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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨右美托咪定对口腔鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及机制。 方法　 实验

一：选用人口腔鳞癌细胞系 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７，根据右美托咪定浓度不同随机均分为六组：阴性对照组

（ＮＣ 组）、右美托咪定 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ１ 组）、右美托咪定 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ２ 组）、右美托咪定 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
组（Ｄ３ 组）、右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ４ 组）和右美托咪定 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ５ 组）。 培养 ２４、４８ ｈ 后

分别采用 ＣＣＫ⁃８ 法、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞增殖、迁移和侵袭能力。 实验二：利用转录

组测序技术筛选右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理 ＨＮ６ 细胞 １２ ｈ 后差异表达的基因。 采用慢病毒转染细

胞，建立稳定敲低细胞色素 Ｐ４５０ １Ｂ１（ＣＹＰ１Ｂ１）的 ＨＮ６ 细胞株。 将细胞随机分为四组：ｓｈＣｔｒｌ 组（Ｃ
组）、ｓｈＣＹＰ１Ｂ１ 组（ＣＹＰ 组）、ｓｈＣｔｒｌ＋右美托咪定组（ＣＤ 组）和 ｓｈＣＹＰ１Ｂ１＋右美托咪定组（ＣＹＰＤ 组）。
采用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＨＮ６ 细胞迁移和侵袭能力。 结果 　 实验一：与 ＮＣ 组比较，Ｄ２
组、Ｄ３ 组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率均明显升高，基质胶内穿膜细胞数均明显增多；
Ｄ１ 组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显升高（Ｐ＜ ０ ０５）。 与 Ｄ１ 组比较，Ｄ２ 组、Ｄ３ 组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和

ＣＡＬ２７ 细胞迁移率均明显升高，基质胶内穿膜细胞数均明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ２ 组比较，Ｄ３ 组、
Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率均明显升高，基质胶内穿膜细胞数均明显增多（Ｐ＜０ ０５）。
与 Ｄ３ 组比较，Ｄ４ 组 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显升高，基质胶内穿膜细胞数均明

显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ４ 组比较，Ｄ５ 组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显升高，基质胶内穿膜细胞数明显增多；
Ｄ５ 组 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率明显降低，基质胶内穿膜细胞数明显减少（Ｐ＜０ ０５）。 培养 ２４、４８ ｈ 后六组

ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞存活率差异均无统计学意义。 实验二：对右美托咪定处理后的 ＨＮ６ 细胞进行转

录组测序，筛选出 ５４ 个差异表达基因，其中 ＣＹＰ１Ｂ１ 表达明显上调。 慢病毒成功转染 ＨＮ６ 细胞，构
建稳定敲低 ＣＹＰ１Ｂ１ 的 ＨＮ６ 细胞株。 与 Ｃ 组比较，ＣＹＰ 组迁移率明显降低，基质胶内穿膜细胞数明

显减少；ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组迁移率明显升高，基质胶内穿膜细胞数明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＣＹＰ 组比

较，ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组迁移率明显升高，基质胶内穿膜细胞数增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＣＤ 组比较，ＣＹＰＤ 组

迁移率明显降低，基质胶内穿膜细胞数明显减少（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 右美托咪定能增强口腔鳞癌细

胞迁移能力和侵袭能力，该作用可能与右美托咪定处理后 ＣＹＰ１Ｂ１ 表达相关。
【关键词】 　 细胞色素 Ｐ４５０ １Ｂ１；右美托咪定；口腔鳞癌；增殖；迁移；侵袭
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（Ｐ ＜ ０ ０５）． Ａｆｔｅｒ ２４ ａｎｄ ４８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅｓ ｏｆ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ｃｅｌｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ２： ｆｉｆｔｙ⁃ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｖｉａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ＣＹＰ１Ｂ１ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｔｈｅ ｌｅｎｔｉ⁃
ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＨＮ６ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ＣＹＰ１Ｂ１ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｇｌｕｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＣＹＰ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍ⁃
ｂｒａｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｇｌｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ＣＤ ａｎｄ ＣＹＰＤ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐ ＣＹＰ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｇｌｕｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ＣＤ ａｎｄ ＣＹＰＤ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＣＤ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｇｌｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ
ＣＹＰＤ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ＯＳＣＣ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＣＹＰ１Ｂ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ １Ｂ１； Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ； Ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； Ｐｒｏｌｉｆｅｒａ⁃
ｔｉｏｎ； Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； Ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 　 围术期是影响恶性肿瘤复发和转移的重要时

