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　　摘　要：　目的　探讨ＲＮＡｉ干扰Ｔｗｉｓｔ基因对喉鳞状细胞癌Ｈｅｐ２细胞株增殖、侵袭力及Ｅ钙黏蛋白甲基化
的影响。方法　培养人喉鳞状细胞癌 Ｈｅｐ２细胞株，分别转染 ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ（ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组）、阳性对照 ｓｉＲＮＡ
ＧＡＰＤＨ（阳性对照组）和阴性对照错义链（阴性对照组），利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测各转染组细胞中 Ｔｗｉｓｔ
和Ｅｃａｄ基因表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各转染组细胞中Ｔｗｉｓｔ和Ｅｃａｄ蛋白表达，ＭＴＴ比色法检测各转染组细胞增
殖情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移和侵袭能力，甲基化特异性聚合酶链式反应（ＭＳＰ）检测不同转染组细胞中 Ｅ
ｃａｄ甲基化表达。结果　ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和Ｔｗｉｓｔ蛋白表达量均低于阳性对照组和阴性对照组，
差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中 ＥｃａｄｍＲＮＡ和 Ｅｃａｄ蛋白表达量均高于阳性对照组和
阴性对照组，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与阳性对照组和阴性对照组相比，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞转染４８ｈ～
９６ｈ时细胞增殖能力明显减弱，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞迁移细胞数和侵袭细胞数
均低于阳性对照组和阴性对照组，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＳＰ检测结果显示，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中
Ｅｃａｄ甲基化扩增条带呈弱阳性，表达强度显著低于阳性对照组和阴性对照组，而非甲基化扩增条带呈阳性。结论
　特异性抑制Ｔｗｉｓｔ基因表达可能通过影响Ｅｃａｄ甲基化而上调Ｅｃａｄ表达，从而抑制细胞增殖及侵袭能力，有望
为喉鳞状细胞癌基因治疗提供新的靶点。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴｗｉｓｔｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｅｄｂｙＲＮＡｉｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐ２ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ（ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ），
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡＧＡＰＤＨ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｓｓｅｎｓｅｃｈａｉｎ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴｗｉｓｔａｎｄＥｃａｄｇｅｎｅｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆａｌｌ３ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴｗｉｓｔａｎｄＥｃａｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＭＴＴａｓｓａｙａｎｄｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄｔｏ
ｅｘａｍｉｎｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓ，ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＭＳＰ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴｗｉｓｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥｃａｄｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ
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ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．ＴｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ４８ｈ～
９６ｈ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜
０．０５）．ＭＳＰｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓｏｆＥｃａｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｗｅａｋｌｙ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅ
ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴｗｉｓｔｇｅｎｅｍｉｇｈｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｅＥｃａｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ．Ｉｔｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅ
ｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＲＮＡｉｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；Ｔｗｉｓｔｇｅｎｅ；Ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ

　　喉鳞状细胞癌作为头颈部常见恶性肿瘤，恶性
程度高、侵袭力强，占所有恶性肿瘤的２％左右，已
成为仅次于肺癌的呼吸道第二位高发恶性肿瘤［１］。

随着临床诊疗技术的进步，该病治疗效果得到很大

改善，但患者预后仍不佳，远期生存率较低［２］。

Ｔｗｉｓｔ基因是胚胎发育过程中关键性调控因子，在细
胞增殖、分化、凋亡、肿瘤发生中发挥重要作用，可通

过诱导上皮细胞 －间质细胞转化（ＥＭＴ）而参与肿
瘤侵袭过程［３］，研究表明［４］喉鳞状细胞癌患者组织

中Ｔｗｉｓｔ蛋白表达上调，且与肿瘤侵袭、转移有关，
其促上皮－间质转化作用可能是重要机制。Ｅ钙黏
蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ）作为ＥＭＴ过程中关键性因
子，具有抗肿瘤侵袭转移作用，其表达缺失可诱导

