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双硫死亡基因 ＢＡＫ１ 在口腔鳞癌细胞中的表达及对细胞增殖、

迁移和侵袭的影响
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【摘要】 　 目的：识别口腔鳞状细胞癌新标志物，探究双硫死亡在口腔鳞状细胞癌增殖、迁移和侵袭中潜在

的生物学价值。 方法：检索相关文献，汇总双硫死亡相关基因。 基于 ＴＣＧＡ 数据库，利用生物信息学方法

识别具有临床意义的双硫死亡相关基因，并通过细胞生物学实验探究该基因在肿瘤发生发展过程中具有

的生物学价值。 结果：细胞生物学实验显示，ＢＡＫ１ 在口腔鳞状细胞癌中均高表达。 此外，ＢＡＫ１ 过表达或

敲低对于细胞增殖、迁移和侵袭能力均产生较大影响。 结论：ＢＡＫ１ 可作为口腔鳞状细胞癌新标志物，具有

临床意义。 同时，双硫死亡在口腔鳞状细胞癌增殖、迁移和侵袭中具有一定的生物学价值。
【关键词】口腔鳞状细胞癌；双硫死亡；ＢＡＫ１；细胞实验
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ｎｏｍａ，ＨＮＣ）在发展中国家，尤其是中南亚地区男性中高发，
其死亡率在所有癌症中居于第三位［１］ 。 头颈癌是一种异质

性疾病，涉及到头颈部区域的多个部位，口腔癌（ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ，
ＯＣ）则在头颈癌临床病例中最为常见，其中有 ９０％ 以上的

ＯＣ 是鳞状细胞癌［２］ 。 口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒ⁃
ｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）是以鳞状细胞为主的口腔内恶性肿瘤。 流行病

学调查显示，吸烟、饮酒和人乳头瘤病毒感染均是其致病因

素［３ － ４］ 。 当前，ＯＳＣＣ 的高死亡率主要是由于诊断延误、局部

淋巴结转移以及治疗抵抗导致的［５］ 。 虽然手术、放化疗以及

其他联合治疗手段极大控制了疾病的进展，提高了患者的生

存时间，但是仍有许多毒副作用影响着患者的生存治疗［６］ 。
因此，鉴定 ＯＳＣＣ 预后新标志物，探究 ＯＳＣＣ 增殖、迁移和侵

袭新机制，对其临床诊断及治疗具有极其重要的意义。
　 　 调节细胞死亡（ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＲＣＤ）在癌症代谢治

疗中起着重要作用［７］ 。 ２０２３ 年 ０２ 月，ＬＩＵ 等人揭示了一种

全新的 ＲＣＤ 方式，并将其命名为双硫死亡（ｄｉｓｕｌｆｉｄｐｔｏｓｉｓ）。
双硫死亡的发现颠覆了之前的研究思维，即存在一类生物标

志物不仅能够抑制铁死亡，还能促进双硫死亡，例如溶质载

体家 族 ７ 成 员 １１ （ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１，
ＳＬＣ７Ａ１１）。 在葡萄糖饥饿的情况下，肿瘤细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１
的高表达会加速细胞质中烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏ⁃
ｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）的消耗，这往

往使得二硫化物逐步积累并诱导二硫化物应激，最终导致双

硫死亡的发生［８］ 。 当前，对双硫死亡的研究仍处于初级阶

段，仍需进一步了解双硫死亡相关机制及其潜在的病理生理

功能，为肿瘤相关研究提供新的见解，同时推进其临床转

化［９ － １０］ 。
本研究通过生物信息学方法筛选有临床意义的双硫死

亡相关基因（ｄｉｓｕｌｆｉｄｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ，ＤＲＧ）作为 ＯＳＣＣ 预后

的新标志物，并利用细胞实验手段探究其在 ＯＳＣＣ 增殖、迁
移和侵袭中的生物学机制，揭示该基因如何在肿瘤中减少肿

瘤细胞来逃避双硫死亡，为靶向药物开发提供新思路，为肿

瘤机制研究提供新见解。
１　 材料与方法

１． １　 主要材料和仪器

人口腔鳞状细胞癌细胞系 ＳＣＣ９、ＳＣＣ１５、ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５、
ＨＮ３０（上海酶研生物科技有限公司，中国）；正常人口腔角质

