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miRNA-181a-5p对人口腔癌细胞CAL27生物学行为的影响

宋静,营秀,吴丹凤,李瑞华

(蚌埠医学院口腔医学院,安徽 蚌埠 233030)

摘 要:目的 探讨 miRNA-181a-5p对人口腔癌细胞CAL27增殖、迁移和侵袭生物学特性的影响。方法 运用脂质体

介导的转染方法将 miRNA-181a-5p转染入口腔癌细胞CAL27,通过CCK-8法检测转染 miRNA-181a-5pmimic后对口

腔癌细胞CAL27的增殖生物学特性的改变,通过细胞迁移实验、细胞侵袭实验,检测口腔癌细胞CAL27迁移和侵袭生

物学特性的变化。结果 CCK-8法检测结果显示,将 miRNA-181a-5p的水平上调后,口腔癌细胞CAL27的增殖能力明

显下降(P<0.05),细胞迁移和侵袭活性明显低于空白组(P<0.05)。结论 miRNA-181a-5p的表达参与口腔细胞癌

的发生及发展过程,miRNA-181a-5p的高表达可对口腔癌细胞CAL27发挥负性调控作用。
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EffectsofmiRNA-181a-5ponthebiologicalbehaviorofhumanoralcarcinomacelllineCAL27

SongJing,YingXiu,WuDanfeng,LiRuihua

(SchoolofStomatology,BengbuMedicalCollege,Bengbu233030,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofmiRNA-181a-5ponthebiologicalbehaviorsincluding
proliferation,migrationandinvasionofhumanoralcarcinomacelllineCAL27. Methods ThemiRNA-181a-
5pwastransfectedintothehumanoralcarcinomacelllineCAL27byusingthelipofectaminetransfectionmeth-
od.ThebiologicalbehaviorchangesoforalcarcinomacelllineCAL27transfectedbymiRNA-181a-5pmimic
weredeterminedbyCCK-8method.Themigratingandinvasivebiologicalbehaviorchangesoforalcarcinoma
celllineCAL27weredeterminedbycellmigrationtestandcellinvasiontest. Results CCK-8testresults
showedthataftertheexpressionofmiRNA-181a-5pwasupregulated,theproliferationabilityoforalcarcinoma
celllineCAL27weremarkedlydecreased(P<0.05),andthecellmigrationandinvasionabilitiesweresignifi-
cantlyloweredthanthoseoftheblankgroup(P<0.05). Conclusion TheexpressionofmiRNA-181a-5pis
involvedinthegenesisanddevelopmentoforalcellcarcinoma.HighexpressionofmiRNA-181a-5pcannega-
tivelyregulateoralcarcinomacellCAL27.
  Keywords: oralneoplasms;miRNA-181a-5p;cellproliferation;cellmovement;cellinvasion

  恶性肿瘤是严重危害人类健康的重大疾病之一,
口腔癌是头颈部恶性癌的一种,其中90%是口腔鳞状

细胞癌,其致死率高,并且其治疗常伴有功能缺陷和毁

容[1]。微小RNA(microRNA,miRNA)近来受到了人

们的关注。microRNAs是一类长18~24nt的小分子

非编码RNA,它能够介导基因的表达,调控转录水平,

进而影响 miRNA的翻译过程。最近研究表明,miR-
NA对基因表达的调控在多种细胞过程中发挥作

用[2]。miRNA-181a-5p作为miRNAs家族成员之一,
是近年来新发现的一类具有肿瘤抑制作用的 miR-
NA,可以靶向作用于多个肿瘤相关基因,参与肿瘤的

生长、侵袭、转移等[3]。但是 miRNA-181a-5p在口腔
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鳞状细胞癌细胞增殖、迁移及侵袭过程中发挥的作用

及相 应 机 制 尚 不 清 楚。本 研 究 选 择 口 腔 癌 细 胞

CAL27为模型,通过转染 miRNA-181a-5pmimic增

加口腔癌细胞 miRNA-181a-5p的表达水平,以探讨

miRNA-181a-5p与口腔癌细胞CAL27增殖、侵袭和

迁移生物学特性的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人口腔黏膜角化细胞(humanoral
keratinocytes,HOK)和口腔癌细胞CAL27均购自中

