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· 论著 ·

LINC01355通过miR-545-5p/FOXD1信号通路对口腔

鳞状细胞癌细胞增殖、凋亡和侵袭的影响

高静 1，魏校通2，李星晨3，闫威2，王浩2

（沧州市中心医院  1. 体检中心； 2. 口腔颌面外科； 3. 皮肤性病科，河北  沧州  061000） 

摘要  目的  探讨LINC01355通过miR-545-5p/叉头盒D1 （FOXD1） 信号通路对口腔鳞状细胞癌 （OSCC） 细胞增殖、凋亡和侵袭的

影响。方法  体外培养人OSCC细胞系Cal-27，随机分为对照组、转染LINC01355 siRNA （si-LINC01355） 组、转染LINC01355过表达

质粒 （pc-LINC01355） 组、转染LINC01355 siRNA阴性对照+miR-545-5p阴性对照+空载质粒 （si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC） 组、转

染LINC01355 siRNA+miR-545-5p抑制剂 （si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor） 组。转染后实时定量PCR检测各组细胞LINC01355、

miR-545-5p及FOXD1表达； 转染后的Cal-27细胞通过皮下接种构建各组移植瘤裸鼠模型，测量移植瘤生长情况； CCK-8法、流式

细胞术、Transwell实验分别检测各组细胞增殖、凋亡和侵袭情况； 免疫组织化学染色检测细胞上皮-间质转化 （EMT） 相关蛋白

Vimentin、E-cadherin表达； Western blotting检测细胞增殖相关蛋白［增殖细胞核抗原 （PCNA）、C-myc］、凋亡相关蛋白［切割型胱天

蛋白酶-3 （cleaved caspase-3）、BCL-2相关X蛋白 （Bax） ］与FOXD1表达。双萤光素酶报告实验鉴定LINC01355与miR-545-5p/FOXD1

信号通路的靶向关系。结果  与对照组比较，si-LINC01355组LINC01355、FOXD1 mRNA表达，增殖活性，侵袭数量，Vimentin蛋白

阳性表达，PCNA、C-myc与FOXD1蛋白表达，移植瘤体积均降低 （均P < 0.05）； 而miR-545-5p表达，细胞凋亡率，cleaved caspase-3、
Bax蛋白表达，E-cadherin蛋白阳性表达均升高 （均P < 0.05）。pc-LINC01355组各指标变化趋势与si-LINC01355组相反。与si-
LINC01355组比较，si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor组LINC01355、FOXD1 mRNA表达，增殖活性，侵袭数量，Vimentin蛋白阳性

表达，PCNA、C-myc与FOXD1蛋白表达，移植瘤体积均增加 （均P < 0.05），而miR-545-5p表达、细胞凋亡率、cleaved caspase-3与Bax

蛋白表达、E-cadherin蛋白阳性表达均降低 （均P < 0.05）。Cal-27细胞中LINC01355可靶向下调miR-545-5p表达，且miR-545-5p可

靶向下调FOXD1表达。结论  LINC01355可通过调控miR-545-5p/FOXD1信号通路促进OSCC细胞增殖和侵袭，抑制细胞凋亡。
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Effect of LINC01355 on the proliferation，apoptosis，and invasion of oral squamous cell carcinoma
cells through miR-545-5p/FOXD1 signaling pathway 
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Abstract  Objective  To investigate the effects of LINC01355 on the proliferation，apoptosis，and invasion of oral squamous cell car-
cinoma （OSCC） cells via the miR-545-5p/forkhead box D1 （FOXD1） signaling pathway. Methods  Cal-27 cells were cultured in vitro 
and randomly separated into the control group，si-LINC01355 （transfected with LINC01355 siRNA） group，pc-LINC01355 （transfected 

with LINC01355 overexpression plasmid） group，si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC （transfected with LINC01355 siRNA negative control，

miR-545-5p negative control and empty plasmid） group，and si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor （transfected with LINC01355 siRNA 

