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上调 OPN和 TIP30表达对口腔鳞癌 cal-27细胞的影响
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摘要目的：探讨上调骨桥蛋白(OPN)和 TIP30表达对口腔鳞状细胞癌 cal-27细胞增殖和迁移能力的影响。方法：采用过表达 OPN

载体病毒和过表达 TIP30质粒分别感染或转染 cal-27细胞株后，通过实时荧光定量 PCR法和蛋白印迹 western blot法检测 OPN

和 TIP30的表达，CCK-8 法检测细胞增殖能力，细胞划痕实验检测细胞的迁移能力。结果：过表达 OPN载体病毒感染的

cal-27-shOPN细胞株 OPN mRNA和蛋白的表达均明显高于 cal-27-shN细胞株(P<0.001，P=0.002)，且细胞的增殖能力和迁移能力

强(P<0.001，P=0.002)。过表达 TIP30质粒转染的 cal-27-pTIP30细胞株 TIP30 mRNA和蛋白的表达均明显高于 cal-27-pc3.0细胞

株 (P=0.001，P=0.003)，且细胞的增殖能力和迁移能力弱(P<0.001，P=0.005)。结论：OPN能促进 cal-27细胞的增殖和迁移，TIP30抑

制 cal-27细胞的增殖和迁移。
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The Influence of up-regulated Expressions of TIP30 and OPN on the Oral
Squamous Cell Carcinoma Cal-27 Cells

To study the influence of up-regulated expressions of OPN (osteopontin) or TIP30 on the oral squamous

cell carcinoma cal-27 cells. The TIP30 and OPN were overexpressed in the cal-27 cell lines respectively by infection or

transfection technology. Real-time fluorescent quantitative PCR (RT-PCR) and western blot were used to detect the TIP30 and OPN

mRNA and protein expressions. The proliferation ability was tested by CCK-8 tests, while the migration ability was tested by cell scratch

experiment tests. The expression of OPN mRNA and protein in cal-27-shOPN cell line was higher than those in the cal-27-shN

cell lines (P<0.001, P=0.002). The proliferation and migration ability of cal-27-shOPN cell line were better than those of cal-27-shN cell

line (P<0.001, P=0.002). The expression of TIP30 mRNA and protein in cal-27-pTIP30 cell line were higher than in the cal-27-pc3.0 cell

line (P=0.001, P=0.003). The proliferation and migration ability of cal-27-pTIP30 cell line were worse than those of the cal-27-pc3.0 cell

line (P<0.001, P=0.005). OPN could improve the ability of proliferation and migration of cal-27 cell line, while TIP30 could

reduce the ability of proliferation and migration of cal-27 cell line.
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前言

头颈部鳞状细胞癌，包括源于不同的解剖位置的口腔、口

咽、喉及下咽部，其发病率在恶性肿瘤中排名第六[1]。骨桥蛋白

是 1986年由 Senger等人发现的一种存在于骨细胞外基质的

分泌性磷酸化蛋白，并把它定义为一个与转化相关磷酸化蛋白

[2]。研究表明 OPN在头部和颈部癌症(HNC)中发挥作用，血浆

OPN可能是 NHC潜在生物标志物[3]。TIP30也称为 HTATIP2

或 CC3，是在 1997年初步确定抑癌基因，是一种从小鼠的小细

胞肺癌变体(v-SCLC)中发现的抑癌基因[4]。在口腔鳞状细胞癌

中，TIP30的表达低于癌旁组织和正常黏膜组织，且在临床分

期及淋巴结转移病例中有明显差异[5]。本研究对舌鳞癌 cal-27
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图 1OPN蛋白在 cal-27-shOPN和 cal-27-shN中的表达