国科学院上海细胞生物所。

1.1.2 试剂 转染试剂Lipofectamine2000和 miR-
NA-181a-5pmimic(购自上海吉玛制药技术有限公

司)、胎牛血清(购自杭州四季青公司)、RPMI1640培

养基(购自 Hyclone公司)、CCK-8检测试剂盒(购自

碧云天公司)、结晶紫染液(购自武汉阿斯本生物技术

公司)、DMSO(购自美国Sigma公司)、Transwell侵

袭小室(购自美国Corning公司)、Matrigel(购自BD
公司)、Trizol试剂(购自Invitrogen公司)、逆转录

(RT)试剂盒(购自Toyobo公司)、PCR试剂盒(购自

Fermentas公司)、Bulge-LoopTM miRNA 定量聚合

酶链反应(PCR)引物试剂盒(购自武汉金开瑞生物工

程有限公司)。

1.1.3 仪器 恒温培养箱(美国热电公司);酶标检测

仪(Diatek公司);净化工作台(苏州泰安空气技术公

司);普通光学显微镜(日本 Olympus公司);Mini-
Prote电泳仪(美国伯乐公司);荧光定量PCR仪(Life
technologies公司);高速冷冻离心机(意大利 ALC公

司);流式仪(BD公司);Milli-QBiocel超纯水仪(美国

Millipore公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人口腔黏膜角化细胞 HOK及口

腔鳞癌CAL27采用RPMI1640培养液,含10%胎牛

血清、1%青霉素、链霉素。细胞在37℃、饱和湿度、

5%CO2 培养箱中培养。当细胞铺满瓶底后,使用2.5
g/L-1的胰蛋白酶消化,传代培养。按照4℃1h,-20℃
2h,-70℃4h的顺序降温后保存。

1.2.2 实时定量PCR检测细胞中 miRNA-181a-5p
的miRNA表达水平 严格按Trizol试剂盒说明书操

作,分别从 HOK及CAL27细胞中提取总 miRNA。
按照组织和细 胞 miRNA 抽 提 试 剂 盒 说 明 书 提 取

miRNA,第一链cDNA的合成采用 M-MLVReverse
Transcriptase 试 剂 盒 进 行 (ELK Biotechnology,

EQ002)及按照实时定量 PCR 试 剂 盒 说 明 书 检 测

miRNA-181a-5p。以逆转录产物为模板,在实时荧光

定量PCR仪上进行PCR扩增。实时荧光定量PCR

是在Lifetechnologies公司的StepOneTM Real-Time
PCR仪上完成,每个样品均作3个复孔,使用EnTur-
boTMSYBRGreenPCRSuperMix试剂盒进行(ELK
Biotechnology,EQ001)。PCR 反 应 体 系:5μl2×
MasterMix,2.5μmol/L5′及3′引物各1μl,1μl逆转

录产物,加灭菌双蒸水至20μl。反应程序为:95℃预

变性30s,95℃5s,58℃30s,72℃30s,共40个循

环。溶解曲线反应程序:60℃~95℃,每20s升温

1℃。采用相对定量方法计算 miRNA相对表达量,计
算公 式 为:相 对 miRNA 表 达 量=2-(ΔCT样品-ΔCT对照)。

miRNA-181a-5p及其内参 U6的引物购于武汉金开

瑞生物工程有限公司,以此测定miRNA-181a-5p的相

对表达水平。

1.2.3 miRNA-181a-5p及其阴性对照序列的构建 
miRNA-181a-5p:5′-GGGGAACATTCAACGCTGT-
3′阴 性 对 照 序 列:5′-CTCAACTGGTGTCGTG-
GAGTC-3′(由上海吉玛制药技术有限公司合成),阴
性对照序列与人类基因组非同源。

