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摘要：目的　研究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＬＩＮＣ００９２２调控分泌型卷曲相关蛋
白１（ＳＦＲＰ１）抑制槟榔碱诱导的人口腔黏膜成纤维（ｈＯＭＦ）细胞恶性进展。
方法　ｈＯＭＦ细胞分为空白对照（ＮＣ）组（ｈＯＭＦ细胞不做任何处理）、模型组
（６０ｍｇ·Ｌ－１槟榔碱处理）、过表达ＬＩＮＣ０２１４７（ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７）组（６０ｍｇ·Ｌ－１槟榔
碱处理，转染过表达ＬＩＮＣ０２１４７载体）、小干扰ＳＦＲＰ１（ｓｉ－ＳＦＲＰ１）组（６０ｍｇ·Ｌ－１槟
榔碱处理，转染过表达ＬＩＮＣ０２１４７载体、转染ＳＦＲＰ１抑制药载体）。用实时荧光
定量聚合酶链反应检测各组细胞ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ相对表达水平，用免疫荧光检测
各组细胞中α－平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）及ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达，用５－乙炔－
２′－脱氧尿苷检测各组细胞增殖情况，用二氯二氢荧光素醋酯荧光探针法检测
各组细胞中活性氧化物种（ＲＯＳ）含量。结果　模型组和ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组ＳＥＲＰ１
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００８和 ３７５±０５９；空白对照组、模型组、
ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组和 ｓｉ－ＳＦＲＰ１组的细胞增殖率分别为（４３６１±６９７）％、
（１２９８±４２７）％、（３８６６±５１２）％和（１５７３±５４２）％，ＲＯＳ含量分别为
（９４２±１７３）％、（３６５８±６１６）％、（１２８９±２０８）％和（３３４５±５７６）％，

α－ＳＭＡ阳性表达分别为１００±０１３、５０２±１４６、２３６±０４８和４３７±０９７，
ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达分别为１００±０１５、４６３±１５１、１９８±０８５和３９２±１３６。
模型组的上述指标与空白对照组比较、ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组的上述指标与模型组比
较，ｓｉ－ＳＦＲＰ１组的上述指标与ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜０００１）。结论　ＬＩＮＣ０２１４７可能通过调控 ＳＦＲＰ１来抑制槟榔
碱诱导的ｈＯＭＦ细胞恶性进展。
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ＬＩＮＣ００９２２ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＦＲＰ１）ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｏｒａｌｍｕｃｏｓａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
（ｈＯＭＦ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｒｅｃｏｌｉｎｅＭｅｔｈｏｄｓ　Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）ｇｒｏｕｐ（ｈＯＭＦｃｅｌｌｓｗｅｒｅｎｏｔｔｒｅａｔｅｄｉｎａｎｙｗａｙ），ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ（６０ｍｇ· Ｌ－１ ａｒｅｃｏｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐ
（６０ｍｇ·Ｌ－１ ａｒｅｃｏｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＬＩＮＣ０２１４７ｖｅｃｔｏｒ），ｓｉ－ＳＦＲＰ１ｇｒｏｕｐ（６０ｍｇ· Ｌ－１ ａｒｅｃｏｌｉｎｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆＬＩＮＣ０２１４７ ｖｅｃｔｏｒ，
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳＦＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｅｃｔｏｒ）Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｌｐｈａ－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α－ＳＭＡ）ａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ；５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－
ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ；ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＥＲＰ１ｍＲＮＡｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±００８
ａｎｄ３７５±０５９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＮＣｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐａｎｄｓｉ－
ＳＦＲＰ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（４３６１±６９７）％，（１２９８±４２７）％，（３８６６±５１２）％ ａｎｄ（１５７３±５４２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅ（９４２±１７３）％，（３６５８±６１６）％，（１２８９±２０８）％ ａｎｄ（３３４５±５７６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
α－ＳＭＡｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅ１００±０１３，５０２±１４６，２３６±０４８ａｎｄ４３７±０９７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎｗｅｒｅ１００±０１５，４６３±１５１，１９８±０８５ａｎｄ３９２±１３６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅ
ｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｓｉ－ＳＦＲＰ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｏｅ－
ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬＩＮＣ０２１４７ｍａｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｒｅｃｏｌｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍａｎｏｒａｌｍｕｃｏｓａｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＳＦＲＰ１
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ａｒｅｃｏｌｉｎｅ；ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ｈｕｍａｎｏｒａｌｍｕｃｏｓａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｃｅｌｌ

