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肿瘤外泌体来源的miR-126-5p通过抑制NLRC3
促进口腔鳞癌细胞的增殖和迁移*

程乐达,程 鹏,杨雄飞,王 娟,朱保玉△

(郑州大学第一附属医院口腔颌面外科,郑州
 

450000)

  [摘要] 目的 探索口腔鳞癌外泌体中miR-126-5p对肿瘤细胞生物学功能的影响。方法 qPCR分析口

腔鳞癌组织芯片、临床样本及口腔鳞癌外泌体中 miR-126-5p的表达情况;荧光素酶报告基因法确定与 miR-
126-5p相互作用的分子,qPCR检测外泌体与共孵育后的肿瘤细胞中NOD样受体家族蛋白3(NLRC3)的表达

情况;通过体外细胞增殖及划痕实验,以及体内肿瘤生长反映含有 miR-126-5p外泌体对肿瘤细胞生物学功能

的影响。结果 芯片分析表明口腔鳞癌组织中miR-126-5p高表达,患者组织(P<0.05)及口腔鳞癌细胞系中

miR-126-5p同样高表达(P<0.001),荧光素酶报告实验表明 miR-126-5p与NLRC3相互作用,且 miR-126-5p
对NLRC3存在负性调控关系(P<0.01);此外,含有 miR-126-5p的外泌体与细胞共孵育或沉默NLRC3可以

促进肿瘤细胞增殖(P<0.001)及迁移(P<0.000
 

1),且含有miR-126-5p的外泌体可以抑制NLRC3的体内表

达(P<0.001),促进肿瘤的生长(P<0.001)。结论 肿瘤细胞分泌的外泌体miR-126-5p可以抑制NLRC3的

表达从而促进口腔鳞癌的进展。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

miR-126-5p
 

in
 

exosome
 

derived
 

from
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC)
 

on
 

the
 

biological
 

function
 

of
 

tumor
 

cells.Methods qPCR
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

miR-126-5p
 

in
 

tissue
 

microarray,clinical
 

samples
 

and
 

exosome
 

of
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.
The

 

molecules
 

interacting
 

with
 

miR-126-5p
 

were
 

identified
 

by
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

method,and
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

NLRC3
 

in
 

exosome
 

and
 

tumor
 

cells
 

after
 

co-incubation
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR.
 

The
 

effect
 

of
 

miR-
126-5p

 

exosome
 

on
 

the
 

biological
 

function
 

of
 

tumor
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

proliferation
 

and
 

migration
 

test
 

in
 

vitro,scratch
 

test
 

and
 

tumor
 

growth
 

in
 

vivo.Results The
 

microarray
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-126-5p
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

OSCC
 

tissue,and
 

miR-126-5p
 

was
 

also
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

patients'
 

tissue
 

(P<0.05)
 

and
 

OSCC
 

cell
 

lines
 

(P<0.001).The
 

luciferase
 

assay
 

showed
 

that
 

miR-126-5p
 

interacted
 

with
 

NLRC3,more-
over

 

miR-126-5p
 

had
 

the
 

negative
 

regulation
 

relation
 

on
 

NLRC3
 

(P<0.01).In
 

addition,exosomes
 

containing
 

miR-126-5p
 

coincubation
 

with
 

cells
 

or
 

silencing
 

NLRC3
 

could
 

promote
 

the
 

proliferation
 

(P<0.001)
 

and
 

mi-
gration

 

(P<0.000
 

1)
 

of
 

tumor
 

cells.
 

