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　 　 摘　 要:　 目的　 探讨长链非编码 RNA(LncRNA)唐氏综合征细胞黏附分子反义 1( DSCAM-AS1)通过调控微

小 RNA-431-5p(miR-431-5p) / 肝配蛋白 A1(EFNA1)轴对头颈部鳞状细胞癌( HNSCC)细胞增殖、侵袭及凋亡的影

响。 方法　 采用 qRT-PCR 检测江南大学附属医院 47 例 HNSCC 患者(2024 年 1 月—2024 年 12 月)癌组织及癌旁

组织中 LncRNA
 

DSCAM-AS1、miR-431-5p、EFNA1
 

mRNA 的表达水平。 将 SCC1 和 FaDu 细胞分为 Ctrl 组、sh-NC 组、
sh-DSCAM-AS1 组、sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组、sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组,qRT-PCR 检测各组细胞中 mR-
NA 表达;MTT 法检测细胞增殖;Transwell 实验检测细胞迁移与侵袭;流式细胞术分析细胞凋亡;Western

 

blot 检测

细胞中蛋白表达;双荧光素酶报告基因实验验证 LncRNA
 

DSCAM-AS1 与 miR-431-5p、miR-431-5p 与 EFNA1 的靶向

结合。 结果　 HNSCC 组织中 LncRNA
 

DSCAM-AS1 和 EFNA1
 

mRNA 表达显著升高,miR-431-5p 表达显著降低

(P<0. 001)。 sh-DSCAM-AS1 组 SCC1、FaDu 细胞中 A570 值、迁移数、侵袭数、LncRNA
 

DSCAM-AS1、EFNA1
 

mRNA 和

蛋白、PCNA 表达低于 sh-NC 组、Ctrl 组,凋亡率、miR-431-5p 表达高于 sh-NC 组、Ctrl 组(P<0. 001);sh-DSCAM-AS1
+anti-miR-431-5p 组 SCC1、FaDu 细胞中 A570 值、迁移数、侵袭数、EFNA1

 

mRNA 和蛋白、PCNA 表达高于 sh-DSCAM-
AS1 组、sh-DSCAM-AS1 +anti-NC 组,凋亡率、miR-431-5p 表达低于 sh-DSCAM-AS1 组、sh-DSCAM-AS1 + anti-NC 组

(P<0. 001)。 结论　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 可能通过靶向 miR-431-5p / EFNA1 促进 HNSCC 细胞增殖与侵袭,并抑制

细胞凋亡。
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　 　 Abstract:　 Objective 　 To
 

discuss
 

the
 

effects
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

( LncRNA)
 

Down
 

syndrome
 

cell
 

adhesion
 

molecule-antisense
 

1
 

( DSCAM-AS1)
 

on
 

the
 

proliferation,
 

invasion,
 

and
 

apoptosis
 

of
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(HNSCC)
 

cells
 

through
 

microRNA-431-5p
 

( miR-431-5p) / ephrin
 

A1
 

( EFNA1).
 

Methods 　 The
 

expression
 

levels
 

of
 

LncRNA
 

DSCAM-AS1,
 

miR-431-5p,
 

and
 

EFNA1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

47
 

HNSCC
 

patients
 

from
 

January
 

2024
 

to
 

December
 

2024
 

in
 

the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Jiangnan
 

University
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( qRT-PCR).
 

SCC1
 

and
 

FaDu
 

cells
 

were
 

assigned
 

into
 

Ctrl
 

group,
 

sh-NC
 

group,
 

sh-DSCAM-AS1
 

group,
 

sh-DSCAM-AS1 + anti-NC
 

group,
 

and
 

sh-DSCAM-AS1 + anti-miR-431-5p
 

group.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR;
 

cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay;
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

were
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay;
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry;
 

protein
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expression
 

in
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot;
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

targeted
 

binding
 

of
 

LncRNA
 

DSCAM-AS1
 

to
 

miR-431-5p
 

and
 

miR-431-5p
 

to
 

EFNA1.
 

Results　 The
 

expressions
 

of
 

LncRNA
 

DSCAM-AS1
 

and
 

EFNA1
 

mRNA
 

in
 

HNSCC
 

tissues
 

were
 

significantly
 

increased,
 

while
 

the
 

expression
 

of
 

miR-431-5p
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 001).
 

