建和荧光素酶报告实验

利 用 PCR 方 法 ，根 据 SPARCL1（Human）3′
UTR 序列信息设计其扩增引物，以 293T 细胞基因

组DNA 为模板 PCR 扩增 SPARCL1基因的 3′ UTR
序列，将其克隆到 pmiR⁃RB⁃REPORT™双荧光素酶

报告载体中，所用载体的报告荧光为hRluc，校正荧

光为hluc（做内参校正），设计扩增引物如下：

h⁃SPARCL1⁃3UTR⁃F（XhoⅠ）：5′ ⁃CTTGACTC⁃
GAGACGAAGATTTTAAAGAACTC⁃3′；h⁃SPARCL1⁃
3UTR⁃R（NotⅠ）：5′⁃ATTGCGGCCGCTTATGGACTC⁃
TTTATTAGG⁃3′。

总体系为 30 μL，具体是 5× Prime STAR Buffer
6 μL，2.5 mmol/L dNTPmix 2 μL，上 下 游 引 物

（10 μmol/L）各 1 μL，PrimeSTAR HS DNA 聚合酶

（2.5 U/μL）0.3 μL，DNA 模板 1 μL（约100 ng），用灭

菌水补足 30 μL 体系。反应条件为（降落 PCR）：

98 ℃ 2 min预变性，循环内 98 ℃ 10 s变性，从 65 ℃
每个循环降 1 ℃退火，72 ℃延伸 20 s，10个循环；在

60 ℃退火，进行15个循环；72 ℃继续延伸 2 min，然
后 4 ℃保存。PCR 反应完取2 μL PCR 产物进行1%
琼脂糖电泳分析，切胶纯化回收。用XhoⅠ，NotⅠ对