1.2.4 实验分组 实验随机分为3组:空白组、miR-
NA-181a-5pmimic阴 性 对 照 组(NC mimic组)和

miRNA-181a-5pmimic转染组。其中空白组未应用

任何试剂,阴性对照组和 miRNA-181a-5p转染组分

别应用miRNA-181a-5pNC阴性对照序列和 miRNA-
181a-5pmimic序列进行转染。

1.2.5 microRNA 瞬 时 转 染 在 转 染 前1d,用

0.25%胰酶消化CAL27细胞,调整细胞密度为1×
104 个/毫升,接种于48孔细胞培养板中,待细胞融合

度为30% ~50% 时进行转染,具体步骤参考脂质体

LipofectamineTM2000说明书:首先分别将转染物、
脂质体Lipofectamine2000与RPMI1640培养基按照

1∶50的比例混匀,静置5min,随后将两种混合液体

混匀,静置20min即获得转染复合物,随后将混匀物

转移至特殊培养皿中(无抗生素、无血清)培养6h后

更换新鲜含10%胎牛血清的培养液继续培养(无抗生

素)48h,获得的细胞备用。

1.2.6 CCK-8法检测 miRNA-181a-5p对细胞增殖

能力的影响 将 miRNA-181a-5pmimic以及 miR-
NA-181a-5pNC阴性对照转入CAL27细胞后,重新将

各组细胞消化为单细胞悬液。收集对数生长期的口腔

癌细胞CAL27,用无血清的RPMI-1640培养液重悬,
调整细胞密度1×105 个/毫升,在96孔板中接种细胞

悬液100微升/孔,每组设定5个复孔,放置在37℃、

5%CO2 培养箱孵育,待细胞贴壁后按转染试剂盒说

明书以最适浓度转染,并在转染24h、48h、72h、96h、

120h时分别取各时段的细胞,加入10μlCCK-8溶

液,37℃、含5%CO2 的培养箱孵育1h。使用酶标仪
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检测波长为450nm时各孔的吸光度(OD)值,并绘制

细胞增殖曲线。实验重复进行3次。

1.2.7 miRNA-181a-5p转染的口腔癌细胞CAL27
迁移实验 取对数生长期CAL27口腔癌细胞,使用

2.5g/L胰消化酶消化后使用无血清RPMI1640培养

液,100μl细胞悬液加入Transwell上室,调整细胞密

度为1~2×105 个/毫升的细胞悬液,后将Transwell
小室放置于37℃、含5%CO2 的培养箱里培养10h,
进行固定细胞及染色。Transwell小室放于含500μl
PBS的24孔板中,用移液器移除Transwell小室下层

腔室,轻轻吸弃 Transwell上室内的液体,Transwell
小室放于600μl细胞固定液中,湿棉签轻轻擦除Tr-
answell滤膜上层中未迁移的残留口腔癌细胞,PBS液

洗涤滤膜3次,甲醇固定30min后行0.1%结晶紫染

色20min,PBS冲洗。荧光显微镜下观察并拍照,计
数穿过微孔移到滤膜下层的小室下表面附着的迁移细

胞总数,选取中央及四周5个视野计数并取其平均值。

1.2.8 miRNA-181a-5p转染的口腔癌细胞CAL27
侵袭实验 将Transwell小室的底部上表面铺适量厚

度的8mg/ml的基质胶,40℃进行风干。以1~2×
106 个/毫升细胞接种于24孔板,培养至汇合度75%
时,更换无血清RPMI1640培养基培养过夜。调整细

胞至1~2×105 个/毫升,取100μl加入 上 室 内,

600μl含血清的RPMI1640培养基加入下室,放置于

37℃、50ml/LCO2 的培养箱里培养24h,进行固定细

胞及染色。Transwell小室放于含500μlPBS的24
孔板中,用移液器移除Transwell小室下层腔室,轻轻

吸弃 Transwell上室内的液体,Transwell小室放于

600μl细胞固定液中,湿棉签轻轻擦除Transwell滤

膜上层中未侵袭的残留口腔癌细胞,PBS液洗涤滤膜

3次,甲醇固定30min后行0.1%结晶紫染色20min,

PBS冲洗。荧光显微镜下观察并拍照,计数小室下表

面附着的侵袭细胞数,选取中央及四周5个视野计数

并取其平均值。

1.2.9 统计学方法 所有数据均使用SPSS20.0统

计软件进行分析。各组间的计量资料采用(췍x±s)表
示,组间数据比较采用独立t检验,P <0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 miRNA-181a-5p在 HOK及CAL27细胞的表