and miR-545-5p inhibitor） group. After  transfection，quantitative real-time PCR was applied to detect  the expression of LINC01355，

miR-545-5p，and FOXD1 in cells. The Cal-27 cells transfected into groups were then subcutaneously inoculated to construct nude mouse 

models of transplanted tumors in each group，and the growth of the transplanted tumors was measured. The CCK-8 method，flow cytom-
etry，and Transwell assay were applied in order to detect cell proliferation，apoptosis，and invasion，respectively. Immunohistochemical 

staining was applied to detect  the expression of epithelial-mesenchymal transition （EMT） related proteins Vimentin and E-cadherin in 
cells. Western blotting was applied to detect the expression of cell proliferation related proteins （proliferating cell nuclear antigen ［PCNA］，
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C-myc），apoptosis related proteins （cleaved cysteinyl aspartate-specific proteases-3 ［cleaved caspase-3］，BCL-2-associated X protein ［Bax］ ），

and FOXD1 protein. A dual-luciferase reporter assay was used to  identify  the relationship between LINC01355 and the miR-545-5p/
FOXD1 signaling pathway. Results  Compared with the control group，the expression of LINC01355 and FOXD1 mRNA，proliferation 

activity，number of invasions，positive expression of Vimentin protein，expression of PCNA，C-myc and FOXD1 protein，and transplanted 

tumor volume reduced （All P < 0.05）； the expression of miR-545-5p，apoptosis rate，cleaved caspase-3 and Bax protein expression，and 
positive expression of E-cadherin protein increased （All P < 0.05） in the si-LINC01355 group. The trend of changes in the various indica-
tors of the pc-LINC01355 group was opposite to that of the si-LINC01355 group. Compared with the si-LINC01355 group，the expression 

of LINC01355 and FOXD1 mRNA，proliferation activity，number of  invasions，positive expression of Vimentin protein，expression of 

PCNA，C-myc and FOXD1 proteins，and the transplanted tumor volume in the si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor group increased （All 

P < 0.05），whereas the expression of miR-545-5p，apoptosis rate，cleaved caspase-3 and Bax protein expression，and positive expression 
of E-cadherin protein decreased （All P < 0.05） . LINC01355 was able to downregulate miR-545-5p expression in Cal-27 cells and miR-
545-5p was able  to downregulate FOXD1 expression. Conclusion  LINC01355 promotes OSCC cell proliferation and invasion，and 

inhibits apoptosis by targeting the miR-545-5p/FOXD1 signaling pathway.

Keywords  oral squamous cell carcinoma； LINC01355； miR-545-5p/FOXD1 signaling pathway； proliferation； apoptosis； invasion