　　口腔黏膜成纤维（ｈｕｍａｎｏｒａｌｍｕｃｏｓａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ｈＯＭＦ）细胞是口腔黏膜固有层的重要细胞成分之一，
在调节上皮细胞的分化过程中发挥作用［１］。槟榔碱

是槟榔中的主要有效成分，能够引发炎症反应和细胞

毒性，通过促进前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ－２）
和环氧合酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２，ＣＯＸ－２）的产生以
及诱导白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）的表达
来介导上皮炎症反应［２］。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）ＬＩＮＣ００９２２是一种基因间
ｌｎｃＲＮＡ，定位于染色体５ｑ２３１上，可以负向调控染色
体分离、纺锤体组装和磷脂稳态等细胞增殖、分化的

基本过程［３］。分泌型卷曲相关蛋白１（ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＦＲＰ１）作为抗纤维化因子，可以减
缓纤维化的进程［４］。本研究旨在探讨 ＬＩＮＣ０２１４７
调控 ＳＦＲＰ１对槟榔碱诱导的 ｈＯＭＦ细胞恶性进展
的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　ｈＯＭＦ细胞，购自上海青旗生物技术发展

有限公司。

药品与试剂　槟榔碱，规格：每支２０ｍｇ，纯度：≥
９８％（ＨＰＬＣ），批号：ＲＦＳ－Ｔ０４１０２００７００６，成都瑞芬思
生物科技有限公司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），上海翌圣生物科技股份有
限公司生产；４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）、Ｔｒｉｚｌｏｌ试剂、逆转

录试剂盒、ＳＦＲＰ１一抗、ｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗，均由美国赛默
飞世尔科技有限公司生产；α－平滑肌肌动蛋白
（ａｌｐｈａ－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α－ＳＭＡ）一抗、山羊抗
兔免疫球蛋白Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）二抗，均由武
汉亚科因生物技术有限公司生产；小干扰 ＳＦＲＰ１
（ｓｉ－ＳＦＲＰ１），上海莼试生物技术有限公司生产；
ＬｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅＴＭ２０００试剂盒，上海笃玛生物科技有限
公司生产；过表达 ＬＩＮＣ０２１４７（ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７）载体，
南京双领生物科技有限公司生产。

仪器　ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙＨｉｇｈ酶标仪、ＭｉｎｉＡｍｐＴＭＰｌｕｓ
实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，
均为美国赛默飞世尔科技有限公司产品；ＭＨＩＦ２０００
荧光显微镜，广州市明慧科技有限公司产品；ＴＣＳＳＰ８Ｘ
共聚焦显微镜、ＭＺ１０Ｆ荧光显微镜，均为德国徕卡公
司产品；ＩＸ７３倒置荧光显微镜，日本奥林巴斯株式会
社产品。

２　实验方法
２１　细胞培养、转染及分组

将ｈＯＭＦ细胞置于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基中，保持在３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养。取对数
生长的细胞接种于６孔板中，每个６孔板中接种不到
３０％的细胞。用浓度分别为 ０、２０、４０、６０、８０、
１００ｍｇ·Ｌ－１的槟榔碱处理ｈＯＭＦ细胞。用ＬｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅＴＭ

２０００试剂盒将ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７载体和 ＳＦＲＰ１抑制药
载体转染至 ｈＯＭＦ细胞中。将细胞分为空白对照
（ＮＣ）组 （ｈＯＭＦ细胞不做任何处理）、模型组
（６０ｍｇ·Ｌ－１槟 榔 碱 处 理）、ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３２７　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

（６０ｍｇ·Ｌ－１槟榔碱处理，转染 ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７载
体）、ｓｉ－ＳＦＲＰ１组（６０ｍｇ·Ｌ－１槟榔碱处理，转染过表
达ＬＩＮＣ０２１４７载体、转染ＳＦＲＰ１抑制药载体）。
２２　ＣＣＫ－８法检测槟榔碱对ｈＯＭＦ细胞的增殖抑
制率并计算半数抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）

［５］

按照“２１”用不同浓度槟榔碱处理细胞后加
入 ＣＣＫ－８试剂，并在 ３７℃下孵育 １～４ｈ，用多
功能酶标仪测定光密度值，记录各组的光密度

值，根据光密度值计算出各组的细胞存活率，绘

制出槟榔碱浓度与细胞存活率的曲线图，通过曲

线图计算出 ＩＣ５０值。
２３　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）检测各组细胞中ＬＩＮＣ０２１４７表达情况［６］

