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·基础研究·

MiR⁃520b调控Wnt/β⁃catenin信号通路
促进舌鳞状细胞癌侵袭转移
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【摘要】 目的 研究miR⁃520b在舌鳞状细胞癌（TSCC）中的表达，探讨其在TSCC侵袭转移过程

中的作用及分子机制。方法 实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）检测TSCC组织及细胞系中miR⁃

520b的表达；沉默或过表达TSCC细胞株 SCC⁃9和UM1中miR⁃520b的表达后，实时荧光定量PCR检

测细胞上皮-间质转化（EMT）相关基因表达；Transwell小室验证细胞侵袭转移能力改变；TOP/FO双

荧光素酶报告基因系统、实时荧光定量PCR、Western blot等检测miR⁃520b表达对Wnt/β⁃catenin信号

通路的影响；生物信息学、Western blot及双荧光素酶实验验证miR⁃520b调控Wnt/β⁃catenin信号通路

的潜在靶基因 Dickkopf 1（DKK1）。使用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析，样本均数间比较采用

Student′s t检验。结果 与正常相邻组织（2.59±1.43）相比，miR⁃520b相对表达量在TSCC组织中显著

上调（5.28 ± 1.63），差异有统计学意义（t= 16.04，P= 0.0005），并且与患者中更具侵袭性的TSCC表型

正相关（5.81 ± 0.74 vs. 3.08 ± 0.89，t = 12.11，P = 0.0011）；过表达miR⁃520b促进 TSCC细胞侵袭转移

（SCC⁃9：110.8 ± 17.8 vs. 74.7 ± 9.8，tSCC⁃9 = 32.58，PSCC⁃9 = 0.0011；UM1：178.8 ± 39.7 vs. 90.3 ± 22.5，tUM1 =
99.67，PUM1 = 0.0002），低表达则相反（SCC⁃9：74.7 ± 9.8 vs. 30.9 ± 7.8，tSCC⁃9 =-31.47，PSCC⁃9 = 0.0024；UM1：
90.3 ± 22.5 vs. 35.7 ± 10.6，tUM1 =-37.89，PUM1 = 0.0019）；此外，过表达miR⁃520b可靶向抑制DKK1，进而

激活Wnt/β⁃catenin信号通路，促进TSCC细胞上皮-间质转化。结论 MiR⁃520b在TSCC中高表达，可

能通过抑制DKK1增强Wnt/β⁃catenin信号通路，促进TSCC侵袭转移。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of miR ⁃ 520b in tongue squamous cell
carcinoma（TSCC）and explore its role and molecular mechanism in the invasion and metastasis of TSCC.
Methods Real time quantity polymerase chain reaction（RT⁃qPCR）was used to detect the expression of
miR ⁃ 520b in different tongue squamous cell carcinoma tissues and cell lines. After silencing or over ⁃
expressing miR⁃520b in tongue squamous cell carcinoma cell lines SCC⁃9 and UM1，RT⁃qPCR was used to
detect the expression of EMT ⁃ related genes；transwell assay was used to verify cell invasion；dual
luciferase assay，RT⁃qPCR，Western blot，etc. were used to detect the effect of miR⁃520b expression in
Wnt/β ⁃ catenin signaling pathway；bioinformatics，Western blot，and dual luciferin enzyme experiments
verified that miR⁃520b regulated the potential targeted gene Dickkopf 1（DKK1）in Wnt/β⁃catenin signaling
pathway. SPSS statistics 21.0 was used for analysis，and student′s t test was used for comparison between
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侵袭转移是癌的十大特征之一，也是导致癌症

