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  [摘要] 目的 研究circ_0086414通过 miR-498/PCK1轴对口腔鳞状细胞癌(oralsquamouscellcarcinomas,

OSCC)生物学行为的影响。方法 收集手术切除的OSCC组织及配对的癌旁组织27对,实时荧光定量PCR(real-
timequantitativePCR,qRT-PCR)检测组织中circ_0086414和 PCK1的表达。将SJG-1细胞分为pcDNA 组、

pcDNAcirc_0086414组、miR-498NC组、miR-498mimic组、OE-NC组、OE-PCK1组、miR-498NC+pcDNA组、

miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组、miR-498mimic+pcDNA组、miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组,细
胞计数试剂盒(cellcountingkit,CCK8)法检测SJG-1细胞增殖,流式细胞术检测SJG-1细胞凋亡,Transwell实验

检测SJG-1细胞侵袭;蛋白免疫印迹(Westernblot,WB)实验检测上皮间质转化情况,双荧光素酶报告基因检测

circ_0086414和 miR-498及 miR-498和PCK1的关系。结果 与癌旁组织比较,OSCC组织中circ_0086414相对表

达明显降低(P<0.001);与人正常口腔角质细胞 HOK比较,人 OSCC细胞系 HEK293T、SJG-1、SCC-15、HSC-2
中circ_0086414相对表达显著降低(P<0.001);与pcDNA组比较,pcDNAcirc_0086414组SJG-1细胞增殖能力明

显降低,凋亡率明显升高,侵袭能力明显减少,N-cadherin表达水平显著减少,E-cadherin表达水平明显升高(均P<
0.001);与 miR-498NC组比较,miR-498mimic组SJG-1细胞增殖能力明显升高,凋亡率显著降低,侵袭能力明显

增加,N-cadherin表达水平显著增加,E-cadherin表达水平明显减少(均P<0.001);与 miR-498NC+pcDNA组比

较,miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组SJG-1细胞增殖能力明显降低,凋亡率明显升高,侵袭能力明显降低,N-
cadherin表达水平明显降低,E-cadherin表达水平明显升高,miR-498mimic+pcDNA组SJG-1细胞增殖能力明显

升高,凋亡率明显降低,细胞侵袭能力明显升高,N-cadherin表达水平明显升高,E-cadherin表达水平明显降低(均

P<0.001),与 miR-498mimic+pcDNA组比较,miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组的SJG-1细胞增殖能力

明显降低,凋亡率明显升高,侵袭能力明显降低,N-cadherin表达水平明显降低,E-cadherin的表达水平明显升高

(均P<0.001);与OE-NC组比较,OE-PCK1组SJG-1细胞增殖能力明显降低,凋亡率明显升高,细胞侵袭能力明

显减少,N-cadherin表达水平显著减少,E-cadherin表达水平明显升高,PCK1的相对表达量明显升高(均P<
0.001)。结论 circ_0086414在OSCC细胞和组织中的表达下调,过表达circ_0086414抑制 OSCC细胞的恶性行

为。通过调控 miR-498/PCK1轴刺激细胞凋亡,为探索OSCC诊断和治疗的生物标志物提供有意义的实验依据,

为OSCC的治疗提供新的诊疗思路。

  [关键词] 口腔肿瘤;癌,鳞状细胞;RNA,环状  doi:10.3969/j.issn.1007-3205.2024.04.010
  [中图分类号] R739.8   [文献标志码] A   [文章编号] 1007-3205(2024)04-0424-10

Effectofcirc_0086414onbiologicalbehavioroforalsquamouscellcarcinoma
viamiR-498/PCK1axis

LILi-heng1,WANGRui1,WANGXiao-ming1,ZHANGZhi-yi1,

ZHNGXuan1,ZHANGFan2

(1.DepartmentofStomatology,theFirstAffiliatedHospitalofHebeiNorthUniversity,Zhangjiakou
075000,China;2.DepartmentofPathology,theFirstAffiliatedHospitalof

HebeiNorthUniversity,Zhangjiakou075000,China)

