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[摘要] 目的　探究长链非编码 RNA （LncRNA） 小核仁 RNA 宿主基因 （SNHG） 22 调控微小 RNA （miR） -27b-

3p 对口腔鳞状细胞癌 （OSCC） 细胞增殖、侵袭和迁移的影响。方法　收集 52 例 OSCC 患者的癌组织及癌旁组织

标本，体外培养人正常口腔角质细胞 HOK 和 3 种人 OSCC 细胞 （CAL-27、SCC-25 和 HSC-3），实时荧光定量聚合

酶链反应 （qRT-PCR） 检测癌组织、癌旁组织、HOK 细胞和 3 种 OSCC 细胞中 SNHG22、miR-27b-3p 表达情况。

对 SCC-25 细胞进行转染并将其分为 Ctrl 组 （未进行转染）、si-SNHG22 组、si-NC 组、miR-27b-3p inhibitor 组、in‐

hibitor-NC 组、si-SNHG22+inhibitor-NC 组和 si-SNHG22+miR-27b-3p inhibitor 组，检测各组 SCC-25 细胞增殖情况

［细胞计数试剂盒 8 （CCK-8） 法检测增殖率、流式细胞术检测增殖指数 （PI）］；Transwell 实验检测各组 SCC-25

细胞侵袭情况；划痕愈合实验检测各组 SCC-25 细胞迁移情况；双荧光素酶实验验证 SNHG22 与 miR-27b-3p 的靶

向作用关系。结果　与癌旁组织比较，OSCC 癌组织中 SNHG22 表达显著升高，miR-27b-3p 表达显著降低 （P<

0.05）；与 HOK 细胞比较，CAL-27、SCC-25 和 HSC-3 细胞中 SNHG22 表达显著升高，miR-27b-3p 表达显著降低，

且 SCC-25 细胞中 SNHG22 与 miR-27b-3p 的表达与 HOK 细胞差异最大 （P<0.05）。与 Ctrl 组比较，si-SNHG22 组

SCC-25 细胞增殖率、PI、侵袭数和划痕面积愈合率均显著减少 （P<0.05），miR-27b-3p inhibitor 组 SCC-25 细胞增

殖率、PI、侵袭数和划痕面积愈合率均显著增加 （P<0.05）；与 si-SNHG22 组比较，si-SNHG22+miR-27b-3p inhibi-

tor 组 SCC-25 细胞增殖率、PI、侵袭数和划痕面积愈合率均显著增加 （P<0.05）。双荧光素酶实验显示 SNHG22 与

miR-27b-3p 存在靶向作用关系。结论　SNHG22 在 OSSC 中高表达，miR-27b-3p 在 OSSC 中低表达，SNHG22 可能

通过海绵化miR-27b-3p促进SCC-25细胞增殖、侵袭和迁移，SNHG22/miR-27b-3p轴可能是OSCC

一个新的诊断和治疗靶点。
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[Abstract] Objective　 This study aimed to investigate the influences of long noncoding RNA small nucleolar RNA 

host gene (SNHG) 22 on the proliferation, invasion, and migration of oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells by regu‐

lating microRNA (miR)-27b-3p. Methods　Cancer tissue and paracancerous tissue specimens of 52 OSCC patients were 

collected. Human normal oral keratinocytes (HOK) and three kinds of human OSCC cells (CAL-27, SCC-25, and HSC-3) 

were cultured in vitro. Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect the 

expression of SNHG22 and miR-27b-3p in cancer tissues, adjacent tissues, HOK cells, and three kinds of OSCC cells. 

SCC-25 cells were transfected and separated into the following groups: control (no transfection), si-SNHG22, si-NC, miR-

27b-3p inhibitor, inhibitor-NC, si-SNHG22+inhibitor-NC, and si-SNHG22+miR-27b-3p inhibitor. The proliferation of 

SCC-25 cells in each group was detected by cell-counting kit 8 method, and proliferation index (PI) was detected by flow 

cytometry. Transwell assay was applied to detect the invasion of SCC-25 cells in each group. Scratch-area healing experi‐

ment was applied to detect the migration of SCC-25 cells in each group. Dual-luciferase experiment was applied to verify 

the targeting relationship between SNHG22 and miR-27b-3p. Results　Compared with adjacent tissues, SNHG22 expres‐

sion in OSCC cancer tissues significantly increased, and the expression of miR-27b-3p significantly decreased (P<0.05). 

