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（１．中南大学湘雅三医院 口腔科，湖南 长沙　４１００１３；２．湖南省肿瘤医院 中南大学湘雅医学院附属肿瘤医院 头
颈外科，湖南 长沙　４１００１３；３．中南大学生命科学学院，湖南 长沙　４１００１３）

　　摘　要：　目的　观察白细胞介素６抗体（ＩＬ６）／蛋白酪氨酸激酶２抗体（ＪＡＫ２）／信号传导和转录激活因子３
抗体（ＳＴＡＴ３）对口腔鳞状细胞癌（简称口腔鳞癌）细胞生物学行为的影响。方法　对口腔鳞癌细胞系进行慢病毒
转染敲低ＩＬ６基因，设立两组对照，一组为未干预组，另一组为空白载体组。通过ＣＣＫ８实验和克隆形成实验检测
ＩＬ６对口腔鳞癌细胞增殖情况的影响，通过流式细胞术检测细胞周期变化，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＩＬ６对口腔鳞
癌细胞侵袭和迁移能力的影响。利用实时荧光定量 ＰＣＲ以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测口腔鳞癌细胞中 ＩＬ６基因表
达下调后其下游通路基因ｐＳＴＡＴ３、ｐＪＡＫ２与肿瘤血管新生有关的蛋白ＶＥＧＦＡ、细胞周期调控蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１、细胞
基质沉积相关蛋白ＭＭＰ２、细胞凋亡抑制蛋白Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、上皮向间质转化相关蛋白 Ｓｎａｉｌ和 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ的表达情况。
结果　敲低ＩＬ６的口腔鳞癌细胞与对照组细胞比较，增殖率受到明显抑制，差异具有统计学意义（Ｆ＝１３．０６，Ｐ＝
０．００６）；敲低ＩＬ６的口腔鳞癌细胞中 Ｇ１期细胞百分比下降，Ｇ２期细胞百分比上升，差异具有统计学意义（Ｆ＝
５．５３，Ｐ＜０．０５）；敲低ＩＬ６的口腔鳞癌细胞与对照细胞比较，侵袭能力和迁移能力明显下降，差异具有统计学意义
（Ｆ＝２３．５９／５３．１１，Ｐ＜０．０１）；口腔鳞癌细胞ＩＬ６表达下调后，ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ表达随
之明显下降，而 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达显著增加，差异具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）。结论　ＩＬ６基因敲低后可明显抑
制口腔鳞癌细胞的生长与增殖能力，可能诱导细胞 Ｇ２期阻滞；抑制 ＳＴＡＴ３、ＪＡＫ２、ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ
和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，促进ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达。

关　键　词：口腔鳞状细胞癌；白细胞介素６；蛋白酪氨酸激酶２；信号传导和转录激活因子３；细胞增殖
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ｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎＣｙｃｌｉｎＢ１，ｃｅｌｌｍａｔｒｉｘｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＭＭＰ２，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎＳｕｒｖｉｖｉｎ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎＳｎａｉｌａｎｄＥＣａｄｈｅｒｉｎｒｅｌａｔｅｄｔｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｏｒａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ６ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｏｕｔＩＬ６ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＧ１ｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｋｎｏｃｋｏｕｔＩＬ６ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＧ２ｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．Ｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｋｎｏｃｋｏｕｔＩＬ６ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＳＴＡＴ３，ＪＡＫ２，ＶＥＧＦＡ，ＣｙｃｌｉｎＢ１，ＭＭＰ２，Ｓｎａｉｌａｎｄ
ＳｕｒｖｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｈｉｌｅＥＣａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄａｐｐａｒｅｎｔｌｙｉｎｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｏｕｔＩＬ６（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｃａｎｐｒｏｍｏｔｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ＴＡＫ２；Ｐｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；
Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　口腔鳞状细胞癌（简称口腔鳞癌）是一种不同
程度的口腔鳞状分化的上皮性侵袭性肿瘤，是头颈

肿瘤的主要形式之一［１］。有研究表明口腔鳞癌的

发生发展与信号传导异常密切相关［２３］。近几年，

对于白细胞介素６抗体（ＩＬ６）／蛋白酪氨酸激酶２
抗体（ＪＡＫ２）／信号传导和转录激活因子 ３抗体
（ＳＴＡＴ３）信号激活促进口腔鳞癌发展潜在的分子机
制的探讨受到了极大关注［４５］，但其对口腔鳞癌细

