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[摘要] 目的:研究真核起始因子4E(eukaryotic
 

initiation
 

factor
 

4E,eIF4E)-小干扰RNA(small
 

interfering
 

RNA,

siRNA)对舌鳞状细胞癌(简称鳞癌)细胞粘附和运动能力的影响。方法:舌鳞癌细胞SCC25感染靶向eIF4E干扰

的慢病毒,用实时定量聚合酶链反应(quantitative
 

real
 

time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR)和 Western
 

blot方

法检测沉默效果,噻唑蓝(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
 

bromide,MTT)方法测定细胞增殖和粘附能力,划痕

愈合实验测定细胞运动能力,Transwell实验测定细胞侵袭及迁移能力,Western
 

blot检测细胞中间质标志物神经

性钙粘蛋白(N-cadherin)、上皮标志物上皮钙粘蛋白(E-cadherin)和基质金属蛋白酶(matrix
 

metalloprotease,

MMP)-9、MMP-2蛋白表达情况。结果:靶向eIF4E干扰的慢病毒感染后的SCC25细胞中eIF4E
 

mRNA和蛋白表

达水平均降低。沉默eIF4E后的SCC25细胞的增殖活性降低,细胞粘附能力降低,细胞运动能力降低,侵袭和迁移

能力降低,上皮标志物E-cadherin蛋白表达水平升高,间质标志物N-cadherin蛋白表达水平降低,细胞中 MMP-9、

MMP-2蛋白表达水平降低。结论:eIF4E-siRNA能够下调舌鳞癌细胞中eIF4E的表达,抑制舌鳞癌细胞粘附、运
动、侵袭、迁移能力。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

eIF4E
 

siRNA
 

on
 

adhesion
 

and
 

movement
 

ability
 

of
 

tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cells.
 

Methods:
 

Tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cell
 

line
 

SCC25
 

was
 

infected
 

targeting
 

eIF4E
 

inter-
ferred

 

lentivirus.
 

The
 

effect
 

of
 

silence
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR
 

and
 

Western
 

blot.
 

Cell
 

proliferation
 

and
 

adhesion
 

were
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay.
 

Cell
 

motility
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

healing
 

test.
 

Cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

were
 

measured
 

by
 

Transwell
 

chamber.
 

The
 

expression
 

of
 

N-cadherin,
 

E-cadherin,
 

and
 

matrix
 

degrading
 

enzyme
 

MMP-9
 

and
 

MMP-2
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results:
 

The
 

levels
 

of
 

eIF4E
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

in
 

SCC25
 

cells
 

infected
 

with
 

eIF4E
 

interfered
 

with
 

lentivirus
 

were
 

decreased.
 

After
 

silencing
 

eIF4E,
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

SCC25
 

cells
 

was
 

decreased,
 

cell
 

adhesion,
 

cell
 

motility,
 

and
 

the
 

ability
 

to
 

invasion
 

and
 

migration
 

were
 

de-
creased,

 

the
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

protein
 

in
 

the
 

epithelial
 

marker
 

was
 

elevated,
 

the
 

level
 

of
 

N-cadherin
 

protein
 

in
 

the
 

interstitial
 

marker
 

was
 

reduced,
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-9
 

and
 

MMP-2
 

protein
 

protein
 

in
 

the
 

cells
 

were
 

decreased.
 

Conclusion:
 

eIF4E
 

siRNA
 

can
 

downregulate
 

the
 

expression
 

of
 

eIF4E
 

in
 

tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cells,
 

and
 

inhibit
 

the
 

adhesion,
 

movement,
 

invasion,
 

and
 

migration
 

of
 

tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cells.
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  舌鳞状细胞癌(简称舌鳞癌),具有远处转移、局
部复发等特点,是最为常见的头颈部恶性肿瘤,阐明
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舌鳞癌的发病机制是寻找有效治疗、诊断方法的基

础[1,2]。真核起始因子4E(eukaryotic
 

initiation
 

fac-
tor

 

