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[摘要] 目的院探讨异戊二烯基半胱氨酸羧基甲基转移酶渊isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase袁Icmt冤对舌鳞癌

CAL-27 和 SCC-4 细胞增殖尧凋亡和细胞周期的影响及其相关机制遥 方法院针对人 Icmt 基因序列设计并构建 3 条小

干扰 RNA渊small interfering RNA袁siRNA冤袁采用脂质体载体瞬时转染 Icmt-siRNA 抑制舌鳞癌 CAL-27 和 SCC-4 细胞

Icmt 表达袁将实验组分为 Icmt-siRNA-1 组尧Icmt-siRNA-2 组尧Icmt-siRNA-3 组曰同时将脂质体转染 NC-siRNA 作为

阴性对照组袁只加转染试剂作为空白对照组遥 采用实时荧光定量 PCR渊qRT-PCR冤和蛋白质免疫印记法渊Western blot冤
检测转染后各组细胞 Icmt尧K-Ras 的 mRNA 和蛋白表达及 K-Ras 膜蛋白的表达曰Western 免疫印迹检测 Cyclin D1尧
p21尧Akt尧p-Akt 蛋白表达曰细胞增殖活性检测试剂盒和流式细胞术检测细胞的增殖活性尧周期变化和凋亡能力遥 应用

GraphPad Prism 8.2.1 软件对实验数据进行统计学分析遥 结果院qRT-PCR 和 Western 免疫印迹检测结果显示袁与对照

组相比袁实验组 Icmt mRNA 和蛋白表达显著下降渊P<0.05冤袁K-Ras mRNA 和蛋白表达无显著差异渊P>0.05冤袁K-Ras 膜
蛋白表达显著下降 渊P<0.05冤曰 周期相关蛋白 Cyclin D1 表达显著下调袁p21 表达显著上调 渊P<0.05冤曰Ras/PI3K/Akt/
mTOR 信号通路相关蛋白 Akt 表达无统计学差异渊P>0.05冤袁但 p-Akt 表达显著下降渊P<0.05冤遥细胞增殖活性检测结果

