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  [摘要] 目的 探讨驱动蛋白家族成员3A(KIF3A)在口腔鳞状细胞癌上皮间充质转化(EMT)过程中的

作用及其调控机制。方法 以人舌鳞癌细胞 Tca8113作为研究对象分为 KIF3A-siRNA转染组、阴性对照

(NC)组、对照组。在荧光显微镜下观察Tca8113细胞的初级纤毛并计算其阳性检出率;采用 Western
 

blot和

PCR检测各组
 

KIF3A、Snail、E-钙黏蛋白、波形蛋白及 mRNA的相对表达水平;Transwell实验观察Tca8113
侵袭能力的变化;细胞划痕实验观察Tca8113迁移能力的变化。结果 与对照组比较,KIF3A-siRNA转染组

初级纤毛检出率明显降低(P<0.05);Western
 

blot和PCR检测结果显示 KIF3A-siRNA 转染组 KIF3A、
Snail、波形蛋白及mRNA表达明显下调,而E-钙黏蛋白表达明显上调(P<0.05);细胞侵袭及划痕实验结果显

示,与对照组比较,KIF3A-siRNA转染组Tca8113细胞侵袭、迁移能力明显降低(P<0.05)。结论 沉默初级

纤毛相关基因KIF3A可能通过调控Tca8113的EMT过程来抑制其侵袭、迁移能力。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

KIF3A
 

in
 

the
 

epithelial-mes-
enchymal

 

transition
 

(EMT)
 

process
 

of
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.Methods Human
 

tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cells
 

Tca8113
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

KIF3A-siRNA
 

transfection
 

group
 

the
 

negative
 

control
 

(NC)
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.The
 

primary
 

cilia
 

of
 

Tca8113
 

cells
 

were
 

observed
 

under
 

the
 

fluorescence
 

micro-
scope

 

and
 

the
 

positive
 

detection
 

rate
 

was
 

calculated.Protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

KIF3A,Snail,E-cadherin
 

and
 

Vimentin
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

PCR.The
 

invasive
 

ability
 

of
 

Tca8113
 

cells
 

was
 

ob-
served

 

by
 

Transwell.The
 

migration
 

ability
 

of
 

Tca8113
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

wound
 

healing
 

assay.Results 
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

detection
 

rate
 

of
 

primary
 

cilia
 

in
 

the
 

KIF3A-siRNA
 

transfection
 

group
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

and
 

qPCR
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

KIF3A,Snail
 

and
 

Vimentin
 

in
 

the
 

KIF3A-siRNA
 

transfection
 

group
 

significantly
 

down-regula-
ted,while

 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

significantly
 

up-regulated
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability
 

of
 

Tca8113
 

cells
 

in
 

the
 

KIF3A-siRNA
 

transfection
 

group
 

signifi-
cantly

 

reduced
 

(P<0.05).Conclusion Silencing
 

the
 

primary
 

cilia-related
 

gene
 

KIF3A
 

may
 

inhibit
 

its
 

inva-
sion

 

and
 

migration
 

ability
 

by
 

regulating
 

the
 

EMT
 

process
 

of
 

Tca8113.
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  口腔鳞状细胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
OSCC)是颌面部常见的恶性肿瘤,约占口腔恶性肿瘤

的90%[1]。近年来尽管在治疗方面取得了一定的进

步,但恶性度较高的 OSCC因其强大的侵袭转移能

力,5年生存率仅为40%~50%[2]。因此,更好地了

解OSCC侵袭和转移的机制,对于确定诊断和预后的

新指标,以及在OSCC靶向治疗的发展中具有重要的

意义。
初级纤毛是由细胞表面发出的一种非活动性纤

毛状突起,分布于近乎所有的极性细胞和大多数非极

性细胞表面。初级纤毛具有独特的天线样特性,使它

们能够探测机械和感官信号,并将这些信号从细胞周

围传递到内部[3]。在多种肿瘤中,均可以观察到初级

纤毛的丢失[4],说明初级纤毛与肿瘤的发生、发展存

在着密不可分的关系。阿里木江等[5]于 OSCC在内

的多种肿瘤组织中发现Gli、Snail及间充质细胞标志

物波形蛋白(Vimentin)呈高表达,而上皮细胞标志物

E-钙黏蛋白(E-cadherin)的表达下调,这提示着初级

纤毛与肿瘤细胞的上皮间充质转化(epithelial
 

mesen-
chymal

 