4E,eIF4E)是一种癌基因,参与真核生物蛋白质

合成过程,是翻译起始复合物形成的必需因子[3]。
大量研究结果表明,eIF4E在白血病、结肠癌、肺癌、
舌鳞癌等多种恶性肿瘤中表达水平升高,并且具有
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促进细胞生长、转移等作用,而对于eIF4E在舌鳞

癌细胞运动、粘附、侵袭等中的作用尚未明确[4-7]。
本实验通过小干扰 RNA(small

 

interfering
 

RNA,

siRNA)下调舌鳞癌细胞中eIF4E的表达,探讨沉默

eIF4E对舌鳞癌细胞运动、粘附等功能的调控作用,
为靶向eIF4E治疗舌鳞癌提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料 PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit、SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq购 自 大 连 TaKaRa公 司;eIF4E-
siRNA慢病毒由吉满生物科技(上海)有限公司构

建;eIF4E抗体、基质金属蛋白酶-9(matrix
 

metallo-
protease-9,MMP-9)抗体购自美国Stants

 

Crus公

司;基质金属蛋白酶-2(matrix
 

metalloprotease-2,

MMP-2)抗体、上皮钙粘蛋白(epithelical
 

cadherin,

E-cadherin)抗体、神经性钙粘蛋白(neural
 

cadher-
in,N-cadherin)抗体购自美国 Abcam公司;纤维粘

连蛋白购自美国Sigma公司。eIF4E引物序列:上
游引物:5’-AGGATGGTATTGAGCCTATGTGG-
3’,下 游 引 物:

 

5’-CACAGAAGTGTCTCTAGC-
CAAAA-3’。β-肌动蛋白(β-actin)引物:上游引物:

5’-CTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3’,下 游 引

物:
 

5’-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3’。引

物由上海生工合成。舌鳞癌细胞SCC25培养于含

10%胎牛血清的DMEM 中,细胞购自美国菌种保

藏中心(American
 

type
 

culture
 

collection,ATCC)。

1.2 细胞分组处理 舌鳞癌细胞SCC25接种于24
孔板内,每孔500

 

μL细胞悬浮液(含有104 个细

胞),培养8
 

h以后,将细胞培养液吸除以后,添加聚

凝胺(Ploybrene)和慢病毒颗粒,慢病毒感染复数

(multiplicity
 

of
 

infection,MOI)=20,继续培养8
 

h
以后,将上清液吸除,加入新鲜细胞培养液,培养3

 

d
以后,感染效率高于90%可用于后续实验。以感染

eIF4E-siRNA慢病毒的细胞记为干扰组,以感染阴

性对照慢病毒的细胞记阴性对照组,以未感染的细

胞记为空白对照组。

1.3 沉默效果检测

1.3.1 实时定量聚合酶链反应(quantitative
 

real
 

time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR):取空白

对照组、阴性对照组、干扰组细胞,弃上清,以磷酸盐

缓冲溶液(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)将细胞

洗涤3次,每10
 

cm2 细胞加入1
 

mL
 

Trizol,提取细

胞总RNA,以二乙基焦磷酰胺(diethyl
 

pyrocarbon-
ate,DEPC)水溶解 RNA 样品。测定 RNA 样品

A260
 

nm∶A280
 

nm 的比值(1.8~2.0)。按照Prime-

Script
 

RT
 

reagent
 

Kit反转录合成cDNA第1链,
按照SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq进行qRT-PCR,步骤同

试剂盒说明书,以β-actin作为内参,用2-△△Ct 法计

算eIF4E
 

mRNA相对表达情况。

1.3.2 Western
 

blot 取空白对照组、阴性对照

组、干扰组细胞,胰蛋白酶消化收集细胞以后,加入

裂解液,充分裂解,在4
 

℃
 

离心,蛋白存在于上清溶

液中。以二喹啉甲酸(bicinchoninic
 

acid,BCA)法
对蛋白样品进行定量检测,每个泳道中添加30

 