将各组细胞经固定脱水后加入杂交缓冲液１０μＬ
与Ｃｙ３标记的 ＬＩＮＣ０２１４７荧光探针１μＬ，３７℃恒温
箱，杂交１５ｈ，ＤＡＰＩ溶液复染细胞核，晾干后，于共聚
焦显微镜下观察并拍照。

２４　ＲＴ－ｑＰＣＲ检测各组细胞 ＳＦＲＰ１的 ｍＲＮＡ相
对表达水平［７］

用Ｔｒｉｚｌｏｌ试剂提取各组细胞总ＲＮＡ，并对其进行
定量。用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。以
ｃＤＮＡ为模板，用ＲＴ－ｑＰＣＲ仪进行ＲＴ－ｑＰＣＲ检测。
以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为参照，计算 ＳＦＲＰ１
的ｍＲＮＡ相对表达水平。
２５　免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ）法检测各组
细胞中 ＳＦＲＰ１、α－ＳＭＡ及 ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达
情况［８］

将细胞爬片提前洗涤、高压灭菌，置于６孔板中，
收集细胞铺板后，４％多聚甲醛固定，０５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００室温通透１０ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ封闭。加入稀释的
抗体 ＳＦＲＰ１（１∶５００）、α－ＳＭＡ（１∶５００）、ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（１∶５００），置于４℃环境中孵育过夜，加入相应的二抗
（１∶１０００），室温孵育１ｈ，将含ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂
滴入载玻片中央而后封片，于荧光显微镜下观察

拍照。

２６　５－乙炔基 －２′脱氧尿嘧啶核苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－
２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅａｓｓａｙ，ＥｄＵ）实验检测各组细胞增
殖情况［９］

将各组细胞用绿色荧光染料 ＥｄＵ标记细胞，４％
多聚甲醛固定。Ｔｒｉｔｏｎ×１００通透细胞膜，ＤＡＰＩ核染
色，最后荧光显微镜下成像分析，计算 ＥｄＵ阳性率
（％）。ＥｄＵ阳性率（％）＝ＥｄＵ阳性细胞数／总细胞

数×１００％。
２７　二氯二氢荧光素醋酯（２′，７′－ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉ
ｈｙｄｒｏｆｌｕｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）荧光探针法检测
各组细胞中ＲＯＳ含量［１０］

细胞分组同“２１”，按照说明书操作，其中
ＤＣＦＨ－ＤＡ工作液配制成 １０μｍｏｌ·Ｌ－１的浓度，
孵育２０ｍｉｎ，将探针清洗后在倒置荧光显微镜下
查看荧光强度，并用 ＩｍａｇｅＪ软件对平均荧光强度
进行定量。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本ｔ检验，多组间比较用
单因素方差分析。

结　　果

１　不同浓度槟榔碱对ｈＯＭＦ细胞的影响
ＣＣＫ－８实验结果显示，不同浓度（０、２０、４０、６０、

８０和 １００ｍｇ·Ｌ－１）槟榔碱的增殖抑制率分别为
（１０８±０１５）％、（７７８±２０５）％、（１６１９±４５２）％、
（４９７６±６７２）％、（６８４３±７５９）％和（７６３２±１００８）％。
２０、４０、６０、８０、１００ｍｇ·Ｌ－１组与 ０ｍｇ·Ｌ－１浓度组比
较，细胞增殖抑制率随浓度增加而增加（均Ｐ＜００５）。
经计算得出 ＩＣ５０为 ５６２５ｍｇ· Ｌ－１，故后续用
６０ｍｇ·Ｌ－１浓度槟榔碱进行造模。
２　ＬＩＮＣ０２１４７在槟榔碱诱导ｈＯＭＦ细胞中明显降低

空白对照细胞不做任何处理，模型组细胞用

６０ｍｇ·Ｌ－１槟榔碱处理，ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组细胞
用 ６０ｍｇ·Ｌ－１槟 榔 碱 处 理 并 转 染 过 表 达

ＬＩＮＣ０２１４７载体，ｓｉ－ＳＦＲＰ１组细胞用６０ｍｇ·Ｌ－１

槟榔碱处理，转染过表达 ＬＩＮＣ０２１４７载体和转染
ＳＦＲＰ１抑制药载体。

ＦＩＳＨ实验结果显示，ＬＩＮＣ０２１４７主要定位于细胞
质中，模型组［（３０６±０９５）％］与空白对照组
［（３１４７±３８２）％］比较，ＬＩＮＣ０２１４７在细胞中表达
水平明显降低（Ｐ＜０００１）。
３　ＬＩＮＣ０２１４７对ＳＦＲＰ１的调控作用

