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【摘要】 目的 探讨线粒体动力相关蛋白（mitochondrial fission protein 1，FIS1）对于舌鳞癌细胞的凋亡以及顺

铂耐药性的调控作用。方法 使用舌鳞癌细胞系 SCC9 和 CAL27，检测顺铂处理后这两种细胞中 FIS1 的

mRNA以及蛋白质水平，采用小干扰RNA（small interfere RNA，siRNA）沉默经顺铂处理后的 SCC9和 CAL27细

胞中的 FIS1，或者利用质粒过表达 SCC9和 CAL27细胞中的 FIS1，之后采用线粒体染色检测细胞中线粒体的

分裂状态，TUNEL、流式细胞术、Caspase3/7检测细胞的凋亡状态。结果 经顺铂处理后的舌鳞癌细胞中 FIS1
蛋白表达水平升高，但mRNA水平未发生变化。沉默 FIS1表达可减少顺铂处理后的舌鳞癌细胞中的线粒体

分裂以及细胞凋亡，而过表达 FIS1则可以观察到相反效应。沉默或者过表达 FIS1前后，SCC9和 CAL27细胞

中分裂线粒体所占的百分比，凋亡细胞的含量以及 Caspase3/7的活性值差异有统计学意义(P < 0.05)。结论

FIS1参与调控舌鳞癌细胞顺铂化疗敏感性，可作为提高口腔鳞癌顺铂化疗敏感性的新靶点。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of mitochondrial fission protein 1 (FIS1) on apoptosis and cisplatin
resistance in tongue squamous cell carcinoma (TSCC) cells. Methods The squamous cell carcinoma cell lines SCC9
and CAL27 were used to detect the mRNA and protein levels of FIS1 after cisplatin treatment, the knockdown and over⁃
expression of FIS1 of SCC9 and CAL27 with or without cisplatin treatment were accomplished through small interfering
RNA (siRNA) and plasmid, respectively. The mitochondrial division state in cells was detected by mitochondrial stain⁃
ing, and the apoptosis state of cells was detected by TUNEL, flow cytometry and Caspase 3/7. Results FIS1 protein ex⁃
pression in tongue squamous carcinoma cells treated with cisplatin was increased, but the mRNA level did not change.
Silencing of FIS1 expression reduced mitochondrial division and apoptosis in squamous cell carcinoma cells treated
with cisplatin, whereas overexpression of FIS1 exhibited the opposite effects. The percentage of dividing mitochondria,
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线粒体是持续进行分裂和融合的动态细胞

器，其分裂和融合各自具有重要的生理功能。线

粒体分裂会使线粒体内外膜间隙中的促凋亡蛋白

释放，从而引发细胞的凋亡。近年来，越来越多的

研究揭示了异常线粒体动力学对细胞凋亡的调

控［1］以及与多种疾病的相关性［2］。然而，鲜有研究

揭示线粒体分裂对于化疗敏感性的可能调控机

制。顺铂是目前被广泛使用于多种实体恶性肿瘤

中的一线化疗药物［3］，大约有 80.6%的口腔鳞癌患

者最初对铂类药物治疗有着比较好的反应性，然

而，有超过 70%的患者最终出现了化疗耐药［4］，进

一步探讨及明确导致顺铂化疗耐药的机制，为临

床治疗提供可能的靶点则显得尤为必要。在哺乳

动物细胞的线粒体中，存在多种蛋白调控其分

裂。线粒体动力相关蛋白（mitochondrial fission pro⁃
tein 1，FIS1）作为其中一种重要的调控分子，在线

粒体分裂以及介导细胞凋亡中发挥了重要作用。

目前关于 FIS1与化疗耐药相关性的研究甚少，本

研究选择了 FIS1作为一个突破点，探讨 FIS1在调

控舌鳞癌细胞线粒体分裂以及顺铂敏感性中的重

要作用，以期为临床化疗提供新的治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 细胞及试剂

人舌鳞癌细胞系 SCC9和CAL27均购买于美国

ATCC细胞库。DMEM及DMEM⁃F12培养基（Gibco
公司，美国）；顺铂（Sigma⁃Aldrich公司，美国）；FIS1
siRNA（GE Dharmacon公司，中国）；胎牛血清、Lipo⁃
fectamine TM RNAMAX（Invitrogen公司，美国）；TU⁃
NEL 试剂盒、Caspase3/7 试剂盒（Promega 公司，美

