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Abstract Objective By testing the tensile strength of sodium alginate bacterial cellulose composite membrane
loaded with nano silver，the antibacterial property of Staphylococcus aureus and its effect on the proliferation of
mouse embryonic fibroblasts were studied to explore its feasibility as a new type of guided bone tissue regeneration
membrane． Methods The sodium salt ( SA) solution was uniformly mixed with bacterial cellulose ( BC) solution
in proportion ( the mass fraction ratio between SA and BC was 10 ∶ 3，10 ∶ 5，10 ∶ 7，10 ∶ 9 and pure SA mem-
brane) ，then the membrane was self-evaporating and the silver nanoparticles ( AgNPs) were produced by in-situ re-
duction of dopamine on the membrane surface． The tensile strength of each film specimen was tested by universal
mechanical testing machine． The microstructure of composite film with the maximum tensile strength was observed
by scanning electron microscope and the composition was analyzed by X － ray diffractometer． The biocompatibility
of the composite membrane was tested by cell counting kit． The antibacterial activity was tested by inhibition zone
method． Ｒesults Silver nanoparticles were uniformly distributed in the Ag-SA /BC composite film，and X-ray dif-
fraction analysis showed that AgNPs，sodium alginate and BC existed in the composite film． When the mass fraction
ratio of SA to BC was 10 ∶ 7，the tensile strength of the composite membrane reached ( 223. 8 ± 9. 9) MPa． The re-
sults of cell experiments showed that the AG-SA /BC composite membrane had excellent biocompatibility． Staphylo-
coccus aureus showed clear inhibition zone after incubation for 24 h． Conclusion When the Ag-SA /BC mass frac-
tion ratio was 10 ∶ 7，the tensile strength of the composite membrane is the highest，which shows excellent antibac-
terial property to Staphylococcus aureus and good cellular compatibility．
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Nav1. 6-ＲNAi 通过 AKT 通路抑制口腔鳞癌细胞增殖作用研究
许 乐1，洪礼琳1，刘玮佳2，胡媛平1，蒋 勇3

摘要 目的 探讨 Nav1. 6-ＲNAi 对口腔鳞状细胞癌细胞增

殖作用的影响，并分析其可能相关机制。方法 使用免疫组

化、Western blot 和 qＲT-PCＲ 法检测电压门控钠通道 Nav1. 6
在口腔鳞状细胞癌组织中的表达情况; 将 Nav1. 6-ＲNAi 转染

到人舌鳞癌细胞株( CAL-27 细胞) 中，使用 Western blot 法检
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测 Nav1. 6、CyclinD1、C-myc、AKT 及 p-AKT 的表达，并通过流

式细胞仪检测细胞周期。结果 免疫组化、Western blot 和

qＲT-PCＲ 结果证实 Nav1. 6 在口腔鳞状细胞癌组织中表达高

于口腔正常组织 ( P ＜ 0. 05 ) ; Nav1. 6-ＲNAi 转染到 CAL-27

细胞 中 后，CyclinD1、C-myc、p-AKT 蛋 白 表 达 降 低 ( P ＜

0. 05) ，且 S 期 细 胞 明 显 减 少。结 论 电 压 门 控 钠 通 道

Nav1. 6 可能通过 AKT 通路参与口腔鳞状细胞癌的增殖。

关键词 口腔鳞状细胞癌; Nav1. 6; 增殖; CyclinD1; AKT 通路

中图分类号 Ｒ 739． 85

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2021) 11 － 1696 － 05

doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2021． 11． 004

口腔鳞状细胞癌( oral squamous cell carcinoma，

OSCC) 是最常见的口腔颌面部恶性肿瘤，占口腔癌

病例的 90% 以上，其年患病率超过 500 000 例［1］。
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OSCC 在发病早期即可出现对周围组织的浸润与扩

