
testing at 2，4，8，12 weeks． Ｒesults All the 24 rabbits were in analysis and no injection and diapyesis was found
around the incision． At 12 weeks after operation，new bone formation significantly increased in the TACS@ EG-
HBC /pBMP4 /G treatment． It demonstrated significant increase in BMC and BMD values( P ＜ 0. 05) compared to
the other two groups at 2，4，8 and 12 weeks． X-ray also showed the reunion of bone marrow cavity at 12 weeks．
HE staining: new bone trabecula interconnected turnedinto lamellar bone． Immunohistochemistry: protein BMP4
staining with brown color was apparent． It also showed the bending stiffness of regenerated new bones at 12 weeks
have no statistical differences compared with the normal radius． Conclusion TACS@ EG-HBC /pBMP4 /G is biose-
curity and can be used to repair bone defect．
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网络出版时间: 2017 － 9 － 8 12: 37 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170908． 1237． 009． html

PJA1 及 miＲ-130a 基因在口腔肿瘤组织中的表达及相关性分析
许旭东，王银龙，朱友明，汪 聪

摘要 目的 研究 PJA1 及 miＲ-130a 在口腔肿瘤组织中的

表达情况，明确对肿瘤细胞迁移增殖的影响，并探究两种基

因之间的相互作用。方法 收集 15 组口腔肿瘤及其瘤旁组

织，提取组织内 ＲNA，应用 qＲT-PCＲ 法检测组织中 PJA1 及

miＲ-130a 的表达情况; 构建 PJA1 过表达、miＲ-130a 过表达

及两者同时过表达的口腔肿瘤细胞株 SCC-3，应用 MTT 实验

和 Wound scratch assay 实验分别检测细胞增殖与迁移的影

响。结果 qＲT-PCＲ 结果表明 PJA1 在口腔肿瘤组织中的

表达明显低于瘤旁组织( P ＜ 0. 05) ，miＲ-130a 在口腔肿瘤组

织中的表达明显高于瘤旁组织( P ＜ 0. 05 ) ; MTT 和 Wound
scratch assay 实验结果表明 PJA1 过表达可以抑制肿瘤细胞

的增殖与迁移，miＲ-130a 过表达可以促进肿瘤细胞的增殖

与迁移，两者同时过表达 PJA1 可以抑制 miＲ-130a 促进肿瘤

细胞增殖与迁移的能力。结论 PJA1 在口腔肿瘤组织中低

表达，具有抑制肿瘤细胞增殖和迁移的能力; miＲ-130a 在口

腔肿瘤组织中高表达，具有促进肿瘤细胞增殖和迁移的能

力; miＲ-130a 可能通过抑制了 PJA1 从而促进肿瘤细胞的增

殖和迁移。
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部分，被认为是一种基因分子疾病，可能受到体内外

多种因素的调控，其细胞形态、组织结构非常复杂。
目前临床上多以手术切除为主，但是因解剖部位的

特殊，术后继发畸形影响面貌、功能及身心健康。随

着分子生物学的发展，对于肿瘤的研究也踏入了基

因水平，寻找口腔肿瘤相关基因，通过基因治疗可以

有针对性的、特异性的诊治口腔肿瘤。PJA1 是一种

肿瘤抑制基因，被证实可以诱导宫颈癌 Hela 细胞的

凋亡［1］; miＲ-130a 定位于染色体 11q12. 1 上，在多

种肿瘤组织中表达增高［2 － 5］。目前，关于 PJA1 及

miＲ-130a 在口腔肿瘤组织中的表达及两者之间的

作用研究较少。该研究取 15 组口腔肿瘤和瘤旁组

织，检测 PJA1 及 miＲ-130a 的表达水平，同时检测

PJA1 及 miＲ-130a 对肿瘤细胞的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞及培养条件 人口腔肿瘤细胞株 SCC-
3 及病毒包装所用 293T 细胞由安徽医科大学口腔