国）；FIS1抗体（Abcam公司，英国），山羊抗鼠 IgG
二抗（Proteintech公司，美国）；ECL化学发光液、Mi⁃
toTracker Red CMXRos、TRIzol 试 剂（Invitrogen 公

司，美国）；Annexin V 和碘化丙啶（PI）（Sigma⁃Al⁃
drich 公司，美国）；SYBR Green Real⁃time PCR Mas⁃
ter Mix（Toyobo公司，日本）；激光扫描共聚焦TCS SP5
显微镜（Leica公司，德国）；ImagerZ1显微镜（Zeiss公
司，德国）；LightCycler 480（Roche公司，瑞士）。

1.2 顺铂处理 SCC9和CAL27细胞

顺铂粉剂配制成 10⁃6 M的终浓度。分别处理

SCC9和CAL27细胞 0、12、24、48 h，每隔 24 h换液。

1.3 检测顺铂处理的 SCC9 和 CAL27 细胞 FIS1 的

表达

1.3.1 qRT⁃PCR 检测 FIS1 的 mRNA TRIzol 试剂

进行总RNA提取，使用 SYBR Green Real⁃time PCR
Master Mix和 LightCycler 480仪器对 FIS1以及β⁃ac⁃
tin 进行定量检测。 FIS1 引物序列：5′ ⁃GTCTC⁃
TATCCTCTGTGGCCTTCA ⁃ 3′，3′ ⁃ CCCCGTTTTATT⁃
TACACTCATCC⁃5′。β⁃actin引物序列 5′⁃AGCCTC⁃
GCCTTTGCCGATCC⁃3′，3′⁃ACATGCCGGAGCCGTT⁃
GTCG⁃5′。荧光定量 PCR的反应条件设置为 95 ℃
1 min，95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，一共 40个

循环，β⁃actin作为内参，其表达量设置为 1。
1.3.2 Western Blotting 检测 FISI 蛋白的表达 向

细胞中加入适量RIPA及蛋白酶抑制剂，提取舌鳞

癌细胞中的蛋白，和 Loading Buffer混合后 100 ℃加

热变性。在 SDS⁃PAGE胶中上样并进行电泳分离，

250 mA，60 min将蛋白转到 PVDF膜上，脱脂奶粉

封闭 1 h，随后分别加入 FIS1抗体（1：1 000）和 β⁃
actin（1：500）抗体，4 ℃孵育过夜。第二天将 PVDF
膜用 TBST溶液洗涤 5 min × 3次后，加入山羊抗鼠

二抗（1：2 000），室温孵育 1 h，使用化学发光法在

曝光机中显像。

1.4 FIS1 siRNA 沉默 SCC9 和 CAL27 细胞 FIS1 基

因的表达

Lipofectamine辅助下分别对经 10⁃6 M顺铂处理

后 24 小时的 SCC9 和 CAL27 细胞进行 FIS1 siRNA
和阴性对照的瞬时转染，于转染后 24 h进行下游

实验，顺铂浓度始终维持在 10⁃6M。FIS1 siRNA序

列 ：5′ ⁃ AUUUCUUUUCAAACUUCAGCA ⁃ 3′ ，3′ ⁃
CUGAAGUUUGAAAAG AAAUUU⁃5′；阴性对照FIS1
⁃sc序列：5′⁃UGUAUUCGGAAAUUAACGCAA⁃3′，3′⁃
GCGUUAAUUUCCGAAUACAGA⁃5′。实验分组：①
空白对照组；②顺铂处理 48 h组；③顺铂处理 24 h
后转染 FIS1⁃sc的阴性对照组；④顺铂处理 24 h后

转染FIS1的 siRNA组。

1.5 SCC9和CAL27细胞过表达FIS1基因

PCR 扩 增 FIS1，引 物 序 列 为 ：5′ ⁃ GTCTC⁃
TATCCTCTGTGGCCTTCA ⁃ 3′，3′ ⁃ CCCCGTTTTATT⁃
TACACTCATCC⁃5′。并使用 pcDNA3.1作为载体构

建 pcDNA⁃FIS1质粒。Lipofectamine辅助下对未经

顺铂处理的 SCC9 及 CAL27 细胞进行 pcDNA⁃FIS1
质粒以及空载质粒Vec的瞬时转染，于转染 6～8 h
之后换液，转染后 24 h进行下游实验。实验分组：

