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　　摘　要：　目的　探讨长链非编码ＲＮＡＨＬＡ复合物１１组（ｌｎｃＲＮＡＨＣＧ１１，简称ＨＣＧ１１）对ＨＥｐ２喉癌细胞恶
性生物学行为的影响及机制。方法　利用质粒转染技术将人喉表皮样癌ＨＥｐ２细胞分为ＨＣＧ１１对照组和过表达
组，人鼻咽上皮ＮＰ６９细胞作为正常组；采用定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）检测ＨＣＧ１１在３组细胞中表达情况。通
过克隆形成实验检测ＨＥｐ２细胞生长；划痕实验检测 ＨＥｐ２细胞迁移；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色检测 ＨＥｐ２细胞凋亡；
ＤＣＦＨＤＡ荧光探针染色检测ＨＥｐ２细胞内活性氧（ＲＯＳ）；透射电镜观察细胞内线粒体形态；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞
中ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２蛋白表达。结果　ｑＰＣＲ结果显示，喉癌细胞比正常细胞 ＨＣＧ１１水平表达更
低，且成功构建喉癌细胞ＨＣＧ１１过表达模型。与对照组比较，ＨＣＧ１１过表达组ＨＥｐ２细胞增殖、迁移及凋亡均被
抑制（Ｐ＜０．０５）；细胞内ＲＯＳ水平升高（Ｐ＜０．０５）；细胞内线粒体形态受损；细胞ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白
水平升高，ｐ６２蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬｎｃＲＮＡＨＣＧ１１在ＨＥｐ２喉癌细胞中表达下调，ＨＣＧ１１过表达可
抑制ＨＥｐ２喉癌细胞增殖、迁移及凋亡，其机制可能与激活ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路，从而调控细胞内线粒体发生过
度自噬相关。
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＨＣＧ１１ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＨＥｐ２ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＨＣＧ１１ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＥｐ２ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ
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　　喉黏膜细胞在持续致癌因素影响下可能发展成
肿瘤。喉癌为上呼吸道常见恶性肿瘤之一，占头颈

肿瘤的３０％。其类型多样，以鳞状细胞癌为主，还
包括腺癌和未分化癌等［１］。目前，喉癌治疗主要依

赖手术，配合放疗、化疗及免疫治疗。早期症状常不

明显，导致许多患者在晚期才被诊断［２］。研究显示，

喉癌患者５年生存率大约为６４．２％［３］。喉癌的出现

或许与基因表达或功能改变相关，这些变异可能导致

细胞生理功能失常，进而推动肿瘤的生长与进展。长

链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）根据
与编码基因的相对位置，分为反义、基因间、内含子和

重叠类型［４］。研究显示，这些ｌｎｃＲＮＡｓ在癌变细胞和
组织中常异常表达，影响基因表达，进而促成肿瘤的

发展。ＨＬＡ复合物 １１组（ＨＬＡｃｏｍｐｌｅｘ１１ｇｒｏｕｐｓ，
ＨＣＧ１１）基因位于６号染色体，其异常表达见于多种
肿瘤，发挥的作用也不同［５６］，其转录产生的是一种

ｌｎｃＲＮＡ。ｌｎｃＲＮＡＨＣＧ１１（以下简称 ＨＣＧ１１）本身不
编码蛋白质，而是直接以ＲＮＡ分子的形式发挥功能。
研究显示，喉癌中ＨＣＧ１１表达下降，而过表达ＨＣＧ１１
能抑制ＳＮＵ４６、ＳＮＵ８９９、ＡＭＣＨＮ８细胞增殖，促进其
凋亡［７］。然而，ＨＣＧ１１的表达在喉癌细胞中作用机
制尚不明确。本研究在此基础上，拟通过细胞内线粒

