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摘要 目的 研究环状 RNA PIP5K1A( circPIP5K1A) 对口腔
鳞癌( OSCC) 细胞生长和转移的影响及可能的作用机制。方
法 用 RT-qPCR 法检测 OSCC 组织和细胞中 circPIP5K1A

的表达情况。将 si-circPIP5K1A 转入 OSCC 细胞后，CCK-8

法检测细胞活力，集落形成实验检测细胞集落形成能力，An-
nexin V-FITC /PI染色流式细胞术法检测细胞凋亡，Transwell
法检测细胞迁移与侵袭，Western blot 法检测 Wnt /β-catenin

通路相关蛋白的表达。Wnt /β-catenin 信号通路激动剂 LiCl

处理已转染 si-circPIP5K1A 的 OSCC 细胞后，分别检测细胞
活力、集落形成能力、凋亡、迁移与侵袭。结果 circPIP5K1A

在 OSCC 组织和细胞中上调表达 ( P ＜ 0. 05 ) 。沉默 cir-
cPIP5K1A后，OSCC细胞的细胞活力、集落形成、迁移与侵袭
的能力均降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，细胞凋亡增加 ( P ＜ 0. 05 ) ，Wnt1

和 β-catenin蛋白表达降低( P ＜ 0. 05) 。LiCl能抑制沉默 cir-
cPIP5K1A 对 OSCC 细胞的生长与转移的抑制作用 ( P ＜
0. 05) 。结论 沉默 circPIP5K1A能通过抑制Wnt /β-catenin
信号通路来发挥抑制 OSCC细胞的生长与转移的作用。
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口腔鳞状细胞癌( oral squamous cell carcinoma，
OSCC) 是占 90%以上比例的口腔癌的病理亚型，是
第六位常见的恶性肿瘤［1］。近些年，尽管在 OSCC
治疗( 包括手术、化疗和放射治疗) 和分子机制研究
方面均取得了重要进展，但 OSCC 具体的发病和进
展机制至今仍不完全明晰，OSCC 的复发和转移率
很高，患者 5 年生存率相对较差［2］。对影响 OSCC
进展的关键分子靶点的鉴定和筛选将为制定 OSCC
诊断和治疗的新策略提供参考依据。
环状 RNAs( circular RNAs，circRNAs) 是通过将

3’端连接到 RNA的 5’端而形成圆环结构的一类独
特的内源性非编码 RNA，不仅具有高度稳定的生物
学特点，还在调节肿瘤细胞增殖、凋亡和自噬等多种
病理生理过程中发挥着重要作用［3 － 4］。环状 RNA
PIP5K1A( circRNA PIP5K1A，circPIP5K1A ) 已被发
现在胃癌、非小细胞肺癌、结肠癌和卵巢癌中上调表
达并发挥促癌作用［5 － 8］，而其在 OSCC 中的表达和
作用并不清楚，该研究观察 circPIP5K1A在 OSCC组
织和细胞系中的表达与作用，并分析其可能的机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 主要试剂与仪器 胎牛血清、DMEM 培养
基、Lipofectamine 3000 和 TRIzol 试剂 ( 美国 Invitro-
gen公司 ) ; RNase R 试剂 ( 美国 Epicentre 公司 ) ;
CCK-8 试剂盒、Annexin V-FITC /PI 细胞凋亡检测试
剂盒、cDNA 第一链合成 ( M-MLV ) 试剂盒和 RT-
qPCR检测试剂盒( 南京凯基生物公司) ; 抗 β-cate-
nin和Wnt1 抗体( 美国 Santa Cruz公司) ;抗 GAPDH
抗体和 HRP 标记的二抗 ( 上海碧云天生物公司) 。
LightCycler 480 实时荧光定时 PCR 系统 ( 瑞士
Roche公司) ; 318C + 酶标仪( 上海沛欧分析仪器有
限公司 ) ; BX53MRF-S 显微镜 ( 日本 Olympus 公
司) ; FACSCanto II 流式细胞仪( 美国 BD 公司) ; 蛋
白垂直电泳电转系统( 美国 Bio-Rad公司) 。
1． 1． 2 临床样本获取 样本来源于郑州大学第一
附属医院口腔颌面外科行肿瘤切除术的 20 例 T1-
T3 期 OSCC 患者，并收集癌组织和癌旁组织样本。
所有患者均首次确诊，未进行过放化疗，且所有患者