细胞系 ＨＯＫ（上海酶研生物科技有限公司，中国）；杜氏改良

Ｅａｇｌｅ 培养基（ＤＭＥＭ，Ｂｏｌｏｇｉｃａｌ，以色列）；胎牛血清（ＦＢＳ，Ｂｏ⁃

ｌｏｇｉｃａｌ，以色列），含青霉素（１００ ｕｎｉｔｓ ／ ｍＬ）和链霉素（１００ μｇ ／
ｍＬ）；提取试剂盒 （ Ｔａｋａｒａ，日本）；转录试剂盒 （ Ｔａｋａｒａ，日
本）；定量试剂盒（Ｔａｋａｒａ，日本）；全细胞裂解液（苏州新赛美

生物科技有限公司，中国）；蛋白酶抑制剂（苏州新赛美生物

科技有限公司，中国）；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）；
ＰＶＤＦ 膜 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；克隆 ＧＡＰＤＨ （ ＡＧ０７６６） 抗体

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国）；兔多克隆 ＢＡＫ１ 抗体（Ｂｉｏｓｓ，中国）；ＤＡＢ
显色液（Ｇｅｎｅ ｔｅｃｈ，中国）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｓｉｇｍａ ａｌｄｒｉｃｈ，美
国）；脂质体转染试剂（上海翌圣生物科技有限公司）；ＣＣＫ －
８ 试剂盒 （南京博研生物科技有限公司）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；Ｍａｔｒｉｘｇｅｌ 基质胶（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美
国）；结晶紫染液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）；Ｔｉｐ 头（ ｉｂｉｄｉ，德国）；二氧

化碳细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；高速台式离心机

（ＺＥＩＳＳ，德国）；Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 （ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ，美

国）；垂直电泳仪（ＢＩＯ － ＲＡＤ，美国）；ＯＤＹＳＳＥＹ 双色红外激

光成像系统（ＬＩ － ＣＯＲ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）；酶联免疫检测仪

（上海闪谱生物科技有限公司）。
１． ２　 生信方法

１． ２． １　 数据下载和提取

从 ＰｕｂＭｅｄ 等数据库中检索截至 ２０２３ 年 １０ 月发表的相

关研究文献，整理其中所涉及到的双硫死亡相关基因

（ＤＲＧ） ［８，１１ － １９］ 。 从 ＴＣＧＡ 数据库下载 ＯＳＣＣ 相关 ＲＮＡ － ｓｅｑ
转录组、临床和预后数据作为训练集［２０］ 。 病例纳入标准如

下：（１）肿瘤发生部位为口腔全区域，包括舌、口底、唇、牙龈

及腭等；（２）经组织病理学确认为 ＯＳＣＣ；（３）各项数据完整，
排除数据不完整的病例。
１． ２． ２　 生存分析和表达差异分析

提取 ＤＲＧ 表达矩阵，与临床预后数据整合，单因素 ＣＯＸ
回归分析筛选与 ＯＳＣＣ 患者预后相关的 ＤＲＧ，并采用 Ｋａｐｌａｎ
－ Ｍｅｉｅｒ（Ｋ － Ｍ）法绘制生存曲线［２１ － ２２］ 。 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 方法分析

ＤＲＧ 在肿瘤与正常组织之间表达水平差异，进一步筛选ＤＲＧ，筛
选条件为：（１） ｜ ｌｏｇ２（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞ １；（２）ＦＤＲ ＜ ０． ０５［２３］ 。
１． ２． ３　 蛋白互作网络分析和通路分析

基于具有预后相关 ＤＲＧ，利用 ＳＴＲＩＮＧ 在线平台构建这

些基因及其相关基因之间的蛋白相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ － ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）网络［２４］ 。 提取 ＰＰＩ 结果，根据分子

特征数据库（ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｄａｔａｂａｓｅ，ＭＳｉｇＤＢ）中的京

都基因组百科全 书 （ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅ⁃
ｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）基因集，揭示通路信息，筛选与肿瘤发生发展

相关的 ＤＲＧ［２５］ 。

·８４６３· 陈寅瑜，等　 　 双硫死亡基因 ＢＡＫ１ 在口腔鳞癌细胞中的表达及对细胞增殖、迁移和侵袭的影响



１． ３　 实验方法

１． ３． １　 蛋白印迹实验

培养 ４８ ｈ 后收集细胞，预冷 ＰＢＳ 清洗后加入含有蛋白

酶抑制剂的全细胞裂解液室温离心。 调整各样品蛋白浓度

一致，取 ２０ μｇ 蛋白至新离心管中，按比例加入 ＳＤＳ 蛋白

上样缓冲液吹打均匀，１０５ ℃ 干浴中加热 １０ ｍｉｎ，冷却离

心， － ２０ ℃保存。 将样品加载到 ＳＤＳ 垂直胶进行垂直分离，
按分子量转印至 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％的脱脂奶粉室温孵育 １ ｈ，
一抗孵育，４ ℃摇床过夜。 回收一抗，ＰＢＳＴ 洗膜后加入二抗，
室温孵育 １ ｈ，回收二抗后洗膜，再运用 ＯＤＹＳＳＥＹ 双色红外

