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沉默MYB基因调控NF-κB 信号通路对	

舌鳞癌细胞生长的抑制作用

许炜，陶华，张琪

(仙桃市第一人民医院口腔科，湖北 仙桃 433000)

[摘　要]	 目的：探究成髓细胞瘤癌基因(my e l o b l a s to m a  o n c o ge n e，M Y B)在舌鳞癌发生、发展中的作用

以及相关作用机制。方法：通过荧光定量PCR(real-t ime PCR，qPCR)检测MYB在舌鳞癌细胞系

(UM1，CAL -27，SCC-9)以及正常人口腔黏膜成纤维细胞(oral mucosal f ibroblasts，OMFbs)中的

表达情况。转染s iR NA-MYB至SCC -9细胞中，采用四甲基偶氮唑(MTT)和Transwel l法检测其对

细胞活性、侵袭、迁移的影响。Western印迹观察核因子-κB(nuclear factor-κB，NF-κB)信号通路

的变化。结果：MYB在舌鳞癌细胞系(UM1，CAL -27，SCC -9)细胞中的表达量明显高于正常人

OMFbs(P<0.05)。沉默MYB可显著抑制SCC-9细胞的活性、侵袭、迁移(P<0.05)。Western印迹显

示沉默MYB表达可显著抑制NF-κB磷酸化，降低基质金属蛋白酶-9(matr i x  metal loproteinase-9，

MMP-9)的表达量。结论：沉默MYB表达可通过NF-κB信号抑制舌鳞癌细胞细胞活性、侵袭、迁

移能力。
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Silencing MYB gene regulating the inhibitory effect of  
NF-κB signaling pathway on tongue squamous cell growth

XU Wei, TAO Hua, ZHANG Qi

(Department of Stomatology, Xiantao First People’s Hospital, Xiantao Hubei 433000, China)

Abstract Objective: To investigate the role and molecular mechanism of myeloblastoma oncogene (MYB) in the 

development of tongue squamous cell carcinoma. Methods: The expression of MYB in tongue squamous 

cell carcinoma cell lines (UM1, CAL-27, SCC-9) and normal human oral mucosal fibroblasts (OMFbs) were 

detected by real-time PCR (qPCR). The cell activity and invasion and migration were analyzed by MTT and 

Transwell after being transfected with siRNA-MYB. Western blot was used to observe the changes of nuclear 

factor-κB (NF-κB) signaling pathway. Results: The expression of MYB in tongue squamous cell carcinoma cell 

lines (UM1, CAL-27, SCC-9) were significantly higher compared with normal human oral mucosa fibroblasts 

(P<0.05). Silencing MYB significantly inhibited the activity, invasion and migration of SCC-9 cells (P<0.05). 

Western blot analysis showed that silencing MYB expression significantly inhibited NF-κB phosphorylation 



临床与病理杂志, 2018, 38(11)    http://lcbl.amegroups.com2338

舌鳞癌是常发生于口腔的恶性肿瘤，其发病

率位于恶性肿瘤的第8位 [1-2]。近年来有研究 [3-4]指

出：随着手术治疗技术的改善，舌鳞癌患者的5年

生存率得以提高。在舌鳞癌的发生、发展过程中，

多种癌基因或抑癌基因发挥重要作用 [5-6]。但目前

对于舌鳞癌的发生、发展的分子机制尚不明确。因

此，研究舌鳞癌发病的分子作用机制意义重大。

成髓细胞瘤癌基因(myeloblastosis oncogene，MYB)
编码转录因子，近年来研究 [ 7 ]表明激活或过表达

MYB对肿瘤的发生、发展具有重要作用。本研究

以MYB为研究对象，旨在分析MYB在舌鳞癌细胞

系中的表达量，探究MYB对舌鳞癌细胞系增殖、

侵袭和迁移的影响，为舌鳞癌的临床治疗提供新的

实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及实验试剂

舌 鳞 癌 细 胞 系 ( U M 1 ， C A L - 2 7 ， S C C - 9 )
以 及 正 常 人 口 腔 黏 膜 成 纤 维 细 胞 (o r a l  m u c o s a l 
f i b r o b l a s t s ， O M F b s ) 购 自 中 国 科 学 院 上 海 细 胞

库 ， D M E M / F 1 2 培 养 基 购 自 美 国 G i b c o 公 司 ，

L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 试剂、 T R I z o l 试剂、荧光定

量 P C R (r e a l - t i m e  P C R ， q P C R ) 试剂盒购自美国

Inv itrogen公司，s iR NA购自上海吉玛生物有限公

司，四甲基偶氮唑 ( M T T ) 试剂盒购自美国 S i g m a
公司，Transwel l购自日本Costar公司，Matrigel胶
购自美国BD公司，细胞裂解液、β-actin抗体购自

