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　　摘　要：　目的　本研究主要通过ｓｉＲＮＡ敲低喉癌细胞ＵＳＰ７表达后，检测经转录组测序筛选并与喉癌增殖、
迁移相关基因早期生长反应基因１（ＥＧＲ１）的表达，以了解其在喉癌发病机制中的作用。方法　设计特异性ｓｉＲＮＡ
序列，包装慢病毒并转染喉癌ＨＥｐ２细胞特异性敲低泛素特异性蛋白酶７（ＵＳＰ７）表达，再通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法从基因和蛋白质水平检测ＥＧＲ１的表达。结果　①ｓｉＲＮＡ敲低喉癌细胞中 ＵＳＰ７后，敲低组 ＵＳＰ７ｍＲＮＡ
表达显著降低，同时敲低组ＵＳＰ７蛋白也显著下降；②ＲＴＰＣＲ检测到敲低后的喉癌细胞 ＥＧＲ１ｍＲＮＡ表达上升，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到ＥＧＲ１蛋白质表达也呈上升；③ＣＣＫ８实验检测到敲低后的喉癌细胞较阴性对照组和空白组细
胞增殖能力明显下降；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测敲低组喉癌细胞迁移能力较阴性对照组和空白组明显下降。结论　在
ＵＳＰ７敲低后，ＥＧＲ１在基因和蛋白水平上升，表明在喉癌的发生过程中 ＵＳＰ７可能对 ＥＧＲ１的表达有抑制作用，因
此，ＵＳＰ７可能通过抑制ＥＧＲ１表达在喉癌发生发展过程中有一定作用，为喉癌的临床研究提供实验依据。
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　　头颈部肿瘤是世界上发病率排名第五的高发肿
瘤，且发病率在逐年增加［１］，而喉癌是耳鼻咽喉头

颈外科最常见的一种恶性肿瘤，占头颈部肿瘤的

２０％［２］，病理类型以鳞状细胞癌最为多见，少部分

为腺癌，其发生率男性高于女性，但每年女性患者的

比例在逐年上升，在我国以东北地区发病率最高，目

前认为吸烟和饮酒对喉癌的发生均有乘积效应，石

棉、多环芳烃、纺织粉尘、胃食管反流病［３］以及病毒

感染等都是喉癌发生的风险因素［４］。

鉴定喉癌发生过程中涉及的机制不仅可以为喉

癌的治疗寻找新的靶标，也可以为诊断和预后提供

参考证据。转录因子是在转录调节中起作用的细胞

蛋白，都是通过顺式作用元件发挥其抑制或诱导基

因表达的功能，主要根据它们与靶启动子序列的相

互作用模式分类，早期生长反应基因１（ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＥＧＲ１）ＥＧＲ１是转录调节因子的一种，其能
在有丝分裂原刺激后在细胞中表现出Ｆｏｓ样诱导动
力学，与正常细胞相比，在肿瘤细胞中ＥＧＲ１表达量
很低甚至不表达［５］。前期实验已证明泛素特异性

蛋白酶７（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ７，ＵＳＰ７）在喉癌
中的表达及临床意义以及脂质体转染 ｓｉＲＮＡ敲低
ＵＳＰ７后对喉癌细胞的增殖、迁移和凋亡的影响［６］。

并将敲低ＵＳＰ７后的喉癌细胞通过转录组测序技术
筛选出差异性表达基因［７］，但是目前在喉癌中尚未

见ＵＳＰ７和ＥＧＲ１相关性的报道，本实验拟检测经
转录组测序筛选后的与喉癌增殖、迁移相关基因

ＥＧＲ１的表达并进一步探讨在喉癌细胞中 ＵＳＰ７与
ＥＧＲ１之间的关系，以寻找在喉癌中存在的可能的
分子治疗靶标。

１　材料与方法

１．１　细胞株与主要试剂
ＨＥｐ２细胞购自 Ｂｏｓｔｅｒ生物工程有限公司，

ＤＭＥＭ培养基，胎牛血清，青霉素 －链霉素双抗，胰
酶均购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，病毒载体 ＵＳＰ７ｓｉＲＮＡ
片段，病毒载体 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ片段购自上海吉玛
生物制药有限公司，兔抗人 ＵＳＰ７多克隆抗体，山羊
抗兔ＩｇＧ二抗购自美国ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司，兔抗
人ＥＧＲ１多克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司，ＵＳＰ７上下
游引物，ＥＧＲ１上下游引物均购自生工生物工程（上
海）股份有限公司，逆转录试剂盒购自赛默飞世尔