ＥＭＴ发生而促使肿瘤发生转移及复发［５］。本研究

拟利用ＲＮＡ干扰技术使 Ｔｗｉｓｔ基因特异性沉默，探
讨其对喉鳞状细胞癌 Ｈｅｐ２细胞株增殖、侵袭力的
影响，以及对Ｅｃａｄ蛋白表达的影响及可能的机制，
以进一步探明Ｔｗｉｓｔ基因在喉鳞状细胞癌中的作用
机制，为临床实践提供基础资料。

１　资料与方法

１．１　主要试剂和仪器
人喉鳞状细胞癌Ｈｅｐ２细胞株购自中科院上海

细胞库，胎牛血清、胰蛋白酶液和ＲＰＭＩ１６４０培养液
购自杭州四季青生物工程材料有限公司，引物序列

及内参、ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ、阳性对照 ｓｉＲＮＡＧＡＰＤＨ和阴
性对照错义链均由上海生工公司设计合成，Ｔｒｉｚｏｌ总
ＲＮＡ提取试剂盒和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂
盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂盒和 ＰＣＲ
试剂盒均购自宝生物工程（大连）有限公司，兔抗人

Ｔｗｉｓｔ多克隆抗体、兔抗人 Ｅｃａｄ单克隆抗体和山羊
抗兔ＩｇＧＨＲＰ均购自美国 ｓａｎｔａｃｒｕｓ公司，ＭＴＴ检
测试剂盒购自北京碧云天生物制剂有限公司，Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室购自北京乐博生物科技有限公司，细胞基
因组提取试剂盒购自天根生化科技公司，ＥＺＤＮＡ
甲基化全套试剂盒购自美国ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司，实
时荧光定量ＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与转染处理　Ｈｅｐ２细胞株用含
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，于３７℃条件下
５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养，待细胞生长速度达到
８０％左右时，用０．２５％胰蛋白酶消化传代。于转染
前２４ｈ，按４×１０４个／孔将细胞接种于２４孔板，根
据ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒操作说明分别
转染 ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ（ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组）、阳性对照 ｓｉＲ
ＮＡＧＡＰＤＨ（阳性对照组）和阴性对照错义链（阴性
对照组），各组细胞转染后培养４８ｈ，收集细胞。
１．２．２　利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测各转染组
细胞中Ｔｗｉｓｔ和Ｅｃａｄ基因表达　取转染４８ｈ细胞，
用细胞裂解液裂解后，利用 Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂
盒对总 ＲＮＡ进行提取，用紫外分光光度计对总
ＲＮＡ进行检测，取Ａ２６０／Ａ２８０≥１．８０样本完成后续
实验。利用逆转录试剂盒获得模板链ｃＤＮＡ，以ｃＤ
ＮＡ为模板用 ＰＣＲ试剂盒完成 ＰＣＲ。Ｔｗｉｓｔ及内参
引物序列分别为：Ｔｗｉｓｔ引物：上游：５’ＧＣＣＧ
ＧＡＧＡＣＣＴＡＧＡＴＧＴＣＡＴ３’，下游：５’ＣＣＴＡＧＡＡＧ
ＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡ３’；Ｅｃａｄ引物：上游：５’ＣＴＴＴ
ＧＡＣＧＣＣＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡ３’， 下 游： ５’ＴＴＴ
ＧＡＡＴＣＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＧ３’；βａｃｔｉｎ引物：上游：
５’ＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ３’，下 游：５’
ＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧ３’。ＰＣＲ反应条
件：９４℃ ６０ｓ，９２℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７４℃ ２５ｓ，连续
循环３８次。每个样品均设置３个平行反应复孔。
用２△△ＣＴ法计算Ｔｗｉｓｔ和Ｅｃａｄ基因相对表达量。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各转染组细胞中 Ｔｗｉｓｔ
