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[摘要]     目的   分析长链非编码RNA（lncRNA）肌动蛋白纤维相关蛋白1-反义RNA1（AFAP1-AS1）在口腔鳞状细

胞癌（OSCC）中的表达及其对OSCC细胞生物行为学的影响，初步探讨其可能的作用机制。方法   采用实时荧光

定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测OSCC患者（55例）癌组织、癌旁正常黏膜组织及人口腔鳞状细胞癌SCC25、

人正常口腔角质细胞株（NOK）细胞中lncRNA AFAP1-AS1的表达，分析AFAP1-AS1与OSCC患者病理特征的相关

性，通过Kaplan-Meier生存曲线分析AFAP1-AS1与患者预后的关系。AFAP1-AS1 siRNA转染SCC25细胞，细胞计数

（CCK-8）及Transwell实验分别检测细胞增殖、迁移和侵袭的变化，蛋白质印迹（Western blot）检测侵袭相关蛋

白、肌动蛋白纤维相关蛋白1（AFAP1）及Rho GTP酶家族成员蛋白的表达情况，免疫荧光染色检测细胞骨架肌动蛋

白微丝结构的变化。结果   OSCC组织中AFAP1-AS1的表达高于癌旁正常黏膜组织，SCC25细胞中AFAP1-AS1的表

达高于NOK细胞（P<0.001）。AFAP1-AS1的表达与OSCC的分化程度、TNM分期及淋巴结转移密切相关（P<0.05），

AFAP1-AS1高表达患者的生存率低于AFAP1-AS1低表达者（P<0.05）。AFAP1-AS1 siRNA转染后AFAP1-AS1的表

达水平下调，SCC25细胞的增殖、迁移和侵袭能力降低，AFAP1、RhoA、Rac2、Rab10、RhoGDI和Pfn1的表达上

调，RhoC的表达下调，细胞骨架中应力纤维丝减少，肌动蛋白完整性丢失。结论   lncRNA AFAP1-AS1在OSCC组织

及SCC25细胞中高表达，与OSCC的发生进展及预后相关。下调AFAP1-AS1能够抑制OSCC的增

殖、迁移和侵袭能力，其可能是通过调控肌动蛋白纤维丝的完整性实现的。
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[Abstract]     Objective   To analyze the expression and clinical significance of long non-coding RNA (lncRNA) actin filament-

associated protein 1-antisense RNA1 (AFAP1-AS1) in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and its effect on the biobehavior 

of OSCC cells. Methods   Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect the expression of 

lncRNA AFAP1-AS1 in the tumor tissue and matching adjacent normal tissue of OSCC patients (n=55), SCC25 cells, and 

normal oral keratinocyte lines (NOK) cells. The correlation between AFAP1-AS1 expression and the clinicopathological 

characteristics of OSCC patients was analyzed. The relationship between AFAP1-AS1 and prognosis was also studied with 

the Kaplan-Meier method. AFAP1-AS1 siRNA was transfected into the SCC25 cells. Cell counting kit-8 (CCK-8) and Trans­

well were used to detect cell proliferation, invasion, and migration. The expression of the invasion-associated protein, AFAP1, 

and Rho GTPase family members, was detected by Western 

blot. In addition, the immunofluorescence of the cytoskeletal 

actin filament was observed. Results   The expression of 

AFAP1-AS1 was higher in the OSCC tissues than in the 

NOK cells, and the relative expression of AFAP1-AS1 was 
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口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，

OSCC）是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤之一，约占

口腔癌的90%[1]，具有局部浸润性强、易发生颈部淋

巴结转移等特点，就诊时多数已处于中晚期阶段，

且术后易复发，预后较差，5年生存率约为50%[2-3]。

较强的浸润性和局部转移是OSCC预后不良的主要原

因[4]，探讨其迁移和侵袭的分子机制对于治疗OSCC
具有重要的意义。

长链非编码RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）是长度大于200 bp、无编码功能的RNA分

子。研究[5-6]证实，lncRNA的生物学功能较为复杂，

与肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移和复发等密切相关。

肌动蛋白纤维相关蛋白1-反义RNA1（actin filament- 
associated protein1-antisense RNA1，AFAP1-AS1）

