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　　［摘要］　目的　探讨特异性沉默人舌鳞癌细胞系 ＴＣＡ８１１３中 ＰＴＰ４Ａ１基因的表达，并研究沉默该基因表达后对
ＴＣＡ８１１３细胞体内外生物学行为的影响。方法　 采用ｓｉＲＮＡ的慢病毒载体ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１作为阳性干扰组（ＫＤ），空病毒
载体作为阴性对照组（ＮＣ），未作任何处理的 ＴＣＡ８１１３细胞作为空白对照组（ＣＯＮ）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＰＴＰ４Ａ１基因的干扰效果，ＭＴＴ法检测３组细胞的增殖能力，流式细胞技术分析３组细胞凋亡和细胞周期情况，平板克隆
形成实验检测体外克隆形成能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测３组细胞抑制凋亡蛋白Ｂｃｌ２、促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达情况，３组细
胞分别裸鼠成瘤后观察移植瘤的生长情况。结果　 ｓｉＲＮＡＰＴＰＡ１转染 ＴＣＡ８１１３细胞成功，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＰＴＰ４Ａ１基因的抑制率达到５５％和６０％以上（Ｐ＜０．０５）；ＭＴＴ结果显示ＫＤ组细胞增殖能力小于ＮＣ、ＣＯＮ组；细胞凋
亡率也明显增加，ＫＤ组早期凋亡为（１７．４８±０．７０）％，而 ＮＣ、ＣＯＮ组的早期细胞凋亡率为（７．３４±０．７０）％和（４．８６±
０２５）％（Ｐ＜０．０１）；ＫＤ组细胞周期阻滞在 Ｇ１／Ｇ０和 Ｓ期（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 Ｂｃｌ２蛋白表达降低（Ｐ＜
００１），Ｂａｘ蛋白表达增高（Ｐ＜０．０１）；ＫＤ组体外克隆形成数小于ＮＣ、ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０１）；ＫＤ组裸鼠移植瘤的生长速度缓
慢，质量和体积均小于ＮＣ、ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０１）。结论 　 ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１在体内外均能有效抑制舌鳞癌ＴＣＡ８１１３细胞的恶
性生物学行为，ＰＴＰ４Ａ１基因可能与舌鳞癌的发生、发展相关。
　　［关键词］　 ＴＣＡ８１１３；ＰＴＰ４Ａ１；ｓｉＲＮＡ；生物学行为
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ｌｉｎｅＴＣＡ８１１３ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ．ＰＴＰ４Ａ１ｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｕｍａｎｔｏｎｇｕｅ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＴＣＡ８１１３；ＰＴＰ４Ａ１；ｓｉＲＮＡ；ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＪｉＰｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｐｉｎｇ＿６２＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　口咽癌是世界上第６位好发的癌症，近年来口腔
癌的发病率逐渐增高［１］。ＡｈｍｅｄｉｎＪｅｍａｌ教授在２００８年
全球癌症调查报告中指出，２００８年全球新发的口腔癌
（包括唇癌）病例数达到 ２６３９００例，死于口腔癌的
１２８０００例［２］。舌鳞癌是口腔癌中的一种常见癌症。

　　ＰＴＰ４Ａ１是促肝细胞再生因子（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｏｆ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｌｉｖｅｒ，ＰＲＬｓ）家族中的一员。该家族蛋白
有３个成员：ＰＲＬ１（ＰＴＰ４Ａ１）、ＰＲＬ２（ＰＴＰ４Ａ２）、ＲＰＬ３
（ＰＴＰ４Ａ３）。近年来，该家族蛋白在肿瘤的发生和转移
中的作用受到广泛关注［３］。Ｗａｎｇ等［４］研究发现在

７６种不同的细胞系中，肿瘤细胞系中 ＰＴＰ４Ａ１ｍＲＮＡ
表达水平比未癌变的细胞中高表达。在６种恶性黑色
素瘤细胞系中，５种都高表达 ＰＴＰ４Ａ１。但是 ＰＴＰ４Ａ１
并没有在结肠癌和脑癌的肿瘤细胞系中高表达［４］。

