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沉默 Ras 同源物家族成员 C 对唾液腺腺样囊性癌增殖、

侵袭和迁移的影响
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[摘要]  目的　探讨沉默Ras同源物家族成员C （RhoC）对唾液腺腺样囊性癌（SACC）增殖、凋亡、侵袭、迁

移和上皮-间充质转化（EMT）的影响及其分子机制。方法　选择2019年1月1日—2024年3月1日于青岛市市立

医院手术切除的SACC病灶和正常唾液腺组织各 27例，通过蛋白免疫印迹（Western blot）和免疫组织化学法检

测RhoC的表达水平。针对RhoC基因序列设计 3条小干扰RNA （siRNA），转染至SACC-LM和SACC-83细胞系

中并评估转染效率。通过Western blot比较RhoC、Rho相关卷曲螺旋蛋白激酶 1 （ROCK1）、p38丝裂原活化蛋白

激酶（p38MAPK）、磷酸化 p38MAPK （p-p38MAPK）、扭曲家族 bHLH转录因子 1 （TWIST1）、E-钙黏蛋白（E-

cadherin）、N-钙黏蛋白 （N-cadherin）、波形蛋白 （Vimentin） 的蛋白表达水平。CCK-8 实验、流式细胞术、

Transwell侵袭实验、伤口愈合实验分别检测各组细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移能力的差异。生物信息学方法预

测RhoC可能的上游微小RNA（miRNA）及其在SACC中的表达情况，双荧光素酶报告基因实验验证二者的结合

位点。结 果　RhoC 在 SACC 中的表达显著上升 （P<0.05）。沉默 RhoC 后，实验组 ROCK1、p-p38MAPK、

TWIST1、N-cadherin、Vimentin的表达显著下降，E-cadherin的表达显著上升（P<0.05）；p38MAPK的表达无明

显差异（P>0.05）；细胞增殖、侵袭和迁移能力显著下降，凋亡率显著上升（P<0.05）。miR-138-5p在SACC中低

表达，miR-138-5p micmic 可以显著下调转染 RhoC 野生型质粒后 293T 细胞的荧光素酶活性 （P<0.05）。结论　

RhoC在 SACC中高表达，沉默RhoC可能靶向下游ROCK1/p38MAPK/TWIST1信号通路从而抑制 SACC的增殖、

侵袭、迁移和 EMT，同时促进其凋亡。miR-138-5p在 SACC 中低表达，是 RhoC 潜

在的上游基因，二者可能存在结合位点。
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[Abstract]  Objective　 This study aimed to investigate the effects of silencing Ras homolog family member C 

(RhoC) on the proliferation, apoptosis, invasion, migration, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of salivary 

adenoid cystic carcinoma (SACC) and its molecular mechanisms. Methods　A total of 27 SACC lesions and normal 

salivary gland tissues that were surgically resected at Qingdao Municipal Hospital from January 1, 2019 to March 1, 

2024 were selected, and the expression levels of RhoC were detected by Western blot and immunohistochemistry. 

Three small interfering RNA (siRNAs) were designed to target the RhoC gene sequence, transfected into SACC-LM 

and SACC-83 cell lines, and evaluated for transfection efficiency. The protein expression levels of RhoC, Rho-asso‐

ciated protein kinase-1 (ROCK1), p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK), phosphorylated-p38MAPK (p-

p38MAPK), twist family bHLH transcription factor 1 (TWIST1), E-cadherin, N-cadherin, and Vimentin were com‐

pared using Western blot. CCK-8 assay, flow cytometry, transwell invasion assay, and wound healing assay were 

conducted to assess the differences in cell proliferation, apoptosis, invasion, and migration abilities among the 

groups. Bioinformatics methods were also used to predict possible upstream micro RNAs (miRNAs) of RhoC and 

their expression levels in SACC. Moreover, dual-luciferase reporter gene experiments were performed to verify the 

binding sites of miR-138-5p and RhoC. Results　 RhoC was highly expressed in SACC (P<0.05). After silencing 

RhoC, the test group showed a significant decrease in the expression level of ROCK1, p-p38MAPK, TWIST1, N-

cadherin, and Vimentin, as well as a significant increase in the expression level of E-cadherin (P<0.05). No signifi‐

cant difference in the expression level of p38MAPK was observed (P>0.05). The cell proliferation, invasion, and mi‐

gration ability decreased in the test group, whereas the apoptosis rates significantly increased (P<0.05). miR-138-5p 

was lowly expressed in SACC, and miR-138-5p mimic can significantly downregulated the luciferase activity of 

293T cells after transfection with a RhoC wild-type plasmid (P<0.05). Conclusion　 RhoC is highly expressed in 

SACC, and RhoC silencing may target the downstream ROCK1/p38MAPK/TWIST1 signaling pathway, thereby in‐

hibiting the proliferation, invasion, migration, and EMT of SACC while promoting its apoptosis. On the contrary, 

miR-138-5p is lowly expressed in SACC and is a potential upstream gene of RhoC, and there may be binding sites 

between the two genes.