The
 

A570
 

value,
 

migration
 

number,
 

invasion
 

number,
 

LncRNA
 

DSCAM-AS1,
 

EFNA1
 

mRNA
 

and
 

protein,
 

and
 

PCNA
 

expression
 

in
 

SCC1
 

and
 

FaDu
 

cells
 

of
 

the
 

sh-DSCAM-AS1
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

sh-NC
 

group
 

and
 

Ctrl
 

group,
 

while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

miR-431-5p
 

expression
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

sh-NC
 

group
 

and
 

Ctrl
 

group
 

(P<0. 001);
 

the
 

A570
 

value,
 

migration
 

number,
 

invasion
 

number,
 

EFNA1
 

mRNA
 

and
 

protein,
 

and
 

PCNA
 

expression
 

in
 

SCC1
 

and
 

FaDu
 

cells
 

of
 

the
 

sh-DSCAM-AS1 + anti-miR-431-5p
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

sh-
DSCAM-AS1

 

group
 

and
 

sh-DSCAM-AS1+anti-NC
 

group,
 

while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

miR-431-5p
 

expression
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

sh-DSCAM-AS1
 

group
 

and
 

sh-DSCAM-AS1+anti-NC
 

group
 

(P<0. 001).
 

Conclusions　 LncRNA
 

DSCAM-
AS1

 

may
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

HNSCC
 

cells,
 

and
 

inhibit
 

cell
 

apoptosis
 

by
 

targeting
 

miR-431-5p / EFNA1.
　 　 Keywords:Head

 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma;
 

Long
 

non-coding
 

RNA;
 

Down
 

syndrome
 

cell
 

adhesion
 

molecule-
antisense

 

1;
 

MicroRNA-431-5p;
 

Ephrin
 

A1;
 

Proliferation;
 

Invasion;
 

Apoptosis

　 　 头颈部鳞状细胞癌 ( head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,HNSCC)是一种常见的恶性肿瘤,起
源于口腔、咽部和喉部等头颈部上皮组织。 主要是

由于暴露于环境致癌物或人乳头状瘤病毒引起,每
年有超过 80 万例发病率和超过 35 万例死亡[1] 。 尽

管 HNSCC 有多种治疗选择,包括手术、化疗、放疗、
免疫治疗等,但 HNSCC 的预后仍然很差,5 年生存

率为 40% ~ 50%[2] 。 这种高死亡率主要归因于晚期

诊断、缺乏有效的预防性筛查、高转移率以及对治疗

的耐药性等[3] 。 然而,HNSCC 的发生和调节机制尚

不明确,阐明其分子机制,寻找合适的分子靶点对于

预防和治疗 HNSCC 至关重要。 长链非编码 RNA
(long

 

non-coding
 

RNA,LncRNA)是一类保守性较差

的内源性 RNA,可以控制染色质修饰、染色体环、
DNA 转录来发挥作用,越来越多的研究报道 Ln-
cRNA 可以通过调节 HNSCC 的增殖、转移及化疗耐

药,进而调控 HNSCC 的疾病进展[4] 。 唐氏综合征

细胞黏附分子反义 1( Down
 

syndrome
 

cell
 

adhesion
 

molecule-antisense
 

1,DSCAM-AS1)位于 21q22. 2 上,
属于细胞黏附分子免疫球蛋白超家族,相关研究显

示 LncRNA
 

DSCAM-AS1 在非小细胞肺癌、肝细胞

癌、结肠癌等多种癌症中高表达[5] 。 微小 RNA(mi-
croRNA,miRNA)可调节细胞生理学的各个方面,据
报道 miRNA 在调控 HNSCC 细胞的生物学行为方面

发挥重要作用[6] 。 相关研究显示,miR-431-5p 在口

腔癌、甲状腺癌、宫颈癌等多种癌症中低表达[7] 。
肝配蛋白 A1(ephrin

 

A1,EFNA1)是位于细胞表面的

一类膜蛋白,已被证明可促进多种癌症的增殖和侵

袭,包括宫颈癌、卵巢癌及胃食道癌等[8] 。 此外,相
关研究显示 LncRNA

 

DSCAM-AS1 可能靶向 miR-
431-5p 参与肝癌细胞的恶性进展[9] 。 本研究前期

通过生物信息学预测发现,LncRNA
 

DSCAM-AS1 与

miR-431-5p 以及 miR-431-5p 与 EFNA1 之间存在潜

在的结合位点。 据此推测 LncRNA
 

DSCAM-AS1 可

能靶向 miR-431-5p / EFNA1 调控 HNSCC 的恶性生

物学行为,本研究据此进行探讨,报道如下。

1　 材料与方法

1. 1　 标本收集

2024 年 1 月—2024 年 12 月在江南大学附属

医院采集 HNSCC 患者(病理学结果证实) 癌组织

和癌旁组织各 47 例,手术切除后,组织进行快速

液氮冷冻,并在-80℃ 保存。 本研究经本院伦理委

员会批准( LS202401 - 23) ,所有患者均签署知情

同意书。
1. 2　 主要试剂与仪器

口腔鳞癌细胞 SCC1(货号:FH1342,上海富衡

公司);下咽癌 FaDu 细胞(货号:SHC1162H,南京赛

泓瑞生物公司);anti-miR-431-5p(货号:CIM0214,广
州威 佳 公 司 ); miR-431-5p

 

mimic ( 货 号: HY-
R00997,Med

 