体自噬途径探讨ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２喉癌细胞恶性生物
学行为的影响及机制。

１　材料

１．１　细胞株及主要药品与试剂
人喉表皮样癌细胞 ＨＥｐ２和人鼻咽上皮细胞

ＮＰ６９由上海中科院细胞库提供。胎牛血清、ＤＭＥＭ
培养基血清和抗生素购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；转染试
剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂、一步法逆转录试剂盒及定量聚合酶链式
反应（ｑＰＣＲ）试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ公司；质粒提取
试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒购自碧云天公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒购自美国ＢＤ
公司；活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试
剂盒购自上海碧云天公司；一抗 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３
Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２、βａｃｔｉｎ购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；二抗购
自ＡｆｆｉｎｔｉｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。

１．２　仪器
Ｄ３０２４型台式高速微量冷冻离心机购自大龙兴

创实验仪器公司；ＰｏｗｅｒＰａｃ型基础电泳仪电源购自
美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞分析仪购自
贝克曼库尔特生命科学；ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时 ＰＣＲ系
统购自美国ＡＢＩ公司；ＥＣＬＩＰＳＥ型倒置式生物显微
镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司。

２　方法

２．１　细胞转染及分组
将ＨＥｐ２细胞接种于６孔板，用含１０％血清的

ＤＭＥＭ培养至贴壁。过表达载体（ｐｃＤＮＡＨＣＧ１１）由
上海吉玛公司制备提供。按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
说明书，随后用ｃＤＮＡ质粒进行瞬时转染记为过表达
组，无质粒转染记为对照组，６ｈ后ｑＰＣＲ检测。
２．２　ｑＰＣＲ检测细胞中ＨＣＧ１１ｍＲＮＡ表达水平

使用ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总ＲＮＡ，并用ＮａｎｏＤｒｏｐ检
测其浓度与纯度。随后，ＲＮＡ在４０℃下变性６０ｍｉｎ、
２５℃下５ｍｉｎ、８５℃下５ｍｉｎ转化为 ｃＤＮＡ。以ｃＤ
ＮＡ为模板，依据ｑＰＣＲ试剂盒说明进行ＨＣＧ１１表达
定量，包括９５℃变性１５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１０ｓ，循环３０次。实验以内参 βａｃｔｉｎ为对照，重复
３次，并采用２－ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ水平。ＨＣＧ１１的
正 义 链 引 物 序 列 为：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵ
ＣＡＣＧＵＴＴ３′，反义链引物序列为：５′ＧＣＣＡＧＡＡＵ
ＧＵＵＣＣＵＡＵＵＵＡＴＴ３′。ＮＰ６９细胞与对照组细胞同
等操作记为正常组并分析其与喉癌细胞 ＨＣＧ１１表
达差异（每组细胞为５个复孔）。
２．３　克隆形成实验

将对照组和过表达组处于对数生长期的ＨＥｐ２
细胞按照１×１０４个细胞／孔的密度接入６孔板中，
每隔７２ｈ换一次培养液，培养２周后，ＰＢＳ冲洗细
胞，加入甲醇固定后，结晶紫染色，倒置光学显微镜

观察细胞克隆数目，评估细胞增殖情况（每组细胞

为５个复孔）。
２．４　细胞划痕愈合实验

对照组和过表达组ＨＥｐ２细胞按每孔４×１０５个
的密度铺于６孔板，细胞铺满后，以直径为基准进行
垂直划痕操作。随后，ＰＢＳ清洗３次以清除游离细

·７２·
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胞。更换为不含血清的ＤＭＥＭ培养基２ｍＬ。在０、
３６ｈ两个时间点，对划痕区域进行显微镜拍照，利
用图像分析软件测量划痕宽度变化。迁移能力通过

以下公式计算划痕愈合率：［（初始宽度 －３６ｈ宽
度）／初始宽度］×１００％。
２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡

取对照组和过表达组的 ＨＥｐ２细胞培养３６ｈ
后等浓度的细胞悬液，即对照组和过表达组。按

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒说明书步骤处理
细胞后，室温避光孵育１０ｍｉｎ后上流式细胞分析仪
检测。