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

OSCC） 是常见且死亡率较高的头颈部恶性肿瘤［1-2］。

LINC01355是一种长链非编码RNA，在多种癌症中

表达失调，发挥致癌作用。敲除LINC01355可增强

CD8+T细胞的抗肿瘤活性，并抑制OSCC细胞迁移、

侵袭和增殖［3］。miR-545-5p是一种微RNA，其表达

下调可逆转由LINC00342沉默引起的胃癌细胞迁

移、侵袭和增殖活性的降低［4］；过表达miR-545-5p可

显著抑制非小细胞肺癌体外增殖及体内肿瘤生长，

减轻其迁移、侵袭和上皮-间质转化 （epithelial-me-

senchymal transition，EMT） ［5］。诱导miR-545-5p表达

可减弱CD8+T细胞耗竭，进而增强其对OSCC的抗肿

瘤作用［6］。叉头盒D1 （forkhead box D1，FOXD1） 属于

FOX蛋白家族，已发现其在多种癌症中发挥致癌作

用，FOXD1异常高表达与头颈部鳞状细胞癌患者的

细胞增殖、细胞迁移和低生存率有关［7］；而且高表

达FOXD1的头颈部鳞状细胞癌患者的预后比低表

达患者差［8］，敲除FOXD1-AS1可抑制OSCC细胞的增

殖、迁移、侵袭和EMT ［9］，由此可知LINC01355、miR-

545-5p、FOXD1是OSCC治疗的潜在靶点。本研究通

过体外培养人OSCC细胞系Cal-27并制备其移植瘤

裸鼠模型，探究LINC01355通过miR-545-5p/FOXD1

信号通路对OSCC细胞增殖、凋亡和侵袭的影响。

1 材料与方法

1.1  实验动物与细胞

SPF级雄性6~7周龄BALB/c-nu裸鼠，体重18~21 

g，购自广东药康生物科技有限公司，生产许可证号

为SCXK （粤） 2020-0054。人OSCC细胞系Cal-27购自

上海钰博生物科技有限公司。

1.2  主要试剂与仪器

LINC01355 siRNA、LINC01355 siRNA阴性对照、

野生型miR-545-5p （miR-545-5p-wt）、突变型miR-545-

5p （miR-545-5p-mut）、LINC01355过表达质粒、空载

质粒、野生型FOXD1 3’-UTR报告质粒 （FOXD1-wt）、

突变型FOXD1 3’-UTR报告质粒 （FOXD1-mut）、miR-

545-5p mimics、miR-545-5p阴性对照由广州派真生

物技术有限公司构建；总RNA提取试剂 （TRIzol）、一

步法实时定量PCR试剂盒购自武汉君诺德生物技术

有限公司；Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒、增强型细

胞活力检测试剂盒 （CCK-8）、二步法免疫组织化学

试剂盒 （兔/小鼠，附DAB显色液）、小鼠源抗人抗Vi-

mentin、E-cadherin一抗购自武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司；双萤光素酶检测试剂盒购自武汉金

开瑞生物工程有限公司；兔源抗人抗增殖细胞核抗

原 （proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、C-myc、

切割型胱天蛋白酶-3 （cleaved cysteinyl aspartate spe-

cific proteases-3，cleaved caspase-3）、GAPDH、BCL-2相

关X蛋白 （BCL-2-associated X protein，Bax） 与FOXD1

一抗、 （驴抗兔） 酶标二抗购自美国CST公司。

LightCycler 96 QT-PCR仪购自北京强欣博瑞生

物技术有限公司；iBlot 3 Western blotting转印系统、

Attune流式细胞仪购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限

公司；ReadMax 1900Plus光吸收全波长酶标仪购自
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上海闪谱生物科技有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  分组转染Cal-27细胞并构建移植瘤裸鼠模