·424·
第45卷第4期

2024年4月  
河 北 医 科 大 学 学 报

JOURNAL OF HEBEI MEDICAL UNIVERSITY
  

Vol.45 No.4  
Apr. 2024  



[Abstract] Objective Tostudytheeffectofcirc_0086414onbiologicalbehavioroforal
squamouscellcarcinoma (OSCC)viamiR-498/PCK1axis.Methods Intotal,27pairsof
surgicallyresected OSCCtissuesandpairedparacanceroustissueswerecollected.Real-time
quantitativePCR(qRT-PCR)wasusedtodetecttheexpressionofcirc_0086414andPCK1in
tissues.SJG-1cellsweredividedintopcDNAgroup,pcDNAcirc_0086414group,miR-498NC
group,miR-498mimicgroup,OE-NCgroup,OE-PCK1group,miR-498NC+pcDNAgroup,

miR-498NC+pcDNAcirc_0086414group,miR-498 mimic+pcDNA group,and miR-498
mimic+pcDNAcirc_0086414group.Cellcountingkit(CCK8)wasusedtodetectSJG-1cell
proliferation.FlowcytometrywasusedtodetectSJG-1cellapoptosis,andTranswellassaywas
usedtodetectSJG-1cellinvasion.Westernbloting(WB)assaywasusedtodetectepithelial
messtimaltransformation.Therelationshipbetweencirc_0086414andmiR-498andbetweenmiR-
498andPCK1wasdetectedbydualluciferasereportergene.Results Therelativeexpressionof
circ_0086414inOSCCtissueswassignificantlylowerthanthatinparacanceroustissues(P<
0.001).Comparedwith HOKinnormalhumanoralkeratinocytes,theexpressionofcirc_

0086414inhumanOSCCcelllinesHEK293T,SJG-1,SCC-15and HSC-2wassignificantly
decreased(P<0.001).ComparedwithpcDNAgroup,SJG-1cellsinpcDNAcirc_0086414group
had significantly decreased proliferation ability,significantly increased apoptosis rate,

significantlydecreasedinvasion ability,andthere wassignificantly decreased N-cadherin
expressionlevel,andsignificantlyincreasedE-cadherinexpressionlevel(P<0.001).Compared
withmiR-498NCgroup,miR-498mimicgrouphadsignificantlyincreasedproliferationability,

significantlydecreasedapoptosisrateandsignificantlyincreasedinvasionabilityinSJG-1cells,as
wellassignificantlyincreasedexpressionlevelof N-cadherin,andsignificantly decreased
expressionlevelofE-cadherin(allP<0.001).ComparedwiththemiR-498NC+pcDNAgroup,

theproliferationabilityofSJG-1cellsinthemiR-498NC+pcDNAcirc_0086414groupwas
decreasedsignificantly,theapoptosisratewasincreasedsignificantly,andtheinvasionability
wasdecreasedsignificantly.TheexpressionlevelofN-cadherinwasdecreasedsignificantly,and
theexpressionlevelofE-cadherinwasincreasedsignificantly.TheproliferationabilityofSJG-1
cellsin miR-498 mimic+pcDNAgroupwasincreasedsignificantly,theapoptosisratewas
decreasedsignificantly,andthecellinvasionabilitywasincreasedsignificantly.Theexpression
levelofN-cadherinwasincreasedsignificantly,whiletheexpressionlevelofE-cadherinwas
significantlydecreased(allP<0.001).ComparedwiththemiR-498mimic+pcDNAgroup,the
proliferationcapacityofSJG-1cellsin miR-498 mimic+pcDNAcirc_0086414 group was
significantlyreduced,theapoptosisratewassignificantlyincreased,andtheinvasionabilitywas
significantlydecreased.TheexpressionlevelofN-cadherinwassignificantlydecreased,whilethe
expressionlevelofE-cadherinwassignificantlyincreased(allP<0.001).Comparedwiththe
OE-NCgroup,theproliferationabilityofSJG-1cellsintheOE-PCK1groupwassignificantly
decreased,theapoptosisratewassignificantlyincreased,andtheinvasionabilityofSJG-1cells
wassignificantlydecreased.TheexpressionlevelofN-cadherinwassignificantlydecreased,the
expressionlevelofE-cadherinwassignificantlyincreased,andtherelativeexpressionlevelof
PCK1wassignificantlyincreased(allP<0.001).Conclusion Theexpressionofcirc_0086414is
down-regulatedinOSCCcellsandtissues,andoverexpressionofcirc_0086414inhibitsthe
malignantbehaviorofOSCCcells.ByregulatingthemiR-498/PCK1axistostimulateapoptosis,

itprovidesameaningfulexperimentalbasisforexploringbiomarkersfordiagnosisandtreatment
ofOSCC,andprovidesanewdiagnosisandtreatmentideaforOSCC.
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  头颈部鳞状细胞癌是导致肿瘤发病和死亡的主

