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[摘要]     目的   探讨下调性别决定区Y框蛋白9（SOX9）对口腔鳞癌（OSCC）细胞上皮间质转化（EMT）及克隆能

力的影响。方法   OSCC BcaCD885细胞中转染siRNA control、SOX9 siRNA，同时以不做任何转染的细胞作为control

组。实时定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）和Western blot筛选干扰效果较好的SOX9 siRNA1做后续研究。细胞克

隆实验测定细胞克隆形成能力，免疫荧光检测上皮钙黏附素（E-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）表达，Western 

blot检测E-cadherin、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、Vimentin、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）表达，Transwell小室

检测细胞侵袭和迁移。结果   SOX9 siRNA组细胞中SOX9 mRNA和蛋白水平均明显低于control组（P<0.05）。SOX9 

siRNA1细胞克隆形成数目、细胞侵袭和迁移数目明显降低，并且细胞中MMP-2、MMP-9蛋白水平也明显降低，与

control组相比，差异具有统计学意义（P<0.05）。SOX9 siRNA1组细胞中Vimentin表达水平降低，而E-cadherin表达

水平升高，细胞EMT受到抑制，与control组相比，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论   下调SOX9可抑制OSCC

细胞EMT和克隆形成，以及细胞侵袭和迁移。

[关键词]     性别决定区Y框蛋白9；  口腔鳞癌；  上皮间质转化；  细胞克隆

[中图分类号]     Q 785     [文献标志码]     A     [doi]     10.7518/hxkq.2019.01.003

 

Effect of down-regulation of sex determining region Y-box 9 on epithelial mesenchymal transition and cloning of oral 

squamous carcinoma cells   Yang Wenli, Sun Minglei, Zhang Peng, Yu Weiwei, Zhou Haixia, Sun Qiang.   (Dept. of Sto-

matology, The First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China)

Supported by: Henan Education Department Key Scientific and Technological Research Projects (�4A320022). Correspon-

dence: Yang Wenli, E-mail: wenbowuw@�63.com.

[Abstract]     Objective   To investigate the effect of sex determining region Y-box 9 (SOX9) on epithelial mesenchymal 

transition (EMT) and cloning of oral squamous cell carcinoma (OSCC). Methods   siRNA control, SOX9 siRNA were trans-

fected into BcaCD885 cells in OSCC. Simultaneously, cells that did not undergo transfection were used as the control. Quanti-

tative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blot were used to select SOX9 siRNA1 with enhanced 

interference effect. A cell cloning assay was used to determine the cell’s clone formation ability. E-cadherin and Vimentin 

expressions were detected by immunofluorescence. The expressions of E-cadherin, matrix metalloprotease 2 (MMP-2), Vi-

mentin and matrix metalloprotease 9 (MMP-9) were detected by Western blot. Cell invasion and migration were detected in 

the Transwell compartment. Results   The levels of SOX9 mRNA and protein in SOX9 siRNA cells were significantly lower 

than those of the control (P<0.05). An increase in the number of SOX9 siRNA1 cell clonesled to the considerable decrease of 

the number of cell invasion and migration. In addition, levels of MMP-2 and MMP-9 proteins in cells decreased significantly 

compared with the control (P<0.05). The level of Vimentin expression in SOX9 siRNA1 cells decreased, and expression level 

of E-cadherin was elevated. Cell EMT was inhibited com-

pared with the control, and the difference was statistically 

significant (P<0.05). Conclusion   Down-regulation of SOX9 

inhibited EMT, clonogenic  formation, cell  invasion and 

OSCC migration.
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手术治疗、免疫治疗、放疗和化疗等是常见的治