胞具体作用机制仍然不明晰。本研究旨在通过慢病

毒转染的方式建立体外高效、稳定低表达 ＩＬ６口腔
鳞癌细胞系体系，进而观察口腔鳞癌细胞中 ＩＬ６的
变化与ＪＡＫ２和 ＳＴＡＴ３联系，以及对口腔鳞癌细胞
的恶性生物学行为的影响，为口腔鳞癌的发生机制

提供相关分子学证据，也为下一步口腔鳞癌的临床

基因靶向干预提供重要参考。

１　资料和方法

１．１　主要仪器和试剂
ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ垂直电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），

１８０１００转膜仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），ＦＱＤ９６Ａ实时荧
光定量 ＰＣＲ仪（杭州博日科技股份有限公司），
ＫＯＤＰｌｕｓＮｅｏ高保真 ＰＣＲ酶购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司，胶
回收试剂盒购自 Ｇｅｎｅｒａｙ公司，ＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲＩ限制
性内切酶、ｄＮＴＰｍｉｘ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＩＬ６、ＳＴＡＴ３、磷酸化信号传
导和转录激活因子３抗体（ｐＳＴＡＴ３），ＪＡＫ２，磷酸化
蛋白酪氨酸激酶２抗体（ｐＪＡＫ），存活素抗体（Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ），锌指转录因子抗体（Ｓｎａｉｌ），细胞周期蛋白Ｂ１
抗体（ＣｙｃｌｉｎＢ１），金属基质蛋白酶２（ＭＭＰ２），钙黏
附蛋白Ｅ抗体（ＥＣａｄｈｅｒｉｎ）均购自美国 ＣＳＴ公司，

血管内皮生长因子 Ａ抗体（ＶＥＧＦＡ）购自美国 Ａｂ
ｃａｍ公司。β肌动蛋白抗体（βａｃｔｉｎ）购自美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司，人口腔鳞状细胞癌细胞株（ＳＣＣ４）购自上
海名劲生物科技有限公司，人口腔鳞状癌细胞株

（Ｃａｌ２７）和人口腔角质细胞株（ＨＯＫ）购自北纳创联
生物科技有限公司，质粒 ｐＧＭＬＶＳＢ３及相应的阴
性对照质粒ｐＧＭＬＶＳＢ３ｓｈＮＣ购自上海吉满生物技
术有限公司。

１．２　ｑＰＣＲ评价ＩＬ６基因在各株细胞中的表达
使用含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ完全培养基分别

培养Ｃａｌ２７、ＳＣＣ４和 ＨＯＫ细胞，并置于 ＣＯ２细胞培
养箱中３７℃培养。Ｔｒｉｚｏｌ提取各组细胞的总 ＲＮＡ，
然后将各组细胞的总 ＲＮＡ逆转录成相应的 ｃＤＮＡ，
通过 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行 ｑＰＣＲ检测各组
细胞中 ＩＬ６基因和内参基因 ＧＡＰＤＨ的表达量见
表１。

表１　ＩＬ６及ＧＡＰＤＨ引物序列

名称 引物序列５’ｔｏ３’
ＩＬ６ｆ ＣＴＴＣＧＧＴＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＣ
ＩＬ６ｒ ＧＣＧＧＣＴＡＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＴＣＴＴＣ
ＧＡＰＤＨｆ ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ
ＧＡＰＤＨｒ ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ

１．３　ＩＬ６ｓｈＲＮＡ表达质粒构建
利用ｓｈＲＮＡ设计软件设计４条针对人 ＩＬ６基

因的ｓｈＲＮＡ靶点和１条阴性对照（ＮＣ）序列见表２。
单链寡核苷酸片段退火形成双链 ＤＮＡ见表３，退火
产物与经ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切的 ｐＧＭＬＶＳＢ３载
体进行连接，４℃过夜。将连接产物转化至 ＤＨ５α
大肠杆菌感受态细胞中，３７℃培养过夜。

·０９·
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表２　４条ＩＬ６ｓｈＲＮＡ靶点序列信息及阴性对照序列信息

名称 序列

ＮＣ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ
１ ＧＣＴＴＣＣＡＡＴＣＴＧＧＡＴＴＣＡＡＴＧ
２ ＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧＧＴＡＴＡＣＣＴＡＧＡ
３ ＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＣＡ
４ ＧＡＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣ

表３　ＩＬ６基因特异性ｓｈＲＮＡ序列信息

名称 寡聚单链ＤＮＡ序列５’ｔｏ３’