[Key words]  salivary adenoid cystic carcinoma; Ras homolog family member C; Rho-associated coiled-coil con‐

taining protein kinase 1; epithelial-mesenchymal transition; miR-138-5p

唾液腺腺样囊性癌（salivary adenoid cystic car-

cinoma，SACC）是一种常见的上皮来源的恶性肿

瘤，占唾液腺恶性肿瘤的 10%，占头颈部恶性肿

瘤的 1%[1]。该肿瘤具备高度神经浸润性、极易远

处转移等恶性标志，发生远处转移时 10年总生存

率可骤降 52%[2]。目前对于 SACC的治疗方法是以

手术为主的综合序列治疗，但难以抑制肿瘤的扩

散和复发。因此，探究SACC进展的分子机制并加

以干预具有重要的临床意义。

Ras 同源物家族成员 C （Ras homolog family 

member C，RhoC）是一种常见的致癌基因，该基

因编码的RhoC蛋白属于Rho GTP酶家族，可在三

磷酸鸟苷 （guanosine triphosphate，GTP） 和二磷

酸鸟苷 （guanosine diphosphate，GDP） 结合态之

间切换，调节细胞骨架，影响肌动蛋白和肌球蛋

白活性，从而调控细胞运动、极性和分裂等多种

功能[3-4]。近年来多项研究证实，RhoC 既可影响

Rho相关蛋白激酶（Rho-associated protein kinases，

ROCK） 和丝切蛋白 （cofilin，CFL） 等下游信号

来促进肿瘤的侵袭和迁移[3-5]，同时又受到 miR-

106b、miR-93等上游基因的调控[6]。本课题组既往

研究[7]证实该家族成员 RhoA 可促进 SACC 的恶性

生物学行为，但有关 RhoC对 SACC影响的研究仍

然较少。

本研究通过体外实验观察 RhoC在 SACC中的

表达情况，采用小干扰 RNA （small interfering 

RNA，siRNA）将其沉默后观察下游信号和SACC

增殖、凋亡、侵袭、迁移及上皮-间充质转化（ep‐

ithelial-mesenchymal transition，EMT）的改变，同

时通过生物信息学方法预测RhoC可能的上游微小

RNA （micro RNA，miRNA），以期为 SACC 的分

子靶向治疗提供新思路。
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1  材料和方法

1.1  材料和试剂

1.1.1  组织样本

液氮冻存的 SACC标本及正常唾液腺组织各 6

例来自 2024 年 1 月 1 日—3 月 1 日于青岛市市立医

院口腔颌面外科行手术切除的 6名患者。其中 5例

来自腮腺，1 例来自腭腺。患者年龄为 41~74 岁，

中位数为 61 岁；男 4 例，女 2 例。免疫组化所需

SACC 石蜡组织切片及正常唾液腺组织各 21 例，

取自 2019年 1月 1日—2024年 3月 1日于青岛市市

立医院病理科明确诊断的 21 名 SACC 患者。其中

14 例来自腮腺，4 例来自腭腺，3 例来自舌下腺。

患者年龄为 41~81 岁，中位数为 66 岁；男 12 例，

女 9例。纳入标准：1）手术切除原发灶；2）术前

未经放化疗；3） 肿瘤组织经组织病理学诊断为

SACC；4） 正常唾液腺组织经组织病理学检查未

见癌变。排除标准：1）原发灶已行放化疗或其他

非手术治疗；2）既往有恶性肿瘤病史或全身伴随

其他恶性肿瘤；3）严重糖尿病、肾衰竭或其他系

统性疾病，全身情况差，无法耐受手术者；4）临

床及病理资料不完整者。本研究已得到青岛市市

立医院伦理委员会审核批准 （批准号：2024-LW-

023），所有患者均已知晓手术风险与标本用途，

并签署知情同意书。

1.1.2  细胞系

人SACC-LM细胞系购自武汉尚恩生物技术有

限公司；人 SACC-83 细胞系购自武汉普诺赛生命

科技有限公司；人胚胎肾细胞 293（HEK293T）购

自美国模式培养物集存库。

1.1.3  其他材料

RPMI-1640 培养基、青-链霉素、0.25% 胰蛋

白酶（Thermo Fisher公司，美国）；胎牛血清（BI

公司，以色列）；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO）（Amersco 公司，美国）；SteadyPure 通用

型 RNA 提取试剂盒、EvO M-MLV 反转录预混型

试剂盒、SYBR GreenPro Taq HS 预混型实时定量

聚合酶链式反应 （real-time quantitative polymerase 

chain reaction，RT-qPCR）试剂盒（湖南艾科瑞生

物工程有限公司）；siRNA-RhoC（上海吉玛公司）；

引物磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）、RhoC （上海生工生物

工程有限公司）；抗 RhoC、抗 Rho 相关卷曲螺旋

蛋白激酶 1 （Rho-associated coiled-coil containing 

protein kinase 1，ROCK1）、抗 p38 丝裂原活化蛋

白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase，p38-

MAPK）、抗磷酸化 p38MAPK （p-p38MAPK）、抗

GAPDH （Cell Signaling Technology 公司，美国）；

抗扭曲家族 bHLH 转录因子 1 （twist family bHLH 

transcription factor 1，TWIST1）、抗 E-钙黏蛋白

（E-cadherin）、抗 N-钙黏蛋白（N-cadherin）、抗波

形蛋白 （Vimentin）、辣根过氧化物酶二抗 （Ab‐

cam 公司，英国）；CCK-8试剂盒（上海碧云天生

物技术有限公司）；流式细胞术试剂盒 （武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司）；Transwell 小室