患者死亡的主要原因［1］。据统计，原发癌只引起约

10%的癌症患者死亡，而 90%的癌症患者最终死于

肿瘤的侵袭转移［1 ⁃ 2］。因此，了解舌鳞状细胞癌

（tongue squamous cell carcinoma，TSCC）侵袭转移的

分子调控机制对TSCC的治疗至关重要。微小RNA
（microRNA，miRNA）是一类长度约为22个核苷酸的

小分子非编码RNA，主要在转录后水平调控靶基因

的表达［3］。越来越多的研究证实，miRNA在肿瘤侵

袭转移的过程中起着非常重要的调控作用［3 ⁃ 5］。

miRNA可通过不同信号通路调控细胞上皮-间质转

化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）影响肿瘤

的恶性进展，改变其表达可以逆转EMT和肿瘤恶性

表型，进而可能达到治疗的目的［6⁃7］。因而，深入研

究miRNA在肿瘤侵袭转移过程中的作用及分子机

制，可望为肿瘤侵袭转移的治疗和干预提供实验依

据。研究发现，miR⁃520b在不同肿瘤中呈现差异性

表达，并与肿瘤的侵袭转移密切相关［8 ⁃ 10］。然而，

miR⁃520b在 TSCC中的表达和机制功能尚不清楚。

因此，本研究旨在阐明miR⁃520b在TSCC中的表达，

并探讨其在TSCC侵袭转移过程中的作用及分子机

制，为进一步阐明 TSCC侵袭转移的机理提供新的

思路。

材料与方法

一、一般资料

收集深圳市人民医院口腔颌面外科 2018—
2019年经住院手术切除的 TSCC组织及相应癌旁

2 cm外的正常口腔黏膜组织 52例，其中男 33例、女

19例，年龄 35 ~ 72岁，平均 54.5岁。按国际抗癌联

盟（UICC 2003）对TSCC的临床分期标准进行分类，

其中：Ⅰ期17例、Ⅱ期21例、Ⅲ期14例。按WHO病

理学分级，其中：高分化鳞状细胞癌30例、中分化鳞

状细胞癌 17例、低分化鳞状细胞癌 5例。术后病理

及病理科医师重新切片确诊颈淋巴结转移29例、无

颈淋巴结转移23例。

1. 纳入标准：（1）肿瘤原发部位为舌体；（2）病

例实施了TSCC扩大切除根治术及同侧颈淋巴清扫

术；（3）术后病理诊断为TSCC；（4）病例术前均未接

受过局部或全身的放射或化学等相关抗肿瘤治疗；

（5）病例经病理科医生重新切片核实为TSCC。
2. 排除标准：（1）TSCC复发或再发患者；（2）临

床资料不完整病例。

本实验获深圳市人民医院医学伦理委员会批

准（批准号：LL⁃KY⁃2020054），患者均知情同意并签

署知情同意书。

二、主要试剂和仪器

1. 试剂：DMEM/F12 培养基、澳洲胎牛血清

（fetalbovine serum，FBS）（Gibco，美国）；磷酸盐缓冲

液（PBS；pH7.2，Hyclone，美国）；青链霉素混合液（北

京 索 莱 宝）；Lipofecta mineTM 2000、OPTI MEM I
（Invitrogen，美国）脂质体 2000、总 RNA 抽提试剂

Trizol（Invitrogen，美国）；mirVanaTM microRNA提取试

剂盒（Ambion，美国）；miR⁃520b mimics：5′⁃CCCUCUA
AAAGGAAGCACUUU⁃3′、miR⁃520b inhibitor：5′⁃CC
CUCUAAAAGGAAGCACUUU⁃3′、β⁃catenin⁃siRNA：

groups. Results Compared with normal adjacent tissues，miR ⁃ 520b was significantly up ⁃ regulated in
TSCC tissues（5.28 ± 1.63 vs. 2.59 ± 1.43，t =- 16.04，P = 0.0005），and was significantly positively
correlated with the more aggressive TSCC phenotype in patients（5.81±0.74 vs.3.08±0.89，t = 12.11，P =
0.0011）；overexpression of miR⁃520b promoted invasion and metastasis of TSCC cells（SCC⁃9：110.8±
17.8 vs. 74.7±9.8，tSCC ⁃ 9 = 32.58，PSCC ⁃ 9 = 0.0011；UM1：178.8±39.7 vs. 90.3±22.5，tUM1 = 99.67，PUM1 =
0.0002），while low expression on the contrary suppressed（SCC⁃9：74.7±9.8 vs. 30.9±7.8，tSCC⁃9 = -31.47，
PSCC⁃9 = 0.0024；UM1：90.3±22.5 vs. 35.7±10.6，tUM1 =-37.89，PUM1 = 0.0019）. In addition，overexpression
of miR⁃520b inhibited DKK1（negative regulator of Wnt/β⁃catenin signaling pathway），thereby activating
the Wnt/β ⁃ catenin signaling pathway and promoting epithelial ⁃mesenchymal transition（EMT）of TSCC
cells. Conclusions MiR ⁃ 520b is highly expressed in TSCC，which may promote the invasion and
metastasis of TSCC by inhibiting DKK1 and activating the Wnt/β⁃catenin signaling pathway.