Chem
 

Express
 

LLC);MTT 细胞增殖试

剂盒( 货号: YZ-S0606Q,上海远慕公司); Annexin
 

V-FITC / PI 凋亡检测试剂盒(货号:500D,武汉青木

公司);实时定量逆转录聚合酶链反应 ( Real-time
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR) (货号:F-430,北京美科美生公

司);GAPDH、PCNA、EFNA1、HRP(货号:ab128915、
ab265609、 ab124911、 ab7090, 英国 Abcam 公司);
qRT-PCR 仪(型号:Pangaea

 

Super
 

8,苏州艾普拜公

司);流式细胞仪 (型号: Guava®
 

easyCyteTM, Cytek
 

Biosciences)。
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1. 3　 方法

1. 3. 1　 qRT-PCR 法检测 HNSCC 组织中 mRNA 表

达　 用 TRIzol 试剂从组织分离总 RNA,用标准分光

光度法测定其纯度,将 1
 

μg 反转录为 cDNA,程序如

下:94℃ 、5
 

min,94℃ 、10
 

s,
 

56℃ 、30
 

s,72℃ 、30
 

s 共

35 个循环进行 qRT-PCR。 据 2-△△Ct 计算 mRNA 表

达,引物序列见表 1。

表 1　 qRT-PCR 引物序列

基因 上游引物(5′-3′) 下游引物(5′-3′)

LncRNA
 

DSCAM-AS1 CCAGGAACCAATC-
CTTACTC

CCCTAGGGATGTGAC-
CGAAGGA

miR-431-5p GCCGAGTGTCTTG-
CAGGCCGT

CAGTGCGTGTCGTG-
GAGT

EFNA1 CTACTACATCTC-
CAAACCCATCC

CTGGGTCATCTGCTG-
CAAGTC

U6 AGCGGGAAATCGT-
GCGTGACA

GTGGACTFGGGAGAG-
GACTGG

GAPDH GAAGGTGAAGGTCG-
GAGTCA

AATGAAGGGGTCATT-
GATGG

　 　 注:LncRNA(长链非编码 RNA);DSCAM-AS1(唐氏综合征细胞

黏附分子反义 1);miR(微小 RNA);EFNA1(肝配蛋白 A1)。 下同。

1. 3. 2　 细胞分组　 以 HNSCC 细胞系 SCC1、FaDu 为

研究对象,构建 sh-NC、 sh-DSCAM-AS1、 sh-DSCAM-
AS1 + anti-NC、 sh-DSCAM-AS1 + anti-miR-431-5p 质

粒,采用 Lipofectamine
 

3000 将上述质粒分别转染至

融合度约为 60%的 SCC1 和 FaDu 细胞中。 转染后

将细胞分为以下 4 组:sh-NC 组、sh-DSCAM-AS1 组、
sh-DSCAM-AS1 + anti-NC 组、 sh-DSCAM-AS1 + anti-
miR-431-5p 组;另设未处理的正常培养细胞作为对

照组(Ctrl 组)。 采用 1. 3. 1 所述方法测定各 SCC1
和 FaDu 细胞中 mRNA 表达水平。
1. 3. 3　 MTT 实验检测 SCC1、FaDu 细胞增殖　 将转

染后的细胞以每孔 100
 

μL(含 5×103 个细胞)接种

于 96 孔板中,37℃ 加 5%
 

CO2 培养箱中孵育 24
 

h
后,加入 20

 

μL
 

MTT 溶液孵育 4
 

h,利用酶标仪测定

570
 

nm 处的光密度(A570)。
1. 3. 4　 Transwell 实验检测 SCC1、FaDu 细胞的迁移

和侵袭　 将不含 FBS 的细胞以 1×105 个 / 孔的密度

重悬于无血清培养基中接种于上室,下室加入含

10%
 

FBS 的培养基培养 24
 

h 后,下室细胞用 0. 1%
结晶紫溶液染色 20

 

min,在显微镜下对染色的细胞

进行观察并计数。 上室预涂有 Matrigel 基质凝胶,
用于检测细胞侵袭。
1. 3. 5　 流式细胞仪检测 SCC1、FaDu 细胞的凋亡　
将细胞(1×105 个 / 孔)接种到 6 孔板中,采用 Annexin