①空白对照组；②转染空载质粒组；③转染 FIS1过

表达质粒组；④顺铂处理 24 h组。

1.6 线粒体染色

将未经处理的 SCC9和CAL27细胞种在盖玻片
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上并按照 1.2、1.4、1.5的实验内容分别进行处理。

然后使用 0.1 μM MitoTracker Red CMXRos 对细胞

进行 30分钟染色，染色全程严格避光，预热 PBS洗

片，5 min × 3次，滴加抗荧光淬灭剂并封片［5］。采

用激光扫描共聚焦显微镜 TCS SP5对细胞进行观

察以及图像采集，并对线粒体形态进行评估及定

量［6］。

1.7 凋亡检测

使用 TUNEL 试剂盒对经过 1.4、1.5 的实验内

容处理的 SCC9 和 CAL27 细胞涂片进行凋亡检

测。1%Triton X⁃100通透液透膜处理，3% H2O2封

闭液封闭，加入 Proteinase K 工作液；冲洗，加入

DNaseⅠ反应液，冲洗；加入 TdT酶反应液，37 ℃避

光 60 min；冲洗，加入 Streptavidin⁃HRP 标记工作

液，孵育后冲洗切片，加入DAB工作液显色，然后

使用苏木精染液复染。用 ImagerZ1显微镜观察切

片，每张切片随机观察 20个视野。同时采用 An⁃
nexin V和碘化丙啶（PI）双染色后流式细胞术检测

凋亡细胞。Caspase3/7 活性使用 Apo⁃ONE®Homo⁃
geneous Caspase3/7试剂盒进行检测。

1.8 Western Blotting实验

使用前述方法提取进行了 1.4、1.5的实验内容

处理的 SCC9 及 CAL27 细胞的蛋白。蛋白提取物

于8% SDS聚丙烯凝胶中进行电泳后，转移至PVDF
膜上，与FIS1（1∶1 000）或β⁃actin（1∶500）的一抗进

行孵育并进一步与山羊抗鼠的二抗（1∶2 000）进行

孵育，利用化学发光法进行观察。

1.9 统计学分析

所有数据均以 x ± s表示。数据分析应用 SPSS
19.0软件完成。两组间均数的比较采用 t检验，若

P < 0.05，则被认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 经顺铂处理后的舌鳞癌细胞中FIS1基因的表

达及线粒体分裂程度

与未进行顺铂处理组相比，经顺铂处理后的

SCC9和CAL27细胞中，线粒体分裂程度增加，差异

有统计学意义（P < 0.05）（图 1a）；同时还观察到

FIS1蛋白水平也随着顺铂处理时间的增加而增加

（图 1b），但 mRNA 水平间差异无统计学意义（图

1c）。这提示影响顺铂处理后细胞中 FIS1表达水

平的调控过程可能发生在转录后。
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SCC9和CAL27细胞在顺铂处理 0、12、24、48 h后，a：利用MitoTracker Red对线粒体进行染色从而检测线粒体分裂，与未进

行顺铂处理组进行比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；b：Western Blotting检测 FIS1的蛋白水平；c：qRT⁃PCR检测 FIS1
的mRNA水平

图 1 经顺铂处理后的舌鳞癌细胞中FIS1的表达及线粒体分裂程度

Figure 1 Expression of FIS1 and mitochondrial fission in tongue squamous cell carcinoma cells treated with cisplatin

BBBa BBBb BBBc

2.2 沉默舌鳞癌细胞中 FIS1基因表达对线粒体分

裂程度及细胞凋亡的影响

采用 FIS1 siRNA 转染经顺铂处理的 SCC9 和

CAL27细胞，FIS1蛋白表达下调（图 2a），抑制线粒

体的过度分裂（图 2b）。采用流式细胞术检测细胞

早期凋亡，采用 TUNEL 实验检测细胞晚期凋亡，

Caspase3/7 检测细胞凋亡状态（图 2c⁃d），均观察

到，与FIS1⁃sc组相比，沉默FIS1表达可降低顺铂处

理后细胞的凋亡程度，差异有统计学意义（P <

0.05），说明 FIS1表达水平降低与舌鳞癌细胞的顺

铂耐药性密切相关。

2.3 过表达舌鳞癌细胞中 FIS1表达对线粒体分裂

程度及细胞凋亡的影响

采用质粒过表达 FIS1则会进一步促进这两种

细胞系中的线粒体分裂，同时，采用上述方法检测

细胞凋亡状态后均观察到过表达 FIS1进一步促进

了细胞凋亡，差异有统计学意义（P < 0.05），且其

促进凋亡的效应与顺铂处理类似（图 3）。
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a：FIS1表达水平使用Western Blotting检测；b：利用MitoTracker Red对线粒体进行染色从而检测线粒体分裂，比例尺为 3 μm；