Moreover
 

the
 

exosomes
 

containing
 

miR-126-5p
 

could
 

inhibit
 

the
 

in
 

vivo
 

expression
 

of
 

NLRC3
 

(P<0.001)
 

and
 

promote
 

the
 

tumor
 

growth
 

(P<0.001).Conclusion Exosomes
 

miR-
126-5p

 

secreted
 

by
 

tumor
 

cells
 

can
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

NLRC3,thus
 

promote
 

the
 

progression
 

of
 

OSCC.
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  鳞状细胞癌约占口腔和口咽部恶性肿瘤的90%。
口腔鳞癌是头颈部最常见的恶性肿瘤。近年来口腔

鳞癌的发病率急剧上升[1-2]。外泌体是由多泡小体形

成的大小在50~110
 

nm的膜小泡,与质膜融合后由

4821 重庆医学2021年4月第50卷第8期

* 基金项目:河南省自然科学基金面上项目(18A200019)。 作者简介:程乐达(1993-),住院医师,硕士,主要从事口腔颌面外科工作。

 △ 通信作者,E-mail:zby660601@163.com。



不同类型的细胞分泌[3]。外泌体在生理和各种病理

条件下传递不同水平表达的信号分子。在生理状态

或病理条件下,外泌体的内容物能准确地反映供体细

胞的功能[4]。例如,外泌体将功能性RNA释放到细

胞外间隙,这些核酸分子可以直接与靶细胞接触[5]。
microRNAs是一种22个核苷酸左右的小 RNA,是
mRNA转录和翻译的重要调节因子。在先前的报道

中,大量的microRNAs被证明与肿瘤的发生、发展存

在密切的关系[6]。MiR-126-5p在结直肠癌及肺癌中

被报 道 作 为 一 种 关 键 的 microRNA 影 响 癌 症 进

展[7-8]。但这种microRNA是否可以通过外泌体在细

胞间进行传递,目前尚无定论。
本研究探索了口腔鳞癌外泌体中 miR-126-5p是

否对肿瘤细胞生物学功能产生影响。结果表明 miR-
126-5p主要集中在外泌体中,并确定了 miR-126-5p
下游影响的靶蛋白 NLRC3,发现通过外泌体传输的

miR-126-5p可以抑制肿瘤细胞中NLRC3的表达,进
而影响细胞的增殖、迁移及肿瘤生长。
1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

HEK293T细胞,人口腔角质细胞 HOK及人口

腔鳞癌细胞SCC4、SCC9均购自美国 ATCC菌种保

藏 库。PCR
 

引 物、miR-126-5p
 

mimics和 NLRC3
 

shRNA由金斯瑞生物科技有限公司设计并合成,
SYBR􀆿

 

Green
 

master
 

mix及cDNA逆转录试剂盒购

自美国 TIANGEN 公司,LipofectamineTM
 

2000转

染试剂盒购自美国Invitrogeen
 

公司,双荧光素酶报

告实验试剂盒购自美国Promega公司,Western
 

blot
抗体CD63、GM130购自美国R&D公司,HSP70和

NLRC3抗体购自美国Abcam公司,磷酸甘油醛脱氢

酶(GAPDH),羊抗兔及羊抗鼠二抗购自优宁维生物

科技有限公司,增强型化学发光试剂盒购自万类生物

科技有限公司。
1.2 细胞培养及转染

HEK293T细胞,人口腔角质细胞 HOK及人口

腔鳞癌细胞SCC4、SCC9均培养在DMEM 完全培养

基中,额外添加10%胎牛血清,37
 

℃,5%
 

CO2 条件

下进行培养。当SCC4细胞汇合度达到70%时,分别

将control
 

mimics(miR-126-5p
 

mimics的对照载体)
过表达载体,miR-126-5p

 

mimics过表达载体,shRNA
对照过表达载体,NLRC3

 

shRNA过表达载体转染至

SCC4细胞,转染6
 

h后更换为含DMEM 完全培养基

继续培养48
 

h后进行后续实验。
1.3 qPCR检测miR-126-5p及NLRC3的表达

用TRIzol
 

将细胞裂解来提取总RNA,使用微量

核酸仪测定RNA的纯度及浓度;利用逆转录试剂盒

来合成cDNA,以cDNA为模板进行qPCR
 

检测[9]。
PCR

 