（Corning公司，美国）。

1.2  实验方法

1.2.1  SACC细胞培养

将SACC-LM和SACC-83细胞置于含10%胎牛

血清和 1%青-链霉素的 4 mL RPMI-1640培养基中，

并于 37 ℃、5%CO2的恒温培养箱中培养。细胞密

度达 80%~90% 后，弃原培养液，PBS冲洗，加入

2 mL胰酶消化 3 min后，加入等体积完全培养基终

止消化，1 000 r/min离心 5 min后，弃上清液，加

入完全培养基重悬成单细胞悬液，最后以 1∶3比

例传代。

1.2.2  RhoC在SACC中的表达测定

向分别盛放有 6例SACC标本和正常唾液腺组

织的研钵中加入液氮并反复研磨直至均匀，粉末

置于 1.5 mL无菌 EP管并于−80 ℃下保存，提取总

蛋白后采用 Western blot 检测 RhoC 在 SACC 标本

和正常唾液腺组织中的表达。采用一步法配胶，

上样量每孔 5 μL，Marker 2.5 μL。120 V电泳时间

1 h，400 mA 转膜时间 30 min，TBST 洗膜 3 次后

5%脱脂牛奶封闭。加入一抗 4 ℃孵育过夜，TBST

洗膜 3次，加入二抗室温摇床孵育 1 h。TBST洗膜

3次后显影，拍照并分析灰度值。以 GADPH 为内

参，RhoC 抗体配制浓度为 1∶1 000，GAPDH 抗

体配制浓度为 1∶5 000。将免疫组化所需的SACC

标本和正常唾液腺组织各 21例蜡块于实验前一日

进行切片、烘片。实验当日脱蜡后采用乙二胺四

乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）修

复液修复，过氧化物阻断剂阻断 10 min，PBS 清

洗，5%山羊血清封闭 15~20 min，加入RhoC一抗

（配制浓度 1∶400）于 37 ℃恒温箱处理 1 h，PBS

清洗 3次后加入 PV-6000二抗避光处理 20 min，加

入DAB显色液，苏木素染色细胞核，脱水并封片。

显微镜下统计着色率和着色强度，RhoC以细胞核

和 （或） 细胞质出现黄色或棕褐色为阳性表达。
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统计着色率时，0~5% 记 0 分，6%~25% 记 1 分，