Compared with HOK cells, SNHG22 expression significantly increased in CAL-27 cells, SCC-25 cells, and HSC-3 cells, 

and the expression of miR-27b-3p significantly decreased. The expression in SCC-25 cells differed the most from that in 

HOK cells (P<0.05). Compared with the control group, the SCC-25 cell-proliferation rate, PI, invasion number, and 

scratch-area healing rate in the si-SNHG22 group decreased significantly (P<0.05). The SCC-25 cell-proliferation rate, 

PI, invasion number, and scratch-area healing rate in the miR-27b-3p inhibitor group increased significantly (P<0.05); 

compared with the si-SNHG22 group. The SCC-25 cell-proliferation rate, PI, invasion number, and scratch-area healing 

rate in the si-SNHG22+miR-27b-3p inhibitor group increased significantly (P<0.05). Dual-luciferase experiments showed 

that SNHG22 had a targeting relationship with miR-27b-3p. Conclusion　 SNHG22 was highly expressed in OSSC, 

whereas miR-27b-3p was lowly expressed. SNHG22 may promote the proliferation, invasion, and migration of SCC-25 

cells through sponge miR-27b-3p. The SNHG22/miR-27b-3p axis may be a new diagnostic and therapeutic target for 

OSCC.

[Key words]  long noncoding RNA small nucleolar RNA host gene 22;  microRNA-27b-3p;  oral squamous cell carci‐