这可能是 ＰＴＰ４Ａ１的表达与组织类型和个体差异有
关。有报道ＰＴＰ４Ａ１、ＰＴＰ４Ａ３ｍＲＮＡ在食管鳞癌中表
达均较与邻近的正常组织高表达，且 ＰＴＰ４Ａ１的高表
达也较ＰＴＰ４Ａ３的表达更常见［５］。这是因为 ＰＴＰ４Ａ１
和ＰＴＰ４Ａ３的表达模式不同，ＰＴＰ４Ａ１会优先在多种消
化上皮细胞包括食管上皮的发育中表达。因而，我们

假设 ＰＴＰ４Ａ１基因在人舌鳞癌中有可能起着重要
作用。

　　我们的预实验发现 ＰＴＰ４Ａ１基因的蛋白和 ｍＲＮＡ
水平在人舌鳞癌组织中以及 ＴＣＡ８１１３细胞中的表达
水平比癌旁组织和临近的正常舌黏膜组织中高。本实

验进一步采用慢病毒载体 ＬＶＰＴＰ４Ａ１ＲＮＡｉ干扰
ＰＴＰ４Ａ１基因在舌鳞癌细胞系 ＴＣＡ８１１３中的表达，研
究沉默该基因后，检测舌鳞癌ＴＣＡ８１１３细胞增殖和凋
亡的变化，以及抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和促凋亡蛋白 Ｂａｘ
在蛋白表达水平的变化，体外克隆形成能力和裸鼠体

内成瘤情况的观察等，探讨 ＰＴＰ４Ａ１基因对舌鳞癌细
胞ＴＣＡ８１１３体内外生物学行为的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、动物及分组　　ＴＣＡ８１１３细胞购买于重庆医科
大学生命科学研究院。４周龄裸鼠１０只，雌雄各半，购于第三
军医大学实验动物中心。采用 ｓｉＲＮＡ的慢病毒载体 ｓｉＲＮＡ
ＰＴＰ４Ａ１作为阳性干扰组（ＫＤ），空病毒载体作为阴性对照组

（ＮＣ），未作任何处理的ＴＣＡ８１１３细胞作为空白对照组（ＣＯＮ）。
１．１．２　试剂　　０．２５％胰酶和ＰＢＳ液购于重庆医科大学生命
科学院。ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ公司。Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ、
ＥｈａｎｃｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ、空病毒载体 ＣＯＮ０７７、ＬＶＰＴＰ４Ａ１
ＲＮＡｉ购于上海吉凯基因技术有效公司。ＲＮＡ裂解液（ＴａＫａＲａ），
一步法逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ），ＳＢＧｒｅｅｎ一步法荧光定量试剂
盒（ＴａＫａＲａ）。ＰＴＰ４Ａ１一抗购于 Ａｂｇｅｎｔ公司，Ｂｃｌ２一抗、Ｂａｘ
一抗购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒，ＥＣＬ化
学发光试剂盒，蛋白提取试剂盒购自凯基。ＳＤＳＰＡＧＦ配胶试
剂盒购自碧云天。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人舌鳞癌细胞系 ＴＣＡ８１１３培养于含有
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基内，置于３７℃、５％ＣＯ２、
９５％空气饱和湿度的恒温孵箱中。
１．２．２　病毒转染　　将对数期的ＴＣＡ８１１３细胞胰酶消化后重
悬，以５×１０４／孔种于６孔板中过夜培养，待细胞贴壁融合度达
到３０％～５０％时转染病毒。按１ｍＬ体系和感染复数（ＭＯＩ）值
为１００计算分别加入阳性病毒和空病毒、ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ、Ｅｈａｎｃｅｄ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ混匀后放入恒温孵箱中培养，６～８ｈ后更换为
２ｍＬ１０％血清完全培养基继续培养９６ｈ后观察荧光。更换为
含有２．５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素培养基筛选稳定转染的细胞株，每
２天更换１次培养基，１４ｄ左右可见单细胞克隆群形成，挑取克
隆球进行扩增培养。

