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摘要 目的：探讨 microRNA-21(miR-21)对人舌鳞癌细胞增殖和凋亡的影响。方法：选取 8例舌鳞癌组织和 4例癌旁组织为研究材

料，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）法对舌鳞癌及癌旁组织中的 miR-21相对表达量进行检测，利用人工合成的

miR-21mimic对人舌鳞癌 Tca8113细胞进行瞬时转染，采用 qRT-PCR法对 Tca8113细胞中 miR-21相对表达量进行检测，采用四

唑盐比色法（MTT）法对 Tca8113细胞增殖情况进行检测，采用流式细胞术对 Tca8113细胞周期与凋亡情况进行检测。结果：舌鳞

癌组织中 miR-21的相对表达量(3.502± 0.674)，高于癌旁组织(0.998± 0.192)，差异有统计学意义(P<0.05)。miR-21mimic导致了

Tca8113细胞中的 miR-21相对表达量上调(6.864± 1.324)，明显高于对照 scramble组[(0.997± 0.187), P<0.05]，对 Tca8113细胞的

增殖发挥了促进作用 (P<0.05)。经 miR-21mimic转染之后，Tca8113细胞进入 S期的细胞出现了明显的增加 [( 27.4± 5.1)% vs

(48.6± 8.7)%, P<0.05]，处于 G1期的细胞出现了显著的减少[(56.3± 9.6)% vs (36.2± 7.2)%, P<0.05]，细胞凋亡数量出现了显著减

少[(9.4± 2.3)% vs (18.6± 3.9)%, P<0.05]。结论：miR-21在舌鳞癌组织中高表达，过表达 miR-21有效促进了 Tca8113细胞的增殖，

抑制细胞的凋亡，miR-21在舌鳞癌诊断和治疗可能具有一定的新型靶点价值。
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Effect of microRNA-21 on Proliferation and Apoptosis of Human Tongue
Squamous Carcinoma Cell*

The aim of this study is to investigate the effect of microRNA-21(miR-21) on proliferation and apoptosis of

human tongue squamous carcinoma cell. The miR-21 expression was detected in 8 tongue squamous cell carcinoma tissues and

4 adjacent tissues by Real-time quantitative PCR (qRT-PCR). Artificially synthesized miR-21 mimic was transiently transfected into hu-

man tongue squamous cell carcinoma Tca8113 cell, and then the expression of miR-21 was tested by qRT-PCR. MTT assay was used to

detect the cell proliferation of Tca8113 cell, apoptosis and cell cycle of Tca8113 cell were measured by flow cytometr. The

miR-21 expression of tongue squamous carcinoma tissues was higher than that in adjacent tissues [(3.502± 0.674) vs (0.998± 0.192),

(P<0.05)]. The transient transfection of miR-21 mimic into Tca8113 cell significantly increased the miR-21expression of Tca8113

cell [(6.864± 1.324) vs (0.997± 0.187), P<0.05], promoted cell proliferation, raised the cell proportion in S phase [( 27.4± 5.1)% vs

(48.6± 8.7)%, P<0.05], reduced the cell proportion in G1 phase [(56.3± 9.6)% vs (36.2± 7.2)%, P<0.05], and inhibited cell apoptosis

[(9.4± 2.3)% vs (18.6± 3.9)%, P<0.05]. miR-21 was over-expressed in tongue squamous carcinoma tissues. Transient

transfections of miR-21 mimic lead to increased proliferation and reduced apoptosis in Tca8113 cell, which suggested that miR-21 maybe

a target for the treatment of tongue squamous carcinoma.

miR-21; Squamous cell carcinoma of the tongue; Flow cytometry; real-time quantitative fluorescence polymerase chain

reaction
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前言
微小 RNA（microRNAs）是一类非编码小分子 RNA，长度
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为 18～26个核苷酸，其主要功能是与靶标基因 3'-UTR进行配

