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摘要:口腔癌转移是威胁全世界生命健康的问题,有效的靶向治疗对口腔癌患者尤为重要.
近年来,microRNA(miRNA)作为一种微小的非编码RNA在肿瘤转移中发挥着重要的作用,

因此,开展了体外探究miR-23b在口腔癌转移中的作用.利用实时荧光定量核酸扩增检测系

统(qRT-PCR)检测了miR-23b在口腔正常细胞和口腔癌细胞中的表达差异,结果显示 miR-
23b在口腔癌细胞中的表达明显高于口腔正常细胞中的表达,且随着口腔癌转移程度的增加

而增高(P<0.05).在此基础上,通过给细胞转染 miR-23bmimics的方法过表达 miR-23b,以
探究该miRNA对口腔癌转移的作用.实验结果发现,增加口腔原位癌细胞 Um-2中 miR-23b
的表达后,该细胞的转移能力显著增强,表明miR-23b在口腔癌转移中发挥着重要作用,可能

成为临床口腔癌的治疗靶点和口腔癌检测标志物.
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0 引 言

口腔癌是发生在口腔部位恶性肿瘤的总称,
大部分属于鳞状上皮细胞癌,口腔鳞状细胞癌占

口腔癌发病率的90%.在临床实践中,口腔癌包

括牙龈癌、舌癌、唇癌以及发生于颜面部皮肤黏膜

的癌症等.口腔癌是一种较易发生在头颈部的恶

性肿瘤,其发病率在全身常见恶性肿瘤中位列第

6位[1].在大多数国家,口腔癌患者的5a存活率

约为50%,其中唇癌的存活率较高,可以达到

90%,下咽癌的存活率最低[2].一般来说,临床晚

期(TNM临床分期Ⅲ、Ⅳ期)患者的5a存活率会

急剧下降[3],发病率较高的舌癌在Ⅰ期的5a存

活率约 为80%,而 在Ⅳ期 的5a存 活 率 降 至

15%[4].同时,患者随年龄的增加患口腔癌的概率

也会有所升高[5].
对于口腔癌来说,主要的致病因素是吸烟、饮

酒和咀嚼槟榔等不良生活习惯[6-8].大概80%的

口腔癌患者有吸烟的习惯,这些病人患致死性头

颈癌的风险是不吸烟者的5~7倍[9].超过50%
被诊断出口腔癌的患者临床显示有饮酒的历史,

酒精和烟草的协同作用可以增加致癌物亚硝胺的

黏膜通透性,因此会显著增加患口腔癌的概率[6].
口腔鳞状细胞癌是侵袭性病变,存在神经周围生

长,它具有显著的复发率并且经常转移到颈部淋

巴结[10].研究表明,Ⅰ/Ⅱ期隐匿性颈部转移的发

生率高达42%[11],至少有50%的晚期头颈癌患

者会在治疗的前两年发现局部或远处复发[12].口
腔癌易转移,一旦发生转移,预后极差,迫切需要

开发用于口腔癌早期临床诊断和预后的生物标记

物,以及治疗口腔癌的新方法[13].
microRNA(miRNA)是一类长度为20~24

个核苷酸的内源性小分子RNA,广泛分布在细胞

中,具有重要的调节作用[14].近年来大量研究发

现,miRNA的作用机制一般是通过不完全互补

结合靶基因并抑制靶基因的表达翻译,从而使一

些基因表达异常,进而使细胞内过程发生紊乱,产
生炎症、应激反应、分化、凋亡等现象[15-16].由于各

个方面的生物学影响,miRNA的异常表达均会

有可能导致一些肿瘤的发生[13].
近来有研究表明,一些 miRNA在口腔癌中

表达异常并对口腔癌的发生发展起到至关重要的



作用,它们通过控制肿瘤基因的表达来实现对癌

细胞增殖和转移的调控[17].一些 miRNA在口腔

癌中的表达上调,而有些miRNA表达下调,与正

常组比较均会具有显著性差异[18].这种差异性表

达提示miRNA可能与口腔癌的发生发展有关,
因此miRNA可能成为一种新型的口腔癌诊断标

记物并为口腔癌的靶向治疗提供新的方法[19].已
有研究表明miR-23b在癌症中异常表达,并靶向

参与癌症的发生发展,如增殖、迁移、侵袭和转

移[20].然而,miR-23b在口腔癌转移中的作用却

少有人研究,本文首先检测 miR-23b在口腔正常

细胞和口腔癌细胞中的表达差异,根据差异性利

用体外细胞转染 miRNA的 mimics或inhibitor
的方法人工干预 miRNA的表达,再利用转移实

验检测该miRNA对口腔癌转移的作用.