 

V-FITC / PI 双染后,在避光条件下孵育 15
 

min,随后

用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 3. 6　 Western

 

blot 检测 SCC1、FaDu 细胞中蛋白

表达　 用 RIPA 缓冲液从培养细胞中提取总蛋白,
在 10%

 

SDS-PAGE 中分离, 随后转至 0. 22
 

μm
 

PVDF 膜上,加入 GAPDH ( 1 ∶ 10
 

000)、 PCNA ( 1 ∶
1

 

000)、EFNA1(1 ∶1
 

000)一抗孵育过夜,用二抗(1 ∶
2

 

000)孵育 1
 

h,使用 ECL 试剂盒进行可视化,并通

过凝胶成像系统进行定量。
1. 3. 7　 双荧光素酶报告基因实验 　 通过 ENCORI
预测 miR-431-5p 分别于 LncRNA

 

DSCAM-AS1 和

EFNA1 的 3′-UTR 上的结合位点,合成含有预测结

合位点(Wt)和突变位点( Mut)的 LncRNA
 

DSCAM-
AS1、EFNA1 片段,将其插入 pGL3 启动子载体中,
用 Lipofectamine

 

3000 将上述载体和 miR-431-5p
 

mimic 和 mimic
 

NC 共转染 SCC1、FaDu 细胞中孵育

48
 

h,在裂解液中加入荧光素酶测定试剂,用酶标仪

检测荧光素酶的强度。
1. 4　 统计学分析

数据用 SPSS
 

25. 0 分析,符合正态分布的计量

资料以 􀭰x±s 表示,两组间采用独立样本 t 检验;多组

比较采用单因素方差分析,两两比较行 SNK-q 检

验。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 HNSCC 组织中 mRNA 表达

HNSCC 组织中 LncRNA
 

DSCAM-AS1 和 EFNA1
 

mRNA 表达显著升高,而 miR-431-5p 表达显著降

低,与癌旁组织比较差异具有统计学意义 ( P <
0. 001)。 具体结果见表 2。

表 2　 mRNA 在不同组织中的表达比较　 ( 􀭰x±s,n= 47)
组织 LncRNA

 

DSCAM-AS1 miR-431-5p EFNA1
癌旁组织 1. 00±0. 13 1. 00±0. 07 1. 00±0. 14
HNSCC 组织 2. 49±0. 28 0. 29±0. 08 1. 93±0. 21
t 33. 089 45. 790 25. 262
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 　 注:HNSCC(头颈部鳞状细胞癌)。 下同。

2. 2　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 敲低对 SCC1、FaDu 细胞

中 mRNA 表达的影响

sh-DSCAM-AS1 组中, SCC1 和 FaDu 细胞的

LncRNA
 

DSCAM-AS1 表达水平显著低于 Ctrl 组(q=
11. 286、 26. 466, P 均 < 0. 001) 和 sh-NC 组 ( q =
11. 457、28. 427,P 均<0. 001)。 EFNA1

 

mRNA 表达
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也显著降低,相较于 Ctrl 组(q = 7. 669、12. 669,P 均

<0. 001) 和 sh-NC 组 ( q = 8. 518、 11. 965, P 均 <
0. 001)。 相反, miR-431-5p 表达显著升高,与 Ctrl
组(q = 12. 326、19. 016,P 均 < 0. 001) 及 sh-NC 组

(q= 12. 537、18. 842,P 均<0. 001)相比差异具有统计

学意义。 在 sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组中,
EFNA1

 

mRNA 表达较 sh-DSCAM-AS1 组(q= 5. 897、
10. 205,P 均<0. 001)和 sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组

(q= 6. 225、9. 150,P 均<0. 001)显著上调;而 miR-
431-5p 表达则显著下调,与 sh-DSCAM-AS1 组( q =
8. 639、 13. 459, P 均 < 0. 001) 及 sh-DSCAM-AS1 +
anti-NC 组(q= 8. 217、13. 893,P 均<0. 001)相比差

异具有统计学意义。 具体数据见表 3。
2. 3　 LncRNA

 

DSCAM-AS1 敲低对 SCC1、FaDu 细胞

增殖的影响

与 Ctrl 组和 sh-NC 组比较, sh-DSCAM-AS1 组

SCC1 和 FaDu 细胞中 A570 值显著降低( q = 11. 082
 

vs.
 

