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[摘要]     目的   通过RNA干扰技术沉默Rce1基因，探讨Rce1对舌癌细胞侵袭和迁移能力的影响。方法   体外培养舌

鳞状细胞癌Cal-27和SCC-4细胞，设计合成Rce1基因的小干扰RNA（siRNA），采用脂质体载体瞬时转染沉默Rce1基

因。根据转染的siRNA不同，将实验组分为Rce1-siRNA-1组、Rce1-siRNA-2组、Rce1-siRNA-3组，脂质体载体分别转

染相对应序列的siRNA。脂质体转染siCON作为阴性对照组，不转染siRNA作为空白对照组。采用实时定量聚合酶链

反应检测各组Rce1、RhoA以及K-Ras基因的表达，蛋白质印迹法（Western blot）检测Rce1、RhoA、K-Ras、金属基

质蛋白酶（MMP）-2及MMP-9的表达，采用体外侵袭实验检测Cal-27和SCC-4的侵袭能力，细胞划痕实验检测细胞

迁移能力。结果   实时定量聚合酶链反应及Western blot检测结果显示，与阴性对照组和空白对照组相比，实验组的

Rce1基因及蛋白表达均下调（P<0.05），RhoA、K-Ras基因及蛋白表达无统计学差异（P>0.05），MMP-2、MMP-9表

达下降（P<0.05）。体外侵袭实验表明，与对照组相比，实验组在聚碳酯膜上的细胞总数明显减少

（P<0.05）。细胞划痕实验表明，实验组划痕处细胞闭合时间明显长于对照组（P<0.05）。结论   

体外沉默Rce1可以有效下调其在舌癌细胞Cal-27和SCC-4中的表达水平，降低迁移和侵袭能力。
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[Abstract]     Objective   This study aimed to explore the influence of Rce1 on invasion and migration of tongue squamous 

cell carcinoma cells by silencing the Rce1 gene with RNA interference. Methods   The tongue squamous cell carcinoma Cal-27 

and SCC-4 cells were cultured in vitro. The small interfering RNA (siRNA) of the Rce1 gene was designed, and the Rcel gene 

expression was silenced vialiposome transfection. According to the siRNA transfected by liposome, the experimental group 

was divided into three groups, namely, Rce1-siRNA-1, Rce1-siRNA-2, and Rce1-siRNA-3 groups. Negative control group was 

transfected by siCON, and the blank control group was untransfected by siRNA. The Rce1, RhoA, and K-Ras gene expression 

levels in each group were analyzed by real-time quantitative 

polymerase chain reaction. The Rce1, RhoA, K-Ras, MMP-2, 

and MMP-9 protein expression levels were analyzed by 

Western blot. The invasiveness of tongue cancer cell Cal-27 

and SCC-4 were determined by Transwell invasion assay, 
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舌鳞状细胞癌（tongue squamous cell carcinoma，

TSCC）是头颈部鳞状细胞癌中最常见的恶性肿瘤

之一，占所有口腔癌的30%[1]。尽管舌鳞状细胞癌

的治疗取得了一定的进展，但5年生存率依然不甚

理想[2]。舌癌预后不佳主要原因是局部侵袭和远处

转移，而这些行为均受多种基因的调控[3-4]。因此，

阐明这些基因的作用及其表达方式可以为开发舌鳞

状细胞癌治疗药物提供新的有效的靶点。Rce1是一

种蛋白水解酶，通过水解CAAX蛋白末端3个氨基酸

来发挥生物学功能，而经过水解的CAAX蛋白才可

以进行后续的甲基化修饰[5]。Rce1作为CAAX蛋白修

饰通路上的关键角色，其对口腔舌癌的影响尚未见

相关报道。本研究通过体外培养舌癌细胞Cal-27和

SCC-4，设计合成Rce1的siRNA并通过脂质体瞬时转

染，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）、蛋白质免疫印迹（Western 
blot）、Transwell侵袭实验和细胞划痕实验等方法，

探究体外沉默Rce1对舌癌细胞Cal-27和SCC-4侵袭及

迁移能力的影响。

1   材料和方法

1.1   主要材料和试剂

胎牛血清、1640培养基、胰蛋白酶（Hyclone 
公司，美国）；DMSO（Amresco公司，美国）；

riboFECTTMCP转染试剂、荧光标记检测试剂及siRNA
靶序列设计（广州锐博生物科技有限公司）；RNA
提取试剂盒、逆转录试剂盒、PC61-2×SYBR Green 
qPCR Mix（High ROX）（北京艾德莱生物科技有

限公司）；实时定量PCR内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

（上海生工生物工程股份有限公司）；Sunrise酶标

仪（TECAN公司， 瑞士）；实时定量PCR仪（Dy-
namica公司，英国）；兔抗人Rce1一抗（Abcam公

司，美国）；兔抗人GAPDH、MMP-2、MMP-9、

RhoA以及K-Ras一抗、羊抗兔IgG二抗（武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司）；Matrigel胶（BD公