1 材料与方法

材料:DMEM/F12培养基、DMEM 培养基、

Trypsin-EDTA、胎 牛 血 清 购 自 Gibco;Trizol、

Lip2000购自Invitrogen;miR-23bmimics购自吉玛基

因;miR-23b引 物 F:TCATCACATTGCCAGGG、

R:GAGCAGGGTCCGAGGT购于金思瑞生物科

技有限公司;MTT购自索莱宝;其余试剂均为国

产分析纯.
细胞培养:将 Um-1和 Um-2于含10%胎牛

血清的DMEM/F12培养基中培养,将 NHOKs、

HN4和Cal-27于含10%胎牛血清的DMEM 培

养基中培养,条件为恒温37℃、5%CO2.
细胞转染:转染前一天,将 对 数 生 长 期 的

Um-2细胞消化后接种到6孔板上,无血清培养

24h,第二天转染时的细胞汇合度达到50%~
80%时,将 含 Lip2000 转 染 试 剂 和 miR-23b
mimics/NC的复合物加到不含FBS培养基的培

养孔中,十字形轻摇培养板,使得充分混匀.细胞

培养在37℃、5% CO2 培养箱中,5h后换成含

10%胎牛血清培养基,24~96h后收集细胞,用
于后续实验.

RNA提取:培养细胞,收获细胞1×107~
5×107 个,移入1.5mL离心管中,加入1mL
Trizol,混匀,室温静置5min;加入0.2mL氯仿,
振荡15s,静置2min;4℃、12000g条件下离心

15min,取上清;清液转移至新的无RNA酶离心

管中,加入0.2mL 异丙醇,室温静置5min,

4℃、12000g条件下离心10min;加入1mL浓

度为75%的乙醇,温和振荡离心管,4℃、8000g
条件下离心5min,弃去上清液;室温晾干5~
10min,以 DEPC水溶解 RNA 沉淀,用 DU730
测得RNA样品浓度.
qRT-PCR:反 转 录 实 验 完 成 后 在 Roche

LC480仪器上进行qPCR反应,设置以下反应程

序.预变性:95℃30s,20℃/s,1个循环;PCR反

应:95℃5s,20℃/s,60℃20s,20℃/s,共40
个循环;熔解曲线分析:95℃15s,60℃60s,

95℃15s,1个循环.
MTT法测定细胞活力:取对数生长期细胞

进行miR-23bmimics及NC转染5h后,将细胞

消化、离心、重悬、计数并与每孔100μL细胞混合

液接种于96孔板中,于37℃、5%CO2 细胞培养

箱中培养24h后每孔加入10μL的浓度为5mg/

mL的MTT溶液,每次选取3个复孔,加入MTT
4h后每孔加入150μL的DMSO,振板5min,使
用酶标仪在490nm波长下测定吸光度.

细胞划痕实验:取对数生长期的细胞 Um-2
接种于6孔板中,当细胞密度达到80%~90%
时,进行 miR-23bmimics及 NC转染,培养5h
后,使用200μL枪头比着直尺均匀用力划线,并
用PBS轻轻冲洗3次,以便洗去划碎的细胞,最
后在6孔板背面做好标记.用无血清的培养基培

养,分别在0h和24h拍照.
数据分析:所有结果数据的平均值用±SD表

示,用t检验进行组间比较,P<0.05的值被认为

具有统计学意义.

2 实验结果

2.1 qRT-PCR法检测口腔正常细胞和癌细胞中

miR-23b的差异性

通过qRT-PCR法检测口腔正常细胞和癌细

胞中miR-23b的表达,共选取了5种细胞进行实

验,其 中 NHOKs为 口 腔 正 常 细 胞,Um-2 和

HN4为口腔原位癌细胞系,Cal-27和Um-1为口

腔癌转移细胞系.由图1可见,该miRNA在口腔

癌细胞中的表达显著高于口腔正常细胞,且随着

口腔癌转移程度的增加而增高,即在口腔癌转移

细胞系中表达最高.
2.2 MTT法确定 miR-23bmimics的转染浓度

为了进一步确定 miR-23b在口腔癌中的作

用,选取了miR-23b表达较低的口腔原位癌细胞

系Um-2并转染不同浓度的 miR-23bmimics,通
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图1 miR-23b在口腔正常细胞和癌细胞系

中的表达情况

Fig.1 miR-23bexpressioninoralnormalcelland
oralcancercelllines

过 MTT法检测细胞活力确定 miR-23bmimics
的转染浓度.Um-2转染 miR-23bmimics后正常

培养24h,并 检 测 细 胞 活 力.从 图2中 可 见,

100nmol/L是 miR-23bmimics不引起 Um-2细

胞杀伤的最大转染浓度.