达 miRNA-181a-5p在人口腔癌细胞CAL27中表达

量显著低于人正常口腔黏膜角化细胞 HOK(P <
0.05),见图1。提示 miRNA-181a-5p在人口腔癌细

胞CAL27中呈低表达。

图1 miRNA-181a-5p在 HOK和CAL27中的表达水平

2.2 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞CAL27增

殖生物学特性的影响 CCK-8法测定细胞的生长曲

线,结果显示miRNA-181a-5p转染组明显抑制了细胞

的增殖,与空白组、阴性对照组相比差异有统计学意义

(P<0.05),空白组、阴性对照组相比差异无统计学

意义(P>0.05),见图2。

图2 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞

CAL27增殖特性的影响

2.3 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞CAL27迁

移生物学特性的影响 体外迁移实验结果显示,与空

白组、阴性对照组相比,转染 miRNA-181a-5pmimic
后,CAL27细胞的迁移能力显著降低(P<0.05),而
空白组与阴性对照组的差异无统计学意义,见图3。

2.4 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞CAL27侵

袭生物学特性的影响 侵袭基底膜实验结果显示:

miRNA-181a-5p转染能够降低CAL27细胞的侵袭能

力,结果见图4。与空白组、阴性对照组相比,miRNA-
181a-5p转染组CAL27细胞的侵袭能力显著降低(P
<0.05)。

3 讨论

微小 RNA(microRNA,miRNA)是当前研究的

热点之一,有报道揭示[2],miRNA通过作为抑癌基因

或致癌基因的功能,促进了人类癌症的发生发展。

miRNA广泛参与了口腔癌的调控中,但是具体机制

尚不明确,需进一步探讨,为临床诊疗提供新方向。例
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                    A

图3 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞

CAL27迁移特性的影响

注:A为Transwell滤膜下层细胞;A1为空白组;A2为阴性组;

A3为转染组。

                        B

图4 转染 miRNA-181a-5p对口腔癌细胞

CAL27侵袭特性的影响

注:B为Transwell滤膜下层细胞结晶紫染色;B1为空白组;B2
为阴性组;B3为转染组。

如,miRNA-34a在衰老过程中大量增加,在人类癌症

中经常下调。此外,miRNA-34a的异位过表达抑制了

肿瘤 的 生 长[4]。这 一 信 息 促 使 我 们 研 究 miRNA-
181a-5p在口腔鳞状细胞癌发育中的表达和作用,因
为miRNA-181a-5p在口腔鳞状细胞的衰老过程中被

发现显著升高。
人类miRNA-181家族主要有6个前体序列:hsa-

miRNA-181a-1、 hsa-miRNA-181a-2、 hsa-miRNA-
181b-1、hsa-miRNA-181b-2、hsa-miRNA-181c和hsa-
miRNA-181d,分别表达8种成熟序列:hsa-miRNA-
181a-5p、hsa-miRNA-181a-3p、hsa-miRNA-181a-2-
3p、hsa-miRNA-181b-5p、hsa-miRNA-181b-3p、hsa-

miRNA-181c-5p、hsa-miRNA-181c-3p 和 hsa-miR-
NA-181d-5p。hsa-miRNA-181a-5p 是 miRNA-181a
的成熟体形式之一,研究发现其可参与卵巢癌的发生

等多种生物学过程[5]。miRNA-181a在癌症方面研究

广泛,有研究发现 miRNA-181a在胃癌[6]、乳腺癌[7]、
唾腺样囊性癌[8]、食管癌[9]、肝癌[10]、肠癌[11]、卵巢

癌[12]、乳腺癌[13]及结肠直肠癌[14]等肿瘤的发生、发
展、侵袭和转移中发挥重要的调控功能。miRNA-
181a在基因组中表现进化保守性,参与细胞的分化调

控,它能够减少多种细胞增殖并诱导细胞凋亡,且在不

同组织细胞中具有差异性的表达[15]。miRNA-181家

族可作为抑癌因子参与调控细胞的增殖、侵袭和转移

过程,在胃癌发生发展的过程中,HashimotoY等[16]