对本研究均知情同意，本研究经伦理委员会批准。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 口腔角质细胞( human oral kera-
tinocytes，HOK) 以及 OSCC 细胞株 SCC15 和 CAL27
购自美国 ATCC。细胞接种在添加 10%胎牛血清、
100 U /ml 青霉素和 100 μg /ml 链霉素的 DMEM 培
养基中，并置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。
1． 2． 2 转染 circPIP5K1A的 2 种小干扰 RNA［siR
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#1 ( 5'-UUCUUCUAAGGGAUUGGAGUU-3') 和 siR#2
( 5'-UAAGGGAUUGGAGUUGGUCUU-3') ］以及阴性
对照 si-NC ( 5'-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-3')
由上海吉玛基因公司合成。根据说明书步骤，用 Li-
pofectamine 3000 将 siR#1、siR#2 和 si-NC 分别转染
至 SCC15 和 CAL27 细胞。48 h 后，收集细胞，用
RT-qPCR检测转染效率，并筛选最有效的 siR 作为
候选 si-circPIP5K1A用于后续实验。
1． 2． 3 RNase R 处理与 RT-qPCR 用 TRIzol 试剂
从 OSCC 组织、癌旁组织以及细胞中提取总 RNA。
取 OSCC组织来源的 RNA，在 37℃条件下，用或不
用 2 U /μg 剂量的 RNase R 处理 15 min，用于鉴定
circPIP5K1A环形结构。分别取上述所有样本的
RNA通过 cDNA 第一链合成( M-MLV) 试剂盒逆转
为 cDNA。然后根据说明书，将 cDNA、目的基因的
引物以及 Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 试
剂在实时 PCR系统上进行 RT-qPCR 反应。所用的
引物: circPIP5K1A-F: 5'-AGATTCCCTAACCTCAAC
CAGA-3'，circPIP5K1A-R: 5'-CGAATGTTCTTGCC
ACCTGC-3'; PIP5K1A-F: 5'-CCTCATGCAAGATTTC
TACGTGG-3'，PIP5K1A-R: 5'-GGCCGGATACCAAA
TAGCTCC-3'; GAPDH-F: 5'-GAAGGTGAAGGTCGG
AGTC-3'，GAPDH-R: 5'-GAAGATGGTGATGGGAT
TTC-3'; U6-F: 5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3'，
U6-R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。PCR 设
置程序为: 94°C 预热 5 min; 35 个循环 ( 94°C 变性
30 s，54°C 退火 45 s，72°C 延伸 1 min) ; 72°C、10
min。反应结束后，分别以 U6 和 GAPDH 为内参照，
采用 2 － ΔΔCt法量化 circPIP5K1A 和 PIP5K1A 的相对
表达水平。
1． 2． 4 CCK-8 检测 取已转染的 SCC15 和 CAL27
细胞接种在 96 孔板，培养 48 h 后，每孔加入 10 μl
CCK-8 溶液，并孵育 1 h，用酶标仪测定波长为 450
nm处的吸光度值。
1． 2． 5 集落形成实验 取已转染的 SCC15 和
CAL27 细胞分别接种到 24 孔板 ( 300 个细胞 /孔)
中，常规培养 2 周后，用 PBS洗涤细胞 2 次并用甲醇
固定，结晶紫染色后显微镜下计数集落数，以肉眼

可见细胞团或 ＞ 50 个细胞的细胞团为一个集落。
1． 2． 6 Annexin V-FITC /PI 染色 取已转染的
SCC15 和 CAL27 细胞分别接种到 35 mm 细胞皿( 1
× 105 个 /孔) 中，常规培养 48 h。收集细胞，按照试
剂盒说明书，进行 Annexin V-FITC 和 PI 染色，然后
用流式细胞仪分析细胞凋亡情况。