noma;  proliferation;  invasion;  migration

口腔鳞状细胞癌 （oral squamous cell carcino‐

ma，OSCC） 是最常见的头颈部恶性肿瘤之一，

全球每年有超过50万的新确诊病例和14万的死亡

病例[1]。虽然近年来治疗方法取得了很大的进步，

但OSCC患者的预后仍不理想，5年总生存率仍低

于50%[2]。因此，深入研究OSCC发生发展的分子

机制是开发新的有效治疗方法的关键。

长链非编码RNA （long noncoding RNA，Lnc-

RNA） 通常长度超过200个核苷酸，可在转录、转

录后和翻译水平调控多个基因的表达，影响细胞

增殖、凋亡、代谢、迁移等诸多生物学过程，在

肿瘤进展中发挥着重要的调控作用[3]。大量证据表

明，小核仁RNA宿主基因 （small nucleolar RNA 

host gene，SNHG） 22在卵巢癌、肝细胞癌中过表

达，作为一种致癌基因促进肿瘤的进展[4-5]。但目

前尚无关于SNHG22影响OSCC进展的报道。Lnc-

RNA 通 常 作 为 微 小 RNA （microRNA， miRNA）

的竞争性内源RNA而海绵化miRNA，进而影响

miRNA下游基因的调控，从而参与肿瘤的发生和

发展过程[6]。已有研究[7]报道，miR-27b-3p在OSCC

细胞中低表达，上调其表达可抑制OSCC细胞增殖

并增强OSCC细胞对顺铂的敏感性。本研究利用

ENCORI数据库预测发现SNHG22与miR-27b-3p之

间存在可能的调控靶点，探讨SNHG22对OSCC细

胞增殖、侵袭和迁移的影响，并揭示调控miR-27b-

3p 作 为 其 分 子 机 制 的 可 能 性 ， 为 SNHG22/miR-

27b-3p轴成为OSCC新的诊断和治疗靶点提供依据。

1　  材料和方法

1.1　  材料

本研究得到河北医科大学第一医院伦理委员

会的审核与批准，且患者均签署知情同意书。收

集2019年2月—2021年12月于河北医科大学第一医

•• 53



国际口腔医学杂志 International Journal of Stomatology 2024-01 51（1）

院行手术的52例OSCC患者的癌组织及其癌旁组织

（距癌组织3 cm） 标本，所有组织标本均速冻保存

于-80 ℃。

人正常口腔上皮细胞HOK及OSCC细胞 （CAL-

27、SCC-25和HSC-3） 和人胚肾细胞293T （货号

YB-ATCC-8396、 YB-ATCC-9255、 AE-400、 AE-

429、YB-ATCC-4677，上海钰博生物科技有限公司）。

1.2　  主要试剂与仪器

Invitrogen Lipofectamine-2000、 Trizol （货 号

11668027、15596018，上海钰博生物科技公司）；

Takara PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA 

Eraser试剂盒、TB Green® Premix Ex TaqTMⅡ试剂

盒 （货号RR047A、RR820A，北京麦瑞博生物科

技 公 司）； SNHG22、 miR-27b-3p、 GAPDH、 U6

引物由北京全式金生物技术公司设计合成；CCK-

8试剂盒、碘化丙啶 （货号C0037、ST512，上海碧

云天生物技术公司）；0.1%结晶紫 （货号ZY7320，

上海泽叶生物科技有限公司）；双荧光素酶试剂盒

（货号SLDL-100，上海北诺生物科技公司）；si-

SNHG22、 si-NC、 miR-27b-3p inhibitor、 inhibitor-

NC、miR-27b-3p mimic、mimic-NC、野生型SNHG-

22 （SNHG22-WT）质粒、突变型SNHG22（SNHG-

22-MUT）质粒均由上海吉玛制药公司设计合成。

CO2 细 胞 培 养 箱 （型 号 Thermo HERAcell 

240i）、实时荧光定量聚合酶链反应 （real-time fluo-

rescence quantitative polymerase chain reaction，

qRT-PCR） 仪 （型号ABI 7500） 购自上海实维实

验仪器技术有限公司；倒置显微镜 （型号Olym‐

pus CKX31）、流式细胞仪 （型号BD FACSCanto 

Ⅱ） 购自北京埃克森科技有限公司；酶标仪 （型

号Thermo MultiskanTM FC） 购自上海联迈生物工程