【Key words】 Carcinoma，squamous cell； Tongue； Neoplasm invasiveness； MiR⁃520b； Wnt/β⁃

catenin； DKK1
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5′⁃UGGUUGCCUUGCUCAACAA⁃3′、TCF4 ⁃siRNA：

5′⁃AAGUCCGAGAAAG GAAUCUGA⁃3′、Dickkopf 1
（DKK1）⁃ siRNA：5′ ⁃GAAUAUGUGUGUCUUCUGAU
U⁃3′（上海吉玛制药技术有限公司）；β ⁃catenin、

DKK1 一抗（CST，美国）；a⁃Tubulin 一抗（Sigma，美
国）；p84一抗（Abcam，英国）；IgG二抗（CST，美国）；

Anti⁃Rabbit二抗（Abcam，英国）；双荧光素酶报告基

因检测试剂盒（Promega，美国）；反转录试剂盒

（TaKaRa，日本）；RIPA 裂解液、蛋白酶抑制剂

PMSF、核蛋白抽取试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂

盒、SDS⁃PAGE蛋白上样缓冲液、SDS⁃PAGE凝胶配

置试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；Matrigel
基质胶（BD，美国）。

2. 仪器：CO2培养箱（Thermo，美国），电热恒温

水浴锅（上海齐欣科学仪器有限公司），ChemiDoc
XRS+化学发光成像系统（Bio⁃Rad，美国），倒置生物

显微镜（Nikon，日本），Mx3000P实时荧光定量聚合

酶链反应（PCR）仪（Stratagene，美国），全自动倒置荧

光显微镜（ZEISS，美国），转膜仪（Bio⁃Rad，美国）。

三、实验方法

1. 细胞培养：人正常舌黏膜上皮细胞（normal
tongue squamous cell，NTSC）为原代培养，主要方法

为将收集的舌上皮组织用含 1%青/链霉素的 D⁃
HANKS液中反复冲洗，眼科剪小心去除黏膜下多余

组织，置于DispaseⅡ中性酶，4 ℃消化 16 ~ 18 h，终
止消化，眼科镊小心分离上皮和上皮下组织，

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗上皮组织 3次，

眼科剪剪碎上皮组织，0.25%胰蛋白酶 37 ℃恒温消

化 15 min，加入 5 mL完全培养基终止消化，吹打均

匀后，1000 r/min离心4 min（离心半径9.8 cm），弃上

清，培养于含10% FBS的DMEM/F12培养液中。

人TSCC细胞系SCC⁃9、SCC⁃15、SCC⁃25、UM1和
UM2均受赠于广东省口腔医学重点实验室。复苏

后的 SCC⁃9、SCC⁃15、SCC⁃25、UM1、UM2和NTSC分

别培养于含 10% FBS的DMEM/F12培养液中，置于

孵育箱中（37 ℃、5% CO2）常规培养，每隔 24 h换液

1次，取对数生长期细胞用于实验。

2. 实时荧光定量聚合酶链反应：按 Trizol操作

说明提取 TSCC组织及细胞系中总RNA，mirVanaTM

microRNA提取试剂盒提取miRNA，目的基因引物

序列（表 1）由上海生工生物工程有限公司设计合

成，分别以U6和GAPDH作为内参，对目的基因进行

扩增，实时荧光定量PCR反应条件为：95 ℃ 3 min预

变性→95 ℃ 12s 变性→62 ℃ 30 s退火→72 ℃ 30 s
延伸，共 40个循环→72 ℃ 5 min终末延伸，每个目

的基因3个复管。

3. MiR⁃520b inhibitor和mimics转染：接种对数

期的 SCC⁃9和UM1细胞于 6孔板中（每孔约 4 × 105

个细胞），按照转染试剂盒 Lipofectamine 2000操作

说明分别转染miR⁃520b inhibitor、mimics和随机无

意义序列，建立miR⁃520b沉默、miR⁃520b过表达和

对照组，进行后续检测。

4. Western blot：细胞转染完成后，PBS洗涤3次，

RIPA细胞裂解液4 ℃处理细胞，并用胞浆/核蛋白提

取试剂盒提取蛋白，BCA试剂盒测定浓度，然后以

每泳道 30 μg总蛋白进行上样、电泳、转至PVDF膜

上，5%脱脂奶室温封闭 1 h，与相应一抗（1∶1000）
4 ℃孵育过夜，TBST洗涤 3次，二抗（1∶2000）室温

孵育 1 h，电化学发光液显色、曝光、Alpha凝胶成像

系统拍照。

5. Transwell侵袭实验：基质胶 4 ℃冻存 24 h变

