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ｃ⁃Ｍｙｃ 调控 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 对口腔鳞癌的影响
李文丽１，朱友明１，２，何家才１，２

（ １ 安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，合肥　 ２３００３２；
２安徽省口腔疾病研究中心实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡｓ） ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在口腔鳞癌（ＯＳＣＣ）中的作用机制及与转录因子 ｃ⁃Ｍｙｃ
的潜在相互作用，为 ＯＳＣＣ 患者提供新的治疗靶点和途径。 方法　 用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＯＳＣＣ 及癌旁组织中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
的表达。 检测敲低和过表达人舌鳞癌细胞 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 中 ｃ⁃Ｍｙｃ 后 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达。 采用荧光原位杂交实验

（ＦＩＳＨ）检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在细胞内的定位。 采用双荧光素酶报告基因分析 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 启动子区域

的靶向结合作用。 通过慢病毒感染的方式在人 ＯＳＣＣ 细胞系 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 中构建 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 敲低和过表达的稳转细

胞系，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的敲低和过表达效率；采用生长曲线实验、ＣＣＫ⁃８ 法、克隆形成实验检测细胞增

殖变化，采用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移情况。 结果 　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在 ＯＳＣＣ 组织和 ＯＳＣＣ 细胞系（ＨＮ６、
ＣＡＬ２７）中表达水平均降低，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证在 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 中敲低和过表达 ｃ⁃Ｍｙｃ 的效果，实验表明过表达 ｃ⁃Ｍｙｃ 显著下调

ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 水平，敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ 明显上调 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 水平。 双荧光素酶报告基因显示 ｃ⁃Ｍｙｃ 可靶向调控 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ，ｃ⁃Ｍｙｃ 可以参与调节并且抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的转录活性。 ＦＩＳＨ 显示 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 主要存在

于细胞核中。 生长曲线实验、ＣＣＫ⁃８ 法、细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、克隆形成等实验显示，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 促进 ＯＳＣＣ
细胞的生长增殖，过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 明显抑制 ＯＳＣＣ 细胞增殖与迁移能力。 结论　 ＬｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 受 ｃ⁃Ｍｙｃ 负

性调控，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 会促进细胞增殖与迁移，反之则抑制细胞增殖与迁移。
关键词　 长链非编码 ＲＮＡ；ｃ⁃Ｍｙｃ；口腔鳞癌；细胞增殖；细胞迁移
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　 　 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
是一类长度超过 ２００ 个核苷酸的非编码 ＲＮＡ。 研

究［１］表明，ｌｎｃＲＮＡ 参与了基因组组织和生命过程的

广泛功能，如生长和发育、细胞增殖、分化、免疫应答

和某些疾病，如癌症和心血管疾病。 长期以来一直
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Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｅｊｉａｃａｉ＠ １６３． ｃｏｍ

认为 ｃ⁃Ｍｙｃ 是抗癌治疗的理想靶标。 然而，由于 ｃ⁃
Ｍｙｃ 难以靶向的特征，已经开发了替代方法，通过靶

向参与 ｃ⁃Ｍｙｃ 失调的必需上游因子或 ｃ⁃Ｍｙｃ 信号传

导的下游效应物来治疗 ｃ⁃Ｍｙｃ 激活的癌症［２］。 然而

目前关于 ｌｎｃＲＮＡ 与口腔癌两者之间关系的研究尚

不详细，该研究以人舌鳞癌细胞系 ＣＡＬ２７ 为研究对

象，建立 ＣＡＬ２７ ｃ⁃Ｍｙｃ 稳定敲低细胞系，并利用高通

量测序技术进行检测，从中筛选出一个表达差异显

著且由 ｃ⁃Ｍｙｃ 负调控的 ｌｎｃＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ （ＥＮＳＴ０００００４５０９０９） ，确定为后续研究对象。
该研究旨在探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在口腔鳞癌
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（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）中的表达及定