科技（中国）有限公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自上海联迈生
物工程有限公司，ＣＣＫ８试剂盒，ＥＣＬ化学发光超敏

试剂盒，ＲＩＰＡ裂解液均购自中国碧云天生物技术公
司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ生物科技有限
公司，结晶紫购自北京索莱宝科技有限公司。

１．２　仪器
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳仪，转膜仪，成像仪，酶标仪均

购自美国 ＢＩＯＲＡＤ公司，ＰＣＲ仪购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司，倒置荧光显微镜购自德国Ｌｅｉｃａ公
司，－８０℃冰箱购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．３　细胞培养及转染

ＨＥｐ２细胞用含 １０％胎牛血清，１％青霉素 －
链霉素双抗的ＤＭＥＭ培养基于３７℃、５％ ＣＯ２的孵
箱中进行培养，收集成对数生长期细胞以２１０５／孔
细胞接种于６孔板中，继续培养２４ｈ，当细胞融合度
约２０％～３０％时，加入ｓｉＲＮＡＵＳＰ７慢病毒、阴性对
照病毒、空白组不加任何东西，继续培养８ｈ后更换
培养基。７２ｈ后观察荧光表达量，转染率大于
９０％，继续培养，根据后续实验要求提取 ＲＮＡ及蛋
白质。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＵＳＰ７及ＥＧＲ１蛋白的表达
ＲＩＰＡ细胞裂解液裂解已转染的 ＨＥｐ２细胞，

提取总蛋白，并用 ＢＳＡ检测总蛋白浓度，取１００μｇ
蛋白进行变性，１０％分离胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，将
目标蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上。用 ＴＢＳＴ液洗膜
５ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，加入ＵＳＰ７及ＥＧＲ１抗
体（１∶１５００），４℃摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜５次，每
次１０ｍｉｎ，加入山羊抗兔ＩｇＧ二抗，室温摇床上孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５次，每次１０ｍｉｎ。显影曝光，用Ｉｍ
ａｇｅＬａｂ图像分析系统对蛋白条带灰度值进行分析。
１．５　ＱＰＣＲ检测ＵＳＰ７及ＥＧＲ１ｍＲＮＡ的表达

Ｔｒｉｚｏｌ试剂裂解已转染的 ＨＥｐ２细胞，提取总
ＲＮＡ，用琼脂糖凝胶电泳实验检测 ＲＮＡ质量，用逆
转录试剂盒将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，根据ＰＣＲ反应
体系进行配制预混液，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪上设置
ＰＣＲ反应条件：预变性，变性，退火，延伸，熔解，降
温，分析ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ的扩增曲线和溶解曲线，采
用２－ΔΔＣＴ法进行相对定量分析，观察ＵＳＰ７、ＥＧＲ１的
表达情况。

１．６　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖
设置实验组（ＵＳＰ７阻低组）、阴性对照组、空白

组，９６孔板中进行细胞培养及转染，每组设置５个
复孔。分别于转染后 ２４、４８、７２ｈ每孔加入 ＣＣＫ８
试剂１０μＬ，避免产生气泡，然后将细胞放入ＣＯ２培
养箱孵育１．５ｈ，酶标仪检测４５０ｎｍ波长的吸光度
值，分析细胞增殖情况。

·４２５·
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１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移
将转染后的 ＨＥｐ２细胞饥饿 １２～２４ｈ，Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室放入２４孔板中，将转染后的 ＨＥｐ２细胞
以每孔５０１０４个接种到小室，下室加入６００μＬ完
全培养基，继续培养２４ｈ，用 ＰＢＳ洗２次，甲醛固定
３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗２次，甲醇透明２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
２次０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ，棉签轻轻搽去上层未
迁移细胞，显微镜下观察计数小室下层细胞。

１．８　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，计量资

料两组间比较先进行方差齐性Ｌｅｖｅｎｅ检验，符合正
态分布用 珋ｘ±ｓ表示，各组间均数比较采用 ｔ检验，
不符合正态分布数据采用秩和检验，检验水准 α＝
０．０５，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞转染结果
细胞转染７２ｈ后，荧光倒置显微镜下观察同一

视野下白光和荧光细胞数目，实验组、阴性对照组转

染率均达到９０％以上，ＵＳＰ７敲低建模成功后才可
进行下一步实验，见图１。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