ｓｈＮＣｆ
ＧＡＴＣＴＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣ
ＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴＴＣ

ｓｈＮＣｒ
ＡＡＴＴＧＡＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＡ

ＩＬ６ｓｈ１ｆ
ＧＡＴＣＣＧＣＴＴＣＣＡＡＴＣＴＧＧＡＴＴＣＡＡＴＧＣＴＣＧＡＧＣＡ
ＴＴＧＡＡＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴ

ＩＬ６ｓｈ１ｒ
ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＣＣＡＡＴＣＴＧＧＡＴＴＣＡＡＴＧＣＴＣＧ
ＡＧＣＡＴＴＧＡＡＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＡＡＧＣＧ

ＩＬ６ｓｈ２ｆ
ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧＧＴＡＴＡＣＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴ
ＡＧＧＴＡＴＡＣＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴ

ＩＬ６ｓｈ２ｒ
ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧＧＴＡＴＡＣＣＴＡＧＡＣＴＣＧ
ＡＧＴＣＴＡＧＧＴＡＴＡＣＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＧ

ＩＬ６ｓｈ３ｆ
ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＣＡＣＴＣＧＡＧＴＧ
ＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴＴＴ

ＩＬ６ｓｈ３ｒ
ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＣＡＣＴＣＧ
ＡＧＴＧＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＡＧＣＧ

ＩＬ６ｓｈ４ｆ
ＧＡＴＣＣＧＡＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧ
ＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴ

ＩＬ６ｓｈ４ｒ
ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＣＴＣＧ
ＡＧＧＧＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＴＣＧ

１．４　慢病毒感染口腔鳞癌细胞构建稳定株
具体分组如下：①Ｃｏｎ组：未感染慢病毒的

Ｃａｌ２７细胞和 ＳＣＣ４细胞；②ＮＣ组：感染 ｐＧＭＬＶ
ＳＢ３ｓｈＮＣ慢病毒的 Ｃａｌ２７和 ＳＣＣ４细胞；③ＩＬ
６ｓｈＲＮＡ１（ｓｈ１）组：感染 ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１慢
病毒的 Ｃａｌ２７细胞和 ＳＣＣ４细胞；④ＩＬ６ｓｈＲＮＡ２
（ｓｈ２）组：感染 ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ６ｓｈＲＮＡ２慢病毒的
Ｃａｌ２７细胞和ＳＣＣ４细胞；⑤ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３（ｓｈ３）组：感
染ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３慢病毒的 Ｃａｌ２７细胞和
ＳＣＣ４细胞；⑥ＩＬ６ｓｈＲＮＡ４（ｓｈ４）：感染 ｐＧＭＬＶＳＢ３
ＩＬ６ｓｈＲＮＡ４慢病毒的Ｃａｌ２７细胞和 ＳＣＣ４细胞。在
感染１６ｈ后更换成培养基，ＣＯ２细胞培养箱中３７℃
培养，４８ｈ后选择嘌呤霉素真核抗性筛选细胞，利
用ｑＰＣＲ方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测 ＩＬ６基因敲
低效果。

１．５　ＣＣＫ８实验
配置细胞悬液：取对数期生长期的 Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４

Ｃｏｎ、Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４ＮＣ、Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１／３，分
别命名为 Ｃｏｎ组、ｓｈＲＮＡＮＣ组、ｓｈＲＮＡ１／３组。每

个细胞单块９６孔板接种３个孔，接种４块板子，每
孔接种１００μＬ细胞悬液，加入１０μＬＣＣＫ８溶液，酶
标仪检测４５０ｎｍ波长吸光度值；剩下板子分别在培
养２４、４８、７２ｈ后进行同样操作。
１．６　克隆形成实验

每皿约３００个细胞的密度接将细胞种于６孔板
中。ＣＯ２细胞培养箱中，３７℃培养２周。结晶紫染
色液染色１５～３０ｍｉｎ。用流水清洗掉结晶紫染色
液，将细胞培养板置于空气中干燥，用相机对培养皿

进行拍照，计算各孔中的克隆数目。

１．７　流式细胞术检测
各组细胞并将其收集于无菌 ＥＰ管中，加入

４００μＬ１００μｇ／ｍＬ的 ＰＩ染液，在室温下避光染色
约３０ｍｉｎ。用流式细胞仪进行荧光信号检测，激发
波长设置为４８８ｎｍ。
１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验