激光成像系统对条带进行扫描、成像、调整并储存。
１． ３． ２　 定量 ＰＣＲ 实验

提取试剂盒用于细胞总 ＲＮＡ 的提取，转录试剂盒将总

ＲＮＡ 进行反转录合成 ｃＤＮＡ，定量试剂盒检测表达情况，根
据 ｄｄＣＴ 法对结果进行相对定量分析，计算平均 Ｃｔ 值以表示

相对表达水平。 引物序列为正向 ５＇－ ＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＴＣＡＧＡ
ＣＣＴＧＣＡ － ３＇，反向 ５＇－ ＡＴＣＡＣＡＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧＡＣＴＧＧＡ －３＇。
１． ３． ３　 免疫组化实验

用中性福尔马林固定组织标本 ４８ ｈ，石蜡包埋、切片后

进行脱蜡、水化、修复处理。 去除内源性过氧化物酶，抗原封

闭，一抗孵育过夜、二抗孵育，滴加适量的 ＤＡＢ 显色液，显微

镜观察显色时间。 染核、脱水、透明处理后封片，根据染色情

况判断蛋白表达水平高低。
１． ３． ４　 细胞质粒转染实验

常规消化计数接种于 ６ 孔板后，用 ＰＢＳ 清洗，加入 １． ５
ｍＬ 无血清无双抗 ＤＭＥＭ 增加细胞转染效率。 将 １２５ μＬ 无

血清无双抗 ＤＭＥＭ 与 ５ μＬ 脂质体转染试剂成分充分混匀，
室温孵育 ５ ｍｉｎ 标记为溶液 １，之后将 １２５ μＬ 无血清无双抗

ＤＭＥＭ 与 ２． ５ μｇ 质粒 ＤＮＡ 充分混匀，室温孵育 ５ ｍｉｎ 标记

为溶液 ２。 将溶液 １ 和溶液 ２ 充分混匀，室温孵育 １８ ｍｉｎ 使

脂质体包裹质粒 ＤＮＡ。 转染 ８ ｈ 后更换 １０％ ＦＢＳ 的培养基，
转染 ４８ ｈ 后从 ｍＲＮＡ 和蛋白水平检测质粒 ＤＮＡ 的过表达效

果，确保转染体系稳定即可进行后续实验。
１． ３． ５　 ＣＣＫ －８ 细胞增殖实验

将癌细胞消化成单细胞悬液接种于 ９６ 孔板中，每孔接

种 １ × １０５ 个细胞，稀释定容至 １００ μＬ。 第 １２、２４、４８、７２ 小

时，各组选 ３ 个孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ － ８ 溶液，３７ ℃恒温孵

育 １ ｈ，在 ４５０ ｎｍ 波长下（酶联免疫检测仪）检测各孔光密度

值（初次 ＣＣＫ － ８ 测量前需根据试剂盒说明书制作标准曲

线）。 在第 ０、１２、２４、４８、７２ 小时，各组选 ３ 个孔测量 ＣＣＫ － ８
反应后的光密度值至第 ４ 天，记录数据，对各组进行细胞活

力分析。
１． ３． ６　 细胞划痕实验

按比例接种于 ６ 孔板，用 １０ μＬ 的 Ｔｉｐ 头沿直径在孔底

划一横线，刮除沿途细胞，各样本设置 ３ 个复孔。 ＰＢＳ 清洗

后加入 ２ ｍＬ 无双抗无血清 ＤＭＥＭ 记为零点，倒置显微镜

（２００ × ）随机拍摄 ５ 个不重叠视野。 ２４ ｈ 后 ＰＢＳ 清洗清除死

细胞，加入 ２ ｍＬ 无双抗无血清 ＤＭＥＭ，倒置显微镜（２００ × ）
观察划痕愈合情况及细胞迁移距离。 以第 ０ ｈ 细胞迁移前沿

为基线，利用 ＩｍａｇｅＪ 软件对第 ２４ ｈ 越过基线的细胞进行计

数并计算其均值。
１． ３． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验

侵袭实验前，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室膜上层预先包裹 Ｍａｔｒｉｘｇｅｌ 基
质胶（５０ μＬ）；３７ ℃ 孵育 ６ ｈ 至胶冻状，使用前 １ ｈ 加入