和Ｅｃａｄ蛋白表达　取转染４８ｈ细胞，裂解后提取
细胞中总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。取３０μｇ
·８６４·
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蛋白行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转至ＰＶＤＦ膜，用无脂
奶粉封闭 １２０ｍｉｎ，将兔抗人 Ｔｗｉｓｔ多克隆抗体
（１∶５００稀释）一抗加入，室温下孵育９０ｍｉｎ，用ＴＢＳＴ
洗膜３次，将山羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ（１∶２０００稀释）加
入，室温下反应６０ｍｉｎ，用ＴＢＳＴ洗膜３次，利用ＥＣＬ
化学发光试剂显影。以 ＧＡＰＤＨ为内参，用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析条带灰度值，获得各转染组细胞中 Ｔｗｉｓｔ
和Ｅｃａｄ蛋白表达量。
１．２．４　ＭＴＴ比色法检测各转染组细胞增殖情况　
取转染４８ｈ细胞，接种于９６孔板，５×１０４个／孔，每
组均设 ３个反应复孔，分别于转染 ２４、４８、７２和
９６ｈ，将孔内液体洗出，加入新鲜培养液及 ＭＴＴ液，
于３７℃条件下 ５％ ＣＯ２培养箱中培养 ４ｈ，加入
ＤＭＳＯ，振荡２０ｍｉｎ后，利用酶标仪测定各转染组细
胞４９０ｎｍ波长处吸光度值（Ａ值）。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞侵袭能力　取转染
４８ｈ细胞，用胰酶消化后，用血清培养液重新制备
细胞悬液，用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室包被，Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室上室中加入２×１０６个细胞，下室中加入
６００μｌ培养基（含１５％胎牛血清），培养２４ｈ，取出
小室，轻轻擦拭去上室内的细胞，用 ＰＢＳ冲洗３次，
固定，再次用 ＰＢＳ冲洗，用结晶紫进行染色后，清水
冲洗，用高倍镜进行观察，随机取５个视野计数，取
均值作为侵袭细胞数，重复进行３次实验。
１．２．６　甲基化特异性聚合酶链式反应（ＭＳＰ）检测
不同转染组细胞中 Ｅｃａｄ甲基化表达　取转染
４８ｈ细胞，用胰酶消化后，细胞裂解液裂解，室温下
静置６０ｓ，利用细胞基因提取试剂盒对ＤＮＡ进行提
取，并用紫外分光光度计对ＤＮＡ纯度进行检测。取
ＤＮＡ样品２０μｌ，按照ＥＺＤＮＡ甲基化全套试剂盒说
明置于ＰＣＲ仪上对ＤＮＡ进行重亚硫酸盐修饰和纯
化，使ＤＮＡ序列上非甲基位点上的胞嘧啶（Ｃ）转化
为尿嘧啶（Ｕ），之后进行甲基化 ＰＣＲ扩增。ＭＳＰ扩
增引物：甲基化：上游：５’ＡＴＴＴＴＡＧＧＴＴＡＧＡＧＧＧＴ
ＴＡＴＣＧＣ３’，下 游：５’ＡＣＡＡＡＴＡＣＴＴＴＡＣＡＡＴＴＣ
ＣＧＡＣＧ３’；非甲基化：上游：５’ＴＣＡＣＡＡＡＴＡＣＴＴ
ＴＡＣＡＡＴＴＣＣＡＡＣＡ３’，下 游：５’ＴＡＡＴＴＴＴＡＧＧＴ
ＴＡＧＡＧＧＧＴＴＡＴＴＧＴ３’。反应条件：９４℃ １０ｍｉｎ，
９４℃ ３５ｓ，５２℃ ３０ｓ，７４℃ ６０ｓ，连续进行 ３８次循
环。利用凝胶成像系统对结果进行分析。

１．３　统计学处理
利用ＳＰＳＳ２１．０统计分析软件进行统计学处

理，计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素
方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５

为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同转染组细胞中 Ｔｗｉｓｔ基因和蛋白表达情
况的比较

ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和 Ｔｗｉｓｔ蛋
白表达量均低于阳性对照组和阴性对照组，差异均

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表１和图１。

表１　不同转染组细胞中Ｔｗｉｓｔ基因和蛋白
表达情况的比较　（珋ｘ±ｓ）

组别 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ相对表达量 Ｔｗｉｓｔ蛋白相对表达量
ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组 ０．４９±０．１１＃ ０．４２±０．０９＃