期，其中全麻药物的使用可能会影响恶性肿瘤细胞

增殖和侵袭等生物学行为，促使残余肿瘤细胞远处

转移，直接或间接影响肿瘤患者预后［１－２］。 右美托

咪定是高选择性 α２ 肾上腺素受体激动药，由于具有

中枢性镇静、镇痛和抗交感作用被广泛应用于肿瘤

患者的全身麻醉、术后镇痛、ＩＣＵ 镇静以及术后认知

功能障碍的治疗中［３－５］。 口腔鳞癌是口腔颌面外科

最常见的恶性肿瘤，手术时间长，创伤大。 本实验

研究通过检测右美托咪定对口腔鳞癌细胞 ＨＮ６ 和

ＣＡＬ２７ 增殖、迁移及侵袭的影响，探讨右美托咪定

在口腔鳞癌生长、复发和转移中的作用，为口腔鳞

癌患者围术期应用右美托咪定的安全性提供参考。

材料与方法

实验细胞培养 　 选择人舌鳞癌细胞株 ＨＮ６ 和

ＣＡＬ２７（购于中科院上海生物细胞研究所），置于含

１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素－链霉素溶液和 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基中，于 ３７ ℃、９５％相对湿度、含 ５％

ＣＯ２ 的培养箱中常规培养。 待细胞铺满皿底 ８０％左

右时，以 ０ ２５％胰蛋白酶消化，并按照 １ ∶ ３比例传

代，选择长势良好的第 ３—５ 代对数生长期细胞进行

实验。
实验分组与处理　 实验一：根据用右美托咪定

处理细胞的浓度将 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞各分为六

组：对照组（ＮＣ 组）、右美托咪定 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ１
组）、右美托咪定 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ２ 组）、右美托咪定

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ３ 组）、右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

（Ｄ４ 组）和右美托咪定 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｄ５ 组）。
实验二：将处于对数生长期的 ＨＮ６ 细胞以每孔

２×１０５ 个细胞接种至 ６ 孔细胞板后，置于细胞培养

箱中常规培养。 将 ＨＮ６ 细胞随机分为两组：实验组

和对照组，实验组采用含右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 无血

清培养基处理，对照组在无血清培养基中加入等容

积生理盐水。 ３７℃培养箱中培养 １２ ｈ 后收集细胞，
采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ 后进行转录组测序分析，
筛选出差异表达基因，筛选条件为： ＦＤＲ ＜ ０ ０５，
｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１，筛选出差异基因 ＣＹＰ１Ｂ１。 将细胞随
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机分 为 四 组： 阴 性 对 照 短 发 夹 ＲＮＡ （ ｓｈＲＮＡ）
（ｓｈＣｔｒｌ）组（Ｃ 组）、ＣＹＰ１Ｂ１ ｓｈＲＮＡ（ ｓｈＣＹＰ１Ｂ１）组