位，并分析其是否能够通过靶向调控 ｃ⁃Ｍｙｃ 对口腔

鳞癌细胞发生发展产生影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 患者组织样本　 实验中的 １０ 对组织样本来

自安徽医科大学第一附属医院口腔颌面外科手术中

切除的 ＯＳＣＣ 组织和癌旁组织，未做过放疗或化疗，
已通过病理证实。 手术切除的组织放到冻存管内，
立即放在液氮罐中进行保存。 以上组织样本是在患

者知情同意的情况下进行的收集，该研究获得安徽

医科大学附属口腔医院伦理委员会批准 （ Ｎｏ．
２０２２００１），符合伦理法规。
１． １． ２　 试剂与仪器　 人胚肾细胞 ２９３Ｔ、人舌鳞癌

细胞 ＨＮ６、ＣＡＬ２７、人正常口腔上皮细胞 ＨＯＫ、大肠

埃希菌 ＤＨ５α（安徽省口腔疾病研究重点实验室提

供）；慢病毒载体 ｐｌｋｏ． １⁃ｐｕｒｏ、 质粒体系 ｐＧａｇ、
ｐＲｅｖ、ｐＶｓｖｇ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；表达载体

ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ、 ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｃｔｒｌ、 ｆｌａｇ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ （ ＋ ｃ⁃
Ｍｙｃ）、ｐＧＬ３ 质粒、 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 质粒以及 Ｒｅｎｉｌｌａ 质粒

（中国科学技术大学生命科学院提供）；过表达载体

ＰＣＤＨ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ、ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃
１、ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃２、ｐＧＬ３⁃ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ⁃ｗｔ 质粒和 ｐＧＬ３⁃ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ⁃ｍｕｔ 质粒

（上海生工生物公司）；胎牛血清（上海 Ｌｏｎｓｅｒａ 公

司，货号：Ｓ７７１⁃００１Ｓ）、ＤＭＥＭ 高糖培养基（加拿大

Ｗｉｓｅｎｔ 公 司， 货 号： ３１９⁃００５ ）； 转 染 试 剂 ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ （ 美 国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司， 货 号：
１１６６８０１９）； ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 相关试剂 （日本 ＴａＫａＲａ 公

司）。 质粒提取试剂盒、ＤＮＡ 片段回收试剂盒（美国

Ａｘｙｇｅｎ 公司）。 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白酶浓度测定试剂盒、
ＤＥＰＣ 水、ＲＩＰＡ 裂解液、ＤＭＳＯ 试剂（上海碧云天科

技有限公司）、４％ 多聚甲醛通用型组织固定液（合
肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物技术有限公司，货号：ＢＬ５３９Ａ）；荧
光定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公司，型号：９７００）；全自动

化学发光分析仪（上海天能生命科学有限公司，型
号：５２００）
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 环境为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱和湿

度，所用培养基为含有 １０％ ＦＢＳ 及 １％ 双抗的高糖

培养基，每日观察细胞，保证传代时细胞密度为

７０％ ～８０％ 。
１． ２． ２ 　 ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达载体的

构建　 从 ＮＣＢＩ 数据库中查询 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
的基因序列，根据 ｐｌｋｏ． １⁃ｐｕｒｏ 载体的敲低骨架特

征，设计 ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 载体构建所

需的引物，选择 ＰＡＧＥ 纯化方式，送上海生工合成。
引物序列见表 １。 分别合 ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃１、
ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃２。 获得扩增基因后，３７ ℃
水浴中消化双酶切 ｐｌｋｏ． １⁃ｐｕｒｏ 载体，回收酶切产

物。 １％琼脂糖凝胶电泳，由 Ｔ４ 连接酶将回收的酶

切产物和基因片段连接。 将上述连接产物转入感受

态大肠埃希菌 ＤＨ５α，涂于 ＬＢ 平板上，３７ ℃倒置培

养过夜。 第 ２ 天挑取菌落，筛选阳性克隆，送公司测

序鉴定，成功构建 ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃１、
ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃２。
１． ２． ３　 慢病毒包装和构建稳定转染细胞系　 取上

