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[摘要] 目的:探讨人源性长寿保障基因2(LASS2)在口腔鳞癌组织中表达,以及沉默人口腔鳞癌CAL-27细胞中

LASS2基因表达对细胞增殖和侵袭能力的影响。方法:选取口腔鳞癌患者64例,利用实时荧光定量PCR技术和

Western
 

blot法检测口腔鳞癌和癌旁组织中LASS2基因和蛋白表达,培养CAL-27细胞并分为siRNA-LASS2组、

阴性对照组和空白组,实时荧光定量PCR技术检测LASS2基因表达,MTT法检测细胞增殖,划痕实验检测细胞

迁移能力,Transwell小室法检测细胞侵袭力。结果:口腔鳞癌组织中LASS2
 

mRNA和蛋白相对表达量均低于癌

旁组织(P<0.05);口腔鳞癌组织中LASS2
 

mRNA和蛋白相对表达量与TNM分期、分化程度、临床分期和淋巴结

转移有关(P<0.05);siRNA-LASS2组细胞中LASS2
 

mRNA相对表达量低于阴性对照组和空白组(P<0.05);

siRNA-LASS2组1、2、3和4
 

d时A 值均高于阴性对照组和空白组(P<0.05);siRNA-LASS2组24
 

h和48
 

h时细

胞迁移率高于阴性对照组和空白组(P<0.05);siRNA-LASS2组侵袭细胞数高于阴性对照组和空白组(P<0.
05)。结论:LASS2在口腔鳞癌组织中呈低表达,特异性抑制口腔鳞癌细胞中LASS2表达可促进细胞增殖、加速细

胞迁移及侵袭。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

homo
 

sapiens
 

longevity
 

assurance
 

homologue
 

2
 

of
 

yeast
 

LAG1
 

(LASS2)
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
 

and
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

silencing
 

LASS2
 

gene
 

expression
 

on
 

pro-
liferation

 

and
 

invasion
 

of
 

CAL27
 

cells.
 

Methods:
 

A
 

total
 

of
 

64
 

cases
 

of
 

patients
 

with
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

were
 

selected.
 

The
 

expressions
 

of
 

LASS2
 

gene
 

and
 

protein
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot.
 

CAL-27
 

cells
 

were
 

cultured
 

and
 

divided
 

into
 

siRNA-
LASS2

 

group,
 

negative
 

control
 

group,
 

and
 

blank
 

group.
 

The
 

expression
 

of
 

LASS2
 

gene
 

in
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

u-
sing

 

real-time
 

quantitative
 

PCR.
 

The
 

cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

MTT
 

assay.
 

The
 

cell
 

migration
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

scratch
 

test.
 

The
 

cell
 

invasive
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

Transwell
 

chamber.
 

Results:
 

The
 

relative
 

ex-

pression
 

levels
 

of
 

LASS2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).
 

The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LASS2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

were
 

related
 

to
 

TNM
 

stage,
 

differentiation
 

degree,
 

clinical
 

stage,
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P
<0.05).

 

The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

LASS2
 

mRNA
 

in
 

the
 

siRNA-LASS2
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

(P <0.05).
 

The
 

absorbance
 

A
 

values
 

at
 

1d,
 

2d,
 

3d,
 

and
 

4d
 

in
 

the
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siRNA-LASS2
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

(P <
0.05).

 

The
 

cell
 

migration
 

rates
 

at
 

24h
 

and
 

48h
 

in
 

the
 

siRNA-LASS2
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
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negative
 

control
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

number
 

of
 

invasive
 

cells
 

in
 

the
 

siRNA-LASS2
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

(P<0.05).
 

Conclusion:
 

LASS2
 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues.
 

Specific
 

inhibition
 

of
 

LASS2
 

expression
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

car-
cinoma

 

cells
 

could
 

promote
 

cell
 

proliferation
 

and
 

accelerate
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
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  人源性长寿保障基因2(homo
 

sapiens
 

longevi-
ty

 

assurance
 

homologue
 

2
 

of
 

yeast
 

LAG1,LASS2)
是长寿保障基因家族成员,具有抑制肿瘤转移的功

能[1],研究发现,其在多种恶性肿瘤发生、转移及侵

袭中发挥重要作用[2]。本研究分析口腔鳞癌组织中

LASS2表达,并利用小分子干扰RNA(small
 

RNA
 

interfere,siRNA)技 术 特 异 性 沉 默 人 口 腔 鳞 癌

CAL-27细胞中LASS2基因表达,观察其对细胞增

殖和侵袭力的影响。

1 材料与方法

1.1 资料

1.1.1 临床资料 选取2015年4月~2017年12
月在我院口腔科择期行手术治疗的口腔鳞癌患者

64例,所有患者术前均未行放化疗,术后经病理学

检查确诊。其中,男性41例,女性23例,年龄36~
75岁,平 均 年 龄(54.7±10.4)岁,根 据 第 七 版

UICC/AJCC关 于 TNM 分 期 标 准:T1~T2 期

35例,T3~T4期29例;分化程度:低分化12例,中
分化21例,高分化31例;临床分期:Ⅰ期16例,Ⅱ
期11例,Ⅲ期21例,Ⅳ期16例;发生淋巴结转移

34例。术中留取口腔鳞癌组织及癌旁距离肿瘤边

缘至少2
 

cm癌旁组织,快速置于液氮中,保存于-
80

 