１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　　约５×１０６对数生长期细胞加入１ｍＬ
Ｔｒｉｏｚｌ充分裂解１５ｍｉｎ，余步骤按 ＴａＫａＲａ提取 ＲＮＡ说明书进
行。所得ＲＮＡ溶液，采用 ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒，用２５μＬ体
系每１μｇＲＮＡ各逆转录为ｃＤＮＡ备用。实时荧光定量时采用
ＴａＫａＲａＳＹＢＲｇｒｅｅｎ一步法，９５℃预温５ｍｉｎ，９５℃５ｓ和５２℃
３０ｓ共３９个循环，延伸６５℃５ｓ。上下游引物序列：ＰＴＰ４Ａ１上
游引物 ５′ＧＧＧＴＧＣＣＴＡＡＴＧＣＴＡＣＴＧ３′，ＰＴＰ４Ａ１下游引物 ５′
ＧＡＧＧＴＴＧＣＣＡＡＡＴＣＴＧＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物 ５′ＴＧＡＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３′，ＧＡＰＤＨ下游引物 ５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＴ
ＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３′。结果以 Ｃｔ值形式表示，以 ＧＡＰＤＨ为内
参，用２－△△Ｃｔ计算基因的相对表达量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　对数生长期约５×１０６细胞加入１０００μＬ
蛋白裂解液、１０μＬ蛋白酶抑制剂、５μＬＰＭＳＦ，吹打均匀，超声
破碎４０Ｗ，超４ｓ，停３ｓ，共反复５次。室温静置３０ｍｉｎ。４℃
１４０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，取上清，变性，定量。即得蛋白放在－２０℃
保存备用。根据蛋白相对分子质量来配制１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ
分离胶和５％的浓缩胶，电泳分离。每孔加样量为５０μｇ。电泳
６０Ｕ６０ｍｉｎ，９０Ｕ１００ｍｉｎ，２５０ｍＡ湿转 １２０ｍｉｎ到０２２μｍ的
ＰＶＤＦ膜上，封闭 ６０ｍｉｎ，一抗４℃ 孵育过夜，洗膜，二抗孵育
６０ｍｉｎ，洗膜，ＥＣＬ发光显影。以βａｃｔｉｎ作为内参。
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１．２．５　细胞增殖ＭＴＴ实验　　胰酶消化，重悬细胞。以３×
１０３细胞每孔接种到９６孔板内，每孔加完全培养基２００μＬ，同
时设立只加培养基的空白调零孔，３７℃５％ ＣＯ２培养。检测１、
２、３、４、５ｄ细胞的增殖能力。按说明书操作，在２４ｈ时，将５×
ＭＴＴ用Ｄｉｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ稀释成１×ＭＴＴ，每孔加５０μＬ１×ＭＴＴ，
在３７℃ ５％ＣＯ２孵育４ｈ，使ＭＴＴ还原为甲!

，吸尽上清液，每

孔加１５０μＬＤＭＳＯ室温在摇床上摇１０ｍｉｎ使甲!

完全溶解，

酶标仪在４９０ｎｍ波长处检测每孔的光密度值。在２、３、４、５ｄ
重复操作同２４ｈ。记录结果绘制细胞生长曲线。每检测孔设
置７个副孔。
１．２．６　流式细胞仪技术　　取对数成长期的细胞，胰酶消化，
重悬，加７０％酒精４℃ 过夜固定。流式细胞仪检测测细胞周
期。具体操作按流式细胞周期分析试剂盒说明书进行。流式

细胞仪测细胞凋亡时，收集对数生长期的细胞，重悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ中，加荧光标记的ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ，室温避光孵育５ｍｉｎ，
流式细胞仪检测结果。