述已构建成功且携带目的片段的表达载体 （３ μｇ）
和病毒包装质粒： ３ μｇ ｐＧａｇ、３ μｇ ｐＲｅｖ、１. ５ μｇ
ｐＶｓｖｇ，共转染 ２９３Ｔ 细胞，使用不含血清的 ＤＭＥＭ
培养 ８ ｈ 后更换为 １０％ ＦＢＳ 的正常培养基。 转染

４８ ｈ 后收集病毒，转染 ７２ ｈ 后二次收集病毒， － ８０
℃保存备用。 病毒感染前 １ 天，０. ２５％ 铺板靶细胞

ＨＮ６、ＣＡＬ２７，待细胞汇合度达 ６０％ 时，将病毒原液

分别感染靶细胞。 加入 ３. ５ μｌ 的 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（浓度为

８ ｍｇ ／ ｍｌ），３７ ℃孵育 １２ ｈ，加入嘌呤霉素筛选 １ ～ ２
周。

表 １　 敲低引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｓｈＲＮＡ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′⁃３′）
ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃１

Ｆ： ｃｃｇｇＣＡＡＴＣＴＧＴＣＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡｃｔｃｇａｇＴＡＧＡＣＡ⁃
ＴＴＡＡＧＡＣＡＧＡＴＴＧｔｔｔｔｔｇ
Ｒ： ａａｔｔｃａａａａａＣＡＡＴＣＴＧＴＣＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡｃｔｃｇａｇＴＡ⁃
ＧＡＣＡＴＴＡＡＧＡＣＡＧＡＴＴＧ

ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃２

Ｆ： ｃｃｇｇＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＡＡＧＣＴＡＡｃｔｃｇａｇＴＴＡＧＣＴ⁃
ＴＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＧＣｔｔｔｔｔｇ
Ｒ：ａａｔｔｃａａａａａＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＡＡＧＣＴＡＡ ｃｔｃｇａｇＴＴ⁃
ＡＧＣＴＴＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＧＣ

１． ２． ４ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 及 ｃ⁃
Ｍｙｃ 在 ＯＳＣＣ 组织及细胞的表达水平提取各组细胞

的总 ＲＮＡ。 逆转录合成 ｃＤＮＡ 模板， － ２０ ℃保存待

用。 ＰＣＲ 反应体系（２０ μｌ）包括： 上游引物 ０. ８ μｌ，
下游引物 ０. ８ μｌ，２ × ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μｌ，ＲＯＸ ０. ４
μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ，无菌蒸馏水 ６ μｌ。 ＰＣＲ 扩增反应程

序为： ９５ ℃、２ ｍｉｎ，９５ ℃、５ ｓ，６０ ℃、１５ ｓ，７２ ℃、２０
ｓ，重复 ５５ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为分子内参，采用
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２ － ΔΔＣＴ法分析比较各组 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表

达。 引物序列见表 ２。

表 ２　 引物序列

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （ ５′⁃３′）
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ Ｆ： ＧＧＡＴＴＡＣＡＧＧＣＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴＧ

Ｒ： ＣＡＡＣＣＡＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＧＧＡＡＧＣ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ

Ｒ： ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ
ｃ⁃Ｍｙｃ Ｆ：ＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＡＧ

Ｒ：ＡＧＡＧＡＧＣＣＧＣＡＴＧＡＡＴＴＡＡＣＴＡＣＧＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＡＴＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣ

Ｒ： ＡＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ

１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白的表达　 ＲＩＰＡ
裂解 ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 及 其 各 自 对 照 组 的 ＨＮ６、
ＣＡＬ２７ 细胞，提取总蛋白，提取总蛋白，测定蛋白浓