对而发挥降解靶标基因 mRNA或抑制其翻译的作用，在调控

发育、细胞分化、增殖和凋亡等众多的生物活动和疾病进程中

均发挥着重要的作用。microRNAs也是与恶性肿瘤关系极为密

切的一类基因标志物，在癌症的发生和发展中扮演着重要的角

色，有报道称有超过 50%的人类 miRNAs基因位于恶性肿瘤相

关的区域[1]。相关研究结果提示，在一些实体肿瘤中，microR-

NA-21（miR-21）的表达水平可呈现显著的升高，miR-21可以通

过抑制下游靶点影响激活剂蛋白 -1等的表达水平，进而对肿

瘤细胞的增殖、侵袭能力产生影响[2,3]，但 miR-21在舌鳞癌中的

功能研究尚未涉及。本研究针对 miR-21对 Tca8113细胞增殖、

周期与凋亡的影响进行了研究，报道如下。

1 材料和方法

1.1 研究材料

选取在医院口腔科行手术切除并保存的 8例舌鳞癌组织

和 4例瘤旁组织作为研究材料，全部病例经过病理确诊为初发

舌鳞癌患者，未发现远处器官转移，术前未进行任何治疗。人舌

鳞癌 Tca8113细胞购自中国典型培养物保藏中心。

1.2 实验方法

1.2.1 miR-21 mimic 合成 通过查询 Sanger microRNA序列

数据库（miRBase）确定 miR-21成熟体序列，委托赛默飞世尔科

技（中国）有限公司进行 miR-21 mimic序列及对照序列合成，

合 成 的 miR-21 mimic 序 列 为 5'-AACAUCAGUCU-

GAUAAGCUAUU-3'，对照序列为 5'-UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT-3'。

1.2.2 细胞培养和转染 Tca8113细胞用含 10%胎牛血清(Hy-

Clone公司)的高糖 DMEM（Gibco公司），置于 37℃、5% CO2细

胞培养箱(Thermo公司)培养。在 6孔板中接种 Tca8113细胞，

当 Tca8113细胞的汇合比例增加 50%～70%时，对每孔转染

100 nmol的 miR-21mimic，对细胞培养 48 h后收集 Tca8113细

胞进行检测。

1.2.3 qRT-PCR检测 采用试剂盒(Invitrogen公司)提取舌鳞

癌组织和 Tca8113细胞中总 RNA，定量后，根据 miRNA反转

录试剂盒 (TaKaRa公司) 进行反转录，以 U6作为内参检测

miR-21的相对表达量，相关引物序列见表 1。引物序列均由赛

默飞世尔科技（中国）有限公司合成。反应条件为：预变性 95℃

10 min，95℃5 s，60℃30 s，连续反应 40 个循环，直接读取

miR-21、U6的循环阈值（Ct值），以 2-△ △ Ct表示 miR-21 的相对

表达量。

表 1 q RT-PCR引物序列

Table 1 Q RT-PCR primer sequences

RNAs Primers Sequences

miR-21
Forward 5'-GCCCGCTAGCTTATCAGACTGATG -3'

Reverse 5'-CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3'

U6
Forward 5'- CTCGCTTCGGCAGCACA -3'

Reverse 5'- AACGCTTCACGAATTTGCGT -3'

