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[摘  要]  目的：本研究旨在探讨转录因子HOXC13在喉鳞状细胞癌（LSCC）中的表达、功能及可能的调控机制。方法：常规培

养LSCC细胞，将其分为 sh-NC 组、sh-HOXC13 组、pcDNA3.1-NC组、pcDNA3.1-HOXC13组、pcDNA3.1-PCNA组和 sh-HOXC13+

pcDNA3.1-PCNA组，用转染试剂将相应核酸和质粒转染各组细胞。用数据库数据分析HOXC13 mRNA在LSCC组织中的表达；收

集2019年1月至2022年12月在联勤保障部队第九八〇医院耳鼻咽喉头颈外科手术切除的62对LSCC组织及配对的癌旁组织，免

疫组织化学法检测中国人LSCC组织中HOXC13蛋白的表达，qPCR检测中国人LSCC组织、癌旁组织以及各组细胞中HOXC13和

PCNA mRNA的表达，MTS法检测各组AMC-HN-8细胞的增殖能力，平板克隆实验检测各组AMC-HN-8细胞的克隆形成能力，Transwell

小室实验检测各组AMC-HN-8细胞的迁移和侵袭能力，双萤光素酶报告基因实验和染色质免疫沉淀技术（ChIP）验证HOXC13与PCNA

之间的结合关系。结果：HOXC13和PCNA在LSCC组织和细胞中均呈高表达（P<0.05或P<0.01）且两者的表达水平呈正相关（P<0.01），

HOXC13的表达水平与 TNM 分期有明显关联（P<0.01）。敲减 HOXC13可明显抑制AMC-HN-8细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均

P<0.01），过表达HOXC13则促进TU686细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均P<0.01）。HOXC13可与PCNA启动子区结合并调控其转录。

敲低PCNA可部分逆转HOXC13对AMC-HN-8细胞的恶性生物学行为的促进作用（均P<0.01）。结论：HOXC13通过上调PCNA

促进LSCC细胞的恶性生物学行为，HOXC13是LSSC临床诊断和治疗的潜在靶点。
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Transcription factor HOXC13 promotes malignant biological behaviors of laryngeal 
squamous cell carcinoma by upregulating PCNA expression
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Neck Surgery, No.4 Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China; 2. Department of Pathology, the 980th 

Hospital of the Joint Logistics Support Force, Shijiazhuang 050082, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the expression, function and possible regulatory mechanisms of transcription factor HOXC13 in 

laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC). Methods: LSCC cells were routinely cultured and divided into sh-NC group, sh-HOXC13 

group, pcDNA3.1-NC group, pcDNA3.1-HOXC13 group, pcDNA3.1-PCNA group, and sh-HOXC13+pcDNA3.1-PCNA group, and 

the corresponding nucleic acids and plasmids were transfected into each group of cells with transfection reagents. GEO Database data 

were used to analyze the expression of HOXC13 mRNA in LSCC tissues. Sixty-two pairs of LSCC tissues and paired adjacent tissues 

that were surgically removed in the 980th Hospital of the Joint Logistics Support Force between January 2019 and December 2022 were 

collected. The expression of HOXC13 protein in Chinese LSCC tissues were detected by immunohistochemistry. The expressions of 

HOXC13 and PCNA mRNA in Chinese LSCC tissues, adjacent non-cancerous tissues, and various cell lines were detected by qPCR. 

The proliferation ability of AMC-HN-8 cells in different groups was detected by the MTS method. Plate cloning assay was used to 

detect the clone formation ability of transfected AMC-HN-8 cells in each group. The migration and invasion abilities of AMC-HN-8 

cells in each group were determined by transwell chamber experiments. The binding relationship between HOXC13 and PCNA was 

verified by dual luciferase reporter gene assays and chromatin immunoprecipitation (ChIP) techniques. Results: HOXC13 and PCNA 

were highly expressed in LSCC tissues and cells (P<0.05 or P<0.01). Their expression levels were positively correlated (P<0.01), and 

the expression level of HOXC13 was significantly correlated with TNM stage (P<0.01). Knockdown of HOXC13 significantly 
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inhibited the proliferation, migration and invasion abilities of AMC-HN-8 cells (all P<0.01), and overexpression of HOXC13 promoted 

the proliferation, migration and invasion abilities of TU686 cancer cells (all P<0.01). HOXC13 could bind to the promoter region of 

PCNA and regulate its transcription. Knockdown of PCNA partially reversed the promotion of HOXC13 on the malignant biological 

behaviors of AMC-HN-8 cells (all P<0.01). Conclusion: HOXC13 promotes the malignant biological behaviors of LSCC cells by up-

regulating PCNA. HOXC13 is a potential target for clinical diagnosis and treatment of LSSC.