采用ＩｍａｇｅＪ软件测量灰度值进行相对定量分

析，ＵＳＰ７和 ＥＧＲ１蛋白的相对表达量见图 ２、３。
ＳｉＲＮＡＵＳＰ７慢病毒在喉癌 ＨＥｐ２细胞中成功敲低
ＵＳＰ７的表达后验证到ＥＧＲ１表达上升。
２．３　总ＲＮＡ质量检测

总ＲＮＡ提取后，琼脂糖凝胶电泳结果如图４所
示，空白组、阴性对照组及实验组２８ｓ、１８ｓ、５ｓＲＮＡ
３条带集中，无拖尾现象等，表示总 ＲＮＡ提取的质
量合格，可以进入下一步的实验。

２．４　ＲＴＰＣＲ结果
慢病毒转染后，提取实验组、阴性对照组、空白

组 细 胞 的 ＲＮＡ，通 过 ＲＴＰＣＲ 检 测 ＵＳＰ７、
ＥＧＲ１ｍＲＮＡ的表达水平，各组细胞 ＵＳＰ７、ＥＧＲ１
ｍＲＮＡ的ＰＣＲ扩增及相对表达量见图 ５、６。采用
２－ΔΔＣＴ法对各组进行相对定量分析，结果显示在敲
低ＵＳＰ７表达后的细胞中检测到 ＥＧＲ１表达量较空
白组及阴性对照组均升高。

２．５　ＣＣＫ８实验检测ＵＳＰ７敲低后喉癌细胞增殖能力
转染后２４、４８、７２ｈ后各组喉癌细胞增殖情况

见图７，阴性对照组和空白组在２４、４８、７２ｈ差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），实验组和空白组在２４、
４８、７２ｈ差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测敲低 ＵＳＰ７后喉癌细胞迁
移能力

ＨＥｐ２细胞穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室膜的细胞见图８、９，

图１　同一视野下ＵＳＰ７实验组、阴性对照组细胞的转染率　（荧光 ×２００）　Ａ：普通光学显微镜；Ｂ：荧光显微镜下实验组细
胞；Ｃ：荧光显微镜下阴性对照组细胞

空白组 阴性对照组 实验组

!"#$

%&'(

!!)*+,-

(./ 01

$2 01

3. 01

. 45 46

#78982

#:8982

(92

(98

892

898

%
&
'
(
;
<
=
+
>
,
-

#78982

#:8982

893

894

89.

89(

898

!
"
#
$
;
<
=
+
>
,
-

空白组 阴性

对照组

实验组 空白组 阴性

对照组

实验组
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空白组 阴性对照组 实验组

图４　总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果

先于１０倍镜下观察视野中细胞数量，２０倍镜下随
机选取５个视野计算平均值即为迁移细胞个数，数
据显示空白组、阴性对照组、实验组细胞数分别为

１４２±２．８２、１２４．６±８．９６、３２．４±９．７０。阴性对照组
和空白组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），实验
组和空白组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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　　图６　ＵＳＰ７及ＥＧＲ１ｍＲＮＡ表达水平　６Ａ：为各组中ＵＳＰ７ｍＲＮＡ相对表达量；６Ｂ：为各组中ＥＧＲ１ｍＲＮＡ相对表达量　
　　图７　ＣＣＫ８实验检测不同时段ＵＳＰ７敲低后喉癌细胞增殖情况

空白组 阴性对照组 实验组

图８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测喉癌细胞的迁移能力　（结晶紫 ×２００）
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图９　喉癌细胞的迁移能力柱状图