引物序列:miR-126-5p
 

F为5'-GACGCCTGT-
GTGCAAGAT-3',R 为 5'-TCCATGAGGTGAGG

 

GTCTC-3';NLRC3
 

F为5'-CCCATACATGGATTC
 

TCCACAA-3',R 为 5'-CCACTTCCAGATCCTA-
CATCAAG-3';GADPH

 

F为5'-TGCACCACCAACT-
GCTTAGC-3',R 为 5'-GGCATGGACTGTGGTCAT-
GAG-3'。反应条件:94

 

℃条件下预变性1
 

min,95
 

℃
变性5

  

s,之后在60
 

℃复性30
  

s,72
 

℃条件下延伸60
 

s,
共35

 

个循环。检查熔解曲线,采用2-ΔΔCt法计算miR-
126-5p和NLRC3

 

mRNA的相对表达量。
1.4 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 法 鉴 定 miR-126-5p

 

与

NLRC3的靶向关系

首先将50
 

nmol/L 的control
 

mimics或 miR-
126-5p

 

mimics及500
 

ng的3'UTR-WT或3'UTR-
MUT的片段同时转进 HEK293T细胞。转染24

 

h
后更换新鲜的培养基,继续培养24

 

h后用裂解缓冲液

裂解细胞,使用双荧光素酶报告分析试剂盒检测萤火

素和海肾荧光素酶活性,利用GloMax􀆿20/20发光仪

检测荧光强度。
1.5 Western

 

blot实验

用含1%苯基甲烷磺酰氟(PMSF)的RIPA裂解

缓冲液提取细胞和组织样品的总蛋白,用BCA分析

试剂盒测定其浓度。将细胞或组织的蛋白质与电泳

缓冲液混合后,用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)分 离,然 后 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

(PVDF)膜上。随后,将所有的膜浸泡在5%的脱脂

奶粉溶液中,在室温下封闭1
 

h。然后,将条带与相应

的一抗在4
 

℃孵育过夜,然后在室温下浸泡在适当的

二抗中1
 

h。最后,用电化学发光液进行化学发光法

检测蛋白质。
1.6 CCK-8实验

利用CCK-8试剂盒检测细胞增殖能力。将不同

组别的细胞按5×103 个/孔接种到96孔板中,37
 

℃
孵育,分别在第1、2、3天时检测细胞增殖能力。细胞

在10
 

μL完全培养基中加入10
 

μL的CCK-8试剂,37
 

℃孵育2
 

h,用微量滴度仪在450
 

nm处测量吸光度,
该吸光度代表存活细胞的数量。
1.7 划痕愈合实验

取2×105 个SCC4细胞加入24孔板至其形成单

层铁壁细胞后,用枪头尖端进行划痕,之后加入含外

泌体的培养基进行培养。用显微镜分别在0、24
 

h后

拍摄图像。测 量 两 个 时 间 点 划 痕 的 间 隙,计 算 迁

移度[9]。
1.8 体内实验

所有涉及动物的实验操作均经郑州大学第一附

属医院动物伦理委员会批准。BALB/c裸鼠(5~6周

龄)购自郑州大学实验动物中心,随机分为PBS治疗

组(PBS组)、回输正常细胞 HOK来源的外泌体组

(HOK-E组)、回输肿瘤细胞SCC-4来源的外泌体组

(SCC-4-E组),每组5只。每只小鼠单侧皮下注射

3×106 个细胞进行成瘤实验。成瘤后每周通过尾静
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脉回输0.5
 

mg外泌体。用游标卡尺测量肿瘤,应用

公式(L×W2)/2计算体积。第17天,安乐死动物,切
除肿瘤称重。
1.9 统计学处理

qPCR、划痕愈合及 Western
 

blot等实验均重复3
次,所有数据采用SPSS18.0软件进行统计学处理。
两组比较采用非配对t检验,两组以上数据采用单因

素方差分析进行检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 miR-126-5p在口腔鳞癌中的表达情况