1.2.4 四唑盐比色法（MTT）检测 将处于对数生长期的

Tca8113细胞制成单细胞悬液，将其接种于 96孔板，分别设置

6个复孔和空白对照孔，待细胞密度达到要求后进行 scramble

和 miR-21 mimic转染，而后分五次加入 MTT液，继续进行

Tca8113细胞培养 4 h后每孔加入 150 滋L二甲基亚砜充分反
应，应用酶标仪读取各孔吸光度。

1.2.5 流式细胞术（FCM）检测 应用磷酸缓冲盐溶液（PBS）

对转染后 48 h的 Tca8113细胞单细胞悬液洗涤 3次而后弃去

上清液，加入 PBS、无水乙醇后混匀密封，在 4℃的温度下过

夜，样品以 800 r/min的速度离心 5 min后应用 PBS进行洗涤、

吹悬，加入 RNase和碘化丙啶后在 4℃的温度下孵育 20 min，

应用流式细胞仪在 488 nm波长下读取 DNA表达量，以增殖指

数（PI）代表细胞的增殖能力。应用磷酸缓冲盐溶液（PBS）对转

染后 48 h的 Tca8113细胞单细胞悬液洗涤 3次而后弃去上清

液进行重悬，以 1000 r/min的速度离心 5 min后弃去上清液，经

洗涤、孵育、重悬后加入碘化丙啶在 4℃温度下孵育 20 min，应

用流式细胞仪在 488 nm波长下利用双变量流式细胞术散点图

检测 Tca8113细胞的凋亡情况。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 22.0 for Windows统计软件包进行数据的统计

分析，服从正态分布的计量数据以 "均数± 标准差 "的形式表

示，两正态、方差齐样本的比较采用独立样本 t检验进行分析，

上述假设检验为双侧检验，检验水平琢为 0.05，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-21在舌鳞癌和癌旁组织中的表达情况

对 8例舌鳞癌组织与 4 例癌旁组织检测其 miR-21 的表

达，舌鳞癌组织中 miR-21的相对表达量(3.502± 0.674)，明显高

于癌旁组织(0.998± 0.192)，差异有统计学意义(P<0.05)，见图1。

图 1 舌鳞癌与癌旁组织中miR-21的相对表达情况

Fig.1 The relative expression of miR-21 in tongue squamous cell

carcinoma and para cancerous tissue
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2.2 转染后 Tca8113细胞中 miR-21的表达情况

miR-21 mimic转染 Tca8113细胞 48 h后，qRT- PCR检测

miR-21 的表达水平，结果显示，mimic 组 miR-21 表达水平

(6.864± 1.324) 明显高于对照 scramble组 (0.997± 0.187, P<0.