transition,EMT)进程高度相关。
驱动蛋白家族成员3A(kinesin

 

family
 

member
 

3A,KIF3A)是初级纤毛内运输系统(intraflagellar
 

transport,IFT)中驱动蛋白Ⅱ的亚基,属于正端导向

的马达蛋白[6],是初级纤毛维持和发挥正常功能所必

需的[7]。目前初级纤毛相关基因KIF3A在OSCC的

EMT进程中的作用尚不清楚。本研究旨在探讨初级

纤毛相关基因 KIF3A在调控 OSCC侵袭、迁移能力

中的作用机制,为针对局部及远处转移的OSCC的治

疗提供理论性依据,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

  人舌鳞癌细胞株Tca8113购自美国菌种保藏中

心(American
 

Type
 

Culture
 

Collection,ATCC),由延

边大学附属医院中心实验室封存。
1.1.2 仪器与试剂

  DMEM高糖型培养基、OP-TI
 

MEM 培养基、胎
牛血清(fetal

 

bovine
 

serum,FBS)、胰酶,磷酸盐缓冲

液(PBS)均购自美国Gibco公司;抗KIF3A、抗Snail、
抗 Vimentin、抗E-cadherin、抗Arl13b抗体均购自美

国 Abcam 公 司;KIF3A-siRNA、LipofectamineTM
 

2000Reagen及引物均购自美国Invitrogen公司;RNA
提取试剂盒、反转录试剂盒均购自美国Promega公

司;山羊抗兔IgG(H+L)
 

Dylight
 

488购自南京巴傲

得生物科技有限公司;碘化丙啶(propidium
 

iodide,
PI)购自美国Sigma公司;电转印系统、聚合酶链反应

扩增仪购自美国Bio-Rad公司;Alpha化学电光凝胶

成像系统FluorChem
 

HD2购自美国Protein
 

Simple
公司;7300

 

Plus实时荧光定量PCR
 

System购自美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;细胞成像多功能酶标

仪Cytation5购自美国BioTek公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与细胞转染

  Tca8113细胞置于37
 

℃、5%CO2、95%饱和湿度

的恒温孵育箱中用含10%FBS、青链霉素的DMEM
高糖型培养基传代培养。在转染前1

 

d,将 Tca8113
细胞分为对照组、阴性对照(negative

 

control,NC)组、
KIF3A-siRNA转染组,接种到6孔板,待生长至80%
时进 行 细 胞 转 染。NC 组 转 染 阴 性 对 照 siRNA,
KIF3A-siRNA转染组转染KIF3A-siRNA,对照组未进

行转染。转染操作按照LipofectamineTM
 

2000Reagen转

染说 明 进 行。Kif3a-siRNA
 

序 列(5'-3'):UAA
 

GGA
 

AUG
 

CUG
 

AAG
 

AAG
 

ACG
 

AGU
 

C。
1.2.2 免疫荧光实验

  待对照组、NC组、KIF3A-siRNA转染组细胞融

合70%~80%时,用胰酶消化,按2×105 个/mL密度

接种于载玻片上,并在37
 

℃、5%CO2 培养箱中继续

孵育24
 

h;PBS洗涤3次,4%多聚甲醛固定细胞

30
 

min;PBS洗涤3次,0.1%Triton
 

X-100通透15
 

min;PBS洗涤3次,1%BSA在室温下封闭1
 

h;吸除

封闭液后分别加入兔抗人 Arl13b一抗(1∶200),兔
抗人Snail一抗(1∶200)并将载玻片置于湿盒中,4

 