（ＣＹＰ 组）、ｓｈＣｔｒｌ ＋右美托咪定组（ＣＤ 组） 和 ｓｈＣ⁃
ＹＰ１Ｂ１＋右美托咪定组（ＣＹＰＤ 组）。 Ｃ 组和 ＣＹＰ 组

在 ＨＮ６ 细胞融合达 ７５％时，分别参照慢病毒转染说

明书将阴性对照 ｓｈＲＮＡ 和 ＣＹＰ１Ｂ１ｓｈＲＮＡ 序列转

染至细胞中，转染 １２ ｈ 后更换新鲜培养基，转染后

７２ ｈ 在倒置相差荧光显微镜下观察细胞绿色荧光

蛋白表达情况判断转染效率。 ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组转

染后，细胞再以右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理 １２ ｈ。
ＣＹＰ１Ｂ１ ｓｈＲＮＡ 干扰序列 ５′⁃ＣＣＧＧＣＣＣＡＡＧＴＣＡＴＴ⁃
ＴＡＡＡＧＴＣＡＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＴＧＡＣＴＴＴＡＡＡＴＧＡＣＴＴＧＧ
ＧＴＴＴＴＴＴＧ⁃３′， 阴 性 对 照 序 列 ５′⁃ＣＣＴＡＡＧＧＴＴＡ⁃
ＡＧＴＣＧＣＣＣＴＣＧＣＴＣＴＡＧＧＧＡＧＧＧＣＧＡＣＴＴＡＡＣＣＴＴＡＧ
ＧＴＴＴＴＧ⁃３′。

ＣＣＫ⁃８ 法 　 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测 ＨＮ６ 和

ＣＡＬ２７ 细胞的增殖能力。 将处于对数生长期的细

胞按照每孔 ３ ０００ 个细胞接种到 ９６ 孔细胞板上，置
于细胞培养箱中常规培养。 为了去除血清对细胞

增殖的影响，培养 ２４ ｈ 后更换为无血清培养基，然
后每组设 ６ 个复孔，放入培养箱中继续培养 ２４、４８ ｈ
后加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １０ μｌ。 ３７ ℃继续培养 １ ｈ 后采

用酶标仪检测 ＨＮ６ 细胞在 ４５０ ｎｍ 的吸光度 （ Ａ
值），并按照公式计算细胞存活率 ＝ （药物组 Ａ 值－
空白组 Ａ 值）÷（对照组 Ａ 值－空白组 Ａ 值）×１００％，
其中空白对照组为单纯培养基［６］。

划痕实验　 采用划痕实验检测 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７
细胞的迁移能力。 将处于对数生长期的细胞常规

消化后，以 ２×１０５ ／ ｍｌ 密度接种于含胎牛血清培养基

的 ６ 孔板内，接种后十字摇晃使细胞分布均匀，待细

胞铺满皿底至 ９０％时，用 ２００ μｌ 无菌枪头每孔轻划

孔板 ４ 次，各划线尽量平行，后用 ＰＢＳ 轻轻吹打以

去除脱落的细胞，后更换为无血清培养基，分组处

理后置于 ３７ ℃恒温箱培养 １２ ｈ。 采用倒置显微镜

观察细胞迁移情况，采用 ＩｍａｇｅＪ 进行图像分析，根
据划痕宽度计算迁移率＝ （０ ｈ 划痕宽度－培养 １２ ｈ
后划痕宽度）÷０ ｈ 划痕宽度×１００％［７］。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法 　 采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测

ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞的侵袭能力。 将处于对数生长

期的细胞常规消化后转移至 １５ ｍｌ 离心管中，４ ℃下

１０００ 转 ／分离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，用无血清培养基重

悬细胞后再重复离心一次，细胞分组处理后调整细

胞浓度为 １×１０５ 个 ／ ｍｌ。 取细胞悬液 ２００ μｌ 加入基

质胶包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室中，并在下室中加入

含血清的培养基 ６００ μｌ，置于细胞培养箱中。 １２ ｈ
后取出小室，用棉签小心擦去上室残留的细胞后，
以 ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，再以 ０ １％结晶紫

染色 ２０ ｍｉｎ。 采用倒置显微镜随机选择 ３ 个视野观

察基质胶内穿膜细胞数，并计算平均值。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＨＮ６ 细胞总

ＲＮＡ，ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 进行反转录，以 ｃＤＮＡ
为模板进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 反应条件为 ９５ ℃预变

性 ３０ ｓ、９５ ℃变性 ３０ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓ、７０ ℃延伸

３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＣＹＰ１Ｂ１ 相

对表达量，引物序列见表 １。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 位置 扩增引物序列

ＣＹＰ１Ｂ１
上游 ５′⁃ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃３′

下游 ５′⁃ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ⁃３′

ＧＡＰＤＨ
上游 ５′⁃ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃３′

下游 ５′⁃ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ⁃３′

　 　 统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行数据分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两组间比较采用成组 ｔ 检验，多组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