２．６　ＤＣＦＨＤＡ荧光探针染色检测细胞内ＲＯＳ水平
对照组和过表达组的ＨＥｐ２细胞培养３６ｈ后，

按活性氧检测试剂盒说明书装载探针，无血清配培

养基洗净残余探针；４８８ｎｍ激发波长，５２５ｎｍ发射
波长，荧光显微镜下观察各组细胞内 ＲＯＳ荧光强
度，拍照记录。

２．７　透射电镜观察细胞内线粒体
对照组和过表达组ＨＥｐ２细胞培养３６ｈ后，倒

去培养液，加入２．５％戊二醛，４℃固定１５ｍｉｎ，用细
胞刮刀刮下，离心收集（固定液保留），于４℃保存
运输，送样检测。检测步骤：样本首先经过乙醇浓度

梯度脱水，随后被环氧树脂包埋。染色阶段，切片先

后用醋酸铀和柠檬酸铅处理，染色后的切片通过透

射电镜观察，以观察细胞内线粒体的超微结构变化。

２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
对照组和过表达组预冷的 ＰＢＳ漂洗２次后，加

入预冷的裂解缓冲液，用细胞刮刀刮擦细胞，将细胞

悬液转移到预冷的小离心管中。４℃条件下持续振
摇３０ｍｉｎ后离心取上清。经 ＳＤＳＰＡＧＥ转移至
ＰＶＤＦ膜，并用５％脱脂奶粉室温封闭。４℃孵育一
抗 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２过夜，室温下
二抗孵育２ｈ。凝胶成像系统用于完成显影步骤，随
后使用ＩｍａｇｅＪ１．８．０软件对条带进行灰度值分析，
结果为与βａｃｔｉｎ的比值。
２．９　统计学方法

利用 ＳＰＳＳ２４．０软件进行数据分析。数据以
珋ｘ±ｓ形式表示。两组间数据比较采用 ｔ检验；多组
数据比较采用单变量方差分析，组间比较采用

Ｔｕｋｅｙ检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

３　结果

３．１　各组细胞ＨＣＧ１１表达情况
ｑＰＣＲ结果显示，与对照组细胞比较，正常组和

过表达组细胞中 ＨＣＧ１１表达水平均升高（Ｐ＜

０．０５）。见表１。

表１　各组细胞ＨＣＧ１１表达水平比较　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＨＣＧ１１
对照组（ＨＥｐ２细胞） １．００±０．０５
正常组（ＮＰ６９细胞） ２．２６±０．１１
过表达组（ＨＥｐ２细胞） ２．７３±０．１１
Ｆ ４４２．４２３
Ｐ ０．０００

　　注：ＨＣＧ１１（ＨＬＡ复合物１１组）。下同。

３．２　ＨＣＧ１１过表达对ＨＥｐ２细胞生长的影响
克隆形成实验结果显示，过表达组的克隆形成

率为（２４．１３±２．６７）％，与对照组细胞（５５．６８±
７．０１）％比较，ＨＣＧ１１过表达组细胞的克隆形成率
显著被抑制，差异具有统计学意义（ｔ＝９．４０２，Ｐ＝
０．００３）。见图１。
３．３　ＨＣＧ１１过表达对ＨＥｐ２细胞迁移的影响

细胞划痕愈合实验结果显示，过表达组的细胞划

痕愈合率为（３２．３３±１．７０）％，与对照组（７２．８９±
５．３７）％比较，培养３６ｈ后ＨＣＧ１１过表达组细胞的
细胞划痕愈合率显著减少，差异具有统计学意义

（ｔ＝１６．１０１，Ｐ＝０．０４３）。见图２。
３．４　ＨＣＧ１１过表达对ＨＥｐ２细胞凋亡的影响

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色结果经流式细胞仪显示，过
表达组ＨＥｐ２细胞凋亡率为（２０．０２±２．４１）％，与
对照组（６．４８±０．６７）％比较，ＨＣＧ１１过表达组细胞
的凋亡率显著增加，差异具有统计学意义（ｔ＝
－１２．０８５，Ｐ＝０．０１９）。见图３。
３．５　ＨＣＧ１１过表达对 ＨＥｐ２细胞内 ＲＯＳ水平的
影响