３　讨论

目前喉癌的诊断方式有电子纤维喉镜检查、颈

部ＣＴ扫描以及金标准组织病理检查共同诊断。治
疗目标是治疗癌症、保留喉功能、最大限度的提高患

者生活质量［８］。但约６０％确诊喉癌时已是Ⅲ期或
Ⅳ期［４］。此时癌细胞已发生深部侵袭、远处转移或

淋巴结转移，目前治疗方案有喉切除，单纯同步放化

疗，全喉切除＋颈淋巴结清扫＋放化疗，ＴＰＦ诱导化
疗＋同步放疗联合，靶向治疗＋同步放化疗联合，微
波热疗＋放疗，基因治疗等治疗手段［９］，但总体疗效

仍较差，其５年生存率约为６０．７％［８］，患者生存质

量差，对患者的生理、心理以及经济等方面［１０］均造

成很大影响。由于喉部在发声、吞咽功能以及生活

质量方面有重要作用，因此对喉癌的研究具有重要

的社会意义［８］。

随着分子生物学的逐渐成熟，越来越多的研究

证实肿瘤的发生发展与许多基因表达异常相关，认

为肿瘤细胞生长的调节取决于许多基因家族，如原

癌基因、抑癌基因、细胞生长因子、生长因子受体以

及立即早期转录因子。ＵＳＰ７是去泛素化蛋白酶家
族一员，已在前期研究中被证明在喉癌的进展中作

为癌基因发挥作用。ＥＧＲ１是转录调节因子的一
种，其结构域由３个锌指结构Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２，经最简单的
ββα折叠后形成，其能在有丝分裂原刺激后在成纤
维母细胞、上皮样细胞和淋巴细胞中表现出 Ｆｏｓ样
诱导动力学，其细胞遗传学位置位于５ｑ３１．２，与正
常细胞相比，在肿瘤细胞中 ＥＧＲ１表达量很低甚至
不表达，已有研究证明外源性 ＥＧＲ１在人各种肿瘤
细胞中的表达显著降低了肿瘤细胞的生长致癌性，

相反，反义 ＲＮＡ抑制内源性 ＥＧＲ１表达，促进细胞
生长和转化。ＥＧＲ１基因产物直接调控转化生长因
子β１（ＴＧＦβ１）基因的表达，并在细胞模型中发现

ＥＧＲ１通过诱导 ＴＧＦβ１抑制人类肿瘤生长［８］。大

量研究已证明ＥＧＲ１属于立即早期基因（ＩＥＧ）家族
编码转录因子，在目前已报道的研究中既可作为肿

瘤抑制因子也可作为致癌因子，但其在喉肿瘤的表

达尚未见报道［１１］。

ＥＧＲ１是一种多功能转录因子，可以作为一种肿
瘤抑制基因，直接调节 ｐ５３／ＴＰ５３，ＰＴＥＮ和 ＴＧＦβ１
表达。在体内和体外模型中，细胞内 Ｃａ２＋增加是导
致细胞凋亡的核心过程。ｐ５３对细胞内Ｃａ２＋的升高
具有诱导作用，研究发现 ＥＧＲ１通过直接结合并转
录激活下游标靶基因 ｐ５３启动子，诱导 ｐ５３表达增
加从而导致细胞凋亡［１２］。并且，在动物模型的研究

中发现原代小鼠胚胎成纤维细胞中ＥＧＲ１经电离辐
射后ｐ５３水平增高导致细胞凋亡增加，ＥＧＲ１促凋亡
的功能主要体现在 ＥＧＲ１靶基因 ＲＢ１与 ＭＤＭ２（鼠
双微体蛋白 ２）结合以防止 ＭＤＭ２介导的 ｐ５３降
解［１３］。同时亦有研究者通过对肝细胞癌基因芯片

数据分析得出 ＥＧＲ１在肝癌细胞中表达下调，与其
预后相关［１４］。ＴＧＦβ是一种能在多种细胞类型中
控制细胞增殖、分化以及其他功能的肽类，ＴＧＦβ的
活化可导致细胞凋亡，而信号失调则能增加肿瘤细

胞转移机率。ＴＧＦβ１通常对上皮来源的细胞有抑
制作用，但对某些间叶细胞则有刺激或促进作用。

反过来，ＴＧＦβ１的表达受到几种富含 ＧＣ的元件的
调节，这表明ＥＧＲ１可能通过刺激ＴＧＦβ１的分泌发
挥抑制生长作用，其反过来充当自分泌或旁分泌剂

以抑制增殖。已有研究表明外源性 ＥＧＲ１的表达显
著降低了人纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞的生长和致瘤
性，ＨＴ１０８０细胞稳定表达 ＥＧＲ１导致 ＴＧＦβ１分
泌增加并且表现出与ＥＧＲ１表达量成比例的生长抑
制。相反地通过在 ＨＴ１０８０细胞中增加抗 ＴＧＦβ１
抗体能完全逆转稳定表达的ＥＧＲ１对细胞的生长抑
制作用，这些结果表明 ＥＧＲ１是控制生长调节分子
ＴＧＦβ１的表达的一种潜在调节机制［８］。ＥＧＲ１在
食管癌中的高表达则可能对于维持染色质稳定、抑

制细胞增殖、促进细胞分化和凋亡有重要作用，并且

能通过激活细胞周期蛋白Ｄ１促进细胞从Ｇ０／Ｇ１期
进入 Ｇ２／Ｍ期，进而调节细胞生长分化达到抑制食
管癌进展的作用［１５］。ＥＧＲ１能促进骨髓细胞系分
化，ＥＧＲ１缺失与急性髓系白血病相关［１６］。