疗口腔鳞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）

的方法。随着人们对肿瘤发病机制的不断研究，基

因靶向治疗已成为目前治疗肿瘤的新方法[1]。肿瘤

转移是肿瘤致死的重要原因，上皮间质转化（epi-
thelial mesenchymal transition，EMT）是肿瘤转移的

基础，也是肿瘤细胞获得转移性的重要原因[2]。性别

决定区Y框蛋白9（sex determining region Y-box 9，

SOX9）在肿瘤中的作用受到广泛关注，在各种癌

症中发现其呈强阳性，并且表达水平的高低与肿瘤

的生长和转移有关[3-5]。研究[6]显示，SOX9在口腔癌

癌化过程中表达上升，并且与肿瘤的转移有关。目

前，SOX9对OSCC细胞侵袭迁移及EMT的作用尚不

明确。本实验以BcaCD885细胞为对象，研究下调

SOX9对OSCC细胞侵袭、迁移及EMT的影响，为以

后靶向SOX9治疗口腔癌提供参考。

1   材料和方法

1.1   材料

OSCC BcaCD885细胞（ATCC公司，美国）；

cDNA合成试剂盒、实时定量聚合酶链式反应（quan-
titative real time polymerase chain reaction，qRT-PCR）

试剂盒（大连宝生物工程有限公司）；SOX9抗体

（Santa Cruz Biothechnology公司，美国）；磷酸甘油

醛脱氢酶（glyceraldehyde phosphate dehydrogenase，

GAPDH）抗体、波形蛋白（Vimentin）抗体、基质金

属蛋白酶-2（matrix metalloprotease 2，MMP-2）抗体、

上皮钙黏附素（E-cadherin）抗体、基质金属蛋白酶-9
（matrix metalloprotease 9，MMP-9）抗体（Bioworld
公司，美国）；10%山羊血清（武汉博士德生物工程

有限公司）；siRNA control、SOX9 siRNA1、SOX9 
siRNA2（上海吉玛制药技术有限公司）。

1.2   细胞转染

BcaCD885细胞中转染SOX9小干扰RNA，分别

为SOX9 siRNA1、SOX9 siRNA2，同时转染siRNA 
control作为阴性对照，以不做转染的BcaCD885细胞

作为control组，转染的具体操作方法参照Lipofectamine 
2000脂质体转染试剂。细胞在转染后48 h，用qRT-
PCR和Western blot测定SOX9水平。细胞以含有10%
胎牛血清的DMEM培养，用0.25%的胰蛋白酶消化。

培养参数为37 ℃，5%CO2培养箱。

1.3   qRT-PCR测定SOX9水平

control、siRNA control、SOX9 siRNA1、SOX9 

siRNA2组细胞培养48 h以后，采用TRIZOl试剂提取

细胞的总RNA。使用分光光度计测定其OD260  nm/
OD280 nm为1.8~2.0。取RNA合成cDNA以后进行qRT-
PCR扩增。程序为：95 ℃，3 min；95 ℃，60 s；

60 ℃，60  s。引物序列如下。SOX9上游引物序列

为：5’-AATGGGGGATCCATGAATCTCCTGGAC-
3’，下游引物序列为：5’-ATTGACCGAATTCGA-
TCAAGGTCGAGTGAGC-3’。GAPDH上游引物序

列为：5’-AATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3’，下游

引物序列为：5’-TGAAGGGGTCATTGATGGCA-
3’。
1.4   Western blot测定SOX9水平

control、siRNA control、SOX9 siRNA1、SOX9 
siRNA2组细胞培养48 h以后，提取细胞蛋白，按照

BCA蛋白定量试剂盒对各组蛋白样品进行定量检测。

蛋白变性：蛋白样品中加入5×上样缓冲液，混合后，

在100 ℃煮沸5 min。每个上样孔加40 μg蛋白样品，

以10%的分离胶、5%的浓缩胶，在90 V恒压条件下

电泳。电泳3 h以后，观察染料移动到电泳槽的底部

后，停止电泳。转膜：将聚偏氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride，PVDF）膜在转移缓冲液中浸泡，200 mA
置于冰浴中转膜2 h。封闭：把膜放在5%牛血清白