成液态后，以无血清培养基和基质胶按1∶5稀释，加

表1 实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）检测引物序列

基因

miR⁃520b

U6

E⁃cadherin

CK18

N⁃cadherin

Vimentin

C⁃myc

LEF1

CCND1

CD44

MMP⁃7

DKK1

GAPDH

引物序列

上游：5′⁃AAAGTGCTTCCTTTTAGAGGG⁃3′
下游：5′⁃GCGAGCACAGAATTAATACGAC⁃3′
上游：5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′
下游：5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′
上游：5′⁃GACCGGTGCAATCTTCAAA⁃3′
下游：5′⁃TTGACGCCGAGAGCTACAC⁃3′
上游：5′⁃AAGGCCTACAAGCCCAGATT⁃3′
下游：5′⁃CACTGTGGTGCTCTCCTCAA⁃3′
上游：5′⁃GTGCCATfAGCCAAGGGAA⁃3′
下游：5′⁃GCGTTCCTGTTCCACTCATAGGAG⁃3′
上游：5′⁃TTCTTCCCTGAACCTGAGAGA⁃3′
下游：5′⁃GAGTGGGTGTCAACCAGAGG⁃3′
上游：5′⁃TCAAGAGGCGAACACACAAC⁃3′
下游：5′⁃GGCCTTTTCATTGTTTTCCA⁃3′
上游：5′⁃CACTGTAAGTGATGAGGGGG⁃3′
下游：5′⁃TGGATCTCTTTCTCCACCCA⁃3′
上游：5′⁃TTCTGCCTTTGATGTTAC⁃3′
下游：5′⁃AGGCTGAATCAATGTCTT⁃3′
上游：5′⁃AGTCCCTGGATCACCGACAG⁃3′
下游：5′⁃GTTTCTTGCCTCTTGGTTGCT⁃3′
上游：5′⁃GCATCTCCTTGAGTTTGGCT⁃3′
下游：5′⁃GAGCTACAGTGGGAACAGGC⁃3′
上游：5′⁃ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC⁃3′
下游：5′⁃CTGATGACCGGAGACAAACAG⁃5′
上游：5′⁃GACTCATGACCACAGTCCATGC⁃3′
下游：5′⁃AGAGGCAGGGATGATGTTCTG⁃3′
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入上室 100 μL，37 ℃孵育 4 h。上腔室中分别加入

100 μL不含血清的miR⁃520b过表达、miR⁃520b沉默

和对照组SCC⁃9和UM1细胞悬液，密度为1× 105/mL
孔，下腔室加入 500 μL含有 20% FBS条件培养基，

37 ℃孵育 24 h。取出小室，湿棉签擦去小室上层基

质胶和细胞，PBS洗 3遍，5%戊二醛溶液固定，结晶

紫染色，倒置显微镜下随机选取 5个视野计数穿膜

细胞数并拍照。

6. TOP/FO双荧光素酶报告基因系统检测Wnt/

β⁃catenin信号通路活性：分别将miR⁃520b过表达、

miR⁃520b沉默、miR⁃520b过表达⁃β⁃catenin⁃siRNA、

miR ⁃ 520b 过表达 ⁃TCF4 ⁃ siRNA、miR ⁃ 520b 沉默 ⁃
DKK1⁃siRNA和对照组SCC⁃9和UM1细胞接种到24
孔板（每孔约 4 × 104个细胞），培养 24 h。按照双荧

光素酶报告基因检测试剂盒操作说明，使用

Lipofecta mineTM 2000将 100 ng TOP/FOP 荧光素酶

报告质粒和 5 ng pRL⁃TK Renilla质粒共转染细胞，

转染细胞 48 h后，测定荧光信号值，计算 TOP/FOP

Flash的比值。

7. 生 物 信 息 学 分 析 ：利 用 在 线 数 据 库

（TargetScan、miRBase、PicTar 和 miRanda 等）预测

miR⁃520b调控的潜在靶基因。

8. 双荧光素酶活性报告系统验证miR⁃520b靶

基因：扩增miR⁃520b潜在靶基因DKK1 mRNA的 3′
非翻译区野生型和位点突变型序列，并与 pmirGLO
载体质粒连接，构建 pmirGLO ⁃DKK1 ⁃ 3′ UTR 或

pmirGLO⁃DKK1⁃3′UTR⁃mut 荧光素酶报告基因质

粒，使用 Lipofecta mineTM 2000将 pmirGLO⁃DKK1⁃3′
UTR、pmirGLO⁃DKK1⁃3′UTR⁃mut质粒和miR⁃520b