[Key words]  transcription factor; HOXC13; laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC); AMC-HN-8 cell; proliferation; invasion; 

migration; PCNA
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喉鳞状细胞癌（laryngeal squamous cell carcinoma，

LSCC）是一种严重危害人类健康的恶性肿瘤，发病率

和病死率都在逐年上升，给患者和医疗体系造成巨大

的压力[1-2]。由于其恶性程度较高，LSCC的治疗效果往

往不理想，患者的生存期较短[3]。因此需要更加深入地

研究和探索LSCC的发病机制和治疗方法，以便更好地

预防和治疗。近年来的研究[4-5]发现，癌症的发生发展

是一个多步骤的过程，转录因子在其中扮演着重要的

角色，可以调控细胞的增殖、存活、代谢、侵袭和迁移等

过程。通过对GEO数据库的深入分析发现，同源盒蛋

白C13（homebox C13, HOXC13）在LSCC组织中呈高

表达，推测HOXC13是一个潜在的癌基因，其表达失调

可能会引起癌症的发生发展。HOXC13作为HOX基因

家族的重要成员，已被证实具有转录因子的功能，并在

多种肿瘤的发生发展中起关键作用[6]。然而，HOXC13

在LSCC中的具体作用机制与功能还不甚清楚，亟待深入

研究。本研究旨在通过一系列体外实验探究HOXC13在

LSCC组织中的表达模式、生物学功能以及调控机制，为

这一领域的学术研究提供新实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂与组织标本

人LSCC AMC-HN-8、TU177和TU686细胞均由

河北医科大学耳鼻咽喉头颈外科生物样本库提供。

TRIzol试剂购自北京索莱宝公司，HOXC13、GAPDH

及增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，

PCNA）引物购自北京天根生物有限公司。兔抗

HOXC13抗体，HRP标记的山羊抗兔单克隆抗体购

自英国Abcam公司，sh-HOXC13-1~4、sh-PCNA及相

应阴性对照 sh-NC，过表达质粒（pcDNA3.1-PCNA、

pcDNA3.1-HOXC13 及 pcDNA3.1-NC）均购自 Gene 

Pharma 公司（中国上海），pGL3-PCNA（-942/+30），

pGL3-PCNA（-919/+30）萤光素酶报告基因载体购自

南京金斯瑞公司，Lipofectamine2000转染试剂购自美

国 Invitrogen公司，MTS溶液购自美国Promega公司，

Transwell小室培养板购自美国Corning公司。

收集 2019年 1月至 2022年 12月在联勤保障部

队第九八〇医院耳鼻咽喉头颈外科手术切除的62对

LSCC组织及配对的癌旁组织。所有患者及家属都

充分知情并签署了知情同意书，本实验方案已获得

联勤保障部队第九八〇医院伦理委员会的批准（批

准文号：2023-KY-130）。

1.2  细胞培养、转染及分组

将AMC-HN-8细胞置于含10%胎牛血清的DMEM

培养液中，TU177和TU686置于含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养液中，在37 ℃、5%CO2恒温培养箱中培

养。按说明书步骤，用 Lipofectamine2000转染试剂

将各质粒转染到喉癌细胞中。sh-NC和sh-HOXC13-

1~4质粒转染至AMC-HN-8细胞中，分别标记为对照组

（sh-NC组）及敲低组（sh-HOXC13-1~4组）；pcDNA3.1-

NC和pcDNA3.1-HOXC13质粒转染至TU686细胞中，

分别标记为对照组（pcDNA3.1-NC 组）及过表达组

（pcDNA3.1-HOXC13 组 ）；sh-NC、sh-HOXC13 和

pcDNA3.1-PCNA质粒转染至AMC-HN-8细胞中，分别

记为对照组（sh-NC组），HOXC13敲低组（sh-HOXC13

组），PCNA过表达组（pcDNA3.1-PCNA组）及共转染组

（sh-HOXC13+pcDNA3.1-PCNA组）。

1.3  用数据库数据分析HOXC13 mRNA在LSCC组

织中的表达

在 GEO 数据库（https://www. ncbi. nlm. nih. gov/

geo/）中，系统地搜索并下载LSCC的基因芯片数据，

最终选定 GSE84957 作为研究对象。为准确找出

LSCC组织和癌旁组织之间表达差异的mRNA，采用

表达差异倍数大于2且P值小于0.01作为筛选标准，

以确保分析结果的严谨性和可靠性。用GEPIA(http:

//gepia.cancer-pku.cn/index.html)数据库检索HOXC13

在人LSCC组织中的表达。

1.4  免疫组织化学法检测中国人 LSCC 组织中

HOXC13蛋白的表达

将 LSCC 组织和癌旁组织进行常规的固定、脱

水、透明、包埋、切片，然后进行脱蜡复水和抗原修

复，用 10% 牛血清于室温下处理 30 min 后加入

HOXC13一抗（1∶150），4 ℃下处理过夜，PBS冲洗，

加入HRP标记山羊抗兔单克隆抗体（1∶1 000）于室温

下处理1 h，DAB染色液显色、苏木精复染和封片，在

显微镜下观察、拍照。为量化HOXC13在肿瘤细胞
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中的表达水平，使用 Image J软件计算阳性细胞百分

比，并据此制定评分系统。当阳性细胞比例低于10%

时评分为0，10%~<20%时评为1分，20%~<50%时评

为 2分，≥50%时评为 3分。通过染色强度评分来评

估HOXC13的表达强度，无染色为 0分，浅棕色弱染

色为 1分，棕色中度染色为2分，深棕色强染色为 3分。

上述两项评分相加，0~2分为阴性，3~6分为阳性。

1.5  qPCR检测中国人LSCC组织、癌旁组织以及各

组LSCC细胞中HOXC13和PCNA mRNA的表达

用TRIzol试剂提取中国人LSCC组织、相应癌旁

组织及各组细胞中的总 RNA，检测 RNA 浓度及纯

度，使用反转录试剂盒将RNA反转录为 cDNA后进

行qPCR检测，PCR参数：95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s、60 ℃ 

30 s、72℃ 30 s，共 40个循环。HOXC13正向引物为

5'-GCGTGCCCTACACTAAGGTG-3'，反向引物为 5'

-GGCGCTTTCGATTTGCTGAC-3'；PCNA 正向引物

为 5'-CAACGGTGACACTCAGTAT-3'，反向引物为 5'