实验室提供。细胞培养在含 10% 胎牛血清、青霉

素、链霉素的 DMEM 培养基中，置于 5% CO2、饱和

湿度、37 ℃培养箱内。
1． 1． 2 标本组织来源 收集 2015 年 1 月 ～ 10 月

安徽医科大学附属口腔医院口腔颌面外科术中切除

的口腔肿瘤组织及瘤旁组织 15 组。所有病例未做

过局部扩大切除手术，已通过病理学检查证实，并且

术前未接受放射治疗、化学药物治疗等，无其他疾

病。将切除后的组织置于冻存管内，立即放置在液
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氮罐中保存。同时记录标本组织的详细资料。
1． 1． 3 菌种和载体 E． coli DH5α 菌株由安徽医科

大学口腔实验室保存; 实验所使用的慢病毒包装系

统是 4 质粒包装系统，包括 1 个慢病毒表达载体和

3 个慢病毒包装载体 ( 中国科学技术大学提供) 。
miＲ-130a mimics 由上海吉玛制药技术有限公司合

成。
1． 1． 4 试剂与仪器 DMEM 培养基( 美国 Gibco 公

司) ; 10%胎牛血清( 美国 HyClone 公司) ; 逆转录反

应试剂盒、QＲT 反应试剂盒( 日本 TaKaＲa 公司) ; 质

粒提取试剂盒( 美国 Axygen 公司) ; ＲNA 抽提试剂、
细胞裂解液( 上海碧云天生物技术有限公司) ; 24
孔、12 孔、6 孔板( 美国 Corning Costar 公司) ; 培养箱

( 德国 Heraus 公司) ; 超净工作台( 苏州净化设备公

司) ; 倒置显微镜 ( 德国 Lecia 公司) ; PCＲ 扩增仪

( 英国 Techne 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 PJA1 的设计合成及扩增 在 Pubmed 上检

索人源性 PJA1 的 CDS 序列后，通过 Primer 5. 0 软

件设计出 PJA1 的基因引物序列，上游基因引物序

列 为 5'-GCGAATTCCAATGGGTCAGGAATCTAGCA-
AGCCT-3'，下游基因引物序列为 5'-GCGGATCCT-
TAGAGTGGGGGAGGGAACATGCA-3'。引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。PCＲ 反应

包括: 模板 DNA 1 μl，上游引物 1 μl，下游引物 1
μl，2 × Pfu PCＲ Maste Mix 15 μl，用超纯水补齐总体

积为 30 μl。在 PCＲ 仪上进行 PCＲ 反应。将反应产

物置于琼脂糖凝胶行电泳实验，在紫外监测仪上观

察电泳结果，回收条带。
1． 2． 2 质粒的构建 用设计的限制性内切酶，37
℃水浴酶切相应 DNA 片段和载体，将产物进行琼脂

糖凝胶电泳，回收后的酶切产物和载体用 T4 连接酶

连接 1 h，完成含 PJA1 基因的质粒构建，然后转入

E． coli DH5α 菌中，涂琼脂糖板，第 2 天挑点摇菌

( 摇床 37 ℃、200 r /min) ，最后通过手抽酶切验证，

测序获得含有 PJA1 片段载体的大肠杆菌 DH5α 菌

株。
1． 2． 3 慢病毒包装 2 μg PLKO． 1 空载或 PLKO．
1-PJA1、2 μg pＲEV、2 μg pGag 和 1 μg pVSVG 转染

入 293T 细胞中，用纯 DMEM 培养基培养 6 h 后更换

含有 20%胎牛血清的 DMEM 培养基，培养 24 h 后，

收集培养基上清液，使用 0. 45 μm Millipore 一次性

针头式过滤器过滤。
1． 2． 4 病毒感染 过滤后含有病毒的上清液分别

感染 SCC-3 细胞，同时加入 4 μg /ml 聚凝胺，37 ℃
孵育 24 h 后更换含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基

培养并加入 5 μg /ml 嘌呤霉素盐酸盐，24 h 后筛选

细胞。
1． 2． 5 Wound scratch assay 实验 实验分为 4 组:

空载对照组、PJA1 过表达组、miＲ-130a 过表达组及

PJA1 + miＲ-130a 同时过表达组，将细胞密度为 5 ×
105 /ml 的 SCC-3 细胞铺于 6 孔板 ，加入含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养液，24 h 后长至 90%后均匀划出