上调 miRNA-181c和 miRNA-340表达后,胃癌细胞

增殖明显降低,提示 miRNA-181c能够通过抑制肿瘤

细胞增殖从而在胃癌发生发展的过程中发挥抑癌基因

的作用。CuiM 等[17]研究表明,miRNA-181c在胃癌

及血液标本中过表达后能显著抑制胃癌细胞增殖,且

miRNA-181c的表达与组织分级、临床分期和不良预

后的关系紧密。miRNA-181家族参与多种肿瘤侵袭

转移过程。有研究报道[18]miRNA-181家族都能够在

恶性胶质瘤迁移侵袭的过程中扮演抑癌基因的角色。

ParikhA等[12]报道揭示与早期卵巢癌比较,晚期卵巢

癌miRNA-181a表达明显异常,但是 miRNA-181a的

表达与卵巢癌患者短时间复发及不良预后关系紧密,
过表达 miRNA-181a后提高卵巢癌细胞增殖、迁移、
侵袭及诱导化疗药物出现耐药性,促进肿瘤向远处传

播扩散,低表达 miRNA-181a后则出现相反的情况,
表明miRNA-181a在卵巢癌迁移侵袭的过程中发挥

促癌基因的作用。WangY等[19]研究表明在乳腺癌

组织中,过表达 miRNA-181家族进而下调其靶点

ATM 的表达,从而提高乳腺癌肿瘤干细胞的活性,提
高其迁移侵袭的能力。

在日益老化的口腔角化上皮细胞中,miRNA-
181a是过表达的 miRNAs之一,细胞老化过程与肿

瘤发生发展的过程完全不同,肿瘤抑制通路介导了此

过程,从而推断miRNA-181a可能与口腔鳞状细胞癌

的发生发展关系紧密。Shin等[20]在正常口腔黏膜角

化上皮细胞和众多口腔癌细胞中检测了 miRNA-181a
表达水平,结果证明与正常口腔黏膜角化上皮细胞中

表达量相比较,miRNA-181a在所有口腔鳞状细胞癌

细胞中的表达量呈低表达;而将转染有能上调 miR-
NA-181amimic的肿瘤细胞与空白组细胞相比较,揭
示前者细胞的增殖、迁移及侵袭能力都受到显著抑制,
证实miRNA-181a能够抑制肿瘤的恶性行为,并有可

能成为癌症治愈的一种新靶标。
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miRNA-181a-5p是 miRNA-181a家族中重要的

一类成员,与肿瘤关系颇为密切,其表达异常可引起细

胞功能障碍。目前关于 miRNA-181a-5p在口腔鳞状

细胞癌中的表达情况及在口腔鳞状细胞癌中的功能研

究比较少见。为了明确 miRNA-181a-5p对口腔鳞状

细胞癌增殖、迁移及侵袭等生物学特性的作用,本研究

运用脂质体介导的转染方法将 miRNA-181a-5pmim-
ic转染入口腔癌细胞CAL27,通过CCK-8法检测转

染miRNA-181a-5pmimic后对口腔癌细胞CAL27的

增殖生物学特性的改变,通过Transwell法检测细胞

迁移、Transwell法检测细胞侵袭。结果表明,与空白

组相比,转染组其增殖、迁移及侵袭生物学特性明显下

降,miRNA-181a-5p的高表达可明显抑制口腔癌细胞

CAL27增殖、迁移及侵袭,证实 miRNA-181a-5p在口

腔癌细胞CAL27增殖迁移侵袭过程中发挥负性调控

作用,但对于其具体机制还不明确,本课题将在后续的

实验中进行更深层次的探讨。
综上所述,本研究证实miRNA-181a-5p的表达参

与口腔鳞状细胞癌的发生发展过程,miRNA-181a-5p
的高表达可对口腔癌细胞 CAL27发挥负性调控作

用。高表达 miRNA-181a-5p可抑制 CAL27的细胞

增殖、迁移及侵袭能力。本研究表明 miRNA-181a-5p
在口腔癌中发挥抑癌作用,其可能会成为口腔癌治疗

的新靶点。随着科学技术的发展,将有助于我们探索

miRNA与口腔肿瘤的作用机制,这也成为口腔癌临

床治疗中提供新的方向及挑战。
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