ＤＣＦＨＤＡ荧光染色结果显示，过表达组 ＨＥｐ２
细胞内 ＲＯＳ水平为（３９．２６±４．８７）％，与对照组
（４．６６±０．９０）％比较，ＨＣＧ１１过表达组细胞内ＲＯＳ
水平显著增加，差异具有统计学意义（ｔ＝－１５．６１０，
Ｐ＝０．０１８）。见图４。
３．６　ＨＣＧ１１过表达对ＨＥｐ２细胞内线粒体的影响

透射电镜结果图显示，对照组线粒体呈椭圆形

或细长形状，嵴表现清晰且结构稳定；过表达组线粒

体形状变得不规则，失去正常的椭圆形或细长形结

构，嵴变得模糊、减少或消失且结构紊乱。见图５。
３．７　ＨＣＧ１１过表达对ＨＥｐ２细胞线粒体自噬途径
蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组细胞比较，
ＨＣＧ１１过表达组细胞 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
蛋白表达水平均升高，ｐ６２蛋白表达水平降低（Ｐ＜
０．０５）。见图６、表２。

·８２·



韩海平，等：过表达ｌｎｃＲＮＡＨＣＧ１１调控线粒体自噬抑制喉癌细胞恶性生物学行为的机制研究 第４期　

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

&''()*' +!"#$%

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

&''()*' +!"#$%

,
-

!"

%

!"

$

!"

#

!"

!

!"

"

,
-

!"

%

!"

$

!"

#

!"

!

!"

"

图１　过表达ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２细胞生长的影响　（结晶紫 ×４００）　１ａ：对照组ＨＥｐ２细胞克隆形成；１ｂ：过表达组 ＨＥｐ２细
胞克隆形成　　图２　过表达ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２细胞迁移的影响　２ａ、ｂ：对照组ＨＥｐ２细胞０、３６ｈ时间点划痕愈合；２ｃ、ｄ：过
表达组ＨＥｐ２细胞０、３６ｈ时间点划痕愈合　　图３　过表达ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２细胞凋亡的影响　３ａ：对照组ＨＥｐ２细胞流式
仪分析凋亡水平；３ｂ：过表达组 ＨＥｐ２细胞 ＨＥｐ２细胞流式仪分析凋亡水平　　图４　过表达 ＨＣＧ１１对 ＨＥｐ２细胞内 ＲＯＳ
水平的影响　（ＤＣＦＨＤＡ荧光 ×４００）　４ａ：对照组ＨＥｐ２细胞荧光染色；４ｂ：过表达组ＨＥｐ２细胞ＨＥｐ２细胞荧光染色　　
图５　过表达ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２细胞内线粒体的影响　（醋酸铀和柠檬酸铅 ×１００００）　５ａ：对照组 ＨＥｐ２细胞超微结构；
５ｂ：过表达组ＨＥｐ２细胞超微结构　注：ＲＯＳ（活性氧）。
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图６　过表达ＨＣＧ１１对ＨＥｐ２细胞线粒体自噬途径蛋白表
达的影响　ａ：对照组 ＨＥｐ２细胞 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３
Ⅰ、ｐ６２蛋白表达；ｂ：过表达组 ＨＥｐ２细胞 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２蛋白表达

表２　两组ＨＥｐ２细胞ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、
ｐ６２蛋白表达水平比较　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｐ６２
对照组 ０．３３±０．０３ ０．１３±０．０２ ０．４７±０．０６ ０．９７±０．０７
过表达组 １．１９±０．１３ ０．８２±０．０７ １．０１±０．１２ ０．２０±０．０２
ｔ －１４．６６８ －２０．７７０ －８．７２３ ２２．７６５
Ｐ ０．０２７ ０．０４５ ０．０３８ ０．０３３

４　讨论

喉癌作为一种头颈部恶性肿瘤，发病机制复杂。

家族遗传被视为独立风险因素之一［８］。基因突变

或异常表达与喉癌发生紧密联系，影响细胞增殖、凋

亡和修复，增加癌变可能［９］。ＬｎｃＲＮＡ参与肿瘤发
展，机制包括剪接调节、与 ｍｉＲＮＡ和蛋白互作及遗
传变异，是肿瘤诊疗的潜在靶标。ＨＣＧ１１是位于
６Ｐ２２．２染色体 ＭＨＣＩ区域附近，属于 ＨＣＧ家
族［１０１１］。研究指出，与正常个体相比，胶质瘤患者