1． 2． 7 细胞迁移和侵袭实验 取已转染的 SCC15
和 CAL27 细胞经重悬浮后，分别接种于铺或未铺基
质胶的 Transwell上室中( 100 μl 细胞悬浮液，5 000
个 /孔) ，下室中添加 600 μl含 10%胎牛血清的培养
基，常规培养 24 h。擦除膜上层面的细胞，用 4%多
聚甲醛固定膜下层面的细胞后，0. 1%结晶紫染色
30 min，显微镜下取 6 个随机视野拍照并对细胞计
数。
1． 2． 8 Western blot 用 RIPA 裂解液提取细胞的
蛋白并用 BCA法定量蛋白浓度。每个样本取 60 μg
蛋白行 SDS-PAGE凝胶电泳分离并将分离的蛋白转
移至甲醇预活化的 PVDF 膜。用 5%脱脂牛奶封闭
PVDF膜上的蛋白后，室温孵育孵育一抗 ( 鼠抗 β-
catenin，1 ∶ 1 000; 兔抗 Wnt1，1 ∶ 2 000; 兔抗 GAP-
DH，1 ∶ 4 000 ) 2 h，TBST 洗涤膜后，室温孵育 HRP
标记的抗鼠( 1 ∶ 1 000) 或抗兔( 1 ∶ 2 000) 二抗 1 h，
TBST 再次洗涤膜后，用 ECL 法显影条带，并用
Quantity One 软件分析条带的灰度值。
1． 2． 9 LiCl 处理 取已转染 siR#1 的 SCC15 和
CAL27 细胞，用 10 ng /ml LiCl ( Wnt /β-catenin 信号
激动剂) 预处理 30 min，分别培养处理后，用 CCK-8
法、集落形成实验、Transwell 法和 Annexin V-FITC /
PI染色法检测细胞活力、细胞集落数、细胞迁移与
侵袭和细胞凋亡情况。
1． 3 统计学处理 计量资料用 珋x ± s 表示，采用
SPSS20. 0 软件进行统计分析，两组数据间比较采用
t 检验，多组数据间两两比较采用单因素方差分析
事后的 Bonferroni检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 circPIP5K1A在 OSCC 组织和细胞中上调表
达 RT-qPCR实验结果显示: 与癌旁组织相比，OS-
CC组织中 circPIP5K1A表达增加( 图 1A，t = 8. 736，
P ＜ 0. 05 ) ; 与 HOK 细胞相比，OSCC 细胞株 SCC15
和 CAL27 中 circPIP5K1A 表达均增加 ( 图 1B，F =
46. 894，P ＜ 0. 05 ) 。另外，RNase R 处理导致
PIP5K1A mRNA降低 ( 图 1C，t = 11. 325，P ＜ 0. 05 )
而不影响 circPIP5K1A的表达。
2． 2 沉默 circPIP5K1A抑制 OSCC细胞的细胞活
性和集落形成并促进凋亡 首先将 siR#1 和 siR#2
转染至 SCC15 以及 CAL27 中，与转染 si-NC 比较，
转染 siR#1 和 siR#2 的 SCC15 和 CAL27 细胞中 cir-
cPIP5K1A表达均降低( FA = 42. 365、FB = 54. 192，P
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＜0. 05) ，且 siR#1 的效果明显，后续实验选择 siR#1
作为 si-circPIP5K1A，见图 2A、B。然后观察沉默
circPIP5K1A表达对 OSCC细胞活性、集落形成与凋
亡的影响，结果显示，与转染 si-NC比较，转染 si-cir-
cPIP5K1A能降低 OSCC 细胞活性 ( 图 2C，tSCC15 =
6. 379，tCAL27 = 7. 624 ) 、集落形成数 ( 图 2D，tSCC15 =
9. 165，tCAL27 = 11. 832) 并促进细胞凋亡( 图 2E，tSCC15
= 13. 478，tCAL27 = 12. 154) ( 均 P ＜ 0. 05) 。
2． 3 沉默 circPIP5K1A抑制 OSCC细胞迁移与侵