8. 721 和 10. 718
 

vs.
 

8. 573,P 均< 0. 001),sh-
DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 SCC1、FaDu 细胞中

A570 值 ( sh-DSCAM-AS1: q = 8. 720、 7. 539, P 均 <
0. 001;sh-DSCAM-AS1 + anti-NC: q = 8. 357、 6. 947,
P 均<0. 001)高于 sh-DSCAM-AS1 组、sh-DSCAM-AS1
+anti-NC 组(P< 0. 001)。 提示抑制 miR-431-5p 可

部分逆转 DSCAM-AS1 敲低引起的增殖抑制效应。
具体数据见表 4。

2. 4　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 敲低对 SCC1、FaDu 细胞

迁移和侵袭的影响

sh-DSCAM-AS1 组 SCC1、 FaDu 细 胞 迁 移 数

(Ctrl:q = 10. 814、12. 402,P 均< 0. 001;sh-NC:q =
11. 159、12. 234,P 均 < 0. 001)、侵袭数 ( Ctrl: q =
13. 744、11. 879,P 均 < 0. 001; sh-NC: q = 14. 035、
11. 537,P 均 < 0. 001) 低于 sh-NC 组、 Ctrl 组 (P <
0. 001);sh-DSCAM-AS1 + anti-miR-431-5p 组 SCC1、
FaDu 细 胞 迁 移 数 ( sh-DSCAM-AS1: q = 8. 089、
9. 667,P 均 < 0. 001; sh-DSCAM-AS1 + anti-NC: q =
8. 191、9. 985,P 均 < 0. 001)、侵袭数 ( sh-DSCAM-
AS1:q = 11. 093、9. 047,P 均<0. 001;sh-DSCAM-AS1
+anti-NC:q= 11. 157、9. 427,P 均< 0. 001) 高于 sh-
DSCAM-AS1 组、 sh-DSCAM-AS1 + anti-NC 组 ( P <
0. 001)。 见图 1、表 5。
2. 5　 LncRNA

 

DSCAM-AS1 敲低对 SCC1、FaDu 细胞

凋亡的影响

sh-DSCAM-AS1 组 SCC1、 FaDu 细 胞 凋 亡 率

(Ctrl:q = 30. 143、31. 298,P 均< 0. 001;sh-NC:q =
30. 216、31. 336,P 均 < 0. 001) 高于 sh-NC 组、 Ctrl
组;shDSCAM-AS1 + anti-miR-431-5p 组 SCC1、 FaDu
细胞凋亡率 ( sh-DSCAM-AS1: q = 19. 642、19. 869,
P 均< 0. 01;sh-DSCAM-AS1 +anti-NC:q = 19. 110

 

5、
19. 318,P 均 < 0. 001) 低于 sh-DSCAM-AS1 组、 sh-
DSCAM-AS1+anti-NC 组(P<0. 001)。 见图 2、表 6。

表 3　 各组 SCC1、FaDu 细胞中 mRNA 表达比较　 ( 􀭰x±s,n= 6)

分组

SCC1
LncRNA

 

DSCAM-AS1 miR-431-5p EFNA1
 

mRNA

FaDu
LncRNA

 

DSCAM-AS1 miR-431-5p EFNA1
 

mRNA

Ctrl 组 1. 00±0. 20 1. 00±0. 19 1. 00±0. 16 1. 00±0. 09 1. 00±0. 18 1. 00±0. 16
sh-NC 组 1. 01±0. 18 0. 98±0. 19 1. 05±0. 18 1. 06±0. 08 1. 02±0. 17 0. 96±0. 18
sh-DSCAM-AS1 组 0. 34±0. 11ab 2. 17±0. 27ab 0. 53±0. 13ab 0. 19±0. 06ab 3. 19±0. 34ab 0. 28±0. 08ab

sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组 0. 29±0. 09 2. 13±0. 26 0. 51±0. 12 0. 20±0. 06 3. 24±0. 37 0. 34±0. 10
sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 0. 32±0. 10 1. 35±0. 24cd 0. 89±0. 15cd 0. 22±0. 08 1. 64±0. 29cd 0. 86±0. 15cd

F 41. 658 38. 438 17. 946 219. 48 95. 038 37. 808
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 　 注:a 与 Ctrl 组相比,b 与 sh-NC 组相比,c 与 sh-DSCAM-AS1 组相比,d 与 sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组相比,P<0. 001。 下同。

表 4　 各组 SCC1、FaDu 细胞中 A570 值比较　 ( 􀭰x±s,n= 6)