是肌动蛋白纤维相关蛋白1（actin filament associated 
protein 1，AFAP1）编码基因的反义lncRNA，在非小

细胞肺癌[7]、食管癌[8]等多种恶性肿瘤中异常高表达，

与其发生发展及预后密切相关。目前关于AFAP1-
AS1在OSCC中的表达及意义的研究较少，本研究通

过检测OSCC组织中AFAP-AS1的表达，探讨其与

OSCC临床病理及预后的关系，同时采用siRNA抑制

OSCC细胞中AFAP1-AS1的表达，分析下调AFAP1-
AS1对OSCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响，初步探

讨其在OSCC中的生物学功能及机制。

1   材料和方法

1.1   病理组织及临床病理资料的获取

选取2015年6月—2017年1月郑州大学第一附属

医院口腔颌面外科收治的55例OSCC患者，其中男30
例，女25例，年龄28~75岁，中位年龄54岁。OSCC
患者术前均未接受放、化疗治疗，未合并其他系统

肿瘤及感染性疾病等。手术获取OSCC组织及相应

的距肿瘤3 cm以上的癌旁正常黏膜组织（经组织病

理检测确诊），离体后于液氮中保存。同时收集患

者的临床病理资料，包括肿瘤部位、大小、病理分

化程度、TNM分期及淋巴结转移等。对所有OSCC
患者定期复查，随访时间截至2018年6月。本研究经

郑州大学第一附属医院医学伦理学委员会批准，患

者或其家属均签署知情同意书。

1.2   细胞和试剂

人正常口腔角质细胞株（normal oral keratinocyte 
lines，NOK）和人口腔鳞状细胞癌SCC25细胞株均

购自北京北纳创联生物技术研究院。

RPMI-1640培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋白酶

（Gibco公司，美国），Trizol试剂、脂质体lipofecta­
mine 2000（Invitrogen公司，美国），逆转录试剂盒

（PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser）、

SYBR Green荧光定量试剂盒（Takara公司，日本），

CCK-8试剂盒（Sigma公司，美国）。血管内皮生长

因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）-C、

基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMP）- 
2、MMP-9、AFAP1、RhoA、RhoC、Rac2、Rab10、

RhoGDI、Pfn1抗体（Abcam公司，英国）。AFAP1-
AS1引物及干扰序列由北京擎科生物科技有限公司

合成。

1.3   细胞培养

NOK和SCC25细胞用含10%胎牛血清、100 U·mL-1

青霉素和100 mg·mL-1链霉素的PRMI-1640培养基培

养，培养瓶置于37 ℃、5%CO2的培养箱中。取对数

期生长良好的细胞用于实验。

1.4   细胞转染

将生长状态良好的SCC25细胞，用不含抗生素

的PRMI-1640培养基按照每孔1×104个接种到96孔板

中，待细胞融合度达到60%左右进行siRNA转染。按

照liporfectamine 2000转染试剂说明书进行，分别将

higher in the SCC25 cells than in the NOK cells (P<0.001). AFAP1-AS1 expression was associated with the degree of diffe­

rentiation, TNM stage, lymphatic metastasis, and poor prognosis of OSCC (P<0.05). Patients with a high expression of AFAP1-

AS1 had lower survival rates than those with a low expression of AFAP1-AS1 (P<0.05). After transfected by AFAP1-AS1 

siRNA, the expression of AFAP1-AS1 was downregulated. The inhibition of AFAP1-AS1 expression consequently suppressed 

the proliferation, invasion, and migration of SCC25. Moreover, AFAP1-AS1 siRNA upregulated the expression levels of 

AFAP1, RhoA, Rac2, Rab10, RhoGDI, and Pfn1 but downregulated the expression of RhoC. Immunofluorescence showed 

that AFAP1-AS1 also reduced the formation of stress filaments in the cytoskeleton and affected the integrity of the actin fila­

ment. Conclusion   The expression of AFAP1-AS1 was high in the OSCC tissues and SCC25 cells and is associated with the 

development and prognosis of OSCC. The knockdown of AFAP1-AS1 might inhibit the proliferation and invasion of OSCC 

cells by regulating the integrity of the actin filament.

