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【摘要】 目的 检测瓣状核酸内切酶 1（flap endonuclease⁃1，FEN1）及增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear
antigen，PCNA）在口腔癌相关成纤维细胞（carcinoma⁃ associated fibroblasts，CAFs）中的表达水平，并分析两者表

达水平的相关性。方法 选取新鲜的口腔鳞状细胞癌组织块和因口腔颌面部整形手术切除的正常口腔黏膜

组织块，采用组织块贴壁法培养原代口腔CAFs和正常成纤维细胞（normal fibroblasts，NFs）并行免疫细胞化学

染色鉴定；并分成CAFs组和NFs组，分别采用Western blot和 PCR检测口腔CAFs和NFs中 FEN1、PCNA蛋白表

达水平及mRNA水平，并对 FEN1、PCNA的表达水平做相关性分析。结果 成功培养并鉴定口腔CAFs和NFs
各 12株，FEN1、PCNA 的 mRNA 和蛋白表达水平在口腔 CAFs组均高于 NFs组，但差异均无统计学意义 (P >
0.05)；在口腔CAFs中，FEN1与 PCNA在mRNA水平呈正向的强相关性（r＝0.677，P = 0.016），而两者的蛋白表

达水平无相关性(P > 0.05)。结论 在口腔CAFs中 FEN1和 PCNA的mRNA和蛋白表达水平与NFs组相比均无

统计学差异，但CAFs中的 FEN1与 PCNA二者在mRNA水平呈正向强相关，两种基因在口腔CAFs中的相互关

系及调节机制尚需进一步研究。
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【Abstract】 Objective To research the expression levels of FEN1 and PCNA in carcinoma⁃associated fibroblasts
(CAFs) and analyze their correlation. Methods Fresh specimens of oral squamous cell carcinoma tissues and normal
oral mucosal tissues excised during oral and maxillofacial plastic surgery were collected. Primary oral CAFs and normal
fibroblasts (NFs) were obtained by tissue culture, identified by immunocytochemistry and divided into the CAF and NF
groups. Western blot and quantitative real ⁃ time PCR were used to detect the protein and mRNA expression levels of
both FEN1 and PCNA in the oral CAFs and NFs. The correlation between FEN1 and PCNA expression in oral CAFs
was analyzed. Results Oral CAFs and oral NFs were successfully cultured and identified from 12 samples. Both the
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癌相关成纤维细胞（carcinoma⁃associated fibro⁃
blasts，CAFs）是肿瘤微环境中最重要的细胞成分

之一，在肿瘤的生长、侵袭和转移等方面发挥着重

要作用［1］。本课题组前期整合细胞分子生物学实

验所得结果和现有数据库中的数据，借助系统生

物学成功预测到 7个存在于口腔CAFs中的蛋白靶

标［2］，而瓣状核酸内切酶（flap endonuclease ⁃ 1，
FEN1）是其中之一。FEN1是一种结构特异性的多

功能金属核酸酶，主要功能是维持DNA复制及修

复的正常进行［3］，增殖细胞核抗原（proliferat ing
cell nuclear antigen，PCNA）是 FEN1最主要的伴侣

蛋白，参加 FEN1相关的 DNA代谢途径［4］。目前，

有关 FEN1、PCNA在口腔 CAFs中的表达水平及二

者相关性尚未见报道。

1 材料和方法

1.1 标本收集

新鲜的组织块选自 2013—2015 年在四川大

学华西口腔医院颌面外科收集新鲜的口腔鳞状

细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）组织

块，正常组织块来自因口腔颌面部整形手术切除

的正常口腔黏膜组织，收集的标本浸泡于含有双

抗（HyClone，USA）的 PBS缓冲液中备用。本研究

经四川大学华西口腔医院医学伦理委员会审查

通过。

1.2 口腔CAFs及NFs原代细胞分离培养

用双抗和无菌PBS清洗标本，将结缔组织剪成

大小约 1 mm × 1 mm × 1 mm 的细小组织块，使组

织块均匀分布于培养瓶瓶底。加入适量含有 10%
胎牛血清（Gibco，USA）的DMEM高糖培养基（Gib⁃
co，USA），放入 CO2培养箱（Thermo scientific，USA）
在 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2条件下培养。待细