inhibitor或miR⁃520b mimics共转染人HEK293后细

胞。转染 48 h后，使用荧光素酶检测试剂盒检测、

分析荧光强度。

三、统计学处理方法

实验重复三次所得均值为该样本测量值，使用

SPSS 21.0软件进行统计学分析。TSCC组织细胞与

正常舌组织细胞中miR⁃520b相对表达量差异，采用

配对 t检验分析；比较发生了颈淋巴结转移和未发

生颈淋巴结转移 TSCC组织中miR⁃520b 相对表达

量、过表达或者沉默miR⁃520b对SCC⁃9和UM1细胞

侵袭能力的影响，以及miR⁃520b对靶基因DKK1的

调控进而对Wnt/β⁃catenin信号通路的影响，应用独

立 t检验进行统计学分析。P＜0.05为差异有统计

学意义。

结 果

一、舌鳞状细胞癌组织、细胞系中miR⁃520b的

表达水平

实时荧光定量PCR分析52对TSCC和相邻正常

组织miR⁃520b的表达，发现 TSCC组织中miR⁃520b

的相对表达量（5.28 ± 1.63）显著高于癌旁正常组织

（2.59 ± 1.43），差异有统计学意义（t = 16.04，P =
0.0005，图 1A）。进一步研究发现，发生了颈淋巴结

转移的 TSCC组织miR⁃520b表达量（5.81 ± 0.74）明

显高于无淋巴结未转移的表达量（3.08± 0.89），差异

有统计学意义（t=12.11，P=0.0011，图1B）。进一步

检测NTSC和 5个TSCC细胞系中miR⁃520b的表达，

发现miR⁃520b在TSCC细胞中表达量（SCC⁃9：1.96 ±
0.24、SCC⁃15：2.16 ± 0.20、SCC⁃25：2.16 ± 0.30、UM1：
3.83 ± 0.86、UM2：1.76 ± 0.12）分别比在NTSC中表达

量（1.088 ± 0.082）升高，差异均有统计学意义（tSCC⁃9 =
22.34，PSCC ⁃9 = 0.0069；tSCC ⁃15 = 29.47，PSCC ⁃15 = 0.0062；
tSCC⁃25 =18.24，PSCC⁃25 =0.0083；tUM1=86.11，PUM1=0.0007；
tUM2=17.55，PUM2=0.0089；图1C）。

二、miR⁃520b表达对舌鳞状细胞癌细胞上皮⁃间
质转化相关基因和侵袭能力的影响

实时荧光定量PCR结果显示（图2A~2B），与转

染随机无意义序列比较，转染miR⁃520b mimics至
SCC⁃9细胞后，miR⁃520b的表达量从1.86 ± 0.35升高

到 16.47±3.16，增加约8.25倍（t=115.78，P=0.0001），
转染miR⁃520b mimics至UM1细胞后，miR⁃520b的表

达量从3.38±0.65升高到24.82±3.16，增加约7.43倍
（t=103.78，P=0.0001）；而转染了miR⁃520b inhibitor
后，SCC⁃9细胞的miR⁃520b表达量从2.01±0.31下降

到0.49±0.10，下降了76.82%（t=-75.57，P=0.0004），
UM1细胞的miR⁃520b表达量从 2.94 ± 0.72下降到

0.86 ± 0.07，下降了 72.82%（t =-72.54，P = 0.0005）。

如图 2C，实时荧光定量PCR结果显示，过表达或者

沉默 SCC⁃9和 UM1细胞miR⁃520b表达后，细胞内

EMT相关标记分子发生明显改变，过表达miR⁃520b
可显著上调间充质标志物如N⁃cadherin（tSCC⁃9=12.35，
PSCC ⁃ 9 = 0.0098；tUM1 = 17.33，PUM1 = 0.0087）和 Vimentin

（tSCC⁃9 =62.57，PSCC⁃9 =0.0013；tUM1 =58.87，PUM1 =0.0014）
的表达，并同时下调上皮标志物 E⁃cadherin（tSCC⁃9 =
-71.19，PSCC⁃9 = 0.0005；tUM1 =-67.33，PUM1 = 0.0008）和

CK18（tSCC⁃9 =-55.78，PSCC⁃9 = 0.001；tUM1 =-23.77，PUM1 =
0.0025）的表达，而沉默miR⁃520b的表达则得到相反
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的结果。进一步 Transwell侵袭实验也显示过表达

miR⁃520b后，穿过基质胶的SCC⁃9和UM1细胞明显

增多，细胞侵袭转移能力增强（SCC⁃9：110.8 ± 17.8
vs. 74.7±9.8，tSCC⁃9=32.58，PSCC⁃9=0.0011；UM1：178.8 ±
39.7 vs. 90.3 ± 22.5，tUM1 = 99.67，PUM1 = 0.0002；图 2D ~
2E）；而沉默miR⁃520b表达后，SCC⁃9和UM1细胞的

侵袭能力则被削弱（SCC⁃9：74.7 ± 9.8 vs. 30.9 ± 7.8，
tSCC⁃9=-31.47，PSCC⁃9=0.0024；UM1：90.3±22.5 vs. 35.7±
10.6，tUM1 = -37.89，PUM1=0.0019；图2D~2E）。