上述PCR 产物和载体进行双酶切，酶切反应体系如

下：10× 缓冲液 4 μL，DNA 约2 μg，内切酶（10 U/μL）
各 1 μL，灭菌去离子水补足到 40 μL。反应条件

37 ℃，4 h。酶切后回收纯化酶切产物。用 solutionI
连接酶与荧光素酶报告载体连接，转化DH5α感受

态大肠杆菌，提取质粒，XhoⅠ和NotⅠ双酶切初步

鉴定，测序。后将野生型（WT）或突变型（Mut）质粒与

miR448或NC共转染到Cal27细胞中。取连接产物加

到 100 μL DH5α感受态细胞中，混匀，冰浴 30 min。
将上述转化液置于42 ℃水浴90 s，取出后立即置于

冰浴中放置2~3 min。向其中加入900 μL 37 ℃预热

的LB（不含抗生素）培养基，150 r/min、37 ℃振荡培

养 45 min。2 500 r/min离心 5 min，将上清液吸走，

留 100 μL混匀菌液，加到含Amp抗生素LB固体琼

脂培养基上（抗生素浓度 100 μg/mL），用无菌弯头

玻棒轻轻将细胞均匀涂开。待平板表面干燥后，倒

置平板，37 ℃培养 12~16 h。挑取 5个菌落，进行

PCR测定。后进行细胞转染，于 37 ℃、体积分数

5% CO2、饱和湿度的培养箱中，用含体积分数 10%
胎牛血清的 DMEM 高糖培养基培养 293T 细胞，转

染复合物的制备：根据预试验结果比例（50∶1），将

实验载体分别与内参载体进行混合，按照实验组的

设计方案，在20 μL无血清高糖 DMEM 中加入混合

好的载体质粒 DNA 0.1 μg，混匀后在室温下孵育

15~20 min；每孔加入 20 μL转染复合物，每组设 3
个复孔，轻轻吹吸混匀，置于 5% CO2 培养箱中

37 ℃ 静置培养，转染后培养48 h。后用PBS液润洗

3次，加入PLB裂解液，轻轻晃动。向检测管内加入

100 μL LAR Ⅱ，设定好程序，转移 20 μL裂解液到

检测管中，上机检测，按双荧光素酶报告基因荧光

素酶检测系统（ZZE1980；Promega公司，美国）进行

检测，计算相对荧光强度。

1.3 统计学方法

实验均重复3次，实验数据用均数±标准差（x ±

s）表示，采用 t检验和方差分析，两两比较采用 S⁃N⁃
K法，SPSS 13.0统计软件包分析，P ≤ 0.05为差异有

统计学意义。
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2 结 果

2.1 miR⁃448在口腔鳞状细胞癌组织和细胞内的表达

通过RT⁃qPCR分析miR⁃448在 15对口腔鳞状

细胞癌组织及相应癌旁组织中的表达，发现14对样

本中，OSCC癌组织miR⁃448相对癌旁组织表达增高

（图1A）。同时检测miR⁃448在口腔鳞癌细胞系Cal⁃
27和 SCC⁃9内的表达情况，可以看出miR⁃448在人

口腔鳞癌细胞株Cal⁃27中表达较 SCC⁃9高。因此，

选取Cal⁃27细胞株用于后续体外细胞实验（图1B）。

2.2 转染miR⁃448抑制物对口腔鳞癌细胞增殖能

力的影响

为了验证miR⁃448在OSCC细胞系内的作用，构

造miR⁃448抑制物（inhibitor）和模拟物（NC）转染入

Cal⁃27细胞系内，通过RT⁃qPCR确认miR⁃448在Cal
⁃27细胞系内表达被抑制（图2A）。随后通过MTT实

验观察转染miR⁃448抑制物后OSCC细胞增殖能力

的变化。发现相对于对照组，转染miR⁃448抑制物

组 Cal⁃27细胞增殖能力降低（图 2B），提示miR⁃448
可能有促进OSCC增殖的作用。

2.3 miR⁃448抑制物抑制Cal⁃27细胞系的迁移能力

通过划痕试验研究转染miR⁃448抑制物对于

OSCC细胞迁移能力的改变。如图3显示，相比于空

白组和对照组，在miR⁃448 抑制物转染Cal⁃27后，显

著抑制肿瘤细胞的迁移能力。

2.4 miR⁃448直接抑制SPARCL1的表达

首先通过 3种基因预测软件筛选出 SPARCL1
作为 miR⁃448 的下游靶基因（图 4A），miR⁃448 与

SPARCL1 在 3′ UTR 区存在结合位点。为了验证

miR⁃448与SPARCL1之间的关系，通过RT⁃qPCR和

Western blot分析在Cal⁃27细胞系中沉默miR⁃448后
SPARCL1的变化。结果表明，与对照组（NC）相比，

转染miR⁃448 抑制物后，Cal⁃27细胞系中 SPARCL1
基因的表达量升高，提示miR⁃448抑制SPARCL1的
表达（图4B，C）。为了进一步验证miR⁃448直接作

用于 SPARCL1，进行了荧光素酶报告基因实验。

结果显示，miR⁃448 对野生型 SPARCL1表达有明

显的下调作用，暗示 miR⁃448 直接靶向作用于

SPARCL1（图 4D）。

3 讨 论

OSCC是头颈部肿瘤中发病率最高的恶性肿

瘤［8］。近年来，研究者们发现一类新的非编码

RNA，即微小 RNA（microRNA或miRNA），在 OSCC
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物和模拟物后miR448的表达水平

Figure 2 RT qPCR results（A）and MTT assay results（B）
of expression levels of miR⁃448 ransfected with
miR⁃448 inhibitor（miR⁃448）or negative control
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的发病及侵袭中发挥着至关重要的作用［9-11］。目

