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　　摘　要：　目的　探讨角蛋白４（ＫＲＴ４）过表达对喉癌细胞活力、增殖、迁移、侵袭和凋亡能力的影响。方法　
构建ＫＲＴ４过表达质粒，转染ＴＵ１７７喉癌细胞。实验共分 ３组：ＣＯＮ组（空白对照组，未转染），ＯｅＮＣ组（阴性对
照组，转染对照质粒空载体），ＯｅＫＲＴ４组（目的基因实验组，转染ＫＲＴ４过表达质粒）。通过ＲＴｑＰＣＲ法及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法验证转染效率，通过ＣＣＫ８法、平板克隆实验、细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验和流式细胞术检测ＫＲＴ４
过表达对喉癌细胞活力、增殖、迁移、侵袭和凋亡能力的影响。结果　ＲＴｑＰＣＲ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果提示 Ｏｅ
ＫＲＴ４组ＫＲＴ４ｍＲＮＡ和ＫＲＴ４蛋白表达水平较ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组显著升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。
ＣＣＫ８法结果提示ＯｅＫＲＴ４组细胞活力较ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组显著减弱，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。平
板克隆实验结果提示ＯｅＫＲＴ４组克隆数显著低于ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。细胞
划痕实验结果提示ＯｅＫＲＴ４组迁移率显著低于 ＣＯＮ组与 ＯｅＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室侵袭实验结果提示 ＯｅＫＲＴ４组细胞穿膜数显著低于 ＣＯＮ组与 ＯｅＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０００１）。流式细胞术结果提示 ＯｅＫＲＴ４组细胞凋亡率较 ＣＯＮ组与 ＯｅＮＣ组显著增加，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０００１）。结论　ＫＲＴ４过表达能显著抑制喉癌细胞的活力、增殖、迁移和侵袭，并促进喉癌细胞的凋亡，因此
ＫＲＴ４有望成为喉癌治疗的潜在生物标志物。
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　　喉癌是最常见的头颈癌之一，也是全球头颈癌
患者死亡的主要原因［１］。近几十年来，由于使用了

手术、放疗、化疗和免疫治疗等综合治疗方式，喉癌

的 ５年生存率有所提高［２４］。喉癌的早期诊断对于

长期生存至关重要，临床结果在很大程度上取决于

诊断时的癌症分期［５］。因此，研究喉癌发生、发展

机制，寻找喉癌早期诊断、预后评估以及改善喉癌患

者临床转归的新治疗靶点尤为重要。角蛋白（ｋｅｒａ
ｔｉｎ，ＫＲＴ）也称细胞角蛋白，是上皮细胞中的一种中
间丝形成蛋白，参与多种重要的细胞功能，包括细胞

运动、信号传导、生长和蛋白质合成［６］。此外，ＫＲＴ
作为上皮细胞标志物，这使得它们在癌症进展、诊断

和治疗中的作用成为研究的重要焦点［７］。ＫＲＴ４是
ＫＲＴ家族中重要成员之一，其已被证实在多种人恶
性肿瘤中低表达，其中包括食管鳞状细胞癌［８］、口

腔鳞状细胞癌［９］、喉咽鳞状细胞癌［１０］、鼻腔鼻窦鳞

状细胞癌［１１］、卵巢鳞状细胞癌［１２］等，但 ＫＲＴ４在喉
癌发生、发展过程的作用尚未见报道。因此，此次实

验通过研究ＫＲＴ４在喉癌细胞中的生物学行为，以
期为喉鳞状细胞癌找到新的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞及主要实验材料
人喉鳞状细胞癌 ＴＵ１７７喉癌细胞株购自上海

雅吉生物科技有限公司；ＫＲＴ４与ＧＡＰＤＨ上下游引
物由上海生工设计合成；ＫＲＴ４（Ｈｏｍｏ）ＮＭ＿００２２７２．４
基因过表达质粒和对照质粒空载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
购于 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清均购
于武汉 Ｐｒｏｃｅｌｌ公司；胰蛋白酶、青霉素／链霉素双

抗、ＲＩＰＡ裂解液均购于武汉博士德公司；ＫＲＴ４一
抗购于美国 Ａｂｃａｍ公司；Ｔｒｉｚｏｌ、蛋白酶抑制剂、
ＰＶＤＦ膜均购于上海碧云天公司；逆转录及ｑＰＣＲ相
关试剂购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司；Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室购于 Ｆａｌｃｏｎ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自
美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；结晶紫、４％多聚甲醛均购于北
京索莱宝科技有限公司；细胞凋亡检测试剂盒江苏