袭 实验结果显示，与转染 si-NC 比较，转染 si-cir-
cPIP5K1A 能降低 SCC15 和 CAL27 细胞的迁移
( tSCC15 = 10. 176，tCAL27 = 14. 625 ) 与侵袭 ( tSCC15 =
12. 364，tCAL27 = 16. 852) ( 均 P ＜ 0. 05) ，见图 3。
2． 4 沉默 circPIP5K1A 降低 OSCC 细胞 Wnt /β-
catenin信号活性 Western blot 实验结果显示，与
转染 si-NC比较，转染 si-circPIP5K1A能降低 SCC15
和 CAL27 细胞中 Wnt1 和 β-catenin 蛋白表达( P ＜
0. 05) ，见图 4。

图 1 circPIP5K1A在 OSCC组织和细胞中的表达情况
A:癌旁组织和 OSCC组织中的 circPIP5K1A表达情况; B:口腔上皮细胞 HOK以及 OSCC细胞株 SCC15 和 CAL27 中的 circPIP5K1A 表达情

况; C: circPIP5K1A的环状结构鉴定;与癌旁组织比较: * P ＜ 0. 05;与 HOK细胞比较: #P ＜ 0. 05;与 Mock比较: ▲P ＜ 0. 05

图 2 沉默 circPIP5K1A对 OSCC细胞活性、集落形成与细胞凋亡的影响
A、B: 在 SCC15 和 CAL27 细胞中的 circPIP5K1A 干扰效率鉴定; C:细胞活性的检测结果; D:细胞集落的检测结果; E:细胞凋亡的检测结

果;与 si-NC比较: * P ＜ 0. 05
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图 3 沉默 circPIP5K1A对 OSCC细胞凋亡的影响 × 200

A:细胞迁移的检测结果; B:细胞侵袭的检测结果;与 si-NC比较: * P ＜ 0. 05

图 4 沉默 circPIP5K1A对 OSCC细胞中Wnt1 和 β-catenin蛋白表达的影响
A: Western blot法检测 SCC15 细胞中 Wnt1 和 β-catenin的表达; B: Western blot法检测 CAL27 细胞中Wnt1 和 β-catenin的表达;与 si-NC比

较: * P ＜ 0. 05
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图 5 LiCl对已转染 si-circPIP5K1A的 OSCC细胞的细胞活性、集落形成、细胞凋亡、细胞迁移与侵袭的影响
A:细胞活性的检测结果; B:细胞集落的检测结果; C: 细胞凋亡的检测结果; D: 细胞迁移的检测结果 × 200; E: 细胞侵袭的检测结果 ×

200; 1: si-circPIP5K1A; 2: si-circPIP5K1A + LiCl;与 si-circPIP5K1A组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 LiCl能逆转沉默 circPIP5K1A对 OSCC细胞
活性、集落形成、细胞凋亡、细胞迁移与侵袭的作用
与 si-circPIP5K1A 组比较，si-circPIP5K1A + LiCl
组 SCC15 和 CAL27 细胞的细胞活性( 图 5A，tSCC15 =
5. 125，tCAL27 = 5. 837) 、集落形式能力( 图 5B，tSCC15 =
11. 362，tCAL27 = 9. 763 ) 、迁移 ( 图 5D，tSCC15 = 7. 158，
tCAL27 = 8. 693) 与侵袭 ( 图 5E，tSCC15 = 8. 602，tCAL27 =
7. 536) 能力均增强( 均 P ＜ 0. 05) ，凋亡降低( 图 5C，
tSCC15 = 7. 189，tCAL27 = 6. 894) ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

OSCC 是最常见的恶性肿瘤之一，且患者的发
病年龄呈年轻化趋势［1］。OSCC 一般采用手术切除
后辅以放化疗的治疗模式，但目前此类肿瘤的整体

预后较差［2］，其主要原因是 OSCC 细胞具有高速生
长和高速转移的特性。因此，研究 OSCC 细胞的生
长与转移机制对 OSCC的治疗策略的制定具有重要
意义。