μg
蛋白样品,100

 

V恒压,电泳时长为2
 

h。90
 

V电压

冰上转膜,把蛋白转移到硝酸纤维素(nitrocellulose
 

filter
 

membrane,NC)上,以5%牛血清白蛋白封闭

1
 

h,再进行常规抗原抗体反应,一抗稀释倍数为

1∶200,二抗稀释倍数为1∶4000。用电化学发光

(electro-chemi-luminescence
 

,ECL)法显色后,以

β-actin作为内参,采用Quantity
 

One软件对蛋白条

带进行分析,计算eIF4E
 

蛋白相对表达水平。

1.4 细胞增殖能力检测 空白对照组、阴性对照

组、干扰组细胞接种到96孔板中,每个孔依次添加

约4000个细胞。将培养板置于37
 

℃、5%
 

CO2 培

养箱中继续培养,分别在培养24、48、72、96
 

h以后,
进行常规噻唑蓝(methylthiazolyldiphenyl-tetrazoli-
um,MTT)检测,酶标仪检测570

 

nm 处的吸光度

(A)值变化。

1.5 细胞粘附能力检测 每个孔中加入5
 

ng/L的

纤维粘连蛋白100
 

μL至96孔板中,置于37
 

℃中反

应4
 

h,再加入2%牛血清白蛋白继续孵育1
 

h,置于

4
 

℃过夜。以PBS将细胞洗涤3次以后,分别在96
孔板中接种空白对照组、阴性对照组、干扰组细胞,
孵育结合1

 

h,以 PBS洗涤后,用 MTT 法检测

570
 

nm处 的 A 值,以 空 白 对 照 组 粘 附 率 作 为

100%,分析阴性对照组、干扰组细胞粘附率差异。

1.6 细胞运动能力检测 空白对照组、阴性对照

组、干扰组细胞接种到6孔板,接种密度为2×
108/L。观察细胞融合度为80%时,以移液枪枪头

在细胞表面划痕,PBS洗涤。加入不含血清的培养

液继续培养,检测0
 

h和24
 

h划痕的宽度,计算迁

移率。细胞迁移率(%)=(0
 

h划痕宽度-24
 

h划

痕宽度)/0
 

h划痕宽度×100%。

1.7 细胞侵袭和迁移能力检测 细胞侵袭实验:在

Transwell小室的上室添加基质胶,在37
 

℃孵育

2
 

h,取空白对照组、阴性对照组、干扰组细胞,用不

含血清的培养液制成浓度为5×108/L的细胞悬浮

液,上室中添加300
 

μL细胞悬液,下室中添加含有
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胎牛血清的细胞培养液500
 

μL,继续培养24
 

h,多
聚甲醛固定,结晶紫染色,在显微镜下选取5个视野

(×200),分析细胞侵袭数目。迁移能力检测同细胞

侵袭实验,迁移实验不用基质胶包被。

1.8 MMP-2、MMP-9、E-cadherin、N-cadherin蛋

白水平检测 用 Western
 

blot法测定空白对照组、
阴性 对 照 组、干 扰 组 细 胞 中 MMP-2、MMP-9、

E-cadherin、N-cadherin蛋白表达变化,方法同1.2。

1.9 统计学分析 数据采用SPSS
 

21.0软件分析,
计量资料采用x±s表示,多组间比较采用单因素

方差分析,组间比较采用SNK-q 检验,以P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 eIF4E-siRNA慢病毒可明显降低舌鳞癌细胞

中eIF4E
 

表达水平 结果见图1和表1,eIF4E-
siRNA慢病毒感染后的SCC25细胞中的eIF4E蛋

白和 mRNA水平均明显降低,提示eIF4E-siRNA
慢病毒能够下调SCC25细胞中eIF4E的表达。

1:空白对照组;2:阴性对照组;3:干扰组

图1 Western
 

blot测 定eIF4E-siRNA 慢 病 毒 感 染 前 后 细 胞 中

eIF4E蛋白水平变化

Fig.
 