26%~50% 记 2 分，51%~75% 记 3 分，76%~100%

记 4分。统计着色强度时，不着色记 0分，淡黄色

记 1分，黄色记 2分，棕褐色记 3分。将着色率与

着色深度得分相加，总和 0~1 分记为阴性 （−），

2~3 分记为弱阳性 （+），4~5 分记为阳性 （++），

6~7分记为强阳性（+++）。其中弱阳性、阳性和强

阳性均视为阳性。

1.2.3  转染 siRNA及效率测定

根据 RhoC 基因序列设计 3 条 siRNA 和 1 条阴

性对照（表 1）。严格按照说明书进行操作，于转

染实验前 24 h 将处于对数生长期且适量传代的

SACC 细胞以密度为 2×105个/孔接种于 6 孔板。待

细胞生长至 60%~80%时开始转染。取 1.5 mL无菌

EP 管 2 支，分别加入 200 μL RPMI-1640 无血清培

养基，再分别加入 GP-transfect-Mate 转染试剂和

RNA oligo 各 7.5 μL，静置 5 min 后，将 GP-trans‐

fect-Mate培养基混合物滴加至RNA oligo培养基混

合物中，再次静置 15~20 min 后，立刻转染。6 孔

板每孔采用 PBS 冲洗后，加入上述转染试剂混合

物与 1 585 μL RPMI-1640 完全培养基，至反应终

体系为 2 000 μL，RNA oligo终浓度为 75 nmol·L−1。

恒温培养箱培养 24 h后，RT-qPCR测RhoC的表达

水平。使用 SteadyPure 通用型 RNA 提取试剂盒于

各组细胞中提取总RNA，去除基因组DNA并以紫

外分光光度仪检测 RNA 纯度及浓度后，采用 EvO 

M-MLV反转录预混型试剂盒行逆转录，各组均取

2 μL互补 DNA为模板，SYBR GreenPro Taq HS预

混型qPCR试剂盒处理后行扩增。每组设置3个孔，

实验重复3次。以GAPDH为内参。RhoC上游引物

序列为 5’-AAGTTCCCTTTGCCCGTCTG-3’，下

游引物序列为 5’-ACAGTGGCAACTCAAGGGTC-

3’；GAPDH上游引物序列为 5’-TGAAATGTGCA-

CGCACCAAG-3’，下游引物序列为 5’-GGGAAG-

CAGCATTCAGGTCT-3’。PCR程序设置：95 ℃预

变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，共 40个

循环。反应结束后，采用 2−△△Ct法比较转染后各组

细胞中RhoC mRNA的表达差异。选择沉默效率最

高的组别作为实验组 （siRNA-RhoC），同时设置

阴性对照组和空白对照组，分别转染 siRNA-NC基

因和只加入转染试剂，进行后续细胞学实验。

1.2.4  Western blot检测RhoC下游信号通路及EMT

相关蛋白的表达

各组细胞经 RIPA 裂解液处理后提取总蛋白，

使用 BCA 法测定蛋白浓度后测定 RhoC 下游 RO-

CK1/p38MAPK/TWIST1 信号通路及 EMT 相关蛋

白的相对表达量，方法同1.2.2。ROCK1、p38MA-

PK、 p-p38MAPK、 TWIST1、 E-cadherin、 N-cad‐

herin、Vimentin 抗体配制浓度为 1∶1 000；GAP‐

DH为1∶5 000。

1.2.5  CCK-8实验检测细胞增殖能力

沉默目的基因 24 h后，以 1.5×103个/孔细胞密

度将 SACC-LM 和 SACC-83 接种于 96 孔板，同时

设置对照组仅加入培养液消除其对光密度 （opti‐

cal density， OD） 值的影响。在避光环境下以

10%CCK-8染色剂和 90%RPMI-1640培养基配制反

应液。在接种 0、24、48、72 h后分别加入上述孔

板并于培养箱中培养 2 h。通过酶标仪检测波长

450 nm的OD值，每组设5个孔，实验重复3次。

1.2.6  流式细胞术检测细胞凋亡率

沉默目的基因 24 h 后，加入胰酶消化，PBS

冲洗后重悬并调整细胞密度为 5×105 个/mL。取

1 mL 细胞悬液，300 g 离心 5 min，弃上清，加入

500 μL稀释的Annexin V Binding Buffer 重悬细胞。

细胞悬液中加入 5 μL Annexin V-FITC Reagent 和

5 μL PI Reagent （50 μg/mL）。涡旋混匀后，室温

避光孵育 15~20 min，立即上机检测，实验重复

3次。

1.2.7  Transwell实验检测细胞侵袭能力

将基质胶置于 4 ℃冰箱中过夜解冻并与预冷

的 RPMI-1640 基础培养基以 1∶8 比例配制。取

60 μL基质胶垂直均匀加入上室，避免产生气泡和

贴壁，培养箱中孵育 3 h 后聚合成膜，弃上室余

液。上下室每孔加入 500 μL RPMI-1640 基础培养

基后，培养 2 h 使膜水化。转染后 24 h 取各组细

胞，以 RPMI-1640 无血清培养基调整细胞密度为

2.5×105 个/mL，下室加入 600 μL 含 20% 胎牛血清

的 RPMI-1640 培养基，上室加入 200 μL 上述细胞

悬液并培养 48 h。弃上下室液体，PBS 冲洗，4%

多聚甲醛固定 15 min，0.1% 结晶紫染色 15 min，

PBS冲洗，棉棒轻擦上室。随机选取 5个区域显微

镜下拍照，计算穿膜细胞数量，实验重复3次。

表 1　RhoC 的 siRNA 序列

Tab 1　Sequences of siRNA of RhoC

siRNA

siRNA-RhoC 1#

siRNA-RhoC 2#

siRNA-RhoC 3#

siRNA-NC

序列

GUGCCUUUGGCUACCUUGA

CTACTGTCTTTGAGAACTA

GACTGCTGTAGGCCTTCTT

UUCUUCGAACGUGUCACGU

••726



第6期 于汶源，等：沉默Ras同源物家族成员C对唾液腺腺样囊性癌增殖、侵袭和迁移的影响

1.2.8  伤口愈合实验检测细胞迁移能力

沉默目的基因 24 h后，将SACC-LM及SACC-

83细胞以 5×105个/孔接种于 6孔板，待细胞密度达

80%~90% 时，用同一支 1 000 μL 移液枪头垂直孔

板底部按直线划痕。PBS 冲净划下细胞，每孔加

入 2 mL RPMI-1640基础培养基，以消除细胞增殖

对实验的影响。而后分别于培养后 0、24、48 h在

倒置显微镜下观察各组细胞迁移情况，每组取上、

中、下 3 个视野，实验重复 3 次。使用 Image J 软

件进行测量并记录各组细胞的相对愈合率。计算

公式：相对愈合率= （0 h划痕宽度−24 h或 48 h划

痕宽度） /0 h划痕宽度。

1.2.9  生物信息学预测 SACC 中 RhoC 的上游 mi-

RNA

从美国国立生物技术信息中心（National Cen‐

ter for Biotechnology Information，NCBI） 中 GEO

（Gene Expression Omnibus）（https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/geo/） 数据库下载包含 SACC 患者 miRNA

表达数据的GSE59700和GSE117275数据集。使用

RNA 相互作用数据库（Encyclopedia of RNA inte-

ractomes， ENCORI， Starbase）（https://rnasysu.