℃冰箱孵育过夜。次日PBS洗涤3次,每次10
 

min,
避光下加入山羊抗兔荧光二抗(1∶100)后置于避光

湿盒中,室温孵育1
 

h;PBS洗涤3次,每次10
 

min,避
光下加入PI染核,室温孵育15

 

min;PBS洗涤2次后

甘油封片,在荧光显微镜下观察5个视野计数并进行

统计学分析。
1.2.3 Western

 

blot实验

  转染24
 

h后收集对照组、NC组、KIF3A-siRNA
转染组细胞并加入RIPA与PMSF混合液(100∶1)
冰上裂解细胞,提取细胞总蛋白,BCA试剂盒测定总

蛋白浓度。将各个标本行10%~12%十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳;转膜;室温下

5%脱脂奶粉封闭1
 

h;TBST洗涤3次,每次10
 

min,
加入兔抗人Kif3a一抗(1∶1

 

000)、兔抗人Snail一抗

(1∶1
 

000)、兔抗人E-cadherin一抗(1∶1
 

000)、鼠抗

人Vimentin一抗(1∶1
 

000)后放置湿盒中4
 

℃冰箱

孵育过夜;次日TBST洗涤3次,每次10
 

min,分别加

入山羊抗兔IgG二抗(1∶5
 

000)、山羊抗鼠IgG二抗

(1∶5
 

000)后放置湿盒中室温孵育1
 

h;TBST洗涤3
次,每次10

 

min,加入增强型化学发光剂(enhanced
 

chemilumi-nescence,ECL)显色。以β-actin为内参,
Flourchem

 

HD2软件分析蛋白条带灰度值。
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1.2.4 实时荧光定量PCR
  转染24

 

h后收集对照组、KIF3A-siRNA转染组

细胞并通过Trizol法提取细胞中的总RNA,反转录

为cDNA,按照反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)试剂

盒的操作说明以cDNA为模板进行扩增。测定循环

阈值(Ct),利用2-△△Ct 法进行统计。实验重复3次。
引物 序 列,KIF3A-正 向:5'-AGA

 

GCG
 

TCA
 

ACG
 

AGG
 

TGT
 

TT-3';KIF3A-反向:5'-TAT
 

TGA
 

TCG
 

GCA
 

TCT
 

TGG
 

CCC-3';Snail-正向:5'-CGA
 

GTG
 

GTT
 

CTT
 

CTG
 

CGC
 

TA-3';Snail-反 向:5'-CTG
 

CTG
 

GAA
 

GGT
 

AAA
 

CTC
 

TGG
 

A-3';E-cadherin-
正向:5'-GTC

 

AGT
 

TCA
 

GAC
 

TCC
 

AGC
 

CCG-3';E-
cadherin-反向:5'-AAC

 

GTG
 

TAG
 

CTC
 

TCG
 

GCG
 

TC-3';Vimentin-正 向:5'-CGG
 

GAG
 

AAA
 

TTG
 

CAG
 

GAG
 

GA-3';Vimentin-反 向:5'-AAG
 

GTC
 

AAG
 

ACG
 

TGC
 

CAG
 

AG-3';GAPDH-正向:5'-TCA
 

AGG
 

CTG
 

AGA
 

ACG
 

GGA
 

AG-3';GAPDH-反向:
5'-TGG

 

ACT
 

CCA
 

CGA
 

CGT
 

ACT
 

CA-3'。
1.2.5 Transwell小室侵袭实验

  Matrigel基质胶4
 

℃过夜融化后与DMEM 无血

清培养基1∶2进行混合备用;Transwell上室加入

60
 

μL的混合液体,放入37
 

℃恒温培养箱2
 

h固化;
分别收集对照组、NC组及稳定转染24

 

h的 KIF3A-
siRNA转染组细胞,制备密度为5×104 个/mL的细

胞悬液,取200
 

μL滴于 Transwell上室,下室加入

800
 

μL含10%FBS的DMEM培养基,放置于恒温培

养箱继续培养48
 

h;预冷4%多聚甲醛固定30
 

min;
苏木素染色15

 