１．２．７　平板克隆形成实验　　将对数生长期的细胞胰酶消化
后重悬，调整细胞密度，以５００细胞

"

孔接种于 ６孔板中，加
２ｍＬ培养基吹匀，置于细胞培养箱内培养，每３天换１次培养
基。当单个细胞克隆数达到５０细胞后中止培养。拿出６孔板
后，吸净孔板内培养基，

"

孔加 １ｍＬ多聚甲醛室温固定
２０ｍｉｎ，快速吉姆萨染色，晾干照相采图。
１．２．８　裸鼠成瘤实验　　取对数生长期的３组细胞，胰酶消
化，ＰＢＳ重悬。每只裸鼠以１×１０７细胞／１００μＬ成瘤。共９只
裸鼠，每组分别３只。观察记录裸鼠的成瘤情况。待５周后处
死裸鼠，称量和测量裸鼠移植瘤的质量和体积。其中体积（Ｖ）＝
ａｂ２／２，ａ为最短径，ｂ为最长径。

１．３　数据分析
　　所有数据用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析，结果以 珋ｘ±ｓ表
示，采用单因素方差分析和两因素重复测量资料方差分析。

２　结果

２．１　ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１慢病毒载体转染ＴＣＡ８１１３细胞
　　在慢病毒载体上携带上绿色的荧光蛋白ＧＦＰ及嘌呤霉素。
转染７２ｈ后，在荧光显微镜下根据细胞的荧光蛋白ＧＦＰ的表达
强弱来初步判断转染效率。如图１所示，几乎９０％以上的细胞
均转染进慢病毒载体，在荧光显微镜下显示绿色的荧光。继续

培养至９６ｈ后更换培养基为含有２．５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的完全培

养基，未成功转染慢病毒的细胞因为不含有抗嘌呤霉素基团而被

杀死掉，保证存活下来的细胞完全为转染成功的细胞。培养２周
后，更换为含有１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的完全培养基继续培养，６孔
板内形成单细胞克隆群（图１），挑取单细胞克隆群扩大培养。

２．２　抑制人舌鳞癌细胞 ＴＣＡ８１１３中 ＰＴＰ４Ａ１基因的
表达

　　病毒转染５ｄ后，收集细胞提ＲＮＡ和蛋白质。实时荧光定
量 ＰＣＲ技术检测基因 ＰＴＰ４Ａ１在 ｍＲＮＡ的表达情况。在
ＴＣＡ８１１３细胞中，ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１对基因ＰＴＰ４Ａ１ｍＲＮＡ有显著
的敲减效果，ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１慢病毒组ＰＴＰ４Ａ１ｍＲＮＡ为（０．３５±
０００），空病毒组ＰＴＰ４Ａ１ｍＲＮＡ为（０．９０±０．０１），与空病毒干
扰组ＰＴＰ４Ａ１基因在ｍＲＮＡ水平的抑制作用达到５５％，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测基因ＰＴＰ４Ａ１在蛋白
质水平的表达情况，结果如图 ２所示：ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１对基因
ＰＴＰ４Ａ１蛋白质的表达有显著的敲减作用，ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１干扰
组ＰＴＰ４Ａ１蛋白的表达为（０．３２±０．０１），空病毒组 ＰＴＰ４Ａ１蛋
白的表达为（０．９２±０．２０），与空病毒干扰组比表达降低约
６０％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　抑制 ＰＴＰ４Ａ１基因的表达增加了 ＴＣＡ８１１３细胞
的早期凋亡

