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ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在下咽鳞状细胞癌中介导自噬调控肿瘤细胞的化疗敏感性
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［摘　要］　目的　探究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）膀胱癌相关转录因子１（ＢＬＡＣＡＴ１）对下咽鳞状细胞癌（ＨＳＣＣ）细胞株顺铂
（ＤＤＰ）敏感性的影响及其作用机制。方法　采用 ｑＲＴＰＣＲ检测４０例 ＨＳＣＣ患者的癌组织、癌旁组织、ＨＳＣＣ细胞株 ＦａＤｕ及 ＤＤＰ
耐药细胞株ＦａＤｕ／ＤＤＰ中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的表达水平，ＣＣＫ８检测经不同浓度ＤＤＰ处理后ＦａＤｕ细胞和 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞的存活
率。分别转染 ｓｉＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１序列和 ｓｉＲＮＡ阴性对照至 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中，记为 ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组和 ｓｉＮＣ组，以未转染的 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞作为对照组，ｑＲＴＰＣＲ验证转染效果，ＣＣＫ８检测转染后经不同浓度 ＤＤＰ处理的 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率，流式细胞术检
测细胞凋亡率，透射电子显微镜观察细胞自噬情况，免疫荧光染色测定ＬＣ３Ｂ荧光斑点的形成情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞自噬相关
蛋白的表达。结果　ＨＳＣＣ组织中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）；ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量高于ＦａＤｕ细胞（Ｐ＜０．０５）。ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组细胞 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量低于对照组和
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；当ＤＤＰ作用浓度在６．２５μｍｏｌ／Ｌ及以上时，ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率高于 ＦａＤｕ细胞（Ｐ＜０．０５），ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋
ＤＤＰ组细胞存活率低于ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡率升高
（Ｐ＜０．０５）；与ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞凋亡率也升高（Ｐ＜０．０５）。对照组有一些自噬体和自噬溶
酶体形成，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组自噬溶酶体形成较多，而ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞中未观察到自噬体及自噬溶酶体。ＤＤＰ组
和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组细胞内 ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较对照组增加（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞内 ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较 ＤＤＰ组和
ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组均减少（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平上调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达量上升，ｐ６２蛋白表达量下降（Ｐ＜０．０５）；与ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平
下调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量下降，ｐ６２蛋白表达量上升（Ｐ＜０．０５）。结论　ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在ＨＳＣＣ组织及ＤＤＰ耐药细胞株ＦａＤｕ／
ＤＤＰ中高表达，下调ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１能够提高ＨＳＣＣ细胞对ＤＤＰ的敏感性，其作用机制可能通过抑制自噬水平实现。
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　　下咽鳞状细胞癌（ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＳＣＣ）是一种发生于下咽部的侵袭性恶性
肿瘤，约占所有头颈部鳞状细胞癌的５％。近年来，由
于诊断技术和治疗方式的改进，ＨＳＣＣ患者的生存率
有所提高，但由于下咽组织结构特殊，发病部位较为隐

匿，多数患者确诊时已处于晚期，并伴肿瘤转移或复

发，导致其 ５年生存率低于 ５０％［１２］。化疗是 ＨＳＣＣ
的有效辅助治疗手段；然而，化疗抗性的出现和发展在

很大程度上限制了其治疗效果［３］。因此，深入了解

ＨＳＣＣ化疗抗性产生的分子机制对于 ＨＳＣＣ的诊断、
治疗和预后至关重要。

长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
是一种长度超过２００个核苷酸且没有蛋白质编码潜力
的调控型ＲＮＡ，在各种基因表达和生物过程中发挥重
要调节作用。越来越多的证据表明，ｌｎｃＲＮＡ在包括
ＨＳＣＣ在内的癌症发展及转移中起关键作用，且其介
导的化疗抗性在大量研究中均有报道。如 ｌｎｃＲＮＡ
ＵＣＡ１在口腔鳞状细胞癌的进展中发挥致癌作用，可

调控肿瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡，其表达降低可增强

顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）诱导的细胞凋亡和化疗敏感
性［４］；ｌｎｃＲＮＡ膀胱癌相关转录因子１（ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１，ＢＬＡＣＡＴ１）在喉鳞状细胞癌中高
表达，可通过促进肿瘤细胞迁移和抑制肿瘤细胞凋亡

来触发细胞对化疗药物的耐受性［５］。

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１位于人类染色体１ｑ３２．１的基
因座上，最初被发现于膀胱癌中，随后研究发现其在胃