凯基生物公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００试剂购于美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞株及细胞培养　人喉鳞状细胞癌
ＴＵ１７７细胞株接种在含有１０％胎牛血清和１％青霉
素／链霉素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，并放
置在３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养。
１．２．２　细胞分组及转染　设置实验分组：ＣＯＮ组
（空白对照组，未转染），ＯｅＮＣ组（阴性对照组，转
染对照质粒空载体），ＯｅＫＲＴ４组（目的基因实验
组，转染 ＫＲＴ４过表达质粒）。将对数生长期的
ＴＵ１７７喉癌细胞（３×１０５个细胞／ｍＬ）接种到６孔板
中，在３７℃ ５％ＣＯ２恒温箱中培养２４ｈ后，观察细
胞融合至４０％ ～７０％，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００试剂
说明书进行转染细胞。转染后，将细胞放置在３７℃
５％ＣＯ２恒温箱中继续培养，转染４８ｈ后，通过 ＲＴ
ｑＰＣＲ法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染效果。
１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ法检测 ３组 ＴＵ１７７喉癌细胞
ＫＲＴ４ｍＲＮＡ表达水平　同上１．２．２进行细胞分组
及转染，使用Ｔｒｉｚｏｌ等试剂提取３组细胞总ＲＮＡ，测
定３组总 ＲＮＡ浓度，按照 ＨｉｓｃｒｉｐｔＩＩＩＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒｑＰＣＲ（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）试剂说明书步骤进行逆转
录获得ｃＤＮＡ，并按照ＴａｑｐｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲ
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ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂说明书步骤进行ｑＰＣＲ扩增反应，引
物序列见表１，反应条件：预变性：９５℃１０ｓ；循环反
应：９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，共４０个循环；溶解曲线：
９５℃１５ｓ；６０℃６０ｓ，９５℃１５ｓ。分析ＲＴｑＰＣＲ的
扩增曲线和溶解曲线，采用２－ΔΔＣＴ法进行相对定量
分析。

表１　引物序列

基因 引物序列（５’３’）
ＫＲＴ４ ＦＯＲＷＡＲＤ：５’ＡＡＣＧＣＡＣＡＧＣＡＧＣＣＧＡＧＡＡＴＧ３’

ＲＥＶＥＲＳＥ：５’ＧＣＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＴＴＧＴＴＣＡＧ３’
ＧＡＰＤＨ ＦＯＲＷＡＲＤ：５’ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３’

ＲＥＶＥＲＳＥ：５’ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３’

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ３组 ＴＵ１７７喉癌细胞
ＫＲＴ４蛋白表达水平　同上１．２．２进行细胞分组及
转染，使用裂解液（ＲＩＰＡ：ＰＭＳＦ＝１００∶１）提取３组
样品总蛋白，并通过 ＢＣＡ法检测３组总蛋白浓度，
加入适量 Ｂｕｆｆｅｒ混匀后，６５℃加热 １５ｍｉｎ获得样
品，使用ＳＤＳＰＡＧＥ（１０％）进行电泳，并将其转染到
ＰＶＤＦ膜上，将膜放置于快速封闭液中封闭１５ｍｉｎ，
清洗后敷（１∶２０００）ＫＲＴ４一抗，在 ４℃冰箱内过
夜，清洗后敷二抗１ｈ，清洗后将目标条带放置于配
制好的ＥＣＬ反应液（Ａ液∶Ｂ液＝１∶１）中，使用全自
动显影仪对目标条带显影拍照，对应图片存档，最后

使用ＩｍａｇｅＪ软件分析其灰度值。
１．２．５　ＣＣＫ８实验检测３组 ＴＵ１７７喉癌细胞活力
　同上１．２．２进行细胞分组及转染，按照 ＣＣＫ８实
验步骤操作，将３组细胞分别以４×１０３个／孔接种
于９６孔板，每组设置６个复孔，每孔含 ＲＰＭＩ１６４０
完全培养液１００μＬ，３组细胞分别在接种后２４、４８、
７２ｈ，分别加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，并放置在３７℃、
５％ＣＯ２培养箱内培养１．５ｈ，用酶标仪测定３组细
胞４５０ｎｍ波长处的吸光度（ＯＤ值），再根据 ＯＤ值
分析３组细胞活力情况。
１．２．６　平板克隆实验检测３组 ＴＵ１７７喉癌细胞增
殖能力　同上１．２．２进行细胞分组及转染，将３组
细胞分别以５００个／孔接种于６孔板，每组设置３个
复孔，每孔含 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液２ｍＬ，放置于
５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养２周。２周后６孔板中
出现肉眼可见的细胞团后终止培养，ＰＢＳ浸洗３次，
每次 ５ｍｉｎ，每孔用 ４％多聚甲醛 ７００μＬ固定
１５ｍｉｎ，去除固定液后，ＰＢＳ浸洗３次，每孔７００μＬ
结晶紫染液染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗去结晶紫染液，放置
于空气中干燥后拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软件计数，并比