上海碧云天生物技术有限公司，MYB抗体、核因

子 -κB(nuclear  factor-κB，NF-κB) p65抗体、磷酸

化NF-κB p65( p -NF-κB p65)抗体、基质金属蛋白

酶-9(matrix metalloprotease-9，MMP-9)抗体购自美

国Abcam公司，二抗购自美国Cell Signaling公司。

q P C R 仪 购 自 德 国 R o c h e 公 司 ， 酶 标 仪 购 自 美 国

BIO-RAD公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

舌鳞癌细胞系(UM1，CA L -27，SCC -9)以及

OMFbs培养于含10%胎牛血清的DME M/F12培养

基 ， 放 入 3 7 ℃ ， 5 % C O 2、 饱 和 湿 度 细 胞 培 养 箱

中，在显微镜下观察细胞生长状态，加入胰酶消

化、传代。

1.2.2  qPCR
收集细胞，根据T R I zo l试剂说明书冰上裂解

5  m i n ，提取总 R N A ，经反转录酶的作用，合成

c D N A 。 以 c D N A 为 模 板 进 行 扩 增 反 应 ， 由 上 海

Inv i t r o g e n 公司合成 M Y B 基因引物， M Y B 引物上

游：5’-CATTCTGGCGGGATCCATGG-3’，下游：

5’-GAGA A AGCTTGGATCCATCA-3’。扩增条件为

95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，

共40个循环，采用2 −ΔΔCt法计算MYB基因的相对表

达量。

1.2.3  细胞转染

S C C - 9 细胞稳定传代后进行转染。将舌鳞癌

S C C - 9 细胞分为对照组、 s i R N A - N C 组和 s i R N A -
M Y B 组 。 转 染 前 2 4  h ， 胰 酶 消 化 将 细 胞 个 数 调

为 5 × 1 0 5个 接 种 于 6 孔 板 中 ， 加 入 2  m L 完 全 培 养

基 培 养 至 细 胞 达 6 0 % ~ 7 0 % 溶 和 开 始 转 染 。 根 据

Lipofectamine 2000试剂说明书进行操作。

1.2.4  检测细胞的活性

将各组细胞以3×103个/孔接种至96孔板，培养

箱中培养24 h，根据上述方法转染48 h后，每孔加

入20 μL 5 mg/mL MTT溶液，37 ℃孵育4 h，每孔

加入150 μL二甲基亚砜，置于酶标仪中测定细胞在

570 nm的吸光度值(A570 nm)。

1.2.5  检测细胞的侵袭、迁移

将Matrigel胶置于4 ℃冰箱过夜，按1:6的比例

进行稀释，吸取100 μL加入Transwell上室，37 ℃静

置4 h，测定细胞的侵袭数目；迁移数目的测定过

程中上室不加入Matrigel胶。收集细胞，上室上孔

中加入1×104个细胞，下室加入500 μL含10%胎牛血

清的培养基，37 ℃培养24 h，每组设置5个复孔；

湿棉签擦去上室内细胞和Matrigel胶，100%甲醛固

定30 min，0.1%结晶紫染色5 min，显微镜随机选

取下5个区域拍照、计数，取平均值。

1.2.6  Western 印迹

收集转染后细胞，加入1 0 0  μ L细胞裂解液裂

and decreased matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) expression. Conclusion: Silencing MYB expression 

can inhibit the activity, invasion and migration of tongue squamous cell carcinoma cells by inhibiting NF-κB 

signaling.

Keywords tongue squamous cell carcinoma; invasion; myeloblastoma oncogene; nuclear factor-κB
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解30 min，4 ℃，12 000 r/min离心10 min，收集上

清，BCA试剂盒测定其浓度。吸取30 μg总蛋白加

入每泳道中，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜上，在5%
脱脂奶粉中封闭；与一抗稀释液在4 ℃孵育过夜，

T B ST漂洗3次× 1 0  m i n，加入二抗稀释液，3 7  ℃ 

孵育2  h，T B ST漂洗3次× 1 0  m i n，曝光、拍照，

Quantity One分析蛋白质灰度值。

1.3  统计学处理

实验重复3次，采用SPSS 22.0统计软件进行数

据分析，以均数±标准差(x±s)表示，两组间数据的

比较采用t检验，多组数据间的比较采用单因素方

差分析，组间多重比较使用SNK-q检验，P<0.05为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  MYB 基因在舌鳞癌细胞系中的表达量

与正常人OMFbs相比，MYB在舌鳞癌细胞系

(UM1，CAL -27，SCC-9)的表达量增加，差异有统

计学意义(P<0.05，图1)，其中在SCC -9细胞中的

表达量最高，因此后续实验需用SCC-9细胞作为研

究对象。

2.2  转染后 SCC-9 细胞中 MYB 的表达量

与 对 照 组 相 比 ， s i R N A - M Y B 降 低 S C C - 9 细

胞 中 M Y B  m R N A 的 表 达 量 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05，图2)。