[Key words]     oral squamous cell carcinoma;    long non-coding RNA;    actin filament-associated protein 1-antisense RNA1;    

prognosis;    proliferation;    invasion



•596•
   华西口腔医学杂志  第 37 卷  第 6 期  2019 年 12 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.37  No.6  Dec. 2019      http://www.hxkqyxzz.net

siRNA阴性对照序列（si-NC）和AFAP1-AS1 siRNA
序列（表1）转染至SCC25细胞中，每组设6个复

孔。转染24 h后，进行后续实验。

1.5   实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real- 
          time polymerase chain reaction，qRT-PCR）

用Trizol试剂裂解提取OSCC组织、癌旁正常黏

膜组织及SCC25、NOK细胞中总RNA，采用紫外分

光光度计对定量及纯度进行分析。取2 μg总RNA，

按照逆转录试剂盒说明书进行逆转录合成cDNA。

采用qRT-PCR仪（Applied Biosystems 7600型，ABI
公司，美国）进行qRT-PCR检测AFAP1-AS1的相对

表达量。相关引物设计见表1。反应体系为20 μL： 

1×SYBR Green master mix，0.5 μmol·L-1上游引物，

0.5 μmol·L-1下游引物，1 μL cDNA。反应条件：预

变性95 ℃ 10 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 45 s，72 ℃  
30 s，40个循环。每孔设3个复孔，取平均值。以

GAPDH为内参，采用2-ΔΔCt法计算AFAP1-AS1的相

对表达量。从si-AFAP1-AS1-1、si-AFAP1-AS1-2、

si-AFAP1-AS1-3中选用AFAP1-AS1表达最低者进行

后续实验。

1.6   细胞计数（cell counting kit-8，CCK-8）实验检 

         测细胞增殖

将转染后的SCC25细胞接种至96孔板中，每孔

设5个复孔。分别培养24、48、72、96 h后，更换新

鲜培养基100 μL，每孔加入10 μL CCK-8溶液，在培

养箱中继续培养2 h。在多功能酶标仪上检测各孔样

品450 nm处的吸光度值（A值）。

1.7   Transwell实验检测细胞迁移和侵袭

分别用Transwell小室和Transwell预涂覆基质胶

小室进行迁移和侵袭实验。严格按照说明书操作进

行，将转染后细胞悬浮液100 μL加入上室，设3个复

孔。将600 μL含有10%FBS的PRMI-1640培养基或

100 μL稀释后的Matrigel基质胶均匀加到Transwell下
室中。37 ℃、5%CO2培养箱孵育24 h后，用棉签擦

去上室细胞，4%多聚甲醛固定，0.1%结晶紫染色，

洗净干燥后，倒置显微镜下观察并随机选取5个视野

计数穿膜细胞数。

1.8   蛋白质印迹（Western blot）实验检测侵袭相关 

          蛋白、AFAP1及Rho GTP酶家族成员蛋白的表达

采用细胞总蛋白提取试剂盒提取各组细胞中的

总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。采用十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate polya­
crylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE），转膜

后用含有5%脱脂奶粉的磷酸缓冲盐溶液（phosphate 
buffer saline，PBS）室温封闭1 h。孵育一抗：抗

VEGF-C（1︰2 000）、抗MMP-2（1︰2 000）、抗

MMP-9（1︰2 000）、抗AFAP1（1︰1 000）、抗

RhoA（1︰5 000）、抗RhoC（1︰1 000）、抗Rac2
（1︰2 000）、抗Rab10（1︰1 000）、抗RhoGDI
（1︰1 000）、抗Pfn1（1︰2 000），4 ℃过夜。洗

膜后，采用辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，

HRP）标记的羊抗兔或鼠的IgG（1︰2 000）室温孵

育1 h；电化学发光（electrochemical luminescence，

ECL）液显影。采用软件Image J进行图像分析，以

β-肌动蛋白（β-actin）为内参，根据条带灰度值计

算蛋白的相对表达量。

1.9   免疫荧光染色检测细胞骨架肌动蛋白微丝结构

转染24 h后的细胞进行涂片，PBS洗涤后，采用

4%多聚甲醛室温固定20 min，0.5%Triton-X 100室温

处理5 min。PBS洗涤10 min×3次，滴加200 μL预先

配制的罗丹明标记的鬼笔环肽工作液，室温避光孵

育30 min。PBS洗涤5 min×3次，滴加200 μL 4’,6-二
脒基-2-苯基吲哚（4’,6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）溶液复染细胞核，室温避光孵育5 min。封

片后，采用共聚焦荧光显微镜进行观察并拍照，观

察细胞骨架肌动蛋白微丝结构。

1.10   统计学分析

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。数据

经K-S检验证实符合正态分布，用均数±标准差表

示。多组间的比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用t检验。AFAP1-AS1表达与OSCC患者病理

特征的相关性采用卡方检验， AFAP1-AS1与患者预

后的关系采用Kaplan-Meier生存曲线。P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2   结果