1 Changes
 

of
 

eIF4E
 

protein
 

levels
 

in
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

eIF4E-siRNA
 

lentivirus
 

infection
 

by
 

Western
 

blotting.

表1 eIF4E-siRNA慢病毒感染前后细胞中eIF4E
 

mRNA和蛋白水

平变化

Tab.
 

1 Changes
 

of
 

eIF4E
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

eIF4E-siRNA
 

lentivirus
 

infection x±s

组别 eIF4E
 

mRNA eIF4E蛋白

空白对照组 1.00±0.00 0.51±0.06
阴性对照组 0.99±0.12 0.53±0.07
干扰组  0.35±0.04* 0.16±0.02*

 注:与空白对照组比较,*
 

P<0.05

表2 沉默eIF4E
 

前后细胞粘附率和迁移率变化

Tab.
 

2 Changes
 

of
 

cell
 

adhesion
 

rate
 

and
 

migration
 

rate
 

before
 

and
 

after
 

silencing
 

eIF4E x±s

组别 粘附率/% 迁移率/%

空白对照组 100.00±0.00 67.45±5.16
阴性对照组 99.56±8.63 69.25±4.12
干扰组  74.69±5.92* 30.16±2.69*

 注:与空白对照组比较,*
 

P<0.05

2.2 沉默eIF4E可明显降低舌鳞癌细胞增殖活性

如图2所示,沉默eIF4E的SCC25细胞在570
 

nm
的A 值均明显降低,提示沉默eIF4E能够抑制舌鳞

癌细胞增殖。

与空白对照组比较,*
 

P<0.05;F24h=24.333,P24h=0.001;F48h
=10.867,P48h=0.010;F72h=22.526,P72h=0.002;F96h=21.

105,P96h=0.002
图2 沉默eIF4E前后细胞在570

 

nm的A 值变化

Fig.
 

2 Changes
 

of
 

OD
 

value
 

before
 

and
 

after
 

eIF4E
 

silencing.

2.3 沉默eIF4E可明显降低舌鳞癌细胞粘附和运

动能力 如图3和表3所示,沉默eIF4E的SCC25
细胞粘附率和迁移率均明显降低,提示沉默eIF4E
能够抑制舌鳞癌细胞的粘附和运动。

图3 沉默eIF4E前后细胞划痕实验(×10)

Fig.
 

3 Cell
 

Scratch
 

Test
 

before
 

and
 

after
 

Silencing
 

eIF4E
 

(×10).

表3 沉默eIF4E
 

前后细胞侵袭和迁移能力变化变化

Tab.
 

3 Changes
 

of
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability
 

before
 

and
 

af-

ter
 

silencing
 

eIF4E x±s

组别 迁移数目 侵袭数目

空白对照组 134.56±11.45 109.52±6.23
阴性对照组 138.49±12.78 105.46±5.11
干扰组  94.36±9.46* 84.82±3.79*

 注:与空白对照组比较,*
 

P<0.05

2.4 沉默eIF4E可明显降低舌鳞癌细胞侵袭和迁

移能力 沉默eIF4E的SCC25细胞迁移和侵袭数

目均明显降低,提示沉默eIF4E能够抑制舌鳞癌细

胞的迁移和侵袭能力,见表3。

2.5 沉默eIF4E可明显抑制舌鳞癌细胞上皮-间质

转化(epithelial
 

mesenchymal
 

transition,
 

EMT)和
合成 MMP-2、MMP-9 如图4所示,沉默eIF4E的
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SCC25细胞中 MMP-2、MMP-9蛋白水平表达降

低,细胞中上皮标志物E-cadherin蛋白水平升高,
间质标志物 N-cadherin蛋白水平降低,提示沉默

eIF4E能够抑制舌鳞癌细胞EMT和合成 MMP-2、

MMP-9。
 

4a:Western
 

blot检测结果(1:空白对照组;2:阴性对照组;3:干扰

组);4b:MMP-2、MMP-9、E-cadherin、N-cadherin蛋白水平检测结果

与空白对照组比较,*
 

P<0.05;FMMP-2=15.711,PMMP-2=0.004;

FMMP-9=29.600,PMMP-9=0.001;FE-cadherin=11.455,PE-cadherin=0.