-TGGCATCTTAGAAGCAGTT-3'；GADPH 正向引物

为 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'，反向引物

为 5'-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'。以GAPDH

作为内参基因，用公式 2-△△CT计算HOXC13和 PCNA 

mRNA的相对表达量。

1.6  MTS法检测各组AMC-HN-8细胞的增殖能力

将转染质粒的各组 AMC-HN-8 以每孔 103 个/

100 μL 的密度接种于 96 孔板中。每组设置 5 个复

孔。在接种后0、24、48和72 h加入20 μL MTS溶液，

继续培养2 h后，用酶标仪测定各孔在492 nm处的光

密度（D）值，以D值代表细胞的活力，并据此绘制生

长曲线。

1.7  平板克隆实验检测各组AMC-HN-8细胞的克隆

形成能力

将转染后的各组 AMC-HN-8 细 胞 按 每个孔

3×103个细胞接种于六孔板中，轻轻摇动培养皿以确

保细胞均匀分布，在恒温条件下培养2周。当肉眼观

察到细胞团时即可终止培养，去除细胞培养的上清

液，用PBS清洗细胞 2次，去除残余的培养基和未贴

壁细胞。使用多聚甲醛固定液固定 15 min，0.4%结

晶紫染色液染色 15 min，显微镜下观察计数克隆数，

以评估细胞的增殖能力。

1.8  Transwell实验检测各组AMC-HN-8细胞的迁移

和侵袭能力

使用涂有Matrigel基质胶的小室测试细胞侵袭

能力，不涂 Matrigel 基质胶的小室测试细胞迁移能

力。各组AMC-HN-8细胞中，取100 μL细胞悬液（含

1×105个细胞）加入上室，下室加入 700 μL含 10%胎

牛血清的培养基，培养 48 h后，多聚甲醛固定细胞，

棉签擦去上室表面的细胞，结晶紫染色，显微镜观

察、计数迁移及侵袭的细胞数。

1.9  双萤光素酶报告基因实验和染色质免疫沉淀

（chromatin immuno-precipitation，ChIP）实 验 验 证

HOXC13与PCNA之间的结合关系

JASPAR 和 Human DB 数据库分析发现，PCNA

上游潜在的转录因子有HOXC13。将AMC-HN-8细

胞以每孔 104个细胞接种于 96孔板中，每组设 3个复

孔，培养12 h后进行转染。用 lipo2000将pcDNA3.1-

NC、pcDNA3.1HOXC13、pGL3-PCNA（-942/+30）和

pGL3-PCNA（-919/+30）萤光素酶报告基因载体共转

染细胞，分别记为pcDNA3.1-NC+pGL3-PCNA（-919/

+30）组 ，pcDNA3.1-HOXC13+pGL3-PCNA（ -919/

+30）组，pcDNA3.1-NC+pGL3-PCNA（-942/+30）组和

pcDNA3.1-HOXC13+pGL3-PCNA（-942/+30）组。培

养 48 h后，加入 100 μL溶解的萤光素酶底物，处理 5 

min后用酶标仪检测萤光素酶的活性。

将对数生长期的AMC-HN-8细胞用 4%多聚甲

醛于室温下固定 10 min，超声处理2 min，4 ℃下以

15 947×g 离心 5 min，收集上清液。取出上清液的

10 %作为阳性对照，存放于–80 ℃以备用。对于

ChIP实验，将900 μL 稀释缓冲液和100 μL上清液以

及 5 μg HOXC13抗体，抗体Anti-IgG作为阴性对照，

混合后4 ℃下处理过夜，每份样品中加入50 μL磁珠

并旋转处理3 h，离心去掉上清液，用PBS洗涤非特异

性复合物，65 ℃过夜解交联，酚/氯仿抽提纯化回收

DNA片段。qPCR分析HOXC13对 PCNA启动子的

富集能力。

1.10  统计学处理

实验结果由 3 次独立重复实验得出。采用

GraphPad Prism 8软件和SPSS 21.0软件数据统计分

析。符合正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，多组间比

较采用单因素方差分析（ANOVA），两组间比较采用 t

检验。计数资料以百分比（%）表示，组间比较采用卡

方检验（χ2检验）。以P<0.05或P<0.01表示差异具有

统计学意义。

2  结  果

2.1  HOXC13和 PCNA在LSCC组织和细胞中均呈

高表达且两者的表达水平呈正相关

用GEPIA数据库数据分析结果（图1A）显示，与癌

旁组织相比，LSCC 组织中 HOXC13 mRNA呈高表达

（P<0.05）。用qPCR法检测62对中国人LSCC组织和

癌旁组织中HOXC13 mRNA表达的结果（图1B）显示，

与癌旁组织相比，其在 LSCC 组织中也呈高表达

（P<0.01）；HOXC13 的表达水平与 TNM分期有关联
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（P<0.01，图1C）。免疫组化法检测结果（图1D）显示，