Fig. 1 OPN protein expressions in the cal-27-shOPN and cal-27-shN stripe

OPN △ CT(x依s) P

cal-27-shOPN 2.870± 0.085 <0.001

cal-27-shN 12.995± 0.330

表 1 cal-27-shOPN和 cal-27-shN中 OPN mRNA △ CT值的比较

Table 1 Comparison of OPN mRNA in cal-27-shOPN and cal-27-shN △

CT value

细胞株分别进行感染过表达的 OPN 病毒和转染过表达的

TIP30质粒，再通过 PCR和Western blot技术对其感染或转染

效果进行检测；最后通过 CCK-8 实验和细胞划痕实验检测

cal-27细胞株的增殖和迁移能力，结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

cal-27细胞购于和元生物技术(上海)有限公司；DMEM培

养基购于上海增博生物科技有限公司；小牛血清(FBS)购于上

海亿佰生物技术有限公司；shOPN、shN病毒和 pTIP30、pC3.0

质粒由第二军医大学肿瘤研究所提供；cDNA试剂盒上海申能

博彩公司；OPN、TIP30和管家基因引物和探针购于上海生工

生物工程技术服务公司；羊抗人 OPN抗体购于 R&D systems

公司；兔抗人 TIP30 抗体购于 Cell Signaling Technology 公

司；鼠抗人 GAPDH(HPR)购于上海康想生物科技有限公司；

羊抗兔 -HPR 抗体和驴抗羊 -HPR 抗体购于 Santa Cruz

Biotechnology, Inc公司；CCK-8试剂盒购于东仁化学科技(上

海)有限公司。

1.2 细胞培养、感染和转染

cal-27细胞培养于含 10%FBS的 DMEM中，置于 37℃、

5% CO2细胞培养箱中培养。将状态良好的 cal-27细胞消化后，

离心弃上清液，加入 1 mL完全培养基并用移液枪吹打成细胞

悬液。根据测量的密度计算，每孔加入 2.5× 105个细胞于 6孔

板中，加入完全培养基使每个孔最后的体积为 2 mL。

感染病毒：24小时后，弃上清液，加入 PBS洗涤两次，每孔

中加入 1 mL的完全培养基。分别加入 1 mL的 shOPN和 shN

病毒。再加入 8 滋L 的 polybrene，记为“cal-27-shOPN”和

“cal-27-shN”，24小时更换成完全培养基培养。

转染质粒：24小时后，弃上清液，加入 PBS洗涤两次。根据

质粒浓度计算含 3 滋g质粒所需体积，分别加入 DMEM培养基

(无 FBS) 至 0.2 mL，再加入 6 滋L的 transgene混匀，静置 15

min。分别加完全培养基培养基 1.8 mL，记为“cal-27-pTIP30”和

“cal-27-pc3.0”。

1.3 RT-PCR法检测 mRNA的表达

将感染或转染后 48小时的细胞分别弃上层培养基，加入

PBS洗 2 次，再加入 RA2 提取液 500 滋L，静置 1 min，用 200

滋L的移液枪头刮取细胞，提取 RNA。将样品提取物全部吸入

内套管离心 1 min，吸去外套管中液体后加入 500 滋L洗液，离
心 1 min。再重复一次此步骤。吸去外套管中液体不加洗液，离

心 1 min。将内套管移入新的 1.5 mL Eppendorf管，加入洗脱液

25~50 滋L。室温静置 1 min后，离心 1 min，获得总 RNA。反转

录反应参照 TaKaRa RT-PCR说明书进行，反转录条件如下：37

℃ 15 min，85℃ 5 s合成 cDNA。取逆转录后的 cDNA于全自

动荧光定量 PCR系统中进行荧光定量 PCR扩增，反应体系 20

滋L。20 滋L反应体系包括 cDNA 1.0 滋L，SYBR GREEN 10 滋L，
基因引物 0.5 滋L，ddH2O 7.4 滋L。加入反应板后，设置反应条件
为：95℃ 2 min，循环 45次，95℃ 15 s；60℃ 15 s；72℃ 20 s。