　　采用流式细胞仪技术检测ＴＣＡ８１１３细胞的早期凋亡率，结
果发现ＫＤ组细胞早期凋亡（１７．４８±０．７０）％，ＮＣ组和ＣＯＮ组
细胞早期凋亡率为（７．３４±０．７０）％和（４．８６±０．２５）％（Ｐ＜
００１），沉默ＰＴＰ４Ａ１基因，有效的增加了ＴＣＡ８１１３细胞的早期
凋亡率。流式细胞仪分析ＴＣＡ８１１３细胞周期结果，发现 ＫＤ组
细胞周期阻滞在Ｇ０／Ｇ１和Ｓ期（Ｐ＜０．０５），结果见表１。进一步
收集对数期生长的细胞提取蛋白，检测抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和促
凋亡蛋白Ｂａｘ的表达情况。结果如图２所示：ＫＤ组细胞 Ｂｃｌ２
蛋白的表达（０．６６±０．０２）较 ＮＣ组的表达（１．００±０．０２）降低
约３４％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而促凋亡蛋白 Ｂａｘ在
ＫＤ组表达（２．６３±０．０５）高于ＮＣ组（１．００±０．０５）表达１６３％，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　流式细胞仪检测各组细胞周期分布（％，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

ＫＤ组 ６７．９３±０．３４ａ ２７．８±０．６０ａ ４．２７±０．３１
ＮＣ组 ６５．９７±０．４０ａ ２０．０３±０．１３ａ １３．９９±０．５３
ＣＯＮ组 ６３．９５±０．１１ ２０．１７±０．２８ １５．８８±０．３９

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较

!

"

#

Ａ：慢病毒载体转染ＴＣＡ８１１３细胞７２ｈ后白光观察；Ｂ：慢病毒载体转染ＴＣＡ８１１３细胞７２ｈ后荧光观察；Ｃ：慢病毒转然后添加嘌啉
霉素筛选后继续培养１４ｄ后形成的单细胞克隆群

图１　荧光显微镜观察ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１慢病毒载体转染ＴＣＡ８１１３细胞变化　（×２００）
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Ａ：ｓｉＲＮＡＰＴＰ４Ａ１慢病毒在蛋白水平上抑制 ＴＣＡ８１１３细胞中
ＰＴＰ４Ａ１基因的表达　１：ＣＯＮ组；２：ＮＣ组；３：ＫＤ组；Ｂ：ＴＣＡ８１１３
细胞中抑制ＰＴＰ４Ａ１表达后抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达降低　１：ＮＣ组；
２：ＫＤ组；Ｃ：ＴＣＡ８１１３细胞中抑制 ＰＴＰ４Ａ１表达后促凋亡蛋白 Ｂａｘ
表达增高　１：ＮＣ组；２：ＫＤ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＰＴＰ４Ａ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达

２．４　抑制 ＰＴＰ４Ａ１基因的表达降低 ＴＣＡ８１１３细胞的
增殖能力

　　ＭＴＴ结果显示，ＫＤ组与ＣＯＮ组及ＮＣ组相比，反映细胞增
殖的Ｄ（４９０）值明显降低。不同处理方式，细胞的增殖能力不
同，Ｄ（４９０）光密度值存在显著差异（Ｐ＜０．０１）。同组内随着作
用时间的增加，细胞增殖能力增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。各组随着作用时间的增加，细胞的增殖能力增加，但ＫＤ
组细胞增殖能力较ＣＯＮ组和ＮＣ组低（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　ＭＴＴ检测各组不同处理时间的ＴＣＡ８１１３体外增殖能力
［Ｄ（４９０），ｎ＝８，珋ｘ±ｓ］

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

ＣＯＮ组 ０．２４±０．０３ ０．３２±０．０２ ０．３８±０．０２ ０．５３±０．０１ ０．６７±０．０３

ＮＣ组 ０．２４±０．０２ ０．３３±０．０１ａｃ ０．３６±０．０２ａｄ ０．５０±０．０３ａｅ ０．６３±０．０４ａｆ

ＫＤ组 ０．２３±０．０１ ０．３２±０．０１ｂｃ ０．３４±０．０２ｂｄ ０．４７±０．０２ｂｅ ０．５８±０．０１ｂｆ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＣＯＮ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与１ｄ比较；
ｄ：Ｐ＜０．０１，与２ｄ比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与３ｄ比较；ｆ：Ｐ＜０．０１，与４ｄ
比较