图2 miR-23bmimics浓度筛选结果

Fig.2 ScreeningresultsofmiR-23bmimicsconcentration

2.3 Um-2细胞转染 miR-23bmimics后的效率

检测以及转染前后形态学变化

Um-2细胞转染100nmol/L 浓度的 miR-
23bmimics/NC后,用qRT-PCR检测其转染效

率.结果发现,Um-2细胞转染 miR-23bmimics
后,由图3可见miR-23b在细胞中的表达是对照

组的6倍,且由图4(a)可见转染后荧光显示良

好,说明转染效率较高,可用于后续实验.Um-2
转染miR-23bmimics后的细胞形态发生了改变,
由图4(b)、(c)可见,Um-2细胞本来呈现出原位

癌细 胞 的 形 态,聚 团 生 长,过 表 达 miR-23b
mimics后细胞生长较为分散,且有梭形的形态.
细胞形态学的改变从侧面说明,过表达 miR-23b
mimics可以改变细胞形态,起到促进癌细胞转移

的作用.

图3 qRT-PCR检测 Um-2细胞转染 miR-
23bmimics的效率

Fig.3 qRT-PCRdetectionofefficiencyofUm-2
cellstransfectedwithmiR-23bmimics

(a)Um-2+100nmol/LmiR-23bmimics

(b)0h,Um-2+100nmol/LmiR-23bmimics

(c)24h,Um-2+100nmol/LmiR-23bmimics

图4 miR-23bmimics荧光序列转染结果图和

转染miR-23bmimics后Um-2的细胞形

态学变化

Fig.4 FluorescencepictureofUm-2cellstransfected
with miR-23b mimics and morphological
changesofUm-2aftertransfectionofmiR-23b
mimics
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2.4 miR-23b对口腔癌细胞转移能力的影响

Um-2细胞分别转染50、75和100nmol/L
浓度的miR-23bmimics,24h后利用划痕实验检

测细胞的转移能力.由图5可见,转染 miR-23b

mimics的浓度越大,Um-2细胞迁移的距离越大,
间接说明Um-2细胞的转移能力增强,该实验表

明过表达miR-23b可以促进口腔癌的转移.

图5 Um-2转染miR-23bmimics24h后的划痕实验结果

Fig.5 ScratchtestresultsafterUm-2transfectionofmiR-23bmimicsfor24h

3 结 语

口腔癌是一种由多因素导致的疾病,致病机

制尚未明确.大量证据表明,异常表达的 miRNA
与人类肿瘤发生、转移和耐药性密切相关.口腔癌

的预后不良,主要原因是癌细胞较易通过淋巴结

向远处转移.因此,探索新的肿瘤标记物miRNA,
可以为口腔癌的诊断提供新的策略,探究miRNA
参与肿瘤的具体机制可能为口腔癌治疗提供新的

想法.本研究发现,miR-23b在口腔癌细胞中的表

达明显高于口腔正常细胞中的表达,且随着口腔

癌转移程度的增加而增高.在此基础上,通过给口

腔原位癌细胞 Um-2转染 miR-23bmimics的方

法外界增加 miR-23b的表达,结果发现过表达

miR-23b可以增强细胞的转移能力.但是其具体

的靶向机制尚未清楚,有待进一步研究.
上述结果表明,miR-23b在口腔癌转移中发

挥重要作用,可能成为临床口腔癌的治疗靶点和

口腔癌检测的标志物.当然,miRNA在口腔癌中

的作用机制研究仍处于探索阶段,其具体的参与

机制尚未清晰,因此要从根源上解决口腔癌的诊

断和治疗难题,仍需要继续深入探索.
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EffectofmiR-23bonoralcancermetastasis

YANG Qing, PAN Yue, XIAO Guishan*

(SchoolofBioengineering,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Oralcancermetastasisisaproblemthatthreatenslifearoundtheworld.Effectivetargeted
therapyisespeciallyimportantforpatientswithoralcancer.Inrecentyears,itisfoundthat
microRNA(miRNA)playsanimportantroleasatinynon-codingRNAintumormetastasis.Forthis
reason,anin-vitrostudyoftheroleofmiR-23binoralcancermetastasisiscarriedout.Real-time
fluorescentquantitativenucleicacidamplificationdetectionsystem (qRT-PCR)isusedtodetectthe
differentialexpressionofmiR-23binnormaloralcellsandoralcancercells,anditisfoundthatthe
expressionofmiR-23binoralcancercellsissignificantlyhigherthanthatinnormaloralcells,and
increaseswiththeincreaseoforalcancermetastasis(P<0.05).Further,theeffectofthismiRNAon
oralcancermetastasisisinvestigatedbytransfectingmiR-23bmimicstoincreasetheexpressionof
miR-23b.TheexperimentalresultsshowthattheexpressionofmiR-23binUm-2cellsoforalcancer
cellsisincreased,andthemetastaticabilityofthecellsissignificantlyenhanced,whichindicatesthat
miR-23bplaysanimportantroleinoralcancermetastasisandmaybecomeatherapeutictargetfor
clinicaloralcancerandanewmarkerfororalcancerdetection.

Keywords:oralcancer;miR-23b;oralcancermetastasis;marker
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