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（辽宁省肿瘤医院 中国医科大学肿瘤医院 １．头颈外科；２．病理科，辽宁 沈阳　１１００４２）

　　摘　要：　目的　探究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）核富集转录体１（ＮＥＡＴ１）ＮＥＡＴ１对喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）细
胞迁移和侵袭的影响，并进一步分析ｍｉＲ４２９／锌指Ｅ盒结合同源异形盒１（ＺＥＢ１）轴在其中发挥的作用。方法　
慢病毒转染建立稳定敲减ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的ＬＳＣＣ细胞，通过ＲＴｑＰＣＲ检测细胞ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１表达以验证转染
效率，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移和侵袭能力，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞上皮－间充质转化（ＥＭＴ）相关蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ表达。通过生物信息学分析ｍｉＲ４２９与ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和ＺＥＢ１ｍＲＮＡ间的潜在
结合位点，并通过双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ４２９与ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１以及ｍｉＲ４２９与ＺＥＢ１ｍＲＮＡ结合。将
ｍｉＲ４２９抑制剂转染敲减 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的 ＬＳＣＣ细胞，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＺＥＢ１表达。进一步检查敲减
ＺＥＢ１对抑制ｍｉＲ４２９的敲减ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的ＬＳＣＣ细胞迁移、侵袭和ＥＭＴ的影响。结果　敲减ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
降低ＬＳＣＣ细胞ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１表达，抑制细胞迁移和侵袭并下调细胞 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｌｕｇ和 Ｓｎａｉｌ表达。
ｍｉＲ４２９与ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和ＺＥＢ１ｍＲＮＡ间存在潜在结合位点，且 ｍｉＲ４２９与 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１以及 ｍｉＲ４２９与
ＺＥＢ１ｍＲＮＡ结合。抑制ｍｉＲ４２９逆转了敲减 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对 ＬＳＣＣ细胞 ＺＥＢ１表达的抑制作用。此外，敲减
ＺＥＢ１逆转了抑制ｍｉＲ４２９对敲减ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭的促进作用及ＥＭＴ相关蛋白Ｎｃａｄｈｅｒ
ｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ表达的上调作用。结论　ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１促进ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭，其机制可能与海绵
化ｍｉＲ４２９上调ＺＥＢ１表达促进ＬＳＣＣ细胞ＥＭＴ有关。

关　键　词：喉鳞状细胞癌；ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１；ｍｉＲ４２９／ＺＥＢ１轴；细胞迁移和侵袭；上皮－间充质转化
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｎｕｃｌｅａｒｅｎｒｉｃｈｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ１（ｌｎｃＲＮＡ
ＮＥＡＴ１）ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＬＳＣＣ）ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ｍｉＲ４２９／ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏｍｅｏｂｏｘ１（ＺＥＢ１）ａｘｉｓｉｎｔｈｉｓｐｒｏｃｅｓｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＬＳＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｔａｂｌｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１，ａｎｄｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴｑＰＣＲ）ｔｏｖｅｒｉｆｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＮｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ＳｌｕｇａｎｄＳｎａｉｌｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ４２９ａｎｄｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
ａｎｄＺＥＢ１ｍＲＮＡｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，ａｎｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆｍｉＲ４２９ｔｏｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ａｎｄｍｉＲ４２９ｔｏＺＥＢ１
ｍＲＮＡｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙ．ＬＳＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｄｏｗｎｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ａｎｄＺＥＢ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎＺＥＢ１ｏｎＬＳＣＣｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄＥＭＴｏｆｍｉＲ４２９ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｅｘａｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎ
ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｒｅｄｕｃｅｄｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＳＣＣｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｄｏｗｎ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｓｌｕｇ，ａｎｄＳｎａｉｌ．ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ４２９
ａｎｄｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ａｎｄＺＥＢ１ｍＲＮＡ，ａｎｄｍｉＲ４２９ｂｏｕｎｄｔｏｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ａｎｄｍｉＲ４２９ｔｏＺＥＢ１ｍＲＮＡ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆｍｉＲ４２９ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｏｎＺＥＢ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＳＣＣｃｅｌｌｓ．Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＺＥＢ１ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ４２９ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＬＳＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＮｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｓｌｕｇ，ａｎｄＳｎａｉｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＬＳＣＣｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＺＥＢ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｐｏｎｇｉｎｇｍｉＲ４２９ａｎｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇＥＭＴｉｎＬＳＣＣｃｅｌｌｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１；ＭｉＲ４２９／ＺＥＢ１ａｘｉｓ；Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ；
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　　喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＬＳＣＣ）是最常见的头颈部鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄ
ｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣ）［１］。目前其主
要治疗方法包括手术切除、化学治疗（简称化疗）、