蛋白中，在37 ℃中孵育2 h。抗体孵育：PVDF膜放

在一抗（SOX9抗体以1︰600稀释）中，置于4 ℃过

夜，取出PVDF膜，放在1︰2 000稀释的IgG二抗中，

在室温孵育2 h。电化学发光后，Bio-Rad摄取图像，

以Quantity One定量分析。

1.5   克隆实验测定细胞克隆能力

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞

用培养液悬浮后，调整细胞浓度，接种在10 mL的

培养皿中，每个培养皿中添加200个细胞。继续培养

14 d，吸除细胞培养液，用4%的多聚甲醛固定各组

细胞，吉姆萨染色20 min。在室温中干燥，然后观

察细胞克隆形成数目。

1.6   免疫荧光检测E-cadherin、Vimentin表达

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞

培养48 h后，弃上清溶液。在细胞中添加冰预冷的

PBS洗涤2次，加入4%的多聚甲醛固定30 min。吸除

固定液，PBS洗涤2次。用0.5%的Triton X-100覆盖

玻片，室温孵育10 min，PBS洗涤5次，用10%羊血

清封闭1 h，再用1%的血清封闭液洗涤3次。分别滴

加E-cadherin、Vimentin抗体稀释液，稀释比为1︰
50，在湿盒中，4 ℃过夜。用1%的血清封闭液洗涤

6次，加入含有1︰100稀释的FITC荧光标记的二抗，

mous cell carcinoma;    epithelial mesenchymal transition;    cell clones
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放在避光的环境中孵育1 h。用PBS洗涤6次。滴加

DAPI，在室温避光孵育5 min后，PBS洗涤3次，加

入荧光封片剂，荧光显微镜下进行观察。

1.7   Transwell小室测定细胞侵袭和迁移

将基质胶4 ℃溶解后，用DMEM稀释，平铺在

8 μm聚碳酸酯膜上，37 ℃孵育30 min。取control、
siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞，以不含血清