有限公司。

1.3　  细胞培养与转染

HOK 细 胞 和 293T 细 胞 采 用 DMEM 培 养 基 ，

CAL-27 细 胞 、 SCC-25 细 胞 和 HSC-3 细 胞 采 用

DMEM/F12培养基，于37 ℃、5% CO2培养箱中常

规培养。

取对数生长期的SCC-25细胞接种至24孔板内

（5×104个/孔），待细胞密度达80%时弃去培养基，

利用Lipofectamine-2000进行转染，将SCC-25细胞

分为Ctrl组 （未进行转染）、si-SNHG22组、si-NC

组 、 miR-27b-3p inhibitor组 、 inhibitor-NC 组 、 si-

SNHG22+inhibitor-NC 组 和 si-SNHG22+miR-27b-

3p inhibitor组，转染6 h时更换为完全培养液，48 h

后收集各组SCC-25细胞。

1.4　  qRT-PCR检则SNHG22、miR-27b-3p表达

Trizol法从OSCC癌组织和癌旁组织、HOK细

胞、3种OSCC细胞及各组SCC-25细胞中提取总

RNA，测定RNA浓度后利用PrimeScriptTM RT rea-

gent Kit with gDNA Eraser试 剂 盒 合 成 cDNA， 以

GAPDH、 U6为 内 参 ， 利 用 TB Green® Premix Ex 

TaqTM Ⅱ试剂盒对cDNA进行扩增，借助qRT-PCR

仪检测扩增后的SNHG22、miR-27b-3p水平，采用

2-∆ ∆ CT法分析结果。逆转录引物为：5’-GTCGTA-

TCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-

ATACGACCACCTTCT-3’。 qRT-PCR 引 物 序 列

见表1。

1.5　  检测SCC-25细胞增殖情况

CCK-8法检测增殖率：将收集的各组SCC-25

细胞接种至96孔板内 （1×104个/孔），48 h后加入

CCK-8试剂，2 h后借助酶标仪测定450 nm波长处

的吸光度 （OD）。增殖率 （%） = （OD转染处理组- 
OD空白组） / （OD Ctrl组-OD空白组） ×100%。

流 式 细 胞 术 检 测 增 殖 指 数 （proliferation in‐

dex，PI）：将收集的各组SCC-25细胞接种至24孔

板内 （5×104个/孔），培养48 h后收集并转移至流

式管，加入100 μg/mL RNase A，37 ℃水浴30 min，

加入50 μg/mL碘化丙啶避光染色30 min，借助流

式细胞仪检测细胞周期。PI=（S+G2/M）/（G0/G1+

S+G2/M）。

1.6　  Transwell实验检测SCC-25细胞侵袭

预先于Transwell小室底膜包被基质胶 （Matri‐

gel），将收集的各组SCC-25细胞用不含胎牛血清

（fetal calf serum，FCS） 的培养基调成单细胞悬液

（2×105个/mL ），取200 μL接种至Transwell小室中，

24孔板中加入600 μL含有10% FCS的培养基，48 h

后取出Transwell小室，于甲醛中固定30 min，风

表 1 　qRT-PCR引物序列

Tab 1 　qRT-PCR primer sequence

基因

SNHG22

miR-27b-3p

GAPDH

U6

引物序列

Forward 5’-GACTCAAGCCCTGAGCATGT-3’

Reverse 5’-CTGGTCACCTCCAACTGCAA-3’

Forward 5’-CGCCTTGAATCGGTG-3’

Reverse 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

Forward 5’-CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3’

Reverse 5’-GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3’

Forward 5’-GTGCTCGCTTCGGCAGCACAT-3’

Reverse 5’-TACCTTGCGAAGTGCTTAAAC-3’
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干后于0.1%结晶紫中染色20 min，用棉签轻轻拭