癌、小细胞肺癌和结直肠癌等多种癌症中过表达，并可

促进癌细胞的增殖、迁移及侵袭等恶性行为过程［６８］。

然而，ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在ＨＳＣＣ中的表达、功能以及
对化疗敏感性的作用尚不清楚。因此，本研究拟探讨

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在ＨＳＣＣ组织中的表达及其对肿瘤
细胞ＤＤＰ敏感性的影响，初步探究可能的作用机制，
旨在为ＨＳＣＣ的靶向诊治提供新思路。

１　资料与方法

１．１　临床资料
选取２０１８年６月至２０２０年１２月在我院耳鼻咽
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喉科就诊且接受ＨＳＣＣ肿瘤手术切除的患者４０例，其
中男 ３３例，女 ７例；年龄 ３５～６８岁，平均（５４．２２±
５．７１）岁。收集术中切除的 ＨＳＣＣ肿瘤组织标本及对
应癌旁正常黏膜组织（癌旁组织，距离肿瘤外缘

２ｃｍ以上），迅速置于液氮中冷冻后移至 －８０℃冰箱
保存，所有肿瘤组织标本经病理科 ２位医师证实为
ＨＳＣＣ。患者术前均未行放疗、化疗或免疫治疗等，临
床资料完整，本研究经过我院医学伦理委员会审核

（ＫＹ２０１８０４２３０３１），病例标本收集前均告知患者或
家属。

１．２　主要材料与试剂
人ＨＳＣＣ细胞株ＦａＤｕ及 ＤＤＰ耐药细胞株 ＦａＤｕ／

ＤＤＰ（武汉淼灵生物），ＤＤＰ（美国Ｓｉｇｍａ公司），胰蛋白
酶和ＤＭＥＭ培养液（美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司），反转录试
剂盒和荧光定量测定试剂盒（大连 Ｔａｋａｒａ公司），
ＴＲＩｚｏｌ试剂和 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ３０００转染试剂盒（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＣＣＫ８试剂盒和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
试剂盒（日本同仁化学公司），免疫荧光染色试剂盒

（北京索莱宝生物公司），ＢＣＡ蛋白测定试剂盒和 ＥＣＬ
发光液（上海碧云天生物研究所），兔抗人 ＬＣ３Ｂ多克
隆抗体、兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体、兔抗人 ｐ６２多克
隆抗体、ＦＩＴＣ偶联的山羊抗兔、辣根过氧化物酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗兔或山羊
抗鼠以及兔抗人 ＧＡＰＤＨ多克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公
司）。引物序列及ｓｉＲＮＡ序列由上海吉凯基因化学技
术有限公司合成。

１．３　ＲＮＡ提取及ｑＲＴＰＣＲ检测
应用 ＴＲＩｚｏｌ法分别提取 ＨＳＣＣ组织、癌旁组织、

ＦａＤｕ细胞和 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞的总 ＲＮＡ，ＮａｎｏＶｕｅＴＭ
Ｐｌｕｓ光度计检测 ＲＮＡ的纯度和浓度，取合格的 ＲＮＡ
样品（Ａ２６０／Ａ２８０为１．８～２．１）进行逆转录，按照试剂
盒说明书合成ｃＤＮＡ，再以ｃＤＮＡ为模板，使用ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行ｑＲＴＰＣＲ扩增。扩增条
件为：９５℃ ５ｍｉｎ，循环１次；９５℃ ３０ｓ、６０℃ ３０ｓ、
５８℃ ３０ｓ，循环４０次。采用比较循环阈值２ΔΔＣｔ计算
基因的相对表达水平，以 ＧＡＰＤＨ为内参，各组设置
３个复孔。引物序列如下：ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１上游
５ＴＧＡＣＧＴＣＴＴＡＣＴＡＣＡＣＣＣＡＴＣＣＴ３，下游 ５ＣＴＧＣ
ＣＡＣＣＴＡＴＡＧＧＡＡＡＴＧＣＧ３；ＧＡＰＤＨ上游 ５ＴＧＴＧＡ
ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣ３，下游５ＣＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧ
ＣＴＧＣＣ３。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞存活率

取生长状态良好的 ＦａＤｕ细胞和 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细
胞，按照 １×１０４／孔的密度单层接种于 ９６孔板，于