的培养液悬浮细胞，并以密度为每毫升5×105个细胞

接种到Transwell小室的上室中（每孔400 μL），在

下室中添加含有血清的培养液。48 h后，用棉签擦

掉没有穿过膜的细胞，4%多聚甲醛固定，结晶紫染

色，选取5个视野，计算穿过膜的细胞数目即为侵袭

细胞数目。迁移细胞数目测定在实验前不用基质胶

湿化，其他步骤同侵袭实验。

1.8   Western blot测定细胞中E-cadherin、Vimentin、

         MMP-2、MMP-9蛋白水平

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞

培养48 h后，采用Western blot法测定各组细胞中E-
cadherin、Vimentin、MMP-2、MMP-9蛋白水平，具

体步骤同1.4。

1.9   统计学分析

采用SPSS 21.0统计软件对实验数据进行分析，

两组数据用独立样本t检验，以P<0.05表示差异有统

计学意义。

2   结果

2.1   SOX9 siRNA下调OSCC细胞中SOX9的表达

siRNA control组细胞中SOX9 mRNA和蛋白水

平没有明显变化，与control组相比，差异无统计学

意义。SOX9 siRNA1、SOX9 siRNA2组细胞中SOX9 
mRNA和蛋白水平均明显低于control组，差异有统

计学意义（P<0.05）。SOX9 siRNA2组细胞中SOX9 
mRNA和蛋白水平均明显高于SOX9 siRNA1组，差

异有统计学意义（P<0.05）。SOX9 siRNA1和SOX9 
siRNA2成功下调了OSCC细胞中SOX9的转录和表

达，并且前者干扰效果优于后者，所以选用SOX9 
siRNA1做后续实验（图1和表1）。

2.2   SOX9 siRNA抑制OSCC细胞克隆形成能力

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞克

隆形成数分别为（95.32±9.63）、（96.94±10.87）、

（64.25±7.65）个。siRNA control组细胞克隆形成数

与control组相比，差异无统计学意义；SOX9 siRNA1
组细胞克隆形成数明显低于control组，差异有统计

学意义（P<0.05）。结果可见，下调SOX9可以降低

OSCC细胞的克隆形成能力（图2）。

          1：control组；2：siRNA control组；3：SOX9 siRNA1组；4：

SOX9 siRNA2组。

        图  1    Western blot测定SOX9 siRNA转染后OSCC细胞中SOX9蛋

                     白的表达

        Fig  1    Western blot was used to determine the expression of SOX9 

                        protein in OSCC cells transfected with SOX9 siRNA

2.3   SOX9 siRNA抑制OSCC细胞EMT
Western blot检测结果可见，SOX9 siRNA1组E-

cadherin在细胞膜上的表达升高，Vimentin在细胞浆

中的表达降低，说明control、siRNA control组有部分

细胞已经发生了EMT，其细胞形态从多边形逐渐转

化为梭形，而SOX9 siRNA1组细胞形态变化很少，

呈现多边形。siRNA control组细胞中E-cadherin、

Vimentin蛋白水平与control组相比，差异无统计学

意义。SOX9 siRNA1组细胞中E-cadherin蛋白水平明

显高于control，Vimentin蛋白水平明显低于control
组，差异有统计学意义（P<0.05）。结果可见，下

调SOX9可抑制OSCC细胞EMT（图3和表2）。

2.4   SOX9 siRNA抑制OSCC细胞迁移

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞迁

移数目分别为（135.64±13.87）、（136.26±10.92）、

（95.27±8.22）个。siRNA control组细胞迁移数目与

control组相比，差异无统计学意义。SOX9 siRNA1组

细胞迁移数目明显低于control组，差异有统计学意

义（P<0.05）。结果可见，下调SOX9可抑制OSCC
细胞迁移（图4）。

2.5   SOX9 siRNA抑制OSCC细胞侵袭

control、siRNA control、SOX9 siRNA1组细胞侵

袭数目分别为（104.21±11.08）、（102.95±13.49）、

表  1    各组OSCC细胞中SOX9的表达

Tab  1    Expression of SOX9 in OSCC cells of each group

                                                                       x±s

              组别 SOX9 mRNA SOX9蛋白

control 1.00 0.84±0.06

siRNA control 1.02±0.09# 0.86±0.07#

SOX9 siRNA1 0.21±0.05* 0.15±0.02*

SOX9 siRNA2 0.36±0.02*& 0.29±0.05*&

       注：与control组比较，#P>0.05；与control组比较，*P<0.05；与

SOX9 siRNA1组比较，&P<0.05。
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           1：control组；2：siRNA control组；3：SOX9 siRNA1组。

       图  3    Western blot测定下调SOX9后OSCC细胞中E-cadherin、

                        Vimentin蛋白水平

        Fig  3    Western blot was used to determine the protein levels of E-

                                  cadherin and Vimentin in OSCC cells after SOX9 down-

                       regulation

2.6   SOX9 siRNA抑制OSCC细胞中MMP-2、MMP-9
          蛋白表达

siRNA control组细胞中MMP-2、MMP-9蛋白水

平与control组相比，差异无统计学意义。SOX9 siRNA1
组细胞中MMP-2、MMP-9蛋白水平明显低于control
组，差异有统计学意义（P<0.05）。结果可见，下

调SOX9可抑制OSCC细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表

达（图6和表3）。

表  2    各组细胞中E-cadherin、Vimentin蛋白表达

       Tab  2    Expression of E-cadherin and Vimentin proteins

                       in cells of each group   x±s

组别 E-cadherin Vimentin

control 0.25±0.06 0.82±0.09

siRNA control 0.22±0.04# 0.84±0.10#

SOX9 siRNA1 0.79±0.05* 0.28±0.06*

        注：与control组比较，#P>0.05；与control组比较，*P<0.05。

从左至右依次为control、siRNA control、SOX9 siRNA1组。

图  4    Transwell小室测定下调SOX9后OSCC细胞迁移能力    结晶紫染色    × 200

Fig  4    Transwell assay was performed to determine the migration ability of OSCC cells after down-regulation of SOX9    crystal violet dyeing    × 200

从左至右依次为control、siRNA control、SOX9 siRNA1组。

图  2    克隆形成实验测定下调SOX9后OSCC细胞克隆形成数目

Fig  2    Clonal formation assay was performed to determine the number of OSCC cells clonal formation after down-regulation of SOX9

（76.91±10.76）个。siRNA control组细胞侵袭数目与

control组相比，差异无统计学意义。SOX9 siRNA1
组细胞侵袭数目明显低于control组，差异有统计学

意义（P<0.05）。结果可见，下调SOX9可抑制OSCC
细胞侵袭（图5）。
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             1：control组；2：siRNA control组；3：SOX9 siRNA1组。