com/encori/）、miRNA靶向预测综合分析网站（mi-

Rmap）（https://mirmap.ezlab.org） 查询与 RhoC 可

能存在靶向关系的 miRNA，与上述数据库取交集

并绘制韦恩（Venn）图。选择差异明显（|logFC|>

1，P<0.05） 且 miRmap score 较高者绘制火山图。

使用 ENCORI 预测 RhoC 与上游 miRNA 的结合

位点。

1.2.10  双荧光素酶报告基因实验验证RhoC与上游

miRNA的结合位点

针对 ENCORI 预测的结合位点设计报告基因

质粒。将 293T 细胞以 1×105个/孔接种于 24 孔板，

每组设置 3个孔，实验重复 3次。实验分 4组：1）

RhoC野生型报告基因质粒+miR-138-5p mimic；2）

RhoC 野生型报告基因质粒+miR-138-5p mimic 对

照；3） RhoC 突变型报告基因质粒+miR-138-5p 

mimic；4） RhoC 突变型报告基因质粒+miR-138-

5p mimic对照。各组细胞分别于无血清RPMI-1640

中共转染，转染 6 h后更换完全培养基。转染 48 h

后，弃液，PBS冲洗。每孔加入 100 μL Passive Ly‐

sis Buffer裂解液处理15 min。裂解液收集至1.5 mL 

EP管中，12 000 r·min−1离心 1 min，上清液收集至

新EP管中。不透光 96孔板中加入 100 μL LARⅡ，

再加入20 μL裂解上清液，混匀后测量Firefly lucif‐

erase 值为报告基因发光值。加入 100 μL Stop & 

Glo Reagent，混匀后测定记录 Renilla luciferase 值

为内参。

1.3  统计学分析

使用SPSS 18.0及GraphPad Prism 8.0分析各组

结果。K-S 检验 （Kolmogorov-Smirnov test） 对正

态性进行评估，同时使用莱文检验 （Levene test）

检验方差齐性。计量资料符合正态分布者用均数±

标准差表示，采用方差分析（ANOVA）进行多组

间比较；方差齐者选择LSD-t检验行进一步的两两

比较，方差不齐者则选用 Games-Howell法。符合

偏态分布者用M （P25，P75）表示，选择Kruskal-

Wallis H检验进行多组间比较，进一步比较选择用

Bonferroni 校正的 Mann-Whitney U 检验。以 P<

0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  RhoC在SACC中的表达

Western blot 结果显示：RhoC 在 6 例 SACC 中

的蛋白相对表达量显著高于 6例正常唾液腺组织，

差异具有统计学意义 （P<0.05，图 1）。免疫组化

结果显示：RhoC 主要表达在细胞浆，在 SACC 中

的阳性表达率为 66.67% （14/21），显著高于正常

唾液腺组织的 28.57% （6/21），差异具有统计学意

义（P<0.05，图 2）。由此说明，RhoC 在 SACC 中

过表达。

2.2  siRNA的转染效率

qRT-PCR结果显示：在SACC-LM与SACC-83

两种细胞系中，与空白对照组和阴性对照组相比，

转染后 siRNA-RhoC 1#组、 siRNA-RhoC 2#组和

siRNA-RhoC 3#组 RhoC mRNA 相对表达量均显著

a：正常唾液腺组织；b：SACC。*：P<0.05。

图 1 RhoC在SACC和正常唾液腺组织中的蛋白表达水平

Fig 1 Protein expression levels of RhoC in SACC and normal 

salivary gland tissues
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降低，差异具有统计学意义 （P<0.05，图 3）。同

时空白对照组和阴性对照组相比差异无统计学意

义（P>0.05，图3），由此说明转染成功。其中 siR‐

NA-RhoC 3#组转染效率最高，选择为实验组进行

后续研究。

2.3  RhoC下游信号通路相关蛋白的表达

Western blot结果显示：在SACC-LM与SACC-

83 两种细胞系中，与空白对照组和阴性对照组相

比，转染后RhoC、ROCK1、p-p38MAPK、TWIS-

T1的蛋白相对表达量显著下降，差异具有统计学

意义（P<0.05，图 4）；p38MAPK的蛋白相对表达

量差异无统计学意义 （P>0.05，图 4）。同时空白

对照组和阴性对照组相比差异无统计学意义（P>

0.05，图 4）。由此说明，沉默RhoC可能抑制其下

游ROCK1/p38MAPK/TWIST1信号通路而对SACC

恶性行为产生影响。

图 2 SACC和正常唾液腺组织中RhoC的免疫组化染色结果

Fig 2 Immunohistochemical staining results of RhoC in SACC 

and normal salivary gland tissues

ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 3 两种细胞系中转染效率的比较

Fig 3 Comparison of transfection efficiency in two cell lines

上：SACC-LM；下：SACC-83。a：空白对照组；b：阴性对照组；c：实验组。ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 4 转染后RhoC下游信号通路蛋白表达水平

Fig 4 Protein expression levels of RhoC downstream signaling pathways after transfection
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2.4  EMT相关蛋白的表达

