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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA
 

H1通过调控EZH2对口腔鳞癌细胞增殖和侵袭的影响。方法 
设SCCl5癌细胞组、LncRNA

 

H1
 

inhibitor组、LncRNA
 

H1
 

mimics组(LncRNA
 

H1过表达载体、LncRNA
 

H1
低表达载体转染人口腔SCCl5癌细胞细胞),上述各组设6个平行样,培养72

 

h。培养结束后,测定癌细胞活

力、细胞克隆形成数、细胞凋亡水平、细胞周期、LncRNA
 

H1、EZH2
 

mRNA水平及EZH2蛋白水平。结果 
LncRNA

 

H1
 

inhibitor组OD 值、存活率、单克隆形成数目、LncRNA
 

H1,EZH2
 

mRNA和蛋白水平低于SCCl5
癌细胞组(P<0.05),LncRNA

 

H1
 

mimics组OD 值、存活率、单克隆形成数目、LncRNA
 

H1,EZH2
 

mRNA和

蛋白水平高于SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组(P<0.05);LncRNA
 

H1
 

inhibitor组凋亡率、G1 期高

于SCCl5癌细胞组(P<0.05),LncRNA
 

H1
 

mimics组凋亡率、G1 期低于SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhib-
itor组(P<0.05)。结论 LncRNA

 

H1能够促进SCCl5癌细胞增殖及侵袭;其机制与LncRNA
 

H1促进

EZH2的表达有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

H1
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

cells
 

by
 

regulating
 

EZH2.Methods The
 

SCCl5
 

cancer
 

cells
 

group,LncRNA
 

H1
 

inhibitor
 

group,LncRNA
 

H1
 

mimics
 

group
 

(LncRNA
 

H1
 

overexpression
 

vector,Ln-
cRNA

 

H1
 

low
 

expression
 

vector
 

were
 

transfected
 

into
 

human
 

oral
 

SCCl5
 

cancer
 

cell),and
 

each
 

of
 

the
 

above
 

groups
 

was
 

set
 

up
 

with
 

6
 

parallel
 

samples
 

and
 

cultured
 

for
 

72
 

h.
 

After
 

the
 

culture
 

end,the
 

cancer
 

cell
 

viabili-
ty,cell

 

clone
 

formation
 

number,apoptosis
 

level,cell
 

cycle,LncRNA
 

H1,EZH2
 

mRNA
 

levels
 

and
 

EZH2
 

pro-
tein

 

level
 

were
 

determined.Results OD
 

value,survival
 

rate,number
 

of
 

monoclonal
 

formation,LncRNA
 

H1,
EZH2

 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

inhibitor
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

SCCl5
 

cancer
 

cell
 

group
 

(P<0.05).OD
 

value,survival
 

rate,number
 

of
 

monoclonal
 

formation,LncRNA
 

H1,EZH2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

mimics
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

SCCl5
 

cancer
 

cell
 

group
 

and
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

inhibitor
 

group
 

(P<0.05).The
 

apoptotic
 

rate
 

and
 

G1 phase
 

in
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

inhibitor
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

SCCl5
 

cancer
 

cells
 

group
 

(P<0.05).The
 

apoptotic
 

rate
 

and
 

G1 phase
 

in
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

mimics
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

SCCl5
 

cancer
 

cells
 

group
 

and
 

the
 

LncRNA
 

H1
 

in-
hibitor

 

group
 

(P<0.05).Conclusion LncRNA
 

H1
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

SCCl5
 

canc-
er

 

cells.Its
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

LncRNA
 

H1
 

promoting
 

EZH2
 

expression.
[Key

 

words] long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

H1;EZH2;quality
 

of
 

life;oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma;prolif-
eration;invasion.