３７℃、５％ ＣＯ２的孵育器中培养２４ｈ后，分别加入不同
浓度（３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＤＤＰ
进行处理，每个浓度设置５个复孔，培养４８ｈ后，每孔
加入１０μＬＣＣＫ８试剂液混匀继续培养４ｈ，采用全自
动酶标仪在４５０ｎｍ处检测各孔细胞光密度（ＯＤ）值，
计算细胞存活率。细胞存活率 ＝（实验 ＯＤ值 －背景
ＯＤ值）／（未经处理ＯＤ值－背景ＯＤ值）×１００％。
１．５　细胞转染、分组与ＤＤＰ处理

转染前２４ｈ，取状态良好的 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞按照
１×１０４／孔的密度单层接种于２４孔板，置于３７℃、５％
ＣＯ２的孵育器中培养。采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ３０００转染
ｓｉＲＮＡ序列至ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞，其中对照组ＦａＤｕ／ＤＤＰ
细胞正常培养；ｓｉＮＣ组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞转染 ｓｉＲＮＡ
阴性对照；ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞转染ｓｉＲＮＡ
ＢＬＡＣＡＴ１。转染后收集细胞，ｑＲＴＰＣＲ测定各组细胞
内ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ表达量，以确定转染是否
成功。

使用不同浓度（３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）
的ＤＤＰ处理各转染组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞，其中 ＤＤＰ组
ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞仅加入不同浓度 ＤＤＰ处理，ｓｉＮＣ＋
ＤＤＰ组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞转染 ｓｉＲＮＡ阴性对照后加入
不同浓度ＤＤＰ处理；ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ
细胞转染 ｓｉＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１后加入不同浓度 ＤＤＰ处
理。培养４８ｈ后，ＣＣＫ８检测细胞存活率，非线性回
归计算ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组的ＩＣ５０值。
１．６　流式细胞术检测细胞凋亡情况

收集转染后经ＤＤＰ处理的各组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞，
胰酶消化，重悬于５００μＬ结合缓冲液中，接着在细胞
悬浮液中依次加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ
双染色剂，混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪测
定细胞凋亡情况。

１．７　自噬结构分析
ＰＢＳ洗涤各组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞，加入含 ４％多聚

甲醛和０．２％戊二醛的ＰＢＳ固定，再用１％四氧化锇固
定，采用乙醇和丙酮进行分级脱水，包埋后切成超薄切

片，采用３％柠檬酸铅—醋酸双氧铀染色，铜网烤干，
透射电子显微镜下成像，观察细胞自噬情况。

１．８　免疫荧光染色观察自噬斑点
各组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞进行爬片，ＰＢＳ洗涤后，４％

多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，配制０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液并
加入细胞中透化处理 １０ｍｉｎ，再用山羊血清封闭
１０ｍｉｎ，于 ４℃下加入兔抗人 ＬＣ３Ｂ多克隆抗体
（１∶２００）反应过夜；次日 ＰＢＳ洗涤，添加 ＦＩＴＣ偶联的
山羊抗兔二抗（１∶５００）室温避光反应１ｈ，再以 ＤＡＰＩ
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复染５ｍｉｎ，封片。在共聚焦激光荧光显微镜下计数细
胞内ＬＣ３Ｂ荧光斑点数。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达

收集各组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞，采用 ＲＩＰＡ裂解细胞，
离心收集蛋白样品，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。制备１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ，按照每个泳道４０μｇ蛋白的量上样，进行
电泳分离，电转移至ＰＶＤＦ膜上；ＴＢＳＴ洗涤后置于５％
山羊血清中室温封闭 ２ｈ，弃去封闭液，ＴＢＳＴ洗涤，
加入一抗（ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２），均按照
１∶１０００稀释，４℃下孵育过夜。次日 ＴＢＳＴ洗膜后，与
对应ＨＲＰ标记的二抗（１∶５０００）室温共同孵育２ｈ，结
束后取膜，ＴＢＳＴ再次洗涤，ＥＣＬ试剂液显影，ＩｍａｇｅＪ
软件分析各蛋白条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，
计算各蛋白表达量。

１．１０　统计学分析
使用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８．３软件分析数据，绘制统

计图。计量资料均符合正态分布，以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用 ｔ检验，多组间比较
采用ＡＮＯＶＡ分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＳＣＣ组织及癌旁组织中 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的
表达

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＨＳＣＣ组织中 ｌｎｃＲＮＡ
ＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于癌旁组织
（Ｐ＜０．０１），见图１。
２．２　ＦａＤｕ细胞及ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１

的表达

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与 ＦａＤｕ细胞比较，
ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达
量较高（Ｐ＜０．０５），见图２。