表明袁与对照组相比袁实验组细胞增殖能力显著下降渊P<0.05冤曰流式细胞术检测结果表明袁实验组细胞凋亡水平较对

照组显著增加袁细胞周期被阻滞在 G1/S 期渊P<0.05冤遥 结论院体外沉默 Icmt 基因可有效抑制 CAL-27 和 SCC-4 细胞增

殖且诱导凋亡袁其作用可能是通过影响 K-Ras 膜蛋白靶向膜定位袁负性调控细胞周期和下调 Ras/PI3K/Akt/mTOR 信

号通路而实现遥
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Effects of silencing Icmt on the proliferation, apoptosis, and cell cycle of CAL-27 and SCC-4 cells CHEN Zheng-
gang1, WANG Qi-min1, TONG Lei1, WANG Yun-ying2, XU Xiao-na2, WANG Ying3, HAN Hong-yu1, SHENG Shan-gui4,
WANG Shao-ru5. (1. Department of Stomatology, 2. Central Laboratory, Qingdao Municipal Hospital, Qingdao University.
Qingdao 266071, Shandong Province; 3. Department of Stomatology, Fourth People爷s Hospital of Jinan. Jinan 250031,
Shandong Province; 4. School of Stomatology, Qingdao University. Qingdao 266003, Shandong Province; 5. School of
Stomatology, Dalian Medical University. Dalian 116044, Liaoning Province, China冤
[Abstract] PURPOSE: This study was aimed to explore the effects and regulatory mechanisms of silencing Icmt on cell
proliferation, apoptosis, and cell cycle of cell line CAL-27 and SCC-4 in vitro. METHODS: Three siRNAs were designed
and constructed for Icmt gene sequence, and then transfected into CAL-27 and SCC-4 cells to silence Icmt expression.
The tested cells were divided as follows: RNA interference groups including Icmt-siRNA-1, Icmt-siRNA-2, and Icmt-
siRNA-3, negative control group, and blank control group. The mRNA and protein expression of Icmt and K-Ras were
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examined by real-time PCR and Western blot, respectively. The expression of Cyclin D1, p21, Akt, and p-Akt were ex-
amined by Western blot. The proliferation abilities of CAL-27 and SCC-4 cells were determined by cell counting kit-8
assay. Cell cycle analysis and apoptosis abilities of CAL-27 and SCC-4 cells were detected by flow cytometry. Statistical
analysis and presentation was performed using GraphPad Prism 8.2.1 software. RESULTS: The expression of Icmt mRNA
and protein in CAL-27 and SCC-4 cells was reduced significantly after Icmt siRNAs were transfected (P<0.05). No signif鄄
icant difference in K-Ras mRNA and protein expression was detected (P>0.05), but the expression of K-Ras membrane
protein was decreased significantly compared with the negative control group and the blank control group (P<0.05). Cyclin
D1 expression was decreased, whereas p21 expression was increased significantly. The expression of Akt was invariant (P>
0.05), but the expression of p-Akt was significantly decreased (P<0.05). The cell cycle was altered in G1/S, the growth-
proliferative activity was inhibited and apoptosis was significantly induced (P<0.05). CONCLUSIONS: Silencing Icmt can
effectively reduce the proliferation and induce apoptosis of CAL-27 and SCC-4 cells by affecting K-Ras membrane target鄄
ing localization, and then negatively regulating cell cycle and down-regulating K-Ras /PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.
[Key words] Isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase; K-Ras; Tongue squamous cell carcinoma; CAL-27; SCC-4;
Cell proliferation; Cell cycle; Cell apoptosis
China J Oral Maxillofac Surg,2021,19(2):97鄄104.

舌鳞状细胞癌渊tongue squamous cell carcinoma袁
TSCC冤具有高转移性尧高侵袭性及高致死率等特点袁
且因解剖部位特殊袁手术重建困难袁临床预后较差袁
严重影响患者的生存质量[1]遥 虽然不断地改进肿瘤