实验一

增殖 能 力 　 培养 ２４、 ４８ ｈ 后六组 ＨＮ６ 和

ＣＡＬ２７ 细胞存活率差异均无统计学意义（表 ２）。
迁移能力　 与 ＮＣ 组比较，Ｄ２ 组、Ｄ３ 组、Ｄ４ 组

和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率均明显升高，Ｄ１
组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ１ 组

比较，Ｄ２ 组、Ｄ３ 组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细

胞迁移率均明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ２ 组比较，Ｄ３
组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率均明

显升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５）。 与 Ｄ３ 组比较， Ｄ４ 组 ＨＮ６、
ＣＡＬ２７ 细胞和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显升高（Ｐ＜
０ ０５）。 与 Ｄ４ 组比较，Ｄ５ 组 ＨＮ６ 细胞迁移率明显

升高（Ｐ＜０ ０５），Ｄ５ 组 ＣＡＬ２７ 细胞迁移率明显降低

（Ｐ＜０ ０５）（表 ３，图 １）。
侵袭能力　 与 ＮＣ 组比较，Ｄ２ 组、Ｄ３ 组、Ｄ４ 组

和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞基质胶内穿膜细胞数

均明显增多（Ｐ＜ ０ ０５）。 与 Ｄ１ 组比较，Ｄ２ 组、Ｄ３
组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞基质胶内穿
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表 ２　 两个细胞株不同浓度细胞不同时点存活率的

比较（％，ｘ±ｓ ）

细胞株 组别 培养 ２４ ｈ 培养 ４８ ｈ

ＮＣ 组 １００ １００

Ｄ１ 组 １０４ １±９ ９ １０５ ４±９ ９

ＨＮ６
Ｄ２ 组 １０４ ８±１１ ９ １０５ ５±１０ ６

Ｄ３ 组 １０９ ２±１２ ６ １０２ ６±６ ６

Ｄ４ 组 １０５ ４±６ ４ １０５ ６±５ ６

Ｄ５ 组 １０１ ５±７ ０ １０３ ９±６ １

ＮＣ 组 １００ １００

Ｄ１ 组 １０６ ２±９ ９ １０６ ７±４ ４

ＣＡＬ２７
Ｄ２ 组 １０５ ８±１１ ９ １０４ ９±４ ９

Ｄ３ 组 １０７ ２±５ ２ １０５ ８±９ ５

Ｄ４ 组 １０３ ３±６ ４ １０８ ２±８ ２

Ｄ５ 组 １０２ ９±４ ６ １０７ ５±４ ９

膜细胞数均明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ２ 组比较，Ｄ３
组、Ｄ４ 组和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞基质胶内穿

膜细胞数均明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ３ 组比较，Ｄ４
组 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞和 Ｄ５ 组 ＨＮ６ 细胞基质胶内穿

膜细胞数均明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ４ 组比较，Ｄ５
组 ＨＮ６ 细胞基质胶内穿膜细胞数明显增多 （Ｐ ＜
０ ０５），Ｄ５ 组 ＣＡＬ２７ 细胞基质胶内穿膜细胞数明显