散或者远端转移，因此治疗较困难。虽然近年来对

OSCC 的治疗有了很大进展，但其主要的治疗方法

( 如手术、化疗等) 有较大的副作用，故寻找一种新

的治疗方法十分有意义。
电压门控钠通道( voltage-gated sodium channel，

VGSC) 已成为治疗 OSCC 新的研究方向［2］。VGSC
通常由一个 α 亚基与一个或多个 β 亚基组成，根据

α 亚基的差异，可分为 Nav1. 1-Nav1. 9 和 Nax 共 10
种亚型，其通过调节 Na + 跨膜转运从而发挥作用，是

细胞 动 作 电 位 产 生 和 传 播 的 基 础。越 来 越 多 研

究［3］表明，VGSC 与多种肿瘤的增殖关系密切，其中

Nav1. 6 的作用尤为明显。现通过研究 Nav1. 6 在正

常及 OSCC 中表达差异，初步探讨 Nav1. 6 与 OSCC
的可能关系及机制，以期为临床上早期诊断 OSCC
和利用 VGSC 阻断剂治疗 OSCC 提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂 LipoFiterTM脂质体转染试剂( 货号: HB-
TＲLF-1000) 和 Nav1. 6-ＲNAi 购自上海汉恒生物科

技有限公司，TB GreenTM Premix Ex TaqTMⅡ( 货号:

ＲＲ820A) 和 PrimeScriptTM ＲT Master Mix ( 货 号:

ＲＲ036A) 购自日本 TAKAＲA 公司，Nav1. 6 抗体( 货

号: ab230654，浓度: 1 ∶ 500) 购自美国 Abcam 公司，

CyclinD1 抗体( 货号: 55506S，浓度: 1 ∶ 500 ) 、C-myc
抗体( 货号: 18583S，浓度: 1 ∶ 500 ) 、AKT 抗体 ( 货

号: 4685S，浓 度: 1 ∶ 500 ) 和 p-AKT 抗 体 ( 货 号:

4060S，浓 度: 1 ∶ 500 ) 均 购 自 美 国 Cell Signaling
Technology 公司，细胞周期与凋亡检测试剂盒 ( 货

号: C1052) 购自上海碧云天生物技术有限公司，所

有引物均由生工生物( 上海) 股份有限公司合成。
1． 2 组织收集与细胞培养 收集 6 例仅患有 OSCC
患者术中切除的癌症组织，患者年龄 50 ～ 70 ( 64. 5
± 3. 86) 岁，另收集 6 例口腔手术术中切除的非癌症

组织，以上组织收集后均立即固定保存。本实验所

使用的 CAL-27 细胞为安徽省口腔疾病重点实验室

所保留，用于研究 OSCC 的发病机制。
1． 3 免疫组化 组织经中性多聚甲醛固定后，脱水

石蜡包埋，根据标准流程制片、染色等，Nav1. 6 抗体

浓度为 1 ∶ 200。封片后显微镜观察。
1． 4 细胞转染 转染使用对数生长期的细胞，按照

说明书使用 LipoFiterTM 脂质体转染试剂将 Nav1. 6-
ＲNAi 转染到 CAL-27 细胞中，6 h 后换液。细胞转染

48 h 后，收集细胞进行后续研究。Nav1. 6-ＲNAi 正义

链序列: 3'-GCUCAUUGAUGCGAGCAAATT-5'，反义链

序列: 3'-AUUCUUGAUGUUCUUCAGCTT-5'。
1． 5 实时定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 收集组织和细

胞，利用 TＲIzol 法提取组织和细胞中的 ＲNA，定量

后使用逆转录试剂盒将 ＲNA 逆转成 cDNA。根据

TB GreenTM Premix Ex TaqTMⅡ说 明 书 步 骤，采 用

qＲT-PCＲ 检 测 细 胞 中 Nav1. 6、CyclinD1 和 C-myc
mＲNA 的表达。
1． 6 Western blot 收集组织和细胞，加入适量蛋