在细胞小室的上室中加入 １００μＬ细胞悬液
（约含５×１０３个细胞），下室中 ＤＭＥＭ完全培养基
或加入Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的培养基，培养２４ｈ。加入
结晶紫染色液，室温下静置１５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ清洗细
胞３次，然后用棉签轻轻擦去小室滤膜上表面的细
胞，置于空气中干燥，镜下选取３个视野计数，取平
均值算出穿过的细胞数目。

１．９　ｑＰＣＲ检测各组细胞中基因表达状况
提取细胞样本总ＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ，利用ｑＰＣＲ

法检测各组细胞中 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、
ＶＥＧＦＡ、Ｓｎａｉｌ和ＳＴＡＴ３基因表达情况见表４，以ＧＡＰ
ＤＨ基因作为内参。为了减少误差，所有检测样本均
做３个平行复孔，ｑＰＣＲ检测完成后，取３个平行复孔
的平均值作为该样本的最终检测数值。

表４　各目的基因及ＧＡＰＤＨ基因的ｑＰＣＲ检测引物序列
名称 引物序列５’ｔｏ３’

ＥＣａｄｈｅｒｉｎｆ ＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧＡＡ
ＥＣａｄｈｅｒｉｎｒ ＡＧＴＧＡＴＴＧＧＡＧＣＣＴＣＡＧＡＡＧＧＴＴ
ＣｙｃｌｉｎＢ１ｆ ＧＴＣＧＧＧＡＡＧＴＣＡＣＴＧＧＡＡＡＣＡＴ
ＣｙｃｌｉｎＢ１ｒ ＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＧＧＣＡＣＡＣＡ
ＭＭＰ２ｆ ＡＡＣＴＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＧＣＡＡＧＴＧ
ＭＭＰ２ｒ ＣＡＧＡＣＧＧＡＡＧＴＴＣＴＴＧＧＴＧＴＡＧＧＴ
ＶＥＧＦＡｆ ＧＣＡＣＴＧＡＡＡＣＴＴＴＴＣＧＴＣＣＡＡＣＴ
ＶＥＧＦＡｒ ＣＣＴＣＴＴＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴ
Ｓｎａｉｌｆ ＣＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＧＴＧＧＧＡＡＡＧＧ
Ｓｎａｉｌｒ ＧＡＡＧＴＡＧＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＡＡＧＧＡ
ＳＴＡＴ３ｆ ＧＧＴＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＡ
ＳＴＡＴ３ｒ ＣＡＴＣＣＴＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧＣＴＣＣ
ＧＡＰＤＨｆ ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ
ＧＡＰＤＨｒ ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ

·１９·
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１．１０　蛋白质印迹法
蛋白样品上样到ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔内。先用

８０Ｖ约３０ｍｉｎ使溴酚蓝到达浓缩胶和分离胶分界
线后，调电压至１２０Ｖ。电泳１．５～２ｈ后，终止电泳
并进行转膜。封闭，一抗孵育，二抗孵育用 ＴＢＳＴ溶
液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。使用 Ｔａｎｏｎ４６００荧光图
像分析系统显影。并用 ｉｍａｇｅＪ软件读取各条带的
灰度值，进行定量分析。

１．１１　统计学方法
ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计分析，Ｓｈａｐｉｒｏ

Ｗｉｌｋ检验数据正态分布，用单因素方差分析比较多
组之间差异，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件绘图，以

双侧Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ６ｓｈＲＮＡ干扰载体的测序结果
合成４个ＩＬ６ｓｈＲＮＡ与设计４个靶基因序列完

全一致，证明退火后合成片段已完整插入了质粒中，

而且没有单个碱基突变，表明成功构建了４个针对
人ＩＬ６基因的 ｓｈＲＮＡ表达质粒，分别命名为 ＩＬ
６ｓｈＲＮＡ１，ＩＬ６ｓｈＲＮＡ２，ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３，ＩＬ６ｓｈＲＮＡ４，见
图１。经过比对，重组克隆中插入片段序列与设计
的ｏｌｉｇｏ序列完全一致，因此载体构建成功。
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图１　ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ６ｓｈＲＮＡ质粒测序峰图（部分）　ａ：ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１质粒测序峰图；ｂ：ＩＬ６ｓｈＲＮＡ２质粒测序峰图；ｃ：ＩＬ
６ｓｈＲＮＡ３质粒测序峰图；ｄ：ＩＬ６ｓｈＲＮＡ４质粒测序峰图　注：通过 ＣｈｒｏｍａｓＬＩＦＥＶｅｒＳｉｏｎ２．０１软件读出测序后的峰图，截取部
分图。
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２．２　ＩＬ６基因在各细胞株中的本底表达结果
对Ｃａｌ２７、ＳＣＣ４进行 ＩＬ６基因表达的检测，与