的手术治疗方法及采用联合放疗尧 化疗的综合治疗

方案袁但患者的预后并没有得到明显改善袁仍有复发

和转移的可能袁5 年生存率依然在 50%耀60%左右[2]遥
目前袁随着生物技术和基因工程的发展袁肿瘤的生物

靶向治疗成为研究的热点遥在舌鳞癌研究中袁寻找新

的有效靶点显得尤为重要遥
K-Ras 是 Ras 家族中最易发生突变的致癌基因

之一袁与多种肿瘤的发生尧发展密切相关[3]遥 其发挥

生物学功能的前提是与细胞膜的稳定结合袁 通过细

胞膜转导信号袁调控参与肿瘤细胞分化尧增殖尧黏附

和凋亡的细胞信号通路[4]遥 Icmt 作为第三步翻译后

修饰的唯一修饰酶袁 催化 Ras 蛋白羧基末端的甲基

化修饰袁促进 Ras 蛋白的膜亲和力[5]遥 在缺乏 Icmt 介
导的甲基化修饰的情况下袁K-Ras 蛋白不能正确定

位于胞膜上袁 导致其调节细胞生长和增殖的能力减

弱[6]遥 大量研究证明袁降低 Icmt 酶活性可对多种肿瘤

的发展产生一定影响袁如鼻咽癌[7]尧卵巢癌[8]尧胰腺癌[9]尧
肝癌[10]等袁但对口腔癌的影响及其相关机制尚不清楚遥

本研究利用 RNA 干扰 渊RNA interference袁
RNAi冤技术体外沉默舌鳞癌 CAL-27 和 SCC-4 细胞

的 Icmt 基因的表达袁观察对 K-Ras 蛋白和舌鳞癌细

胞增殖尧凋亡及细胞周期的影响袁检测调控细胞周期

和信号通路相关蛋白的表达袁以探讨 Icmt 对舌鳞癌

的作用及其相关机制遥

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

人舌鳞状细胞癌细胞系 CAL-27 购自中南大学

高等研究中心袁SCC-4 由山东大学口腔医学院馈赠遥
DMEM 高糖型基础培养基尧胎牛血清渊BI袁以色列冤袁
胰蛋白酶尧100伊青霉素/链霉素渊Gibco袁美国冤袁DMSO
渊Amersco袁 美国冤袁Icmt-siRNA 片段设计尧 合成及

riboFECTTM CP 转染试剂渊广州市锐博生物科技有

限公司冤袁RNA 提取试剂盒尧 反转录试剂盒尧TB
Green Premix Ex TadTM 渊TaKaRa袁 日本冤袁PCR 引物

Icmt尧K-Ras尧GAPDH 设计合成 渊上海生工生物工程

有限公司冤袁细胞增殖活性检测试剂盒渊cell counting
kit-8袁CCK-8冤渊MCE袁 美国冤袁 Annexin V-APC/PI 荧
光双染细胞凋亡检测试剂盒 渊武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司冤袁 细胞周期与凋亡检测试剂盒尧
RIPA 裂解液尧 细胞膜蛋白与细胞质蛋白抽提试剂

盒尧蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物尧二喹啉甲酸渊BCA冤
试剂盒渊上海碧云天生物技术有限公司冤袁兔抗人多

克隆抗体 Icmt尧p21尧Cyclin D1渊Proteintech袁美国冤袁
K-Ras渊Abcam袁美国冤袁Akt尧p-Akt尧GAPDH尧羊抗兔

IgG 二抗渊CST袁美国冤遥
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 用含 10%胎牛血清尧1%青霉素

和链霉素的 DMEM 高糖培养基培养 CAL-27尧SCC-
4遥细胞于 37 益尧5% CO2 恒温培养箱中培养袁以 1颐3 比

例传代培养遥 取处于对数生长期的细胞进行 siRNA
转染处理袁用于后续实验遥
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表 1 针对 Icmt基因序列设计 3条 Icmt-siRNA
Table 1 Three Icmt-siRNA sequences designed for Icmt gene

1.2.2 siRNA 转染沉默 Icmt 基因 针对人 Icmt 基
因序列设计并合成 3 条 siRNA渊表 1冤和 1 条阴性对

照序列 NC-siRNA遥分别取对数生长期的CAL-27 和

SCC-4 细胞袁 以每孔 2伊105 个细胞密度接种于 6 孔

板袁 待细胞融合至 30%耀50%时用于转染遥 按照

siRNA 转 染 试 剂 盒 说 明 书 袁 首 先 用 120 滋L
riboFECTTM CP Buffer 稀释 5 滋L 20 滋mol/L siRNA
储存液渊转染时 siRNA 终浓度为 50 nmol/L冤袁轻轻吹

打混匀后袁 加入 12 滋L riboFECTTM CP Reagent袁混
匀袁制备成转染复合物袁室温下孵育 15 min遥 取出 6
孔板袁弃原液袁PBS 冲洗 3 次袁每孔加入 1 863 滋L 无

双抗培养基袁 将制备好的转染复合物均匀加入相应

孔内袁继续于 37 益尧5% CO2 恒温培养箱中培养遥 待

转染一定时间后袁 进行相关细胞水平或分子水平的

检测遥
1.2.3 qRT-PCR 实验 siRNA 转染 24 h 后袁 提取

各组细胞总 RNA袁 紫外分光光度计检测每组所提

RNA 的浓度和纯度遥 按照反转录试剂盒说明书袁将
适量 RNA 反转录为 cDNA袁 然后各组均取 1 滋L
cDNA 进行 qRT-PCR 反应袁以 GAPDH 为内参袁每组