去上层细胞，借助倒置显微镜计数细胞数量，即

为侵袭数量。

1.7　  划痕愈合实验检测SCC-25细胞迁移

将收集的各组SCC-25细胞接种至24孔板中

（5×104个/孔），24 h后用100 μL枪头在孔中间竖着

划一条直线，PBS清洗去除划下的细胞，继续培

养24 h，而后于倒置显微镜下拍照，Image J软件

计算细胞划痕面积愈合率。

1.8　  双荧光素酶实验验证 SNHG22 与 miR-27b-3p

的靶向关系

利用ENCORI数据库预测SNHG22与miR-27b-

3p的结合位点，将SNHG22全序列插入到pmiR‐

GLO载体中构建SNHG22-WT质粒，同时对结合位

点进行突变以构建SNHG22-MUT质粒。具体突变

位点见图1。

收集1.3中培养至对数生长期的293T细胞并接

种至24孔板内 （5×104个/孔），待细胞密度达80%

时利用Lipofectamine-2000进行转染，将293T细胞

分为SNHG22-WT+mimic-NC组、SNHG22-MUT+

mimic-NC 组 、 SNHG22-MUT+miR-27b-3p mimic

组和SNHG22-WT+miR-27b-3p mimic组，转染6 h

时更换为完全培养液，48 h后利用双荧光素酶试

剂盒检测各组荧光素酶活性。

1.9　  统计学分析

采用SPSS 25.0进行统计学分析。计量资料以

x̄±s表示，两组间比较用 t 检验，多组间比较用单因

素方差分析 （One-way ANOVA），进一步两两比

较行SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　  结果

2.1　  SNHG22、miR-27b-3p在 OSCC组织和细胞中

的表达情况

与癌旁组织比较，OSCC组织中SNHG22表达

升高，miR-27b-3p表达降低 （P<0.05）；与HOK细

胞比较，CAL-27、SCC-25和HSC-3细胞中SNHG22

表达升高，miR-27b-3p表达降低，且SCC-25细胞

升高/降低更多 （P<0.05）。检测结果见图2、3。

2.2　  成功抑制 SCC-25 细胞中 SNHG22 或 miR-27b-

3p表达

与Ctrl组、si-NC组比较，si-SNHG22组SCC-

25细胞SNHG22表达减少，miR-27b-3p表达增加

（P<0.05）；与Ctrl组、 inhibitor-NC组比较，miR-

27b-3p inhibitor组miR-27b-3p表达减少 （P<0.05）；

与si-SNHG22组、si-SNHG22+inhibitor-NC组比较，

si-SNHG22+miR-27b-3p inhibitor 组 SCC-25 细胞  

miR-27b-3p表达减少 （P<0.05）。检验结果见图4。

2.3　  敲低 SNHG22或 miR-27b-3p表达对 SCC-25细

胞增殖、侵袭和迁移的影响

与Ctrl组、si-NC组比较，si-SNHG22组SCC-

25细胞增殖率 （图5）、PI （图5和图6）、侵袭数

（图5和图7） 和划痕面积愈合率 （图5和图8） 均减

少 （P<0.05）；与Ctrl组、inhibitor-NC组比较，miR-

27b-3p inhibitor组SCC-25细胞增殖率、PI、侵袭数

A：OSCC 组织中 SNHG22 表达水平；B：OSCC 组织中 miR-27b-

3p 表达水平；*与癌旁组织比较，P<0.05。

图 2 　SNHG22 和 miR-27b-3p 在组织中的表达情况

Fig 2 　Expression of SNHG22 and miR-27b-3p in tissues

A：OSCC 细胞系中 SNHG22 表达水平；B：OSCC 细胞系中 miR-

27b-3p 表达水平；*与 HOK 细胞比较，P<0.05。

图 3 　SNHG22、miR-27b-3p 在细胞中的表达情况

Fig 3 　Expression of SNHG22 and miR-27b-3p in cells

图 1 　SNHG22 与 miR-27b-3p 的结合位点

Fig 1 　The binding site of SNHG22 and miR-27b-3p
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和划痕面积愈合率均增加 （P<0.05）；与si-SNHG-