白裂解液冰上裂解 15 min，4 ℃、12 000 r /min 离心

15 min 后吸取上清液为总蛋白，按照 4 ∶ 1 的比例加

入 SDS-蛋白上样缓冲液变性。使用 SDS 聚丙烯酰

胺凝胶电泳法检测 Nav1. 6、CyclinD1、C-myc、AKT
及 p-AKT 蛋白相对表达量。按照组别依次加样，电

泳、转 膜、封 闭、洗 膜，一 抗 孵 育 过 夜，二 抗

( 1 ∶ 8 000) 孵育 1 h，洗膜。使用凝胶成像分析系统

扫描成像并分析。
1． 7 细胞周期检测 流式细胞仪检测细胞周期，胰

酶消化收集对数生长期的细胞，用预冷的 PBS 清洗

2 次后，使用 70% 乙醇溶液 4 ℃ 固定 30 min 变性。
1 000 r /min 离心 5 min，清洗后收集细胞，根据说明

书分别加入缓冲液重悬细胞、ＲNaseA、PI，4 ℃ 避光

孵育 30 min 后上机检测分析。
1． 8 统 计 学 处 理 数 据 均 以 珋x ± s 表 示，应 用

GraphPad Prism 6. 0 进行统计分析，多组间比较采用

单因素方差分析( ANOVA) 进行统计，两组之间比较

采用 t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 OSCC 组织中 Nav1. 6 的表达 免疫组化检

测结果显示，与正常口腔黏膜组织比较，OSCC 组织

中 Nav1. 6 表达升高。Western blot 和 qＲT-PCＲ 检测

发 现，Nav1. 6 蛋 白 ( F = 19. 81 ) 和 mＲNA ( F =
22. 63) 在 OSCC 组织中呈高表达，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 2 Nav1. 6-ＲNAi 对 CAL-27 细胞中 Nav1. 6 表

达的影响 培养正常的 CAL-27 细胞，将 Nav1. 6-
ＲNAi 转染到 CAL-27 细胞中，Western blot 和 qＲT-
PCＲ 结果显示: Nav1. 6-ＲNAi 能够降低 CAL-27 细胞

中 Nav1. 6 蛋白( F = 15. 28) 和 mＲNA( F = 21. 78) 的

表达，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，见图 2。
2． 3 Nav1. 6-ＲNAi 对 CAL-27 细胞中 CyclinD1 及

C-myc 表达的影响 Western blot 和 qＲT-PCＲ 结果

显示 Nav1. 6-ＲNAi 转染后，CAL-27 细胞中 CyclinD1
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图 1 OSCC 组织中 Nav1. 6 的表达

A: 免疫组化检测 Nav1. 6 在正常口腔黏膜组织和 OSCC 组织的

表达 × 200; B: Western blot 检测 Nav1. 6 蛋白在正常口腔黏膜组

织和 OSCC 组织的表达; C: qＲT-PCＲ 检测 Nav1. 6 mＲNA 在正常口

腔黏膜组织和 OSCC 组织的表达; a: 正常口腔黏膜组; b: OSCC 组; 与

正常口腔黏膜组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 2 Nav1. 6-ＲNAi 对 CAL-27 细胞中 Nav1. 6 表达的影响

A: Western blot 检 测 转 染 Nav1. 6-ＲNAi 后 CAL-27 细 胞 中

Nav1. 6 蛋白的表达; B: qＲT-PCＲ 检测转染 Nav1. 6-ＲNAi 后 CAL-27

细胞中 Nav1. 6 mＲNA 的表达; a: NC-ＲNAi 细胞组; b: 转染 Nav1. 6-

ＲNAi 细胞组; 与 NC-ＲNAi 细胞组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

及 C-myc 蛋白及 mＲNA 表达降低，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 4 Nav1. 6-ＲNAi 对 CAL-27 细胞周期的影响