胞铺满瓶底后，采用细胞刮除结合 0.25% 胰蛋白酶

（HyClone，USA）消化并纯化细胞。经 2次传代后，

用第 3代纯化细胞做鉴定。具体方法参照本课题

组前期建立的组织块法［5］。

1.3 免疫细胞化学染色鉴定

取长有细胞的细胞爬片，4％预冷的多聚甲醛

固定 15 min后，采用生物素⁃链霉卵白素免疫组化

检测试剂盒（索莱宝，中国）进行免疫细胞化学染

色。一抗包括波形蛋白（vimentin）兔单克隆抗体

（Abcam，UK）、细胞角蛋白（cytokeratin）兔多克隆抗

体（Abcam，UK）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃smooth mus⁃
cle actin，α⁃SMA）兔单克隆抗体（Abcam，UK）和成

纤 维 细 胞 活 化 蛋 白（fibroblast activation protein，
FAP）兔多克隆抗体（Abcam，UK），PBS作为阴性对

照。于倒置相差显微镜（Olympus，Japan）下观察，将

胞质中出现淡棕色或棕黄色颗粒判为阳性结果。

1.4 实时荧光定量PCR检测

用 Trizol（Invitrogen，USA）裂解 CAFs及 NFs细
胞并提取总RNA，经分光光度计测定总RNA浓度

后，取 1μg总RNA进行逆转录反应得到 cDNA。根

据 PCR试剂盒（TakaRa，Japan）采用 SYBRGreenI 法
进行荧光定量 PCR。引物由成都微克生物技术有

限公司设计合成，以GAPDH 作为内参，采用 2-􀳑􀳑CT

计算目的基因的相对表达水平。

PCR 引物序列如下：FEN1 上游引物：5’⁃
ACCTCATCCAGAAGCACAAGAG⁃3’；FEN1 下游引

物：5’⁃ CTCCACTTCAGCTCCACAGACT ⁃ 3’；PCNA
上游引物：5’⁃GTCTGC ⁃AGATGTACCCCTTGTTG⁃
TAG ⁃ 3’； PCNA 下游引物：5’⁃ TCCTCGATCTT⁃
GGGAGCCAAG ⁃TAG⁃3’；GAPDH上游引物：5’–
GAACGGGAAGCTCACTGG⁃3’；GAPDH 下游引物：

5’⁃GCCTGCTTCACCACCTTCT⁃3’。
1.5 Western blot检测

使用凯基全蛋白提取试剂盒（凯基生物，中国）

提取 CAFs及NFs细胞的总蛋白，用 BCA法测定蛋

白质浓度，调整待测样品总蛋白量至每一孔 20 μg

protein and mRNA expression levels of FEN1 and PCNA were higher in the oral CAFs than NFs, but there were no sig⁃
nificant differences (P > 0.05). In the oral CAFs, the linear correlation coefficient between FEN1 and PCNA was 0.677
(P = 0.016) at the mRNA level, indicating a strong positive correlation; however, at the protein level, no correlation was
found (P > 0.05). Conclusion In primary cultured oral CAFs and NFs, there were no significant differences in the
FEN1 and PCNA protein and mRNA expression levels. However, in the CAFs, the mRNA levels of FEN1 and PCNA
had a strong positive correlation. The relationship and the regulatory mechanism of the two genes require further study.
【Key words】 Carcinoma⁃ associated fibroblasts; Flap endonuclease ⁃1; Proliferating cell nuclear antigen; Ex⁃
pression level; Oral cavity
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后加样，以 10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec⁃
trophoresis，SDS⁃PAGE）分离后，将凝胶蛋白转移至

聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上，

用 5%脱脂奶粉封闭后，分别加入以下一抗：FEN1
兔多克隆抗体（Abcam，UK，1∶1000）、PCNA兔单克

隆抗体（Abcam，UK，1∶1500）、GAPDH兔单克隆抗

体（Abcam，UK，1∶1000），于 4 ℃孵育过夜。次日，

TBST洗涤后，以HRP标记的山羊抗兔二抗（Santa
cruz，USA，1∶5000）室温孵育 1 h，洗涤后，利用ECL
显色试剂盒（Millipore，USA）在 XRS化学发光成像

系统（BIO⁃RAD，USA）显像并保存图像。

1.6 数据统计分析

所有数据采用 SPSS21.0软件统计分析，数据表

示为 x ± s。检测 FEN1及 PCNA在两组细胞中蛋白

及mRNA表达水平均符合正态分布，故采用 t检验

检测两组差异。FEN1和 PCNA在细胞中表达的相

关性分析采用直线相关分析，计算 Pearson相关系

数。检验水准α = 0.05。

2 结 果

2.1 标本基本信息

本实验共收集新鲜的 OSCC 组织 14 例，口腔

正常黏膜组织 15 例，经原代培养并成功鉴定

CAFs 12株、NFs 12株。两组年龄性别差异均无统

计学意义（P > 0.05）。OSCC 患者的年龄为（57 ±
12）岁，男∶女 = 7∶5。OSCC组织标本的病理信息

见表 1。

表 1 OSCC组织标本的病理信息

Table 1 Pathological information of OSCC tissue specimens n

病理参数

标本数

组织分化

高分化

9
中分化

2
低分化

1

T分期

T1，T2
9

T3，T4
3

淋巴结转移

无

8
有

4

远处转移

无

11
有

1

2.2 口腔CAFs、NFs细胞形态及生长方式观察

组织块法原代培养 OSCC组织 5 d左右，可见

梭形细胞从组织块边缘游离出，并向四周逐渐生

长成片（图 1a），NFs细胞游离所需时间长，增殖相

对缓慢（图 1b）。细胞传代至第三代时，倒置相差

显微镜下观察可见 CAFs呈长梭形，细胞体积和细

胞核均较大，细胞大小不等，胞质突形态数目各

异，细胞增殖速度快，排列无方向性，丧失细胞间

接触抑制，甚至可见细胞重叠现象（图 1c）。NFs细
胞体积较小，大小及形态较均一，细胞排列较规

则，细胞间存在接触抑制，细胞分布密度较低，未

见细胞重叠现象（图 1d）［6］。

a:原代培养的CAFs细胞 ×40；b：原代培养的NFs细胞 ×40；c：传代培养的CAFs细胞 ×100；d：传代培养的NFs细胞 ×100。
图 1 原代及传代培养的CAFs 和NFs

Figure 1 Primary and subcultured CAFs and NFs

a b c d

2.3 两组细胞免疫细胞化学染色结果

本实验原代培养的 24株细胞的细胞角蛋白表

达均呈阴性，波形蛋白表达均呈阳性，说明细胞均

来源于间质，而非来源于上皮。α ⁃SMA 和 FAP
常作为鉴定CAFs的标志蛋白。OSCC组中 12株细

胞可见α⁃SMA和 FAP呈不同程度的阳性表达。而

正常组 12株细胞中α⁃SMA和FAP的表达均呈阴性

（图 2），说明培养的细胞分别为CAFs及NFs。
2.4 FEN1在两组细胞中的表达水平检测结果

实时荧光定量 PCR实验显示，在 12株CAFs和
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NFs中，FEN1的mRNA相对表达量在CAFs组高于