c、d：利用 TUNEL、流式细胞术和Caspase 3/7活性检测试剂盒检测 SCC9和CAL27的凋亡状态（TUNEL：绿色，DAPI：蓝色，比

例尺为 50 μm）；与 FIS1⁃sc组相比，* 表示P＜0.05，** 表示P＜0.01，*** 表示P ＜0.001
图 2 沉默FIS1可逆转顺铂引发的线粒体分裂及细胞凋亡

Figure 2 Silencing FIS1 reversed cisplatin⁃induced mitochondrial fission and apoptosis
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3 讨 论

顺铂是多种实体肿瘤的一线化疗药，然而，初

始具有良好顺铂反应性的病人通常都会在后续治

疗中逐渐出现顺铂耐药［4］，这也是临床上导致化疗

失败的重要原因。过去三十年内，有大量的研究

探讨了导致顺铂耐药的机制［3］。但尽管如此，临床

治疗中尚未出现克服这种耐药的方法。因此，从

一个全新的角度去探讨由顺铂引发的细胞凋亡的

具体机制是很有必要的。总体来说，顺铂可以通

过损伤DNA的方式来引发内源性途径的凋亡，这

一过程同时也被认为是线粒体依赖的。近年来有

研究显示线粒体分裂也是凋亡的早期特征，可能

与细胞凋亡以及顺铂敏感性有着更密切的关联［7］，

对其进行深入探讨具有重要的临床意义。

线粒体作为所有真核生物所共有的细胞器，

一直以来都是生物医学研究所关注的重点。近年

来，除了线粒体代谢作用相关的研究之外，作为动

态细胞器的线粒体所独有的动力学也开始逐渐获

得人们的关注［8］。线粒体作为高度动态的细胞器，

处在不断的分裂与融合之中，且其分裂与融合过

程均具有重要的生理意义［9］。研究表明线粒体动

力学与细胞尤其是肿瘤细胞生物学行为具有相关

性［10］，抑制线粒体分裂可以抑制肺癌、胃癌、乳腺

癌以及结肠癌的生长［11］；而线粒体分裂增加则被

认为与乳腺癌、甲状腺癌以及胶质瘤的远处转移

有关［12］。线粒体分裂过程由多种蛋白调控。线粒
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体动力相关蛋白（dynamin⁃related protein 1，DRP1）
主要分布于细胞质中，具有GTP酶活性，在线粒体

分裂发生时水解 GTP获得能量，聚集成团后被招

募至线粒体外膜，与相关配体相互作用，共同完成

线粒体分裂过程［13］。FIS1 定位于线粒体上，是

DRP1的配体，也是线粒体分裂过程中重要的调控

分子。本研究采用沉默以及过表达 FIS1的方式调

控 TSCC 线粒体分裂，发现 FIS1 可以通过调控

TSCC细胞的线粒体分裂以及凋亡从而决定顺铂化

疗的敏感性，揭示了线粒体分裂蛋白 FIS1在调控

细胞凋亡以及顺铂敏感性中的重要作用，为提高

顺铂化疗敏感性提供新的靶点奠定了基础。
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a：FIS1表达水平使用蛋白印迹实验检测；b：利用MitoTracker Red对线粒体进行染色从而检测线粒体分裂；利用 TUNEL、流式

细胞术和Caspase 3/7活性检测试剂盒检测 SCC9和CAL27的凋亡状态；与瞬转了空载体质粒Vec的组相比，* 表示P＜0.05，** 表

示P＜0.01，*** 表示P ＜0.001
图 3 过表达FIS1可促进线粒体分裂及细胞凋亡

Figure 3 Overexpression of FIS1 promoted mitochondrial fission and apoptosis
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