度，煮蛋白，凝胶电泳分离蛋白，转膜，室温下封闭 ２
ｈ，抗体孵育，ＴＢＳＴ 充分洗膜，显影，分析条带灰度。
１． ２． ６　 萤火虫双荧光素酶实验　 将 ２９３Ｔ 细胞以 ２
×１０４ 个 ／孔铺种于 ２４ 孔板。 ２４ ｈ 后，以质粒 ５００
ｎｇ、Ｌｉｐｏ２０００ １ μｌ 配制转染液，室温孵育 １５ ｍｉｎ，滴
加进 ２４ 孔板，６ ｈ 后换液，转染 ２４ ｈ 后，加入裂解液

１００ μｌ ／孔，置于冰上裂解 ５ ｍｉｎ，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。 ９６ 孔板中加入 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
Ａｓｓａｙ Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅱ工作液 １００ μｌ。 加入 ２０ μｌ 细胞裂

解液，移液枪吹打混匀 ２ ～ ３ 次，２ ｓ 后测数据，记录

Ｆｉｒｅｆｌｙ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 值。 加入 １００ μｌ Ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ，移液枪吹打混匀 ２ ～ ３ 次，２ ｓ 后测数据，记录

Ｒｅｎｉｌｌａ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 值。
１． ２． ７　 荧光原位杂交实验（ＦＩＳＨ） 　 用 ４％ 多聚甲

醛，室温固定细胞 １５ ｍｉｎ；弃多聚甲醛，每孔加入

１００ μｌ 的 ０. １％ ｂｕｆｆｅｒ Ａ，室温处理 １５ ｍｉｎ 后，用
ＰＢＳ 洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ；每孔加入 １００ μｌ 的 ２ ×
ｂｕｆｆｅｒ Ｃ，然后将其置于培养箱中 ３０ ｍｉｎ；用提前放

置于 ７３ ℃水浴锅中孵育 ３０ ｍｉｎ 变澄清透亮的 ｂｕｆｆ⁃
ｅｒ Ｅ 来配制探针混合液，探针浓度为 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，再
放入 ７３ ℃水浴进行变性 ５ ｍｉｎ；加入变性后的探针

混合液，避光 ３７ ℃杂交过夜；ＤＡＰＩ 复染细胞核，正
置荧光显微镜下观察并进行拍照保存。
１． ２． ８ 　 ＣＣＫ⁃８ 实验 　 准备稳转株细胞，９６ 孔板每

孔细胞 ２ × １０３ 个，设置 ３ 个平行复孔。 待细胞贴

壁，３７ ℃分别培养 ２４、４８、７２ ｈ；加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶

液，继续避光孵育 ４ ｈ，在酶标仪 ４５０ ｎｍ 处测量各孔

的吸光值（ＯＤ）。

１． ２． ９ 　 生长曲线实验 　 准备稳转株细胞，通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证其敲低或过表达的效果；细胞接种到

６ 孔板中（１ × １０５ 个 ／孔），每组设 ３ 复孔；以细胞贴

壁伸展后开始计时，２４、４８、７２ ｈ 分别将消化下来的

细胞用自动细胞计数仪进行计数，并记录。
１． ２． １０　 细胞划痕实验 　 用 ｍａｒｋｅｒ 笔于 ６ 孔板的

背面平行于长边画线，两条线间隔约 １ ｃｍ。 每孔至

少 ５ 条线。 取准备稳转株细胞铺至 ６ 孔板，每组设

置 ３ 个复孔。 待细胞贴壁后用 ２００ μｌ 枪头划线后

培养过夜。 ２４ ｈ 后在显微镜下观察拍照。
１． ２． １１　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 将稳转株细胞消化离心重

悬，以无血清培养基将细胞稀释至 ４ × １０５ 个 ／ ｍｌ。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下室加 ６００ μｌ 含 ２０％血清的培养基，
上室加 ２００ μｌ 细胞悬液，３７ ℃孵育 ２４ ｈ。 取出小