05)，见图 2。

2.3 转染后 Tca8113细胞的增殖情况

MTT 检测结果发现，转染 48 h 后，mimic miR-21 组

Tca8113细胞增殖能力明显强于对照 scramble组 (P<0.05)，见

图 3。

2.4 转染后 Tca8113细胞的细胞周期情况

FCM检测结果显示：与转染对照 scramble的 Tca8113细

胞相比较，S期：(27.4± 5.1)%, G1期 (56.3± 9.6)，转染 miR-21

mimic的 Tca8113细胞处于 S期的数量(48.6± 8.7)%出现了显

著的增加，而处于 G1期的细胞数量(36.2± 7.2)%出现了显著

的减少，差异有统计学意义(P<0.05)，见图 4。

2.5 转染后 Tca8113的细胞凋亡情况

FCM检测结果显示，mimic miR-21 组的 Tca8113 细胞凋

亡细胞 (9.4± 2.3)%明显少于对照 scramble 组 [(18.6± 3.9)%,

P<0.05]，见图 5。

3 讨论

舌癌是指原发于舌前游动部的恶性肿瘤，有超过 50%的舌

癌发生于舌中三分之一的边缘部，舌癌是口腔颌面部最常见的

恶性肿瘤之一，我国舌癌病例约占所有口腔恶性肿瘤病例的

40%，是占比最多的口腔恶性肿瘤，占全身所有恶性肿瘤病例

的 0.94%[4,5]。舌鳞状细胞癌是最常见的舌癌病理类型，具有恶

性程度高、侵袭性强、易出现早期淋巴结转移等特点。目前，临

床上针对舌癌主要以根治性手术治疗为主，但舌癌的肿瘤细胞

易经淋巴和血液循环向全身各部位转移，分化程度低的中、晚

期患者在术后易出现复发，放化疗均不能达到满意的治疗效

果，患者的预后通常较差[6,7]。随着分子生物学技术和基因组研

究的不断深入，以基因靶点为依据对恶性肿瘤进行诊断和治疗

已成为临床和基础研究的热点领域，而舌癌具有位置表浅、可

视性强等特点，这均为基因研究和基因治疗提供了有利条件[8,9]。

近年来的研究结果显示，舌癌的发生、发展、复发转移和预后等

情况均与相关基因的表达失衡有关，研究者已先后发现了

COX-2、茁-catenin、Survivin等相关基因通路均可对舌癌肿瘤细
胞凋亡基因进行调控，进而影响病情的发生和进展过程[10,11]。

研究证明，microRNAs能够在肿瘤的发生、发展、侵袭转移

及耐药中发挥重要调节作用，还能够对肿瘤干细胞发挥调节作

用，促进或抑制肿瘤干细胞增殖性的维持并调控肿瘤干细胞的

图 2 转染后 Tca8113细胞 miR-21的相对表达情况

Fig.2 The relative expression levels of miR-21 in Tca8113 after

transfection with miR-21 mimic

图 3 转染后 Tca8113细胞的增殖情况

Fig.3 Proliferation of Tca8113 after transfection with miR-21 mimic

图 4 转染后 Tca8113的细胞周期情况

Fig.4 Cell cycle of Tca8113 after transfection with miR-21 mimic

图 5 转染后 Tca8113的细胞凋亡情况

Fig.5 Apoptosis of Tca8113 after transfection with miR-21 mimic
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分化，从而影响肿瘤的病理进程，因此，有的学者将与癌症相关

的 miRNA命名为 "oncomirs"[12]。有研究[13]发现 75%的 miRNA

定位于已经被证明的在肿瘤中会发生改变的染色体区域，miR-

NA的遗传变异、扩增、缺失或基因沉默都可能引起特定的肿瘤

发生或提高个体的肿瘤易感性。研究证实：miR-21能够作为原

癌基因在多种实休恶性肿瘤中出现表达量的上调，同时还通过

多种机制参与了细胞的增生、分化、凋亡等病理过程。在众多耐

药的恶性肿瘤细胞中，miR-21也能通过下调靶基因 PTEN 来

发挥抑制肿瘤细胞凋亡、增加肿瘤细胞的生长、转移和侵袭的

作用[14,15]，同时在多种实体肿瘤明显表达异常[16]，对肿瘤患者的

诊断和预后有一定的临床价值[17,18]。有文献[19,20]报道 miR-21可

能通过调节同源丢失性磷酸酶 -张力蛋白基因(PTEN)、程序性

死亡蛋白４(PDCD4)、原肌球蛋白１(TPM1)、组织金属蛋白酶

抑制因子 -３(TIMP3 )、Fas配体(Fas L)，肿瘤相关蛋白 63(TA

p63)等下游基因来影响肿瘤细胞的增殖和凋亡。

本研究通过检测舌鳞癌组织 miR-21的表达，发现舌鳞癌

组织中 miR-21呈高表达，相对表达量为(3.502± 0.674)，明显高

于癌旁组织 (0.998± 0.192)。Tca8113 细胞瞬时转染 miR-21

mimic后，可见处于 S期细胞出现了显著的增多[(48.6± 8.7)%

vs ( 27.4± 5.1)%, P<0.05]，而处于 G1 期细胞出现了显著的减

少[(36.2± 7.2)% vs (56.3± 9.6)%, P<0.05]，这提示了 miR-21能

够使 Tca8113细胞出现增殖能力的增强和凋亡数量的抑制，故

miR-21有望作为新生物学靶点用于舌鳞癌的诊断和治疗，但

需要开始进一步的基础和临床研究探索舌鳞癌中 miR-21相对

表达量上调的具体机制、确定其对舌鳞癌细胞影响的下游靶基

因和信号通路。
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