均设 3 个平行副孔遥 Icmt 的引物序列袁上游序列院5忆-
CGGCATCCTTCTTACGTCGG -3忆 袁 下游序列 院5忆 -
CCACACTGTCAGGGCATAGC-3忆曰K-Ras 引物序列袁
上游序列院5忆-AGTTGGAGCTGGTGGCGTAGG-3忆袁下
游序列院5忆-TACTCCTCTTGACCTGCTGTGTCG-3忆 曰
GAPDH 引物序列袁 上游序列院5忆-GCACCGTCAAG
GCTGAGAAC-3忆袁下游序列院5忆-TGGTGAAGACGCC
AGTGGA-3忆遥 严格按照 TaKaRa TB Green Premix
Ex TadTM 试剂盒说明书配置 PCR 反应体系及调整

反应参数遥 使用 ABI PRISM 7000 实时荧光定量

PCR 仪对荧光信号实时监测袁采用 2 -吟吟Ct 公式计算

各组 Icmt 和 K-Ras mRNA 的相对表达水平遥
1.2.4 Western 免疫印迹实验 siRNA 转染 48 h
后袁RIPA 裂解液裂解各组细胞袁提取总蛋白质遥 K-
Ras 膜蛋白应用细胞膜蛋白与细胞质蛋白提取试剂

盒进行提取袁利用 BCA试剂盒测定蛋白浓度遥 100 益
变性 10 min袁每泳道等量上样袁用 10豫聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离后袁 转至 PVDF 膜袁5豫脱脂奶粉室温

摇床封闭 1 h遥 根据各抗体稀释比例渊Icmt袁1颐1000曰
K-Ras袁1 颐200曰p21袁1 颐800曰Cyclin D1袁1 颐5000曰Akt袁1 颐
1000曰p-Akt袁1颐1000曰GAPDH袁1颐5000冤制备一抗孵育

液袁将膜放置于一抗孵育液中袁4 益孵育过夜遥 次日袁
用三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水 渊triethanolamine
buffered saline袁TBST冤洗膜 10 min袁重复 3 次袁充分

浸泡于二抗渊1颐50000冤孵育液中袁室温摇床孵育 2 h袁
再次洗膜 10 min 伊3 次 遥 电化学发光液 渊electro
chemiluminescence袁 ECL冤显色尧曝光袁采集图像遥
1.2.5 CCK-8 细胞增殖实验 分别将处于对数生

长期的 CAL-27 和 SCC-4 细胞接种于 96 孔板内袁每
孔 2伊103 个细胞袁预培养 24 h袁待细胞融合率至 30%耀
40%时进行转染渊方法同前冤遥 每组设 5 个平行副孔袁
并设置 2 个不加细胞的空白孔遥 分别转染 0尧24尧48尧
72 h 后袁 取出相应 96 孔板袁 每孔加入 10 滋L CCK-8
溶液后袁 于培养箱中避光孵育 2 h遥 用酶标仪读取

450 nm波长处各孔的吸光度渊A冤值袁绘制细胞增殖曲

线并计算各组细胞的相对生存率遥 计算公式院细胞相

对存活率渊%冤=渊A 实验组-A 空白孔/A 对照组- A 空白孔冤伊100%遥
1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期 取转染 48 h 后