室，ＰＢＳ 洗 ２ 次，加 ４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ。 加

０. １％结晶紫溶液，室温染色 ２０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 轻柔漂洗

后，用棉签轻轻擦除上室表面细胞，室温干燥，在倒

置显微镜下观察结果并拍照、计数。
１． ２． １２　 克隆形成实验　 将稳转株细胞接种于 ６ 孔

板，８００ 个 ／孔，设 ３ 个复孔。 培养 １４ ｄ，４％ 多聚甲

醛室温下固定 ３０ ｍｉｎ，１％结晶紫染色 ４ ｈ，清洗晾干

并观察拍照、计数。
１． ３　 统计学处理　 所有的细胞和生化试验至少重

复 ３ 次，得到明确的结果。 文中的数据图表和数据

分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行绘制和分析，组间

比较采用方差分析或 ｔ 检验。 数据的统计分析一律

用 �ｘ ± ｓ 表示，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 高通量测序技术筛选目标 ｌｎｃＲＮＡ 　 该研究

以 ＣＡＬ２７ 为研究对象，建立 ＣＡＬ２７ ｃ⁃Ｍｙｃ 稳定敲低

细胞系，利用高通量测序技术进行检测，从中筛选出

一个表达差异显著且由 ｃ⁃Ｍｙｃ 负调控的 ｌｎｃＲＮＡ，ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ （ ＥＮＳＴ０００００４５０９０９） ，确定为后

续研究对象。 检测数据见表 ３。
２． ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在 ＯＳＣＣ 组织和癌旁

组织中的表达情况　 该研究通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测显

示在 ＯＳＣＣ 组织中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达水平

绝大多数都低于癌旁组织（Ｐ ＜ ０. ０００ １），在两种口

腔癌细胞系中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达水平也低

于 ＨＯＫ 对照组 （ ｔ ＝ １２９. １、１３１. ２， 均 Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
见图 １。
２． ３　 敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达的影响　 将 ｓｈｃ⁃ Ｍｙｃ 转染
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表 ３　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 基本信息

Ｔａｂ． ３　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｔｙｐｅ Ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０． ０１
Ａｂｓｏｌｕｔｅ Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ８． ５６
Ｓｏｕｒｃｅ ＧＥＮＣＯＤＥ
ＲＮＡ ｌｅｎｇｔｈ １ ７６２
Ｃｈｒｏｍ ｃｈｒ １６
Ｓｔｒａｎｄ ＋
Ｔｘｓｔａｒｔ ２９９３８１５６
Ｔｘｅｎｄ ２９９４０２５４
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ（Ｃｌａｓｓ） Ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

至 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ 后

ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞内 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
的表达量，显示 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 水平均高于 ｓｈ⁃
ｃｔｒｌ 组。 结果显示，ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达水平

随着 ｃ⁃Ｍｙｃ 的敲低而增加。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示

ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞分别感染上述 ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ 病毒后，
ｃ⁃Ｍｙｃ 变化明显 （ ｔ ＝ ４. ６４４， Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ ８. ３６５，
Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ ５. ９５１， Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ ６. ９５７， Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ２。
２ ． ４ 　 过表达 ｃ ⁃Ｍｙｃ对ＨＮ６ 、ＣＡＬ２７中 ｃ ⁃Ｍｙｃ和

图 １　 ＯＳＣＣ 组织和口腔癌细胞系中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的分析

Ｆｉｇ． １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＯＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
　 　 Ａ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＯＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ； １ － １０： ｃａｓｅ ｎｕｍｂｅｒ； Ｂ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ
ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＨＯＫ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ， Ｂ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｓｈ⁃ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．
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ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达的影响 　 将 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 转