2.3  沉默 MYB 基因对 SCC-9 细胞活性的影响

与对照组相比，沉默MYB基因降低SCC-9细胞

活性，差异有统计学意义(P<0.05，图3)，siRNA-
NC组与对照组差异不显著。

2.4  沉默 MYB 基因对 SCC-9 细胞侵袭、迁移的影响

与对照组相比，沉默M Y B基因降低S CC - 9细

胞侵袭、迁移能力，差异有统计学意义(P<0.05， 
图4)，siRNA-NC组与对照组差异不显著。

2.5  沉默 MYB 基因对 NF-κB 信号通路的影响

与对照组相比，沉默MYB基因降低SCC-9细胞

NF-κB p65的磷酸化和MMP-9蛋白水平，差异有统

计学意义(P<0.05，图5)，但对NF-κB p65蛋白总水

平无显著影响。

图1 MYB基因在舌鳞癌细胞系中的表达

Figure 1 Expression of MYB gene in tongue squamous cell line

与OMFbs细胞相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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图2 转染后SCC-9细胞中MYB的表达

Figure 2 Expression of MYB in SCC-9 cells after transfected

与对照组相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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图3 沉默MYB基因对SCC-9细胞活性的影响

Figure 3 Effect of silencing MYB gene on SCC-9 cell activity

与对照组相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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图4 沉默MYB基因对SCC-9细胞侵袭、迁移的影响

Figure 4 Effect of silencing MYB gene on invasion and migration of SCC-9 cells

(A)显微镜下观察各组细胞迁移、侵袭的变化(结晶紫染色)；(B)统计分析各组细胞侵袭、迁移数目。与对照组相比，

*P<0.05。

(A) Cell migration and invasion were observed under microscope (crystal violet staining); (B) The number of cell invasion and migration in 

each group was analyzed statistically. Compared with the control group, *P<0.05.
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图5 Western印迹检测沉默MYB基因对NF-κB信号通路的影响

Figure 5 Effect of silencing MYB gene on NF-κB signaling pathway detected by Western blot

(A)Western印迹分析各组细胞中NF-κB信号通路蛋白水平；(B)计量分析NF-κB信号通路蛋白水平。与对照组相比，

*P<0.05。

(A) Western blot assay was used to analyze the NF-κB signaling protein level in each group; (B) Quantitative analysis of NF-κB signaling 

protein level. Compared with the control group, *P<0.05.
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3  讨论

细胞的增殖、侵袭、迁移等生物学特性是恶

性肿瘤产生的重要进程，涉及多种基因和信号通路

的共同作用。MYB基因与多种恶性肿瘤的产生密

切相关，被认为是阻碍肿瘤发生、发展以及恶性转

移的重要基因之一。一项研究[8]收集头颈部肿瘤患

者的组织进行研究，其原位杂交结果显示MYB的

表达量显著上调，且与预后无显著相关性。研究[9]

显示：在乳腺癌ER受体阳性细胞中，沉默MYB的

表达量可显著抑制细胞的增殖，但对ER阴性细胞

无显著影响。在胃癌 [10]、胰腺癌 [11]、结肠癌 [12]等

肿瘤组织中，MYB的表达量显著增加，并与细胞

的恶性增殖、侵袭、迁移密切相关。但其在舌鳞

癌中的相关研究较少。本研究采用qPCR对舌鳞癌

细胞系(UM1，CAL -27，SCC-9)和正常人OMFbs中

MYB的表达量分析比较，发现MYB在UM1，CAL -
27，SCC-9细胞中的表达量明显高于OMFbs，其中

在SCC-9细胞中表达量相对较高；通过转染siRNA-
MYB到SCC-9细胞来模拟沉默MYB状态，发现沉默

MYB可显著抑制舌鳞癌SCC-9细胞的活性、侵袭、

迁移。

细胞外基质在抑制肿瘤细胞迁移、侵袭能力

方面发挥重要作用[13-15]。研究[16-18]发现：MMP-9是

细胞外基质降解过程中的重要蛋白水解酶，其表

达量异常能破坏细胞外基质的平衡，促进肿瘤细

胞发生浸润、迁移。NF-κB p65受到相关基因的调

控，其表达量降低，从而降低NF-κB p65与MMP-9
基因的结合效率，抑制M MP-9基因的转录从而下

调MMP-9基因的表达量[19]。NF-κB是一种核转录因

子，其相关信号转导通路在肿瘤的发生、发展过

程中发挥重要作用，可调节细胞的增殖、侵袭、

迁移过程[20-21]。NF-κB及其上下游网络在舌鳞癌的

治疗过程中可提供潜在的治疗靶点。本研究通过

Wester n印迹检测发现：沉默MYB可显著抑制NF-
κB p65的磷酸化过程，进而阻碍NF-κB信号通路的

活化，提示舌鳞癌中MYB可能参与NF-κB信号通路

的持续激活过程。

综上所述，本研究观察到M Y B在舌鳞癌细胞

系中高表达，沉默MYB抑制舌鳞癌SCC-9细胞的活

性、侵袭、迁移能力，并初步揭示了MYB可能通

过调控NF-κB信号通路发挥抑癌作用。MYB也可能

作为舌鳞癌临床治疗的一个新靶点，MYB在舌鳞

癌中的具体作用机制仍有待进一步研究。
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