分组
A570 值

SCC1 FaDu
Ctrl 组 0. 87±0. 17 0. 96±0. 20
sh-NC 组 0. 85±0. 17 0. 95±0. 19
sh-DSCAM-AS1 组 0. 26±0. 09ab 0. 37±0. 12ab

sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组 0. 28±0. 09 0. 41±0. 12
sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 0. 74±0. 13cd 0. 88±0. 18cd

F 30. 776 19. 366
P <0. 001 <0. 001

2. 6　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 敲低对 SCC1、FaDu 细胞

中蛋白表达的影响

sh-DSCAM-AS1 组 SCC1、 FaDu 细 胞 PCNA
(Ctrl:q = 7. 004、 7. 673, P 均 < 0. 001; sh-NC: q =
6. 855、7. 388,P 均<0. 001)、EFNA1(Ctrl:q = 8. 064、
7. 092,P 均<0. 001;sh-NC:q = 7. 634、6. 427,P 均<
0. 001)蛋白表达低于 sh-NC 组、Ctrl 组;sh-DSCAM-
AS1+anti-miR-431-5p 组 PCNA(sh-DSCAM-AS1:q=
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Ctrl组 sh-NC组 sh-DSCAM-AS1+
anti-miR-431-5p组

sh-DSCAM-AS1组 sh-DSCAM-AS1+
anti-NC组

SCC1

FaDu�

迁移

侵袭

迁移

侵袭

图 1　 Transwell 实验检测 SCC1、FaDu 细胞迁移和侵袭　 (结晶紫
 

×200)

表 5　 各组 SCC1、FaDu 细胞迁移数、侵袭数比较　 (个,􀭰x±s,n= 6)

分组
SCC1

迁移数 侵袭数

FaDu
迁移数 侵袭数

Ctrl 组 107. 53±11. 27 83. 19±8. 76 134. 29±14. 29 97. 17±10. 93
sh-NC 组 108. 94±11. 34 84. 06±8. 62 133. 47±13. 85 95. 86±10. 71
sh-DSCAM-AS1 组 63. 29±8. 46ab 42. 17±5. 37ab 73. 52±9. 04ab 51. 74±7. 43ab

sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组 62. 87±8. 32 41. 98±5. 24 71. 96±8. 96 50. 29±7. 25
sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 96. 38±10. 28cd 75. 28±7. 74cd 120. 89±12. 74cd 86. 34±9. 84cd

F 31. 848 51. 930 41. 511 37. 583
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

Ctrl组 sh-NC组 sh-DSCAM-AS1+
anti-miR-431-5p组

sh-DSCAM-AS1组 sh-DSCAM-AS1+
anti-NC组

SCC1

FaDu�

FITC
100��101����102����103���104 100��101����102����103���104 100��101����102����103���104 100��101����102����103���104 100��101����102����103���104

FITC FITC FITC FITC

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

PI PI PI PI PI

FITC
100��101����102����103���104

FITC
100��101����102����103���104

FITC
100��101����102����103���104

FITC
100��101����102����103���104

FITC
100��101����102����103���104

104

103

102

101

100

PI

104

103

102

101

100

PI

104

103

102

101

100

PI

104

103

102

101

100

PI

104

103

102

101

100

PI

图 2　 流式细胞仪检测 SCC1、FaDu 细胞的凋亡

4. 918、6. 536,P 均<0. 001;sh-DSCAM-AS1+anti-NC:
q= 5. 514、6. 110,P 均<0. 001)、EFNA1( sh-DSCAM-
AS1:q= 5. 604、3. 989,P 均<0. 001;sh-DSCAM-AS1+
anti-NC:q= 6. 014、4. 433,P 均<0. 001)蛋白表达高

于 sh-DSCAM-AS1 组、 sh-DSCAM-AS1 + anti-NC 组。
见图 3、表 7。

2. 7　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 与 miR-431-5p、miR-431-
5p 与 EFNA1 的靶向关系

LncRNA
 

DSCAM-AS1 与 miR-431-5p、 miR-431-
5p 与 EFNA1 之间存在结合位点,见图 4、5。 在转染

DSCAM-AS1-Wt 和 EFNA1-Wt 的 SCC1、 FaDu 细胞

中,miR-431-5p
 

mimic 组的荧光素酶活性( DSCAM-
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AS1-Wt:t= 12. 059、9. 206,P 均<0. 001;EFNA1-Wt:
t=8. 530、6. 911,P 均<0. 001)降低。 见表 8、9。