ＨＯＫ细胞株相比，Ｃａｌ２７细胞株和 ＳＣＣ４细胞株中
的ＩＬ６表达显著升高，差异具有统计学意义（Ｆ＝
１２．８９，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＜０．０５），其中 Ｃａｌ２７细胞株中
的ＩＬ６表达量比对照ＨＯＫ细胞组高出４～５倍，见
图２。
２．３　建立稳定的ＩＬ６敲低的口腔鳞癌细胞株

将 ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１，ＩＬ６ｓｈＲＮＡ２，ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３，ＩＬ
６ｓｈＲＮＡ４质粒以及相应阴性对照质粒 ｐＧＭＬＶＳＢ３
ｓｈＮＣ分别转染至 Ｃａｌ２７细胞和 ＳＣＣ４细胞中，得到
稳定转染细胞后，收集各组细胞，对各质粒的沉默效

果进行 ｑＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证。结果显示，在
Ｃａｌ２７细胞中４个质粒均不同程度的干扰 ＩＬ６蛋白
的表达，表明基因敲除的细胞模型构建成功，其中

ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１质粒干扰结果较明显（（Ｆ＝９２．５１，Ｐ＝
０．０００），因此，选择 ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１靶点进行后续的相
关实验。在ＳＣＣ４细胞中４个质粒均不同程度的干

扰ＩＬ６蛋白的表达，表明基因敲除的细胞模型构建
成功，其中 ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３质粒干扰结果较明显（Ｆ＝
１１６．７０，Ｐ＝０．０００），因此，选择 ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３靶点进
行后续的相关实验，见图３。
２．４　ＣＫＫ８和克隆形成实验结果

ＩＬ６基因表达下调后，口腔鳞癌细胞增殖能力
在７２ｈ受到了显著抑制，差异具有统计学意义
（Ｃａｌ２７细胞系实验组与对照组比较，差异具有统计
学意义（Ｆ＝１３．０９，Ｐ＝０．００６）；ＳＣＣ４细胞系实验组
与对照组比较，差异具有统计学意义（Ｆ＝３３３．９７，Ｐ
＝０．０００），见图４。克隆形成实验结果亦显示，ＩＬ６
基因表达下调后，实验组细胞克隆数对照组明显减

少，Ｃａｌ２７Ｃｏｎ、Ｃａｌ２７ＮＣ、Ｃａｌ２７ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１分别为
（１１９±４）、（１３７±７）、（９１±５）个；ＳＣＣ４Ｃｏｎ、ＳＣＣ４
ＮＣ、ＳＣＣ４ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３分别为（１５４±６）、（１４３±５）、
（１１５±５）个，两组比较差异具有统计学意义（Ｃａｌ２７
各组：Ｆ＝５３．７３，Ｐ＝０．０００１；ＳＣＣ４各组：Ｆ＝４２．３１，
Ｐ＝０．０００３），见图５。
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图２　ＩＬ６基因在各细胞株中的本底表达结果　ａ：ＨＯＫ细胞；ｂ：ＳＣＣ４细胞；ｃ：Ｃａｌ２７细胞；ｄ：３组细胞中ＩＬ６基因的表达　

注：Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５ｖｓ．ＨＯＫ。

!"

!# !$ %&

'( )$

*

+

,

-

.

/

0

*

+

1

/

2

)

*

+

1

/

2

3

*

+

1

/

.

4

*

+

1

/

.

5

0

6

7

88

0(9:;

<00)

3=>

3=?

?=>

?=?

1
@
9
(
A
B
C
@
@
D
E
F
@
*
*
B
6
7
6
G
H
I
J

0(9:;

0

6

7

*

+

1

/

2

/

0

*

+

1

/

2

3

*

+

1

/

2

'

*

+

1

/

2

:

*

+

1

/

2

5

88

3=K

3=?

?=K

?=?

1
@
9
(
A
B
C
@
@
D
E
F
@
*
*
B
6
7
6
G
L
M
J

0(9:; 067

0(9:; LM!J*+1/23

0(9:; /0

<00' LM!J*+1/25

<00' /0

<00' 067

/0067 *+1/23

LM!J

!!(&AB7

*+1/2: *+1/25 *+1/2'

/0067 *+1/23 *+1/2: *+1/25 *+1/2'

LM!J

!!(&AB7

<00'

3=K

3=?