2 条划痕，细胞用 Hochest 染色后，0、48 h 时在荧光

显微镜下观察划痕两侧细胞向中间生长的情况，同

时拍照记录。
1． 2． 6 MTT 实验 将 SCC-3 细胞分为空载对照

组、PJA1 过 表 达 组、miＲ130a 过 表 达 组 及 PJA1 +
miＲ-130a 同时过表达组 4 组，以 2 000 个 /孔均匀接

种于 96 孔板，每孔加入 200 μl 培养基培养，每组设

3 个复孔，待细胞贴壁后，按时间梯度加入药物，加

入 20 μl MTT 溶液( 终浓度为 5 g /L) ，37 ℃孵育 4 h
后吸 走 上 清 液，每 孔 加 入 DMSO 150 μl，震 荡 10
min，用酶联免疫监测仪测定各孔吸收值，绘制细胞

生长柱状图。
1． 2． 7 qＲT-PCＲ 检测 PJA1 及 miＲ-130a mＲNA 的

表达水平 取 100 mg 冻存的口腔肿瘤组织及瘤旁

组织，TＲIzol 法提取总 ＲNA，后进行逆转录得到 cD-
NA，－ 20 ℃保存备用。qＲT-PCＲ 法检测 PJA1 基因

及 miＲ-130a 基因 mＲNA 的相对表达水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行

分析，所有数据用 珋x ± s 表示，多组数据间的分析采

用单因素方差分析及 q 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 PJA1 及 miＲ-130a 载体在 SCC-3 细胞株中的

表达 应用 qＲT-PCＲ 法分别检测空载对照组、PJA1
过表达组、miＲ-130a 过表达组及 PJA1 + miＲ-130a
同时过表达组 4 组 SCC-3 细胞株中 miＲ-130a 基因

mＲNA 的表达水平相对于空载对照组 SCC-3 细胞株

中的表达水平。miＲ-130a 过表达组及 PJA1 + miＲ-
130a 同时过表达组 SCC-3 细胞株中 miＲ-130a 基因

mＲNA 的表达水平高于空载对照组 SCC-3 细胞株

( 图 1A) ，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，表明过表

达 miＲ-130a 的 SCC-3 细胞株中过表达 miＲ-130a 成

功，可用于后续实验。
Western blot 法分别检测空载对照组、PJA1 过
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表达组、miＲ-130a 过表达组及 PJA1 + miＲ-130a 同

时过表达组 SCC-3 细胞株中 PJA1 的蛋白表达水

平，图 1B 显示 PJA1 过表达组及 PJA1 + miＲ-130a
同时过表达组中检测到 flag-PJA1 的表达，表明过表

达 flag-PJA1 的 SCC-3 细胞株中过表达 flag-PJA1 成

功，可用于后续实验。

图 1 miＲ-130a 和 PJA1 在 SCC-3 细胞株中的表达

A: 各组 SCC-3 细胞株中 miＲ130-a mＲNA 的相对表达水平; B: 各

组 SCC-3 细胞株中 PJA1 的蛋白表达水平; 1: 空载对照组; 2: PJA1 过

表达组; 3: miＲ-130a 过表达组; 4: PJA1 + miＲ-130a 同时过表达组; 与

空载对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 PJA1 及 miＲ-130a 对细胞迁移的影响 通过

划痕实验可以看出，当培养口腔肿瘤 SCC-3 细胞株

48 h 后空载对照组与 PJA1 过表达组、miＲ-130a 过

表达组及 PJA1 + miＲ-130a 同时过表达组比较，过表

达 PJA1 后细胞迁移速度低于空载对照组，miＲ-130a
过表达组向中间迁移速度高于空载对照组，但是在

过表达 miＲ-130a 的同时过表达 PJA1，SCC-3 细胞的

迁移速度明显较 miＲ-130a 过表达组慢，三组与空载

对照组比较均差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结果

表明 PJA1 过表达可抑制细胞的迁移能力，miＲ-130a
过表达可促进细胞的迁移能力，两者同时过表达

PJA1 抑制了 miＲ-130a 对于细胞迁移能力的促进作

用，说明 miＲ-130a 可能通过抑制了 PJA1 促进 SCC-
3 细胞的迁移能力。见图 2。
2． 3 PJA1 及 miＲ-130a 对细胞增殖的影响 通过