NFs 组，但差异没有统计学意义（t = 0.866，P =
0.396，图 3a）；Western blot实验则显示，FEN1蛋白

在 CAFs组表达高于NFs组，但差异也没有统计学

意义（t = 1.227，P = 0.233，图 3b）。考虑 CAFs来源

的 OSCC组织病理学特征不同，进一步将 CAFs分
为高分化组及中低分化组，分别与 NFs 组比较

FEN1的mRNA及蛋白表达水平，同样发现差异没

有统计学意义（P > 0.05）。

2.5 PCNA在两组细胞中的表达水平检测结果

实时荧光定量 PCR实验显示，在 12株CAFs和
NFs中，PCNA的mRNA相对表达量在CAFs组高于

NFs 组，但差异没有统计学意义（t = 0.508，P =
0.616，图 3a）；Western blot 实验进一步检测显示，

PCNA蛋白在CAFs组表达高于NFs组，但差异同样

没有统计学意义（t = 1.151，P = 0.262，图 3b）。而

将 CAFs分为高分化组及中低分化组，分别与 NFs
组比较 PCNA的mRNA及蛋白表达水平，发现差异

CAFs

NFs

cytokeratin（-） vimentin（+） α⁃SMA（+） FAP（+）

cytokeratin（-） vimentin（+） α⁃SMA（-） FAP（-）

图 2 免疫细胞化学染色鉴定CAFs和NFs ×100
Figure 2 Immunocytochemistry staining to identify CAFs and NFs ×100

a：CAFs及NFs组中，FEN1和 PCNA的mRNA表达水平；b：CAFs及NFs组中，FEN1和 PCNA的蛋白表达水平。

图 3 CAFs及NFs组中FEN1和PCNA在mRNA及蛋白的表达水平

Figure 3 mRNA and protein levels of FEN1 and PCNA in both CAFs and NFs

CAFs1⁃CAFs4 NFs1-NFs4 CAFs5⁃CAFs8 NFs5-NFs8

CAFs9⁃CAFs12 NFs9-NFs12
CAFs
NFs1.5

1.0

0.5

0.0

蛋
白

相
对

灰
度

值

FEN1 PCNA

FEN1
47 kDa
PCNA29 kDa

GAPDH37 kDa

FEN1
47 kDa
PCNA29 kDa

GAPDH37 kDa

CAFs
NFs0.15

0.10

0.05

0.00mR
NA

相
对

表
达

水
平

FEN1 PCNA
a b
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也没有统计学意义（P > 0.05）。

