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  [摘要] 目的 探讨染色质A5的SWI/SNF相关基质关联肌动蛋白依赖调节因子(SMARCA5)在口腔鳞

癌(OSCC)中的表达水平及其对人 OSCC细胞系 HSC4增殖、迁移和侵袭的影响。方法 从高通量基因表达

(GEO)数据库中分析OSCC组织中SMARCA5
 

mRNA表达情况,并分析其与OSCC患者预后的关系。慢病

毒shRNA沉默HSC4细胞中SMARCA5的表达,实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)验证沉默效果;将细胞

分为Control组(不做转染处理,空白对照)、sh-NC组(转染无序列质粒载体慢病毒,阴性对照)和sh-SMARCA5
组(转染沉默SMARCA5质粒载体慢病毒),CCK-8实验检测 HSC4细胞增殖能力的变化,细胞划痕实验检测

HSC4细胞迁移能力的变化,Transwell实验检测HSC4细胞迁移和侵袭能力的变化。结果 SMARCA5在OS-
CC组织中的表达水平明显高于人正常口腔组织(P<0.05);SMARCA5高表达的患者总生存率低于低表达的

患者(P<0.05)。sh-SMARCA5组HSC4细胞的增殖、迁移和侵袭能力较sh-NC组明显降低(P<0.05)。结

论 SMARCA5在OSCC中表达升高,并可促进人OSCC细胞系HSC4的增殖、迁移和侵袭。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

SWI/SNF-related
 

matrix-associated
 

actin-de-
pendent

 

regulator
 

of
 

chromatin
 

A5
 

(SMARCA5)
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HSC4
 

cells.Methods The
 

expression
 

of
 

SMARCA5
 

mRNA
 

in
 

OSCC
 

tissue
 

and
 

its
 

correlation
 

with
 

the
 

patients
 

with
 

OSCC
 

were
 

analyzed
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omni-
bus

 

(GEO)
 

database.The
 

expression
 

of
 

SMARCA5
 

in
 

HSC4
 

cell
 

line
 

was
 

reduced
 

by
 

lentivirus
 

shRNA,and
 

the
 

silencing
 

effect
 

was
 

verified
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

PCR
 

(RT-qPCR).
The

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(no
 

transfection
 

treatment,blank
 

control),the
 

sh-NC
 

group
 

(transfection
 

with
 

sequence-free
 

plasmid
 

vector
 

lentivirus,negative
 

control)
 

and
 

the
 

sh-SMARCA5
 

group
 

(transfection
 

with
 

silent
 

SMARCA5
 

plasmid
 

vector
 

lentivirus).CCK-8
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

change
 

of
 

proliferation
 

ability
 

of
 

HSC4
 

cells.Cell
 

scratch
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

change
 

of
 

migration
 

ability
 

of
 

HSC4
 

cells.Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HSC4
 

cells.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

SMARCA5
 

in
 

OSCC
 

tissue
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

oral
 

tissues
 

(P<0.05).The
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overall
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

SMARCA5
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expre-
ssion

 

(P<0.05).The
 

ability
 

of
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HSC4
 

cells
 

in
 

the
 

SMARCA5
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

sh-NC
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

SMARCA5
 

is
 

increased
 

in
 

OSCC,and
 

it
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

human
 

OSCC
 

cell
 

line
 

HSC4.
[Key

 

words] oral
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  口腔鳞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,OSCC)
是口腔中最常见的上皮恶性肿瘤,具有侵袭性强、转移

率高和易复发的特点[1-2]。OSCC细胞的增殖、迁移与

侵袭是导致OSCC预后较差的原因之一,目前影响其发

生的机制尚未完全清楚,因此,本研究将探索其相关影

响因子,为OSCC的治疗提供可能的新靶点。
染色质调控是DNA修复、复制和转录的一个重

要环节,染色质重塑复合物在这一环节中起着重要作

用。来自模式生物和哺乳动物的证据表明,染色质信

号部分是通过模拟开关(imitation
 

switch,ISWI)依赖

三磷酸腺苷(ATP)的染色质重塑复合物实现的[3]。
染色质A5的SWI/SNF相关基质关联肌动蛋白依赖

调节因子(SWI/SNF-related
 

matrix-associated
 

actin-
dependent

 

regulator
 

of
 

chromatin
 

A5,SMARCA5)又
称为人类蔗糖非发酵蛋白2同源物(human

 

