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[摘要]暋目的:探究 RNA干扰使钙蛋白酶1(calpain1)沉默后,对口腔鳞状细胞癌(OSCC)细胞株 HSC3增殖和迁

移的影响。方法:将calpain1基因的siRNA表达载体(siRNA-calpain1),瞬时转染至 HSC3中。应用 MTT法比

较转染后细胞增殖情况;应用流式细胞术检测细胞周期和凋亡情况;应用 Transwell测定评估细胞迁移和侵袭能

力;应用蛋白免疫印迹检测细胞内 TGF-毬RII、Vimentin、Smad2、Smad3、磷酸化Smad2/3、E-cadherin、N-cad灢
herin、MMP-2、MMP-9蛋白表达。结果:与 NOKSI细胞系相比,HSC3细胞系中calpain1表达显著增加(P<
0.05)。与Blank组和si-NC组相比,si-calpain1组calpain1表达均显著降低(P<0.05)。与si-NC组相比,在
转染si-calpain1后48h、76h和96h,si-calpain1组细胞活力均显著降低(P<0.05);si-calpain1组 G0/G1期

细胞比例显著增加,S期细胞比例显著降低(P<0.05);si-calpain1组细胞内E-cadherin表达显著增加,而cyclin
-D1、cyclin-E、Vimentin、N-cadherin、MMP-2、MMP-9、TGF-毬RII、Smad2、Smad3、p-Smad2/3蛋白表达

均显著降低(P<0.05)。结论:siRNA沉默calpain1基因能够通过使细胞周期 G0/G1停滞而抑制细胞增殖,并通

过抑制 MMPs及EMT来抑制细胞迁移和侵袭,这一过程涉及 TGF-毬/Smad信号通路。
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[Abstract]暋Objective:Toexplorethesilencingeffectofcalpain1byRNAinterferenceoncellproliferationandmi灢
grationinoralsquamouscellcarcinomacelllineHSC3.Methods:siRNAexpressionvector(siRNA-calpain1)a灢
gainstthecalpain1genewastransientlytransfectedintoHSC3.TheproliferationwastestedbyMTTmethod.The
cellcycleandapoptosiswasdetectedbyflowcytometry.ThecellmigrationandinvasionwereassessedbyTranswell
assay.TheexpressionofTGF-毬RII,Vimentin,Smad2,Smad3,phosphorylatedSmad2/3,E-cadherin,N-
cadherin,MMP-2,andMMP-9proteinweredetectedbywesternblot.Results:Theexpressionofcalpain1in
HSC3celllineswassignificantlyhigherthanthoseinNOKSIcelllines(P<0.05).Comparedwiththeblankgroup
andthesi-NCgroup,theexpressionofcalpain1wassignificantlydecreased(P<0.05).Comparedwithsi-NC

group,theviabilityofsi-calpaingroupwassignificantlydecreasedafter48h,76hand96haftertransfectionwith
si-calpain1 (P<0.05).TheproportionofG0/G1phasecellsinsi-calpaingroupwassignificantlyincreased,

whiletheproportionofSphasecellswassignificantlydecreased(P<0.05).TheexpressionofE-cadherininsi-
calpaingroupwassignificantlyincreased,whilecyclin-D1,cyclin-E,Vimentin,N-cadherin,MMP-2,MMP
-9,TGF-毬RII,Smad2,Smad3,p-Smad2/3proteinexpressionweresignificantlydecreased(P<0.05).Con灢
clusion:siRNAsilencingcalpain1genecaninhibitcellproliferationbyinhibitingcellcycleG0/G1,andinhibitcell
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[Keywords]暋Oralsquamouscellcarcinoma暋Calpain1暋
CelllineHSC3暋Cellproliferation暋Cellmigration