2.1   AFAP1-AS1在不同组织及细胞中的表达

AFAP1-AS1在OSCC组织、癌旁正常黏膜组织

中的表达分别为3.51±0.61、1.21±0.39，二者之间有

表  1    引物序列

Tab  1    Primer sequence

基因名称 序列（5′-3′）

GAPDH 上游：AGGCAACTAGGATGGTGTGG

下游：TTGATTTTGGAGGGATCTCG

AFAP1-AS1 上游：ATCTTCGTTAGCACTGAGACTGG

下游：AGAAAGAAGGTGGGAGTTAGGTG

si-AFAP1-AS1-1 CAUUAUUUUGCUAAUUCAACA

si-AFAP1-AS1-2 CGUUAUAUCUGAAAAAAAUCU

si-AFAP1-AS1-3 GAAGUUAGUACAUUAAACAAA

si-NC CUGAAACAUACAGCAAUAAAG
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统计学差异（t=23.508，P<0.001），OSCC组织中

的表达高于癌旁正常黏膜组织。

AFAP1-AS1在SCC25、NOK细胞的表达分别为

3.17±0.65、1.05±0.32，二者之间有统计学差异（t= 
11.130，P<0.001），SCC25细胞中的表达高于NOK
细胞。

2.2   AFAP1-AS1表达与OSCC患者临床病理特征及预 

         后的关系

将55例OSCC患者按照AFAP1-AS1表达的中位

值（3.54）分为高表达组（≥3.54）和低表达组（< 

3.54）。统计分析表明，AFAP1-AS1的表达与OSCC
患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位无关，而

与分化程度、TNM分期及淋巴结转移密切相关（P< 
0.05）（表2）。

生存曲线评估结果表明，AFAP1-AS1低表达

组、高表达组OSCC患者的总生存率分别为77.8%、

60.7%，二者之间具有统计学差异（χ2=6.817，P< 
0.05）（图1）。AFAP1-AS1高表达患者的生存率

低于AFAP1-AS1低表达者。

表  2    OSCC患者AFAP1-AS1的表达与临床病理特征的关系

Tab  2    Correlation between AFAP1-AS1 expression and clinicopathological characteristics of OSCC patients

临床病理特征 n AFAP1-AS1低表达组 AFAP1-AS1高表达组 χ2值 P值

年龄/岁 ≤60 31 18 13 2.289 0.130

>60 24 9 15

性别 男 36 16 20 0.900 0.343

女 19 11 8

肿瘤大小/cm ≤3 41 22 19 1.345 0.246

>3 14 5 9

肿瘤部位 舌 24 14 10 1.582 0.663

牙龈 15 6 9

腭 4 2 2

颊黏膜 12 5 7

分化程度 低分化 44 25 19 5.256 0.022

中、高分化 11 2 9

TNM分期 Ⅰ、Ⅱ期 35 21 14 4.583 0.032

Ⅲ、Ⅳ期 20 6 14

淋巴结转移 无 42 24 18 4.610 0.032

有 13 3 10

图  1    AFAP1-AS1表达与总生存率的相关性

Fig  1    The correlation between AFAP1-AS1 and overall survival rate

2.3   AFAP1-AS1 siRNA转染对AFAP1-AS1表达的影响

qRT-PCR检测结果表明，si-NC组和空白对照组中

AFAP1-AS1的表达水平无差异，而AFAP1-AS1 siRNA
转染组AFAP1-AS1的表达水平低于空白对照组，差

异具有统计学意义（P<0.05），这表明，AFAP1-
AS1 siRNA转染后AFAP1-AS1的表达下调。AFAP1-
AS1 siRNA转染组中，si-AFAP1-AS1-2组AFAP1-AS1
的表达最低，提示si-AFAP1-AS1-2的干扰效率最佳，

选用si-AFAP1-AS1-2进行后续实验（表3）。

2.4   AFAP1-AS1siRNA转染对SCC25细胞增殖的影响

CCK-8实验结果表明：转染48、72、96 h后，si- 
AFAP1-AS1组中SCC25细胞的吸光度值低于si-NC组

和空白对照组，差异均具有统计学意义（P<0.05）

（图2），表明si-AFAP1-AS1组SCC25细胞增殖能力

降低。

2.5   AFAP1-AS1 siRNA转染对SCC25细胞迁移和侵 

         袭的影响

Transwell检测结果（图3）显示，si-AFAP1-AS1
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组中细胞迁移和侵袭数量明显低于si-NC组和空白对