Western blot结果显示：在SACC-LM与SACC-

83 两种细胞系中，与空白对照组和阴性对照组相

比，转染后 N-cadherin、Vimentin的蛋白相对表达

量显著下降，E-cadherin的蛋白相对表达量显著上

升，差异具有统计学意义（均 P<0.05，图 5）。同

时空白对照组和阴性对照组相比差异无统计学意

义（P>0.05，图 5）。由此说明，沉默RhoC可显著

抑制SACC的EMT水平。

2.5  沉默RhoC对SACC增殖的影响

CCK-8实验结果显示：在SACC-LM和SACC-

83中，接种 0 h后，实验组的 OD值与空白对照组

和阴性对照组的 OD 值相比差异均无统计学意义

（P>0.05）；接种 24、48、72 h后，实验组的OD值

均显著低于空白对照组和阴性对照组，差异具有

统计学意义 （P<0.05，表 2）。同时空白对照组和

阴性对照组相比差异无统计学意义 （P>0.05，表

2）。由此说明，沉默RhoC可显著抑制 SACC的增

殖能力。

2.6  沉默RhoC对SACC凋亡的影响

Annexin FITC/PI 染色结果显示：在 SACC-

LM 中，转染后实验组的细胞凋亡率 （11.30%± 

0.87%） 显著高于空白对照组 （4.40%±0.21%） 和

阴性对照组 （5.22%±0.82%），差异具有统计学意

义 （P<0.05，图 6）；在 SACC-83 中，转染后实验

组的细胞凋亡率 （11.45%±0.78%） 显著高于空白

对照组 （5.25%±1.01%） 和阴性对照组 （5.43%± 

0.88%），差异具有统计学意义（P<0.05，图6）。同

时空白对照组和阴性对照组相比差异无统计学意

义（P>0.05，图 6）。由此说明，沉默RhoC可显著

促进SACC的凋亡。

2.7  沉默RhoC对SACC侵袭的影响

Transwell实验结果显示：在SACC-LM中，转

染后实验组的穿膜细胞数量（348.73±39.00）显著

低于空白对照组 （797.07±36.58） 和阴性对照组

上：SACC-LM；下：SACC-83。a：空白对照组；b：阴性对照组；c：实验组。ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 5 转染后EMT相关蛋白表达水平

Fig 5 Protein expression levels of EMT after transfection

表 2　转染后 CCK-8 实验结果

Tab 2　CCK-8 results after transfection

项目

SACC-LM

SACC-83

空白对照组

阴性对照组

实验组

空白对照组

阴性对照组

实验组

0 h

0.59±0.08

0.60±0.11

0.55±0.10

0.50±0.04

0.52±0.05

0.49±0.06

24 h

0.83±0.06

0.78±0.08

0.69±0.10*#

0.66±0.06

0.63±0.08

0.56±0.11*#

48 h

1.54±0.22

1.46±0.16

1.14±0.23*#

1.37±0.10

1.40±0.10

1.08±0.11*#

72 h

1.73±0.14

1.66±0.13

1.38±0.19*#

1.49±0.10

1.53±0.13

1.24±0.10*#

注：*为实验组与空白对照组比较，P<0.05；#为实验组与阴性对照组比较，P<0.05。
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（766.67±49.89），差异具有统计学意义 （P<0.05，

图 7）；在 SACC-83中，转染后实验组的穿膜细胞

数量（266.60±43.32）显著低于空白对照组（512.20± 

45.37）和阴性对照组 （524.40±38.08），差异具有

统计学意义 （P<0.05，图 7）。同时空白对照组和

阴性对照组相比差异无统计学意义 （P>0.05，图

7）。由此说明，沉默 RhoC可显著抑制 SACC的侵

袭能力。

2.8  沉默RhoC对SACC迁移的影响

伤口愈合实验结果显示：在SACC-LM中，处

理后 24 h实验组的相对愈合率 （19.38%±7.15%），

显著低于空白对照组 （39.55%±3.75%） 和阴性对

照组（43.08%±3.42%），差异具有统计学意义（P< 

0.05，图 8）；处理后 48 h 实验组的相对愈合率

（40.82%±5.14%）显著低于空白对照组（77.06%± 

2.46%）和阴性对照组（77.05%±2.82%），差异具

有统计学意义 （P<0.05，图 8）。在 SACC-83 中，

处理后 24 h实验组的相对愈合率（25.65%±1.99%）

显著低于空白对照组 （34.82%±3.57%） 和阴性对

照组（36.28%±3.03%），差异具有统计学意义（P< 

左：实验结果 结晶紫染色 ×100；右：定量分析，a、b、c分别为空白对照组、阴性对照组、实验组。ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 7 转染后SACC侵袭细胞数量

Fig 7 Number of SACC invasive cells after transfection

上：SACC-LM；下：SACC-83；左：依次为空白对照组、阴性对照组和实验组的实验结果；右：定量分析，a、b、c分别为空白对照

组、阴性对照组、实验组。ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 6 转染后SACC细胞凋亡率

Fig 6 Apoptosis rate of SACC cells after transfection
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0.05，图 8）；处理后 48 h 实验组的相对愈合率