℃冰箱。本研究通过医院伦理委员会批准,所有

患者均行知情同意。

1.1.2 主要试剂和设备 Trizol总RNA提取试

剂和Lipofectamine
 

2000转染试剂(美国Invitrogen
公司),逆转录和PCR扩增试剂[宝生物工程(大连)
有限公司],LASS2和内参引物由上海生工生物公

司设计合成,羊抗人LASS2多克隆抗体(北京博奥

森生物技术公司),BCA蛋白含量检测试剂(上海雅

吉生物科技公司),siRNA-LASS2和阴性对照序列

由北京赛百胜公司设计合成,CAL-27细胞[通派

(上海)生物科技公司],胎牛血清和DMEM 培养液

(美国Hyclone公司),噻唑蓝(MTT)试剂、二甲基

亚砜(DMSO)、胰蛋白酶(美国Sigma公司),Tran-
swell小室(美国 Corning

 

公司),Matrigel
 

基质胶

(美国BD公司),实时荧光定量PCR仪(美国 ABI

公司),凝胶电泳成像分析系统(美国 Bio-rad公

司)。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR技术检测口腔鳞癌和癌

旁组织中LASS2基因表达 取口腔鳞癌和癌旁组

织,研磨,根据Trizol总RNA提取试剂说明提取组

织中总RNA,行琼脂糖凝胶电泳,使用紫外分光光

度计检测总 RNA 纯度。按逆转录试剂说明将总

RNA合成模板链cDNA。使用实时荧光定量PCR
仪按PCR扩增试剂盒说明对引物进行扩增,引物序

列见表1。PCR 反应条件:95
 

℃预变性1
 

min,

94
 

℃变性30
 

s,60
 

℃退火30
 

s,73
 

℃延伸30
 

s,连
续循环38次。用2-△△Ct 法计算口腔鳞癌和癌旁组

织中LASS2
 

mRNA相对表达量。

表1 RT-PCR引物序列

Tab.
 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

RT-PCR.

基因名称 引物序列(5’→3’)

LASS2 上游:GCCTTGCTCTTCCTCATCGTTC
下游:TGCTTGCCACTGGTCAGGTAGA

GAPDH 上游:GGTCTCCTCTGACTTCAACA
下游:GAGGGTCTCTCTCTTCCT

1.2.2 Westerblot法检测口腔鳞癌和癌旁组织中

LASS2蛋白表达 取口腔鳞癌和癌旁组织,研磨,
提取总蛋白,按照蛋白含量检测试剂说明检测总蛋

白浓度。取总蛋白50
 

μg,行十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳,电转至聚偏氟乙烯膜上,用含

0.05%
 

Tween20的TBS缓冲液(Tris
 

buffered
 

sa-
line

 

tween,TBST)漂洗3次。用5%脱脂奶粉进行

封闭60
 

min,将一抗羊抗人LASS2多克隆抗体按

1∶500稀释后加入,4
 

℃过夜孵育。室温下,用

TBST漂洗3次,加入二抗,孵育120
 

min,用TBST
漂洗3次,加入电化学发光试剂,避光反应20

 

min,
拍照。用Image

 

J图像分析软件对条带进行分析。

1.2.3 细胞培养和分组 将CAL-27细胞置于含

10%胎牛血清的DMEM 培养液中,在饱和湿度含

5%CO2 的37
 

℃培养箱中培养。取对数生长期细

胞,胰酶消化,接种于6孔板,密度为2×105/mL,
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培养24
 

h,按转染试剂盒说明进行分组转染:(1)

siRNA-LASS2组:转染LASS2基因的干扰序列:

5’-UAGUUAAACAUCUUGGCAG-3’;(2)阴性对

照 组:转 染 阴 性 对 照 序 列:5’-ACGUGA-
CACGUUCGGAGAA-3’;(3)空白组:不作任何处

理。

1.2.4 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测 细 胞 中

LASS2基因表达 取各组细胞,加入细胞裂解液,
其余步骤同1.2.1。

1.2.5 MTT法检测细胞增殖 取各组细胞,接种

于96孔板,细胞密度为2×104/孔,在饱和湿度含

5%CO2 的37
 

℃培养箱中培养。分别于培养0.5、

1、2、3和4
 

d时,各孔加入 MTT液(5
 

g/L)20
 

μL,
培养4

 

h,去除上清,各孔加入150
 

μL的DMSO,充
分振荡15

 

min,用酶标仪在490
 

nm处检测各孔A
值。

1.2.6 划痕实验检测细胞迁移能力 取各组细胞,
接种于6孔板,细胞密度为3×105/孔,过夜培养,
利用100

 