的各组细胞袁消化尧收集于离心管中袁以 1000 r/min
离心 5 min 后弃上清遥 用 1 mL 冰浴预冷 PBS 重悬

细胞袁离心尧洗涤 2 次后弃上清遥 加入 1 mL 冰浴预

冷 70%乙醇袁重悬细胞袁4 益固定过夜遥 次日袁适量冰

浴预冷 PBS 再次洗涤 2 次袁每管样品加 0.5 mL 碘化

丙啶渊PI冤染色袁37 益避光温浴 30 min 后袁24 h 内进

行流式细胞仪检测及分析遥
1.2.7 Annexin V-APC/PI 荧光双染法检测细胞凋

亡 收集转染 48 h 后的各组原液于离心管内袁与
0.25%胰蛋白酶渊不含 EDTA冤消化获得的相应组别

的细胞悬液一起离心袁PBS 洗涤后重悬并计数遥每组

均取 5伊105 个细胞袁500 g伊5 min 离心袁弃上清袁加入

500 滋L 稀释 1伊 Annexin V Binding Buffer 工作液袁
重悬细胞遥 先后加入 5 滋L Annexin V-APC 和 5 滋L
PI 染色液袁涡旋混匀后袁室温避光孵育 20 min袁立即

上机检测遥 实验结果判定院左上象限渊Q1冤为 PI 单染

名称 产品编号 产品名称 靶序列

Icmt-siRNA-1 stB0010313A genOFFTMst-h-ICMT-001 GAAGAAGAAATCTCACTAA
Icmt-siRNA-2 stB0010313B genOFFTMst-h-ICMT-002 GTTAGAGTTCACACTTGAA
Icmt-siRNA-3 stB0010313C genOFFTMst-h-ICMT-003 CTTCCGCGATCGAACAGAA
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的坏死细胞或机械性损伤细胞曰 右上象限 渊Q2冤为
Annexin V-APC尧PI 双染的晚期凋亡细胞曰右下象限

渊Q3冤为 Annexin V-APC 单染的早期凋亡细胞曰左下

象限渊Q4冤为无染色的存活细胞袁流式细胞仪计量测

得各象限细胞比率袁以x依s表示遥
1.3 结果处理和统计学分析

Western 免疫印迹图像采用 image J 软件进行

灰度分析袁流式细胞仪检测的凋亡尧周期结果分别采

用 FlowJoTM 10 和 ModFit LT 软件分析遥 实验数据以

x依s表示袁应用 GraphPad Prism 8.2.1 软件作图袁两组

间比较采用独立样本 t 检验袁 多组间比较用单因素

方差分析袁P<0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 siRNA转染后各组细胞 Icmt的表达水平

qRT-PCR 检测结果渊图 1冤显示袁Icmt-siRNA 转

染 CAL-27 和 SCC-4 细胞 24 h 后袁Icmt mRNA 表达

水平显著降低袁其中 Icmt-siRNA-1 和 Icmt-siRNA-
3 组与空白对照组相比袁P<0.01曰Icmt-siRNA-2 组与

空白对照组相比袁P<0.05遥因 Icmt-siRNA-1 和 Icmt-
siRNA-3 组沉默效率高于 Icmt-siRNA-2 组袁故后续

应用此两组作为实验组遥 转染 48 h 后行 Western 免

疫印迹检测袁进一步证明渊图 1冤袁实验组 CAL-27 和

SCC-4 细胞 Icmt 的蛋白相对表达量显著下降 渊P<
0.05冤遥

2.2 体外沉默 Icmt 后各组细胞 K-Ras mRNA 及

K-Ras总蛋白和膜蛋白表达

qRT-PCR 及 Western 免疫印迹检测结果显示袁
与阴性对照组和空白对照组相比袁 实验组 K-Ras
mRNA 及总蛋白相对表达量无显著变化渊P>0.05冤袁但
K-Ras膜蛋白相对表达量显著下降渊P<0.05袁图 2冤遥
2.3 体外沉默 Icmt 对 CAL-27 和 SCC-4 细胞增

殖能力的影响

应用 CCK-8 试剂盒检测 CAL-27 和 SCC-4 细

图 1 CAL-27 和 SCC-4 细胞转染 Icmt-siRNA 后各组细胞 Icmt
mRNA及蛋白的表达变化渊与空白对照组相比袁***P<0.05曰****P<0.01冤
Figure 1 Expression of Icmt mRNA and protein in CAL-27 and
SCC-4 cells after Icmt-siRNA transfection (Compare with blank
control group, ***P<0.05曰****P<0.01)