与 NC-ＲNAi 组 ( 62. 38 ± 2. 11 ) 比较，Nav1. 6-ＲNAi

组 S 期细胞比例 ( 23. 82 ± 3. 27 ) 明显降低，差异有

统计学意义( F = 16. 28，P ＜ 0. 01) ，见图 4。以上结

果提 示，抑 制 Nav1. 6 表 达 可 以 抑 制 OSCC 细 胞

CAL-27 的增殖。

图 3 Nav1. 6-ＲNAi 对 CAL-27 细胞中

CyclinD1 及 C-myc 表达的影响

A: Western blot 检测转染 Nav1. 6-ＲNAi 后 CAL-27 细胞中 Cy-

clinD1、C-myc 蛋白的表达; B: qＲT-PCＲ 检测转染 Nav1. 6-ＲNAi 后

CAL-27 细胞中 CyclinD1、C-myc mＲNA 的表达; a: NC-ＲNAi 细胞组;

b: 转染 siＲNA-Nav1. 6 细胞组; 与正常细胞组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01，
＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 流式细胞术检测转染 siＲNA-Nav1. 6 后

对 CAL-27 细胞周期的影响

A: NC-ＲNAi 细胞组; B: 转染 siＲNA-Nav1. 6 细胞组
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2． 5 Nav1. 6 对 CAL-27 细胞 AKT 及 p-AKT 表达

的影响 Western blot 结果显示，siＲNA-Nav1. 6 转

染后 CAL-27 细胞中 p-AKT 蛋白表达较 NC-ＲNAi
组明显降低，差异有统计学意义 ( F = 28. 36，P ＜
0. 01) ，见图 5，提示 Nav1. 6 可能通过 AKT 信号通