  口腔鳞状细胞癌(OSCC)是最常见的癌症类型之 一,尽管在诊断和治疗方面取得了长足的进步,但
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OSCC患者的5年生存率在过去的几十年中并没有

提高,并且仍然低于50%[1-2]。长的非编码RNA(ln-
cRNA),参与细胞生物学过程和人类疾病的发病机

制[3-4]。lncRNA在肿瘤发生中起重要作用,其异常表

达赋予肿瘤起始,癌细胞生长和凋亡,化学抗性,侵袭

和转移的作用[5]。lncRNA
 

H1促进肺癌转移;通过

MEG3控制肝癌细胞的生长和凋亡;调节食管腺癌细

胞的增殖和迁移。此外,研究表明,lncRNA
 

H1通过

调节胰腺癌中的同源盒基因(HOX)A13来促进吉西

他滨耐药性;研究还报道lncRNA
 

lncRNA
 

H1通过

调节SCLC中的 HOXA1甲基化来影响化学耐药

性[6-7]。糖原合酶激酶(GSK)-3β通过zeste同源物2
(EZH2)增强lncRNA

 

H1的表达,表明对lncRNA
 

H1的抑制作用可能是 OSCC治疗的潜在靶标[8-9]。
本研究拟探讨长链非编码RNA

 

H1通过调控EZH2
对口腔鳞癌细胞增殖和侵袭的影响,为口腔鳞状细胞

癌的治疗提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

胎牛血清(美国Sigma公司)、L-谷氨酰胺(美国

Sigma公司)、CCK-8试剂(中国碧云天生物技术科技

公司)、MK3-酶标仪(美国热电公司)、磷酸盐缓冲液

(PBS,中国赛默飞世)、结晶紫(中国天津化工公司)、
膜联蛋白V-FITC和碘化丙啶(PI,美国Trevigen

 

Inc
公司)、FACSCanto

 

Ⅱ;流式细胞仪(美国BD
 

Biosci-
ences公司)、TRIeasy试剂盒(中国Invitrogen公司)、
RNeasy

 

FFPE
 

试 剂 盒(德 国 Qiagen公 司)、Prime
 

Script
 

RT试剂盒(中国TIANGEN公司)、在FX-96
酶标仪(美国热电公司)、RIPA裂解缓冲液(美国Sig-
ma-Aldrich公司)、Bicin

 

Chonicnic
 

Acid(美国Sigma-
Aldrich公司)、蛋白质测定试剂盒(美国 Pierce公

司)、聚 偏 氟 乙 烯 膜(美 国 Millipore公 司)。EZH2
(1∶1

 

000,美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司),β-
肌动蛋白(1∶2

 

000,美国Cell
 

Signaling
 

Technology
公司)、偶联辣根过氧化物酶(HRP)二抗(1∶10

 

000;
美国Santa

 

Cruz
 

Biotechnology公司)、ECL检测试剂

(美国GE公司)。
1.2 细胞复苏培养及其分组设计

人口腔SCCl5癌细胞购自美国典型培养物保藏

中心,并维持在含有10%胎牛血清和20%L-谷氨酰

胺的RPMI1640培养基中在37
 

℃和5%CO2 的培养

箱中培养。设SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibi-
tor组、LncRNA

 

H1
 

mimics组,SCCl5癌细胞组的派

样方法如前所述,LncRNA载体,包括LncRNA
 

H1
过表达载体(LncRNA

 

H1
 

mimics),LncRNA
 

H1
 

低

表达载体(LncRNA
 

H1
 

inhibitor组)购自购自中国

GenePharma公司;其载体序列分别为:5'-GGA
 

AUG
 

CAG
 

CUG
 

AAA
 

GAU
 

UTT-3'(正 向)和5'-AAU
 

CUU
 

UCA
 

GCU
 

GCA
 

UUC
 

CTT-3'(反向);5'-AGA
 

ACC
 

CAU
 

UUU
 

CUA
 

CUC
 

AGA
 

GTT-3'(正向)和

5'-CUG
 

AGU
 

AGA
 

AAA
 

UUG
 

GUU
 

CUT
 

T-3'(反
向);由Sangon

 

Biotech公司合成(上海)。
 

根据制造商

的说 明 书 (Thermo
 

Fisher
 

Scientifc),使 用 Lipo-
fectamine

 

2000,用上述载体转染人口腔SCCl5癌细

胞细胞。以 上 各 组 细 胞 每 孔 设6个 平 行 样,培 养

72
 

h。
1.3 癌细胞活力及细胞克隆形成数测定

各组细胞培养结束后,将细胞接种到96孔板中,
每孔约5×103 个细胞,将10

 