MTT 实验检测空载对照组与 PJA1 过表达组、miＲ-
130a 过表达组及 PJA1 + miＲ-130a 同时过表达组

SCC-3 细胞株增殖能力。在培养 SCC-3 细胞株 48 h
后，PJA1 过表达组较空载对照组细胞增殖能力明显

降低，miＲ-130a 过表达组较空载对照组细胞增殖能

力则明显升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 而两

者同时过表达 PJA1 抑制了 miＲ-130a 对于细胞增殖

能力的促进作用，说明 miＲ-130a 可能通过抑制了

PJA1 促进 SCC-3 细胞的增殖能力。见图 3。

图 2 PJA1 及 miＲ-130a 对肿瘤细胞迁移能力的影响

Hochest 染色 × 100

1: 空载对照组; 2: PJA1 过表达组; 3: miＲ-130a 过表达组; 4: PJA1

+ miＲ-130a 同时过表达组

图 3 PJA1 及 miＲ-130a 对肿瘤细胞增殖能力的影响

1: 空载对照组; 2: PJA1 过表达组; 3: miＲ-130a 过表达组; 4: PJA1

+ miＲ-130a 同时过表达组; 与空载对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜

0. 01

2． 4 PJA1 及 miＲ-130a 在标本组织中的表达 在

15 对口腔肿瘤组织和瘤旁组织中通过 qＲT-PCＲ 法

检测 PJA1 基因 mＲNA 的表达水平，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 05) 。11 例瘤旁组织 PJA1 基因 mＲNA
的表达水平均高于肿瘤组织，2 例瘤旁组织 PJA1 基

因 mＲNA 的表达水平相较肿瘤组织变化不大，2 例

瘤旁组织 PJA1 基因 mＲNA 的表达水平则低于相应

的肿瘤组织。表明在口腔肿瘤组织中，PJA1 基因的

表达水平呈现下调趋势，见图 4。
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图 4 口腔肿瘤组织及瘤旁组织中 PJA1 的表达

1 ～ 15: 口 腔 肿 瘤 和 瘤 旁 组 织 标 号; 与 瘤 旁 组 织 比 较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

同样检测标本中 miＲ-130a 基因 mＲNA 的表达

水平，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。11 例瘤旁组

织 miＲ-130a 基因 mＲNA 的表达水平均低于相应的

肿瘤组织，2 例瘤旁组织 miＲ-130a 基因 ＲNA 的表

达水平相较肿瘤组织变化不大，2 例瘤旁组织 miＲ-
130a 基因 ＲNA 的表达水平则高于肿瘤组织。表明

在口腔肿瘤组织中，miＲ-130a 基因的表达水平呈现

上调趋势，见图 5，同时表明肿瘤组织和瘤旁组织中

miＲ-130a 与 PJA1 的表达水平呈相反趋势。

图 5 口腔肿瘤组织及瘤旁组织中 miＲ-130a 的表达

1 ～ 15: 口腔肿瘤和瘤旁组织标号; 与瘤旁组织相比较: * P ＜
0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