前，OSCC差异表达miRNAs的研究，已引起国内外

学者关注。Li 等［12］发现miR⁃24可靶向作用于 p53
基因，miR⁃24高表达促进了OSCC细胞的增殖。其

后，Lynch等［13］发现，miR⁃24还可以靶向作用于细胞

周期蛋白依赖的激酶抑制子CDKN1B，过表达miR⁃
24可以下调CDKN1B的表达，进而促进细胞增殖，

抑制细胞凋亡。Reis等［14］研究表明miR⁃21可结合

于抑癌基因PDCD4的 3′ UTR，降低其在OSCC中的

表达，此过程与OSCC侵袭和转移关系密切。Jiang
等［15］报道，在舌鳞癌患者中miR⁃138表达下降，从而

导致其靶基因RhoC和ROCK2的表达升高，促进了

舌鳞癌的转移。其后Liu等［16］发现miR⁃138可通过

调控 EMT 途径从而影响舌鳞癌细胞的侵袭和转

移。随着研究的增多，越来越多的miRNAs在OSCC
中被发现，然而对于OSCC发病和转移起关键作用

的miRNAs仍不清楚。

关于miRNA⁃448的研究最早于2009年报道［17］，

在牛肺泡巨噬细胞中发现了miR⁃448，并推测其与

细胞的增殖、凋亡及免疫应答密切相关。近几年，

国内外miR⁃448报道日益增多，我国学者 Li等［5］最

早报道了miRNA⁃448与肿瘤的关系，阿奇霉素化疗

后乳腺癌细胞中miR⁃448的表达显著下调，进而导

致miR⁃448的靶基因 SATB1表达上调，引起 Twist1
的表达升高，并激活NF⁃kB信号通路，引起化疗诱导

的肿瘤细胞EMT的发生。

基于课题组前期运用高通量深度测序技术构

建口腔鳞癌miRNA表达谱，发现miR⁃448在口腔鳞

癌中高表达。对其miR⁃448功能研究也证实，相对

于癌旁正常组织，在口腔鳞癌组织中表达显著增

高。本实验研究了miR⁃448对口腔鳞状细胞癌组织

和口腔鳞癌细胞株Cal⁃27内表达的情况，并且发现

miR⁃448可能通过下游基因 SPARCL1促进OSCC的

增殖和转移。研究结果显示在15对OSCC及相应癌

旁非肿瘤口腔组织中，miR⁃448在OSCC组织内表达

显著升高。故初步推断其在口腔鳞癌细胞中可能

起到促癌基因的作用。

本研究构建miR⁃448抑制物组（inhibitor）和模

拟物组（NC）转染入Cal⁃27细胞系内，通过RT⁃qPCR
确认miR⁃448在Cal⁃27细胞系内表达被抑制，研究

发现Cal⁃27细胞系在转染miR⁃448 抑制物后，相较

于miR⁃448 模拟物组，肿瘤细胞的增殖和迁移能力

图3 通过划痕试验显示miR⁃448 inhibitor显著的抑制Cal⁃27细胞的迁移能力（×40）
Figure 3 Transient transfection of miR⁃448 inhibitor significantly reduce migration of Cal⁃27 cells（×40）
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图4 miR⁃448直接抑制SPARCL1的表达

Figure 4 miR⁃488 inhibited SPARCL1 mRNA and protein expression directly

明显减弱，这说明miR⁃448对肿瘤细胞的增殖能力

具有促进作用，因此认为miR⁃448可能在肿瘤的转

移和增殖过程中起着重要作用。为了进一步研究

miR⁃448调控OSCC的具体机制，通过基因测序软件

发现SPARCL1可能作为miR⁃448的下游靶基因，通

过免疫荧光素酶报告和Western blot证明miR⁃448
特异的结合于 SPARCL1 3′ UTR区，抑制 SPARCL1
蛋白表达。

早期研究发现，SPARCL1被看作是肿瘤抑制基

因，其可结合 I型胶原，减少细胞黏附和抑制成纤

维细胞迁移，抑制胰腺癌转移，但分子机制尚不清

楚［18］。近来研究发现，SPARCL1可抑制I型胶原介导

的RhoC通路调节上皮细胞的迁移，SPARCL1缺失可

促进前列腺癌细胞的迁移和侵袭［19］。Li等［20］对1 072
例胃癌组织样本研究发现，较正常组织相比，SPAR⁃
CL1在胃癌组织中的表达显著下降。SPARCL1在

不同肿瘤组织中表达情况不一，其基因表达及其调

节机制有待进一步研究。

综上所述，在口腔鳞癌组织中miR⁃448表达上

调，miR⁃448通过与 SPARCL1⁃3′ UTR的结合，负向

调控SPARCL1表达，在口腔鳞癌细胞中发挥癌基因

作用，促进肿瘤细胞的增殖与迁移。因此，可以将

miR⁃448作为口腔鳞癌基因治疗潜在的候选靶点。
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