表 6　 各组 SCC1、FaDu 细胞凋亡率比较　 (%,􀭰x±s,n= 6)

分组
凋亡率

SCC1 FaDu
Ctrl 组 2. 86±0. 81 1. 73±0. 49

sh-NC 组 2. 79±0. 79 1. 68±0. 43

sh-DSCAM-AS1 组 31. 48±3. 48ab 42. 57±4. 89ab

sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组 30. 97±3. 26 41. 95±4. 56

sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 12. 83±1. 74cd 16. 68±2. 49cd

F 227. 606 244. 259
P <0. 001 <0. 001

Ctrl组 sh-NC组 sh-DSCAM-
AS1+anti-miR-

431-5p组

sh-DSCAM-
AS1组

sh-DSCAM-
AS1+

anti-NC组

SCC1

FaDu

PCNA

EFNA1

PCNA

EFNA1

GAPDH

图 3　
 

Western
 

blot 检测 SCC1、FaDu 细胞中蛋白表达

表 7　 各组 SCC1、FaDu 细胞中蛋白表达比较　 ( 􀭰x±s,n= 6)

分组
SCC1

PCNA EFNA1
FaDu

PCNA EFNA1
Ctrl 组 0. 99±0. 19 1. 17±0. 22 0. 83±0. 15 1. 34±0. 26
sh-NC 组 0. 98±0. 19 1. 14±0. 21 0. 81±0. 14 1. 28±0. 25
sh-DSCAM-AS1 组 0. 52±0. 14ab 0. 58±0. 14ab 0. 29±0. 08ab 0. 70±0. 18ab

sh-DSCAM-AS1+anti-NC 组 0. 48±0. 12 0. 55±0. 14 0. 32±0. 09 0. 66±0. 17
sh-DSCAM-AS1+anti-miR-431-5p 组 0. 85±0. 17cd 0. 99±0. 17cd 0. 75±0. 13cd 1. 06±0. 23cd

F 13. 619 16. 930 18. 838 12. 368
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

图 4　 LncRNA
 

DSCAM-AS1 与 miR-431-5p 的结合位点 图 5　
 

miR-431-5p 与 EFNA1 的结合位点

表 8　 SCC1 细胞中双荧光素酶活性比较　 ( 􀭰x±s,n= 6)
组别 DSCAM-AS1-Wt DSCAM-AS1-Mut EFNA1-Wt EFNA1-Mut

mimic-NC 组 1. 00±0. 12 1. 00±0. 19 1. 00±0. 14 1. 00±0. 18
miR-431-5p

 

mimic 组 0. 29±0. 08a 1. 04±0. 21 0. 38±0. 11a 1. 02±0. 23
t 12. 059 0. 346 8. 530 0. 168
P <0. 001 0. 737 <0. 001 0. 870

　 　 注:Wt(结合位点);Mut(突变位点)。 下同。

表 9　 FaDu 细胞中双荧光素酶活性比较　 ( 􀭰x±s,n= 6)
组别 DSCAM-AS1-Wt DSCAM-AS1-Mut EFNA1-Wt EFNA1-Mut

mimic-NC 组 1. 00±0. 13 1. 00±0. 16 1. 00±0. 15 1. 00±0. 19
miR-431-5p

 

mimic 组 0. 36±0. 11 0. 96±0. 13 0. 44±0. 13 1. 03±0. 21
t 9. 206 0. 475 6. 911 0. 259
P <0. 001 0. 645 <0. 001 0. 801

3　 讨论

HNSCC 是全球第六大癌症,通常起源于头颈部

黏膜表面的鳞状上皮细胞,由于其解剖位置相对隐

蔽,大多数 HNSCC 病例在确诊时已处于晚期[10] 。
HNSCC 多见于男性,与女性的比例为 3 ∶ 1,主要发

生在 55 岁以后,与其发展有关的主要因素是饮酒和

吸烟,影响程度与接触的强度成正比,此外通过口交

传播的人乳头状瘤病毒感染、以及长时间的阳光照
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射、胃食管反流病和喉咽反流病, 均可能导致