染至 ＨＮ６ 、ＣＡＬ２７ 细胞，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃ⁃ Ｍｙｃ 过表

达后 的 ＨＮ６、 ＣＡＬ２７ 细 胞 内 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达量，结果显示，ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ 的表达水平随着 ｃ⁃Ｍｙｃ 的过表达而降低，Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞分别感染 ＋ ｃ⁃
Ｍｙｃ 病毒后， ｃ⁃Ｍｙｃ 变化明显 （ ｔ ＝ １２. ２５０， Ｐ ＜
０. ００１；ｔ ＝ ３. ２２８，Ｐ ＜ ０. ０５；ｔ ＝ ３１. ９６０，Ｐ ＜ ０. ０００ １；
ｔ ＝ １７. ２４０， Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 见图 ３。
２． ５　 ＦＩＳＨ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的细胞内定

位　 倒置荧光显微镜下观察，在 ＨＮ６ 细胞系中，ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 呈现出绿色荧光，细胞核被 ＤＡＰＩ

染成蓝色。 将图像合并可见 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 定

位于细胞核内。 说明 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 可能在细

胞核中发挥作用。 见图 ４。
２． ６　 双荧光素酶报告实验验证 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 基因启动子区域的结合　 经 ＵＣＳＣ 和

ＪＡＳＰＡＲ 网站预测进一步表明，在 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ 启动子区域内发现与转录因子 ｃ⁃Ｍｙｃ 的结合序

列。 见图 ５Ａ、５Ｂ。 将构建的荧光素酶质粒载体与

ｃｔｒｌ、 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 共转染到 ２９３Ｔ 细胞中，比较各组荧光

信号的强弱。 结果显示，ｐＧＬ３⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃
ｍｕｔ 和 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 共转染细胞后，细胞的荧光信号值与

对照组相比无明显变化 ，但共转染 ｐＧＬ３⁃ｌｎｃＲＮＡ

图 ３　 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ ，Ｂ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ａｆｔｅｒ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＨＮ６ ａｎｄ ＣＡＬ２７ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ ｖｉｒｕｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在细胞内的定位 × ４０
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ × ４０
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ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃ｗｔ 和 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ 组后荧光信号值显著低

于对照组（ ｔ ＝ ７. ５８２， Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ５Ｃ。
２． ７ 　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 对 ＨＮ６、ＣＡＬ２７
细胞生长、增殖和迁移能力的影响 　 将 ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃１（ｓｈ＃１）、ｓｈ⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃２（ｓｈ＃
２）病毒感染 ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞后，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测显

示 ｓｈ＃１、ｓｈ＃２ 组的 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 水平显著降

低（均 Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 ＣＣＫ⁃８ 法及细胞计数实验均

显示，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 组在转染后 ４８ ｈ 后

增殖率均明显上升 （ ＦＨＮ６ ＝ １１５. １０、１８５. ５０， Ｐ ＜
０. ００１； ＦＣＡＬ２７ ＝１４６. ６０、６５. ５５， Ｐ ＜０. ０００ １）。 见图 ６Ａ、
６Ｂ； 划痕实验的结果显示，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ 的 ＯＳＣＣ 细胞在划痕处理 ２４ ｈ 后，其相对迁移距

离更大（ＰＨＮ６ ＜ ０. ０５， ＰＣＡＬ２７ ＜ ０. ０１）。 见图 ６Ｃ。 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 的结果显示，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的细

胞迁移能力增强（ＰＨＮ６ ＜ ０. ００１， ＰＣＡＬ２７ ＜ ０. ０００ １），
见图 ６Ｄ。 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 组细胞克隆形

成的数量明显增多［（１２７ ± ０. ５） ｖｓ （１８９ ± ４. ５），
（１２７ ± ２. ０） ｖｓ （１９１ ± ３. ０），Ｐ ＜ ０. ０１］；［（９０ ± ０. ５）
ｖｓ （１８８ ± ４. ０）， （９０ ± ０. ５） ｖｓ （１４７ ± ０. ５），Ｐ ＜
０. ０１］，见图 ６Ｅ。 因此，下调 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 的 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 可显著促进细胞的增殖和迁移。
２． ８　 过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 对 ＨＮ６、ＣＡＬ２７
细胞生长、增殖和迁移能力的影响　 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