           图   6      Western blot测定下调SOX9后OSCC细胞中MMP-2、

                             MMP-9水平

            Fig   6      Western blot was used to determine the MMP-2 and MMP-9

                            levels in OSCC cells after down-regulation of SOX9

3   讨论

SOX9基因有3个保守的转录因子区域，定位在

染色体17q24，其可以弯曲并结合DNA高迁移率区

域，是SOX转录因子家族中的一员，在生命机体的

发育中具有调控作用[7]。SOX9发现于性别反转的疾

病中，与性腺的发育有关，在早期的胚胎发育、细

胞的分化中有重要作用，在软骨的形成、神经系统

发育、性别分化、心脏发育等中具有不可或缺的生

理功能[8-10]。SOX9异常表达与人类的多种疾病发生

有关，在诸多肿瘤如肺癌、黑色素瘤等中表达，并

且与肿瘤的病理变化有关[11]。多个研究[12-14]报道显

示，SOX9的表达与肿瘤细胞的生长有关，是一个

重要的肿瘤生长调控因子，其表达水平降低后，可

以抑制肿瘤细胞皮下移植瘤的生长，并且可以在体

外降低直肠癌、宫颈癌等癌细胞的增殖能力。本实

验结果显示，SOX9表达下调后OSCC细胞的克隆形

成能力降低，说明SOX9下调可以抑制OSCC细胞的

生长。

肿瘤的转移是肿瘤引起死亡的重要原因，其浸

润和转移程度往往与预后有关，是一个极为复杂的

过程。肿瘤的转移与肿瘤细胞的EMT有关，EMT过

程与上皮标志物E-cadherin表达下调和间质标志物Vi-
mentin表达上调有关[15-16]。研究[17-18]显示，E-cadherin
在肿瘤组织中表达下调，而Vimentin在肿瘤组织中

过度表达，二者表达水平的高低可间接反应肿瘤细

胞EMT水平。在胶质瘤细胞中过表达SOX9后，细胞

中E-cadherin表达水平下降，Vimentin表达水平升高，

细胞的迁移能力升高[19]。本实验显示，下调SOX9后

OSCC细胞呈现多边形，并且细胞中E-cadherin表达

增多，Vimentin表达降低，表明下调SOX9可以抑制

OSCC细胞EMT，SOX9可能参与肿瘤侵袭过程。

肿瘤细胞的迁移和侵袭是一个多步骤、多因素

共同参与的复杂过程，肿瘤细胞可通过产生蛋白酶

分解细胞外基质，使肿瘤细胞突破组织屏障，进入

到淋巴管和微血管中，转移至邻近组织和器官[20]。

MMPs可以降解细胞外基质的几乎所有成分，是一

种重要的肿瘤转移相关蛋白酶家族，其含有多个蛋

白成员，其中MMP-2和MMP-9是研究较为深入的与

肿瘤转移有关的蛋白酶，在肿瘤组织中高表达，表

从左至右依次为control、siRNA control、SOX9 siRNA1组。

图  5    Transwell小室测定下调SOX9后OSCC细胞侵袭能力    结晶紫染色    × 200

Fig  5    Transwell assay was performed to determine the invasion ability of OSCC cells after down-regulation of SOX9    crystal violet dyeing    × 200

        注：与control组比较，#P>0.05；与control组比较，*P<0.05。

表  3    各组细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表达

      Tab  3    Expression of MMP-2 and MMP-9 proteins in

                          cells of each group    x±s

组别 MMP-2 MMP-9

control 0.81±0.09 0.48±0.04

siRNA control 0.80±0.11# 0.49±0.06#

SOX9 siRNA1 0.35±0.04* 0.30±0.05*
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达水平升高可以促进肿瘤细胞的侵袭和迁移[21]。本

实验结果显示，下调SOX9后OSCC细胞的侵袭和迁

移能力均降低，并且细胞中MMP-2、MMP-9蛋白水

平降低，表明下调SOX9后可以通过降低MMP-2和

MMP-9的表达抑制OSCC细胞的迁移和侵袭。

综上所述，本实验结果表明SOX9下调可以减弱

OSCC细胞侵袭、迁移和克隆形成能力，抑制细胞

EMT，SOX9是一种癌基因，参与肿瘤的转移，对

于其在信号通路转导中的作用还需要进一步探讨。

本实验为靶向基因治疗OSCC提供了思路，对于研

究SOX9在肿瘤中的作用具有重要意义。
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