型：39.8 ℃水浴中迅速解冻Cal-27细胞，1 000 r/min

离心 （室温，5 min），RPMI-1640基础培养基清洗，细

胞完全培养基重悬混匀后接种在25 cm2培养瓶内，

培养至约80%细胞融合，胰酶消化后传代，取第2代

Cal-27细胞在24孔板接种培养至对数生长期，随机

分为对照组、转染LINC01355 siRNA （si-LINC01355）

组、转染LINC01355过表达质粒（pc-LINC01355）组、

转染LINC01355 siRNA阴性对照+miR-545-5p阴性对

照+空载质粒（si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC）组、转

染LINC01355 siRNA+miR-545-5p抑制剂（si-LINC01355+

miR-545-5p inhibitor）组，用脂质体转染试剂按照说

明书对实验组细胞进行分组转染。各组细胞均转染

24 h，然后收集细胞做后续检测。

参照文献［10］制备Cal-27移植瘤裸鼠模型。转

染24 h后各组细胞用胰酶消化，收集细胞以PBS缓冲

液清洗、重悬、混匀和计数，制成3×107/mL的单细胞

悬液，取200 μL在裸鼠背部右侧靠近腋窝处皮下注

射，然后饲养裸鼠7 d并观察注射部位成瘤情况，当

皮下出现直径≥5 mm的硬块时，表明Cal-27移植瘤

裸鼠模型制备成功。

1.3.2  实时定量PCR检测LINC01355、miR-545-5p及

FOXD1表达：用TRIzol分别提取转染后的各组细胞总

RNA，然后使用一步法实时定量PCR试剂盒进行检

测，GAPDH或U6为内参，得到各组细胞LINC01355、

GAPDH、miR-545-5p、U6、FOXD1的循环阈值，采用

2-ΔΔCt法计算基因的相对表达量。引物序列见表1。

1.3.3  各组移植瘤体积检测：用标尺测量各组裸鼠

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequence

Gene Primer sequence

LINC01355
Forward，5’-GTACAGTGGCATGATCTCAG-3’ 

Reverse，5’-CTGCTCTAGCCCCTAAAGATAG-3’

FOXD1
Forward，5’-GATCTGTGAGTTCATCAGCGGC-3’

Reverse，5’-TGACGAAGCAGTCGTTGAGCGA-3’

GAPDH
Forward，5’-CGACTATGCAGTGACAGGTTGTG -3’

Reverse，5’-ACGGATTTGGTCGTATTGGGC-3’

miR-545-5p
Forward，5’-TCAGTAAATGTTTATTAGATGA-3’ 

Reverse，5’-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3’

U6
Forward，5’-CGCTTCGGCAGCACATATACTA-3’

Reverse，5’-ATGGAACGCTTCACGAATTTGC-3’

移植瘤的最长径 （L） 和最短径 （W），然后计算体积 

（V） 。V （mm3） =L×W2×0.5。皮下接种28 d后检测各

组裸鼠移植瘤体积。

1.3.4  CCK-8法、流式细胞术和Transwell实验分别

检测各组细胞增殖、凋亡和侵袭情况：

1.3.4.1  CCK-8法  取第2代Cal-27细胞在96孔板接

种培养至对数生长期，按照1.3.1方法分组转染24 h

后用CCK-8试剂处理90 min，按照增强型细胞活力检

测试剂盒说明书测量各组细胞吸光度值。增殖活

性 （%） =实验组细胞吸光度值/对照组细胞吸光

度值×100。

1.3.4.2  流式细胞术  胰酶消化转染后的各组细胞，

然后PBS缓冲液清洗、重悬、计数，制成2×105/mL的

单细胞悬液，按照Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒说

明书操作，取500 μL加入FITC、PI避光孵育，采用流

式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.3.4.3  Transwell实验  胰酶消化转染后的各组细

胞，然后用不含血清的RPMI-1640基础培养基清洗、

重悬、计数，制成2×105/mL的单细胞悬液，取1 mL接

种在用基质胶提前包被过的24孔Transwell上室中，

当细胞贴壁后向下室加入含10%血清的细胞完全培

养基，在恒温培养箱中培养24 h后取出，对下室细胞

进行洗涤、固定、结晶紫染色、漂洗处理，显微镜下

观察各组侵袭至下室的细胞并计数。
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1.3.5  免疫组织化学检测各组细胞EMT相关蛋白表