实时荧光定量 PCR过程中，仪器自动在 72℃-95℃绘制熔解曲

线。所有样本均重复 3次检测。

1.4 western blot法检测蛋白的表达

转染后的细胞培养 48 小时，PBS洗两次，分别加入 1×

SDS提取液 280 滋L，分装提取蛋白。用 200 滋L的枪头刮除细
胞提取的蛋白质。测定蛋白浓度后，分别加入 loading buffer于

30 滋L蛋白提取物，放入 100℃孵箱中 3分钟至变性。经 10%

的 SDS-PAGE分离电泳分离后，通过转膜将蛋白质转至纤维

膜上。用 2% BSA液封闭 1 小时后，TBS·T 洗 5 次，每次 5

min。分别加入 OPN、TIP30及 GAPDH的一抗，4℃摇床过夜，

TBS·T洗 3次。分别加入 OPN，TIP30的二抗，室温孵育 1小

时。TBS·T洗涤 3次后发光。所有样本均重复 3次检测。应用

ImageJ图像处理软件对条带进行分析。

1.5 CCK-8法检测细胞增殖能力

感染或转染后的细胞培养 48小时，消化后收集细胞，按每

孔 1× 104个细胞铺于 96孔板中，周围滴入 PBS液，孵箱孵育。

每 24小时每组分别取 5个复孔和 1个 PBS孔进行 CCK-8实

验检测。连续测定 5天，绘制增殖曲线。

1.6 划痕实验法检测细胞迁移能力

感染或转染后的细胞培养 48小时，PBS洗 3 次，用 200

滋L的枪头垂直于培养皿在铺满的细胞上划一条直线，PBS洗
3次后用 DMEM培养基培养，分别在 0 h、6 h、12 h、24 h观察

细胞，拍照。

1.7 统计学方法

应用 SPSS 20.0统计学软件进行 t检验和多组重复测量资

料的方差分析，以 P≤ 0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 感染病毒后 cal-27细胞中 OPN的 mRNA和蛋白表达

根据实验测得的 CT值，计算△ CTcal-27-shOPN和△ CTcal-27-shN分

别代表在 cal-27-shOPN和 cal-27-shN中 OPN的模板扩增到一

定拷贝数所需循环数大小，△ CT值越大，说明其 OPN mRNA

表达越少。OPN 在 cal-27-shOPN 中△ CT 值较低 (2.870±

0.085)，在 cal-27-shN中△ CT值较高 (12.995± 0.330)，说明

OPN mRNA在 cal-27-shOPN中表达明显高于 cal-27-shN中的

表达(P<0.001)，见表 1。
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图 3 cal-27-shOPN细胞和 cal-27-shN细胞连续 5天的增殖情况

Fig.3 Five consecutive days of multiplication of cal-27-shOPN and

cal-27-shN

OPN test 1 test 2 test 3 x依s P

cal-27-shOPN 2.56 2.65 2.87 2.693± 0.159 0.002

cal-27-shN 0.26 0.33 0.27 0.287± 0.378

从 OPN 蛋白条带中可以看出 (图 1)，OPN 蛋白在

cal-27-shOPN 中的表达明显高于在 cal-27-shN 中的表达

(P<0.05)。

表 2 OPN蛋白在 cal-27-shOPN和 cal-27-shN中的相对表达量及统计分析

Table 2 The OPN protein in the cal-27-shOPN and cal-27-shN relative expression and statistical analysis

2.2 转染 TIP30过表达质粒的 cal-27 细胞中 TIP30的 mRNA

和蛋白表达

根据实验测得的 CT值，计算△ CTcal-27-pTIP30和△ CTcal-27-pc3.0分

别代表在 cal-27-pTIP30 和 cal-27-pc3.0 中 TIP30 的模板扩增

到一定拷贝数所需循环数大小，△ CT值越大，说明其 TIP30

mRNA表达越少。TIP30 mRNA在 cal-27-pTIP30中△ CT值较

低 (-5.169± 0.070)，在 cal-27-pc3.0 中△ CT值较高 (6.440±

0.277)，说明 TIP30 mRNA 在 cal-27-pTIP30 中表达明显高于

cal-27-pc3.0中的表达(P=0.001)，见表 3。

从 TIP30 蛋白条带中可以看出 (图 2)，TIP30 蛋白在

cal-27-pTIP30 中的表达明显高于在 cal-27-pc3.0 中的表达

(P<0.05)。

TIP30 △ CT(x依s) P

cal-27-pTIP30 -5.169± 0.070 0.001

cal-27-pc3.0 6.440± 0.277

表 3 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0中 TIP30 mRNA △ CT值的比较

Table 3 Comparison of TIP30 mRNA in cal-27-pTIP30 and cal-27-pc3.0

△ CT value

图 2 TIP30蛋白在 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0中的表达

Fig. 2 TIP30 protein expressions in the cal-27-pTIP30

and cal-27-pc3.0 stripe

TIP30 test 1 test 2 test 3 x依s P

cal-27-pTIP30 2.22 2.37 2.42 2.337± 0.104 0.003

cal-27-pc3.0 0.56 0.55 0.43 0.513± 0.072

表 4 TIP30蛋白在 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0中的相对表达量及统计分析

Table 4 The TIP30 protein in the cal-27-pTIP30 and cal-27-pc3.0 relative expression and statistical analysis