ＲＴ－ｑＰＣＲ结果显示，ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组和模型
组ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为３７５±０５９和
１００±００８，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０００１）。免疫荧光结果显示，ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组
和模型组 ＳＦＲＰ１荧光强度分别为 ２４６±０６３和
１００±０１１，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０００１）。
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图 １　用５－乙炔基－２′脱氧尿嘧啶核苷（ＥｄＵ）实验检测各组细胞增殖率（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅａｓｓａｙ（ＥｄＵ）ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
ＮＣｇｒｏｕｐ：ｈＯＭＦｃｅｌｌｓａｒｅｎｏｔｔｒｅａｔｅｄｉｎａｎｙｗａｙ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：６０ｍｇ·Ｌ－１ａｒｅｃｏｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐ：６０ｍｇ·Ｌ－１ａｒｅｃｏｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＩＮＣ０２１４７ｖｅｃｔｏｒ；Ｓｉ－ＳＦＲＰ１ｇｒｏｕｐ：６０ｍｇ·Ｌ－１ａｒｅｃｏｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＩＮＣ０２１４７

ｖｅｃｔｏｒ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳＦＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｅｃｔｏｒ

４　ＬＩＮＣ０２１４７调控 ＳＦＲＰ１对槟榔碱诱导 ｈＯＭＦ细
胞增殖抑制的影响

ＥｄＵ实验结果显示，空白对照组、模型组、ｏｅ－
ＬＩＮＣ０２１４７组和 ｓｉ－ＳＦＲＰ１组的细胞增殖率分别
为（４３６１±６９７）％、（１２９８±４２７）％、（３８６６±５１２）％
和（１５７３±５４２）％。模型组与空白对照组比较，细
胞增殖率明显降低（Ｐ＜０００１）；ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７
组 与 模 型 组 比 较，细 胞 增 殖 率 明 显 增 加

（Ｐ＜０００１）；ｓｉ－ＳＦＲＰ１组与 ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７
组比较，细胞增殖率明显降低（Ｐ＜０００１），见
图 １。
５　ＬＩＮＣ０２１４７调控 ＳＦＲＰ１对槟榔碱诱导 ｈＯＭＦ细
胞内ＲＯＳ含量的影响

ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针法结果显示，空白对照组、
模型组、ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组和 ｓｉ－ＳＦＲＰ１组 ＲＯＳ含量
分别 为 （９４２±１７３）％、（３６５８±６１６）％，
（１２８９±２０８）％和（３３４５±５７６）％。模型组
与空白对照组比较，细胞中 ＲＯＳ含量明显增加
（Ｐ＜０００１）；ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组与模型组比较，
细胞中 ＲＯＳ含量明显降低（Ｐ＜０００１）；ｓｉ－
ＳＦＲＰ１组与ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组比较，细胞中 ＲＯＳ
含量明显增加（Ｐ＜０００１）。
６　ＬＩＮＣ０２１４７调控 ＳＦＲＰ１对槟榔碱诱导 ｈＯＭＦ细
胞内纤维化相关蛋白表达的影响

免疫荧光结果显示，模型组与空白对照组比较，

细胞中 α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达均明显增加（均
Ｐ＜０００１）；ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组与模型组比较，细胞中
α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳 性 表 达 均 明 显 降 低 （均
Ｐ＜０００１）；ｓｉ－ＳＦＲＰ１组与 ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组比较，
ｓｉ－ＳＦＲＰ１组细胞中α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达均明
显增加（均Ｐ＜０００１），见表１。

表１　各组细胞中α－平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳
性表达情况（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｌｐｈａ－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ
（α－ＳＭＡ）ａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ α－ＳＭＡ ｖｉｍｅｎｔｉｎ

ＮＣ ８ １００±０１３ １００±０１５
Ｍｏｄｅｌ ８ ５０２±１４６ ４６３±１５１

ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７ ８ ２３６±０４８△△△ １９８±０８５△△△

ｓｉ－ＳＦＲＰ１ ８ ４３７±０９７▲▲▲ ３９２±１３６▲▲▲

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｅｇｕｒｅ１；ＣｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｔｈｅｏｅ－