路调控 CAL-27 细胞的增殖。

图 5 Western blot 检测转染 siＲNA-Nav1. 6 后 CAL-27

细胞中 AKT 及 p-AKT 蛋白的表达

a: NC-ＲNAi 细胞组; b: 转染 siＲNA-Nav1. 6 细胞组

3 讨论

随着细胞生物学和分子生物学的发展，研究［4］

显示，恶性肿瘤的基本生物学特征是细胞增殖失控、
异常分化和凋亡受阻。OSCC 的发生发展必定经历

相当复杂的变化过程，其中细胞增殖及凋亡具有重

要的研究意义。多细胞生物体自身稳定性的维持取

决于机体细胞增殖与凋亡之间的动态平衡，凋亡不

足或过度都会导致疾病的产生。肿瘤的形成和发展

是由多种原因导致这种平衡失调，形成细胞增殖大

于细胞凋亡的结果，最终引起组织恶变的发生。在

这个复杂过程中，最早期的表现为细胞周期的破坏

及细胞增殖的失控。虽然，近年来医疗技术不断发

展，但 OSCC 仍然没有比较完善的治疗方法，在临床

上依然是口腔最常见的致命疾病。大量研究［5 － 6］表

明电压门控钠通道各亚型与前列腺癌、卵巢癌、乳腺

癌及胃癌等多种肿瘤的增殖、侵袭等生物学行为关

系密切，其中以 Nav1. 6 的作用尤为明显。有学者研

究发现 Nav1. 6 在肠癌组织中表达异常，且与淋巴结

转移 密 切 相 关，在 手 术 切 除 的 转 移 性 淋 巴 结 中

Nav1. 6 而非 Nav1． 5 呈高表达，提示 Nav1. 6 的高表

达可能促进了肠癌的淋巴结转移［7］。同时，BenAis-
sa et al［8］通过电生理实验利用钠通道肽 AaHIV 毒

素激活 Nav1. 6，提示该钠通道亚型与前列腺癌细胞

的增殖密切相关。目前有关 Nav1. 6 与口腔颌面部

鳞癌研究报道较少。本研究测定 OSCC 与口腔非癌

症组织中 Nav1. 6 表达的差异，结果显示，在两组组

织中 Nav1. 6 均有表达，且在 OSCC 组织中呈高表

达，这与向娟 等［9］研究结果一致，同时有学者还发

现 Nav1. 6 的表达量在高分化、中分化、低分化 OS-
CC 组织中的阳性表达率不同，其与分化程度呈负相

关性［9 － 10］。研究还显示 Nav1. 6 的表达与患者的性

别、年龄及肿瘤生长的部位等因素无关。本研究还

发现抑制 Nav1. 6 的表达可以抑制人舌鳞癌细胞

CAL-27 细胞的增殖，提示 Nav1. 6 可能与 OSCC 的

发生及增殖关系密切。
细胞增殖调控机制的异常是肿瘤发生发展的

重要原因。细胞增殖异常通常是由细胞周期紊乱引

起的。许多研究证实，CyclinD1 和 C-myc 与细胞的

增殖密切相关，可以作为细胞增殖指标［11］。本研究

显示，敲低 Nav1. 6 可以降低细胞周期蛋白 CyclinD1
和癌基因 C-myc 表达。为了进一步明确 Nav1. 6 在

OSCC 细胞增殖中的作用，使用流式细胞仪检测细

胞周期，发现敲低 Nav1. 6 后 CAL-27 细胞中 S 期细

胞比例降低，细胞的有丝分裂受到抑制，进而细胞增

殖受到阻滞，以上研究结果提示 Nav1. 6 可能参与

OSCC 细胞增殖的调控，进而参与 OSCC 的发生。
目前，电压门控钠通道参与肿瘤细胞增殖的具

体机制尚未明确，有研究［12 － 14］表明电压门控钠通道

可能是通过改变细胞对 K +、Ca2 + 的通透性以及细

胞的电生理活动，或直接、间接调节与癌细胞生长关

系密切的信号通路，进而改变细胞的各种功能，如改

变了细胞的增殖、分泌和动力功能，这样的生理过程

可能与更复杂的交互功能关系密切。Akt 信号通路

在多种恶性肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移、凋亡等生物

性行为中起到重要作用，其促进肿瘤细胞的恶性转

变，参与恶性肿瘤的发生［15］。本研究通过抑制 OS-
CC 细胞中 Nav1. 6 的表达，发现 p-Akt 蛋白表达降

低，提示 Nav1. 6 可能通过 Akt 信号通路调控 OSCC
细胞的增殖。
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Nav1. 6-ＲNAi inhibits the proliferation of oral squamous
cell carcinoma cells through the AKT pathway

Xu Le1，Hong Lilin1，Liu Weijia2，et al
( 1Dept of Stomatology，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230041;

2Dept of Children's Stomatology，West District，Hefei Stomatological Hospital，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the biological effects of Nav1. 6-ＲNAi on the proliferation of oral squamous cell
carcinoma cell lines and analyze its possible regulatory mechanism． Methods Immunohistochemistry，Western blot
and qＲT-PCＲ were used to detect the expression of Nav1. 6 in oral squamous cell carcinoma tissues． After Nav1. 6-
ＲNAi transfected into oral squamous cell carcinoma，Western blot was used to validate the expression of CyclinD1，

C-myc，AKT and p-AKT． Cell cycle was also detected by flow cytometry． Ｒesults Immunohistochemistry，West-
ern blot and qＲT-PCＲ showed that the expression of Nav1. 6 in oral squamous cell carcinoma tissues was signifi-
cantly higher than that in normal oral tissues ( P ＜ 0. 05) ． After Nav1. 6-ＲNAi transfected into oral squamous cell
carcinoma，the expression of CyclinD1，C-myc and p-AKT protein significantly decreased compared with the control
group ( P ＜ 0. 05 ) ，and the cells in S phase significantly reduced． Conclusion Voltage-gated sodium channel
Nav1. 6 can affect the proliferation of oral squamous cell carcinoma through the AKT pathway．
Key words oral squamous cell carcinoma; Nav1. 6; proliferation; CyclinD1; AKT pathway
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