三、miR⁃520b对Wnt/β⁃catenin信号通路的影响

如图 3A所示，本研究发现过表达miR⁃520b能

显著提高TOP基因的荧光信号强度，而miR⁃520b沉

默降低了报告基因活性。此外，Western blot结果显

示过表达miR⁃520b显著增加了β⁃catenin在细胞核中

的积累，而沉默miR⁃520b则降低核β⁃catenin的表达

（图3B）。实时荧光定量PCR结果进一步显示，上调

SCC⁃9 和 UM1 细胞内 miR⁃520b的表达后，Wnt/β⁃

catenin 下游效应基因 C⁃myc（tSCC ⁃ 9 = 28.89，PSCC ⁃ 9 =
0.0023；tUM1 = 29.90，PUM1 = 0.0022）、LEF ⁃ 1（tSCC ⁃ 9 =
25.76，PSCC ⁃ 9 = 0.0034；tUM1 = 60.92，PUM1 = 0.0015）、

CCND1（tSCC⁃9 = 17.88，PSCC⁃9 = 0.0088；tUM1 = 24.57，PUM1 =
0.0036）、CD44（tSCC⁃9=74.56，PSCC⁃9=0.0005；tUM1=65.59，

图1 miR⁃520b在舌鳞状细胞癌（TSCC）组织和正常舌上皮组织（Normal）中的表达差异 A：miR⁃520b在52对TSCC组织和相邻正常组织中的

表达散点图；B：发生了颈淋巴结转移的TSCC与无颈淋巴结转移TSCC中miR⁃520b的表达差异；C：miR⁃520b在人正常舌鳞状细胞（NTSC）和5
个TSCC细胞系（SCC⁃9、SCC⁃15、SCC⁃25、UM1和UM2）中的相对表达量；aP＜0.001，bP＜0.05

A B C

图 2 miR⁃520b对 SCC⁃9和UM1细胞上皮⁃间质转化（EMT）相关基因和侵袭能力的影响 A ~ B：实时荧光定量PCR结果显示分别转染miR⁃

520b mimics、inhibitor至 SCC⁃9和UM1细胞后，细胞内miR⁃520b的表达变化；C：过表达或沉默miR⁃520b后，实时荧光定量PCR检测EMT相关

分子（E⁃cadherin、CK18、N⁃cadherin和Vimentin）的表达变化；D：过表达或沉默miR⁃520b后，SCC⁃9和UM1细胞茜红素染色结果（低倍放大）；E：
过表达或沉默miR⁃520b后，SCC⁃9和UM1细胞侵袭转移能力的改变；aP＜0.001，bP＜0.01

E

B C

D

A
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PUM1 = 0.0013）及MMP⁃7（tSCC⁃9 = 25.82，PSCC⁃9 = 0.0084；
tUM1 = 27.13，PUM1 = 0.0035）的表达也随之增多（图

3C）。为了进一步验证Wnt/β⁃catenin信号通路是

miR⁃520b调控TSCC细胞侵袭转移能力的重要信号

途径，通过转染针对Wnt/β⁃catenin信号通路关键因

子（β⁃catenin和TCF4）的小分子干扰RNA（β⁃catenin⁃
siRNA和TCF4⁃siRNA）至miR⁃520b过表达的 SCC⁃9
和UM1细胞中，发现沉默β⁃catenin或 TCF4的表达

可以显著抵消miR⁃520b过表达对 TOP基因荧光信

号的增强效应（图 3D）；同时，Transwell侵袭实验显

示，转染β⁃catenin⁃siRNA或TCF4⁃siRNA至miR⁃520b

过表达的 SCC⁃9和UM1细胞中，穿过基质胶的细胞

明显减少，表明沉默β⁃catenin或TCF4的表达后，削

弱了miR⁃520b过表达对 SCC⁃9和UM1细胞侵袭能

力的增强作用（沉默β⁃catenin组：SCC⁃9：85.8 ± 11.4
vs. 125.8 ± 19.5，tSCC ⁃ 9 =-29.22，PSCC ⁃ 9 = 0.0025；UM1：
104.4 ± 25.9 vs. 168.5 ± 32.5，tUM1 =- 31.17，PUM1 =
0.0024；沉默 TCF4组：SCC⁃9：79.5 ± 11.4 vs. 117.4 ±
17.5，tSCC⁃9 = -32.13，PSCC⁃9 = 0.0023；UM1：112.2 ± 23.7
vs. 187.9±36.4，tUM1=-38.55，PUM1=0.0019；图3E）。