HOXC13免疫反应物主要定位于细胞核中，分析结果示，

在62例LSCC样本中，46 例 HOXC13 蛋白呈高表达、

16例呈低表达，且LSCC组织中HOXC13蛋白的表达水

平显著高于癌旁组织（74.2% vs 19.4%，P<0.01）；然而，

HOXC13蛋白的表达与患者性别、年龄、TNM分期以及

分化程度均无明显关联（均 P>0.05）。HOXC13 在

TU686、TU177和AMC-HN-8细胞中的表达水平均显著

高于对照组（对照组为10例正常喉组织cDNA的混合

液）（图 1E，均 P<0.01）。HOXC13 在 AMC-HN-8 和

TU686 细胞中的差异表达最为明显，因此选择

AMC-HN-8细胞用于敲减实验，TU686用于过表达实验。

qPCR检测结果（图1F, G）显示，LSCC组织中PCNA的

表达水平显著高于癌旁组织且与TNM分期有关联（均

P<0.01）。HOXC13 与PCNA的表达呈正相关（P<0.01，

图1H）。在喉癌细胞中敲低 HOXC13后，PCNA的表

达降低，过表达 HOXC13 后，PCNA 的表达升高（均

P<0.01，图1I）。实验结果说明，HOXC13和PCNA在

LSCC组织和细胞中均呈高表达，且两者表达水平呈正

相关关系。

A：GEPIA数据库数据分析HOXC13 mRNA在LSCC组织中的表达； B：qPCR法检测HOXC13 mRNA在中国人LSCC组织和相应

癌旁组织中的表达；C：LSCC组织中HOXC13 mRNA表达与患者临床特征的关系；D：IHC技术检测HOXC13蛋白在LSCC组织

（d1～d2）和癌旁组织（d3～d4）中的表达情况（放大倍数：d1、d3为×100，d2、d4为×400）；E：qPCR法检测HOXC13 mRNA在

TU686、TU177、AMC-HN-8细胞中的表达情况；F：qPCR法检测PCNA mRNA在LSCC组织和癌旁组织中的表达；G： LSCC组织

中PCNA mRNA表达与患者临床特征的关系；H：PCNA、HOXC13 mRNA在LSCC组织中表达的相关性； I：敲减或过表达

HOXC13对LSCC细胞中PCNA mRNA表达的影响。*P<0.05, **P<0.05。

图1  HOXC13及PCNA在LSCC组织和细胞中的表达

2.2  敲减HOXC13可明显抑制AMC-HN-8细胞的增

殖、迁移和侵袭能力

qPCR 法检测结果（图 2A）显示：与 sh-NC 组相

比，sh-HOXC13-1、2、3及4组中HOXC13 mRNA表达

水平均明显下降（P均<0.01），其中以 shHOXC13-2组

最为明显，所以后续实验选用 sh-HOXC13-2序列进

行。MTS实验检测结果（图 2B）显示，与 sh-NC组比

较，sh-HOXC13-2 组 AMC-HN-8 细胞的增殖能力显

著降低（P<0.01）。细胞克隆形成实验检测结果（图

2C）显示，与 sh-NC 组比较，sh-HOXC13-2 组 AMC-
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HN-8 细 胞 的 克 隆 能 力 也 明 显 降 低（P<0.01）。

Transwell 小室实验检测结果（图 2D、E）显示，与 sh-

NC组比较，sh-HOXC13-2组AMC-HN-8细胞的迁移

和侵袭能力均明显降低（均 P<0.01）。实验结果说

明，敲减HOXC13可明显抑制AMC-HN-8细胞的增

殖、迁移和侵袭能力。

A：qPCR法检测在AMC-HN-8细胞中敲减HOXC13 mRNA的效率；B~C：MTS（B）、细胞克隆形成实验（C，×50）检测敲低HOXC13

对AMC-HN-8细胞增殖能力的影响；D、E：Transwell实验检测敲减HOXC13对AMC-HN-8细胞的迁移能力和侵袭能力的影响（×200）。
**P<0.01。

