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MiR-361-3p下调STC2抑制头颈部鳞状细胞癌的作用研究

（1.内蒙古医科大学附属肿瘤医院 科研部，内蒙古 呼和浩特 010017；

2. 内蒙古医科大学附属肿瘤医院 乳腺外科，内蒙古 呼和浩特 010017）

【摘 要】目的 探讨STC2调控HNSCC进展的作用机制。方法 HNSCC相关mRNA和miRNA通过对The

Cancer Genome Atlas（TCGA）数据库分析整理获取。随后，通过MTT法、集落形成实验、流式细胞检测和迁移侵袭

法，验证STC2下调后，对HNSCC细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响。再利用生物信息学数据库，预测潜在靶向

STC2的miRNA。通过qRT-PCR和荧光素酶报告基因实验，对预测获取的miR-361-3p干扰STC2的表达能力

进行验证。最后，通过动物移植瘤模型验证了miR-361-3p通过下调STC2对HNSCC肿瘤发挥抑制作用。结果

STC2在HSNCC细胞中高表达。在体外，下调STC2抑制HSNCC细胞的增殖、迁移和侵袭，促进HSNCC细胞的

凋亡。荧光素酶报告基因实验证实miR-361-3p可能是STC2的上游调控因子。过表达miR-361-3p下调STC2，

可以抑制 HNSCC 细胞增殖、迁移和侵袭，促进 HNSCC 细胞的凋亡。结论 STC2 在 HNSCC 细胞中呈高表达。

miR-361-3p负调控STC2，进而改变HNSCC的相关细胞进展。
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头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous cell

carcinoma，HNSCC）是一种头颈部最常见的恶性肿

瘤。虽然放疗同步化疗联合尼妥珠单抗治疗局部

晚期颈部食管鳞癌较同步放化疗在3个月内具有较

好的近期疗效[1]，不仅未增加不良反应，还具有较高

的安全性，但是在过去的几十年里，无论是通过根

治性的手术还是放疗和化疗，HNSCC患者的预后和

生存率都没有明显改善，患者初治后5年生存率较

低[2]。因此，探索新的治疗靶点以提高患者生存率，

防治肿瘤进展势在必行[3，4]。

斯钙素2（stanniocalcin-2，STC2）是斯钙素家族

的一员，由302个氨基酸组成，与STC1高度同源。

STC2参与多种生物过程，如骨骼发育、再生、伤口修

复、血管再生和调节炎症反应等[5~7]。目前，已有研

究[6，8]表明STC2在人胃癌、神经母细胞瘤、乳腺癌等

肿瘤中表达上调。另外，一项包含214个临床HN-

SCC样本的研究[9]表明，STC2的高表达可能是一种

有价值的生物标志物，也是手术后患者预后较差的

预测因子。然而，目前STC2在HNSCC中的确切机

制尚不清楚。

MicroRNA（miRNA）是一种短链非编码RNA[10]。

一个miRNA可以直接或间接调控数百个靶点，直接

或间接参与了细胞增殖、自噬、凋亡、迁移、转移和

血管生成等多种生物学行为[11，12]。miRNA已被证明

在许多类型的癌症中表达异常。有研究表明[12]，

miR-361-3p在甲状腺和宫颈癌等肿瘤中表达明显

下调。本研究旨在探讨miR-361-3p在HNSCC调控

中的作用。现报道如下。

1 材料和方法

1.1 生物信息学分析

我们对包括TCGA在内的6个数据库进行分析

（TCGA、starbase、miRDB、Targetscan、miRWalk 以及

TarBase），HNSCC患者的TCGA生存数据是从cBio-

Portal for Cancer Genomics（https：//www.cbioportal.

org）中提取的。基于多个数据库综合结果，进行总

生存期（OS）、受试者特征曲线（ROC）等分析。

1.2 体外实验细胞来源

通过比对最终选取TU686、TU177和AMC-HN-

8作为实验中所需的HNSCC细胞株。并向中国科

学院细胞库（上海，中国）进行申购，再向Gibco公司
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申购实验中所需DMEM培养基、以及配置培养液所