司，美国）；Transwell小室（8.0 µm）（Corning公

司，美国）；化学发光系统（GE Healthcare Life 
Sciences，Chalfont公司，英国）。Rce1、RhoA及

K-Ras实时定量PCR引物由上海生工生物工程股份

有限公司设计合成。人舌癌细胞株Cal-27和SCC-4
购自中南大学高等研究中心。

1.2   细胞培养

分别培养人舌癌细胞株Cal-27和SCC-4细胞，将

细胞置于4 mL的1640培养基（含10%胎牛血清、青

霉素100 mg·mL-1、链霉素100 mg·mL-1），37 ℃、

5%CO2恒温孵育箱中培养。根据细胞生长状况，待

细胞铺满瓶底约80%进行消化，消化后以1︰2的比

例传代至新的培养瓶中。

1.3   siRNA合成和瞬时转染

设计合成特异性靶向人的Rce1的siRNA，具体

靶序列见表1。作为对照，使用以下随机siRNA序列

（siCON）：正向5’-UUCUCCGAACGUGUCACG-
U-3’，反向5’-ACGUGACACGUUCGGAGAA-3’。根

据制造商的说明书操作进行瞬时转染。根据转染的

siRNA不同，将实验组分为3组，分别是Rce1-siRNA-1
组、Rce1-siRNA-2组、Rce1-siRNA-3组，脂质体载

体分别转染相对应序列的siRNA。脂质体转染siCON
作为阴性对照组，不转染siRNA作为空白对照组。转

染前12 h，将细胞以每孔1×105个接种于6孔板内，待

细胞生长至30%~50%时，加入转染试剂并培养48 h。

1.4   实时荧光定量PCR反应

siRNA转染48 h后，消化提取6孔板内的细胞，

使用RNA提取试剂盒按照试剂盒说明书操作提取

RNA。按照反转录试剂盒说明书操作合成第一链

cDNA。实时荧光定量PCR Rce1基因的引物序列：

上游5’-CTCTGGAGGGAACTCACAGG-3’，下游5’-
GAATCATGGTCAGCAACAGG-3’；GAPDH基因的

引物序列：上游5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAA-

and cell migration assay was performed by cell scratch assay. Results   Real-time quantitative polymerase chain reaction and 

Western blot results showed that compared with the negative and blank control groups, the Rce1 gene and protein expression 

levels in three experimental groups decreased (P<0.05). The RhoA, K-Ras gene and protein expression levels were insignificantly 

different among groups (P>0.05). Meanwhile, the MMP-2 and MMP-9 expression levels decreased (P<0.05). Transwell 

invasion assay results showed that the total number of cells in the PET film of the experimental groups was significantly 

decreased compared with the control group (P<0.05). The cell scratch test showed that the cell closure time of the scratch in 

the interference group was significantly longer than those in the control and blank groups (P<0.05). Conclusion   Silencing 

Rce1 in vitro can effectively downregulate its expression in tongue squamous cell carcinoma cells Cal-27 and SCC-4 and 

reduce the migration and invasion abilities of these cells.

[Key words]     Rce1;    squamous cell carcinoma;    invasion;    migration
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C-3’，下游5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’；
RhoA，正向5’-GCTGGACTCGGATTCGTTG-3’，反

向5’-TGGGAACTGGTCCTTGCTG-3’；K-Ras，正

向5’-GCAAGAGTGCCTTGACGATA-3’，反向5’-
TCCAAGAGACAGGTTTCTCCA-3’。使用PC61-2× 
SYBR Green qPCR Mix（High ROX），根据制造商