图2    敲低HOXC13抑制AMC-HN-8细胞的增殖、迁移和侵袭能力

2.3  过表达HOXC13促进TU686细胞的增殖、迁移

和侵袭

qPCR法检测结果（图3A）显示，与pcDNA3.1-NC

组相比，pcDNA3.1-HOXC13组TU686细胞中HOXC13 

mRNA表达水平显著升高（P<0.01），表明在TU686细

胞中成功地过表达了HOXC13 mRNA。MTS实验、细

胞克隆形成实验检测结果（图3B、C）显示，与pcDNA3.1-

NC组相比，pcDNA3.1-HOXC13组TU686细胞的增殖、

克隆形成能力均显著升高（均P<0.01）；Transwell小室

实验检测结果（图3D、E）显示，与pcDNA3.1-NC组相比，

pcDNA3.1-HOXC13组TU686细胞的迁移、侵袭能力均

显著升高（均P<0.01）。实验结果表明，过表达HOXC13

可明显促进TU686细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

2.4  HOXC13可结合PCNA启动子区并调控其转录

通过 JASPAR和Human TFDB生物信息学网站

进行预测分析发现，HOXC13与PCNA启动子之间存

在结合位点（图4A）。双萤光素酶基因报告实验检测

结果（图 4B）显示，与 pcDNA3.1-NC+pGL3-PCNA

（ -919/+30）组 、pcDNA3.1-HOXC13+pGL3-PCNA

（-919/+30）组及 pcDNA3.1-NC+pGL3-PCNA（-942/

+30）组 比 较 ，pcDNA3.1-HOXC13+pGL3-PCNA

（-942/+30）组AMC-HN-8细胞萤光素酶活性明显升

高（P<0.01）；ChIP 实验检测结果（图 4C）显示 ，

HOXC13特异性抗体沉淀的复合物中PCNA的富集

水平显著高于 IgG（P<0.01）。实验结果说明 ，

HOXC13可与PCNA启动子区结合，并作为转录因子

调节PCNA的转录。

2.5  过表达 PCNA 可部分逆转 HOXC13 对 AMC-

HN-8细胞的恶性生物学行为的促进作用

qPCR 法检测结果（图 5A）显示，与 sh-NC 组比

较，sh-HOXC13 组 AMC-HN-8 细胞中 PCNA mRNA

表达水平明显降低（P<0.01），pcDNA3.1-PCNA 组

AMC-HN-8细胞中PCNA mRNA显著升高（P<0.01）；

然而，同时敲减HOXC13和过表达PCNA，则可部分逆转

敲减HOXC13 对 PCNA 表达的抑制作用（P<0.01）。

MTS 实验、克隆形成实验和 Transwell 实验结果（图

5B~E）显示，敲减HOXC13均可显著抑制AMC-HN-8

细胞的增殖、迁移及侵袭能力（均 P<0.01）；过表达

PCNA均可显著促进AMC-HN-8细胞的增殖、迁移及

侵袭能力（均P<0.01）；然而，同时敲减HOXC13和过

表达 PCNA 则可部分逆转敲减 HOXC13 对 AMC-

HN-8细胞的抑制作用（均P<0.01）。实验结果进一步
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证实了HOXC13和PCNA在AMC-HN-8细胞中的重 要调控作用及其相互关系。

A：在TU686细胞中验证过表达HOXC13质粒的转染效率；B、C：HOXC13的过表达明显促进了TU686细胞的增殖（B）与克隆形

成（C）（×50）；D：过表达HOXC13促进TU686细胞的迁移能力（×200）；E：过表达HOXC13促进TU686细胞的侵袭能力（×200）。
**P<0.01。

图3    过表达HOXC13促进喉癌细胞的增殖、迁移及侵袭能力

A：网站预测PCNA与HOXC13的结合位点；B：双萤光素酶报告基因实验验证HOXC13与PCNA启动子区的结合关系；

C：ChIP实验验证PCNA与HOXC13的结合关系。**P<0.01。

图4    双萤光素酶报告基因实验和ChIP实验验证PCNA是HOXC13的直接靶基因

3  讨  论

喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，临床上主要分

为声门型（占比60.0%）、声门上型及声门下型三种类

型，男性发病率稍高于女性，最常见的病理类型是

LSCC[7]。目前，可采用外科手术、化疗或放疗等方式

治疗 LSCC，然而这些治疗方法均存在不同的优缺

点，总体治疗效果尚不理想，患者远期生存率较低，

预后较差[8]。研究[9]表明，LSCC的发生发展与癌基因

和抑癌基因的功能失衡密切相关。因此，当前研究

的热点在于积极寻找基因水平上的治疗靶点，以期

为LSCC的治疗提供新的有效手段。

转录因子也被称为特定DNA序列结合蛋白，能

够调控DNA的转录[10]。这些转录因子拥有模块化的

结构，包括DNA结合区、反式激活区和单链区等组成

部分[11]。其中，DNA结合区能够和靶基因启动子区

的特定核苷酸序列结合，从而提高或降低靶基因的

转录水平，调控特定的生物学过程[12]。据估计，人类
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基因组中约包含2 600个转录因子，它们确保了基因

在特定时间、特定细胞和特定数量下的转录和表达，

以维持细胞的正常功能[13]。在肿瘤研究领域，转录因

子相关的研究非常丰富。HOXC13是HOXC基因家

族中的一个转录因子，早期的研究[14]主要关注其与头

发、指甲和丝状乳头的关系。然而，近年来的研究[15]