显示，ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的表达水平升高（均 Ｐ ＜
０. ００１）。 ＣＣＫ⁃８ 法和细胞计数实验均显示，过表达

ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 组转染后 ４８ ｈ 增殖率明显下

降，细胞生长速度有了明显的下降，见图 ７Ａ、７Ｂ；划
痕实验的结果显示，过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的

口腔鳞癌细胞在划痕处理 ２４ ｈ 后，其相对迁移距离

更小（ＰＨＮ６ ＜ ０. ０１， ＰＣＡＬ２７ ＜ ０. ０５）。 见图 ７Ｃ。 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验结果表明，过表达了 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
的细胞迁移能力降低，见图 ７Ｄ。 过表达 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 组细胞克隆形成的数量减少［（１７２ ±
５. ０） ｖｓ （９９ ± ９. ０）； （１７７ ± １２. ５） ｖｓ （１０３ ± ２. ０）；
Ｐ ＜ ０. ０５］。 见图 ７Ｅ。 因此，上调 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 的

ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 可显著抑制细胞的增殖和迁

移。

３　 讨论

　 　 ＯＳＣＣ 约占头颈部鳞状细胞癌的 ４０％ ，是一种

起源于口腔黏膜内层的异质性肿瘤，包括口腔、上下

牙龈、口底、腭和颊黏膜［３ － ４］。 美国国家癌症数据库

（ＮＣＤＢ） ［５ － ６］ 报道，ＯＳＣＣ 的 ５ 年总生存率（ＯＳ）约

为 ５０％ ，在过去 ４０ 年中几乎没有变化。 因此，需要

更好地了解 ＯＳＣＣ 的潜在机制，以确定潜在的新靶

点。 该研究通过高通量测序技术，筛选出长链非编

码 ＲＮＡ—ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 作为研究对象，探讨

了 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在口腔鳞癌发生和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的

特异性机制，为了进一步阐明 ｃ⁃Ｍｙｃ 是否可以直接

结合 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ，该研究用双荧光素酶报

告实验验证了 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 基因启

图 ５　 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的转录调控作用

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｂｙ ｃ⁃Ｍｙｃ
　 　 Ａ： Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｙ
ＪＡＳＰＡＲ； Ｂ： Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ； Ｃ： Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｃ⁃Ｍｙｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅ⁃
ｇｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ； ａ： ｐＧＬ３⁃ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｐＧＬ３⁃ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃

ｗｔ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｐＧＬ３⁃ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ⁃ｍｕｔ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 对 ＯＳＣＣ 细胞系的生长、增殖和迁移的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
　 　 Ａ ，Ｂ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ａｆｔｅｒ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ， ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； Ｃ： Ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ × ２０； Ｄ，Ｅ：
Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ × ５０； ａ： ｓｈ⁃ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｓｈ＃１ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｓｈ＃２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜
０. ０００ １ ｖｓ ｓｈ⁃ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ７　 过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 对 ＯＳＣＣ 细胞系的生长、增殖和迁移的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
　 　 Ａ ， Ｂ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； Ｃ： Ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｉｎ
ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ × ２０； Ｄ ，Ｅ； Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｖｉｏｌｅｔ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｓｔａｉｎｉｎｇ ×

５０； ａ： ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．
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动子区域的结合，说明 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 可能是

ｃ⁃Ｍｙｃ 的直接靶点，ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 启

动子的转录活性有调节作用。 另外，荧光原位杂交

实验显示 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 定位在 ＯＳＣＣ 细胞核

内，预测 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在细胞核中发挥功能。
　 　 以往的研究［７ － ８］表明，病理条件改变了 ｌｎｃＲＮＡ
的正常功能，它们的异常表达可通过引起异常的细