251 JournalofOralScienceResearch,Feb.2018,Vol.34,No.2暋



暋暋口腔鳞状细胞癌(OSCC)是发生于口腔黏膜上

皮的恶性肿瘤,约占恶性口腔病变的90%,约占全

身恶性肿瘤的1%~3%[1]。疾病的转移、局部复发

和进展是 OSCC治疗失败,导致患者总体生存期过

低的主要原因,而 OSCC潜在的细胞和分子机制尚

待阐明[2]。钙蛋白酶1(calpain1)由 CAPN1基因

编码,与细胞信号传导、细胞凋亡等许多细胞功能有

关,研究表明,钙蛋白酶的表达与多种肿瘤类型侵袭

性肿瘤行为有关[3,4],然而其在 OSCC中的作用尚

未见报道。本研究通过RNA干扰技术使 OSCC细

胞系 HSC3中 CAPN1基因沉默,探讨对 HSC3细

胞系的细胞增殖、周期、凋亡、迁移和侵袭的影响,并
初步探讨相关分子机制。

1暋材料与方法

1.1暋细胞培养暋OSCC细胞系(HSC3)和正常口腔

角质细胞细胞系(NOK-SI)购自中国科学院上海

细胞所。将细胞维持在含有10%胎牛血清(FBS,

LifeTechnologies),100U/mL 青霉素和100g/L
链霉素的 RPMI-1640培养基中,置于37 曟 5%
CO2的潮湿培养箱中培养。

1.2暋质粒转染暋双链calpain1靶向小干扰 RNA
序列(siRNA-calpain1,si-calpain1)和阴性对照

(si- NC)质 粒 载 体 (上 海 生 工)。根 据 Lipo灢
fectamine2000(Invitrogen)使用说明书,将si-cal灢
pain1和si-NC质粒转染至 HSC3细胞中。以空

白组(Blank)作为对照,用荧光定量实时 PCR和蛋

白免疫印迹检测si-NC和si-calpain1质粒转染

效率。

1.3暋MTT增殖实验暋将转染细胞以1.0暳105个/
孔接种至96孔板(Bio-Rad)中培养24h、48h、72
h、96h。每孔加入50毺gMTT,振荡混匀,置于恒

温培养箱(37曟5%CO2)温育4h。去上清液,每孔

加入100毺LDMSO(Sigma-Aldrich)振荡10min,
使结晶物完全融解。于酶标仪上490nm 波长下测

定各A 值。

1.4暋细胞周期实验暋转染24h后,4 曟下将细胞

重悬于70%乙醇中过夜。根据产品说明书,用500

毺LPI/RNaseStainingBuffer(BDBioscience)染色

细胞,使用流式细胞仪(BeckmanCoulter)和Flow灢
Jo软件进行分析。

1.5暋细胞凋亡实验暋转染48h后,将细胞用胰蛋

白酶消化,PBS洗涤3次,加入75%乙醇4曟过夜。

PBS洗涤固定细胞3次,用10毺LRNA 酶在37曟
下孵育30min。用 AnnexinV-FITC(BDBiosci灢

ence)和碘化丙啶(SigmaChemical)对细胞进行双

重染色后进行流式细胞分析。

1.6暋Transwell迁移实验暋将转染的细胞(1暳105

个/孔)悬浮于无血清培养基,转接至含10%FBS培

养基的外室中,培养12h,用棉签擦洗膜顶部,将过

滤器下表面细胞经4%多聚甲醛固定后,用0.1%结

晶紫染色,洗涤后,在显微镜(200暳)下对下表面细

胞拍摄并计数。

1.7暋基质胶侵袭实验暋用10%FBS的 PRMI-
1640培养基填充 Transwell下室,将转染细胞(1暳
105 个/孔)接种至下室,孵育24h,用棉签将残留在

上腔室上的无创细胞移出,将过滤器下表面的侵入

细胞固定染色后,于显微镜(200暳)下拍摄并计数。

1.8暋荧光定量实时 PCR(Quantitativerealtime-
PCR,qRT-PCR)暋使用 TRIzol试剂(Invitrogen)
提取总RNA。使用反转录试剂盒(Takara)将RNA
逆转录为cDNA。使用SYBRGreen(Takara)进行

实时 PCR 分 析。以 毬-actin 作 为 内 参。利 用

ABI7500系统 (AppliedBiosystems)进行 qRT-
PCR反应。用2-殼殼Ct法计算 mRNA 相对表达

的倍数变化。qRT-PCR反应条件:95曟10min,

95曟15s,72曟15s,共40个循环。所有引物均购

自上海生工,引物设计如下:calpain1,Forward:5暞

- CCACGGAACUGCUGUCAACCC -3暞,Re灢
verse:5暞-CCCGGUGCCUUGACGACAGAAA-
3暞;毬-actin:Forward:5暞-CTGTTGTTGCTGT灢
GGCTGATA -3暞,Reverse:5暞- ACGCTGG灢
TATAAGGTGGTCTG-3暞。