通过分析来自癌症基因组图谱(TCGA)的口腔

鳞癌miRNA芯片数据集,发现与正常口腔组织相比,
口腔鳞癌组织中 miR-126-5p的表达上调(图1A)。

qPCR检测结果表明,miR-126-5p在口腔鳞癌组织中

的表达水平明显高于癌旁非肿瘤组织(图1B)。Kap-
lan-Meier分析表明,miR-126-5p的高表达与较差的

总体生存率呈正相关(图1C,P=0.002)。此外,miR-
126-5p在口腔鳞癌细胞系中的表达与正常口腔角质

细胞相比有显著上调(图1D,P<0.001,t=6.318)。
2.2 口腔鳞癌细胞外泌体中miR-126-5水平

电镜观察外泌体的状态(图2A),粒度分析表明

外泌体的粒径在80~120
 

nm(图2B),Western
 

blot
检测表明,外泌体特征蛋白CD63在外泌体中高表达,
而特征蛋白GM130在外泌体中不表达(图2C)。检

测外泌体中的 miR-126-5p,结果表明,肿瘤细胞来源

的外泌体较正常细胞 miR-126-5p水平显著升高(图
2D,P<0.0001,t=29.17)。

  A:TCGA检测口腔鳞癌患者肿瘤及正常口腔组织中miR-126-5p的表达水平;B:miR-126-5p在口腔鳞癌及癌旁组织中的表达;C:口腔鳞癌中

miR-126-5p状态与总生存曲线的关系;D:miR-126-5p在 HOK、SCC-4、SCC-9中的表达。

图1  MiR-126-5p在口腔鳞癌中的表达情况

  A:外泌体的电子显微照片;B:外泌体的颗粒直径;C:Western
 

blot检测外泌体标记物CD63和 HSP70及细胞标记物GM130;D:miR-126-5p
在外泌体中的相对表达。

图2  从肿瘤细胞分离的外泌体中 miR-126-5p表达情况
 

2.3 miR-126-5p下游调控分子的确定

双荧光素酶报告基因法检测表明,miR-126-5p的

过表达显著抑制了3'UTR-WT介导的荧光素酶活性
(图3A,P<0.01,t=6.632),而 miR-126-5p结合位

点的突变消除了这种抑制作用。通过在SCC4细胞中

转染miR-126-5p
 

mimics,发现细胞中NLRC3表达降

低(图3B,P<0.01,t=9.127)。同时,将分离的肿瘤

细胞来源的外泌体与SCC4细胞共孵育,细胞中NL-
RC3的表达量也降低(图3C,P<0.01,t=13.23)。
 

2.4 miR-126-5p通过靶向NLRC3抑制肿瘤细胞的

增殖和迁移

肿瘤细胞增殖结果表明,与肿瘤来源的外泌体共

孵育组中肿瘤细胞的增殖较对照载体显著增强(图

4A,P<0.001),与此同时,沉默NLRC3基因的肿瘤

细胞较对照载体而言增殖能力也显著增强(图4B,
P<0.000

 

1)。划痕实验表明,与外泌体共孵育后,划
痕愈 合 能 力 较 对 照 载 体 显 著 增 强(图4C-D,P<
0.000

 

1,t=35.62),同时,NLRC3基因沉默的肿瘤细

胞的划痕愈合能力也比对照载体更强(图4E-F,P<
0.000

 

1,t=53.89)。
2.5 回输肿瘤细胞来源的外泌体促进小鼠肿瘤生长

体内结果表明,SCC4-E组小鼠较PBS组小鼠及

HOK-E组小 鼠 而 言,肿 瘤 生 长 更 快(图5A,P<
0.01)。瘤重结果也表明,SCC4-E组的小鼠肿瘤的质

量更大(图5B,P<0.001,t=16.65)。对瘤组织进行

Western
 

blot检测,结果表明 SCC4-E 组的小鼠较
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PBS组及 HOK-E组小鼠而言,NLRC3的表达水平 显著降低(图5C-D,P<0.001,t=22.97)。