要原因,所有的头颈部鳞状细胞癌病例中,约有

90% 是 口 腔 鳞 状 细 胞 癌 (oralsquamouscell
carcinomas,OSCC)[1],这是一种常见的癌症。青年

人群中OSCC的发病率明显呈现上升趋势,吸烟、
饮酒、人乳头瘤病毒感染等都可能是加重OSCC发

病风险的因素[2]。尽管医疗技术水平不断的进步,
手术、放疗和化疗仍是治疗 OSCC的主要手段,但
是该病的5年生存率并没有得到有效的改善[3]。因

此,进一步探索OSCC的发病机制和潜在的分子治

疗靶点非常重要。许多学者聚焦于异常表达的环状

RNA(circularRNAs,circRNAs)参与调控 OSCC
的发 生 和 发 展,并 取 得 了 许 多 新 的 进 展[4]。

circRNAs不仅广泛调控细胞活动,而且与肿瘤发生

和肿瘤进展相关[5]。然而,circRNAs在OSCC中的

作用尚不清楚。miRNA是长度为18~25个核苷

酸的非编码 RNA,miRNA 通过靶向调控 mRNA
的30个非翻译区的互补作用来调控基因表达[6]。

miRNAs被发现参与细胞增殖、转移、分化和自噬,
其异常表达参与肿瘤的发生和发展。相关研究表

明,miR-498通过靶向抑制PCK1表达促进口腔鳞

癌细胞增殖、迁移、侵袭,抑制细胞凋亡[7]。也有研

究表明,口腔鳞癌组织中hsa_circ_0086414的表达

量相 对 于 其 配 对 的 对 照 组 组 织 低 表 达,与 肿 瘤

TNM 分期、肿瘤大小及淋巴结是否有转移存在显

著的相关性[8],所以表明circRNAs和 miRNAs均

有可能参与 OSCC的发生和发展。因此本研究探

究has_circ_0086414在OSCC组织和细胞中的表达

及其对OSCC的影响,以及has_circ_0086414通过

miR-498/PCK1轴对 OSCC的影响,以期为 OSCC
的研究提供新的参考依据。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验材料和细胞 收集2022年4—12月我院

收治的进行手术切除的 OSCC组织及配对的癌旁

组织27对,样本储存于液氮中,组织采集经过患者

及家属的知情同意,人正常口腔角质细胞 HOK和

人OSCC细胞系 HEK293T、SJG-1、SCC-15、HSC-2
均购自美国典型菌种保藏中心。

本研究经医院伦理委员会批准同意[批准文号:
伦审第(2022-29)号]。

1.2 试剂和仪器 空载体质粒(pcDNA)和circ_

0086414过表达载体(pcDNAcirc_0086414)购自广

州锐博生物技术有限公司;阴性对照(miR-NC)、

miR-498模拟物(miR-498mimics)、阴性对照(OE-
NC)和 PCK1过表达物(OE-PCK1)均购自美国

ThermoFisher公司;CCK8试剂购自北京庄盟国际

生物基因科技有限公司,PVDF膜购自美国Sigma
公司,CCK-8试剂、BCA 蛋白定量试剂盒购自美国

Thermo公司,N-cadherin和E-cadherin抗体购自

美国sigma公司,HRP标记的羊抗兔二抗购自美

国Proteintech公司。细胞培养箱购自美国Thermo
Fisher公司,凝胶成像系统、蛋白电泳仪、蛋白转膜

仪均购自美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 将人正常口腔角质细胞HOK和

人OSCC细胞系 HEK293T、SJG-1、SCC-15、HSC-2
置于含100mg/L链霉素、100mg/L青霉素和10%
的胎牛血清的培养基中培养,并在37℃、5% CO2
孵育箱中培养。

1.3.2 细胞实验分组 将SJG-1细胞分为pcDNA
组(转染pcDNA,阴性对照)、pcDNAcirc_0086414
组 (转 染 pcDNA circ_0086414,过 表 达 circ_

0086414)、miR-498NC组(转染 miR-498NC,阴性

对照)、miR-498mimic组(转染 miR-498mimic,过
表达miR-498mimic)、OE-NC组(转染 OE-NC,阴
性对 照)、OE-PCK1组(转 染 OE-PCK1,过 表 达

PCK1)、miR-498NC+pcDNA组(共转染 miR-498
NC 和 pcDNA)、miR-498 NC+pcDNA circ_

0086414组(共转染 miR-498NC和pcDNAcirc_

0086414)、miR-498 mimic+pcDNA 组 (共 转 染

miR-498 mimic 和 pcDNA)、miR-498 mimic+
pcDNAcirc_0086414组(共转染 miR-498mimic和

pcDNAcirc_0086414)。利用 Lipofectamine3000
将上述质粒转染SJG-1细胞中。转染48h后收集

细胞进行后续实验。

1.3.3 qRT-PCR检测circ_0086414和PCK1的表

达 采用Trizol试剂从OSCC组织、人正常口腔角

质 细 胞 HOK 和 人 OSCC 细 胞 系 HEK293T、

SJG-1、SCC-15、HSC-2细胞及转染后各组SJG-1细

胞中提取总RNA,采用反转试剂盒将RNA反转为

cDNA,荧光实时定量PCR上机,使用以下引物,引
物序列见表1。qRT-PCR 扩增反应体系设定为

20μL,GoTaqqPCR MasterMix为10μL,cDNA
为1μL,正向和反向引物各0.4μL,Nuclease-Free
Water为8.2μL。qRT-PCR 反应条件如下:95℃
预变性5min,循环:95℃变性15s,58℃退火30s,