达：胰酶消化转染后的各组细胞，PBS缓冲液清洗、

重悬、计数，制成2×106/mL的单细胞悬液，取适量

滴加到以铬矾明胶提前处理过的载玻片上，然后进

行固定、透化、内源性过氧化物酶清除、封闭处理，

孵育小鼠源抗人抗Vimentin或E-cadherin一抗，清洗

后按二步法免疫组织化学试剂盒说明书孵育二抗、

DAB显色，清洗后显微镜下观察各组细胞，并运用

ImageJ软件分析各组Vimentin或E-cadherin光密度值。

1.3.6  Western blotting检测细胞增殖、凋亡相关蛋

白的表达：用RAPI裂解液提取转染后的各组细胞总

蛋白，用BCA法测出其浓度后在沸水浴中加热变性，

每组取25 μg总蛋白样本进行电泳分离、湿式转印、

脱脂牛奶封闭处理，孵育兔源抗人抗PCNA、C-myc、

cleaved caspase-3、GAPDH、Bax和FOXD1一抗，清洗

后孵育酶标二抗，清洗后进行化学发光显色，采集

各组显色后的蛋白条带，运用ImageJ软件计算各组

PCNA、C-myc、cleaved caspase-3、Bax和FOXD1相对

表达量。

1.3.7  双萤光素酶报告实验验证Cal-27细胞中

LINC01355与miR-545-5p、miR-545-5p与FOXD1的靶

向关系：取第2代Cal-27细胞在24孔板接种培养，

待细胞增殖至对数生长期时将miR-545-5p-wt与pc-

LINC01355、miR-545-5p-wt与pc-NC、miR-545-5p-mut

与pc-LINC01355、miR-545-5p-mut与pc-NC、FOXD1-

wt与miR-545-5p mimics、FOXD1-wt与miR-545-5p-

NC、 FOXD1-mut与miR-545-5p mimics、FOXD1-mut

与miR-545-5p-NC分别共转染到Cal-27细胞中，24 h

后使用双萤光素酶报告基因检测试剂盒检测各组

萤光素酶活性。

1.4  统计学分析

利用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，计

量资料采用x-±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用SNK-q检验，P < 0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1  各组LINC01355、miR-545-5p及FOXD1 mRNA

表达比较

结果显示，与对照组比较，si-LINC01355组细

胞LINC01355和FOXD1 mRNA表达降低 （P < 0.05），

miR-545-5p表达升高 （P < 0.05）；pc-LINC01355组细

胞LINC01355和FOXD1 mRNA表达升高 （P < 0.05），

miR-545-5p表达降低 （P < 0.05）；si-NC+miR-545-5p-

NC+pc-NC组细胞LINC01355、miR-545-5p和FOXD1

mRNA表达无统计学差异 （P > 0.05）。与si-LINC01355

组相比，si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor组细胞

LINC01355表达无统计学差异 （P > 0.05），miR-545-

5p表达降低 （P < 0.05），FOXD1 mRNA表达升高 （P < 

0.05）。见表2。

表2  各组Cal-27细胞LINC01355、miR-545-5p和FOXD1 mRNA表达比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.2  Comparison of expression of LINC01355，miR-545-5p，and FOXD1 mRNA of Cal-27 cells in each group （x-±s，n = 6） 

Group LINC01355 miR-545-5p FOXD1 mRNA

Control group 1.01±0.15 0.97±0.14 1.03±0.19

si-LINC01355 group 0.30±0.081） 2.68±0.211） 0.32±0.091） 

pc-LINC01355 group 2.73±0.20 0.29±0.081） 2.61±0.221） 

si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC group 1.02±0.12 0.96±0.12 1.04±0.15

si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor group 0.31±0.09 1.03±0.172） 0.99±0.162） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. si-LINC01355 group.

2.2  各组裸鼠移植瘤体积比较

对照组、si-LINC01355组、pc-LINC01355组、si-NC+

miR-545-5p-NC+pc-NC组、si-LINC01355+miR-545-5p

inhibitor组裸鼠移植瘤体积分别为 （957.85±27.46） 

mm3、 （342.73±23.15） mm3、 （1 560.95±34.21） mm3、 

（970.64±28.61） mm3、 （932.94±30.53） mm3。与对

照组比较，si-LINC01355组裸鼠移植瘤体积减小 （P <

0.05），pc-LINC01355组裸鼠移植瘤体积增大 （P < 

0.05），si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC组裸鼠移植瘤

体积无统计学差异 （P > 0.05）。与si-LINC01355组比
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较，si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor组裸鼠移植