四、DKK1是miR⁃520b调控Wnt/β⁃catenin信号通

路的重要靶基因

为了寻找miR⁃520b调控Wnt/β⁃catenin信号通路

的潜在靶基因，本课题组利用在线数据库（TargetScan、
miRBase、PicTar和miRanda等）预测miR⁃520b可能

调控的靶基因，并筛选出DKK1基因（图 4A），其是

Wnt/β⁃catenin信号通路重要的负向调控分子。而

Western blot实验结果显示，过表达miR⁃520b显著降

低、而沉默miR⁃520b则显著上调DKK1的表达（图

4B）；进一步的双荧光素酶活性报告实验结果显示，

过表达miR⁃520b可明显抑制DKK1野生型3′端非翻

译区的荧光素酶活性（t =-70.67，P = 0.0006），但对

DKK1 3′端非翻译区突变型无影响（图4C），说明miR⁃

520b可通过靶向结合DKK1的3′端非翻译区来调控

其表达。此外，为进一步确认DKK1是miR⁃520b调

控Wnt/β⁃catenin信号通路的重要靶基因，本研究通

过转染 DKK1 siRNA至miR ⁃520b 沉默组 SCC⁃9和

UM1细胞中，发现抑制DKK1的表达可有效地抵消

了miR⁃520b沉默对TOP/FOP萤光素酶活性的负向

作用（tSCC ⁃ 9 = 26.32，PSCC ⁃ 9 = 0.0029；tUM1 = 28.45，PUM1 =
0.0027；图 4D），表明 DKK1 可能是 miR⁃520b 调控

Wnt/β⁃catenin信号通路的重要靶基因。另一方面，

本研究进一步检测了TSCC组织中miR⁃520b和DKK1

表达之间的关系，发现DKK1水平与miR⁃520b表达

呈负相关（r=-0.697，P=0.0004，图4E），进一步提示

DKK1可能是miR⁃520b调控的靶目标。

图3 miR⁃520b对Wnt/β⁃catenin信号通路的影响 A：过表达或沉默miR⁃520b对SCC⁃9和UM1细胞TOP/FOP双荧光素酶活性的影响；B：过表

达或沉默miR⁃520b对细胞核内β⁃catenin表达的影响；C：实时荧光定量PCR对Wnt/β⁃catenin下游效应基因C⁃myc、LEF⁃1、CCND1、CD44和MMP⁃

7的检测；D：沉默β⁃catenin或TCF4对miR⁃520b过表达组SCC⁃9和UM1细胞TOP/FOP荧光活性的影响；E：沉默β⁃catenin或TCF4对miR⁃520b过

表达组SCC⁃9和UM1细胞侵袭能力的影响；aP＜0.001，bP＜0.01，cP＜0.05
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讨 论