放射治疗（简称放疗）和免疫疗法［２］。然而，ＬＳＣＣ
早期的症状并不明显，大多数患者于晚期发现，其引

起的呼吸和吞咽困难严重影响晚期患者的生活质

量［３］。因此，了解 ＬＳＣＣ进展的机制并筛选潜在生
物标志物对 ＬＳＣＣ的诊断和治疗的发展是必要的。
长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是
由超过２００个核苷酸组成且不编码蛋白的非编码
ＲＮＡ［４］。ＬｎｃＲＮＡ核富集转录体１（ｎｕｃｌｅａｒｅｎｒｉｃｈｅｄ
ａｂｕｎｄａｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１，ＮＥＡＴ１）是由ＲＮＡ聚合酶Ⅱ从
染色体１１ｑ１３．１上的家族性肿瘤综合征多发性内分
泌瘤１型基因座转录的ｌｎｃＲＮＡ，其在癌症中的频繁
失调并与肿瘤的转移、复发率和存活相关［５］。近年

来，ｌｎｃＲＮＡ在 ＬＳＣＣ进展中发挥的作用已广泛报
道［６］。研究表明，ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１是ＬＳＣＣ进展的潜
在生物标志物［７］。本研究前期分析了 ＮＥＡＴ１在
ＨＮＳＣ患者肿瘤组织中表达情况及其表达与患者预
后的相关性，ＵＡＬＣＡＮ数据库分析结果显示 ＮＥＡＴ１
在ＨＮＳＣ患者肿瘤组织中高表达，且其高表达与
ＨＮＳＣ患者降低的总生存期相关。然而，其参与调
节ＬＳＣＣ进展的详细机制尚不完全清楚，有待进一
步探究。本研究旨在探究 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对 ＬＳＣＣ
细胞迁移、侵袭和上皮－间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的影响，并分析其分子机
制，为 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１作为 ＬＳＣＣ诊断及治疗的生
物标志物提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器
ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公

司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公

司；慢病毒购自上海吉凯基因医学科技股份有限公

司；ＲＴｑＰＣＲ相关试剂均购自南京诺唯赞生物科技
公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂均购自上海碧云天生物
技术有限公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗抗体均购自美国
Ａｂｃａｍ公司；双荧光素酶报告基因实验检测试剂盒
购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；光学显微镜购自日本奥林
巴斯公司；酶标仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ公司；凝胶扫描
成像系统购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；普通 ＰＣＲ仪和荧
光定量ＰＣＲ仪购买自美国ＡＢＩ公司；恒温细胞培养
箱购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；化学发光检测仪购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２　细胞培养及转染

ＡＭＣＨＮ８购自中国上海中科院生物研究所，
ＴＵ２１２细胞购自北纳生物公司细胞库。细胞均培养
于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃含５％
二氧化碳的环境中培养细胞，按照慢病毒和 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂盒说明书根据实验方案进行转染。
１．３　ＲＴｑＰＣＲ

将总ＲＮＡ提取试剂加入收集的细胞中，室温静
置后加入五分之一体积的氯仿，剧烈摇晃混匀，室温

静置后４℃１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取上层清液，加
入等量异丙醇，颠倒混匀后加入等量异丙醇，室温静

置后４℃ １２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，加入７５％乙醇，混
匀后４℃１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，重复上述步骤１次。
弃液体后晾干沉淀，加入 ＤＥＰＣ水溶解。检测所提
ＲＮＡ浓度，用逆转录试剂盒将总ＲＮＡ反转录为ｃＤ
ＮＡ，并以其为模板用ＳＹＢＲｑＰＣＲ试剂盒进行ｑＰＣＲ
反应。以Ｕ６或ＧＡＰＤＨ为内参，通过２－△△ＣＴ法计算
ｍｉＲＮＡ或ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