μL
 

CCK-8试剂孵育2
 

h
后,MK3-酶标仪(美国热电)测量450

 

nm处的吸光度

(OD 值)。
 

各组细胞培养结束后,将细胞接种到六孔

板接种(200细胞/孔)。然后,将细胞在37
 

℃下于

5%CO2 的培养箱中进行培养。2周后,去除培养基,
并用PBS冲洗细胞3遍。

 

接下来,将细胞用4%多聚

甲醛固定,然后用0.1%结晶紫染色。
 

通过目测检查

细胞克隆形成数。
1.4 癌细胞凋亡及细胞周期测定

为了进行细胞凋亡分析,将癌细胞用膜联蛋白V-
FITC和碘化丙啶(PI)染色,然后在FACSCanto

 

Ⅱ;
流式细胞仪用双标记进行分析。为了进行细胞周期

分析,将细胞重悬于PBS中,在37
 

℃下用含RNase
 

A
的PI染色30

 

min,并通过流式细胞仪进行分析。所

有测定均分3份进行。
1.5 癌细胞LncRNA

 

H1、EZH2
 

mRNA水平测定

根据 制 造 商 的 说 明,使 用 TRIeasy 试 剂 盒,
RNeasy

 

FFPE
 

试剂盒从细胞中提取总 RNA。根据

Prime
 

Script
 

RT试剂盒,在42
 

℃进行15
 

min的逆转

录反应,然后在95
 

℃进行3分钟的cDNA合成。在

FX-96酶标仪进行定量实时 PCR。引物是由上海

Sangon生物技术有限公司设计的。引物如下:Ln-
cRNA

 

H1:正向5'-TAG
 

CAG
 

TTC
 

CCC
 

AAT
 

CCT
 

TG-3';反 向:5'-CAC
 

AAA
 

TTC
 

CCA
 

TCA
 

TTC
 

CC-3';EZH2:正向5'-AGG
 

CAG
 

TCA
 

CAG
 

ACG
 

GAT
 

TT-3';反 向:5'-GAG
 

CTT
 

CCC
 

ATC
 

CTT
 

CCT
 

ATA
 

G-3';GAPDH,正向:5'-GTGTAGACTT-
GTGACTGTG-3' 和 反 向:5'-CCTGTGATCGT-
TCGTCTGTGACT-3'。

 

反应条件为95
 

℃
 

3
 

min,然
后进行40个循环,95

 

℃
 

30
 

s和60
 

℃
 

30
 

s。通过Del-
ta-delta

 

CT方法(2-ΔΔCt)方法分析LncRNA
 

H1、EZH2
相对 表 达,GAPDH 用 作 内 源 对 照。LncRNA

 

H1、
EZH2的相对基因表达水平使用比较2-ΔΔCt确定。
1.6 癌细胞EZH2蛋白水平测定

使用放射免疫沉淀测定法(RIPA)裂解缓冲液从

细胞中提取总蛋白质,并使用Bicin
 

Chonicnic
 

Acid蛋

白质测定试剂盒进行定量。将总计40
 

μg的蛋白质进

行10%SDS-PAGE处理,然后转移到聚偏氟乙烯膜

上。将聚偏氟乙烯膜与EZH2(1∶1
 

000),β-肌动蛋

白(1∶2
 

000)孵育。在TBST中洗涤3次后,将膜与

HRP的二抗(1∶10
 

000)在室温下放置2
 

h,并用

TBST洗涤3次。蛋白条带通过ECL检测试剂可视
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化。蛋白质片段的强度用Quantity
 

One软件定量。
1.7 统计学处理

采用SPSS23.0软件对数据进行录入、统计学分

析。计量资料以x±s表示,采用单因素方差分析比

较,多重比较采用LSD-t检验;检验水准α为0.05,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组SCCl5癌细胞OD 值、存活率比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组 OD 值、存 活 率 低 于

SCCl5癌细胞组(P<0.05),LncRNA
 

H1
 

mimics组

OD 值、存活率高于SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组(P<0.05),见表1。
表1  各组SCCl5癌细胞OD 值、存活率比较(n=6,x±s)

组别 OD 值 存活率(%)

SCCl5癌细胞组 0.79±0.08 79.59±9.54

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组 0.53±0.05a 56.65±9.65a

LncRNA
 

H1
 

mimics组 0.83±0.04ab 89.29±5.54ab

  a:P<0.05,与SCCl5癌细胞组相比;b:P<0.05,与LncRNA
 

H1
 

mimics组相比。

2.2 各组SCCl5癌细胞单克隆形成数目比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor 组 单 克 隆 形 成 数 目