1.9暋蛋白免疫印迹(WesternBlot,WB)暋使用补

充有PMSF(Riche)的 RIPA 蛋白提取试剂(Beyo灢
time)裂解细胞,从细胞中提取蛋白 质。4 曟 下

12000暳g离心10min后,10%SDS-PAGE分离

上清液,转移到硝酸纤维素膜(Sigma)。膜在 PBS
和5%脱脂乳中封闭1h,并用calpain1、cyclin-
D1、cyclin-E、E-cadherin、Vimentin、N-cadher灢
in、MMP-2、MMP-9、TGF-毬RII、Smad2、

Smad3、p-Smad2/3一抗(CellSignalingTechnol灢
ogy,1暶200)将膜在4曟孵育过夜。将膜用 HRP缀

合的二抗(CellSignalingTechnology,1暶500)在室

温下孵育1h。使用 QuantityOne软件(LifeTech灢
nologies)评估相对蛋白表达水平。

1.10暋 统 计 学 方 法 暋 本 研 究 所 有 数 据 均 采 用

SPSS20.0统计软件进行处理。计量资料采用煀x暲s
表示,行t检验;当P<0.05表示差异显著,有统计
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学意义。

2暋结果

2.1暋HSC3和 NOKSI细胞系中calpain1mRNA
和蛋白表达比较暋与NOKSI细胞系相比,HSC3细

胞系中calpain1mRNA 和蛋白表达水平均显著增

加(*P<0.05)。

图1暋HSC3和 NOKSI细胞系中calpain1mRNA和蛋白表达

Fig.1暋ExpressionsofCalpain1mRNAandproteininHSC3and

NOKSIcelllines.

2.2暋siRNA-calpain1转染效果评价暋与 Blank
组和si-NC组相比,si-calpain1组calpain1mR灢
NA和蛋白表达水平均显著降低(*P<0.05)。

图2暋calpain1沉默对 HSC3细胞内calpain1mRNA和蛋白表达水

平

Fig.2暋Expressionsofcalpain1mRNAandproteininHSC3cells

aftersilencingcalpain1.

2.3暋calpain1 沉默对 HSC3 细胞增殖的影响 暋
MTT结果显示,与si-NC组相比,在转染si-cal灢
pain1后48h、76h和96h,si-calpain1组细胞活

力均显著降低(*P<0.05)。

图3暋calpain1沉默对 HSC3细胞增殖的影响

Fig.3暋Effectofsilencingcalpain1onproliferationofHSC3cells.

图4暋calpain1沉默对 HSC3细胞周期的影响

Fig.4暋Effectofsilencingcalpain1oncellcycleofHSC3cells.

图5暋calpain1沉默对 HSC3细胞凋亡的影响

Fig.5暋Effectofsilencingcalpain1onHSC3cellapoptosis.

图6暋calpain1沉默对 HSC3细胞迁移和侵袭的影响

Fig.6暋Effectofsilencingcalpain1onmigrationandinvasionof

HSC3cells
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图7暋calpain1沉默对 HSC3细胞内相关蛋白表达水平的影响

Fig.7暋Effectofsilencingcalpain1onexpressionofrelatedproteinsinHSC3cells.

2.4暋calpain1沉默对 HSC3细胞周期的影响暋与

si-NC组相比,si-calpain1组G0/G1期细胞比例

显著增加,而S期细胞比例显著降低(*P<0.05)。

Si-NC组和si-calpain1组 G2/M 期细胞比例差

异无统计学意义(P>0.05)。

2.5暋calpain1沉默对 HSC3细胞凋亡的影响暋流

式细胞术结果显示,si-calpain1组 AnnexinB+PI
双重染色的阳性细胞比例与si-NC组差异无统计

学意义(P>0.05)。

2.6暋calpain1沉默对 HSC3细胞迁移和侵袭的影

响暋与si-NC 组相比,si-calpain1组细胞迁移

(A、B)和侵袭(C、D)细胞数均显著降低(*P<
0.05)。

2.7暋calpain1沉默对 HSC3细胞内相关蛋白表达

的影响暋与si-NC组相比,si-calpain1组细胞内

E-cadherin表达水平显著增加,而cyclin-D1、cy灢
clin-E、Vimentin、N-cadherin、MMP-2、MMP-
9、TGF-毬RII、Smad2、Smad3、p-Smad2/3蛋白