图 2 CAL-27和 SCC-4细胞转染 Icmt-siRNA 后各组细胞 K-Ras mRNA及蛋白的表达变化
Figure 2 Expression of K-Ras mRNA and protein in CAL-27 and SCC-4 cells after Icmt-siRNA transfection
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胞的增殖变化袁结果渊图 3冤显示袁在转染 0尧24尧48尧
72 h 后袁阴性对照组和空白对照组细胞均呈持续性

快速增殖状态曰而实验组细胞在 24 h 后与对照组相

比袁增殖速度显著减慢渊P<0.05冤袁且随着时间延长袁
细胞增殖被抑制的趋势越明显遥与对照组相比袁实验

组细胞的相对生存率也显著下降渊P<0.01冤遥

2.4 体外沉默 Icmt对 CAL-27和 SCC-4 细胞周

期和凋亡能力的影响

为探讨体外沉默 Icmt 基因的表达对 CAL-27
和 SCC-4 细胞增殖能力的抑制是否与细胞周期尧凋
亡水平增加有关袁 本研究首先应用流式细胞术检测

siRNA 转染 48 h 后各组细胞周期的变化袁 结果显

示袁实验组较对照组相比袁G1 期细胞比例显著增加袁
S 期细胞比例减少袁G2 期细胞无明显变化袁 其差异

具有统计学意义渊P<0.05袁图 4A冤遥其次袁为进一步证

实体外沉默 Icmt 对细胞周期的影响袁 应用 Western
免疫印迹测定与 G1 期相关的细胞周期蛋白的表

达袁结果发现袁实验组在转染 Icmt siRNA 后袁Cyclin
D1 蛋白表达显著下调袁p21 蛋白表达显著上调 渊P<
0.05袁图 4B冤遥应用 Annexin V-APC/PI 荧光双染法处

理各组细胞袁于流式细胞仪上检测细胞的凋亡水平袁
结果渊图 4C冤显示院各组细胞凋亡率渊CAL-27: 2.02%
依0.19%尧2.77%依0.07%尧8.83%依0.12%尧7.17%依0.12%曰
SCC-4: 1.35%依0.11%尧1.85%依0.02%尧6.28%依0.08%尧
6.81%依0.21%冤袁 实验组凋亡细胞百分率显著增加