(55.96±7.58)个低于SCCl5癌细胞组(86.96±8.
54)个,差异有统计学意义(P<0.05),LncRNA

 

H1
 

mimics组单克隆形成数目(196.52±9.74)个高于

SCCl5癌细胞组(86.96±8.54)个、LncRNA
 

H1
 

in-
hibitor组(55.96±7.58)个,差异有统计学意义(P<
0.05),见图2。
2.3 各组SCCl5癌细胞凋亡率比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor 组 凋 亡 率 (36.40±
2.87)%高于SCCl5癌细胞组(19.00±2.54)%,差异

有统计学意义(P<0.05),LncRNA
 

H1
 

mimics组单

凋亡 率 (5.18±2.12)% 低 于 SCCl5 癌 细 胞 组

(19.00±2.54)%、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组(36.40±
2.87)%,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。
2.4 各组SCCl5癌细胞G1 期比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组G1 期(66.38±0.95)%
高于SCCl5癌细胞组(64.66±1.06)%,差异有统计

学意义(P<0.05),LncRNA
 

H1
 

mimics组 G1 期

(59.02±0.84)%低于 SCCl5癌细胞组(64.66±
1.06)%、LncRNA

 

H1
 

inhibitor组(66.38±0.95)%,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3。
2.5 各组SCCl5癌细胞LncRNA

 

H1、EZH2
 

mRNA
表达水平比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组 LncRNA
 

H1、EZH2
 

mRNA水平低于SCCl5癌细胞组(P<0.05),Ln-
cRNA

 

H1
 

mimics组LncRNA
 

H1、EZH2
 

mRNA高

于SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组(P<
0.05),见表2。

  A:SCCl5癌细胞组;B:LncRNA
 

H1
 

mimics组;C:LncRNA
 

H1
 

inhibitor组。

图1  各组SCCl5癌细胞克隆形成数目比较

  A:SCCl5癌细胞组;B:LncRNA
 

H1
 

mimics组;C:LncRNA
 

H1
 

inhibitor组。

图2  各组SCCl5癌细胞凋亡率的表达
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  A:SCCl5癌细胞组;B:LncRNA
 

H1
 

mimics组;C:LncRNA
 

H1
 

inhibitor组。

图3  各组SCCl5癌细胞G1 期比较

表2  各组SCCl5癌细胞LncRNA
 

H1、EZH2
 

mRNA
   表达水平比较(n=6,x±s)

组别 LncRNA
 

H1
 

mRNA EZH2
 

mRNA

SCCl5癌细胞组 4.96±0.18 4.64±0.43

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组 2.59±0.21a 2.96±0.48a

LncRNA
 

H1
 

mimics组 6.63±0.25ab 5.85±0.42ab

  a:P<0.05,与SCCl5癌细胞组相比;b:P<0.05,与LncRNA
 

H1
 

mimics组相比。

2.6 各组SCCl5癌细胞EZH2蛋白表达水平比较

LncRNA
 

H1
 

inhibitor组 EZH2蛋白表达水平

(3.69±0.36)低于SCCl5癌细胞组(6.59±0.58),差
异有统计学意义(P<0.05),LncRNA

 

H1
 

mimics组

EZH2蛋白表达水平(8.42±0.29)高于SCCl5癌细

胞组(6.59±0.58)、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组(3.69±
0.36),差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

  A:SCCl5癌细胞组;B:LncRNA
 

H1
 

mimics组;C:LncRNA
 

H1
 

in-
hibitor组。

图4  各组SCCl5癌细胞EZH2蛋白比较

3 讨  论

  位于染色体22q12的 H1lncRNA最初被鉴定为

由牛磺酸上调的转录物。最近,越来越多的证据表明

LncRNA
 

H1是骨肉瘤患者生存的阴性预后因素,并
且LncRNA

 