瘤体积增大 （P < 0.05）。                                                                                             

2.3  各组细胞增殖、凋亡和侵袭情况比较

结果显示，与对照组比较，si-LINC01355组细胞

增殖活性、侵袭数量降低 （P < 0.05），凋亡率升高 （P < 

0.05）；pc-LINC01355组细胞增殖活性、侵袭数量升

高 （P < 0.05），凋亡率降低 （P < 0.05）；si-NC+miR-545-

5p-NC+pc-NC组细胞增殖活性、侵袭数量、凋亡率无

统计学差异 （P > 0.05）。与si-LINC01355组比较，si-

LINC01355+miR-545-5p inhibitor组细胞增殖活性、

侵袭数量升高 （P < 0.05），凋亡率降低 （P < 0.05）。见

图1、2，表3。

A，control group；B，si-LINC01355 group；C，pc- LINC01355 group；D，si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC group；E，LINC01355+miR-545-5p inhibitor group. 

图1  流式细胞术检测各组Cal-27细胞凋亡情况

Fig.1  Flow cytometry detection of Cal-27 cell apoptosis in each group 

A，control group；B，si-LINC01355 group；C，pc-LINC01355 group；D，si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC group；E，LINC01355+miR-545-5p inhibitor group. 

图2  Transwell实验检测各组Cal-27细胞侵袭情况 ×200

Fig.2  Invasion of Cal-27 cells in each group using Transwell assay  ×200

表3  各组Cal-27细胞增殖活性、侵袭数量、凋亡率比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.3  Comparison of proliferation activity，invasion quantity，and apoptosis rate of Cal-27 cells in each group （x-±s，n = 6） 

Group Proliferation activity （%） Number of invasion Apoptosis rate （%） 

Control 100.00±0.00 290.80±24.30   4.01±0.54

si-LINC01355   39.98±7.161）   91.70±18.521） 61.85±1.671） 

pc-LINC01355 245.63±13.251） 473.40±28.631）   0.38±0.121） 

si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC 106.14±12.70 302.10±23.42   3.91±0.48

si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor   94.86±11.902） 272.30±20.132）   4.43±0.612） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. si-LINC01355 group.

2.4  各组细胞EMT相关蛋白表达比较

与对照组相比，si-LINC01355组细胞Vimentin蛋

白阳性表达减少 （P < 0.05），E-cadherin蛋白阳性表

达增加 （P < 0.05）；pc-LINC01355组细胞Vimentin蛋

白阳性表达增加 （P < 0.05），E-cadherin蛋白阳性表达

减少 （P < 0.05）；si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC组细

胞Vimentin、E-cadherin蛋白阳性表达无统计学差异

 （P > 0.05）。与si-LINC01355组相比，si-LINC01355+

miR-545-5p inhibitor组细胞Vimentin蛋白阳性表达增

加 （P < 0.05），E-cadherin蛋白阳性表达减少 （P < 0.05）。

见图3、表4。

2.5  各组细胞增殖、凋亡相关蛋白表达比较

结果显示，与对照组比较，si-LINC01355组细

胞PCNA、C-myc与FOXD1蛋白表达减少 （P < 0.05），

cleaved caspase-3与Bax蛋白表达增加 （均P < 0.05）；

pc-LINC01355组细胞PCNA、C-myc与FOXD1蛋白表
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达增加 （均P < 0.05），cleaved caspase-3与Bax蛋白表达

减少 （P < 0.05）；si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC组细

胞PCNA、C-myc、cleaved caspase-3、Bax与FOXD1蛋

白表达无统计学差异 （均P > 0.05）。与si-LINC01355

组相比，si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor组细胞

PCNA、C-myc与FOXD1蛋白表达增加 （均P < 0.05），

cleaved caspase-3与Bax蛋白表达减少 （均P < 0.05）。

见图4、表5。

Vimentin

图3  免疫组化染色检测各组Cal-27细胞EMT相关蛋白的表达 ×200

Fig.3  EMT-related protein expression of Cal-27 cells in each group by immunohistochemical staining ×200

表4  各组Cal-27细胞EMT相关蛋白阳性表达 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.4  Positive expression of EMT-related proteins in Cal-27 cells in each group （x-±s，n = 6） 

Group Vimentin E-cadherin

Control 1.08±0.14 0.61±0.11

si-LINC01355 0.36±0.101） 1.13±0.161） 

pc-LINC01355 1.84±0.171） 0.16±0.051） 

si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC 0.37±0.11 0.60±0.13

si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor 1.05±0.132） 0.63±0.102） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. si-LINC01355 group.