72℃延伸30s,共40个循环;72℃继续延伸10min
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扩增完成。2-△△CT表示目的基因的相对表达量,并 行统计学分析。
表1 引物序列

Table1 Primerssequence

基因名称 正向引物 反向引物

circ_0086414 5'-CCGAAGCCGAGACAGGATG-3'    5'-CGCAGAAACTGCTGAAGGGT-3'   
PCK1   5'-GGTCTCATTGCTCAAGTGTAATCG-3' 5'-ACAACCATGGACACCCTCAACTCT-3'

1.3.4 CCK-8法检测SJG-1细胞增殖 将各组转

染48h后的SJG-1细胞以2×103 个细胞/孔接种

于96孔板中,每孔含200μL的培养基。置于细胞

培养箱中预培养45h,每组细胞均加入10μLCCK-
8试剂,培养4h,使用酶标仪检测细胞在OD490吸

光值。细胞增殖率(%)=OD490实验组/OD490
对照组×100%。

1.3.5 流式细胞术检测SJG-1细胞凋亡 将各组

转染48h后的SJG-1细胞重新悬浮,以5×104 个

加入胰蛋白酶和DMEM 培养基进行消化和终止消

化。PBS溶液反复洗涤离心2次,重悬细胞,制备密

度为5×105。每管加入500μL结合缓冲液、5μL
的AnnexinV-FITC和5μL的 PI。室温下避光

15min,上流式细胞仪,根据说明书检测细胞凋亡

率。

1.3.6 Transwell实验检测SJG-1细胞侵袭 将

Transwell小 室 放 入 24 孔 板,将 基 质 胶 涂 在

Transwell上室中,待自然干燥后,将细胞以5×104

个/mL的密度接种于涂有基质胶的上室中,在下室

加入500μL含10%血清的培养基,在37℃恒温孵

箱培养36h,吸去上室内无血清培养基,用湿棉签

檫去上室底膜细胞,PBS清洗,4%的多聚甲醛室温

固定30min,PBS清洗,每孔加入约500μL0.1%的

结晶紫染液,室温染色30min,取出小室吸液体,倒
置显微镜下观察拍照,显微镜下取5个随机视野,用

ImageJ软件分析计数。

1.3.7 Westernblot检测上皮间质转化情况 使用

RIPA裂解缓冲液提取总蛋白,并用BCA蛋白测定

试剂盒测定蛋白质浓度,蛋白样品以40mg/孔加

载,并 进 行 SDS-PAGE。然 后 将 蛋 白 质 转 移 到

PVDF膜,用5%脱脂牛奶将其封存2h,然后与一

抗 N-cadherin(以1∶5000稀释)和 E-cadherin(以

1∶10000稀释)在4℃下孵育过夜。第2天,TBST
溶液冲洗膜后,加入 HRP标记的羊抗兔二抗,室温

下孵育1h,最后在暗室中进行 ECL化学发光,

Image软件对灰度值进行量化分析。

1.3.8 双荧光素酶报告基因检测circ_0086414和

miR-498及 miR-498 和 PCK1 的 关 系  通 过

circinteractome和 TargetScan预测circ_0086414

和miR-498及miR-498和PCK1的潜在结合位点。
将野生型(WT)或突变型(MUT)circ_0086414和

PCK13'UTRpmiRGlO荧光素酶报告载体中,分

别命名为circ_0086414WT、circ_0086414MUT、

PCK1WT和PCK1MUT,分别和 miR-NC、miR-
498mimics转染到SJG-1细胞中,48h后,采用双

荧光素酶报告系统检测荧光素酶活性。

1.4 统计学方法 应用 GraphPadPrism9统计软

件处理数据。计量资料比较采用独立样本t检验、
单因素方差分析和SNK-q 检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 circ_0086414在 OSCC组织和细胞中的表达

 qRT-PCR 检测结果显 示,癌 组 织 和 癌 旁 组 织

circ_0086414相对表达分别为0.49±0.07和1.98±
0.16,与癌旁组织比较,OSCC组织中circ_0086414
相对表达明显降低,差异有统计学意义(t=22.572,

P<0.001)。与人正常口腔角质细胞 HOK比较,
人OSCC细胞系HEK293T、SJG-1、SCC-15、HSC-2
中circ_0086414相对表达显著降低,差异有统计学