（49.69%±4.27%） 显著低于空白对照组 （74.51%± 

2.89%） 和阴性对照组 （72.00%±2.44%），差异具

有统计学意义 （P<0.05，图 8）。同时空白对照组

和阴性对照组相比差异无统计学意义 （P>0.05，

图 8）。由此说明，沉默RhoC可显著抑制SACC的

迁移能力。

2.9  RhoC与上游靶点miR-138-5p存在结合位点

ENCORI、miRmap、GSE59700 和 GSE117275

数据分析结果显示，miR-17、miR-31、miR-93、

miR-138-5p、 miR-9、 miR-150、 miR-106b、 miR-

331、miR-486 和 miR-455 共 10 种 miRNA 可能与

RhoC 存在结合位点 （图 9）。其中 miR-138-5p 的

可能性最强 （miRmap score=88.51），且在 SACC

中表达显著降低，差异具有统计学意义 （logFC=

−2.41，P<0.05，图 10）。ENCORI 分析显示 RhoC

与miR-138-5p可能存在结合位点（图 11）。双荧光

素酶报告基因实验结果显示：miR-138-5p mimic可

以显著下调转染 RhoC 野生型质粒的 293T 细胞的

荧光素酶活性，差异具有统计学意义 （P<0.05），

而对转染 RhoC 突变型质粒的 293T 细胞的荧光素

酶活性没有影响 （P>0.05），且 miR-138-5p mimic

对照对转染 RhoC 野生型及突变型质粒的 293T 细

胞的荧光素酶活性均无影响 （P>0.05）。由此说

明，miR-138-5p可靶向结合 RhoC，可能成为后者

的调控靶点（图12）。

3  讨论

SACC是一种兼具嗜神经生长、极易复发和远

处转移等恶性生物学行为的唾液腺上皮肿瘤，手

上：SACC-LM；下：SACC-83。ns：P>0.05；*：P<0.05。

图 8 转染后SACC相对愈合率

Fig 8 Relative healing rate of SACC after transfection

GSE59700 GSE117275

ENCORI m
iRm

ap

miR-138-5p

56 61

40
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41

7 240
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图 9 miR-138-5p韦恩图

Fig 9 Venn diagram of miR-138-5p
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术、放化疗等疗法对治疗其效果不佳，且国际上