渊P<0.01冤遥 表明沉默 Icmt 基因表达对细胞增殖的抑

制可能与将细胞周期停滞于 G1 期和诱导细胞凋亡

增加有关遥
2.5 体外沉默 Icmt 后 Ras/PI3K/Akt/mTOR 信号

通路的相关蛋白表达变化

为了进一步研究体外沉默 Icmt 对 CAL-27 和

SCC-4 影响的相关机制袁 应用 Western 免疫印迹检

测 Ras/PI3K/Akt/mTOR 信号通路的相关蛋白袁 结果

显示袁Akt 蛋白表达无变化袁p-Akt 蛋白表达显著下

调渊P<0.05袁图 5冤遥
3 讨论

Tadokoro 等[11]首次报道在口腔癌细胞系中存在

激活的 Ras 基因遥随后袁Saranath 等[12]发现袁在口腔癌

细胞系中存在 K-Ras 扩增现象遥 Das 等[13]在 50 例东

印度口腔癌组织标本中袁发现 H-Ras尧K-Ras 基因分

别有 28%和 33%的突变遥目前袁Ras 被认为是口腔癌

中最常见的突变致癌基因之一袁与肿瘤的发生尧发展

关系密切[13]遥 因此袁抑制 Ras 活性对口腔癌的发生尧
发展可产生一定影响遥因在其结构上含有-CAAX 末

端残基袁必须依赖于翻译后修饰袁才能获得与细胞膜

的稳定结合袁进而发挥生物活性作用[14]遥 故抑制相关

修饰酶的活性袁可能成为治疗口腔癌的潜在靶点遥
Icmt 是定位于 ER 上的分子量为 32 kDa 的蛋

白袁作为翻译后修饰的第三步修饰酶袁催化 Ras 蛋白

末端-CAAX 的羧基甲基化修饰[15]遥 本研究以舌鳞癌

CAL-27 和 SCC-4 细胞为研究对象袁应用 siRNA 干

扰技术袁 有效沉默 Icmt 基因的表达袁 检测其对 K-
Ras 的影响袁结果发现袁K-Ras mRNA 和总蛋白的表

达无明显变化袁 但其膜蛋白相对表达量较对照组显

著降低遥 由此推测袁Icmt 并不影响 K-Ras 蛋白的合

成袁而可能是通过修饰K-Ras 的蛋白末端-CAAX 羧

甲基化袁影响 K-Ras 与细胞膜的稳定结合袁这与在

K-Ras 突变诱导的多种肿瘤中的研究结果一致遥 在

缺乏羧基甲基化修饰的情况下袁K-Ras 蛋白不能有

效地与细胞膜结合袁 而滞留在胞质内处于非活性状

态袁使肿瘤进展受到明显抑制[5,6,13,16]遥 由此表明袁Ras
的膜靶向定位和稳定性在很大程度上依赖于 Icmt袁
故抑制 Icmt 可能是一种更有效的抗癌靶点遥

大量研究[17-18]证明袁降低 Icmt 酶活性可显著抑

制肿瘤细胞的生长尧存活尧转移和侵袭等遥 近年来袁国
内的相关研究报道主要是探讨 Icmt 对恶性肿瘤的化

图 3 沉默 Icmt后对各组细胞增殖能力的影响渊与空白对照组相比袁
****P<0.01冤
Figure 3 Effect of silencing Icmt on cells proliferation capacity
(Compare with blank control group, ****P<0.01)
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图 4 体外沉默 Icmt对 CAL-27和 SCC-4细胞周期和凋亡能力的影响遥 A. 代表性流式细胞术图像和细胞周期分布统计图渊与空白对照组相
比袁*P<0.05冤曰B. 细胞周期相关蛋白 p21和 Cyclin D1的相对表达量曰C. 代表性流式细胞术图像和凋亡细胞百分比统计图渊与空白对照组相比袁
****P<0.01冤
Figure 4 Effect of silencing Icmt on cell cycle and apoptosis in CAL-27 and SCC-4 cells. A. Diagram of flow cytometry and statistical
chart of cell cycle (Compare with blank control group, *P<0.05); B. Relative expression of p21 and Cyclin D1 protein; C. Diagram of flow
cytometry and statistical chart of cell apoptosis(Compare with blank control group, ****P<0.01)
疗药物反应性的影响袁如鼻咽癌[7]尧卵巢癌[8]尧肝癌 [10]和
宫颈癌[19]等遥 研究发现袁Icmt 高表达时袁可增加肿瘤

细胞对化疗药物的耐受性曰而应用 siRNA 技术或药

物抑制剂下调 Icmt 表达后袁肿瘤细胞则对化疗药物

的敏感性显著增加袁 并通过降低 Ras 活性及其介导

的 MAPK 或 Ras/PI3K/Akt 信号通路袁抑制肿瘤细胞

增殖及诱导凋亡遥 但 Icmt 对口腔癌的影响及作用机

制国内尚未见有相关文献报道遥 本研究以 CAL-27
和 SCC-4 细胞为研究对象袁探讨沉默 Icmt 对舌鳞癌

生物学行为的影响遥 CCK-8 检测结果显示袁实验组

空白对照组 阴性对照组 Icmt-siRNA-1 组 Icmt-siRNA-3 组

空白对照组 阴性对照组 Icmt-siRNA-1 组 Icmt-siRNA-3 组
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CAL-27 和 SCC-4 细胞在转染 Icmt-siRNA 24 h 后袁
与对照组相比袁 细胞增殖能力开始受到抑制曰 转染