２．５　抑制舌鳞癌 ＴＣＡ８１１３细胞 ＰＴＰ４Ａ１基因的表达
降低了ＴＣＡ８１１３细胞的体外克隆形成能力

　　ＫＤ组细胞形成的克隆数（６０．００±１０．４１）小于 ＣＯＮ组
（３９６．００±１０．６９）和ＮＣ组（３８０．００±１３．０５），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。抑制舌鳞癌ＴＣＡ８１１３细胞中ＰＴＰ４Ａ１基因的表
达后，ＴＣＡ８１１３细胞的体外克隆形成能力降低。

２．６　抑制舌鳞癌 ＴＣＡ８１１３细胞 ＰＴＰ４Ａ１基因的表达
降低了ＴＣＡ８１１３细胞裸鼠体内的成瘤能力

　　接种细胞１４ｄ后，ＣＯＮ和ＮＣ组肉眼即可见肿瘤小结节形
成。ＫＤ组在２０ｄ可见肿瘤结节形成。当肿瘤长到０．５ｃｍ时
开始测量移植瘤的生长速度。ＫＤ组肿瘤生长较ＮＣ、ＣＯＮ组缓
慢。接种５周后处死小鼠，测量肿瘤体积和质量。ＫＤ组体积
（０．４５±０．０７）ｃｍ３、质量（０．６７±０．０６）ｇ均小于 ＣＯＮ组体积
（２．８２±０．４０）ｃｍ３、质量（４．５０±０．２０）ｇ和 ＮＣ组体积（２．０９±

０．３６）ｃｍ３、质量（３．３０±０．４４）ｇ，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。

３　讨论

　　促肝细胞再生因子家族蛋白，是一类相对分子质
量为２０×１０３左右的小分子蛋白，是蛋白酪氨酸磷酸
酶家族的一亚类［６］。蛋白酪氨酸磷脂酶在许多生理

和病理过程起着重要的作用。它控制着磷酸化和去磷

酸化的平衡，这一平衡维持着机体的正常生理行为。

当这一平衡被打破时，会导致一些炎症性疾病或者肿

瘤疾病的发生［７］。

　　近年来，促肝细胞再生因子磷脂酶蛋白家族因它
的致癌性而受到广泛的关注。已经发现 ＰＲＬｓ通过促
进细胞增殖、移行、侵袭和转移等来促进肿瘤的发生、

发展［８］。ＰＴＰ４Ａ１是最先发现的 ＰＲＬｓ家族成员，最先
作为小鼠肝脏再生生长的早期刺激应答因子而发

现［９］。随后发现了 ＰＴＰ４Ａ２、ＰＴＰ４Ａ３。尽管三者之间
的同源性在７５％～８５％，但是三者在不同肿瘤中的表
达意义却不同。ＰＴＰ４Ａ３最先报道在结肠癌的转移淋
巴结比临近的结肠癌组织和正常的结肠黏膜高表

达［１０］，之后也在肝癌和卵巢癌中相继报道［１１］。在食

管鳞癌和乳腺癌中，ＰＴＰ４Ａ１和ＰＴＰ４Ａ２的表达情况与
癌症的分期分级相关性高于 ＰＴＰ４Ａ３［５］。而 ＰＴＰ４Ａ１
基因在舌鳞癌的发生、发展的影响尚不明确。本实验