体内 ＨＣＧ１１含量减少，而 ＨＣＧ１１含量较高的患者
生存率更佳［１２］。同样，在喉癌样本和细胞中，

ＨＣＧ１１的表达也呈现下降趋势［７］。本研究结果显

示，喉癌细胞 ＨＥｐ２较正常鼻咽上皮细胞 ＮＰ６９的
ＨＣＧ１１基因表达水平显著降低。同时，本研究还观
察到ＨＣＧ１１过表达的 ＨＥｐ２喉癌细胞较对照组细
胞增殖、迁移及凋亡均被抑制。这与之前研究结果

基本一致，提示ＨＣＧ１１过表达可抑制喉癌细胞恶性
生物学行为。然而，ＨＣＧ１１对人喉表皮样癌 ＨＥｐ２

·９２·
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细胞恶性生物学行为机制尚不明确。

线粒体是双层膜结构的能量中心，负责细胞有

氧呼吸和ＡＴＰ生成。它们还参与钙平衡、ＲＯＳ生成
及细胞生死信号转导。细胞通过信号通路维持线粒

体平衡，损伤过度则触发线粒体自噬进行降解［１３］。

线粒体自噬是一种自噬形式，负责清除受损线粒体

以维持其平衡。功能失调时，会导致异常线粒体增

多和 ＲＯＳ积累，这不仅损害线粒体，还可能引发炎
症和细胞凋亡［１４］。本研究ＤＣＦＨＤＡ荧光染色结果
表明，与对照组中 ＨＥｐ２喉癌细胞比较，ＨＣＧ１１过
表达组喉癌细胞中 ＲＯＳ水平显著提高。该结果提
示ＨＣＧ１１过表达可促进细胞内 ＲＯＳ大量生成，可
能导致胞内线粒体受损。为进一步探究 ＨＥｐ２喉
癌细胞内线粒体情况，本研究透射电镜结果显示，

ＨＣＧ１１过表达组 ＨＥｐ２喉癌细胞中线粒体形态不
规则，出现更多受损的线粒体。结果提示，ＨＣＧ１１
过表达可使喉癌细胞线粒体受损。

线粒体的自噬调控机制涉及微管相关蛋白１Ａ／
１Ｂ轻链３（ＬＣ３）家族蛋白。在喉癌中，ＬＣ３的表达
变化与线粒体自噬过程密切相关，可能影响肿瘤的

发展［１５］。当ＬＣ３表达异常时，线粒体的自噬功能可
能受损，进而导致线粒体数量和质量的变化，这些变

化在喉癌的发生和发展中起着关键作用［１６］。

ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ途径是线粒体自噬的关键路径，涉及
ＰＴＥＮ相关的假定激酶１（ＰＩＮＫ１）。线粒体受损时，
ＰＩＮＫ１在外膜积累并磷酸化自身及泛素，进而激活
Ｐａｒｋｉｎ。激活后，Ｐａｒｋｉｎ作为 Ｅ３泛素连接酶被招募
至受损线粒体，并促进外膜蛋白泛素化。泛素化完

成后，Ｐａｒｋｉｎ通过与 ＬＣ３接头蛋白结合，与 ＬＣ３协
同启动线粒体自噬［１７１８］。本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，与对照组比较，ＨＣＧ１１过表达组喉癌细胞中
ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达水平升高，
ｐ６２蛋白表达水平降低。结果提示，ＨＣＧ１１过表达
可调控喉癌细胞线粒体发生过度自噬。

综上所述，ｌｎｃＲＮＡＨＣＧ１１过表达可抑制 ＨＥｐ
２喉癌细胞增殖、迁移及凋亡，其机制可能与激活
ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通道，从而调控胞内线粒体发生
过度自噬相关。
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