意义(P<0.001),而且circ_0086414相对表达在

SJG-1细胞中表达最低,所以选择SJG-1细胞作为

本研究对象。见表2。
表2 circ_0086414在OSCC细胞中的表达

Table2 Expressionofcirc0086414inOSCCcells
(n=10,x-±s)

组别 circ_0086414相对表达

人正常口腔角质细胞 HOK 2.13±0.57 

人OSCC细胞系 HEK293T 0.39±0.08*

人OSCC细胞系SJG-1 0.26±0.07*

人OSCC细胞系SCC-15 0.42±0.11*

人OSCC细胞系 HSC-2 0.51±0.05*

 F 值 86.950
 P 值 <0.001

*P 值<0.05与人正常口腔角质细胞 HOK比较(SNK-q检验)

2.2 circ_0086414对 OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭

和上皮间质转化的影响 CCK-8法检测结果显示

(图1A),与pcDNA 组比较,pcDNAcirc_0086414
组SJG-1细胞增殖率明显降低,差异有统计学意义

(P<0.001);流 式 细 胞 术 结 果 显 示(图1B),与
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pcDNA组比较,pcDNAcirc_0086414组SJG-1细胞

凋亡率明显升高,差异有统计学意义(P<0.001);

Transwell实验检测结果显示(图1C),与pcDNA
组比较,pcDNAcirc_0086414组SJG-1细胞侵袭能

力明 显 减 少,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.001);

Westernblot分析结果显示(图1D),与pcDNA组

比较,pcDNAcirc_0086414组 N-cadherin的表达水

平显著减少,E-cadherin水平明显升高,差异有统计

学意义(P<0.001)。见表3。

表3 pcDNA组和pcDNAcirc_0086414组OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化比较

Table3 Comparisonofproliferation,apoptosis,invasion,andepithelialmesenchymaltransitionofOSCCcellsbetween

pcDNAgroupandpcDNAcirc_0086414group
(n=10,x-±s)

组别 增殖率(%) 凋亡率(%) 侵袭数量(个)
相对蛋白表达

N-cadherin E-cadherin
pcDNA组 103.46±11.79 5.64±1.25 137.82±26.73 1.69±0.57 0.59±0.11
pcDNAcirc_0086414组 77.81±8.73 42.18±6.69 46.69±7.81 0.35±0.08 1.86±0.63
t值 5.529 16.978 10.348 7.362 6.279
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图1 circ_0086414对OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化

的影响

A.circ_0086414对细胞增殖的影响;B.circ_0086414对细胞凋亡的

影响;C.circ_0086414对细胞侵袭的影响(结晶紫染色,Scalebar=
25μm,×400);D.circ_0086414对细胞上皮间质转化的影响

Figure1 Effectsofcirc_0086414on OSCCcellproliferation,

apoptosis,invasionandepithelialmesenchymaltransformation

2.3  circ_ 0086414 和 miR-498 的 关 系  
circinteractome数 据 库 提 供 了 circ_0086414 和

miR-498之间的结合位点(图2)。双荧光素酶报告

基因 检 测 结 果 显 示,miR-498 mimic 组 circ_

0086414WT的荧光素酶活性明显低于miR-498NC
组,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.001),而 circ_

0086414MUT的荧光素酶活性未发生显著的改变,
差异无统计学意义(P>0.05),见表4。

图2 circinteractome数据库预测circ_0086414和miR-498的结合位点

Figure2 Circinteractomedatabaseinpredictingbindingsitesofcirc_0086414andmiR-498
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表4荧光素酶活性

Table4 Luciferaseactivity
(n=10,x-±s)

组别 circ_0086414WT circ_0086414MUT

miR-498NC组 1.02±0.09 1.03±0.11
miR-498mimic组 0.45±0.03 1.01±0.05
 t值 19.000 0.523
 P 值 <0.001 0.304

2.4 miR-498对 OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上

皮间质转化的影响 CCK-8法检测结果显示(图

3A),与 miR-498NC 组比较,miR-498mimic组

SJG-1细胞增殖率明显升高,差异有统计学意义

(P<0.001);流式细胞术结果显示(图3B),与miR-
498NC组比较,miR-498mimic组SJG-1细胞凋亡

率显 著 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义P<0.05);

Transwell实验检测结果显示(图3C),与 miR-498
NC组比较,miR-498mimic组SJG-1细胞侵袭数量

明显增加,差异有统计学意义(P<0.001);Western
blot分析结果显示(图3D),与 miR-498NC组比

较,miR-498mimic组的 N-cadherin的表达水平显

著增加,E-cadherin水平明显减少,差异有统计学意

义(P<0.001)。见表5。

表5 miR-498NC组和miR-498mimic组OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化比较

Table5 Comparisonofproliferation,apoptosis,invasion,andepithelialmesenchymaltransitionofOSCCcells
betweenmiR-498NCgroupandmiR-498mimicgroup