circRNAs是一类独特的环状结构的内源性非
编码 RNAs，其在肿瘤的发生和发展过程中发挥着

重要作用［3 － 4］。如: circRNA_100290、circ_0109291
和 circPVT1 等 circRNAs 在 OSCC 组织和细胞中高
表达，抑制其表达能降低 OSCC 细胞增殖与迁
移［9 － 11］。circRNAs 家族成员庞大，在 OSCC 进展
中，有众多具有抑癌或促癌功能的 circRNAs 未被鉴
定。本研究显示 circPIP5K1A 在 OSCC 组织和细胞
中上调表达，而沉默 circPIP5K1A可降低 OSCC细胞
的细胞活力、集落形成、迁移与侵袭并促使细胞凋
亡，这一结果提示，靶向抑制 circPIP5K1A 表达可能
是潜在的 OSCC治疗策略。

Wnt信号传导是由配体蛋白Wnt和膜蛋白受体
结合后而激发的一组信号转导途径，β-catenin 是
Wnt信号通路的主要组成部分。Wnt /β-catenin 信
号通路激活在 OSCC发生和进展中起着重要的促进
作用［12］，并且有已有研究［13 － 14］报道抑制 Wnt /β-
catenin信号活性能抑制 OSCC细胞增殖与转移。本
研究结果显示，沉默 circPIP5K1A 表达能抑制 Wnt /
β-catenin信号通路关键蛋白 Wnt1 和 β-catenin的表
达，因此推测沉默 circPIP5K1A 表达可能通过抑制
Wnt /β-catenin信号活性来发挥对 OSCC 细胞生长
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与转移的抑制作用。为证实这一推测，本研究进一
步采用 Wnt /β-catenin信号激动剂 LiCl 处理已转染
si-circPIP5K1A的 OSCC 细胞，结果显示，LiCl 能部
分逆转沉默 circPIP5K1A对 OSCC细胞的细胞活力、
集落形成、细胞迁移与侵袭的抑制作用和凋亡的促
进作用。以上结果说明，沉默 circPIP5K1A 至少是
部分通过抑制 Wnt /β-catenin 信号活性来发挥抗
OSCC的作用。
另外，circRNAs 通常作为 miRNAs 的内源竞争

RNA ( competing endogenous RNAs，ceRNA ) 来发挥
“miRNA 海绵作用”。本研究对与 circPIP5K1A 具
有直接作用的 miRNAs 并未探讨。另外，本研究中
Wnt /β-catenin 信号通路为 circPIP5K1A 的下游通
路，且 Wnt /β-catenin 信号激动剂 LiCl 并不能完全
逆转沉默 circPIP5K1A 的抗 OSCC 作用，说明沉默
circPIP5K1A依然存在其他具有调节 OSCC 细胞的
细胞活力、集落形成、迁移、侵袭以及细胞凋亡的信
号通路。
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Silencing of circular RNA PIP5K1A reduces the growth and
metastasis of oral squamous cell carcinoma cells
by inhibiting Wnt /β-catenin signaling pathway

Wang Tianxue1，Sun Qiang2，Li Jia1

( 1Dept of Stomatology，School of Medicine，Kaifeng University，Kaifeng 475000;
2Dept of Oral and Maxillofacial Surgery，The First Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450052)

Abstract Objective To study the effect of circular RNA PIP5K1A ( circPIP5K1A) on the growth and metastasis
of oral squamous cell carcinoma ( OSCC ) cells and its possible mechanism． Methods The expression of cir-
cPIP5K1A in OSCC tissues and cells was detected by RT-qPCR． After transfecting si-circPIP5K1A into OSCC
cells，cell viability was measured by CCK-8 assay，colony formation ability was detected by colony formation assay，
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cell apoptosis was detected by flow cytometry with Annexin V-FITC /PI staining，cell migration and invasion were
detected by Transwell assay，and the expression levels of proteins related to Wnt /β-catenin pathway were detected
by Western blot． After treating OSCC cells transfected with si-circPIP5K1A with Wnt /β-catenin signaling agonist
LiCl，cell viability，colony formation，apoptosis，migration and invasion were determined． Results CircPIP5K1A
was up-regulated in OSCC tissues and cells ( P ＜ 0. 05) ． After silencing of circPIP5K1A，the cell viability，colony
formation，migration and invasion in OSCC cells decreased ( all P ＜ 0. 05 ) ，cell apoptosis significantly increased
( P ＜ 0. 05) ，and the expression levels of Wnt1 and β-catenin protein decreased ( P ＜ 0. 05) ． LiCl inhibited the
inhibitory effect of silencing circPIP5K1A on the growth and metastasis of OSCC cells ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion
Silencing of circPIP5K1A can inhibit the growth and metastasis of OSCC cells by inhibiting the Wnt /β-catenin sig-
naling pathway．
Key words circPIP5K1A; oral squamous cell carcinoma; Wnt /β-catenin signaling pathway
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七叶皂苷钠对胆管结扎诱导的肝纤维化作用研究
王玮琛，周大臣，崔 笑，侯 辉，张 彬