表达水平均显著降低(*P<0.05)。

3暋讨论

暋暋钙蛋白酶属于细胞内Ca2+依赖性半胱氨酸蛋

白酶家族,包括钙蛋白酶-1和-2,与细胞分化、转
录调控、细胞因子加工、迁移和凋亡等各种细胞过程

有关。Calpain1作为钙蛋白酶家族成员之一,是细

胞质的主要蛋白质水解酶,主要由 CAPN1基因编

码。在大肠腺癌中 CAPN1基因表达增加,是大肠

腺癌的关键致病基因[5]。另外,Calpain1表达的增

加与胃食管癌患者的不良癌症特异性有关[6]。这些

研究提示,calpain1基因与癌症具有相关性。然而,

calpain1在 OSCC中的生物学意义研究较少,且在

国内的研究中尚未见报道。本研究发现,OSCC细

胞系 HSC3中calpain1 表达水平显著增加,提示

calpain1表达上调可能参与肿瘤细胞生长发育过

程。为研究calpain1在 OSCC细胞发育中的作用,
本研究通过瞬时钙蛋白酶1基因敲除,探讨该基因

对 OSCC细胞系增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响。

暋暋肿瘤增殖异常和细胞周期进程异常密切相关。
细胞周期转换异常会导致细胞周期紊乱、细胞增殖

失控,最终引起癌变。钙蛋白酶能够通过细胞周期

蛋白 D1(cyclin-D1)和细胞周期蛋白 E(cyclin-
E),来调控细胞周期进程,特别是 G1期和S期之间

的转变,从而参与调控细胞周期和细胞增殖[7]。本

研究中,calpain1 沉 默 能 够 降 低 OSCC 细 胞 系

HSC3的生长速度,使细胞在 G0/G1期显著积累并

伴随S期细胞的减少。进一步分析发现calpain1
沉默能够抑制cyclin-D1和cyclin-E表达。cyc灢
lin-D1降解使肿瘤细胞周期呈现 G1期阻滞[8]。
结合过往研究推测,calpain1沉默能够导致细胞周

期 G0/G1停滞,从而抑制肿瘤细胞系的增殖。

暋暋转移是癌症患者死亡的主要原因,细胞迁移和

侵袭是癌症转移的标志。本研究发现calpain1沉

默抑制 HSC3细胞迁移和侵袭能力。上皮-间质

转化是癌细胞的侵袭性表型,与肿瘤进展和转移密

切相关,通常表现为上皮标志物 E-cadherin表达

下降,间质标志物 N-cadherin和 Vimentin表达增

加[9]。本研究发现,calpain1沉默使 E-cadherin
表达增加,而 N-cadherin和 Vimentin表达显著降

低,提示calpain1通过增加E-cadherin表达、降低
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N-cadherin和 Vimentin表达参与调节上皮间质

转化过程。推测calpain1沉默对 HSC3细胞迁移

和侵袭的抑制作用可能与其对上皮间质转化过程的

调节有关。

暋暋基质金属蛋白酶(MMPs)诱导的细胞外基质降

解是细胞侵袭过程的标志,能够调控癌细胞的侵袭

能力[10]。MMP-2和 MMP-9与肿瘤晚期阶段增

加的侵袭和转移密切相关[11]。本研究发现发现,

calpain1沉默显著降低 MMP-2和 MMP-9蛋白

表达水平,这可能与calpain1沉默对细胞迁移和侵

袭能力的抑制作用有关。研究证明,TGF-毬/Smad
信号通路是与上皮间质转化有关的主要信号通

路[12]。TGF-毬/Smad信号通路的抑制能够通过抑

制上皮间质转化过程而抑制肿瘤细胞的转移和侵

袭[13]。Tan等人报道,calpain1能够通过调节TGF
-毬诱导的 EMT 过程而调控细胞的转移能力[14]。
本研究发现,TGF-毬RII、Smad2、Smad3和 p-
Smad2/3蛋白表达均显著降低,提示calpain1沉默

至少部分通过调节 TGF-毬/Smad信号传导途径抑

制 OSCC细胞系 HSC3的上皮间质转化过程。

暋暋综上所述,siRNA沉默calpain1基因能够通过

调控细胞周期 G0/G1停滞而抑制肿瘤细胞系的增

殖,另外calpain1沉默能够通过抑制 MMPs和 GF
-毬/Smad信号通路,并影响EMT而抑制细胞迁移

和侵袭。
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