sucrose
 

non-fermenting
 

protein
 

2
 

homologue,hSNF2H),该
基因位于染色体4q31.21,是具有ATP酶活性的染色

质重塑蛋白ISWI家族的重要成员[4]。有报道指出,

SMARCA5在基因转录、DNA修复和DNA复制中起

着至关重要的作用[5-6]。近年来,有多项研究表明

SMARCA5在乳腺癌、胃癌、急性白血病、卵巢癌、非
小细胞肺癌等癌症中异常高表达并能调控癌症的进

展[7-11]。而SMARCA5在 OSCC中的表达情况及对

OSCC细胞的影响尚未见确切报道。本研究利用高

通量基因表达(Gene
 

Expression
 

Omnibus,GEO)数
据库探索SMARCA5在OSCC中的表达情况及其与

患者预后的相关性,并利用体外实验检测SMARCA5
对OSCC细胞系HSC4增殖、迁移和侵袭的影响。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料与试剂

人OSCC细胞系 HSC4购自中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库;DMEM 培养基、胎牛血清

(FBS)购自以色列BI公司;0.25%胰蛋白酶溶液、双
抗、结晶紫染液购自北京索莱宝科技有限公司;shR-
NA干扰SMARCA5(sh-SMARCA5)和sh-NC(阴性

对照)序列由元生物技术(上海)股份有限公司合成;

SteadyPure快速RNA提取试剂盒、Evo
 

M-MLV逆转

录Master
 

Mix试剂盒、SYBR
 

Premix
 

Pro
 

TaqHS
 

qPCR
试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司;CCK-8试

剂盒购自日本Dojindo公司;Transwell小室购自美国

Corning公司;Matrige基质胶购自美国BD公司;6孔

板、24孔板购自上海科进生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 GEO数据库分析

GEO数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/)是一个由美国国立生物技术信息中心(NCBI)
创建并维护的公共基因表达数据库。本研究利用该

数据库分析了OSCC组织中SMARCA5
 

mRNA表达

情况,并分析其与OSCC患者预后的相关性。

1.2.2 细胞培养及SMARCA5基因干扰转染与筛选

细胞 培 养:用 含 有 10%
 

FBS 及 1% 双 抗 的

DMEM 培养基于37
 

℃和5%
 

CO2 条件下培养HSC4
细胞,细胞汇合长满约85%后,胰酶消化细胞并传代

培养。将细胞分为3组:(1)Control组(空白对照),
未经转染处理;(2)sh-NC组(阴性对照),转染无序列

质粒载体慢 病 毒;(3)sh-SMARCA5组,转 染 沉 默

SMARCA5质 粒 载 体 慢 病 毒。取 对 数 生 长 期 的

HSC4细胞接种于6孔板,约4×105/孔,1
 

d后加入

sh-NC及sh-SMARCA5转染序列慢病毒,同时加入

5
 

mg/L
 

Polybrene提高转染效率,孵育12~16
 

h后

更换培养基继续培养。48
 

h后使用荧光显微镜观察

荧光表达,确认感染成功后加入2
 

mg/L嘌呤霉素处

理4
 

d以筛选稳定转染株。转染序列sh-NC:5'-CCT
 

AAG
 

GTT
 

AAG
 

TCG
 

CCC
 

TCG-3';sh-SMARCA5:

5'-CGA
 

CTG
 

CTG
 

ATG
 

TAG
 

TAA
 

TTT-3'。

1.2.3 实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)

SteadyPure快速RNA提取试剂盒提取HSC4细

胞RNA,并使用Evo
 

M-MLV逆转录 Master
 

Mix进

行逆转录。按照制造商的说明,使用SYBR
 

Premix
 

Pro
 

TaqHS
 

qPCR试剂盒进行RT-qPCR检测。qPCR
循环条件:95

 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,55
  

℃
 

10
 

s,72
  

℃
 

15
 

s,

40个循环;其中甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为内

参。引物序列见表1。

1.2.4 CCK-8
 

实验
 

将HSC4细胞制成密度5×104/mL
 

的细胞悬

液,向96孔板中每孔加入100
 

μL细胞悬液,即5×
103/孔的密度,放入培养箱中培养。将细胞分别培养

1、2、3、4
 

d后,向孔内加入10
 

μL
 

CCK-8检测液,培养

箱中孵育2
 

h。用酶标仪测定各孔450
 

nm处吸光度

(A450)值。
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表1  RT-qPCR所需引物

基因 方向 引物序列(3'-5') 产物大小(bp)