摘要 目的 探究七叶皂苷钠( SA) 对胆管结扎诱导的肝纤
维化作用机制。方法 54 只雄性 SD 大鼠随机均分为:假手
术组( Sham组) 仅行开关腹，术后每日注射等量生理盐水、生
理盐水组( OJ 组) 行胆管结扎后术后每日注射等量生理盐
水、SA 组 ( SA 组 ) 行胆管结扎后术后每日注射 SA 3. 6
mg /kg。通过 ELISA测定各组大鼠血清中丙氨酸氨基转移
酶( ALT) 、天冬氨酸氨基转移酶( AST) 、总胆红素( TBIL) 的
水平。HE及 Masson染色观察大鼠肝脏形态结构和胶原纤
维的改变。免疫荧光检测Ⅰ、Ⅲ型胶原。免疫组化及 West-
ern blot检测 eIF-4E、P-4EBP1 蛋白表达。结果 OJ 组大鼠
肝脏结构紊乱，血清中的 ALT、AST、TBIL水平上升，Ⅰ、Ⅲ型
胶原增多，eIF-4E、P-4EBP1 在肝细胞中表达减少。SA 干预
的大鼠血清中 ALT、AST、TBIL较 OJ组下降，大鼠肝脏中Ⅰ、
Ⅲ型胶原表达减少且上调 OJ 组大鼠肝细胞中原本下调的
P-4EBP1、eIF-4E。结论 七叶皂苷钠可以通过促进肝细胞
中的 4EBP1 的磷酸化及 eIF-4E的激活保护肝细胞从而减少
了肝纤维化。
关键词 eIF-4E; P-4EBP1;胆管结扎;肝纤维化;七叶皂苷钠
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梗阻性黄疸( obstructive jaundice，OJ) 是由于胆
管管壁堵塞或胆管狭窄所致的急性胆汁胆管淤积症

而引起的一种全身性的机体病理或生理功能改变，

是一种临床常见症状［1］，且对肝脏损伤最严重，易

引起肝纤维化肝硬化。OJ 常见的病因主要是胆管
结石、胆管恶性肿瘤、胰头部恶性肿瘤等［2］。真核
细胞翻译起始因子 4E ( eukaryotic translation initia-
tion factor 4E，eIF-4E) 是真核细胞翻译起始因子，广
泛分部于细胞质与细胞核中，可与 mRNA 5’端 7-甲
基鸟苷( 7-methylguanosine，m7G) 帽状结构特异性结
合，从而介导翻译，其在多种疾病中起到调节作

用［3］。肝纤维化的疾病进程中受到了多种蛋白的
调控，但是 eIF-4E 是否参与了 OJ 所引起的肝纤维
化过程，目前并不清楚。
七叶皂苷钠( soudium aescate，SA) 具有消炎、减

少渗出、改善水肿等作用［4］，对急性肺损伤、肺纤维
化及急性肝损伤有保护作用［5 － 6］。但 SA 对 OJ 引
起的肝纤维化的作用尚未见报道。因此，该研究以
大鼠为实验对象，进而验证 SA 对梗阻性黄疸所引
起的肝纤维化病理生理过程的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 54 只雄性、健康、适龄的 SD 大
鼠，体质量 200 ～ 250 g，购自安徽医科大学动物实验
中心，动物使用许可证号为 SYXK( 皖) 2020 － 001。
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