ＬＩＮＣ０２１４７ｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１

讨　　论

ｈＯＭＦ细胞是产生胶原纤维的主要细胞之一，
其增殖和分泌胶原蛋白受到多种与炎症和纤维化

相关的细胞因子以及槟榔提取物等的调控［１１］。

ｌｎｃＲＮＡｓ具有多样的功能，可与 ＤＮＡ和 ＲＮＡ或蛋
白相互作用，据文献指出，大约 ８０％的 ｌｎｃＲＮＡｓ表
现出较高的组织特异性，这表明相对于 ｍＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ更可能成为疾病标志物或治疗靶点［１２］。

ＳＦＲＰ１是分泌型卷曲蛋白相关蛋白家族成员之一，
ＳＦＲＰ１基因发生甲基化时，其表达会下降，导致翅
膀相关整合位点蛋白（Ｗｉｎｇｌｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ，Ｗｎｔ）与 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ受体的结合增加。这会导致
Ｗｎｔ／β－连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路异常激
活，进而激活 Ｗｎｔ信号通路下游的靶基因，从而促
使多种肿瘤的发生与恶性行为。

槟榔的刺激是口腔黏膜下纤维化的主要致病因，
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

槟榔碱是槟榔的重要成分之一。本研究发现，ｈＯＭＦ
细胞增殖抑制率随槟榔碱浓度增加而增加，当槟榔碱

浓度为６０ｍｇ·Ｌ－１时，细胞增殖抑制率显著增加，推
测槟榔碱对 ｈＯＭＦ细胞的抑制效果具有剂量效应。
另外有研究发现，槟榔碱可能通过 ｈＯＭＦ细胞产生结
缔组织生长因子，进而促进纤维化的形成，其对ｈＯＭＦ
细胞作用可能存在一定量效关系［１３］，本研究结果与

其结论相似。进一步研究发现，过表达 ＬＩＮＣ０２１４７后
ＳＦＲＰ１相对表达水平及阳性表达均增加，与 ＣＨＥＮ
等［１４］研究结果一致，提示过表达 ＬＩＮＣ０２１４７可以上
调ＳＦＲＰ１的水平，由此也可以推测出ＬＩＮＣ０２１４７可能
通过调控ＳＦＲＰ１水平来抑制槟榔碱诱导 ｈＯＭＦ的恶
性进展。ｖｉｍｅｎｔｉｎ是间充质细胞标志蛋白，而 α－
ＳＭＡ蛋白主要在肌上皮细胞中表达，是肌上皮细胞标
志蛋白［１５］；ＲＯＳ则与氧化应激水平相关，ＲＯＳ可以促
进肌成纤维细胞的分化、增殖。本研究中比较各组增

殖率发现，模型组与空白对照组相比，细胞增殖率明

显降低，且ＲＯＳ含量及α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达均
明显增加；ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组与模型组相比，细胞增殖
率明显增加、ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组细胞中 ＲＯＳ含量及
α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达均明显降低；ｓｉ－ＳＦＲＰ１
组与ｏｅ－ＬＩＮＣ０２１４７组相比，细胞增殖率明显降低、
ｓｉ－ＳＦＲＰ１组细胞中ＲＯＳ含量及α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳
性表达均明显增加。本研究结果表明，过表达

ＬＩＮＣ０２１４７对细胞增殖率、ＲＯＳ含量以及 α－ＳＭＡ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ水平均有明显影响，同时敲低 ＳＦＲＰ１的表达
则可逆转由过表达 ＬＩＮＣ０２１４７引起的细胞增殖率明
显增加、ＲＯＳ含量及α－ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达均明
显降低的现象，与周子杰等［１６］研究结果一致，由此可

以得出ＬＩＮＣ０２１４７可以通过上调ＳＦＲＰ１水平，来抑制
槟榔碱导致的口腔黏膜成纤维细胞恶性进展以及损

伤，促进正常细胞的增殖，对口腔黏膜成纤维细胞起

着积极的保护作用。同时，ＳＦＲＰ１在调节细胞生物学
特性中起重要作用，ＬＩＮＣ０２１４７和 ＳＦＲＰ１之间存在相
互作用，对细胞的生长和表型产生影响，未来可深入

探讨ＳＦＲＰ１对ｈＯＭＦ细胞的作用机制，可能成为治疗
疾病的重要靶点。

本研究结果表明，ＬＩＮＣ０２１４７通过调控 ＳＦＲＰ１，
在抑制槟榔碱诱导的 ｈＯＭＦ细胞的恶性进展中发挥
着重要作用。
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