E-cadherin

2.6  Cal-27细胞中LINC01355与miR-545-5p、miR-545-

5p与FOXD1的靶向关系验证结果

ENCORI数据库 （https：//masysu.com/encori/）查

询结果显示，LINC01355与miR-545-5p间存在结合

位点，miR-545-5p与FOXD1存在结合位点，见图5。

miR-545-5p-wt+pc-NC组、miR-545-5p-wt+pc-

LINC01355组、miR-545-5p-mut+pc-NC组、miR-545-

5p-mut+pc-LINC01355组的相对萤光素酶活性分别

为1.00±0.11、0.26±0.07、0.99±0.10和0.97±0.12。

与miR-545-5p-wt+pc-NC组比较，miR-545-5p-wt+pc-

LINC01355组相对萤光素酶活性显著降低 （P < 0.05）；

而miR-545-5p-mut+pc-NC组与miR-545-5p-mut+pc-

LINC01355组相对萤光素酶活性比较无统计学差异 

（P > 0.05）。

Control si-LINC01355 pc-LINC01355
si-NC+miR-545-5p-

NC+pc-NC
si-LINC01355+miR-

545-5p inhibitor 

1，control group；2，si-LINC01355 group；3，pc-LINC01355 group；4，si-

NC+miR-545-5p-NC+pc-NC group；5，si-LINC01355+miR-545-5p inhibi-

tor group. 

图4  Western blotting检测各组细胞增殖、凋亡相关蛋白的表达

Fig.4  The expression of proliferation and apoptosis-related pro-

teins of cells in each group by Western blotting 

1   2   3   4   5

PCNA

C-myc

Bax

Cleaved caspase-3

FOXD1

GAPDH

29×103

45×103

21×103

17×103

46×103

36×103
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FOXD1-wt+miR-545-5p-NC组、FOXD1-wt+miR-

545-5p mimics组、FOXD1-mut+miR-545-5p-NC组、

FOXD1-mut+miR-545-5p mimics组的相对萤光素酶活

性分别为1.02±0.14、0.30±0.08、1.03±0.15和1.01±

0.13。与FOXD1-wt+miR-545-5p-NC比较，FOXD1-wt+

miR-545-5p mimics组相对萤光素酶活性显著降低 （P < 

0.05）；而FOXD1-mut+miR-545-5p-NC组与FOXD1-

mut+miR-545-5p mimics组相对萤光素酶活性比较无

统计学差异 （P > 0.05）。

表5  各组Cal-27细胞增殖、凋亡相关蛋白相对表达 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.5  Relative protein expression of proliferation and apoptosis-related proteins in Cal-27 cells in each group （x-±s，n = 6）

Group PCNA C-myc Cleaved caspase-3 Bax FOXD1

Control 0.65±0.10 0.69±0.11 0.71±0.12 0.58±0.09 0.80±0.17

si-LINC01355 0.20±0.061） 0.23±0.071） 1.20±0.161） 1.06±0.141） 0.33±0.101） 

pc-LINC01355 1.12±0.141） 1.16±0.151） 0.22±0.071） 0.10±0.031） 1.30±0.191） 

si-NC+miR-545-5p-NC+pc-NC 0.64±0.12 0.70±0.12 0.72±0.14 0.57±0.10 0.81±0.16

si-LINC01355+miR-545-5p inhibitor 0.63±0.092） 0.67±0.102） 0.74±0.152） 0.60±0.112） 0.77±0.152） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. si-LINC01355 group.