?=K

?=?

N
O
P
'
K
?
7
Q
R

N
S
P
)
K
?
7
Q
R

88

88

T=?

?=U

?=J

?=)

?=:

?=?

:) )U ;:

VBQ@P+R

4) )U ;4

VBQ@P+R

图３　ＩＬ６敲低的稳定细胞株的构建与验证　３ａ：质粒感染Ｃａｌ２７细胞的效果图；３ｂ：质粒感染ＳＣＣ４细胞的效果图；３ｃ：Ｗｅｓｔ
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果　注：Ｐ＜０．０１ｖｓ．Ｃｏｎ，ＮＣ。　　图４　Ｃｏｎ组、ＮＣ组及ＩＬ６ｓｈ组口腔鳞癌细胞增殖曲线　４ａ：Ｃａｌ２７细胞系实验组与对
照组的比较；４ｂ：ＳＣＣ４细胞系实验组与对照组的比较　注：Ｐ＜０．０１ｖｓ．ＮＣ，Ｃｏｎ。
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２．５　流式细胞学检测结果
与对照组细胞相比，感染 ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ

６ｓｈＲＮＡ１慢病毒的Ｃａｌ２７细胞中，Ｇ１期和 Ｓ期细胞
所占比例无显著性差异，而 Ｇ２期细胞所占比例上
升的趋势。感染ｐＧＭＬＶＳＢ３ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３慢病毒的
ＳＣＣ４细胞组中，ＳＣＣ４Ｃｏｎ、ＳＣＣ４ＮＣ、ＳＣＣ４ＩＬ

６ｓｈＲＮＡ３的 Ｇ１期细胞所占比例分别为（４８．６７±
０．９４）％、（４６．４０±１．１１）％、（３６．３５±３．４７）％，显
著下降（Ｆ＝４５．６８，Ｐ＝０．０００），而Ｇ２期细胞所占比
例分别为（１５．４０±２．６６）％、（１９．６８±２．４８）％、
（２３．７３±３．８７）％显著上升（Ｆ＝５．５３，Ｐ＝０．０４４），
见图６。
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图５　克隆形成实验检测ＩＬ６敲低后口腔鳞癌细胞增殖能力的改变　ａ：各组细胞的细胞克隆形成情况；ｂ：Ｃａｌ２７细胞系实验

组与对照组的比较；ｃ：ＳＣＣ４细胞系实验组与对照组的比较　注：Ｐ＜０．０１ｖｓ．ＮＣ，Ｃｏｎ。
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图６　流式细胞术检测ＩＬ６敲低后口腔鳞癌细胞周期情况　ａ：各组细胞的细胞周期图；ｂ：Ｃａｌ２７细胞系实验组与对照组的比

较；ｃ：ＳＣＣ４细胞系实验组与对照组的比较　注：Ｐ＜０．０５ｖｓ．ＮＣ，Ｃｏｎ。
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２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果
取对数生长期 Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４Ｃｏｎ、Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４

ＮＣ、Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１／３，配置细胞悬液，利
用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组细胞迁移侵袭能力。结
果显示，在 ４８ｈ内，Ｃａｌ２７Ｃｏｎ、Ｃａｌ２７ＮＣ、Ｃａｌ２７ＩＬ
６ｓｈＲＮＡ１迁移侵袭的细胞数与 ＳＣＣ４Ｃｏｎ、ＳＣＣ４
ＮＣ、ＳＣＣ４ＩＬ６ｓｈＲＮＡ３迁移侵袭的细胞数比较，敲
低ＩＬ６的口腔鳞癌细胞细胞侵迁移袭能力明显下
降，差异具有统计学意义（Ｃａｌ２７各组：Ｆ＝２３．５９／
５３．１１，Ｐ＝０．０００／０．０００；ＳＣＣ４各组：Ｆ＝７３．３９／
３８．７３，Ｐ＝０．０００／０．０００），见图７、８。
２．７　ｑＰＣＲ和蛋白质印迹实验