SMARCA5 正向 TGCAGGTTGGATGGTCAGACAC 131

反向 GTCGCAAGATTGATGCCAAGACC

GAPDH 正向
 

AATTCCACGGCACAGTCAAGGC 122

反向 AACATACTCAGCACCAGCATCACC

1.2.5 细胞划痕实验
 

将HSC4细胞以5×105/孔的密度接种于6孔板

中,细胞汇合至单层时,用200
 

μL枪尖做细胞划痕,
用磷酸盐缓冲液(PBS)洗掉划下的细胞及细胞碎片,
并重新加入不含FBS的DMEM 培养基,放入培养箱

中继续培养。于0、36
 

h显微镜下观察划痕区域并采

图,使用ImageJ软件计算愈合的划痕面积。

1.2.6 Transwell细胞迁移与侵袭实验

(1)迁 移 实 验:细 胞 在 无 血 清 DMEM 中 饥 饿

16
 

h,将细胞制成密度为5×105/mL的细胞悬液,取

Transwell小室放于24孔板内,上腔室中加入100
 

μL
 

HSC4细胞悬液(5×104 个细胞),将含20%
 

FBS的

DMEM培养基加入下腔室中,孵育36
 

h后,4%多聚

甲醛固定液固定30
 

min,用0.1%结晶紫染液染色,显
微镜下观察并随机取5个视野拍照,计数迁移细胞平

均数。(2)侵袭实验:用预冷的无血清DMEM培养基

稀释 Matrigel(稀释比例1∶8)
 

。每个上腔室加入

100
 

μL
 

Matrigel稀释液,放入孵育箱中,直至变为半

固态。其余步骤同迁移实验,计数侵袭细胞平均数。

1.3 统计学处理

采用GraphPad9.0软件进行统计分析及作图,计
量资料采用x±s表示,组间比较采用独立样本t检

验,多组间比较采用单因素方差分析(one-way
 

ANO-
VA),以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SMARCA5在OSCC组织中高表达

对GEO数据库进行生物信息学分析发现,在57
份OSCC组织和22份人正常口腔组织的表达信息

中,OSCC组织中SMARCA5
 

mRNA表达水平明显

高于人正常口腔组织(P<0.05),SMARCA5
 

mRNA
在OSCC组织中呈高表达,见图1。

2.2 SMARCA5表达与OSCC患者预后的关系

在GEO数据库中分析SMARCA5与 OSCC患

者预后的关系,从GEO数据库中下载相关数据集,包
含97例 OSCC患者的预后信息,将97例患者依据

SMARCA5表达水平中位数划分为高表达和低表达

两组。结果显示:在 OSCC患者中,SMARCA5高表

达患者的总生存率明显低于低表达患者(P<0.05),
见图2。

图1  GEO数据库中OSCC组织与人正常口腔组织中

SMARCA5表达水平

图2  GEO数据库中SMARCA5表达与OSCC患者

预后的关系

2.3 sh-SMARCA5转染效率检测

荧光显微镜观察结果显示:Control组细胞无荧

光,sh-NC 组、sh-SMARCA5组 有 大 量 荧 光,见 图

3A。为 了 检 测 转 染 效 果,用 RT-qPCR 检 测

SMARCA5
 

mRNA表达,结果显示:与Control组比

较,sh-NC组SMARCA5
 

mRNA表达水平无明显变

化,sh-SMACRCA5组SMARCA5
 

mRNA表达水平

明显降低(P<0.05),见图3B。因此,后期实验只设

sh-NC组对照。

2.4 沉默SMARCA5使HSC4细胞的增殖能力变化

CCK-8实 验 结 果 显 示,与 sh-NC 组 比 较,sh-
SMARCA5组A450 值明显降低(P<0.05)

 

,见图4。
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  A:SMARCA5慢病毒shRNA转染 HSC4细胞后各组的荧光效果(200×);B:SMARCA5慢病毒shRNA转染 HSC4细胞后SMARCA5
 

mR-

NA表达水平柱状图;a:P<0.05,与Control组比较。

图3  HSC4细胞shRNA转染效率检测

  a:P<0.05。

图4  CCK8检测 HSC4细胞增殖能力

2.5 沉默SMARCA5基因能够抑制HSC4细胞的侵

袭和迁移

细胞划痕实验结果显示,与sh-NC组比较,sh-
SMARCA5组细胞迁移能力明显降低(P<0.05);