(n=10,x-±s)

组别 增殖率(%) 凋亡率(%) 侵袭数量(个)
相对蛋白表达

N-cadherin E-cadherin
miR-498NC组 101.78±12.29 13.84±2.96 51.86±9.25 0.51±0.06 1.67±0.11
miR-498mimic组 153.19±16.31 7.18±1.14 142.73±21.76 1.92±0.49 0.39±0.04
 t值 7.961 6.639 12.153 9.032 34.582
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图3 miR-498对OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化的

影响

A.miR-498对细胞增殖的影响;B.miR-498对细胞凋亡的影响;C.
miR-498对细胞侵袭的影响(结晶紫染色,Scalebar=25μm,×
400);D.miR-498对细胞上皮间质转化的影响

*P 值<0.05与 miR-498NC组比较

Figure3 EffectsofmiR-498onproliferation,apoptosis,invasion
andepithelialmesenchymaltransformationofOSCCcells

2.5 miR-498通过circ_0086414对 OSCC细胞增

殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化的影响 CCK-8法

检测结果显示(图4A),与miR-498NC+pcDNA组

比较,miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组SJG-1
细胞增殖率明显降低,miR-498mimic+pcDNA组

SJG-1细胞增殖率明显升高,差异有统计学意义

(P<0.001);与 miR-498mimic+pcDNA组比较,

miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组的SJG-1

细胞增殖率明显降低,差异有统计学意 义(P<
0.001);流式细胞术结果显示(图4B),与 miR-498
NC+pcDNA 组比较,miR-498NC+pcDNAcirc_

0086414组SJG-1细胞凋亡率明显升高,miR-498
mimic+pcDNA组SJG-1细胞凋亡率明显降低,差
异有统计学意义(P<0.001),与 miR-498mimic+
pcDNA 组 比 较,miR-498 mimic+pcDNAcirc_

0086414组的SJG-1细胞凋亡率明显升高,差异有
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统计学意义(P<0.001);Transwell实验检测结果

显示(图4C),与 miR-498NC+pcDNA 组比较,

miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组SJG-1细胞侵

袭数 量 明 显 降 低,miR-498 mimic+pcDNA 组

SJG-1细胞侵袭数量明显升高,差异有统计学意义

(P<0.001),与 miR-498mimic+pcDNA组比较,

miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组的SJG-1
细胞侵袭数量明显降低,差异有统计学意义(P<
0.001);Westernblot分析结果显示(图4D),与

miR-498NC+pcDNA 组 比 较,miR-498 NC+
pcDNAcirc_0086414组 N-cadherin的表达水平明

显降低,miR-498mimic+pcDNA组N-cadherin的

表达 水 平 明 显 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.001),与 miR-498mimic+pcDNA 组比较,miR-
498mimic+pcDNAcirc_0086414组的 N-cadherin
的表达水平明显降低,差异有统计学意 义(P<
0.001);与 miR-498NC+pcDNA组比较,miR-498
NC+pcDNAcirc_0086414组E-cadherin的表达水

平 明 显 升 高,miR-498 mimic+pcDNA 组 E-
cadherin的表达水平明显降低,差异有统计学意义

(P<0.001),与 miR-498mimic+pcDNA组比较,

miR-498 mimic+ pcDNAcirc _ 0086414 组 的

E-cadherin的表达水平明显升高,差异有统计学意

义(P<0.001)。见表6。
表6 各组OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化的影响

Table6 Comparisonofproliferation,apoptosis,invasion,andepithelialmesenchymaltransitionofOSCCcellsineachgroup
(n=10,x-±s)

组别 增殖率(%) 凋亡率(%) 侵袭数量(个)
相对蛋白表达

N-cadherin E-cadherin
miR-498NC+pcDNA组 101.78±11.21 13.61±2.74 82.87±8.63 1.58±0.46 1.05±0.11
miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组 81.73±9.19* 48.57±7.18* 36.93±4.42* 0.42±0.07* 2.39±0.72*

miR-498mimic+pcDNA组 139.85±18.27* 7.06±1.42* 149.27±22.48* 2.67±0.75* 0.36±0.08*

miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组 80.80±9.22# 16.79±4.53# 56.73±15.84# 0.79±0.11# 1.79±0.53#

F 值 48.530 167.600 112.800 50.110 38.090
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与miR-498NC+pcDNA组比较 #P 值<0.05与miR-498mimic+pcDNA组比较(SNK-q检验)