的说明书制备PCR反应混合物，每个样本加样3个副

孔，反应条件为：94 ℃进行预变性，时间为3 min；

94 ℃进行变性，时间为30 s；60 ℃进行延伸，时间

30 s，共40个循环，95 ℃终止延伸10 s。为了确保仅

扩增特定基因，在每个PCR实验结束时进行溶解曲

线分析。实验采用2ΔΔCt方法表示每种mRNA的相对

表达量（ΔCt=Ct相应基因-Ct内参，ΔΔCt=ΔCt实验组或对照组-
ΔCt空白组），用GAPDH作为内源对照，每个实验分

组进行3次。

表  1    实验组的靶序列

Tab  1    Target sequences of each experimental group

实验组 产品编号 产品名称 靶序列

Rce1-siRNA-1 siG1471135732 si-h-RCE1_001 CCATGTTAGCACCGTGCAT

Rce1-siRNA-2 siG1471135741 si-h-RCE1_002 CCATGTTAGCACCGTGCAT

Rce1-siRNA-3 siG1471135750 si-h-RCE1_003 GCCATTCCTTCTGCAATTA

1.5   Western blot
siRNA转染48 h后，用胰蛋白酶消化细胞。RIPA

裂解液冰上裂解30 min。应用BCA试剂盒进行蛋白质

浓度测定，按照4︰1（体积︰体积）的比例加入蛋

白上样缓冲液。根据测定的蛋白质浓度，计算加入

蛋白的体积（每泳道50 μg蛋白）。在10%聚丙烯酰

胺凝胶中电泳1 h后，采用湿转法将蛋白转至PVDF
膜。然后用5%脱脂牛奶封闭PVDF膜1 h，并在4 ℃下

用1︰1 000稀释的一抗孵育过夜。用含0.1%的Tween- 
20磷酸盐缓冲液洗涤后，将膜与多克隆羊抗兔的二

抗（1︰10 000稀释）在室温下孵育1 h。使用增强的

化学发光系统对结合的抗体进行观察，以测定蛋白

灰度值与内参蛋白灰度值的比值表示其蛋白相对表

达水平。实验重复3次，检测Rce1、RhoA、K-Ras
蛋白及金属基质蛋白酶（matrix metalloproteinase，

MMP）-2和MMP-9的表达。

1.6   Transwell侵袭实验

将500 mg·L-1的人工基质胶20 μL铺于Transwell
侵袭小室聚碳酯微孔膜的上表面，置37 ℃环境中，

30 min使其聚成凝胶。Transwell上室中加入已混匀

的200 μL 2×105个·mL-1无血清培养液，下室中加入

600 μL含10%胎牛血清的培养液，37 ℃、5%CO2孵

育48 h后取出，用PBS清洗3遍，棉签去除滤膜上层

细胞，将小室浸入甲醛室温固定30 min，吸干上室

固定液，在0.1%结晶紫中室温染20 min，PBS冲洗

浸泡，显微镜下观察穿过膜的细胞数。随机选择5个

视野，采用Image J软件进行分析，计数每个视野内

穿过微孔的细胞数。实验重复3次。

1.7   细胞划痕实验

用100 nmol·L-1 siRNA转染细胞（每孔5×105个

细胞）24 h，并接种在6孔板上。一旦细胞达到90%

汇合，通过无菌塑料移液管尖端轻轻刮擦附着的细

胞产生单个划痕。然后用无血清培养基洗涤细胞，

使划痕的细胞单层愈合48 h。4×10倍光学显微镜下

获取愈合0、24、48 h的图像。实验重复3次，每个

样品一式三份评估。

1.8   统计学分析

采用SPSS 17.0软件进行分析。两组间比较采用

独立样本T检验，多样本比较采用方差分析，两两比

较采用LSD-t法。检验水准α=0.05（双侧）。

2   结果

2.1   Rce1、RhoA及K-Ras的基因表达

与阴性对照组和空白对照组相比，3个实验组

Rce1的基因表达均下调（P<0.05），RhoA、K-Ras
的基因表达无明显变化（P>0.05）。各实验组之间

均无统计学差异（P>0.05）。

2.2   Rce1、RhoA、K-Ras蛋白及MMP-2、MMP-9的

         表达

转染48 h后各组蛋白的表达见图1、2。与阴性

对照组和空白对照组相比，3个实验组Rce1的蛋白

表达均下调（P<0.05），RhoA、K-Ras的蛋白表达

无明显变化（P>0.05）；MMP-2、MMP-9的表达下

调（P<0.05）。各实验组之间均无统计学差异（P>
0.05）。

2.3   Transwell侵袭实验

转染后48 h各组在PET膜上的细胞总数见图3。

与阴性对照组和空白对照组相比，3个实验组在PET
膜上的细胞总数减少（P<0.05）。各实验组之间均

无统计学差异（P>0.05）。这表明，siRNA转染处

理会影响舌癌细胞系的侵袭。
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2.4   细胞划痕实验

细胞划痕实验结果（图4）表明，与阴性对照

组和空白对照组相比，实验组中迁移的细胞总数减

少，划痕处细胞闭合时间延长（P<0.05）。

3   讨论

Rce1是位于内质网膜上的Ⅱ型CAAX蛋白质内

切酶。其是谷氨酸内膜蛋白酶新家族中唯一已知的

成员，可以通过促进随后的甲基化修饰来水解CAAX