μL的移液器枪头垂直于孔板划直线,用无

血清培养液洗掉划落的细胞,加入含10%胎牛血清

的培养液培养,分别于24
 

h和48
 

h时,测量细胞迁

移距离,计算细胞迁移率=(初始划痕宽度-24
 

h/

48
 

h时划痕宽度)×100%。

1.2.7 Transwell小室法检测细胞侵袭力 取

Matrigel
 

基质胶,按9∶1的比例用不含胎牛血清的

培 养液进行稀释,平铺于小室上室,于37
 

℃条件下

湿化4
 

h。取各组细胞,离心取细胞沉淀,用不含血

清培养液重悬,调整细胞密度为5×105/mL,取

200
 

μL加入小室上室,下室则加入含20%胎牛血清

的培养液500
 

μL,培养24
 

h。多聚甲醛固定,结晶

紫染色。显微镜下随机取6个高倍视野计数穿膜细

胞数。

1.3 统计学分析 使用SPSS
 

17.0统计软件分析,
计量资料采用x±s表示,两组间比较采用独立样

本t检验,多组间比较采用单因素方差分析和LSD-
t检验,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 口腔鳞癌和癌旁组织中LASS2基因和蛋白表

达 口腔鳞癌组织中LASS2
 

mRNA和蛋白相对表

达量均低于癌旁组织(P<0.05),见表2。

表2 口腔鳞癌和癌旁组织中LASS2基因和蛋白表达

Tab.
 

2 Expressions
 

of
 

LASS2
 

gene
 

and
 

protein
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

adjacent
 

tissues x±s

组别 LASS2
 

mRNA LASS2蛋白

口腔鳞癌 0.37±0.07 0.46±0.07
癌旁组织 1.02±0.05 0.87±0.10
t值 60.872 27.905
P 值 0.000 0.000

2.2 口腔鳞癌组织中LASS2基因和蛋白表达与临

床病理特征之间关系 口腔鳞癌组织中 LASS2
 

mRNA和蛋白相对表达量均与性别和年龄无关

(P>0.05),而与TNM分期、分化程度、临床分期

表3 口腔鳞癌组织中LASS2基因和蛋白表达与临床病理特征之间关系

Tab.
 

3 Relationship
 

between
 

expressions
 

of
 

LASS2
 

gene
 

and
 

protein
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

tissues
 

and
 

clinicopathological
 

features

x±s

指标 例数 LASS2
 

mRNA t值 P 值 LASS2蛋白 t值 P 值

性别

  男性 41 0.38±0.08 0.861 0.392 0.45±0.06 1.200 0.235
  女性 23 0.36±0.07 0.47±0.09
年龄/岁

  ≥55 39 0.36±0.05 1.651 0.104 0.44±0.05 1.656 0.103
  <55 25 0.39±0.09 0.47±0.07
TNM分期

  T1~T2期 35 0.45±0.10 7.177 0.000 0.50±0.10 5.247 0.000
  T3~T4期 29 0.29±0.07 0.39±0.08
分化程度

  中低分化 33 0.25±0.07 7.740 0.000 0.36±0.09 8.263 0.000
  高分化 31 0.41±0.10 0.53±0.08
临床分期

  Ⅰ期+Ⅱ期 27 0.46±0.08 11.485 0.000 0.51±0.10 5.805 0.000
  Ⅲ期+Ⅳ期 37 0.24±0.07 0.37±0.09
淋巴结转移

  是 34 0.23±0.06 11.793 0.000 0.32±0.07 10.845 0.000
  否 30 0.45±0.08 0.57±0.11
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表4 各组细胞增殖能力

Tab.
 

4 Proliferation
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group x±s

组别 0.5
 

d 1
 

d  2
 

d  3
 

d  4
 

d  

siRNA-LASS2组 0.13±0.04 0.40±0.05*1*2 0.56±0.10*1*2 0.72±0.10*1*2 0.80±0.08*1*2

阴性对照组 0.12±0.04 0.23±0.07 0.33±0.07 0.41±0.05 0.54±0.04
空白组 0.15±0.02 0.29±0.03 0.36±0.08 0.42±0.07 0.48±0.07
F 0.919 16.034 13.948 31.288 38.106
P 0.420 0.000 0.000 0.000 0.000

  注:与空白组比较,*1
 

P<0.05;与阴性对照组比较,*2
 

P<0.05

图1 划痕实验检测各组细胞迁移能力

Fig.
 