图4 miR-498通过circ_0086414对OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和

上皮间质转化的影响

A.miR-498通过circ_0086414对细胞增殖的影响;B.miR-498通过

circ_0086414对细胞凋亡的影响;C.miR-498通过circ_0086414对

细胞 侵 袭 的 影 响(结 晶 紫 染 色,Scalebar=25μm,×400);D.
miR-498通过circ_0086414对细胞上皮间质转化的影响

Figure4 EffectsofmiR-498onproliferation,apoptosis,invasion,

andepithelialmesenchymaltransitionof OSCC cellsviacircle_

0086414
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2.6 miR-498和PCK1的关系 使用TargetScan
预测miR-498与PCK1之间的结合位点(图5)。采

用双荧光素酶报告基因检测确认PCK1能否直接与

miR-498结 合,结 果 显 示,miR-498 mimic组 的

PCK1WT的荧光素酶活性明显低于 miR-498NC
组,差异有统计学意义(P<0.001),而PCK1MUT
的荧光素酶活性未发生显著的改变,差异无统计学

意义(P>0.05),见表7。

图5 生信软件预测miR-498和PCK1的结合位点

Figure5 BioinformaticssoftwareinpredictingbindingsitesofmiR-498andPCK1
表7 荧光素酶活性

Table7 Luciferaseactivity
(n=10,x-±s)

组别 PCK1WT PCK1MUT

miR-498NC组 1.01±0.10 1.02±0.09
miR-498mimic组 0.43±0.05 1.01±0.07
 t值 16.405 0.277
 P 值 <0.001 0.392

2.7 PCK1对 OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮

间质 转 化 的 影 响 CCK-8法 检 测 结 果 显 示(图

6A),与OE-NC组比较,OE-PCK1组SJG-1细胞增

殖率明显降低,差异有统计学意义(P<0.001);流
式细胞术结果显示(图6B),与OE-NC组比较,OE-
PCK1组SJG-1细胞凋亡率明显升高,差异有统计

学意义(P<0.001);Transwell实验检测结果显示

(图6C),与OE-NC组比较,OE-PCK1组SJG-1细

胞侵袭能力明显减少,差异有统计学意 义(P<
0.001);Westernblot分析结果显示(图6D),与

OE-NC组比较,OE-PCK1组 N-cadherin的表达水

平显著减少,E-cadherin水平明显升高,差异有统计

学意义(P<0.001)。见表8、图6。
表8 OE-NC组和OE-PCK1组OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化比较

Table8 Comparisonofproliferation,apoptosis,invasion,andepithelialmesenchymaltransitionofOSCCcells
betweenOE-NCgroupandOE-PCK1group

(n=10,x-±s)

组别 增殖率(%) 凋亡率(%) 侵袭数量(个)
相对蛋白表达

N-cadherin E-cadherin
OE-NC组 107.12±10.11 8.93±1.41 129.68±19.45 1.95±0.63 0.64±0.11
OE-PCK1组 79.73±12.15 46.67±7.24 42.74±8.64 0.61±0.13 2.03±0.72
 t值 5.479 16.180 12.918 6.587 6.035
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图6 PCK1对OSCC细胞增殖、凋亡、侵袭和上皮间质转化的影响

A.PCK1对细胞增殖的影响;B.PCK1对细胞凋亡的影响;C.PCK1对

细胞侵袭的影响(结晶紫染色,Scalebar=25μm,×400);D.PCK1对

细胞上皮间质转化的影响

Figure6 EffectsofPCK1onproliferation,apoptosis,invasionand
epithelialmesenchymaltransformationofOSCCcells
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2.8 circ_0086414通过海绵吸收 miR-498调节

PCK1的表达 qRT-PCR检测检测结果显示,与

miR-498NC+ pcDNA 组 比 较,miR-498NC +
pcDNAcirc_0086414组PCK1的相对表达量明显升

高,miR-498mimic+pcDNA组PCK1的相对表达

量 明 显 降 低 (P<0.001);与 miR-498mimic+
pcDNA 组 比 较,miR-498mimic+pcDNAcirc_

0086414组的PCK1的相对表达量明显升高,差异

有统计学意义(P<0.001)。见表9。
表9 circ_0086414通过海绵吸收miR-498

调空PCK1的表达

Table9 circ0086414regulatingPCK1expression
byspongeabsorptionofmiR-498

(n=10,x-±s)

组别 PCK1的相对表达量

miR-498NC+pcDNA组 1.03±0.12
miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组 2.04±0.56*

miR-498mimic+pcDNA组 0.49±0.07*#

miR-498mimic+pcDNAcirc_0086414组 0.98±0.11*

F 值 49.090
P 值 <0.001

*P 值<0.05与 miR-498NC+pcDNA组比较 #P 值<0.05与

miR-498NC+pcDNAcirc_0086414组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