图 １　 两个细胞株不同浓度细胞不同时点倒置显微镜下划痕宽度图（×４０）

减少（Ｐ＜０ ０５）（图 ２—３）。

表 ３　 两个细胞株不同浓度细胞不同时点划痕宽度和

迁移率的比较（ｘ±ｓ）

细胞株 组别
０ ｈ 划痕宽度

（μｍ）
培养 １２ ｈ 后

划痕宽度（μｍ）
迁移率

（％）

ＮＣ 组 ２５６ ７±３ ２ １４１ ８±５ ３ ４４ ８±２ ６

Ｄ１ 组 ２４５ ３±６ ４ ９９ ９±１０ ２ ５９ ３±４ ５ａ

ＨＮ６
Ｄ２ 组 ２３８ ４±８ ３ ８４ ３±８ ３ ６４ ７±４ １ａｂ

Ｄ３ 组 ２５８ ６±３ ６ ８１ ２±７ ７ ６８ ６±３ ２ａｂｃ

Ｄ４ 组 ２５０ ２±３ ８ ５６ ６±６ ９ ７７ ４±２ ９ａｂｃｄ

Ｄ５ 组 ２５２ ４±４ ２ ４２ ９±９ ３ ８３ ０±３ ４ａｂｃｄｅ

ＮＣ 组 ２５２ ７±３ ３ １６５ ５±４ ５ ３４ ５±１ ０

Ｄ１ 组 ２５０ ３±１ ５ １５６ ９±３ ２ ３７ ３±０ ７

ＣＡＬ２７
Ｄ２ 组 ２４２ ４±２ ８ １３５ ２±５ ４ ４４ ２±１ ５ａｂ

Ｄ３ 组 ２５１ ６±４ ２ １２３ １±４ ６ ５１ １±２ ２ａｂｃ

Ｄ４ 组 ２４９ ２±３ ３ ９９ ９±５ ７ ５９ ９±２ １ａｂｃｄ

Ｄ５ 组 ２５１ ４±２ ４ １２０ ９±４ ７ ５１ ９±１ ７ａｂｃｅ

　 　 注：与 ＮＣ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｄ１ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与
Ｄ２ 组比较，ｃＰ＜ ０ ０５；与 Ｄ３ 组比较，ｄＰ＜ ０ ０５；与 Ｄ４ 组比

较，ｅＰ＜０ ０５

　 　 实验二

转录组测序筛选差异表达基因　 筛选出 ５４ 个

差异表达基因，其中 ２０ 个上调表达，３４ 个下调表

达，热图及火山图见图 ４—５，其中 ＣＹＰ１Ｂ１ 表达上

调 ３ １ 倍。

·６２６· 临床麻醉学杂志 ２０２３ 年 ６ 月第 ３９ 卷第 ６ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊｕｎｅ ２０２３，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．６



图 ２　 两个细胞株不同浓度细胞基质胶内穿膜

细胞结晶紫染色图（×８）

　 　 注：与 ＮＣ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｄ１ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｄ２

组比较，ｃＰ ＜ ０ ０５； 与 Ｄ３ 组比较，ｄＰ ＜ ０ ０５； 与 Ｄ４ 组比较，
ｅＰ＜０ ０５

图 ３　 两个细胞株不同浓度细胞基质胶内

穿膜细胞数的比较

　 　 转染效率及 ＣＹＰ１Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达量 　 Ｃ 组和

ＣＹＰ 组细胞慢病毒转染 ７２ ｈ 后细胞转染效率

达 ９０％以上，细胞生长状态良好，能持续表达绿色

荧光蛋白，两组无明显差异（图 ６）。 与 Ｃ 组比较，
ＣＹＰ 组 ＣＹＰ１Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ＜０ ０５）
（图 ７）。

迁移能力　 与 Ｃ 组比较，ＣＹＰ 组迁移率明显降

图 ４　 差异表达基因热图

图 ５　 差异表达基因火山图

图 ６　 两组细胞慢病毒转染后绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
荧光图（×４０）

低，ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组迁移率明显升高（Ｐ＜０ ０５）。
与 ＣＹＰ 组比较，ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组迁移率明显升高

（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＣＤ 组比较，ＣＹＰＤ 组迁移率明显降

低（Ｐ＜０ ０５）（表 ４，图 ８）。
侵袭能力　 与 Ｃ 组比较，ＣＹＰ 组基质胶内穿膜
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细胞数明显减少，ＣＤ 组和 ＣＹＰＤ 组基质胶内穿膜细

胞数明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＣＹＰ 组比较，ＣＤ 组和

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ７　 两组细胞 ＣＹＰ１Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达量的比较

表 ４　 四组细胞不同时点划痕宽度和迁移率的比较（ｘ±ｓ）

组别
０ ｈ 划痕宽度

（μｍ）
培养 １２ ｈ 后

划痕宽度（μｍ）
迁移率

（％）

Ｃ 组 ２３８ ４±３ ２ １２２ ０±３ ３ ４８ ８±２ ７

ＣＹＰ 组 ２５８ ６±３ ４ １７３ ２±２ ０ ３３ ０±３ ２ａ

ＣＤ 组 ２５０ ２±４ ２ ６７ ６±３ ７ ７３ ０±２ ２ａｂ

ＣＹＰＤ 组 ２５２ ４±３ ６ １１８ １±２ ３ ５３ ２±３ ３ａｂｃ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＣＹＰ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与
ＣＤ 组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ８　 四组细胞倒置显微镜下划痕宽度图（×４０）