胞增殖、凋亡、迁移、侵袭、耐药性和细胞周期破坏来

干扰正常的生物学功能。 该研究通过体外构建表达

载体 ｓｈ ＃１、 ｓｈ ＃２、 ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ，转染至

ＨＮ６、ＣＡＬ２７ 细胞，过表达、敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ 水平。 通过 ＣＣＫ⁃８ 法、细胞计数实验、细胞划痕

等实验检测细胞增殖情况，结果均显示 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达下调能促进口腔鳞癌细胞的增殖，
反之则抑制细胞生长，说明 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 可

调控癌细胞的生长。
　 　 Ｃ⁃Ｍｙｃ 常作为转录因子调节癌症活动，例如在

非小细胞肺癌中，ｃ⁃Ｍｙｃ 作为转录因子，激活 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３，随后导致 ＬＩＮＣ ０１００６ 的表达升高［９］。 ｃ⁃Ｍｙｃ
调节的 ｌｎｃＲＮＡ 也可以通过调节靶蛋白活性促进恶

性转化［１０］。 ＬｎｃＲＮＡ 凝聚调节非编码 ＲＮＡ（ＣＯＮ⁃
ＣＲ）由 Ｍｙｃ 转录激活，并在多种癌症类型中上调。
ＣＯＮＣＲ 与 ＤＥＡＤ ／ Ｈ⁃ｂｏｘ 解旋酶 １１ 相互作用并增强

其 ＤＮＡ 依赖性 ＡＴＰ 酶和解旋酶活性［１１］。 除了 Ｍｙｃ
激活的 ｌｎｃＲＮＡ 外，那些被 Ｍｙｃ 抑制的 ｌｎｃＲＮＡ 也介

导其致癌作用。 被 Ｍｙｃ 转录抑制的 ｌｎｃＲＮＡ ＩＤＨ １⁃
ＡＳ１ 使 ＭＹＣ 能够与 ＨＩＦ⁃１α 合作激活肿瘤细胞中的

有氧糖酵解［１２］。 石清影 等［１３ － １４］ 研究表明，ｌｎｃＲＮＡ
可以在 ｃ⁃Ｍｙｃ 调控作用下发挥促进 ＯＳＣＣ 细胞糖代

谢、增殖、迁移的作用。 该研究通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

显示在 ＨＮ６ 、ＣＡＬ２７ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 下调后 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 表达增加，上调后 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
表达量减少。 这与上述表型实验结果是一致的。 该

研究结果显示，在 ＯＳＣＣ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ
与 ｃ⁃Ｍｙｃ 表达之间存在负相关性，推测 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 受 ｃ⁃Ｍｙｃ 负调控。
　 　 综上所述，该研究通过构建慢病毒稳定敲减和

过表达 ＯＳＣＣ 细胞株，从体外实验的角度深入研究

表明 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 在口腔癌组织中低表达，
ＯＳＣＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 受 ｃ⁃Ｍｙｃ 负调控，敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 能够促进 ＯＳＣＣ 的增殖和迁移

能力，反之则会抑制细胞增殖和迁移，提示 ｌｎｃＲＮＡ
ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 是 ＯＳＣＣ 的潜在预测因子和癌症治疗

靶点，这为探索 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＯＳＣＣ 的发生发展中的潜

在机制提供了新的思路。 该课题组还将利用 ＲＮＡ
ｐｕｌｌｄｏｗｎ、ＲＩＰ 等实验探索 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 的相

互作用的蛋白，进一步研究 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃ＤＴ 调

控 ＯＳＣＣ 的潜在分子机制，同时从 ＯＳＣＣ 肿瘤转移

和患者不良预后角度进一步研究 ｌｎｃＲＮＡ ＫＣＴＤ１３⁃
ＤＴ 与 ＯＳＣＣ 临床预后因素的关联程度，为 ＯＳＣＣ 的

检测提供更精准的靶标。
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