ＤＭＥＭ 水化。 常规消化计数后制成单细胞悬液，取 ２ × １０５

个细胞加入 ＰＢＳ 漂洗，室温离心 ５ ｍｉｎ。 迁移实验取 ３００ μＬ
细胞悬液接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上层，侵袭实验取 ４５０ μＬ 细

胞悬液接种于 Ｍａｔｒｉｘｇｅｌ 基质胶 包裹的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上

室，滴加 ７００ μＬ 含 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基，３７ ℃培育 ３２、
５６ ｈ。 ＰＢＳ 洗净后 ４％多聚甲醛固定 ２５ ｍｉｎ，用 ０． １％结晶紫

染液染色，擦除小室上层细胞后清洗烘干，利用倒置显微镜

对各小室中央拍照，ＩｍａｇｅＪ 软件计数各视野细胞。
１． ４　 统计学处理

所得数据均通过 Ｒ 软件和 ＩｍａｇｅＪ 软件进行统计学处

理、分析和绘图。 两组间比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验，生存预后

上的统计学差异比较用 Ｌｏｇｒａｎｋ 检验。
２　 结果

２． １　 双硫死亡相关文献检索和基因汇总

检索相关研究文献，汇总得到 １１４ 个 ＤＲＧ 纳入本研究。
基于预后生存分析、表达差异分析和蛋白通路分析，对这些

ＤＲＧ 进行进一步筛选。 技术路线如图 １ 所示。
２． ２　 生存分析和表达差异分析结果

基于 ＴＣＧＡ 数据库中 ＯＳＣＣ 数据，对这 １１４ 个 ＤＲＧ 进行

逐步筛选，有 １４ 个基因表达水平与患者的预后相关，并且这

些基因的表达水平在肿瘤和正常组织中均具有统计学差异（Ｐ
＜ ０． ０５）（图 ２Ａ － Ｂ）。

图 １　 技术路线图

Ｆｉｇ． １　 Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｒｏａｄｍａｐ
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图 ２ 目标基因筛选

Ａ：预后生存分析；Ｂ：表达差异分析，∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１。
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ

Ａ：Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１．

２． ３　 蛋白互作分析和通路分析结果

利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据平台对上一步初筛选所得的 １４ 个基

因进行蛋白互作，得到这 １４ 个基因的相关基因，并对所得结

果分别进行富集通路分析（图 ３Ａ － Ｂ）。 结果显示，ＢＡＫ１ 及

其相关基因主要富集于肿瘤相关通路。 基于预后生存、表达

水平、富集通路三个指标，ＢＡＫ１ 确定为目标基因用于后续的实

验研究。

２． ４　 ＢＡＫ１ 基因在 １ 个正常、５ 个口腔癌细胞系中的表达水

平

ＷＢ 实验显示正常人口腔角质细胞系 ＨＯＫ 和人口腔鳞

状癌细胞系 ＳＣＣ９、ＳＣＣ１５、ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５ 和 ＨＮ３０，结果显示

ＢＡＫ１ 基因在口腔鳞状癌细胞中均高表达（图 ４Ａ）。 ｑＰＣＲ 实

验结果与上述一致，ＢＡＫ１ 蛋白在口腔鳞状癌细胞系 ＳＣＣ９、
ＳＣＣ１５、ＣＡＬ２７、ＳＣＣ２５ 和 ＨＮ３０ 中较 ＨＯＫ 均表达增强 （图

４Ｂ）。

图 ３　 目标基因 ＢＡＫ１ 识别

Ａ：蛋白互作分析；Ｂ：富集通路分析。
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ＢＡＫ１

Ａ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ：Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ．

图 ４　 ＢＡＫ１ 在正常和癌细胞系中表达水平的比较

Ａ：ＷＢ 实验；Ｂ：ｑＰＣＲ 实验。
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＡＫ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

Ａ：ＷＢ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ：ｑＰＣＲ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．
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２． ５　 ＢＡＫ１ 基因过表达对口腔鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭

能力的影响

在 ＢＡＫ１ 基因低表达的 ＳＣＣ９ 细胞中过表达 ＢＡＫ１ 基

因，ＰＣＲ 实验显示 ＢＡＫ１ 过表达效果较好，表达增加 ３０ 倍以

上（图 ５Ａ）。 相较于未过表达组，ＣＣＫ － ８ 实验发现细胞增殖

能力显著提高，划痕实验表明细胞迁移能力增加，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验同样验证细胞侵袭能力的增加（图 ５Ｂ － Ｃ）。