由 ｑＰＣＲ结果可知，比较 Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４Ｃｏｎ、

Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４ＮＣ、Ｃａｌ２７／ＳＣＣ４ＩＬ６ｓｈＲＮＡ１／３，ＳＴＡＴ３
（Ｆ＝４５．３０／３４．５８，Ｐ＝０．０００／０．００１）、ＶＥＧＦＡ（Ｆ＝
２８．１８／４３．４１，Ｐ＝０．００１／０．０００）、ＣｙｃｌｉｎＢ１（Ｆ＝
１８．１１／５．４１，Ｐ＝０．００３／０．０４５）、ＭＭＰ２（Ｆ＝６６．９１／
１８．４７，Ｐ＝０．０００／０．０３０）、Ｓｎａｉｌ（Ｆ＝１．９１／１０．８８，
Ｐ＝０．０３／０．０１）基因表达均随之明显下降，而 Ｅ
Ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ＝１７６．９２／９７．１７，Ｐ＝０．０００／０．０００）基因
表达随之显著增加，差异均具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＩＬ６蛋白表达下调后，ｐ
ＪＡＫ、ｐＳＴＡＴ３、ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＪＡＫ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、
Ｓｎａｉｌ蛋白表达均随之明显下降，而 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白
表达随之增加，见图９。

!"#$% !&'

!"#$% (!

!"#$% )*!+,-.(/0

1!!2 (!

1!!2 !&'

1!!2 )*!+,-.(/3

" 4 5

!

"

#

$

%

!

&

'

!

"

#

$

%

(

!

!

"

#

$

%

)

*

!

+

,

-

.

(

/

0

$66

076

066

76

6

!
8
#
#
'
9
:
4
8
;

076

066

76

6

!
8
#
#
'
9
:
4
8
;

<

<

1

!

!

2

)

*

!

+

,

-

.

(

/

3

1

!

!

2

(

!

1

!

!

2

!

&

'

图７　抑制ＩＬ６基因表达对口腔鳞癌细胞侵袭能力的影响　ａ：各组细胞的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验图　（结晶紫 ×４０）；
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图９　ＩＬ６敲低的口腔鳞癌细胞中各蛋白表达　ａ：ｑＰＣＲ检测Ｃａｌ２７各组细胞中各基因表达状况；ｂ：ｑＰＣＲ检测 ＳＣＣ４各组细
胞中各基因表达状况；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｃａｌ２７各组各因子表达情况；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＣＣ４各组各因子表达情况　

注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ．Ｃｏｎ，ＮＣ。

３　讨论

本研究发现在口腔鳞癌中下调 ＩＬ６基因表达
后，口腔鳞癌的细胞增殖、细胞侵袭及细胞迁移能力

均受到了明显的抑制，细胞周期发生了 Ｇ２期阻滞，
表明ＩＬ６基因的表达变化能够显著影响口腔鳞癌
的各种细胞表型，这提示 ＩＬ６基因可能与口腔鳞癌
的发生、发展密切相关，其可能在口腔鳞癌的发病过

程中起着关键作用。

在确认ＩＬ６基因表达变化能够影响口腔鳞癌
各细胞表型后，本研究根据 ＩＬ６基因表达下调后口
腔鳞癌细胞表型的变化情况，参考相关文献［６９］，选

取了 ＳＴＡＴ３、ＪＡＫ２、ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ等基因作为待选的 ＩＬ６可能调
控的下游通路基因作为研究对象。结果显示，在口

腔鳞癌中，ＩＬ６基因表达下调后，ＳＴＡＴ３、ＪＡＫ２、ＶＥＧ
ＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达均随
之明显下降，而ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因表达随之显著增加，
表明ＩＬ６基因与这些下游通路基因之间存在着动
态联系和密切相关性，ＩＬ６基因可能是通过调控这
些基因的表达而影响口腔鳞癌的各种细胞表型。

有研究发现ＩＬ６主要是靠激活 ＪＡＫ２和 ＳＴＡＴ３
使其发生磷酸化而发挥作用。当ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ３持
续激活即 ｐＪＡＫ２和 ｐＳＴＡＴ３表达持续升高，则会
造成下游相关的基因出现异常的高表达，从而促进

肿瘤细胞增殖，抑制凋亡，促进细胞的侵袭和迁移

等［１０１１］。例如Ｐｒａｓａｄ等［１２］报道活化的 ＳＴＡＴ３可以
通过调控Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＶＥＧＦ等基因而影响结肠癌细胞
周期及促进肿瘤血管生成；Ｔｓａｒｅｖａ等［１３］发现活化

的ＳＴＡＴ３和 ＪＡＫ２即 ｐＪＡＫ２／ｐＳＴＡＴ３可以通过调
控 ＭＭＰｓ来增强结肠癌细胞侵袭能力；Ｃｏｌｏｍｉｅｒｅ
等［１４］报道活化的ＳＴＡＴ３可以促进卵巢癌细胞 ＥＭＴ
表型转化，从而影响卵巢癌细胞的侵袭和迁移；