需的血清抗体（胎牛血清、青霉素-链霉素双抗）、磷

酸盐缓冲液及胰蛋白酶等，HNSCC细胞置于培养条

件为37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

1.3 SiRNA、慢病毒构建

向GenePharma公司（上海，中国）购买序列为

5'-GACGA ACAGT CTGAG TATTC TGATA-3'的 Si-

STC2 及序列为 5'-GCGTT AACAA GGTAG TATCT

TACGA-3'对照 si-NC。同时向Genechem公司（上

海，中国）申购实验所需的3种慢病毒，分别为miR-

361-3p（Lv-miR-361-3p）、STC2（Lv-STC2）和阴性

对照（Lv-NC）。

1.4 Quantitative real-time PCR（qRT-PCR）

Trizol（Invitrogen）用于对细胞RNA的提取。同

时利用Hairpin-itTM miRNA定量试剂盒（GenePhar-

ma，上海，中国）和SYBR Green PCR Master Mix（Ap-

plied Biosystems，福斯特市，加利福尼亚州，美国）分

别对MiRNAs和mRNA的表达水平进行测试。我们

将U6和GAPDH设置为内参进行参考对照。最后，

通过2-ΔΔCt法完成对基因的表达量计算。

1.5 细胞增殖实验

MTT 法被用来对细胞增殖能力进行实验研

究。将已经完成转染实验的目标细胞以2×103/孔

的密度，转移种植到标准规格型号的96孔板，设定

在24 h，48 h和72 h固定时间对孔中细胞进行计数，

并统计获取细胞增殖情况。具体如下：取20 μL的

MTT溶液，滴入各孔中，并将处理过的孔板置于培

养箱中，上述培养条件下培养4 h。4 h后用DMSO

替换培养基，在490 nm处测定吸光度。所有实验均

重复3次。

1.6 集落形成实验

在集落实验中，我们以500个细胞/孔的密度对

细胞进行转移接种，培养孔板选择正常规格6孔

板。加入完全培养基后，置于培养箱10 d，取孔板，

移弃孔板中上清液，后移加甲醇，固定10 min，用1%

结晶紫染液染色5 min，PBS洗3遍后，计数细胞集

落。

1.7 凋亡实验

首先，将细胞用PBS洗涤，胰酶消化离心后，加

入195 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞；加

入5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀；加入10 μL碘化

丙啶染色液，轻轻混匀；室温（20 ℃~25 ℃）避光孵

育 10~20 min。 使 用 流 式 细 胞 仪（FACSCalibur，

Becton Dickinson）检测细胞凋亡情况。

1.8 Transwell法

Transwell 实验被我们用来验证迁移能力的改

变，移液枪取100 μL细胞均匀的悬液，将悬液移入

Corning（康宁，纽约，美国）公司购买的Transwell小

室，悬液加入上室，随后500 μL的完全培养基加到

Transwell小室的下室。培养12 h后，用棉签小心去除

小室上表面的细胞，小室下表面的细胞用0.1%结晶紫

染液染色。选择5个随机视野来计数迁移的细胞。

对于侵袭能力的检测，在每个Transwell小室上

室中加入 50 μL BD Matrigel（BD Biosciences，费

兰克林湖，新泽西州，美国），并在37 ℃下温育30

min，使其凝固后接种细胞。后续步骤同迁移实验。

1.9 荧光素酶报告基因

PCR扩增由3’-UTR荧光素酶报告载体构建的

STC2野生型，此外，mir -361-3p结合位点的种子区

突变构成相应的突变结构。野生型和突变型3'- utr

均克隆到psiCHECK-2荧光素酶载体中。将TU686

细胞种在24孔板中，用Lipofectamine 2000（Invitro-

gen）和适当的报告质粒和miRNA瞬时转染。使用

双荧光素酶报告检测系统（Promega，麦迪逊，威斯

康星洲，美国）测定48 h后荧光素酶活性。

1.10 免疫荧光

移除共聚焦皿中所置培养液，对皿中细胞进行

清洗，该操作重复3次。4%多聚甲醛被用来对细胞

进行固定，处理时长为15 min，后取出皿中所加多

聚甲醛，再次清洗皿中细胞，仍为3次，随后取0.1%

浓度的Triton X-100破膜。该操作完成重复清洗操

作，清洗后加入5%浓度的 BSA对实验皿进行封闭，

持续30 min。接下来分别进行一抗和二抗温育。最

后，将细胞爬片小心取出，反向盖在滴好封片液的