差异性显示是一种筛选差异性表达的新型肿瘤

抑制基因的方法，主要用于筛选在正常细胞中表达

而在肿瘤细胞中减少或丢失的基因。Ｓａｇｅｒ等［１７］提

出将癌症相关基因细分为突变或缺失的基因（Ｉ类）
·７２５·
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和调节中改变的基因（ＩＩ类），从癌症治疗角度看，
Ｉ类和ＩＩ类之间的区别有重大意义，纠正Ｉ类基因突
变或丢失的治疗方法是基因置换或填补基因缺陷的

方法，即从基因治疗方面入手将新的遗传物质重新

载入细胞内，从而达到治疗肿瘤的目的。相反，ＩＩ类
基因的治疗方法是再表达，如可以通过合适的代谢

物或逆转异常调节的药物进行治疗，而不必替换间

接参与的突变基因。Ｈｕａｎｇ等［１８］在对乳腺癌的研

究中提出ＥＧＲ１具有肿瘤抑制特性，属于 ＩＩ类肿瘤
抑制基因的类型。并且发现与正常乳腺细胞相比，

乳腺癌细胞中 ＥＧＲ１表达下降或不表达，并且表达
的ＥＧＲ１能降低癌细胞的转移和转化能力，通过外
源性药物处理后使小鼠乳腺肿瘤中的低表达的

ＥＧＲ１水平上升，从而得出结论 ＥＧＲ１表达丧失可能
使肿瘤生长的失调并且 ＥＧＲ１充当肿瘤抑制基因。
有学者［１９］在对胶质母细胞瘤细胞系的研究中发现

ＥＧＲ１基础表达几乎不可检测，其主要是通过 ＡＲＦ
ＭＤＭ２ｐ５３途径发挥抑制作用，ＥＧＲ１蛋白作为 ｐ５３
或ＴＧＦβ受体，特异性地结合人 ＴＧＦβ１启动子的
ＧＣＥ位点，ＥＧＲ１的再表达促进 ＴＧＦβ１表达增加和
分泌，并且证明在Ｕ２５１细胞系中ＥＧＲ１表达致细胞
生长速率下降，是胶质瘤进展期间被抑制的目

标［２０］。Ｋｉｍ等［２１］发现在鼻咽癌组织与正常鼻咽组

织相比 ＥＧＲ１表达是下降的，并且揭示了 ＥＧＲ１在
鼻咽癌ＰＦＳ（无进展生存期）和 ＯＳ（总生存期）中的
阳性诊断意义。电离辐射暴露与某些编码转录因子

的早期立即基因的激活有关，如ＪＵＮ、ＦＯＳ和早期生
长反应家族基因。另有学者［２２］发现ＥＧＲ１是在辐射
诱导传导信号的关键基因，其包含有辐射诱导的

ＤＮＡ序列，介导的响应电离辐射的靶基因均为凋亡
基因的效应器如：ＴＮＦα、ｐ５３、Ｒｂ和 Ｂａｘ，从而通过
消除诱导的辐射抗性而导致肿瘤细胞生长停滞或凋

亡。该研究发现ＥＧＲ１敲低抑制了辐射诱导的细胞
凋亡，得出在喉癌患者中 ＥＧＲ１可能与经放化疗诱
导细胞凋亡后喉功能保存呈正相关，因此，表明

ＥＧＲ１可作为喉咽部肿瘤接受放、化疗治疗敏感性
的有效生物学指标［２３］。本实验经 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ方法从基因和蛋白水平检测出在阻低 ＵＳＰ７后
的喉癌细胞中ＥＧＲ１表达上升，因此我们推测ＥＧＲ１
在喉癌的发生发展过程中发挥抑癌因子作用。

综上所述，本实验发现，经慢病毒 ＵＳＰ７敲低后
喉癌细胞的增殖和迁移能力较空白组喉癌细胞增殖

和迁移能力明显下降，同时敲低后细胞组中 ＥＧＲＩ
表达较空白组基因及蛋白量表达上升，因此，我们推

测ＥＧＲ１可能作为肿瘤抑制基因在喉癌细胞增殖及
迁移方面发挥作用，因此在未来喉癌的治疗中可以

从基因治疗方面进一步研究设计提高 ＥＧＲ１的表
达，为喉癌的治疗及改善喉癌预后等方面提供实验

依据。
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