H1的高表达与膀胱和食道癌细胞的增

殖和转移增强有关[10]。研究发现LncRNA
 

H1可以

被p53诱导,然后与PRC2结合,并在细胞周期调控

中发挥关键作用;LncRNA
 

H1可以通过与PRC2结

合来调控基因表达[11]。例如,LncRNA
 

H1可以通过

与PRC2结合来调节 HOXB7的表达,然后影响人非

小细胞肺癌的细胞增殖。在胃癌中,LncRNA
 

H1通

过与PRC2结合而在表观遗传上沉默p57,从而调节

细胞 增 殖。据 报 道 LncRNA
 

H1 转 录 反 义 RNA
(HOTAIR)在OSCC中被上调,并且其表达与OSCC
的转移和预后不良有关[12]。转移相关的肺腺癌转录

本1(MALAT1)是另一种报道的lncRNA,它通过调

节β-catenin和NF-κB途径的激活,促进 OSCC中上

皮间质转化(EMT)介导的转移,研究已证实 Ln-
cRNA

 

H1可促进 MALAT1的表达[13]。本次研究结

果显示,LncRNA
 

H1
 

inhibitor组OD 值、存活率、单
克隆形成数目低于 SCCl5癌细胞组,LncRNA

 

H1
 

mimics组 OD 值、存 活 率、单 克 隆 形 成 数 目 高 于

SCCl5癌细胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组;LncRNA
 

H1
 

inhibitor组凋亡率、G1 期高于SCCl5癌细胞组,
LncRNA

 

H1
 

mimics组单凋亡率、G1 期低于SCCl5
癌细胞组、LncRNA

 

H1
 

inhibitor组。这说明敲除

LNCRNA
 

H1可以抑制SCCl5癌细胞增殖,迁诱导细

胞凋亡,将细胞阻滞在 G0/G1 期,同时也说明 Ln-
cRNA

 

H1能够促进SCCl5癌细胞增殖及侵袭。
大量证据表明,LNCRNA

 

H1与癌症的侵袭和转

移有关。在食管鳞状细胞癌(ESCC)中,LNCRNA
 

H1被证明上调并促进细胞增殖和转移;LNCRNA
 

H1在胆管癌(CCA)中预后不良,LNCRNA
 

H1增强

了细胞迁移;并通过影响EMT进行入侵。
 

LNCRNA
 

H1还可以激活 Wnt
 

/β-catenin信号传导,从而影响

膀胱癌的细胞增殖和转移。研究表明LncRNA
 

H1
通过靶向EZH2在各种类型的癌症中发挥重要作用,
例如LncRNA

 

H1在人类透明细胞肾细胞癌(ccRCC)
中作为抑癌LncRNA,诱导SN-12细胞衰老。通过下

调EZH2表达[14];研究表明,在非小细胞肺癌中,Ln-
cRNA

 

H1通过抑制EZH2抑制肿瘤生长[15]。最近

的一项研究确定EZH2是骨肉瘤细胞中LncRNA
 

H1
的靶标。本次研究结果显示,LncRNA

 

H1
 

inhibitor
组LncRNA

 

H1,EZH2
 

mRNA和蛋白表达水平低于

SCCl5癌细胞组,LncRNA
 

H1
 

mimics组 LncRNA
 

H1,EZH2
 

mRNA和蛋白表达水平高于SCCl5癌细

胞组、LncRNA
 

H1
 

inhibitor组。这与上述讨论一致,
同时也证实了LncRNA

 

H1可调节EZH2的表达,而
抑制或增强LncRNA

 

H1的表达则导致 OSCC细胞

中EZH2的抑制或增强。这说明 EZH2很可能是

LncRNA
 

H1调 控 的 靶 位 点。此 外,研 究 发 现ln-
cRNA

 

H1通过与 miR-630相互作用调节EZH2表

达,并促进鼻咽癌中的细胞侵袭[16]。因此,据推测,
H19还可通过使LncRNA

 

H1过表达而充当ceRNA
来调节EZH2表达。在肝癌细胞中,研究发现,LN-
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CRNA
 

H1的异位表达降低了肝癌细胞中E-cadherin
和ZEB1的表达,并增加了波形蛋白和N-cadherin的

表达,这表明LNCRNA
 

H1可能通过诱导ZEB1促进

肝癌细胞侵袭[17-18]。这与本次研究结果一致。
综上所述,LncRNA

 

H1能够促进SCCl5癌细胞

增殖及侵袭;其机制与LncRNA
 

H1促进EZH2的表

达有关。
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