Ｓｕｌｋｏｗｓｋａ等［１５］报道ｐＳＴＡＴ３可以通过促进 ＢｃｌｘＬ
蛋白表达、抑制 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达而增强乳腺癌
细胞侵袭和转移能力。本课题研究结果显示，在人

口腔鳞癌中，发现ｐＳＴＡＴ３的表达与 ＩＬ６基因的表
达存在动态联系，因此，结合文献资料可以推测，在

ＩＬ６调控口腔鳞癌细胞表型的过程中，活化的
ＳＴＡＴ３即ｐＳＴＡＴ３是一个关键中继节点，ＩＬ６可能
就是通过活化 ＪＡＫ２，进而激活 ＳＴＡＴ３，进而影响下
游众多基因，从而影响口腔鳞癌的细胞增殖、侵袭以

及迁移。

·６９·
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本研究发现在口腔鳞癌中下调 ＩＬ６基因表达
后，细胞中ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达亦随
之明显下降。因此，根据前述的ＶＥＧＦＡ基因和Ｃｙｃ
ｌｉｎＢ１基因的功能，以及口腔鳞癌中 ＩＬ６基因表达
与ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１基因和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的动态联
系，推测ＩＬ６基因可能是通过 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信
号通路调控ＣｙｃｌｉｎＢ１基因、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因以及 ＶＥＧ
ＦＡ基因的表达，进而影响口腔鳞癌细胞周期和细胞
增殖。此外，ＭＭＰ２等可能也能够通过介导 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白外域脱落而减弱 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的作用。本
研究还发现在口腔鳞癌细胞中下调 ＩＬ６基因表达
后，细胞中 ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ基因表达随之明显下降，而
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因表达随之显著增加，因此可以推断，
ＩＬ６基因可能是通过ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路调
控ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ及 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因的表达，进而影
响口腔鳞癌侵袭和迁移。

综上所述，本研究发现在口腔鳞癌中下调 ＩＬ６
基因表达，可能诱导口腔鳞癌细胞周期发生 Ｇ２期
阻滞，并且显著抑制口腔鳞癌细胞的细胞增殖、细胞

侵袭及细胞迁移能力。进而探讨 ＩＬ６基因影响口
腔鳞癌细胞表型的具体作用机制，发现在口腔鳞癌

细胞中，ＩＬ６可能主要是通过 ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信
号通路发挥作用，其可能是通过活化 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３，
进而调控下游的 ＶＥＧＦＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＭＭＰ２、Ｓｎａｉｌ、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等基因，从而影响口腔鳞癌的各
种细胞表型。ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路可能与口
腔鳞癌的发生、发展密切相关，其可能在口腔鳞癌的

发病过程中起着关键作用，ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号
通路具有作为口腔鳞癌基因治疗靶点的潜在价值，

有必要进行更深入的研究。
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ｃｏｌ，２０１７，１２（８）：８７１．

［１３］ＴｓａｒｅｖａＳＡ，ＷａｇｎｅｒＳ，ＭüｌｌｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｃｅｌｌｃｏｎｔａｃｔｓｉｎｄｕｃｅ

ＳＴＡＴ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｈｒｏμｇｈａｎａｕｔｏｃｒｉｎｅ

ｓｔｉｍμｌａｔｉｏｎｌｏｏｐ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１１，１３７（５）：

８５７－８６３．

［１４］ＣｏｌｏｍｉｅｒｅＭ，ＷａｒｄＡＣ，ＲｉｌｅｙＣ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｓｓｔａｌｋｏｆｓｉｇｎａｌｓｂｅ

ｔｗｅｅｎＥＧＦＲａｎｄＩＬ６ＲｔｈｒｏμｇｈＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｍｅｄｉａｔｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，

２００９，１００（１）：１３４－１４４．

［１５］ＳｕｌｋｏｗｓｋａＵ，ＷｉｎｃｅｗｉｃｚＡ，ＫａｎｃｚμｇａＫｏｄａＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉ

ｓｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｗｉｔｈＳＴＡＴ３ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇμｌａｔｏｒｓ：Ｂａｋａｎｄ
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ｍｕｎｏｐｒｏｆｉｌｅ［Ｊ］．ＧｙｎｅｃｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１８，３４（２）：１７１－１７４．

（收稿日期：２０２１－１２－０３）

本文引用格式：仝向娟，周晓，钟慧，等．ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３对口腔
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２０２２，２８（１）：８９－９７．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．
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