２． ６　 ＢＡＫ１ 基因敲低对口腔鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭能

力的影响

在 ＢＡＫ１ 基因高表达的 ＣＡＬ２７ 细胞中敲低 ＢＡＫ１ 基因，
ＰＣＲ 实验显示 ＢＡＫ１ 敲低效果较好，表达下降 ７０％左右。 相

较于未敲低组，ＣＣＫ － ８ 实验发现细胞增殖能力显著下降，划
痕实验表明细胞迁移能力下降，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验同样验证细胞

侵袭能力的下降（图 ６）。

图 ５　 ＢＡＫ１ 过表达对 ＯＳＣＣ 细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Ａ：ＣＣＫ －８ 细胞增殖实验；Ｂ：细胞划痕实验；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验（结晶紫染色 × １００），∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１。
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＢＡＫ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 Ａ：ＣＣＫ －８ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ：Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ × １００），∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１．

图 ６　 ＢＡＫ１ 敲低对 ＯＳＣＣ 细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Ａ：ＣＣＫ －８ 细胞增殖实验；Ｂ：细胞划痕实验；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验（结晶紫染色 × １００），∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１。
Ｆｉｇ． ６　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＢＡＫ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 Ａ：ＣＣＫ －８ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ：Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ × １００），∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１．

３　 讨论

ＯＳＣＣ 是主要的口腔癌类型，其发病率和死亡率逐年增

加，严重影响患者的生命健康［２６］ 。 由于诊断延误、局部淋巴

结转移及药物抵抗，当前 ＯＳＣＣ 死亡率仍较高［２７］ 。 近些年，
基因组学大大促进了肿瘤研究、精准诊疗的发展［２８］ 。 因此，
利用生物信息学手段识别肿瘤预后标志物，并通过细胞生物

学手段验证新标志物在肿瘤增殖、迁移和侵袭中的生物学机

制，具有潜在的临床价值。
　 　 作为一种新的细胞死亡类型，双硫死亡（ｄｉｓｕｌｆｉｄｐｔｏｓｉｓ）
的标志物和形态学特征与其他细胞死亡方式有着显著的不

同，与肿瘤的进展密切相关。 有研究发现，ｌｎｃＲＮＡ ＡＬＭＳ１ －
ＩＴ１ 与双硫死亡通路相关，包括 ＮＡＤＰＨ 和二硫氧化还原酶

活性。 机制研究表明，ｌｎｃＲＮＡ ＡＬＭＳ１ － ＩＴ１ 可以通过磷酸戊

·１５６３·现代肿瘤医学　 ２０２４ 年 １０ 月　 第 ３２ 卷第 １９ 期　 　 ＭＯＤＥＲＮ ＯＮＣＯＬＯＧＹ，Ｏｃｔ． ２０２４，ＶＯＬ. ３２，Ｎｏ. １９



糖途径依赖的方式调节头颈鳞癌细胞的死亡［２８］ 。 因此，基
于双硫死亡相关基因（ＤＲＧ）来探究双硫死亡在 ＯＳＣＣ 增殖、
迁移和侵袭中的生物学价值是当前研究的热点［２９ － ３０］ 。
　 　 当前，ＴＣＧＡ 等大型公共数据库为全球研究者探索肿瘤

相关机制提供了巨大便利，在 ＯＳＣＣ 中的相关研究中也层出

不穷［３２］ 。 基于 ＤＲＧ 表达矩阵，利用机器学习方法可以从大

量 ＤＲＧ 中准确识别具有预后价值的 ＤＲＧ，而本研究中的目

标基因 ＢＡＫ１ 就是通过预后生存、表达水平、富集通路三个

指标筛选得到的。 此外，细胞生物学实验仍是目前最有力的

验证手段，本研究对筛选所得双硫死亡相关基因 ＢＡＫ１ 进行

一系列实验，可以使得本研究的结论更具有说服力。
　 　 本研究查阅了大量双硫死亡的相关文献，并对所涉及的

ＤＲＧ 进行了汇总，一共得到了 １１４ 个 ＤＲＧ。 基于 ＴＣＧＡ 数据

库，筛选得到了 １４ 个预后相关 ＤＲＧ。 结合蛋白互作网络和

通路分析，ＢＡＫ１ 满足筛选条件被认定为目标基因。 通过一

系列实验，ＢＡＫ１ 确实与 ＯＳＣＣ 增殖、迁移和侵袭相关。 已知

ＢＡＫ１ 参与编码多结构域促凋亡效应蛋白 ＢＡＫ，是凋亡机制

中的关键检查点。 如发生三级结构分解，促凋亡功能失调，
蛋白质稳定性降低，导致恶性肿瘤的发生和不可控［３３ － ３４］ 。
ＢＡＫ１ 已被证实在多种类型癌症中具有一定影响，例如在宫