min;自来水洗5次,PBS洗2次,浸湿

医用棉棒擦拭上室内基质胶;小心取出聚碳酸酯膜,
风干后,倒扣于载玻片,中性树脂封片;显微镜下观察

侵入下室的Tca8113细胞,并选取5个视野进行细胞

计数,每组实验重复3次,取平均值。
1.2.6 细胞划痕实验

  在转染后的72
 

h之内,胰酶消化对照组、KIF3A-
siRNA转染组的细胞,并按2×106 个/孔的密度接种

于6孔板,置于37
 

℃,5%CO2 恒温培养箱中培养细

胞生长至60%。在长满细胞的培养皿壁上用200
 

μL
的移液枪头垂直划出1条细痕,并用PBS清洗被划出

的细胞。分别培养0、12、24、48
 

h后在倒置显微镜下

观察并用Image
 

J软件测量各时间点愈合划痕面积,
并计算划痕愈合率,划痕愈合率=(1-划痕面积/最

初划痕面积)×100%。实验重复3次,取平均值。
1.3 统计学处理

  采用GraphPad
 

Prism7.04软件进行数据分析,
计量资料以x±s表示,组间比较采用单因素方差分

析(ANOVA),多组间比较采用 Two-way
 

ANOVA
方法分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 免疫荧光染色观察

  Arl13b蛋白主要集中在初级纤毛的轴突,加入二

抗Dylight
 

488标记呈绿色,加入PI标记细胞核呈红

色、Merge后表现出1个突出于细胞表面,微小而细

长的纤毛状形态,符合初级纤毛的形态学特征。免疫

荧光实验结果显示:对照组每个视野中的初级纤毛阳

性检 出 率 为37.06%,而 转 染 组 每 个 视 野 中 只 有

7.39%细胞可以观察到初级纤毛。与对照组比较,人
舌鳞癌Tca8113细胞中的初级纤毛阳性检出率明显

降低,差异有统计学意义(P<0.01),见图1。

图1  免疫荧光染色观察舌鳞癌Tca8113细胞表面初级纤毛

9重庆医学2020年1月第49卷第1期



2.2 Western
 

blot检测转染效果及对EMT相关蛋

白表达的影响

  与对照组比较,KIF3A-siRNA 转染组 KIF3A、
Snail、Vimentin表达明显下调,E-cadherin表达明显

上调(P<0.05),见图2、3。

图2  Western
 

blot检测转染效果

2.3 qPCR法检测转染效果及对EMT相关分子表

达的影响

  与 对 照 组 比 较,KIF3A-siRNA 转 染 组 中 的

KIF3A、Snail、Vimentin表达明显下调,E-cadherin表

达明显上调(P<0.05),见图4。
2.4 沉默 KIF3A基因后对Tca8113细胞侵袭能力

影响

  与对照组及 NC组比较,KIF3A-siRNA转染组

中自上室侵袭穿过基质胶进入下室的细胞数目明显

减少,侵袭能力显著降低,3组相对侵袭细胞数分别为

1.00±0.07、0.94±0.08、0.17±0.06,差异有统计学

意义(P<0.05);而NC组的相对侵袭细胞数与对照

组比较,差异无统计学意义(P>0.05),见图5。
2.5 沉 默 KIF3A 基 因 后 Tca8113细 胞 迁 移 能 力

影响

  划痕实验结果显示,细胞培养12
 

h时,各组划痕

内细胞愈合面积比较,差异无统计学意义(P>0.05);
细胞培养24、48

 

h时,KIF3A-siRNA转染组的划痕内

细胞愈合面积明显小于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05),见图6、7。

  a:P<0.05。

图3  Western
 

blot检测EMT相关蛋白表达情况

  a:P<0.05。

图4  RT-qPCR法检测转染效果及EMT相关分子表达的影响

  a:P<0.05。

图5  沉默KIF3A基因后Tca8113细胞侵袭能力影响
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图6  细胞划痕实验结果