2.6 FEN1 和 PCNA 在细胞中的表达水平相关性

分析

对CAFs组及NFs组中FEN1与 PCNA的表达量

行Pearson相关性分析，并计算相关系数。结果显示：

CAFs组中，在mRNA水平，FEN1与PCNA呈正向的强

相关性（r＝0.677，P = 0.016）；在蛋白水平，FEN1与

PCNA无相关性（r＝0.065，P = 0.841）；在NFs组中，

FEN1与PCNA在mRNA（r = -0.049，P = 0.880）和蛋

白（r = -0.013，P = 0.967）表达水平均无相关性。

3 讨 论

3.1 FEN1在CAFs及NFs中表达结果分析

本研究发现，在口腔 CAFs中，FEN1在蛋白表

达水平和mRNA表达水平均高于NFs，尽管差异均

无统计学意义，但可以发现 FEN1的表达有增高的

趋势。而本课题组前期研究验证发现，FEN1 在

OSCC上皮中表达升高，具有促进肿瘤细胞生长增

殖、抑制凋亡的作用［7］。

此外本课题组前期系统生物学研究预测FEN1
在 CAFs 中呈低表达，预测结果与实验结果不一

致。分析原因可能有以下几点：①本实验的 CAFs
与NFs并非来源于同一个体的配对组织，因有研究

发现即使由组织学上正常的手术边界组织（距离

肿瘤边缘至少 2 cm以上）培养而来的成纤维细胞，

其表型及功能方面也不同于正常成纤维细胞，具

有诱导肿瘤发生、促进肿瘤细胞迁移侵袭的能

力［8］，故不能把其等同为正常成纤维细胞，因此本

实验选择了行整形手术者的正常组织作为NFs的
来源；②鉴于CAFs和NFs均来自不同个体，个体差

异可能造成 FEN1表达难以达到一致趋势；③研究

发现在乳腺癌、卵巢癌、胃癌及非小细胞肺癌组织

中，FEN1表达升高，升高的程度与肿瘤的分化程

度、TNM分级有关［9⁃11］，在本实验中，所用OSCC组

织只有 3例为低中分化，所以在后续实验中，可考

虑扩大样本量，再培养分化程度低的 OSCC 的

CAFs，分析 FEN1在 CAFs表达改变与肿瘤分化程

度有无关系。

3.2 FEN1与PCNA相关性研究的意义

FEN1参与 DNA 代谢的各个途径需要与其他

蛋白相互作用形成复杂的网络［12］，其中，PCNA几

乎参加除了 DNA凋亡片段处理以外的所有 FEN1
相关的DNA代谢途径，在 FEN1生物学功能中起到

关键作用［13］。PCNA是一种复制辅助蛋白，可参与

DNA 复制、细胞周期调控、DNA 修复等生命过

程［14］。体外研究发现，PCNA与 FEN1结合可大大

提高 FEN1的活性［15⁃16］。而在小鼠中破坏 FEN1与

PCNA的结合，可导致DNA复制缺陷，引起新生小

鼠死亡［17］。Naryzhny等［18］发现在肿瘤细胞中可检

测到 PCNA表达高于正常细胞，这可能与肿瘤细胞

生长增殖速度快有关。Dillehay 等［14］发现通过靶

击 PCNA与染色质的结合，可诱导肿瘤细胞程序性

死亡，抑制肿瘤生长。

在肿瘤细胞中，许多研究发现 FEN1和 PCNA
的高表达［19⁃20］，而目前 FEN1在CAFs中表达尚无相

关文献报道，Hawsawi等［21］研究发现 PCNA在乳腺

癌 CAFs中表达高于NFs。分析口腔 CAFs中 FEN1
与 PCNA表达的相关性，可以为进一步探索 FEN1
在CAFs的DNA代谢、细胞生长等方面的作用提供

依据。

3.3 CAFs中FEN1与PCNA表达的相关性分析

PCNA 是与细胞增殖状态相关的一种核内蛋

白，在 G0期⁃G1早期不表达，G1晚期开始迅速增

加，在 S 期含量最高，G2 期 ⁃M 期明显下降［22］。

FEN1同样在细胞周期各阶段表达有明显差异，在

G1期开始增加，到G1期结束时达到高峰［23］。PC⁃
NA和 FEN1均在增殖活跃的细胞中表达较高。在

本实验中，两者在CAFs组中表达均高于NFs组，提

示 CAFs组细胞增殖活性总体来说高于NFs组，但

是这种差异无统计学意义，可能与细胞在体外培

养及传代后在细胞活性上发生了改变有关。而在

12例原代培养的 CAFs中，FEN1与 PCNA在mRNA
表达水平呈现正向的强相关性（r = 0.677，P =
0.016），说明两者在细胞的mRNA水平表达一致，

提示在 CAFs中 FEN1与 PCNA可能协同在 DNA代

谢过程中发挥作用。在蛋白表达方面，CAFs 中
FEN1与 PCNA无相关性（P > 0.05），分析其原因可

能是蛋白表达受转录、翻译等方面影响大，体外培

养的同一株细胞不同个体间增殖活性差异大，可

处于不同的细胞周期阶段，造成 FEN1及 PCNA表

达高低不一，所以未见明显一致性。

综上所述，本研究发现在口腔CAFs中FEN1和
PCNA的mRNA及蛋白表达水平均无明显变化，而

二者在mRNA水平呈正向强相关，两种基因在口腔

CAFs中的相互关系及调节机制尚需进一步研究。
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