颈癌症中存在一种未描述的调节途径，ＯＣＴ４ 通过该途径直

接诱导 ｍｉＲ － １２５ｂ 的表达，抑制其直接靶点 ＢＡＫ１，从而抑制

宫颈癌细胞凋亡［３５］ 。 同样在结肠癌研究中 ＢＡＫ１ 是 ｍｉＲ －
４１０ 的直接靶向，敲低 ＢＡＫ１ 可以减弱 ｍｉＲ － ４１０ 抑制的促凋

亡作用［３６］ 。 目前 ＢＡＫ１ 在 ＯＳＣＣ 中研究很少，而本研究正好

补充了 ＯＳＣＣ 中 ＢＡＫ１ 的相关研究。
　 　 综上所述，ＢＡＫ１ 可作为 ＯＳＣＣ 预后的新标志物，其对

ＯＳＣＣ 细胞增殖、迁移和侵袭能力也有一定的影响。 基于此，
双硫死亡被初步证实在 ＯＳＣＣ 中有潜在的生物学价值，也为

其他 ＯＳＣＣ 相关研究提供了新的见解。
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ＮＥＤＤ４Ｌ 增强 ＩＧＦ２ＢＰ２ 的泛素化对结直肠癌细胞 ＳＷ６２０ 增殖、

凋亡、迁移和侵袭的影响

杨秀莲１，王　 玫２，董　 辉３，孟繁君１，王利新１

１宁夏医科大学总医院心脑血管病医院医学检验科，宁夏 银川 ７５０００２；２ 上海市浦东新区公立医院心内科，
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【摘要】 　 目的：探讨 ＮＥＤＤ４Ｌ 对人转移性结直肠癌细胞 ＳＷ６２０ 迁移和侵袭的影响及其可能的作用机制。
方法：生物信息学分析筛选 ＩＧＦ２ＢＰ２ ／ ＮＥＤＤ４Ｌ 泛素化作用轴并构建 ＮＥＤＤ４Ｌ 过表达的 ＳＷ６２０ 细胞株，实
时荧光定量（ＲＴ － ｑＰＣＲ）检测 ＮＥＤＤ４Ｌ ｍＲＮＡ 表达水平；ＣＣＫ － ８ 法和流式细胞术检测细胞增殖和凋亡；细
胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移和侵袭，ＣＨＸ 和 ＭＧ１３２ 处理 ＳＷ６２０ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＧＦ２ＢＰ２
蛋白的表达。 同时构建 Ｆｌａｇ － ＩＧＦ２ＢＰ２、Ｈｉｓ － ＮＥＤＤ４Ｌ、ＨＡ － Ｕｂ 重组质粒并在 ２９３Ｔ 细胞中采用免疫共沉

淀检测 ＮＥＤＤ４Ｌ 对 ＩＧＦ２ＢＰ２ 的泛素化水平的影响。 结果：ＳＷ６２０ 细胞中成功实现 ＮＥＤＤ４Ｌ 过表达，并且导

致细胞增殖能力显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），凋亡能力显著上升（Ｐ ＜ ０． ０１）；同时抑制细胞周期进程（Ｐ ＜ ０． ０５）。
细胞迁移率显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），细胞侵袭数量显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，过表达

ＮＥＤＤ４Ｌ 能够显著降低 ＩＧＦ２ＢＰ２、ＹＡＰ、ＶＥＧＦＡ 的蛋白表达水平，Ｃｏ － ＩＰ 结果显示 ＮＥＤＤ４Ｌ 增强 ＩＧＦ２ＢＰ２
与 Ｕｂ 的结合能力。 结论：ＮＥＤＤ４Ｌ 在结直肠癌细胞中通过增强 ＩＧＦ２ＢＰ２ 的泛素化，进而降低 ＹＡＰ、ＶＥＧＦＡ
的蛋白表达来实现抑癌功能。
【关键词】结直肠癌细胞 ＳＷ６２０；结直肠癌；泛素连接酶；泛素化；细胞周期；迁移和侵袭
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