2.3 OPN对 cal-27细胞增殖的影响

我们将数据绘制成折线图来描述两种细胞活细胞数随时

间变化而变化的趋势，通过图 3发现 cal-27-shOPN细胞的增殖

速度比 cal-27-shN细胞快。

对 5天的数据进行统计学分析，采用多重重复资料方差分

析，F=1073.417，P<0.001，说明 cal-27-shOPN 和 cal-27-shN 的

增殖能力不同，且第 1~5天两组细胞的均有统计学差异，说明

cal-27-shOPN细胞增殖能力强于 cal-27-shN细胞，见表 5。

2.4 TIP30对 cal-27细胞增殖的影响

我们数据绘制成折线图来描述两种细胞活细胞数随时间

变化而变化的趋势，通过图 4我们发现 cal-27-pTIP30细胞的

day cal-27-shOPN cal-27-shN P

1 0.044± 0.002 0.021± 0.004 <0.001

2 0.095± 0.004 0.067± 0.017 0.012

3 0.318± 0.011 0.171± 0.007 <0.001

4 0.610± 0.015 0.352± 0.015 <0.001

5 1.014± 0.012 0.723± 0.025 <0.001

表 5 cal-27-shOPN和 cal-27-shN的 OD值比较（x依s）
Table 5 Comparison of OD value in cal-27-shOPN and cal-27-shN（x依s）
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图 6 cal-27-shOPN和 cal-27-shN细胞 6 h、12 h、24 h迁移能力的统计

分析

Fig. 6 The statistical analysis of the ability of migrate cal-27-shOPN and

cal-27-shN during 6 h, 12 h, 24 h

Note: #P≤ 0.05.

图 5划痕实验中 cal-27-shOPN和 cal-27-shN细胞 0 h、6 h、12 h、24 h

迁移能力

Fig. 5 Scratch experiment the ability of migrate cal-27-shOPN

and cal-27-shN in 0 h, 6 h, 12 h, 24 h

day cal-27-pTIP30 cal-27-pc3.0 P

1 0.041± 0.001 0.063± 0.003 <0.001

2 0.087± 0.003 0.128± 0.007 <0.001

3 0.155± 0.009 0.270± 0.015 <0.001

4 0.304± 0.011 0.499± 0.022 <0.001

5 0.588± 0.008 1.045± 0.010 <0.001

表 6 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0的 OD值比较（x依s）
Table 6 Comparison of OD value in cal-27-pTIP30 and cal-27-pc3.0（x依s）

增殖速度比 cal-27-pc3.0细胞慢。

对 5天的数据进行统计学分析，采用多重重复资料方差分

析，F=1168.673，P<0.001，说明 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0的

增殖能力不同，且第 1~5天两组细胞的均有统计学差异，说明

cal-27-pTIP30细胞的增殖能力弱于 cal-27-pc3.0细胞，如表 6。

2.5 OPN对 cal-27细胞侵袭力的影响

在图 5中，第一列分别为 cal-27-shOPN在 0 h、6 h、12 h、24

h的图片，第二列分别为 cal-27-shN在 0 h、6 h、12 h、24 h的图

片。我们可以看出，cal-27-shOPN细胞的迁移速度比 cal-27-shN

细胞快。

分别测量 cal-27-shOPN 和 cal-27-shN 在 0 h、6 h、12 h、24

h细胞间的宽度(n=5)，并计算细胞迁移率(以 0小时为基准)。方

差 分 析 得 出 ，F=38.809，P<0.001， 说 明 cal-27-shOPN 和

cal-27-shN的迁移能力不同。且 6 h、24 h两组细胞的均有统计

学差异(P<0.001，P=0.002)，尚不能认为 12 h两组细胞的统计学

差异(P=0.897)，如图 6。

2.6 TIP30对 cal-27细胞侵袭力的影响

图 7中，第一列分别为 cal-27-pTIP30在 0 h、6 h、12 h、24 h

的图片，第二列分别为 cal-27-pc3.0在 0 h、6 h、12 h、24 h的图

片。我们可以看出，cal-27-pTIP30 细胞的迁移速度比

cal-27-pc3.0细胞慢。

分别测量 cal-27-pTIP30 和 cal-27-pc3.0 在 0 h、6 h、12 h、

24 h细胞间的宽度 (n=5)，并计算细胞迁移率 (以 0小时为基

准)，cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0的迁移能力不同，且两组细

胞 24 h有统计学差异(P=0.005)，如图 8。

3 讨论

OPN存在于多种肿瘤细胞中，包括鼻咽癌、前列腺癌、膀

胱癌、宫颈癌和口腔鳞状细胞癌等[6-10]。OPN与肿瘤发生、发展

相关的功能主要有：(1)促使肿瘤的血管生成；(2)促进肿瘤的趋

化、黏附和迁移；(3)促进肿瘤细胞的凋亡；(4)参与免疫应答；(5)