3 讨论

OSCC的发病机制复杂，一般认为与吸烟、过量

饮酒等有关，手术是OSCC治疗的首选，辅助化疗或

放疗可取得较好的治疗效果。然而，大多数晚期患

者已发生转移，治疗效果较差。因此，明确OSCC的发

病机制，进而寻找更有效的治疗方法尤为重要［11-13］。

LINC01355是具有致癌活性的RNA分子，在人类癌

症发生和发展中起着重要作用，对肾透明细胞癌

具有临床预测价值［14］，研究［15］显示LINC01355在

胃癌细胞和组织中显著上调，可诱导胃癌细胞增

殖，同时抑制细胞凋亡，与患者预后不良相关。本

研究结果显示，与对照组比较，si-LINC01355组细

胞LINC01355表达下调，细胞增殖活性、侵袭数量，

Vimentin蛋白阳性表达，PCNA与C-myc蛋白表达

均减少，移植瘤体积缩小；而细胞凋亡率，cleaved 

caspase-3与Bax蛋白表达，E-cadherin蛋白阳性表达

均增加，表明敲低LINC01355可降低OSCC细胞EMT、

增殖、侵袭活性并促进凋亡，并且可以抑制移植瘤

在裸鼠体内生长，而增强LINC01355表达对OSCC细

胞发挥相反的作用，提示LINC01355可能是OSCC的

潜在治疗靶点。

miR-545-5p是具有抑癌活性的RNA分子，其表

达上调可通过减轻卵巢癌细胞生长和转移而发挥

肿瘤抑制作用［16］；也可导致骨肉瘤细胞体外增殖、

迁移和侵袭、异种移植物体内生长的抑制［17］；还

可显著降低鼻咽癌细胞增殖、迁移和侵袭，并促进

凋亡［18］。研究［6］显示，miR-545-5p表达可显著增强

OSCC患者体内分离的肿瘤浸润性CD8+T细胞的抗

肿瘤作用。FOXD1在头颈部鳞状细胞癌组织中高

表达，敲低FOXD1可促使头颈部鳞状细胞癌细胞衰

老与凋亡，并降低其增殖能力［19］。FOXD1表达降

低可抑制OSCC细胞自噬，继而发挥抗癌作用［20］。

本研究双萤光素酶报告实验结果显示，Cal-27细胞

内LINC01355靶向下调miR-545-5p表达，同时miR-

545-5p靶向下调FOXD1表达，表明LINC01355可

靶向调控miR-545-5p/FOXD1信号通路，从而介导

OSCC的发生、发展。将si-LINC01355和miR-545-5p抑

制剂联合转染到Cal-27细胞内，可减弱单独转染si-

LINC01355对OSCC细胞EMT、增殖、侵袭活性的降

低作用，削弱其对OSCC细胞凋亡的促进作用，拮抗

其对OSCC移植瘤裸鼠肿瘤生长的抑制作用，最终逆

转了对OSCC的抗癌作用，表明敲低LINC01355可减

弱OSCC增殖与侵袭，增强其凋亡，可能是通过上调

图5  基因结合位点

Fig.5  Gene binding site

LINC01355

miR-545-5p

FOXD1
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miR-545-5p实现的。

综上所述，LINC01355可通过调节miR-545-5p/

FOXD1信 号 通 路 来 调 控OSCC发 生、发 展，敲

减LINC01355可升高miR-545-5p表达水平而降低

FOXD1的表达水平，继而降低OSCC细胞EMT、侵袭、

增殖活性，增强其凋亡活性，同时可抑制其异种裸

鼠移植瘤生长，最终起到肿瘤抑制作用。本研究为

OSCC的临床治疗提供了新的作用靶点，并为明确其

发病机制提供了丰富的实验资料。本研究偏重于细

胞体外实验，体内研究有限，今后还需进一步研究

论证。
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