OSCC是指发生在口腔的恶性肿瘤,主要发生

在口腔鳞状细胞中[9]。癌细胞可发生在牙龈、硬腭、
舌、颊黏膜、唇等器官[10]。据组织学资料显示,它属

于头颈部最恶性、危害最大的肿瘤,具有周围组织浸

润性强、易发生颈淋巴结转移的特点,患者预后普遍

较差,5年生存率约为50%左右[11],给患者的生活

质量与社会医疗造成了极大的负担。OSCC是病死

率较高的一种恶性肿瘤,经过传统的手术治疗后,严
重影响了患者的言语和吞咽等功能,而且辅助放疗

和化疗容易引起患者的机体免疫能力降低和坏死性

骨髓炎等严重并发症[12],即便如此,OSCC的治疗

效果仍不尽人意。因此,探究OSCC的发生和发展

调控机制,探索关键的分子生物学标记物,寻找治疗

关键的靶点,对于提高OSCC患者的生活质量具有

积极意义。

circRNA是非编码RNA家族的新成员,最初

被认为是RNA异常剪接的副产物,目前已被发现

与多种人类疾病相关,如肝癌[13]和骨肉瘤[14]等。
研究 发 现 circRNA 能 够 通 过 海 绵 吸 附 抑 制

miRNA,并可以可作为肿瘤标志物[15]。近年来,

CircRNA成为肿瘤研究的热门对象,circRNA在结

直肠癌[16]、前列腺癌[17]等肿瘤进展中发挥了重要

作用。在OSCC中,敲减hsa_circ_0008898表达通

过调控 miR-197-5p/RHOA轴抑制 OSCC细胞增

殖、克隆、迁移及侵袭能力,诱导细胞G1期阻滞,抑
制裸鼠成瘤[18]。也有研究报道,Circ_0000502可促

进口腔鳞状细胞癌细胞的增殖,抑制其凋亡[19]。

circ_0086414是一种新型circRNA,相关研究报道,

cir_0086414可能是口腔鳞状细胞癌的诊断生物标

志物[20],但其在 OSCC中的作用和机制尚不清楚。
本研究结果显示,cir_0086414在OSCC组织和细胞

中低表达,并能具有抑制SJG-1细胞增殖、侵袭和上

皮间质转化,促进其凋亡的作用,表明circ_0086414
可能成为OSCC诊断标志物和治疗的靶点。

circRNA可能通过吸附miRNA参与调控下游

mRNA的 表 达,本 研 究 验 证 了circ_0086414和

miR-498存在靶向关系,且 miR-498可以降低circ_

0086414WT的荧光素酶活性。miR-498在大量人

类癌症中频繁异常表达,如胃癌等[21]。前期就验证

了miR-498在 OSCC细胞生长中的作用,miR-498
在 OSCC 组 织 和 细 胞 中 的 表 达 水 平 显 著 升 高,

miR-498通过靶向抑制磷酸烯醇丙酮酸羧激酶1表

达促进SCC-15细胞增殖、迁移、侵袭,抑制细胞凋

亡,可 能 为 OSCC 的 临 床 诊 治 提 供 新 的 分 子 靶

标[22]。本研究结果显示,miR-498在OSCC组织样

本和细胞系中明显升高,miR-498的过表达可能部

分逆转circ_0086414过表达对OSCC细胞增殖、侵
袭和凋亡的抑制作用。上述结果提示,过表达circ_

0086414可能通过海绵化miR-498来缓解OSCC细

胞的恶性生物学特性。

miRNAs可能通过调控其靶 mRNA来调控肿

瘤的发生[23]。无论是前期实验还是本研究都通过

生物信息学软件和双荧光素酶报告基因实验鉴定

PCK1为miR-498的直接靶点。PCK1属于磷酸烯

醇丙酮酸羧激酶,据报道在多种类型的癌症中表达

失调[24]。另外,PCK1作为催化糖异生不可逆反应

的一个限速酶,其功能障碍与糖尿病、肥胖、胰岛素

抵抗、脂肪肝和其他代谢性疾病有关[25]。前期研究

报道,PCK1上调可显著减弱 miR-498mimics对

SCC-15细胞增殖、迁移和侵袭能力的增强作用及对

细胞凋亡的抑制作用。本研究结果表明,过表达

PCK1可以抑制SJG-1细胞增殖、侵袭和上皮间质

转化,促进其凋亡的作用。进一步支持 了circ_

0086414通过miR-498/PCK1轴抑制口腔鳞状细胞

癌生物学行为的作用。
综上所述,circ_0086414在 OSCC细胞和组织

中的表达下调,过表达circ_0086414抑制OSCC细
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胞的恶性行为。通过调控 miR-498/PCK1轴刺激

细胞凋亡,为探索OSCC诊断和治疗的生物标志物

提供有意义的实验依据,为OSCC的治疗提供新的

诊疗思路。
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