促进肿瘤细胞外基质的降解[11]。OPN和其受体复合物随着血管

图 4 cal-27-pTIP30细胞和 cal-27-pc3.0细胞连续 5天的增殖情况

Fig.4 Five consecutive days of multiplication of cal-27-pTIP30 and

cal-27-pc3.0
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图 8 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0细胞 6 h、12 h、24 h迁移能力的统计

分析

Fig. 8 The statistical analysis of the ability of migrate cal-27-pTIP30 and

cal-27-pc3.0 during 6 h, 12 h, 24 h

Note: #P≤ 0.05.

图 7划痕实验 cal-27-pTIP30和 cal-27-pc3.0细胞 0 h、6 h、12 h、24 h迁

移能力

Fig. 7 Scratch experiment the ability of migrate cal-27-pTIP30

and cal-27-pc3.0 in 0 h, 6 h, 2 h, 24 h

内皮生长因子受体 2(VEGFR2)活化而激活 PI3k / PKB 途径，

这将导致 eNOS/NO信号的活化。同时，VEGFR2还可以通过

PLC酌传导信号，导致 eNOS磷酸化和 NO生成增强，这个过程

将导致内皮细胞生存、增殖、迁移和渗透率增加。这些复合物也

通过激活MEK / Erk通路，协调肿瘤细胞的运动和入侵。还有

研究表明富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(SPARC)整合素结合，

诱导 ILK/FAK/PKB激活，增加细胞迁移能力[11]。

研究表明 TIP30基因在多种人类肿瘤中的表达降低或缺

失，如胰腺导管癌、子宫颈癌、乳腺癌、脑胶质肿瘤和口腔血管

瘤等[12-16]。TIP30与肿瘤发生、发展相关的功能主要有：(1)抑制

肿瘤细胞增殖；(2) 促进肿瘤细胞凋亡；(3) 抑制基因肿瘤的转

移；(4)抑制肿瘤血管生成；(5)对 DNA损伤的反应[17]；(6)调节肿

瘤细胞的葡萄糖代谢 [18]；(7) 抑制基因转录 [19]。在肝癌细胞，

TIP30异位表达能导致 p53表达水平增加和 Bcl-2/Bcl-xL表达

水平降低，从而抑制细胞增殖。此外，TIP30敲除的小鼠肝细胞

癌肿瘤，结合表达 TIP30的腺病毒并且接受细胞毒性药物 5 -

氟尿嘧啶治疗后，使肿瘤的生长和长时间生存得到抑制[20]。体

内外实验表明抑制 TIP30的表达能够促进肿瘤细胞转移。目

前，有两种机制来解释其抑制肿瘤转移功能。第一种是凋亡诱导

效应，因变异 SCLC中缺乏生长因子而被认可[4]；第二种是间接

抑制效果，即 TIP30通过抑制血管生成从而抑制肿瘤转移[21]。

本研究成功建立了 OPN和 TIP30过表达 cal-27 细胞株，

初步探讨了过表达 OPN和 TIP30细胞株的增殖和迁移能力。

结果显示：提高 cal-27细胞中 OPN的表达能提高其细胞增殖

能力，而提高 cal-27细胞中 TIP30的表达能力能抑制细胞的增

殖能力。此外，提高 cal-27细胞中 OPN的表达能提高其细胞迁

移能力，而提高 cal-27细胞中 TIP30的表达能力能抑制细胞的

迁移能力。在细胞划痕实验中，两组细胞均在 24 h时细胞的迁

移能力有所不同，而在 12 h时细胞的迁移能力尚不能认为有

差异。这可能是因为划痕实验为了排除细胞本身的增殖影响以

及避免血清的成分不稳定，将细胞在划痕后在无血清的培养基

中培养，这样细胞可能需要一定的时间来适应生长条件的变

化。又因 cal-27细胞的细胞增殖时间为 35 h，我们在 36 h时细

胞时发现细胞培养基浑浊，可能是由于培养基中无血清，细胞

增殖所需的营养物质不足导致细胞大量死亡，因此选取 24 h

为观察点进行比较分析。结果表明过表达 OPN能促进 cal-27

细胞的增殖和迁移，而过表达 TIP30抑制 cal-27细胞的增殖和

迁移。因此，OPN和 TIP30可望作为口腔鳞状细胞癌诊断的标

志和潜在治疗靶点。
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