较３组克隆数。
１．２．７　细胞划痕试验检测３组 ＴＵ１７７喉癌细胞迁
移能力　同上１．２．２进行细胞分组及转染，将３组
细胞分别以５×１０５个／孔接种于６孔板，每组设置
２个复孔，每孔含 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液 １ｍＬ，放
置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养，待细胞密度至
９０％时，对３组细胞均匀划线，ＰＢＳ清洗３次，加入
无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液，于５％ＣＯ２、３７℃培养箱
中继续培养，于０ｈ和２４ｈ分别拍照记录细胞情况。
２４ｈ的迁移率＝（０ｈ划痕距离 －２４ｈ划痕距离）／
０ｈ划痕距离。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测３组 ＴＵ１７７喉
癌细胞侵袭能力　同上１．２．２进行细胞分组及转
染，３组细胞使用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养
１２ｈ，再通过消化离心后加入无血清培养基并调整
３组细胞悬液密度为２．５×１０５个／ｍＬ，在２４孔板中
放入处理后的小室（用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基稀
释基质胶至浓度为３００μｇ／ｍＬ，将基质胶以１００μＬ／
孔包被ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，放置在３７℃、５％ＣＯ２培养箱
３ｈ，然后把小室内培养基移除待用），每组 ３个复
孔，每小室分别加入２００μＬ细胞悬液，在小室外加
入６００μＬ含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０完全培养
液，使小室内外液面高度保持一致，并放置于 ５％
ＣＯ２、３７℃培养箱中培养４８ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次
２ｍｉｎ，结晶紫染色 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次
２ｍｉｎ，晾干后用倒置显微镜在２００倍光镜下取上、
下、左、右和中５个视野照相，经过计算所得的平均
值即为每组迁移细胞数。

１．２．９　流式细胞术检测３组 ＴＵ１７７喉癌细胞凋亡
能力　同上１．２．２进行细胞分组及转染，将３组细
胞分别以３×１０５个细胞／孔接种于６孔板，每组设
置３个复孔，放入５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养２４ｈ，
使用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化３组细胞，收集３组细
胞，加入 ５００μＬＢｌｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，吹打混匀，加入
５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和５μＬ７ＡＤＤ染液，混匀后放
置于室温，避光１０ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测３组细
胞凋亡情况。

１．３　统计学分析
所有实验均重复 ３次。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

９．５．１软件进行数据统计分析，计量资料用 珋ｘ±ｓ表
示，组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＲＴｑＰＣＲ法及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果
以ＣＯＮ组ＫＲＴ４ｍＲＮＡ和ＫＲＴ４蛋白表达量为

参照，ＲＴｑＰＣＲ法结果提示（图 １、表 ２），ＯｅＫＲＴ４
组的 ＫＲＴ４ｍＲＮＡ相对表达量显著高于 ＣＯＮ组和
ＯｅＮＣ组（Ｆ＝２０５．４，Ｐ＜０．０００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
结果提示（图２），ＯｅＫＲＴ４组的 ＫＲＴ４蛋白相对表
达量显著高于 ＣＯＮ组和 ＯｅＮＣ组（Ｆ＝１３９．２，Ｐ＜
０．０００１）。其结果表明构建 ＫＲＴ４过表达质粒成功
转染ＴＵ１７７喉癌细胞。
２．２　ＣＣＫ８实验结果

ＣＣＫ８实验检测 ３组 ＴＵ１７７喉癌细胞在 ２４、
４８、７２ｈ的 ＯＤ值，其结果提示（图 ３、表 ３），Ｏｅ

ＫＲＴ４组在２４、４８、７２ｈ的ＯＤ值均显著低于ＣＯＮ组
和 ＯｅＮＣ组，这表明 ＫＲＴ４过表达能显著抑制
ＴＵ１７７喉癌细胞的活力。
２．３　平板克隆形成实验结果