009;FN-cadherin=19.467,PN-cadherin=0.002
图4 沉默eIF4E前后细胞中 MMP-2、MMP-9、E-cadherin、N-cad-

herin蛋白水平变化

Fig.
 

4 Changes
 

of
 

MMP-2,
 

MMP-9,
 

E-cadherin,
 

and
 

N-cadherin
 

levels
 

in
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

eIF4E
 

silencing.

3 讨论

  eIF4E是目前为止发现的最重要的翻译起始因

子eIFs成员之一,人类的eIF4E蛋白空间结构中的

凹陷口袋中含有2个色氨酸组,能够与 mRNA的

5’端结合,形成夹心结构,eIF4E空间结构背面的凸

起结构可以与真核翻译起始因子结合,共同调控

mRNA起始翻译过程[8]。哺乳动物的eIF4E参与

eIF4F复合物形成过程,而eIF4F复合物由eIF4A、

eIF4G、eIF4E构成,参与调控翻译启动位点和定位

过程,eIF4E在该复合物中具有调控翻译速度的功

能,也是目前为止最为重要的调控因子[9]。目前在

很多肿瘤中的研究结果显示,eIF4E在肿瘤中高表

达,是一种新的癌基因,目前已经证实其在乳腺癌、

宫颈癌、胃癌中高表达,并且沉默其表达可以抑制肿

瘤细胞的转移能力[10-12]。

  本研究结果显示,沉默eIF4E后鳞癌细胞增殖

活性降低,细胞粘附、运动、侵袭、迁移能力均降低,
说明沉默eIF4E具有抑制口腔鳞癌细胞转移的作

用,eIF4E在肿瘤转移中可能发挥促进作用。有研

究结果显示,eIF4E在舌鳞癌组织、癌前病变组织、
正常组织中的表达水平依次降低,eIF4E在正常组

织中几乎不表达,eIF4E表达水平的高低与病理分

化程度无关,与舌鳞癌复发有关,eIF4E可能是舌鳞

癌恶性改变的一个重要标志[13,14]。本实验结果也

表明,eIF4E具有肿瘤转移促进作用,这与上述实验

报道相符合。

  肿瘤的转移是引起肿瘤患者死亡的关键,肿瘤

的转移与肿瘤细胞内基因突变、肿瘤微环境等有关,
是一个较为复杂的过程[15]。细胞外基质降解是肿

瘤细胞转移的重要步骤,目前发现的 MMP-2和

MMP-9与肿瘤转移关系最为密切,其表达水平的高

低与肿瘤的转移潜能呈正相关[16]。肿瘤转移与

EMT有关,现在认为EMT是肿瘤细胞转移的早期

标志,间质标志物N-cadherin表达上调和上皮标志

物E-cadherin表 达 降 低 是 细 胞 发 生 EMT 的 标

志[17]。本实验表明,沉默eIF4E后的舌鳞癌细胞中

MMP-2、MMP-9蛋白水平降低,细胞中N-cadherin
蛋白表达下降,E-cadherin蛋白表达升高,提示沉默

eIF4E可以通过减少细胞合成基质降解酶和抑制细

胞EMT发挥抗舌鳞癌转移作用。

  综上,沉默eIF4E具有抑制舌鳞癌细胞转移潜

能作用,其可以抑制舌鳞癌细胞的运动、粘附、侵袭、
迁移能力,减少细胞合成基质金属蛋白酶,这为研究

eIF4E在舌鳞癌转移中的作用奠定了基础,为靶向

eIF4E治疗舌鳞癌提供了依据,在后续实验中还需

要探讨其在体内和其他多株舌鳞癌细胞中的作用。
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