关于复发性或转移性 SACC尚无获批的靶向药物，

上述多种原因导致SACC死亡率高、预后较差[1,8-9]。

因此，研究SACC的病因及其分子机制，积极探索

高特异性治疗靶点，对于提高其临床诊疗水平具

有关键意义。

Rho 家族属于 RAS 超家族，该家族成员由 20

个小信号转导 G 蛋白组成，与癌症的恶性进展密

切相关。Rho 家族蛋白具有结合 GDP 和 GTP 的特

性，定位于细胞膜时可被鸟嘌呤核苷酸交换因子

（guanine nucleotide exchange factors，GEF） 激活

为 GTP 结合态，随后充当“分子开关”激活下游

效应蛋白如 p21 活化激酶 （p21-activated kinases，

PAK）和ROCK，影响细胞生长、迁移和外渗，进

而调控恶性肿瘤的增殖、侵袭和转移[10-12]。作为

Rho家族中最常见的一种异构体，RhoC 已被证实

在胰腺癌、肝癌、乳腺癌等恶性肿瘤中过表达，

并促进其发生发展[4]。而在本研究中，RhoC在SA-

CC中同样高表达，提示该基因可能促进 SACC的

恶性生物学行为。

ROCK1 是一种属于 AGC 超家族的丝氨酸-苏

氨酸蛋白激酶，也是作用于 Rho 家族蛋白下游的

关键因子，在多种癌症中表达显著升高。该蛋白

可通过 Rho 蛋白依赖性的方式被激活，诱导下游

信号如肌球蛋白轻链 （myosin light chain，MLC）

和磷脂酰肌醇受体磷酸化，刺激 Ca2+内流，从而

促进细胞迁移；而抑制该蛋白可降低肌动蛋白收

缩性和调节其细胞骨架，使细胞形态变为长而不

规则的扁平态，这种变化会抑制肿瘤细胞的集落

形成并诱导其凋亡[13-14]。本研究中，沉默 RhoC 后

ROCK1的表达显著下降，同时细胞增殖、迁移能

力下降，凋亡率上升。说明沉默RhoC可能通过抑

制 ROCK1 的 Rho 依赖性激活，继而对 SACC 的恶

性行为起负向调控作用。

p38MAPK 属于丝裂原活化蛋白激酶 （Mito‐

gen-activated protein kinases，MAPK）家族，与多

种癌症密切相关。该蛋白能将细胞外信号与细胞

内信号相联系，从而调控细胞增殖、凋亡和分化

等多种生物过程[15]。p38MAPK 的激活由激酶级联

介导，即MAP3K激活MAPK2K，后者又激活 p38-

MAPK，p38MAPK 上具有能结合特定底物的激活

基序，能与多种底物如脂质运载蛋白 2 （Li-poca-

lin 2，LCN2）上的特异性对接结构域结合，影响

癌细胞的形成、侵袭和转移等多种恶性行为[15-16]。

有研究[16-17]表明，Rho家族蛋白中细胞分裂周期蛋

白 42 （cell division cycle 42，Cdc42） 可与丝裂原

活化蛋白激酶激酶 1 （mitogen-activated protein ki‐

nase kinase 1，MEK1）结合，MEK1可作为 MAP-

3K 的上游激活物达到激活 p38MAPK 的目的。在

本研究中，沉默RhoC后ROCK1与 p38MAPK的表

达同时下降，提示RhoC的低表达可能抑制ROCK-

1 级联介导的 p38MAPK 激活，继而起到抑制 SA-

CC的作用。

TWIST1是碱性螺旋-环-螺旋转录因子家族的

成员，该家族蛋白拥有一段碱性氨基酸的E-box结

合域，在上皮细胞的间充质转化中发挥重要作用，

通过体内外研究[18-19]证明敲除 TWIST1可显著抑制

乳腺癌的恶性行为。在肿瘤形成过程中，凋亡主

图 11 RhoC与miR-138-5p结合位点预测

Fig 11 Prediction of binding site between RhoC and miR-138-5p
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图 12 miR-138-5p和RhoC共转染后293T细胞的荧光素酶活性

Fig 12 Luciferase activity of 293T cells after co-transfection 

with miR-138-5p and RhoC
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图 10 miR-138-5p火山图

Fig 10 Volcano diagram of miR-138-5p
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要由 ARF/p53 信号通路触发，而 TWIST1 不仅与

p53 启动子的有效反式激活剂 HOXA5 发生相互作

用并抑制其活性，还能抑制 ADP 核糖基化因子

（ADP-ribosylation factors，ARF）的表达及稳定性

从而阻止其翻译后修饰，继而抑制细胞凋亡[19]。

EMT 是指极化、不易运动的上皮细胞经一系列复

杂生化过程，如细胞骨架重组，转变为非极化、

易运动的间充质细胞，同时获得高侵袭性和抗凋

亡能力的过程[20]。TWIST1 已被证实可诱导 E-cad‐

herin 下调，并增加间质标记物如 Vimentin 和 N-

cadherin 的表达[21]，其主要机制是通过与 E-cad‐

herin 启动子中的多个 E-box 结合域结合从而抑制

其转录[22]。本研究中，沉默RhoC后 p-p38-MAPK、

TWIST1、N-cadherin 和 Vimentin 的表达均下降，

E-cadherin的表达显著上升，同时 SACC 侵袭能力

减弱，凋亡率上升。由此推测，沉默 R-hoC 可能

会阻止 p38MAPK 与底物 TWIST1上特异性对接结

构域的结合，减弱后者对 ARF/p53 等下游通路的

抑制作用以及与 EMT 相关蛋白上 E-box 结合域的

结合能力，最终促进SACC的凋亡，抑制其侵袭和

EMT。

近年来，随着竞争性内源 RNA假说的提出和

大量实验验证，学者们愈发重视 lncRNA-miRNA-

mRNA 三者互作在癌症中的重要调控作用，该理

论认为 miRNA 可以与多个靶基因的 mRNA 上 3’

UTR区域结合并将其沉默，抑制单个miRNA可能

导致多个致癌基因的表达下调，从而发挥显著的

抗癌作用[23]。由于 SACC 的罕见性，国内对其

miRNA-mRNA 互作的研究甚少。本研究在观察

RhoC 及其下游信号对 SACC 的影响之外，利用生

物信息学方法预测了 RhoC 的上游 miRNA，以期

为SACC的分子靶向治疗提供新思路。

综上所述，本研究利用 siRNA沉默 SACC-LM

和SACC-83中的RhoC基因，观察到其下游信号通

路 ROCK1/p38MAPK/TWIST1 及 EMT 相关蛋白的

表达显著降低，SACC 的恶性生物学行为显著减

弱。由此推测，沉默 RhoC 后 ROCK1 的 Rho 依赖

性激活减少，使得下游 p38MAPK的激酶级联激活

受到抑制，p38MAPK 无法与 TWIST1 的特异性对

接结构域结合，导致后者与细胞凋亡及 EMT相关

蛋白上 E-box 结合域的结合减弱，最终起到抑制

SACC 增殖、侵袭、迁移和 EMT 的作用。本研究

在分析RhoC下游信号的同时预测其上游信号，为

其成为SACC靶向治疗的重要位点提供了依据，而

有关 RhoC在 SACC中的具体作用机制仍待进一步

研究。
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内容简介：

《儿童口腔临床影像学指南：设备、技术及临床注意事项》是一本有关儿童

口腔颌面部成像的全面指南，适用于全科口腔医生和儿童口腔医生。书中涵盖放

射防护、辐射剂量和电离辐射的潜在风险等内容，在临床实践中遇到相关重要问

题时，可为口腔医生提供适当的信息。书中还包括了一些（儿童）口腔医生应该

了解的X线机相关的信息（从口内仪器到医用计算机断层扫描仪）以及不同数字

影像接收器之间的差异等，有助于口腔医生理解为什么使用某些曝光设置以及不

同机器和影像接收器的优缺点。本书也阐述了非电离辐射技术（例如，磁共振成

像和超声成像）及其在口腔颌面部放射学领域的应用，并随文分享了大量临床照

片。所有内容均用专业影像学知识加以说明，让读者了解在真正评估口腔颌面部

影像时需要关注哪些问题。

••734