采用慢病毒载体干扰ＴＣＡ８１１３细胞中ＰＴＰ４Ａ１基因的
表达，观察 ＰＴＰ４Ａ１基因对舌鳞癌细胞 ＴＣＡ８１１３的生
物学行为的影响。

　　我们的实验结果发现下调ＰＴＰ４Ａ１基因的表达，会
降低ＴＣＡ８１１３细胞的体外增殖能力，同文献［１２－１３］
报道一致。采用流式细胞仪技术检测细胞的凋亡，发

现沉默ＰＴＰ４Ａ１基因后，细胞的早期凋亡比例增加。
　　为了明确 ＰＴＰ４Ａ１基因降低会抑制舌鳞癌细胞
ＴＣＡ８１１３的增殖能力及诱导凋亡，我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测了Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达情况。我们发现
沉默ＰＴＰ４Ａ１基因后，Ｂｃｌ２蛋白表达下降，而 Ｂａｘ蛋
白表达升高。Ｂｃｌ２家族是在细胞凋亡中起着重要作
用的一类蛋白质，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白分别是 Ｂｃｌ２家族
中最有代表性的抑制凋亡和促凋亡基因［１４］。ｐ５３是
一种抑癌基因，参与细胞的凋亡、周期调控等多种过

程［１５］。研究发现 ＰＴＰ４Ａ１受 ｐ５３的调控，当 ＰＴＰ４Ａ１
过表达时，会通过 ｐ５３泛素化和降解来降低体内 ｐ５３
的蛋白水平，由此来抑制 ｐ５３导致的细胞凋亡［１６］。

Ｂｃｌ２是一种抗凋亡蛋白受Ｐ５３的负性调控［１７］。推测

有可能，沉默ＰＴＰ４Ａ１基因后，ｐ５３表达增加，负反馈调
节Ｂｃｌ２的降低，Ｂａｘ的表达增加因而促进细胞的早期
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凋亡，尚待进一步的证实。

　　ＰＴＰ４Ａ１基因最早是作为一种早期刺激应答因子
而发现的［９］，它参与调控细胞周期蛋白的磷酸化，在

细胞生长过程中起着重要作用。研究发现早期刺激应

答基因的ｍＲＮＡ和蛋白水平在细胞生长的整个周期
中都处于高表达状态，并且会一直持续到 Ｇ０／Ｇ１期以
后［１８－１９］。在细胞水平上，早期应答因子编码的蛋白调

控整个 Ｇ１期以及随后的细胞周期。有研究表明
ＰＴＰ４Ａ１基因的过表达会促进细胞进入 Ｓ期，促进细
胞的有丝分裂［７］。当细胞过表达 ＰＴＰ４Ａ１时，会增加
３．３倍ＤＮＡ的合成和 Ｓ期细胞的比例；ＰＴＰ４Ａ１抑制
周期依赖蛋白 Ｐ２１Ｃｉｐ１／Ｗａｆ１，延迟 Ｇ１期，增加 ＣＤＫ２
的活性，使细胞直接跨入 Ｓ期［２０］。我们的研究也发

现，在舌鳞癌细胞 ＴＣＡ８１１３中降低 ＰＴＰ４Ａ１的表达会
阻滞细胞周期处于 Ｇ１／Ｇ０期和 Ｓ期，但具体机制有待
进一步研究。

　　Ｇｕｏ等［２１］的研究报道抗ＰＴＰ４Ａ１单克隆抗体有
效的抑制表达ＰＴＰ４Ａ１基因的肿瘤细胞在裸鼠的肿瘤
形成能力。也有研究报道称在上皮细胞中过表达

ＰＴＰ４Ａ１会诱导其在裸鼠体内形成肿瘤［２２］。我们的实

验研究也发现，降低舌鳞癌细胞 ＴＣＡ８１１３中 ＰＴＰ４Ａ１
基因的表达后，会降低细胞的克隆形成能力和裸鼠体

内成瘤能力。

　　综上所述，我们探讨了 ＰＴＰ４Ａ１基因在舌鳞癌中
表达情况及可能的机制。沉默ＰＴＰ４Ａ１基因的表达会
影响ＴＣＡ８１１３细胞的增殖能力、凋亡能力、克隆形成
能力、裸鼠成瘤能力以及细胞周期的分布。表明

ＰＴＰ４Ａ１基因，有可能作为一种新的舌鳞癌生物学标
志，有待进一步的研究它在舌鳞癌的诊断或者靶向治

疗中意义。
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