ＣＹＰＤ 组基质胶内穿膜细胞数明显增多。 与 ＣＤ 组

比较，ＣＹＰＤ 组基质胶内穿膜细胞数明显减少（Ｐ＜
０ ０５）（图 ９—１０）。

图 ９　 四组细胞基质胶内穿膜细胞结晶紫染色图（×８）

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＣＹＰ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＣＤ

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 １０　 四组细胞基质胶内穿膜细胞数的比较

讨　 　 论

鉴于右美托咪定在口腔癌患者中广泛、长时间

的应用，本实验研究探讨了其对口腔鳞癌细胞生物

学行为的影响和机制。 根据既往文献选择右美托

咪定浓度范围为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ～ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ［７－８］，结果显

示不同浓度右美托咪定对口腔鳞癌细胞增殖无明

显影响，但能明显促进细胞侵袭和迁移，且具有剂

量依赖性。
近年来右美托咪定对恶性肿瘤细胞生物学行

为影响的研究较多，右美托咪定可促进胃癌［９］、肺
癌［１０］、乳腺癌［１１］、淋巴瘤［１２］、结直肠癌［６］、肝癌［１３］

等增殖和迁移，抑制凋亡，但对骨肉瘤［１４］、骨巨细胞

瘤［７］、食管癌［１５］和卵巢癌［１６］ 等增殖、迁移和侵袭起

抑制作用，对凋亡起促进作用。 由于不同类型细胞

系的生物学行为不一致，使用不同细胞系评估右美

托咪定对恶性肿瘤细胞生物学行为的影响十分重

要［１７］。 本实验研究选择两种口腔鳞癌细胞系 ＨＮ６
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和 ＣＡＬ２７，结果显示右美托咪定培养 ２４、４８ ｈ 对口

腔鳞癌细胞增殖无明显影响，该结果与童建华等［９］

研究相似，后者采用 ＣＣＫ⁃８ 法未观察到右美托咪定

影响胃腺癌细胞的增殖，但能明显促进细胞迁移和

侵袭。
右美托咪定促进乳腺癌细胞生物学行为可能

通过催乳素自分泌 ／旁分泌环介导，与信号转录激

活子 ５ 和蛋白激酶 Ｂ 信号通路激活有关［１７］，促进结

直肠癌 Ｌｏｖｏ 细胞侵袭和迁移与 ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ 水平

上调［６］。 右美托咪定通过 α２ 肾上腺素受体诱导术

后单核细胞髓系来源抑制性细胞的增殖，并与血管

内皮生长因子结合，诱导肿瘤血管生成，促进肺癌

侵袭和转移［１８］，对骨巨细胞瘤细胞增殖、侵袭及迁

移的明显抑制作用可能是通过抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路实现［７］。

由于 ＨＮ６ 细胞的侵袭和迁移能力增强呈明显

剂量依赖性，并且在相同浓度右美托咪定处理下，
ＨＮ６ 的迁移及侵袭能力均高于 ＣＡＬ２７ 细胞，因此本

实验研究选择 ＨＮ６ 细胞进行机制研究。 实验一结

果显示，当右美托咪定浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＨＮ６ 及

ＣＡＬ２７ 细胞均呈现较强的迁移及侵袭能力，因此，
本实验研究选择右美托咪定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 进行实验二。
将右美托咪定处理 １２ ｈ 后的 ＨＮ６ 细胞进行转录组

测序，结果显示 ＡＬＤＨ１Ａ３、ＣＹＰ１Ｂ１ 和 ＣＹＰ１Ａ１ 表

达显著升高，分别升高 １ ４ 倍、３ １ 倍和 ５ ７ 倍。
ＣＹＰ１Ｂ１ 是 ＣＹＰ 超家族的一个重要成员，参与外源

性物质如前致癌物的代谢和激活，通过生物转化将

前致癌物激活为致癌物［１９－２０］。 Ｋｗｏｎ 等［２１］ 研究表

明，ＣＹＰ１Ｂ１ 能够促进乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细

胞的增殖、侵袭和迁移，此作用可能通过 Ｓｐ１ 诱导上

皮 间 质 转 化 和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号 传 导 实 现。
Ｍｏｒｖａｎ 等［２２］研究表明，ＣＹＰ１Ｂ１ 多态性与头颈鳞癌