1 Scratch
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

migration
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group.

图2 Transwell法检测各组细胞

侵袭能力 2a:siRNA-LASS2组;

2b:阴性对照组;2c:空白组(结晶

紫染色,×200)

Fig.
 

2 Transwell
 

method
 

was

used
 

to
 

detect
 

the
 

invasive
 

ability

  of
 

cells
 

ineach
 

group
 

(Crystal
 

violet,×
 

200)

和淋巴结转移有关(P<0.05),见表3。

2.3 各 组 细 胞 中 LASS2 基 因 表 达  siRNA-
LASS2组、阴 性 对 照 组 和 空 白 组 细 胞 中 LASS2

 

mRNA相对表达量分别为(0.35±0.06)、(1.12±
0.09)和(1.07±0.12),差异有统计学意义(F=
133.098,P=0.000),阴性对照组和空白组细胞中

LASS2
 

mRNA相对表达量无差异(P=0.377),

siRNA-LASS2组细胞中LASS2
 

mRNA相对表达

量低于阴性对照组和空白组(P<0.05)。
2.4 各组细胞增殖能力 siRNA-LASS2组1

 

d、2
 

d、3
 

d和4
 

d时A 值均高于阴性对照组和空白组

(P<0.05),见表4。

2.5 各组细胞迁移能力 siRNA-LASS2组24
 

h
和48

 

h时细胞迁移率高于阴性对照组和空白组

(P<0.05),见表5和图1。

表5 各组细胞迁移能力

Tab.
 

5 Migration
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group x±s

组别 24
 

h  48
 

h  

siRNA-LASS2组 51.24±7.64*1*2 78.64±3.91*1*2

阴性对照组 18.52±2.35 37.52±2.00
空白组 20.95±2.56 34.77±1.74
F 85.018 486.706
P 0.000 0.000

 注:与空白组比较,*1
 

P<0.05;与阴性对照组比较,*2
 

P<
0.05
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2.6 各组细胞侵袭能力 siRNA-LASS2组、阴性

对照 组 和 空 白 组 侵 袭 细 胞 数 分 别 为(125.95±
5.51)、(64.30±7.13)和(68.25±3.39),差异有统

计学意义(F=230.936,P=0.000);阴性对照组和

空白组侵袭细胞数无差异(P=0.237),siRNA-
LASS2组侵袭细胞数高于阴性对照组和空白组

(P<0.05),见图2。

3 讨论

  口腔鳞癌具有发病率高、生存率低的特点[3],且
患者生存率及预后改善有限[4]。研究表明,肿瘤细

胞高侵袭转移性是影响口腔鳞癌患者预后的重要因

素[5]。LASS2是由我国科学家发现并病名的基因,
可通过调控V-ATPase质子泵活性、基因转录、神经

酰胺表达等而在多种恶性肿瘤发生、进展、侵袭、转
移等过程中发挥重要作用[6-8],亦有研究指出[9,10],

LASS2与恶性肿瘤预后及耐药性有关。本研究结

果显示,口腔鳞癌组织中LASS2
 

mRNA和蛋白相

对表达量均低于癌旁组织,说明LASS2在口腔鳞癌

组织中呈低表达,提示LASS2可能作为一种抑癌基

因而参与了口腔鳞癌发生过程。本研究结果显示,

TNM分期T3-T4期、中低分化、临床分期Ⅲ期+Ⅳ
期及发生淋巴结转移的口腔鳞癌组织中 LASS2

 

mRNA和蛋白均呈低表达,说明LASS2可能参与

了口腔鳞癌恶性化及转移过程。

  本研究利用siRNA技术特异性抑制人口腔鳞

癌CAL-27细胞中 LASS2基因表达,结果显示,

siRNA-LASS2组细胞中LASS2基因表达被成功

抑制。本研究结果显示,siRNA-LASS2组1、2、3和

4
 

d时A 值均高于阴性对照组和空白组,说明特异

性抑制细胞中LASS2基因表达可促使细胞增殖,亦
从另一个方面说明LASS2基因在抑制肿瘤生长中

发挥重要作用[11],是一种抑癌基因。本研究结果显

示,siRNA-LASS2组24
 

h和48
 

h时细胞迁移率及

侵袭细胞数高于阴性对照组和空白组,说明特异性

抑制细胞中LASS2基因表达可促使细胞迁移和侵

袭。

  综上所述,LASS2在口腔鳞癌组织中呈低表

达,特异性抑制口腔鳞癌细胞中LASS2表达可促进

细胞增殖、加速细胞迁移及侵袭,有望为口腔鳞癌机

制研究及基因治疗提供新的靶点。
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