阳性对照组 ０．９２±０．１３ ０．８７±０．１２
阴性对照组 ０．９１±０．１０ ０．８５±０．１１

Ｆ ４９．２０８ ７５．９７８
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与阴性对照组相比，Ｐ＜０．０５；与阳性对照组相比，＃Ｐ＜０．０５
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图１　不同转染组细胞中Ｔｗｉｓｔ蛋白表达

２．２　不同转染组细胞中 Ｅｃａｄ基因和蛋白表达情
况的比较

ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中ＥｃａｄｍＲＮＡ和Ｅｃａｄ蛋
白表达量均高于阳性对照组和阴性对照组，差异均

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表２和图２。

表２　不同转染组细胞中Ｅｃａｄ基因和蛋白
表达情况的比较　（珋ｘ±ｓ）

组别 ＥｃａｄｍＲＮＡ相对表达量 Ｅｃａｄ蛋白相对表达量
ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组 ３．９４±１．１２＃ ０．５９±０．０５＃

阳性对照组 １．１２±０．８７ ０．３３±０．０７
阴性对照组 １．０９±０．８４ ０．３１±０．０６

Ｆ ５３．１７５ ４３．６８１
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与阴性对照组相比，Ｐ＜０．０５；与阳性对照组相比，＃Ｐ＜０．０５
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图２　不同转染组细胞中Ｅｃａｄ蛋白表达
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２．３　不同转染组细胞增殖情况的比较
与阳性对照组和阴性对照组相比，ｓｉＲＮＡ

Ｔｗｉｓｔ组细胞转染４８～９６ｈ时细胞增殖能力明显
减弱，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见
表３和图３。

表３　不同转染组细胞增殖情况的比较　（珋ｘ±ｓ，Ａ值）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组 ０．１７±０．０５０．２５±０．０４＃ ０．４７±０．０９＃ ０．５８±０．１２＃

阳性对照组 ０．１６±０．０３ ０．３９±０．０７ ０．６２±０．１１ ０．９１±０．１３
阴性对照组 ０．１８±０．０７ ０．４１±０．０８ ０．６４±０．１３ ０．９４±０．１６

Ｆ １．６０２ ５７．０８８ ２２．４６７ ８５．１０８
Ｐ ０．２０６ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与阴性对照组相比，Ｐ＜０．０５；与阳性对照组相比，＃Ｐ＜

０．０５
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图３　不同转染组细胞增殖情况

２．４　不同转染组细胞侵袭能力情况比较
ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组侵袭细胞数９８．５±１１．８，均低于

阳性对照组和阴性对照组，分别为１３４．９±１５．２和
１３８．１±１７．４，差异均具有统计学意义（Ｆ＝８３．６３４，
Ｐ＜０．０５），详见图４。
２．５　不同转染组细胞中Ｅｃａｄ甲基化情况比较

ＭＳＰ检测结果显示，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中 Ｅ
ｃａｄ甲基化扩增条带呈弱阳性，表达强度显著低于
阳性对照组和阴性对照组，而非甲基化扩增条带呈

阳性，表达强度显著高于阳性对照组和阴性对照组，

详见图５。

３　讨论

喉鳞状细胞癌作为喉癌主要病理类型，约占喉

癌的 ９５％，恶性程度高、侵袭力强，易发生侵袭转
移，严重影响患者预后［６］。研究表明［７］，ＥＭＴ与喉
鳞状细胞癌侵袭转移密切相关。Ｔｗｉｓｔ基因作为高
度保守的转录因子家族成员，不仅在胚胎发育中发

挥重要作用，而且参与调控细胞增殖、分化和凋亡过

程，是ＥＭＴ过程的关键性调控因子［８］。Ｅｃａｄ作为
一种黏附分子，在维持细胞稳定结构中发挥至关重

要的作用，其表达缺失可激活细胞中 Ｗｎｔ通路而诱
导ＥＭＴ发生，是导致多种上皮性癌转移、侵袭及复
发的重要机制［９］。有研究指出［１０］，Ｅｃａｄ蛋白在喉
鳞状细胞癌组织中呈低表达。本研究为进一步探讨