细胞增殖、迁移和化疗耐药性相关，从而明显缩短

头颈部癌症患者的生存时间。 Ｐｒｅｓａ 等［２３］ 研究表

明，头颈部癌中 ＣＹＰ１Ｂ１、ＣＹＰ１Ａ１ 和 ＣＹＰ２Ｗ１ 高表

达，因此提出了一种潜在的靶向治疗头颈部癌方

法，即通过利用肿瘤内 ＣＹＰ 的高表达来代谢激活某

些化疗药物前药从而治疗头颈部癌。 本实验研究

结果显示，敲低 ＣＹＰ１Ｂ１ 表达后，右美托咪定处理下

ＨＮ６ 细胞的侵袭能力和迁移能力均明显降低，提示

右美托咪定促进 ＨＮ６ 细胞侵袭和迁移能力与

ＣＹＰ１Ｂ１ 有关，具体机制还有待进一步研究。
综上所述，右美托咪定以剂量依赖的方式增强

口腔鳞癌细胞迁移能力和侵袭能力，该作用机制可

能与 ＣＹＰ１Ｂ１ 有关。
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《临床麻醉学杂志》可直接使用缩略语的词汇

美国麻醉医师学会（ＡＳＡ） 聚合酶链反应（ＰＣＲ） 美国纽约心脏病协会（ＮＹＨＡ）
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天冬氨酸（ＮＭＤＡ） 吸入氧浓度（ＦｉＯ２）
γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ） 血浆靶浓度（Ｃｐ） 白细胞介素（ＩＬ）
效应室靶浓度（Ｃｅ） 肿瘤坏死因子（ＴＮＦ） 心率（ＨＲ）
血红蛋白（Ｈｂ） 血压（ＢＰ） 血小板（Ｐｌｔ）
收缩压（ＳＢＰ） 红细胞压积（Ｈｃｔ） 舒张压（ＤＢＰ）
红细胞计数（ＲＢＣ） 心率与收缩压乘积（ＲＰＰ） 白细胞计数（ＷＢＣ）
平均动脉压（ＭＡＰ） 体重指数（ＢＭＩ） 中心静脉压（ＣＶＰ）
心肺转流（ＣＰＢ） 脉搏血氧饱和度（ＳｐＯ２） 靶控输注（ＴＣＩ）
潮气量（ＶＴ） 患者自控静脉镇痛（ＰＣＩＡ） 呼吸频率（ＲＲ）
患者自控硬膜外镇痛（ＰＣＥＡ） 呼气末二氧化碳分压（ＰＥＴＣＯ２） 患者自控镇痛（ＰＣＡ）
动脉血二氧化碳分压（ＰａＣＯ２） 呼气末正压（ＰＥＥＰ） 动脉血氧分压（ＰａＯ２）
间歇正压通气（ＩＰＰＶ） 静脉血氧分压（ＰｖＯ２） 最低肺泡有效浓度（ＭＡＣ）
静脉血二氧化碳分压（ＰｖＣＯ２） 脑电双频指数（ＢＩＳ） 视觉模拟评分法（ＶＡＳ）
听觉诱发电位指数（ＡＡＩ） 重症监护病房（ＩＣＵ） 麻醉后恢复室（ＰＡＣＵ）
四个成串刺激（ＴＯＦ） 天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ） 心电图（ＥＣＧ）
丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ） 警觉 ／镇静状态评定（ＯＡＡ ／ Ｓ） 核因子（ＮＦ）
磁共振成像（ＭＲＩ） 羟乙基淀粉（ＨＥＳ） 计算机断层扫描（ＣＴ）
伊红染色（ＨＥ） 术后认知功能障碍（ＰＯＣＤ） 急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）
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