22组、si-SNHG22+inhibitor-NC组比较，si-SNHG-

22+miR-27b-3p inhibitor组SCC-25细胞增殖率 （图

5）、PI （图5和图6）、侵袭数 （图5和图7） 和划痕

面积愈合率 （图5和图8） 均增加 （P<0.05）。

2.4　  SNHG22与miR-27b-3p靶向关系验证

与SNHG22-WT+mimic-NC组比较，SNHG22-

WT+miR-27b-3p mimic组荧光素酶活性降低 （P<

0.05）。结果见图9。

3　  讨论

近年来，大量研究表明，LncRNA异常表达与

各种癌症的发生发展密切相关，被认为是癌症诊

断和预后的重要标志，亦是癌症治疗的关键靶

点[8]。SNHG22为LncRNA家族的新成员，位于人

类基因组18q21.1区域，已被证实可促进多种癌症

的恶性进展，可能是一个潜在的治疗靶点。如

SNHG22可促进胃癌细胞迁移、侵袭和血管生成[9]；

SNHG22在食道鳞状细胞癌中过表达，沉默其表

达可抑制食道鳞状细胞癌细胞增殖，促进细胞自

噬和凋亡[10]。但SNHG22在OSCC的表达及作用尚

不清楚。本研究结果显示，SNHG22在OSCC癌组

织中及3种OSCC细胞 （CAL-27、SCC-25和HSC-

3） 中均高表达，提示SNHG22可能为一种致癌因

子促进OSCC进展。本研究选取SNHG22表达最高

的SCC-25细胞进行转染，结果发现，敲低SNHG22

表达后SCC-25细胞增殖率、PI、侵袭数和划痕面

积愈合率均减少，证实SNHG22为OSCC的致癌因

子，能够促进SCC-25细胞增殖、侵袭和迁移。

miRNA通过负调控靶基因的表达而参与细胞

增殖、迁移、分化、代谢等多种生命活动，可作

为致癌基因或抑癌基因调节肿瘤细胞的生物学行

为[11]。已有研究[7]报道，miR-27b-3p在OSCC中表

A：各组 SCC-25 细胞中 SNHG22 表达水平；B：各组 SCC-25 细胞

中 miR-27b-3p 表达水平。a：与 Ctrl 组比较，P<0.05；b：与 si-NC 组

比较，P<0.05；c：与 inhibitor-NC 组比较，P<0.05；d：与 si-SNHG22

组比较，P<0.05；e：与 si-SNHG22+inhibitor-NC 组比较，P<0.05。

图 4 　成功抑制 SCC-25 细胞中 SNHG22 或 miR-27b-3p 表达

　 Fig 4 　The expression of SNHG22 or miR-27b-3p was successfully in‐

hibited in SCC-25 cells

A：各组 SCC-25 细胞增殖率比较；B：各组 SCC-25 细胞 PI 比较；C：各组 SCC-25 细胞侵袭数比较；D：各组 SCC-25 细胞划痕面积愈合率比较。

a：与 Ctrl 组比较，P<0.05；b：与 si-NC 组比较，P<0.05；c：与 inhibitor-NC 组比较，P<0.05；d：与 si-SNHG22 组比较，P<0.05；e：与 si-SNHG22+

inhibitor-NC 组比较，P<0.05。

图 5 　敲低 SNHG22 或 miR-27b-3p 表达对 SCC-25 细胞增殖、侵袭和迁移的影响

Fig 5 　Effect of knocking down SNHG22 or miR-27b-3p expression on proliferation, invasion and migration of SCC-25 cells
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现为抑癌基因，其不仅可抑制OSCC细胞增殖，并

可减轻OSCC细胞对顺铂的耐药性。本研究结果显

示，miR-27b-3p在OSCC癌组织中及3种OSCC细胞

（CAL-27、SCC-25和HSC-3） 中均低表达，敲低

miR-27b-3p表达后SCC-25细胞增殖、侵袭、迁移

能力增强，表明miR-27b-3p在OSCC中为一种抑癌

基因，与既往研究一致。

大 量 证 据 表 明 ， 充 当 miRNA的 海 绵 而 影 响

miRNA下游基因的调控为LncRNA参与肿瘤发生

进展的重要机制之一[12]。

以本研究的SNHG22为例，如SNHG22可通过

海绵化miR-200c-3p促进胃癌细胞增殖和侵袭[13]；

SNHG22通过海绵化miR-128-3p促进结直肠癌细胞

迁移，抑制其凋亡[14]。而SNHG22是否通过海绵化

miR-27b-3p促进OSCC进展仍未可知。本研究结果

显示，敲低SNHG22表达不仅能够抑制SCC-25细

胞增殖、侵袭、迁移，而且可以使miR-27b-3p的

表达上调，而同时敲低miR-27b-3p表达后，敲低

SNHG22表达抑制SCC-25细胞增殖、侵袭、迁移

的作用被削弱，且双荧光素酶实验显示SNHG22

与miR-27b-3p存在靶向作用关系。综合上述结果，

表 明 SNHG22 可 以 通 过 海 绵 化 miR-27b-3p 促 进

OSCC进展。

图 7 　敲低 SNHG22 或 miR-27b-3p 表达对 SCC-25 细胞侵袭的影响

Fig 7 　Effect of knocking down SNHG22 or miR-27b-3p expression on SCC-25 cell invasion

图 6 　敲低 SNHG22 或 miR-27b-3p 表达对 SCC-25 细胞 PI 的影响

Fig 6 　Effect of knocking down the expression of SNHG22 or miR-27b-3p on PI of SCC-25 cells
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综上所述，SNHG22在OSSC中高表达，miR-

27b-3p在OSSC中低表达，SNHG22可能通过海绵

化miR-27b-3p促进SCC-25细胞增殖、侵袭和迁移，

SNHG22/miR-27b-3p轴可能是OSCC一个新的诊断

和治疗靶点。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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