根据结果提示（图４），ＯｅＫＲＴ４组克隆数６７．０
±１０．８２显著低于ＣＯＮ组２４７．７０±１９．０４与ＯｅＮＣ
组２３５．００±１６．６４（Ｆ＝１２１．０，Ｐ＜０．０００１）。由此
可见，ＫＲＴ４过表达后 ＴＵ１７７喉癌细胞增殖能力显
著降低。

２．４　细胞划痕实验结果
细胞划痕实验结果提示（图 ５），ＯｅＫＲＴ４组

２４ｈ迁移率（２６．４３±０．８５）％显著低于 ＣＯＮ组
（５２．７３±１．３３）％和 ＯｅＮＣ组（５０．７７±１．６８）％
（Ｆ＝３６．３，Ｐ＜０．０００１）。这表明ＫＲＴ４过表达能显
著抑制ＴＵ１７７喉癌细胞的迁移能力。
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图１　ＲＴｑＰＣＲ法检测各组 ＴＵ１７７喉癌细胞 ＫＲＴ４ｍＲＮＡ表达情况（Ｐ＜０．０００１）　　图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组

ＴＵ１７７喉癌细胞ＫＲＴ４蛋白表达情况（Ｐ＜０．０００１）　２Ａ：电泳图；２Ｂ：柱状图　注：ＫＲＴ（角蛋白）。下同。

表２　各组ＫＲＴ４ｍＲＮＡ与蛋白相对表达量的比较　（珋ｘ±ｓ）

类别 ＣＯＮ组 ＯｅＮＣ组 ＯｅＫＲＴ４组 Ｆ Ｐ
ＫＲＴ４ｍＲＮＡ １ ０．８３０±０．１２７１１．６３０±０．４８１２０５．４＜０．０００１
ＫＲＴ４蛋白 １ １．０８５±０．０５４２．１９０±０．１２８ １３９．２＜０．０００１
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图３　ＣＣＫ８实验检测不同组 ＴＵ１７７喉癌细胞活力情况

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０００１）

表３　各组４５０ｎｍＯＤ值比较　（珋ｘ±ｓ）

时间点 ＣＯＮ组 ＯｅＮＣ组 ＯｅＫＲＴ４组 Ｆ Ｐ
２４ｈ ０．５０７±０．０３８ ０．４９７±０．０４３ ０．３４６±０．００６ ２１．９１ ０．００１７
４８ｈ ０．９６５±０．１４３ ０．８４５±０．０８０ ０．５４０±０．０１３ １６．１３ ０．００３９
７２ｈ １．９６６±０．１２３ １．８５６±０．１２０ １．１２３±０．０３８ ６１．０４ ０．０００１
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２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验结果
根据Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验结果所示（图６），

以ＣＯＮ组细胞穿膜数为参照，ＯｅＫＲＴ４组的相对侵
袭细胞穿膜数 ０．３０３±０．０２６显著低于 ＣＯＮ组和
ＯｅＮＣ组０．９７４±０．０２５（Ｆ＝１０９．２，Ｐ＜０．０００１）。
根据结果可知，ＫＲＴ４过表达后 ＴＵ１７７喉癌细胞侵
袭能力显著减弱。

２．６　流式细胞术实验结果
根据流式细胞术实验结果所示（图 ７），Ｏｅ

ＫＲＴ４组的凋亡率（早期凋亡率 ＋晚期凋亡率）
（３２．２７±１．２５）％显著高于 ＣＯＮ组（１１．７７±
０．４１）％和 ＯｅＮＣ组（１０．９８±０．６８）％（Ｆ＝６０．４，
Ｐ＜０．０００１）。由此可以说明，ＫＲＴ４过表达可以促
进ＴＵ１７７喉癌细胞凋亡。
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图４　平板克隆实验检测各组ＴＵ１７７喉癌细胞的增殖能力　Ａ：培养皿所见；Ｂ：柱状图（Ｐ＜０．０００１）
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图５　细胞划痕实验检测各组 ＴＵ１７７喉癌细胞的迁移能力　Ａ：拍照观察 ０、２４ｈ细胞迁移情况　（×１００）；Ｂ：柱状图
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图７　流式细胞术实验检测各组ＴＵ１７７喉癌细胞的凋亡能力　Ａ：散点图；Ｂ：柱状图（Ｐ＜０．０００１）
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３　讨论