HNSCC 的发展[11] 。 HNSCC 侵袭性强,易发生颈部

淋巴结转移,复发转移风险较高,尽管多模式疗法取

得了进展,但死亡率仍然居高不下[12] 。 因此,探讨

HNSCC 细胞恶性生物学行为的调节机制对于开发

创新的治疗策略和改善患者的预后至关重要。
研究表明,LncRNAs 可通过 ceRNAs 或海绵化

miRNA 负调控 miRNA,参与癌症等多种疾病的进

展[13] 。 Li 等[14] 发现,LncRNA
 

DSCAM-AS1 在结直

肠癌组织和细胞中高表达,且与患者的预后不良相

关,LncRNA
 

DSCAM-AS1 通过海绵化 miR-384 在体

外促进结直肠癌细胞的恶性生物学进展,在体内促

进结直肠癌肿瘤的生长。 Zhang 等[15]利用癌症基因

组图 谱、 ChIP-seq 数 据 库 等 分 析 发 现, LncRNA
 

DSCAM-AS1 在肺腺癌、乳腺癌、前列腺癌中高表达,
且高表达患者预后差,LncRNA

 

DSCAM-AS1 高表达

可以促进肺腺癌、乳腺癌、前列腺癌的进展。 Zhang
等[16] 发现, 口腔鳞状细胞癌细胞系 和 组 织 中

LncRNA
 

DSCAM-AS1 高表达,LncRNA
 

DSCAM-AS1
可通过调节 miR-138-5p 信号通路,对口腔鳞状细胞

癌发挥促癌基因的作用。 本研究发现 LncRNA
 

DSCAM-AS1 在 HNSCC 组 织 中 高 表 达, 敲 低

LncRNA
 

DSCAM-AS1 通过抑制 SCC1、FaDu 细胞的

增殖、 迁移侵袭, 促进细胞凋亡, 提示 LncRNA
 

DSCAM-AS1 可能通过促进 HNSCC 细胞的恶性生物

学行为,促进 HNSCC 的疾病进展。
miRNA 通过结合靶向 3′UTR 负调控基因表达,

调控疾病的进展[17] 。 Sun 等[18]发现,miR-431-5p 在

骨肉瘤组织中表达下调,且与淋巴结转移和 TNM 分

期呈负相关,在骨肉瘤细胞中过表达 miR-431-5p,在
体外抑制骨肉瘤细胞的恶性生物学行为,在体内抑

制小鼠异植瘤的生长。 Liu 等[19] 发现,miR-431-5p
在胃癌组织和血浆外泌体中均显著下调,其表达与

淋巴结转移和不良预后呈负相关,miR-431-5p 高表

达在体外阻碍胃癌血管生成、淋巴管生成和淋巴结

转移,在体内抑制裸鼠瘤模型的腘窝淋巴结转移。
Zhu 等[20] 发现,敲低 LINC01132 可通过调节 miR-
431-5p / 信号通路减轻上皮性卵巢癌的致癌性。 相

关研究显示,LncRNA
 

DSCAM-AS1 可以海绵化 miR-
431-5p,促进肝癌细胞的恶性进展[9] 。 本研究发现

miR-431-5p 在 HNSCC 组织中高表达, 在 SCC1、
FaDu 细胞中 LncRNA

 

DSCAM-AS1 可以靶向负调控

miR-431-5p, 逆 转 敲 低 LncRNA
 

DSCAM-AS1, 对

HNSCC 恶性生物学的作用可能是通过海绵化 miR-

431-5p 实现的。
EFNA1 是一种单链蛋白分子,可被缺氧诱导,

参与血管生成、肿瘤发生、肿瘤转移,进而参与癌症

的进展[21] 。 Dong 等[22]发现,EFNA1 在宫颈癌组织

中高表达,并与患者生存率呈负相关,EFNA1 可通

过磷酸化途径和上皮间质转化促进宫颈癌的发生与

转移。 Jiang 等[23]发现,EFNA1 在食管癌中高表达,
且与不良预后显著相关,EFNA1 通过激活 cMYC 调

控的细胞增殖和抑制自噬,促进食管鳞状细胞癌的

进展。 Li 等[24] 发现,EFNA1 的激活可以促进胃癌

细胞的上皮间质转化和转移。 本研究发现 EFNA1
在 HNSCC 组织中高表达,在 SCC1、FaDu 细胞中敲

低 LncRNA
 

DSCAM-AS1 导致 miR-431-5p 低表达,
而抑 制 miR-431-5p 则 上 调 EFNA1 表 达, 提 示

LncRNA
 

DSCAM-AS1 可能通过海绵化 miR-431-5p
促进 EFNA1 表达,进而促进 HNSCC 细胞的恶性生

物学行为。
综上所述,LncRNA

 

DSCAM-AS1 可能通过靶向

miR-431-5p / EFNA1 促进 HNSCC 细胞增殖、侵袭,
抑制细胞凋亡。 但本研究只进行了细胞实验,且局

限于 LncRNA
 

DSCAM-AS1 / miR-431-5p / EFNA1 通

路,后续会关注更多信号通路并进行深入研究。
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