将基质胶置于４℃中过夜使其充分液化，将基质
胶加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，３７℃孵育４ｈ。用无血清
培养基重悬收集的细胞，将其转移至上述包被基质胶

或不包被基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室下室中加入含２０％胎牛血清的完全培养基，继续
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培养２４ｈ。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，甲醇固定３０ｍｉｎ，
０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗去多余染色液，棉签
擦掉未迁移细胞，光学显微镜下观察并拍照。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
将ＲＩＰＡ裂解液加入收集的细胞中，冰上孵育

３０ｍｉｎ，超声破碎仪破碎细胞，４℃１２０００ｇ离心
２０ｍｉｎ，收集上清即为总蛋白。用 ＢＣＡ试剂盒检测
蛋白浓度，根据蛋白浓度用水及上样缓冲液将蛋白

稀释至２μｇ／μＬ，沸水煮样５ｍｉｎ使蛋白充分变性。
将蛋白样品加入凝胶上样孔中，恒压电泳分离蛋白。

将凝胶与海绵和滤纸组成“海绵 －滤纸 －凝胶
ＰＶＤＦ膜 －滤纸 －海绵”三明治形式，恒流转膜。
５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，锌指Ｅ盒结合同源异形
盒１（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏｍｅｏｂｏｘ１，ＺＥＢ１）、
钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｓｌｕｇ、
Ｓｎａｉｌ和甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）一抗４℃孵育过
夜，ＰＢＳＴ洗膜 ３次，二抗室温孵育 １ｈ，ＰＢＳＴ洗膜
３次，ＥＣＬ法发光。ＩｍａｇｅＪ软件计算灰度值，并用
目的蛋白灰度值与内参灰度值表示目的蛋白的相对

表达量。

１．６　双荧光素酶报告基因实验
通过ＥＮＣＯＲＩ在线生信分析数据库分析 ｍｉＲ

４２９与 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和 ＺＥＢ１ｍＲＮＡ间的潜在结
合位点。构建包含结合位点序列以及结合位点突变

序列的荧光素酶报告基因质粒 ＮＥＡＴ１ＷＴ、ＺＥＢ１
ＷＴ、ＮＥＡＴ１ＭＵＴ和 ＺＥＢ１ＭＵＴ。将 ＡＭＣＨＮ８细

胞均匀铺板于６孔板中，细胞分为８组：①ＮＥＡＴ１
ＷＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；②ＮＥＡＴ１ＷＴ＋ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ
组；③ＮＥＡＴ１ＭＵＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；④ＮＥＡＴ１ＭＵＴ
＋ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组；⑤ＺＥＢ１ＷＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；
⑥ＺＥＢ１ＷＴ＋ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组；⑦ＺＥＢ１ＭＵＴ＋
ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；⑧ＺＥＢ１ＭＵＴ＋ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组，分
别进行转染。转染后细胞继续培养２４ｈ后，弃培养
基，加入裂解液，室温摇晃震荡１５ｍｉｎ，依次检测萤
火虫荧光素酶及海肾荧光素酶活性，二者比值即为

相对荧光素酶活性。

１．７　统计学分析
采用ＳＰＳＳ进行计算及统计分析，数据采用珋ｘ±ｓ

表示，两组间差异采用独立样本ｔ检验比较，多组间
差异采用单因素方差分析比较，且各组间两两比较

采用Ｔｕｋｅｙ事后检验进行，Ｐ＜０．０５代表差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭的影响
ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈ

ＮＥＡＴ１组ＡＭＣＨＮ８和ＴＵ２１２细胞ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
水平明显降低（ｔ＝２２．８１，Ｐ＜０．０５；ｔ＝３５．１７，Ｐ＜
０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组
相比，ｓｈＮＥＡＴ１组 ＡＭＣＨＮ８和 ＴＵ２１２细胞迁移
和侵袭（ｔ＝１０．８８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝２５．２５，Ｐ＜０．０５）能
力均明显降低。见图１。
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图１　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭的影响　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测各组 ＡＭＣＨＮ８细胞 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１表达；Ｂ～Ｄ：
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测各组ＡＭＣＨＮ８细胞迁移和侵袭能力　（结晶紫 ×２００）；Ｅ：ＲＴｑＰＣＲ检测各组 ＴＵ２１２细胞 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１表
达；Ｆ～Ｈ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测各组ＴＵ２１２细胞迁移和侵袭能力　（结晶紫 ×２００）　注：Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
（长链非编码ＲＮＡ核富集转录体１）；ＬＳＣＣ（喉鳞状细胞癌）。下同。
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２．２　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对 ＬＳＣＣ细胞 ＥＭＴ相关蛋白
表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组相比，
ｓｈＮＥＡＴ１组 ＡＭＣＨＮ８和 ＴＵ２１２细胞 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
（ｔ＝２６．８７，Ｐ＜０．０５；ｔ＝５．８３，Ｐ＜０．０５）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（ｔ＝２４．５０，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１１．５０，Ｐ＜０．０５）、Ｓｌｕｇ
（ｔ＝２７．２６，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．３４，Ｐ＜０．０５）和 Ｓｎａｉｌ
（ｔ＝１６．８０，Ｐ＜０．０５；ｔ＝９．１４，Ｐ＜０．０５）蛋白表达
水平均明显降低。见图２。
２．３　ｍｉＲ４２９与ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和ＺＥＢ１间靶向关系

生物信息学分析结果显示，ｍｉＲ４２９与 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＥＡＴ１和ＺＥＢ１ｍＲＮＡ间存在潜在结合位点。双荧
光素酶报告基因实验检测结果显示，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ
组相比，ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组转染 ＮＥＡＴ１ＷＴ的 ＡＭＣ
ＨＮ８细胞相对荧光素酶活性明显降低（ｔ＝２９．２５，
Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组相比，ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组
转染ＮＥＡＴ１ＭＵＴ的ＡＭＣＨＮ８细胞相对荧光素酶
活性无明显差异（ｔ＝０．５８，Ｐ＞０．０５）。与 ｍｉｍｉｃｓ

ＮＣ组相比，ｍｉＲ４２９ｍｉｍｉｃｓ组转染 ＺＥＢ１ＷＴ的
ＡＭＣＨＮ８细胞相对荧光素酶活性明显降低（ｔ＝
１１．８９，Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组相比，ｍｉＲ
４２９ｍｉｍｉｃｓ组转染 ＺＥＢ１ＭＵＴ的 ＡＭＣＨＮ８细胞相
对荧光素酶活性无明显差异（ｔ＝２．０９，Ｐ＞０．０５）。
见图３。
２．４　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过 ｍｉＲ４２９影响 ＬＳＣＣ细
胞ＺＥＢ１表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组相比，
ｓｈＮＥＡＴ１组和 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组 ＡＭＣ
ＨＮ８（ｔ＝４３．４５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝４０．６３，Ｐ＜０．０５）和
ＴＵ２１２细胞（ｔ＝１３．０２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１２．６１，Ｐ＜
０．０５）ＺＥＢ１蛋白表达明显降低；与 ｓｈＮＥＡＴ１组和
ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，ｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ
４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＡＭＣＨＮ８（ｔ＝４０．２５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
３７．４４，Ｐ＜０．０５）和 ＴＵ２１２细胞（ｔ＝１１．６９，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１１．２８，Ｐ＜０．０５）ＺＥＢ１蛋白表达明显升
高。见图４。
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图２　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１对ＬＳＣＣ细胞 ＥＭＴ相关蛋白表达的影响　Ａ、Ｂ：各组 ＡＭＣＨＮ８细胞 ＥＭＴ相关蛋白表达；Ｃ、Ｄ：各组
ＴＵ２１２细胞ＥＭＴ相关蛋白表达　注：Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；ＥＭＴ（上皮－间充质转化）。下同。
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图３　ｍｉＲ４２９与ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和ＺＥＢ１间靶向关系　Ａ：ＮＥＡＴ１与ｍｉＲ４２９潜在结合位点；Ｂ：双荧光素酶报告基因实验验
证ＮＥＡＴ１与ｍｉＲ４２９结合；Ｃ：ＺＥＢ１ｍＲＮＡ与ｍｉＲ４２９潜在结合位点；Ｄ：双荧光素酶报告基因实验验证ＺＥＢ１ｍＲＮＡ与ｍｉＲ
４２９结合　注：Ｐ＜０．０５ｖｓｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；ＺＥＢ１（锌指Ｅ盒结合同源异形盒１）。下同。
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２．５　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过 ｍｉＲ４２９／ＺＥＢ１影响
ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈ
ＮＥＡＴ１组和 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组 ＡＭＣＨＮ８
（ｔ＝１６．７６，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．７３，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１７．５８，
Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．５５，Ｐ＜０．０５）和 ＴＵ２１２细胞（ｔ＝
１３．２８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．９４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．７８，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１４．８１，Ｐ＜０．０５）迁移和侵袭能力明显降
低；与ｓｈＮＥＡＴ１组和 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相
比，ｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＡＭＣＨＮ８（ｔ＝
１６．７８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．７２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１４．８１，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１５．６６，Ｐ＜０．０５）和 ＴＵ２１２（ｔ＝１５．４４，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１４．２８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１７．３５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１５．６１，Ｐ＜０．０５）细胞迁移和侵袭能力明显升高；与

ｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｓｈＮＥＡＴ１＋
ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈＺＥＢ１组 ＡＭＣＨＮ８（ｔ＝
１７．８８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１８．２５，Ｐ＜０．０５）和 ＴＵ２１２（ｔ＝
１５．４４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．２７，Ｐ＜０．０５）细胞迁移和侵
袭能力明显降低。见图５。
２．６　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过 ｍｉＲ４２９／ＺＥＢ１影响
ＬＳＣＣ细胞ＥＭＴ相关蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 ｓｈＮＣ组相比，
ｓｈＮＥＡＴ１组和 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组 ＡＭＣ
ＨＮ８和 ＴＵ２１２细胞 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝１６．２５，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１７．８２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．４４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１４．８１，Ｐ＜０．０５）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝１７．８５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１７．１２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．２８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．３４，Ｐ＜
０．０５）、Ｓｌｕｇ（ｔ＝１５．４４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．８９，Ｐ＜０．０５；
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图５　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过ｍｉＲ４２９／ＺＥＢ１影响ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭　Ａ～Ｃ：各组ＡＭＣＨＮ８细胞迁移和侵袭能力　（结晶
紫 ×２００）；Ｄ～Ｆ：各组ＴＵ２１２细胞迁移和侵袭能力　（结晶紫 ×２００）　注：＆Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ。
下同。
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ｔ＝１７．２５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１２．３１，Ｐ＜０．０５）和Ｓｎａｉｌ（ｔ＝
１８．７２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１７．２５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．３８，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝１７．３３，Ｐ＜０．０５）蛋白表达水平明显降低；
与ｓｈＮＥＡＴ１组和 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，
ｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＡＭＣＨＮ８和
ＴＵ２１２细胞 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝１５．３５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１６．７７，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１７．２４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．３３，
Ｐ＜０．０５）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝１８．２４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．３９，
Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．８１，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．６５，Ｐ＜０．０５）、
Ｓｌｕｇ（ｔ＝１６．２２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１５．１８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１５．７４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１６．３８，Ｐ＜０．０５）和 Ｓｎａｉｌ（ｔ＝
１４．７７，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１２．２５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１２．８４，
Ｐ＜０．０５；ｔ＝１２．９１，Ｐ＜０．０５）蛋白表达水平明显升
高；与 ｓｈＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｓｈ
ＮＥＡＴ１＋ｍｉＲ４２９ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈＺＥＢ１组 ＡＭＣＨＮ８
和ＴＵ２１２细胞 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝１５．３３，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１６．９８，Ｐ＜０．０５）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝１７．２５，Ｐ＜０．０５；
ｔ＝１２．３４，Ｐ＜０．０５）、Ｓｌｕｇ（ｔ＝１８．５７，Ｐ＜０．０５；ｔ＝

１９．３３，Ｐ＜０．０５）和 Ｓｎａｉｌ（ｔ＝１４．７２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝
１５．６９，Ｐ＜０．０５）蛋白表达水平明显降低。见图６。