肿瘤的恶性生物学行为与多种特异性蛋白的激

活和失活有关，这些特异性蛋白的表达以及功能的

调节可能会影响肿瘤的恶性生物学行为［１３］。因此，

探寻影响喉癌的恶性生物学行为的相关蛋白成为研

究喉癌发生、发展机制的研究热点。ＫＲＴ是一种中
间丝细胞骨架蛋白，它们包含一个二聚体中心 α螺
旋杆结构域，其两侧为非螺旋头和尾结构域，参与细

胞质内蛋白质结构框架的形成，这在上皮细胞免受

机械和非机械应激源的保护中发挥重要作用［１４１５］。

ＫＲＴ分为２８种Ⅰ型（酸性）和２６种Ⅱ型（碱性或中
性）ＫＲＴ，并根据 ＫＲＴ类型的表达可以区分不同的
上皮细胞类型［１６１７］。由于上皮性恶性肿瘤在很大

程度上保持着与其各自来源细胞相关的特定 ＫＲＴ
模式，因此ＫＲＴ也被广泛用作诊断肿瘤标志物以及
预后指标［１８］。此外，ＫＲＴ也能够与一系列蛋白质相
互作用以调节与细胞死亡、存活、增殖、迁移、侵袭和

转移相关的信号网络［１９］。ＫＲＴ４，或ＫＲＴ４属于Ⅱ型
ＫＲＴ，是非角化复层鳞状上皮细胞中最丰富的 ＫＲＴ
之一［１４］。与正常鳞状上皮相比，ＫＲＴ４在食管鳞状
细胞癌和头颈部鳞状细胞癌中低表达［２０２２］。其低

表达与头颈部鳞状细胞癌的局部复发有关［２３］。相

关文献表明，ＫＲＴ４过表达显著抑制口腔鳞状细胞
癌细胞的活力与增殖，并促进口腔鳞状细胞癌细胞

凋亡［２４］。由此可见，ＫＲＴ４在多种人恶性肿瘤中发
挥着抑癌作用，并有望成为肿瘤诊断、预后评估及治

疗靶点的潜在生物标志物。此次实验主要研究

ＫＲＴ４过表达对喉癌细胞生物学行为的影响，来探
寻喉癌治疗的潜在靶标。

此次实验构建 ＫＲＴ４过表达质粒，转染 ＴＵ１７７
喉癌细胞，通过 ＲＴｑＰＣＲ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
转染效率，其结果表明与 ＣＯＮ组、ＯｅＮＣ组相比，
ＯｅＫＲＴ４组ＫＲＴ４ｍＲＮＡ和 ＫＲＴ４表达水平显著升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１），而 ＣＯＮ组
与ＯｅＮＣ组ＫＲＴ４ｍＲＮＡ和ＫＲＴ４表达水平差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），这提示构建 ＫＲＴ４过表达
质粒成功转染 ＴＵ１７７喉癌细胞。通过 ＣＣＫ８实验
与细胞克隆实验检测到 ＯｅＫＲＴ４组 ＯＤ值与克隆
数显著低于 ＣＯＮ组和 ＯｅＮＣ组，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０００１），而ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组ＯＤ值与
克隆数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），这表明ＫＲＴ４
过表达导致喉癌细胞活力和增殖受到显著抑制。通

过细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验检测到
ＯｅＫＲＴ４组迁移率与细胞穿膜数显著低于 ＣＯＮ组
和ＯｅＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１），
而ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组迁移率与细胞穿膜数差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），这说明 ＫＲＴ４过表达显著
抑制喉癌细胞的迁移和侵袭能力。通过流式细胞术

实验检测到ＯｅＫＲＴ４组凋亡率显著高于 ＣＯＮ组和
ＯｅＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１），而
ＣＯＮ组与ＯｅＮＣ组凋亡率差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），这表明了ＫＲＴ４过表达促进了喉癌细胞的凋
亡。总的来说，ＫＲＴ４过表达抑制了喉癌细胞活力
和增殖能力，促进了喉癌细胞凋亡，这与 ＫＲＴ４过表
达在口腔鳞状细胞癌中的研究结果一致。值得一提

的是，此次实验表明了 ＫＲＴ４过表达也显著抑制了
喉癌细胞迁移和侵袭能力。因此，ＫＲＴ４有望成为
治疗喉癌的潜在靶标，但此次实验并未进行体内实

验，故需在之后实验中加以完善。
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