和全身肿瘤一样，口腔肿瘤的病因与发病条件

至今仍然被认为是一个非常复杂的问题。大多数人

接受“癌瘤病因综合作用的概念”。近年来随着分

子生物学研究的发展，很多学者指出: 肿瘤是一种基

因分子疾病［6］。研究［7 － 8］证明，在组织细胞中存在

一些癌基因和抑癌基因，如果激活癌基因或者使抑

癌基因的失活都可以导致肿瘤发生。较为经典的治

疗方法是以手术切除为主，如果是恶性肿瘤还可以

采用三联疗法: 即手术 + 放疗 + 化疗，但是这些传统

方法对患者的身体和心里健康影响较大，后遗症也

较多，使患者的生活质量下降，临床上迫切需要新的

治疗手段。基因治疗引起了广泛的重视，从基因水

平寻找方法，将外源性的基因导入体内使致病基因

失活或者取代致病基因等方法有着非常重要的临床

意义［9］。
研究［10 － 12］表明，miＲ-130a 通过一定的信号转

导通路促进了肝癌细胞上皮间充质转化的发生，使

肝癌细胞的迁移能力增加。Chen et al［13］研究发现，

miＲ-130a 能下调抗血管生成因子( 生长终止特异性

同源盒基因和同源异型基因 A5 ) 的表达，从而促进

肿瘤血管的生长。PJA1 基因编码一种泛素连接酶，

又称 E3 泛素蛋白连接酶，位于 X 染色体上。PJA1
可以 通 过 caspase 通 路 促 进 宫 颈 癌 Hela 细 胞 凋

亡［1］。
本研究中 MTT 和 Wound scratch assay 实验结果

表明 PJA1 过表达可以抑制肿瘤细胞的增殖与迁

移，miＲ-130a 过表达可以促进肿瘤细胞的增殖与迁

移，两者同时过表达 PJA1 可以抑制 miＲ-130a 促进

肿瘤细胞增殖与迁移的能力。提示 PJA1 及 miＲ-
130a 参与口腔肿瘤的发生及发展，通过一定的机制

对口腔肿瘤细胞周期的调控，影响了肿瘤细胞的迁

移和生长，miＲ-130a 可能抑制了 PJA1 对肿瘤细胞

的作用。同时，在检测的 15 对口腔肿瘤组织中有

11 对 PJA1 基因呈相对低表达，而这 11 例肿瘤组织

miＲ-130a 基因呈相对高表达，肿瘤组织和瘤旁组织

中 miＲ-130a 与 PJA1 的表达水平呈相反趋势，提示

miＲ-130a 可能通过调控 PJA1 影响口腔肿瘤的发

生。表明口腔肿瘤的发生可能是一个多种因素共同

作用形成的复杂过程，不是一种基因调控细胞的增

殖与迁移，是多种基因综合产生的结果。
综上所述，PJA1 在口腔肿瘤组织中表达是下调

的，miＲ-130a 口腔肿瘤组织中表达是上调的，在口

腔肿瘤的发生发展中发挥重要作用，可能影响肿瘤

细胞的增殖、生长和迁移等生物学过程。本研究显

示，在口腔肿瘤细胞中可能由于 miＲ-130a 的高表达

抑制了 PJA1 的表达，但是这其中的信号转导通路

及具体机制尚未阐明，还需要大量的基础研究。本

研究为进一步探讨 PJA1 及 miＲ-130a 在口腔肿瘤中

的作用机制提供了一定的理论基础。
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Expression of PJA1 and miＲ-130a
in oral tumor tissue and their correlation

Xu Xudong，Wang Yinlong，Zhu Youming，et al
( Dept of Oral and Maxillofacial Sugery，The Affiliated Stomatological

Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the expression level of PJA1 and miＲ-130a in oral tumor tissue and to determine
the effect on tumor cell migration and proliferation，and to explore the interaction between the two genes． Methods
15 groups of oral tumor and adjacent tissues were collected and their mＲNA was extracted． The expression level

of PJA1 and miＲ-130a was detected by qＲT-PCＲ． Overexpression of PJA1，overexpression of miＲ-130a，overex-
pression of both PJA1 and miＲ-130a in SCC-3 were constructed． The effect of cell proliferation was examined by
MTT assay，and the effect of cell migration was determined through Wound scratch assay． Ｒesults qＲT-PCＲ re-
vealed that the expression of PJA1 in oral tumor tissues was obviously lower than that in adjacent tissues ( P ＜
0. 05) ，the expression of miＲ-130a in oral tumor tissues was significantly higher than that in adjacent tissues( P ＜
0. 05) ． MTT and Wound scratch assay demonstrated that overexpression of PJA1 could inhibit the proliferation and
migration of SCC-3，overexpression of miＲ-130a could promote the proliferation and migration of SCC-3． PJA1
could inhibit the ability of miＲ-130a to promote the proliferation and migration of SCC-3 when both of them were
overexpressed at the same time． Conclusion The expression level of PJA1 is down-regulated in oral tumor tissues，
PJA1 can inhibit tumor cell proliferation and migration． The expression level of miＲ-130a is up-regulated in oral
tumor tissues，miＲ-130a can promote tumor cell proliferation and migration． MiＲ-130a may promote oral tumor cell
proliferation and migration by inhibiting PJA1．
Key words oral tumor; PJA1; miＲ130a; proliferation; migration

·6261· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Nov; 52( 11)