３　讨论

ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１在ＬＳＣＣ进展中发挥作用的相
关研究较少。研究表明，ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１高表达与
ＬＳＣＣ患者Ｔ分级、颈部淋巴结转移、临床分期、饮
酒史或吸烟史以及较差的总生存率相关，其敲除还

抑制 ＬＳＣＣ细胞生长［７］。还有研究发现敲除 ｌｎ
ｃＲＮＡＮＥＡＴ１抑制 ＬＳＣＣ细胞的增殖，诱导细胞凋
亡和细胞周期 Ｇ１期阻滞［８］。此外，ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
还促进 ＬＳＣＣ细胞的侵袭［９］。本研究检测结果显

示，敲减 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１抑制 ＬＳＣＣ细胞迁移和侵
袭能力，并下调细胞中 ＥＭＴ相关蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ表达，表明ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１不
仅促进ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭，还促进细胞ＥＭＴ。

ＬｎｃＲＮＡｓ、微小ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）和
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图６　ＬｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过ｍｉＲ４２９／ＺＥＢ１影响ＬＳＣＣ细胞ＥＭＴ相关蛋白表达　Ａ、Ｂ：各组ＡＭＣＨＮ８细胞ＥＭＴ相关蛋白表
达；Ｃ、Ｄ：各组ＴＵ２１２细胞ＥＭＴ相关蛋白表达
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ｍＲＮＡｓ之间构建的竞争性内源性 ＲＮＡ网络在多种
肿瘤发展中发挥作用［１０］。最近的研究广泛报道了

ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过竞争性内源性 ＲＮＡ在肿瘤中
发挥作用。例如，Ｔｒｉｐａｔｈｉ等［１１］发现丙型肝炎病毒

诱导的 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过海绵化 ｍｉＲ９５ｐ上调
转化生长因子β诱导ＩｇＨ３蛋白表达促进肝细胞肝
癌细胞增殖。Ｄｕ等［１２］发现 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１通过海
绵化ｍｉＲ３７７上调Ｅ２Ｆ转录因子３表达促进人食管
癌细胞增长、迁移和侵袭。Ｘｉｅ等［１３］发现 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＥＡＴ１通过海绵化 ｍｉＲ１２８３ｐ上调去整合素和金
属蛋白酶２８表达诱导自噬，从而抑制非小细胞肺癌
细胞凋亡。在 ＬＳＣＣ中，研究表明，ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
通过海绵化ｍｉＲ１０７上调细胞周期蛋白依赖性激酶
６表达促进 ＬＳＣＣ发展［８］。此外，ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１还
通过海绵化ｍｉＲ２０４５ｐ上调其靶基因信号素４Ｂ表
达促进 ＬＳＣＣ发展［９］。本研究发现 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１
存在ｍｉＲ４２９的潜在结合位点，且 ＺＥＢ１ｍＲＮＡ同
样存在ｍｉＲ４２９的潜在结合位点，双荧光素酶报告
基因实验验证了 ｍｉＲ４２９与 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１和
ＺＥＢ１ｍＲＮＡ结合，抑制 ｍｉＲ４２９逆转了敲减 ｌｎ
ｃＲＮＡＮＥＡＴ１对ＬＳＣＣ细胞ＺＥＢ１表达的抑制作用，
提示ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１可能通过海绵化ｍｉＲ４２９上调
ＺＥＢ１表达调节ＬＳＣＣ进展。

ＥＭＴ是一个可逆的过程，其中上皮细胞失去其
特性并成为间质细胞，赋予肿瘤细胞转移特性，增强

侵袭，侵入周围组织，并定居远处器官［１４］。ＺＥＢ１是
调节ＥＭＴ的主要调节因子之一，其在癌症细胞亚群
中表达并影响其侵袭和与肿瘤微环境的相互作

用［１５］。本研究发现敲减ＺＥＢ１逆转了抑制 ｍｉＲ４２９
对敲减ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的 ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭的
促进作用及 ＥＭＴ相关蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ表达的上调作用。

综上所述，本研究发现 ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１促进
ＬＳＣＣ细胞迁移和侵袭，其机制可能与海绵化 ｍｉＲ
４２９上调ＺＥＢ１表达促进ＬＳＣＣ细胞ＥＭＴ有关。
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