Ｔｗｉｓｔ基因对喉鳞状细胞癌 Ｈｅｐ２细胞生物学特性
及ＥＭＴ过程中关键性因子 Ｅｃａｄ的影响，利用 ｓｉＲ
ＮＡ技术对 Ｔｗｉｓｔ基因特异性抑制。结果显示，ｓｉＲ
ＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和Ｔｗｉｓｔ蛋白表达量
均低于阳性对照组和阴性对照组，提示喉鳞状细胞

癌Ｈｅｐ２细胞中Ｔｗｉｓｔ基因被特异性抑制。
本研究显示，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞转染４８～９６ｈ

时细胞增殖能力明显减弱，说明将喉鳞状细胞癌细

胞中Ｔｗｉｓｔ基因特异性沉默，可抑制细胞增殖，提示
Ｔｗｉｓｔ基因参与了鳞状细胞癌细胞增殖过程。研究
表明［１１］，肿瘤侵袭过程与 ＥＭＴ密切相关，而 Ｔｗｉｓｔ
参与调控ＥＭＴ发生过程。有研究指出［１２］，Ｔｗｉｓｔ基
因过表达显著增强细胞侵袭能力。本研究显示，

ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞侵袭细胞数均低于阳性对照组
和阴性对照组，说明特异性抑制 Ｔｗｉｓｔ基因表达，可
有效抑制喉鳞状细胞侵袭能力。进一步对 ＥＭＴ过
程中的关键性因子Ｅｃａｄ分析发现，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组

!"#$%&

'("!)

组
阳性
对照组

阴性
对照组

*+,-.

/

0 /

0

/

0

/12342

5,,-.

67,-.

8

图４　不同转染组细胞侵袭能力情况比较（结晶紫 ×２００）　Ａ：ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组；Ｂ：阳性对照组；Ｃ：阴性对照组　　图５　ＭＳＰ
检测不同转染组细胞中Ｅｃａｄ甲基化表达
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细胞中ＥｃａｄｍＲＮＡ和 Ｅｃａｄ蛋白表达量均高于阳
性对照组和阴性对照组，说明 Ｔｗｉｓｔ基因被特异性
抑制后，Ｅｃａｄ表达被激活，而高表达 Ｅｃａｄ可通过
抑制ＥＭＴ过程而具有抗肿瘤细胞侵袭、转移作用。
研究表明［１３］，Ｅｃａｄ基因启动子区 ＣｐＧ岛区异常甲
基化与多种恶性肿瘤中Ｅｃａｄ表达缺失有关。本研
究利用 ＭＳＰ检测不同转染组细胞中 Ｅｃａｄ甲基化
表达，结果显示，ｓｉＲＮＡＴｗｉｓｔ组细胞中 Ｅｃａｄ甲基
化扩增条带呈弱阳性，表达强度显著低于阳性对照

组和阴性对照组，而非甲基化扩增条带呈阳性，说明

随着Ｔｗｉｓｔ表达下调，Ｅｃａｄ基因启动子区完全甲基
化程度亦显著减弱，且出现部分逆转为非甲基化。

因此，我们推测 Ｔｗｉｓｔ基因沉默在一定程度上可逆
转Ｅｃａｄ高甲基化状态，从而使 Ｅｃａｄ表达增加。
程庆峰研究指出［１４］，在颈静脉球体瘤多种凋亡相关

基因启动子中存在甲基化，且ＤＮＡ甲基化是可逆转
的，可为肿瘤靶向治疗提供有效靶点。

综上所述，特异性抑制 Ｔｗｉｓｔ基因表达可能通
过影响 Ｅｃａｄ甲基化而上调 Ｅｃａｄ表达，从而抑制
细胞增殖能力，显著减弱细胞侵袭能力，但对于甲基

化调控Ｅｃａｄ的机制尚待进一步研究表明，有望为
喉鳞状细胞癌基因治疗提供新的靶点。
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