照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

图  2    AFAP1-AS1 siRNA转染对SCC25细胞增殖的影响

Fig  2    Effect of AFAP1-AS1 siRNA transfection on the proliferation 

                     activity of SCC25

表  3    AFAP1-AS1 siRNA转染对AFAP1-AS1表达的影响

Tab  3   Effect of AFAP1-AS1 siRNA transfection on the 

                       expression of AFAP1-AS1

注：P值为该组与空白对照组之间的比较。

组别 AFAP1-AS1的表达量 P值

空白对照组 1 -

si-NC 0.98±0.09 >0.05

si-AFAP1-AS1-1 0.58±0.06 <0.05

si-AFAP1-AS1-2 0.39±0.05 <0.05

si-AFAP1-AS1-3 0.72±0.06 <0.05

左：倒置显微镜，× 200。右：*与空白对照组相比，P<0.05；#与si-NC组相比，P<0.05。

图  3    Transwell检测细胞的侵袭和迁移

Fig  3    Invasion and migration of cells detected by Transwell

Western blot检测结果（图4）表明，与空白对

照组和si-NC组相比，si-AFAP1-AS1组VEGF-C、

MMP-2和MMP-9表达水平下调，差异具有统计学意

义（P<0.05）。表明，si-AFAP1-AS1组SCC25细胞

迁移和侵袭能力降低。

*与空白对照组相比，P<0.05；#与si-NC组相比，P<0.05。

图  4    Western blot检测侵袭和迁移相关蛋白表达

Fig  4    The expression of invasion and migration related proteins detected by Western blot
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2.6   AFAP1-AS1 siRNA转染对Rho GTP酶家族相关 

         蛋白表达的影响

Western blot检测结果表明，si-AFAP1-AS1组

AFAP1、RhoA、Rac2、Rab10、RhoGDI和Pfn1的

表达上调，RhoC的表达下调，与si-NC组和空白对

照组有统计学差异（图5）。

图  5    Western blot检测Rho GTP酶家族相关蛋白的表达

Fig  5    The expression of Rho GTPase family related proteins detected 

                       by Western blot

2.7   AFAP1-AS1 siRNA转染对细胞骨架应力纤维的 

         影响

免疫荧光染色结果显示，si-NC组和空白对照组

细胞骨架中有大量应力纤维丝，肌动蛋白微丝结构

较为完整，而si-AFAP1-AS1组细胞骨架中应力纤维

丝减少，肌动蛋白完整性丢失（图6）。

3   讨论

lncRNA的异常表达，从转录、转录后等多个水

平影响肿瘤的发生发展，同时也影响肿瘤的转移、

浸润等，有望成为肿瘤早期诊断和抗肿瘤治疗的靶

标[9-10]。AFAP1-AS1是首次在Barrett食管和食管腺癌

中被发现的lncRNA，敲除AFAP1-AS1能够抑制食

管腺癌细胞的增殖及侵袭能力[11]。近年来研究[12-13]

发现，AFAP1-AS1在多种癌症中异常高表达，影响

癌细胞的增殖、侵袭和浸润等。Ye等[14]研究发现，

AFAP1-AS1在胰腺导管腺癌中高表达，敲除AFAP1-
AS1后，胰腺导管腺癌的增殖、侵袭和浸润能力下

调。Yin等[15]研究发现AFAP1在非小细胞肺癌中表

达上调，且其高表达与不良预后有关，提示AFAP1-
AS1可能是预测肺癌进展及预后的生物学标记物，

同时AFAP1-AS1下调能够显著抑制肺癌细胞的增殖

和侵袭。周立生等[16]研究发现AFAP1-AS1在胃癌中

高表达，与胃癌组织的分化程度、淋巴结转移以及

TNM分期相关，同时抑制AFAP1-AS1能够减少胃癌

细胞的增殖、侵袭，促进凋亡。Wang等[17]研究发

现，lncRNA AFAP1-AS1在舌鳞状细胞癌中表达上

调，与其预后密切相关，沉默AFAP1-AS1能够降低

Wnt/β-actin通路的活性和上皮间充质转化相关基因

的表达，抑制舌鳞状细胞癌细胞的增殖、迁移和侵

袭。目前关于AFAP1-AS1与OSCC关系及相关机制

的研究较少。本研究通过检测AFAP1-AS1在OSCC
组织中的表达情况同样发现，AFAP1-AS1在OSCC
组织中异常高表达，与肿瘤的分化程度、临床TNM
分期、淋巴结转移密切相关，同时发现AFAP1-AS1
高表达与OSCC患者的不良预后有关，与其在多种