发现，HOXC13在成釉细胞瘤、牙源性肿瘤、黑色素瘤

以及脂肪肉瘤中显著高表达。作为一个转录因子，

HOXC13能够调控许多关键基因的表达，进而影响肿

瘤的发生发展[16]。Zfp521，作为B细胞中可导致白血

病的原癌基因，其表达受到HOXC13的协同调控[17]。

此外，在乳腺癌中高表达且能促进乳腺癌恶性表型

的 关 键 基 因 同 源 盒 转 录 反 义 RNA（Homebox 

transcript antisense RNA，HOXAIR）也受到 HOXC13

的转录调控[18]。最近研究[19]还发现，HOXC13在肺癌

中通过上调细胞周期蛋白D1（cyclin D1，CCND1）和

细胞周期蛋白E1（cyclin E1，CCNE1）的表达来发挥

促癌作用。这些研究表明，HOXC13在肿瘤领域的研

究具有重要价值。然而，关于其在LSCC的作用及机

制尚少见报道。

A：敲减 HOXC13 或敲减 HOXC13+过表达 PCNA 对 AMC-HN-8 细胞中 PCNA mRNA 表达的影响，B~E：敲减 HOXC13 或敲减

HOXC13+过表达PCNA对AMC-HN-8细胞增殖（B~C，×50）、迁移（D，×200）和侵袭（E，×200）能力的影响。**P<0.01。

图5    HOXC13和PCNA表达对LSCC细胞生物学行为的影响

本研究从GEO数据库中筛选出LSCC基因芯片数

据集GSE84957，以表达差异倍数大于2且P<0.01为标

准进行差异基因分析。结果发现，HOXC13基因在LSCC

组织中的表达水平较癌旁组织显著上调。通过qPCR

检测了62例中国人LSCC患者肿瘤组织和癌旁组织中

HOXC13 mRNA的表达，也验证了数据集分析的结果，

发现其与患者的TNM分期有关联；同时免疫组化技术

检测结果也显示，LSCC组织中HOXC13蛋白的表达也

明显高于癌旁组织。本研究结果揭示了HOXC13对

LSCC细胞增殖、侵袭和迁移的促进作用。这些发现与

以往的研究结果相一致，进一步验证了HOXC13在LSCC

发生发展中的重要作用。

PCNA主要在细胞核内发挥其功能[20]。它不仅是

DNA聚合酶delta的辅助因子，而且其编码的蛋白质形

成一个同源三聚体，可以增强DNA复制过程中前导链

的持续合成能力[21]。此外，PCNA还能响应DNA损伤，

通过被泛素化，参与泛素结合酶E2（ubiquitin-conjugating 

enzyme E2, UBE2, RAD6 Homolog）依赖的DNA修复

途径[22]。研究[23]表明，PCNA与细胞的正常生长和异常

增殖相关。当PCNA出现紊乱时，可能会导致细胞异常

增殖甚至肿瘤的发生[24]。

本研究通过 JASPAR和Human TFDB网站分析发

现，PCNA启动子区与转录因子HOXC13之间存在结合

位点。进一步的ChIP和萤光素酶报告实验证实PCNA

是HOXC13的下游靶基因。在LSCC中，PCNA呈现高

表达，且与患者的TNM分期有关联。本研究结果进一

步显示，PCNA与HOXC13基因在LSCC中的表达呈正

相关，且高表达的HOXC13可以促进PCNA蛋白的表
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达。这些结果证实转录因子HOXC13可以通过上调

PCNA的转录，进而促进PCNA蛋白的表达。通过回复

实验发现，敲低HOXC13可以显著抑制LSCC细胞的增

殖、迁移和侵袭能力。然而，当同时过表达PCNA时，这

种抑制作用明显减弱，表明HOXC13通过正调控PCNA

表达来促进LSCC细胞的增殖、迁移和侵袭能力。本研

究还有待进一步完善。首先，由于样本量小，研究结果

可能不够具有普遍性。其次，研究在LSCC组织和细胞

中进行，需要在动物模型中进一步验证。还需要更深

入地探究HOXC13在LSCC中的其他可能靶基因和具体的

作用机制，以便更全面地了解其在LSCC中的作用。

综上所述，本研究揭示了在LSCC细胞中，高表达

的HOXC13能够与PCNA启动子区的结合，进而调控

PCNA转录。HOXC13通过调控PCNA显著促进LSCC

细胞的增殖、迁移、侵袭能力，揭示了HOXC13在LSCC

发生发展中的重要作用。因此，靶向HOXC13可能为

LSCC的治疗提供全新的策略。
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