  a:P<0.05。

图7  沉默KIF3A基因后Tca8113细胞迁移能力影响

3 讨  论

  口腔癌是在全世界较为多见的癌症之一,约占所

有癌症的4%。而超过90%的病例在组织病理学上

被分类为OSCC[8]。在过去的几十年里,即使是完善

的手术治疗方案、增强性放射治疗方案或靶向化疗都

未能提高OSCC患者的5年生存率,且有10%~30%
的患者出现复发[9]。因此,深入研究 OSCC的侵袭、
转移机制是减低其病死率和复发率必不可少的环节。

目前未见对OSCC是否存在初级纤毛相关报道,
然而 KOWAL 等[10]曾 通 过 一 种 初 级 纤 毛 标 记 物

Arl13b证实增殖中的Hela细胞中存在初级纤毛。因

此本研究同样使用 Arl13b蛋白标记初级纤毛,在荧

光显微 镜 下 观 察 人 舌 鳞 癌 Tca8113细 胞 后 发 现,

Arl13b主要积聚于初级纤毛的轴突,呈现一个突出于

细胞表面的细长纤毛样形状,符合初级纤毛的形态学

特征,此结果与 KOWAL等[10]在不同类型肿瘤细胞

中的发现的初级纤毛一致。

KIF3A是一种IFT驱动蛋白Ⅱ的分子马达,主
要负责从纤毛底部到纤毛顶部的正向转运,被认为是

初级纤毛的组装、维持及物质运输相关的关键因

子[11]。XIA等[12]在乳腺癌组织中发现 KIF3A表达

水平显著高于癌旁组织。KIM 等[13]发现,KIF3A是

非小细胞肺癌的肿瘤抑制因子成员之一。HOANG-
MINH等[11]发现,KIF3A基因表达中断导致胶质母

细胞瘤 中 初 级 纤 毛 拆 卸、加 速 肿 瘤 的 发 展,然 而

KIF3A在OSCC发生、发展中的作用尚未知晓。因

此,本研究利用siRNA技术沉默 KIF3A基因后,发
现Tca8113细胞系中的初级纤毛的阳性检出率比对

照组明显降低,同时KIF3A的蛋白及 mRNA表达明

显降低。这 可 能 意 味 着 KIF3A 基 因 的 沉 默 引 起

Tca8113细胞初级纤毛的丢失。

OSCC的侵袭、迁移能力很强,是术后复发的主

要原因之一。BARAKAT等[14]证实,KIF3A的丢失

对髓母细胞瘤的发生及向周围组织的扩散是不利的。
LIU等[15]证明了KIF3A在前列腺癌的侵袭、迁移中

起着至关重要的作用。为了探讨初级纤毛的丢失对

OSCC的侵袭、迁移能力的影响,本课题组进行Tran-
swell小室侵袭实验和细胞划痕实验,结果显示沉默

初级纤毛相关基因KIF3A后人舌鳞癌Tca8113细胞

的侵袭、迁移能力明显被抑制。很显然,本研究结果

与其他研究者的结果相一致。
在胃癌组织中发现初级纤毛相关信号通路的转

录因子Gli、EMT转录因子Snail及上皮细胞标志物

E-cadherin的表达水平异常升高,这提示在恶性肿瘤

的侵袭、转移过程中初级纤毛-Snail-EMT之间的关系

非常 关 键[16]。本 课 题 组 使 用 KIF3A-siRNA 处 理

Tca8113细胞24
 

h后,Snail及间充质细胞标志物Vi-
mentin的表达较对照组及NC组明显降低,而E-cad-
herin的表达升高。这可能意味着沉默 KIF3A基因

后Tca8113细胞的 EMT 明显被抑制。换句话说,

KIF3A可能通过调节EMT进程来抑制 OSCC的侵

袭、迁移能力。
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本研究揭示了初级纤毛相关基因KIF3A在人舌

鳞癌Tca8113细胞EMT进程中的作用,初步解释了

沉默KIF3A后可能通过抑制EMT进程来影响 OS-
CC的侵袭、迁移能力,为OSCC患者的靶向干预治疗

提供了理论依据。
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