  A:荧光素酶报告基因法确定NLRC3是miR-126-5p的靶标;B:转染 miR-126-5p
 

mimics后NLRC3的相对表达;C:外泌体孵育后 NLRC3的

相对表达。

图3  鉴定NLRC3为 miR-126-5p的靶点
 

  A:CCK-8法检测外泌体孵育对细胞增殖能力的影响;B:CCK-8法检测沉默NLRC3后对细胞增殖能力的影响;C:外泌体孵育后的划痕宽度;

D:图C的统计分析;E:敲低NLRC3后的划痕宽度;F:图E的统计分析。

图4  miR-126-5p上调促进口腔鳞癌细胞体外增殖和迁移

  A:肿瘤体积;B:肿瘤重量;C:肿瘤组织中NLRC3水平的 Western
 

blot结果;D:图C的统计分析。

图5  包含 miR-126-5p的外泌体促进肿瘤生长
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3 讨  论

  大多数早期和晚期的口腔鳞癌都是手术治疗为

主,Ⅲ期或Ⅳ期口腔鳞癌通常需要综合治疗,以手术

为主要手段,辅助放疗或放化疗,然而晚期口腔鳞癌

患者的5年生存率也只有50%[10-11]。因此需要尽可

能多的开发新的疗法,如靶向治疗、基因疗法等,来改

变这一现状。而更加明确的阐明口腔鳞癌发生、发展

的机制将会为开发特定的药物提供理论支持。
miRNAs通常通过在转录后负性调节其靶标来

发挥其功能[12]。本研究发现,miR-126-5p在口腔鳞

癌组织和细胞系中表达上调。miR-126-5p的表达水

平与口腔鳞癌患者的生存期相关,是口腔鳞癌患者临

床预后不良的重要指标。miR-126-5p可以通过外泌

体在肿瘤细胞之间传递,并且可以抑制 NLRC3的表

达,从 而 促 进 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 及 迁 移。MTDH、
MMP-13和 PTHrP 已 被 确 定 为 miR-126-5p的 靶

标[13-15]。这些分子通过调节信号转导和细胞骨架来

调节细胞增殖、凋亡、迁移和分化,在肿瘤的发生、发
展过程中发挥关键作用。同时,在本实验中通过下调

NLRC3后,探讨了其在口腔鳞癌中的生物学作用。
外泌体传递的手段被认为是与细胞接触依赖性

信号转导和可溶性分子介导的信号转导同等重要的

细胞间信号转导机制[16]。在病理条件下,患病细胞来

源的外泌体通常会携带并转移 miRNA,导致细胞病

变和感染[17]。本研究证明,口腔鳞癌细胞来源的外泌

体含有大量的miR-126-5p,因此推测外泌体通过携带

miR-126-5p在肿瘤细胞间进行转移,从而影响肿瘤微

环境中的各种细胞。NLRC3是Nod样受体家族的成

员,是已知的细胞增殖和凋亡的抑制剂,其特征是通

过抑制 mTOR来发挥其作用[18]。有研究表明,NL-
RC3的过表达抑制了 mTOR信号通路的激活,抑制

了大肠癌细胞的增殖,缺乏NLRC3的小鼠对结肠炎

和结直肠肿瘤高度敏感[19]。通过生物信息学分析预

测及双荧光素酶报告基因法确定了 NLRC3是 miR-
126-5p

 

的作用靶点。
miR-126-5p通过外泌体在肿瘤细胞间进行传递

可以抑制NLRC3的表达从而促进口腔鳞癌的进展。
因此,深入了解miR-126-5p及NLRC3在口腔鳞癌发

病机制中的具体作用,将有助于开发新的口腔鳞癌治

疗方法。
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