Transwell迁移和侵袭实验结果显示,与sh-NC组比

较,sh-SMARCA5组细胞迁移能力和细胞侵袭能力

均明显降低(P<0.05)
 

,见图5。

  A:细胞划痕实验(100×);B:Transwell实验(200×);a:P<0.05,与sh-NC组比较。

图5  沉默SMARCA5基因能够抑制 HSC4细胞的侵袭和迁移
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3 讨  论

近年来,OSCC的发病率不断上升,许多患者经

治疗后仍有转移和复发的风险,5年生存率改善不明

显[1,12]。有报道指出,即使在成功的治疗干预后,晚期

肿瘤的潜在威胁及最终遍及整个上呼吸道/消化道广

泛的多灶性疾病也会损害长期预后[13]。探索影响肿

瘤细胞转移的相关因子及机制,对于寻找治疗 OSCC
的新靶点提供了可能性。染色质重塑因子(remode-
ling

 

and
 

spacing
 

factor,RSF)在多种生物过程中有着

重要作用,据报道染色质重塑复合物的异常表达与许

多疾病和癌症有关[14]。
    

ZHANG等[15]研究指出,SMARCA5在调节减数

分裂细胞周期进程中起着关键作用,缺乏SMARCA5
的卵母细胞无法恢复减数分裂[15]。此前已有多项研

究报道了SMARCA5对肿瘤细胞的影响,在乳腺癌、
胃癌、急性白血病、卵巢癌、非小细胞肺癌等肿瘤组织

中SMARCA5 呈 异 常 高 表 达,并 能 影 响 癌 症 进

展[7-11]。JIN等[7]研究表明,SMARCA5在人类乳腺

癌中过表达,并与不良预后相关。SMARCA5有助于

乳腺癌细胞的增殖和侵袭,敲低SMARCA5表达后,
乳腺癌细胞的凋亡率升高。STOPKA等[9]发现,急
性髓系白血病的早期造血祖细胞过表达SMARCA5,
其可能在白血病恶性造血过程中发挥重要的调节作

用。这些研究表明,SMARCA5在癌症进展中具有重

要作用。ZHAO等[16]研究显示,SMARCA5在人胶

质瘤中表达升高,并能够和RSF-1协同作用,通过核

因子-κB通路促进胶质瘤的增殖、侵袭和化疗耐药。
各种证据证明,SMARCA5与恶性肿瘤有着密切关

联,并且与细胞的周期和增殖高度相关,在多数肿瘤

中处于高表达状态,能够促进肿瘤进展。另外,有研

究报道,与 SMARCA5有协同作用的 RSF-1在人

OSCC中过表达,并且其表达水平与 OSCC的发生、
发展相关[17-18]。但SMARCA5在 OSCC中的表达情

况和作用机制还未见确切报道,所以SMARCA5在

OSCC中的研究对于寻找 OSCC治疗新靶点是有意

义的。
    

本研究旨在探究SMARCA5在 OSCC组织和人

正常口腔组织中的表达差异,并探索SMARCA5对

OSCC细胞系 HSC4增殖、迁移和侵袭的影响,为寻

找OSCC治疗靶点提供科学资料。本研究结果显示:
通过对GEO数据库的信息挖掘,发现SMARCA5在

OSCC组织中高表达,并且高表达OSCC患者预后更

差;此外,本研究利用shRNA慢病毒干扰技术沉默

HSC4细胞系中SMARCA5的表达,利用CCK-8检

测HSC4细胞的增殖能力,发现抑制SMARCA5表达

的OSCC细胞其增殖能力较无意义干扰的 OSCC细

胞明显降低;并且,细胞划痕、Transwell迁移和侵袭

实验结果证明,敲低SMARCA5表达可以降低 HSC4
细胞的迁移和侵袭能力。因此,SMARCA5可以影响

HSC4细胞的增殖、迁移和侵袭能力。但SMARCA5
是通过何种途径影响OSCC细胞增殖、迁移和侵袭的

具体机制尚不清楚。
综上所述,本研究阐明了SMARCA5在 OSCC

组织中的表达情况及其对OSCC患者预后的影响,并
通过体外细胞实验验证了SMARCA5对OSCC细胞

(HSC4细胞系)生物学行为的影响,为OSCC临床治

疗寻找新靶点提供了可能的理论基础,对改善 OSCC
预后具有重要意义。
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