癌症中的研究结果类似[18-19]。同时本研究也发现，

AFAP1-AS1在SCC25细胞株中表达上调，采用siRNA
干扰AFAP1-AS1的表达能抑制SCC25细胞的增殖、

迁移和侵袭能力，即AFAP1-AS1促进了口腔鳞状细

胞癌细胞的增殖、迁移和侵袭，在口腔鳞状细胞癌

中具有癌基因的活性，与现有研究[17]结果较为一致。

目前国内外关于AFAP1-AS1致癌作用的分子机

制的研究较少。研究[11]发现AFAP1-AS1在食管腺癌

中能够通过调节肌动蛋白纤维结构的完整性促进肿

瘤的发生发展。Bo等[20]研究表明，AFAP1-AS1在鼻

咽癌中的表达增高，AFAP1-AS1下调抑制了鼻咽癌

细胞的侵袭和转移能力，且AFAP1-AS1能通过调控

肌动蛋白丝的完整性增加鼻咽癌的侵袭能力。Zeng
等[21]研究也证实AFAP1-AS1通过调控肌动蛋白丝的

完整性促进肺癌细胞的转移。Zhang等[22]研究发现

AFAP1-AS1能过上调RhoA/Rac2信号通路促进肝细

胞肝癌的发展，可能是肝细胞肝癌潜在的治疗靶点。

本研究进一步探究AFAP1-AS1促进口腔鳞状细胞癌

细胞的增殖、侵袭的作用机制是否是通过调节肌动

蛋白纤维结构的完整性实现的。研究结果发现下调

AFAP1-AS1后，AFAP1蛋白表达水平升高，且Rho 
GTP酶家族成员RhoA、Rac2、Rab10、RhoGDI和微

丝结合蛋白Pfn1的表达水平上调，RhoC的表达水平

下调。AFAP1是肌动纤维相关蛋白，能调节肌动蛋

白微丝结构的完整性，从而影响细胞的运动及肿瘤

的侵袭和转移。而Rho GTP酶主要功能是调节肌动蛋

白和细胞骨架的充足，从而调节细胞的形态变化及

运动，与肿瘤的发生、侵袭和转移密切相关[23]。进

一步采用罗丹明标记的鬼笔环肽特异性染色F-actin，

结果发现下调AFAP1-AS1能够抑制细胞骨架肌动蛋

白纤维丝的形成，肌动蛋白微丝的完整性被破坏。

空白对照组 si-AFAP1-AS1组si-NC组

AFAP1

RhoA

Rac2

Rab10
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Pfn1
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β-actin



•600•
   华西口腔医学杂志  第 37 卷  第 6 期  2019 年 12 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.37  No.6  Dec. 2019      http://www.hxkqyxzz.net

因此推测AFAP1-AS1能够调节AFAP1和Rho GTP酶

家族成员蛋白的表达，影响细胞骨架肌动蛋白应力

纤维的形成，调节肌动蛋白微丝完整性，从而影响

口腔鳞状细胞癌细胞的侵袭和迁移。

F-actin为纤维肌动蛋白，Merge为合并。

图  6    免疫荧光染色观察细胞骨架应力纤维    荧光显微镜    × 400

Fig  6    Immunofluorescence staining to observe the cytoskeleton stress filaments    fluorescence microscope    × 400

综上所述，AFAP1-AS1在OSCC中高表达，与其

分化程度、临床TNM分期、淋巴结转移及不良预后

密切相关，能预测OSCC早期发生发展及预后情况；

下调AFAP1-AS1能抑制OSCC细胞的增殖、侵袭和迁

移能力，其机制可能是通过调节肌动蛋白微丝完整

性实现的。同时本研究还存在不足之处：1）病例收

集时间较短，病例数量少，随访时间短，后续研究应

增加病例数量及随访时间，进行大样本、多中心的研

究进一步证实该结论；2）本研究涉及到的多种OSCC
类型，可能在生物学行为及预后存在一定差异，在后

续关于AFAP1-AS1对OSCC的临床预后及细胞生物学

行为的影响，尤其是相关机制的研究，应针对不同

亚单位癌进行单一研究，更准确的探讨AFAP1-AS1
在不同类型OSCC发生发展及预后中的作用机制。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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