72 h 时袁细胞相对存活率显著下降遥 通过流式细胞

术检测到细胞周期的分布发生变化袁主要表现在 G1
期细胞比例明显增加袁S 期细胞比例减少袁 而 G2 期

细胞无明显变化曰 细胞凋亡水平也显著增加遥 由此

表明袁降低 Icmt 酶活性袁可能通过改变细胞周期分

布袁 抑制舌鳞癌细胞的增殖且诱导凋亡遥 推测其原

因袁可能是沉默 Icmt 降低了 K-Ras 蛋白的甲基化修

饰和膜定位袁 进而影响 K-Ras 对下游效应分子及

Ras 多级联信号通路的调控作用遥
PI3K/Akt/mTOR 是 Ras 蛋白调控最典型的通路

之一袁与多种恶性肿瘤的发生尧发展相关袁且其在舌

癌的增殖尧迁移等过程中也发挥重要的作用[20-22]遥 为

进一步探讨 Icmt 对舌鳞癌细胞增殖影响相关机制袁
本研究应用 Western 免疫印迹检测 PI3K/Akt/mTOR
通路的关键分子 Akt 及 Akt 的磷酸化水平袁 结果显

示袁沉默 Icmt 基因表达后袁各组间 Akt 蛋白表达无

显著差异袁 而实验组 Akt 蛋白的活性形式磷酸化水

平较对照组显著下降遥 研究[23-24]证实袁Ras 可使多种

肿瘤细胞的 Cyclin D1 表达上调袁 其可调控 CDK4/
CDK6袁并与之结合形成 Cyclin D1-CDK4/6 复合物袁
使细胞由 G1 期进入 S 期袁加速细胞周期进程袁促使

细胞持续性增殖遥 Ras亦可通过调控 PI3K/Akt/mTOR
信号通路袁 促进 Cyclin D1 表达和稳定性增加[21,23]遥
Ras/PI3K/Akt/mTOR 对 CKIs渊p21尧p27 等冤也存在一

定的调节作用袁其中袁p21 作为最早发现并克隆的人

CKI袁 几乎是所有调控细胞周期的Cyclin-CDK 复合

物的结合抑制因子袁抑制细胞周期进展袁亦可调控细

胞凋亡遥 p-Akt 也可靶向调控 p21袁使其滞留在胞质

内袁阻止其对细胞周期的抑制作用[23,25]遥 Manu 等[26]在
对胰腺癌的研究中发现袁降低 Icmt 酶活性袁可激活

p21 及其下游信号通路袁 抑制肿瘤细胞增殖而诱导

细胞凋亡遥本研究在沉默 Icmt 后袁发现实验组 CAL-
27 和 SCC-4 细胞的 G1 期调控蛋白 Cyclin D1 表达

下调袁 周期抑制蛋白 p21 表达上调遥 表明沉默 Icmt
基因表达袁 可抑制 K-Ras 与细胞膜的稳定结合袁使
K-Ras 对下游效应分子或 Ras/PI3K/Akt/mTOR 信号

通路的级联反应的激活作用明显减弱袁 导致细胞周

期阻滞在 G1/S 期袁诱导细胞凋亡水平增加且抑制细

胞增殖遥
总之袁 体外沉默舌鳞癌细胞 Icmt 基因表达袁可

负性调控细胞周期袁抑制其增殖和诱导凋亡袁其相关

机制可能是通过降低 K-Ras 蛋白的膜靶向定位袁进
而不能有效激活下游效应分子或 Ras/PI3K/Akt/
mTOR 信号通路遥 本研究为 Icmt 作为舌鳞癌基因靶

向治疗的新的有效靶点提供了一定的实验依据遥
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