载玻片上。

1.11 蛋白免疫印迹

实验中裂解液选择RIPA，其主要作用是从裂解

细胞中获取蛋白质，浓度参数为10%的SDS-PAGE

胶为我们所选，进行蛋白质分离所用，将所获蛋白

进行转膜，移到 PVDF 膜上，膜来源为 Amersham

（Buckinghamshire，英国）。移膜后，配比脱脂奶粉

到5%，并对膜进行封闭，其中一抗的孵育时间需过

夜 ，一 抗 ：STC2（ab63057）及 所 选 内 参 GAPDH

（ab8245）。孵育一抗完成后，选择TBST对膜进行清

洗，随后继续进行二抗孵育，时间为2 h。使用天能

化学发光系统进行数据采集和处理。

1.12 移植瘤模型构建和免疫组化

选取无胸腺裸鼠购自湖南SJA实验动物中心
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（长沙，中国）12只，雄性，5 ~ 6周龄，按随机数表法

分为3组，每组4只。动物实验由内蒙古医科大学

附属肿瘤医院审查并批准。将6×106 TU686/Lv-

STC2、TU686/Lv-NC和TU686/Lv-miR-361-3p细胞

悬浮于200 μL PBS 中皮下注射到小鼠的右侧腋

下。完成种瘤后每隔5 d就需对肿瘤体积进行一次

测量及记录统计，具体算法为：瘤体积=长×宽/2。

在完成种瘤后第35天，需对所有小鼠实施安乐死。

所有肿瘤移植物均被切除、称量、固定和包埋。

1.13 统计学分析

数据用SPSS统计学软件（22.0版）进行分析，结

果以均数±标准差（x±s）表示。计量资料用t检验

评估两组间的差异。检验水准为 α=0.05，P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 STC2的表达水平与HNSCC患者的预后呈正

相关

基于TCGA数据库的分析显示，STC2高表达的

HNSCC患者预后较STC2低表达的HNSCC患者差

（图1A和B）。HNSCC队列中STC2的ROC曲线也

显示变量STC2在预测HNSCC结局方面具有较高的

准确性（AUC = 0.947，CI = 0.914-0.981）。

2.2 STC2的下调会对HNSCC细胞各种活性产生

抑制

在TU686和AMC-HN-8细胞系中，STC2均处

于相对高表达状态（图2A和B）。进行qRT-PCR和

Western Blots后，分析统计可获知，两种不同siRNA

STC2（si-STC2和 si-STC2-1；图2C，D）可以达到使

STC2基因表达量降低的目的。MTT实验结果显示

下调 STC2 抑制 HNSCC 细胞进行增殖的功能（图

2E）。另外，通过克隆形成，我们也可获知STC2的

下调一定程度上也阻碍了HNSCC细胞进行克隆复

制的功能（图 2F）。流式细胞学结果显示，下调

STC2 促进 HNSCC 细胞凋亡（图 2G）。此外，下调

STC2 限制了 HNSCC 细胞的迁移和侵袭能力（图

2H，I）。所有结果表明，下调STC2显著抑制了HN-

SCC细胞的迁移和侵袭行为。

2.3 在HNSCC中miR-361-3p是STC2的上游

我们结合来自不同数据库，例如 starbase 及

miRDB，并结合Targetscan、miRWalk和TarBase数据

库相关数据，对STC2的下游基因进行预测，并筛选

出miR-361-3p（图3A）。在分析TCGA数据库过程

中，我们发现miR-361-3p及STC2在HNSCC中呈负

相关（r =-0.202，P = 5.57e - 06；图3 B）。荧光素酶

报告基因实验显示，转染miR-361-3p后，STC2-WT

组阴性荧光素酶活性明显降低（图 3C）。最后，

qRT-PCR和Western Blots结果显示，miR-361-3p在

TU686 和 AMC-HN-8 细胞中低表达，转染 miR-

361-3p后STC2表达明显降低（图3D，E，F）。图1 mir-361-3p的差异表达影响HNSCC患者生存率

注: mir -361-3p与低表达组比较****P < 0.0001。

A B

图2 下调STC2抑制HNSCC细胞生物学活性

注: mir -361-3p与对照组比较**P < 0.001。

图3 在HNSCC中miR-361-3p是STC2的上游

注: mir -361-3p与对照组比较**P < 0.001，***P < 0.0001。
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2.4 MiR-361-3p通过下调STC2抑制HNSCC细