蛋白质末端的3个氨基酸[5-6]，是修饰Ras及Rho家族蛋

白的重要蛋白。Rce1不但可以酶切法尼基化的CAAX
蛋白，也可酶切γ谷氨酰化的CAAX蛋白，是CAAX
蛋白翻译后修饰的重要调控步骤[7]。

RhoA和K-Ras都是CAXX蛋白的典型代表。RhoA
在乳腺癌、胃癌、胰腺癌、黑色素瘤、大肠癌及肝

癌等多种恶性肿瘤细胞中表达增高，参与细胞黏附、

细胞骨架改变和肌动蛋白重组，与肿瘤的浸润侵袭

作用密切相关[8-11]。本课题组前期实验研究表明，通

过沉默RhoA基因，舌癌细胞的侵袭相关蛋白Galectin-
3和MMP-9表达下降，舌癌侵袭能力降低[12]，可以证

实RhoA与舌癌细胞的侵袭能力正相关。在人体大多

数的恶性肿瘤中，Ras基因表达水平明显增高[13]。研

究[14-15]表明，Ras基因在口腔鳞状细胞癌中表达上调，

参与肿瘤的发生及发展。研究[16]发现，Rce1在人类

癌症中具有活性。Rce1抑制剂在人结肠癌细胞中具

有潜在的治疗作用[17]。此外，Rce1的缺失会导致细

胞内K-Ras和H-Ras融合蛋白的部分错位[18]。敲除Rce1
基因可以有效地抑制成纤维细胞和皮肤癌细胞的生

长，减少Ras诱导的转化，并且通过用法尼基转移酶

抑制剂共同处理细胞可以获得更好的效果[7,18]，且沉

默Rce1能使Ras蛋白的膜定位异常[18]。Rce1在髓内外

增殖性疾病中发挥着重要作用。沉默Rce1可以有效

下调其在膀胱癌T24细胞中的表达并诱导细胞凋亡。

A、B、C、D、E分别代表Rce1-siRNA-1组、Rce1-siRNA-2组、Rce1-siRNA-3组、阴性对照组、空白对照组。

图  1    Cal-27转染48 h后各组蛋白的表达

Fig  1    The protein expression of each group after 48 h of transfection of Cal-27

A、B、C、D、E分别代表Rce1-siRNA-1组、Rce1-siRNA-2组、Rce1-siRNA-3组、阴性对照组、空白对照组。

图  2    SCC-4转染48 h后各组蛋白的表达

Fig  2    The protein expression of each group after 48 h of transfection of SCC-4
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RhoA和K-Ras在舌鳞状细胞癌发生发展中起着重要

作用。作为修饰以上2种蛋白的关键蛋白，Rce1与舌

鳞状细胞癌亦密切相关。本实验中，体外沉默Rce1
基因48 h后，RhoA和K-Ras的表达未受到影响，推

测Rce1基因与RhoA和K-Ras的细胞内合成无关；抑

制细胞Rce1基因的表达后，细胞的迁移和侵袭受到

抑制，MMP-2、MMP-9的蛋白表达明显降低。

上：光学显微镜    × 100；下：细胞计数。A、B、C、D、E分别代表Rce1-siRNA-1组、Rce1-siRNA-2组、Rce1-siRNA-3组、阴性对照组、

空白对照组。

图  3    Transwell侵袭实验结果

Fig  3    The results of Transwell invasion assay

A、B、C、D、E分别代表Rce1-siRNA-1组、Rce1-siRNA-2组、

Rce1-siRNA-3组、阴性对照组、空白对照组。

图  4    划痕实验结果    光学显微镜    × 40

Fig  4    The results of scratch test    optical microscope    × 40

MMPs是一组高度同源的Zn2+依赖性内肽酶家

族，在肿瘤细胞和基质细胞中都有表达，可降解细

胞外基质（extracellular matrix，ECM），维持其动

态平衡。MMP-2和MMP-9都属于明胶酶类MMP，

通过对ECM、基底膜（basement membrane，BM）

的降解而促进癌细胞对周围组织浸润，是降解ECM、

BM的关键酶。

另外，MMP-2和MMP-9可影响血管基底膜的蛋

白降解，参与肿瘤的免疫过程，重塑细胞黏附力，

打开内皮细胞的的转移通路，从而控制血管新生，

激发其他一些潜在的生物学特性，是肿瘤细胞向远

处转移和侵袭的重要原因[19]。与正常组织相比，口

腔鳞状细胞癌中的MMP-2和MMP-9过表达，提示其

与舌癌的侵袭相关[20]。

在本实验中，沉默Rce1之后，RhoA、K-Ras的

mRNA和蛋白表达未受影响，而舌癌细胞迁移和侵

袭能力降低，MMP-2、MMP-9表达降低，这可能是

Rce1的沉默抑制了RhoA及K-Ras蛋白的相关修饰，

改变了其蛋白活性。因此推测Rce1通过影响RhoA及

K-Ras蛋白的翻译后修饰通路，间接影响舌癌细胞的

侵袭和迁移。

本研究证实了Rce1的沉默可以在一定程度上影

响舌癌细胞的迁移以及侵袭能力，但是其具体的分

子机制及蛋白抑制程度尚需要进一步研究。
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