MiRNA 是调控癌细胞侵袭和转移的重要分

子［11］。因此，阐明miRNA在其中的具体作用及作用

机制，可望为侵袭性肿瘤提供有价值的诊断和治疗

策略。研究发现miR⁃520b在多种肿瘤中均有异常

表达，且与肿瘤的发生和发展密切相关［12⁃15］。Guan
等［12］研究显示miR⁃520b在卵巢癌组织中显着上调，

并促进卵巢癌细胞迁移和体外侵袭。Liu等［13］证明

miR⁃520b通过激活Hedgehog信号通路促进小细胞

肺癌的恶性进展。另有研究报道显示，miR⁃520b在

乳腺癌细胞中表达下调，并有助于细胞侵袭转移［14］。

在肝细胞癌中，miR⁃520b在肝癌组织和细胞系中同

样下调，而miR⁃520b的异位表达在体外和体内均抑

制肝癌细胞的生长［15］。以上研究表明，miR⁃520b在

不同肿瘤中表达并不一致，且与多种肿瘤的发生和

发展密切相关，但其与TSCC发生、发展的关系鲜有

报告。在本研究中，与相邻正常组织细胞相比，

TSCC中miR⁃520b的表达显着上调，且发生了颈淋

巴结转移的TSCC组织中miR⁃520b的表达量明显高

于未转移的，提示miR⁃520b的表达可能与 TSCC的

发生、发展有关。

EMT指上皮来源的细胞在外因作用下，细胞的

极性和细胞间的黏附力逐渐丧失，变成有侵袭性

和迁移能力的间质细胞的过程［16］。近年来，miRNA

调控EMT促进肿瘤恶性进展的分子机制受到了学

者的高度重视也取得了较多的研究成果［7］。研究

发现下调miR⁃9⁃5p［17］、miR⁃200［18］、miR⁃205⁃5p［19］等

的表达，可诱导或维持EMT；相反，miR⁃155［20］、miR⁃

577［21］、miR⁃522［22］在TGF⁃β诱导EMT的过程中表达

升高，抑制其表达可阻断EMT，细胞侵袭迁移能力

降低。本研究发现，过表达miR⁃520b可以促进细胞

EMT相关基因的表达，增强 TSCC细胞侵袭转移能

力；而沉默miR⁃520b则阻碍EMT，抑制侵袭转移，提

示 miR ⁃520b 的表达可能与 TSCC 侵袭转移密切

相关。

Wnt/β⁃catenin信号通路是肿瘤EMT过程最重要

的途径之一［23⁃24］，TOP/FOP双荧光素酶报告基因实验

是检测Wnt/β⁃catenin信号通路活性的重要方法［25］。

研究发现，激活Wnt/β⁃catenin信号通路可上调 E⁃

cadherin的转录抑制因子 Slug和 Twist，从而抑制E⁃

cadherin表达，使细胞的极性和黏附力逐渐丧失，进

而激活EMT［26］。Wnt/β⁃catenin信号通路拮抗剂，如分

泌型卷曲相关蛋白（secreted frizzled⁃related protein，
SFRP），其能与Wnt结合阻断信号传递，进而抑制

EMT 进程［27］。进一步研究发现 miRNA 也参与到

Wnt/β⁃catenin信号通路与肿瘤EMT进程中，Liu等［28］

研究发现miR⁃33a⁃5p可靶向下调PNMA1水平，激活

Wnt/β⁃catenin信号通路，促进肝癌细胞 EMT发生。

Huang等［29］研究表明，miR⁃370⁃3p可靶向抑制Wnt7a

图4 DKK1是miR⁃520b调控Wnt/β⁃catenin信号通路的重要靶基因 A：生物信息学分析miR⁃520b对DKK1调控的靶位点及局部突变序列；B：
Western blot结果显示miR⁃520b对DKK1表达的影响；C：荧光素酶报告基因实验验证miR⁃520b对DKK1调控的靶位点；D：沉默DKK1对miR⁃

520b沉默组细胞TOP/FOP荧光素酶活性的影响；E：TSCC组织中miR⁃520b与DKK1相关性分析；aP＜0.001，bP＜0.01
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的表达，下调Wnt/β⁃catenin信号通路活性，进而阻碍

膀胱癌细胞EMT。本研究发现，过表达miR⁃520b能

明显上调Wnt/β⁃catenin信号通路下游基因（C⁃myc、

LEF⁃1、CCND1、CD44和MMP⁃7）的表达，进一步的

研究发现上调miR⁃520b可以显著提高 TOP基因的

荧光信号强度并增强细胞侵袭能力，但沉默Wnt/β⁃

catenin信号通路关键因子β⁃catenin或 TCF4的表达

可以部分抵消miR⁃520b过表达对 TOP基因荧光信

号的增强效应及削弱细胞的侵袭能力，提示miR⁃

520b可通过调控Wnt/β⁃catenin信号通路参与 TSCC
细胞的侵袭转移。

研究发现，miR⁃520b在多种肿瘤类型中表达

并不一致，在肿瘤恶性进程中的作用也不一样，

这种差异可以通过miR⁃520b靶向的基因来解释。

在乳腺癌细胞中，miR⁃520b的靶基因是 HBXIP和

IL⁃8［14］，而在肝细胞癌中，miR⁃520b靶向促分裂的蛋

白激酶激酶 2（MEKK2）和细胞周期蛋白D1［15］。而

在本研究中，发现过表达miR⁃520b促进 TSCC细胞

侵袭转移过程中同时还伴随着细胞内Wnt/β⁃catenin

信号通路的异常激活。进一步的生物信息学预测

了 miR ⁃ 520b 可能靶向的 884 个基因，其中包括

DKK1。DKK1是DKK家族的成员之一，能够负性调

控Wnt/β⁃catenin信号通路活性从而发挥促癌或抑

癌作用。最近的研究中发现DKK1是miRNA作用

的靶基因，Croset等［30］研究结果显示，miRNA⁃30可

直接靶向DKK1参与乳腺癌的侵袭转移。Feng等［31］

研究发现miR⁃590⁃3p可通过调控DKK1表达，进而

影响结肠癌的发生发展。本研究首先通过生物信

息学预测 DKK1可能为miR⁃520b的靶基因。免疫

印迹法也显示在蛋白表达水平上，上调miR⁃520b会

抑制 DKK1表达，而沉默miR⁃520b则会升高 DKK1

水平。双荧光素酶活性报告系统实验则进一步证

实 DKK1是 miR⁃520b的靶向调控基因，提示 miR⁃

520b可能通过靶向DKK1来调控 TSCC细胞的侵袭

转移。

综上所述，本研究证实miR⁃520b在 TSCC中的

作用，并表明 TSCC中高表达的miR⁃520b靶向抑制

DKK1，从而增强Wnt/β⁃catenin信号通路促进 TSCC
EMT和侵袭转移。本研究初步概述了miR⁃520b在

TSCC中的功能及可能的机制。尽管与文献存在某

些差异，但本研究的发现可能为将来的 TSCC研究

提供一定基础。
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