胞生物学活性

我们通过STC2进一步探讨了miR-361-3p对

HNSCC细胞功能的影响。Western Blots结果显示，

miR-361-3p 下调了 STC2 的表达（图 4A）。此外，

MTT实验显示，miR-361-3p通过STC2抑制HNSCC

细胞的增殖（图 4B）。克隆形成实验显示，miR-

361-3p抑制HNSCC细胞形成克隆的能力（图4C）。

流式细胞术结果显示，miR-361-3p通过抑制STC2

促进HNSCC细胞凋亡（图4D）。此外，miR-361-3p

通过抑制STC2限制HNSCC细胞的迁移和侵袭（图

4E，F）。这些结果表明，miR-361-3p 通过下调

STC2抑制HNSCC细胞的生物学功能。

2.5 MiR-361-3p/STC2在体内调节HNSCC肿瘤

进展

裸鼠皮下肿瘤形成结果显示，miR-361-3p负向

调控STC2，抑制HNSCC肿瘤的生长，与体积和重量

无关（图5A，B）。

3 讨论

据我们所知，这是第一个揭示STC2促进HNSCC

进展的基础研究。在 HNSCC 中，STC2 呈现高表

达。在HNSCC细胞中，miR-361-3p下调STC2并抑制

HNSCC细胞的生物学功能。

STC2编码一种分泌的同二聚体糖蛋白，在各种

组织中广泛表达，具有自分泌或旁分泌功能。Kita

和他的团队认为，肿瘤组织中STC2高表达患者比

STC2低表达患者的5年生存率更低[13]。越来越多的

研究中都描述了STC2在如结直肠癌，抑或前列腺

癌等多种人肿瘤组织中处于高表达状态[14，15]。与此

相同，我们的研究结果表明，高STC2表达预示HN-

SCC 患者预后较差。现有的许多报道[16，17]表明，

STC2对细胞增殖的影响可能依赖于特定的刺激和

相关信号通路。基于此种情况，我们对STC2在HN-

SCC发展中的情况进行了进一步研究。我们发现，

STC2具有促进HNSCC细胞进行增殖和克隆的能

力，与此同时，又会抑制其凋亡进程。目前已有的

研究[18]也有对STC2进行过表达处理，会促进肿瘤细

胞迁移，并刺激进而加强其细胞活性，该作用会与

肿瘤组织的转移产生相关性。然而，Raulic等[8]表明

STC2的缺失与乳腺癌的侵袭性表型呈正相关。在

我们的研究中，我们发现STC2的高表达状态可以

对HNSCC细胞的迁移侵袭进程产生正向反馈。

先前研究证明[16]，miRNAs在某种程度上可以对

肿瘤产生促进或抑制影响。在众多实验分析中，我

们也可发现miRNAs在影响肿瘤细胞的增殖及迁移

侵袭进程中，也扮演着举足轻重的作用，例如miR-

NA-143、miRNA-374b、miRNA-375 与胃癌的发生

发展密切相关[19]，miR-301a功能失调与HNSCC的发

生发展相关[20]。在查阅大量文献后，我们注意到

miR-361-3p在HNSCC中所发挥的作用未有相关明

确研究成果。结合文献我们发现，miR-361-3p通常

作为抑癌因子出现，其所涉及瘤体包括：甲状腺癌、

宫颈癌和卵巢癌[11，12，21]。同时，已有实验验证，在宫

颈癌中miR-361-3p的表达是骤降的，换言之miR-

361-3p在被抑制后，其所影响的宫颈癌细胞增殖及

侵袭能力被强化[21]。然而，在HNSCC中，miR-361-3p

的作用未得到明确答案。在本研究中，我们首次证

明了miR-361-3p在HNSCC中表达下调，miR-361-3p

负向调控 STC2 表达，抑制 HNSCC 增殖和肿瘤发

生。这一结论是基于肿瘤组织和细胞系的实验结

果得出的。

图4 MiR-361-3p通过下调STC2抑制HNSCC细胞生物学活性

注: mir -361-3p与对照组比较**P < 0.001，***P < 0.0001。

图5 MiR-361-3p/STC2在体内

促进HNSCC肿瘤增殖

注: mir -361-3p与空载质粒组比

较**P < 0.001，***P < 0.0001。
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综上所述，我们的研究结果首次验证了STC2
在 HNSCC 进展中的作用，miR-361-3p 负向调控
STC2，从而抑制 HNSCC 的进展。这可能为未来
HNSCC提供有价值的治疗策略。
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