２．３　抑制 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１对 ＤＤＰ处理后 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞活性的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组细胞
ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量低于对照组和
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图３ａ。ＣＣＫ８检测结果显示，
经不同浓度ＤＤＰ处理后ＦａＤｕ细胞和ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞
存活率均呈下降趋势，当ＤＤＰ作用浓度在６．２５μｍｏｌ／Ｌ
及以上时，ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率高于 ＦａＤｕ细胞
（Ｐ＜０．０５），见图３ｂ。经３．１２５μｍｏｌ／Ｌ及以上浓度ＤＤＰ
处理后，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞存活率低于ＤＤＰ组和
ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组（Ｐ＜０．０５），见图 ３ｃ。ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋
ＤＤＰ组细胞对ＤＤＰ的ＩＣ５０值为２４．２９μｍｏｌ／Ｌ，因此后
续选择２５μｍｏｌ／Ｌ浓度作为ＤＤＰ的处理浓度。

：与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１
图１　ＨＳＣＣ组织和癌旁组织中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ的表达

：与ＦａＤｕ细胞比较，Ｐ＜０．０５
图２　ＦａＤｕ细胞及 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１

ｍＲＮＡ的表达

ａ：转染后各组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ的表达；ｂ：不同浓度 ＤＤＰ处理后 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率；ｃ：不同浓度
ＤＤＰ处理后各转染组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率　 ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与 ＦａＤｕ细胞比较，
Ｐ＜０．０５；▲：与ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５；＆：与ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ的表达及不同浓度ＤＤＰ处理后细胞存活率
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２．４　抑制 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１对 ＤＤＰ处理后 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞凋亡的影响

　　流式细胞术结果显示，与对照组比较，ＤＤＰ组和
ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０５）；
与ＤＤＰ组和 ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ
组细胞凋亡率也升高（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　抑制 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１对 ＤＤＰ处理后 ＦａＤｕ／

ＤＤＰ细胞自噬的影响
　　透射电子显微镜观察细胞自噬超微结构，结果显
示，对照组有一些自噬体和自噬溶酶体形成，ＤＤＰ组
和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组内自噬溶酶体形成均较多，且 ＤＤＰ
组可见自噬体，而ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞中未观察

到自噬体及自噬溶酶体，见图５。免疫荧光染色结果
显示，各组细胞均有绿色斑点，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组
细胞内 ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较对照组增加（Ｐ＜０．０５）；
ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞内ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较ＤＤＰ组
和 ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组均减少（Ｐ＜０．０５），见图 ６。说明
ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞自噬受到抑制。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果亦显示，与对照组比较，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ
组 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平上调，Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白表达量上升，ｐ６２蛋白表达量下降（Ｐ＜０．０５）；与
ＤＤＰ组和 ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组
细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平下调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量
下降，ｐ６２蛋白表达量上升（Ｐ＜０．０５），见图７。

ａ：流式细胞术检测ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡水平；ｂ：ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡率　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５；
△：与ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　各组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡情况

Ｍ：线粒体；Ｎ：细胞核；红色箭头：自噬体；黄色箭头：自噬溶酶体
图５　细胞自噬超微结构

３　讨论

ＨＳＣＣ是恶性程度较高的头颈癌之一，近年来其
发病率在世界范围内呈升高趋势。虽然有手术切除、

化疗和放疗等综合治疗方法，但 ＨＳＣＣ患者的预后仍
然很差。化疗抗性是导致 ＨＳＣＣ治疗失败的重要因
素，尽管目前已经进行了大量研究以寻找导致各种肿

瘤类型化疗抗性的因素，但关于 ＨＳＣＣ化疗抗性的潜
在机制仍尚未完全明确。ＤＤＰ是一种铂类抗癌药物，
可用于多种癌症的治疗，但其存在严重的副作用，且患

者长期使用ＤＤＰ会产生化疗抗性，使得该药物的临床
应用受到限制［９］。因此，探究ＨＳＣＣ中ＤＤＰ抗性获得
的分子机制对于提高 ＨＳＣＣ患者的治疗效果至关
重要。

本研究结果显示，ＨＳＣＣ组织中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１
的表达明显高于癌旁组织，提示 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１可
能参与调控 ＨＳＣＣ的相关病理过程。ｌｎｃＲＮＡ在细胞
生物学行为中的分子机制极其复杂，以往研究表明，

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在不同癌症组织及细胞中广泛异常
表达，并具有一定的调控作用。Ｌｉ等［１０］发现在神经胶
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ａ：免疫荧光染色观察ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ＬＣ３Ｂ荧光斑点；ｂ：ＬＣ３Ｂ荧光斑点数　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＤＤＰ组比较，
Ｐ＜０．０５；△：与ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图６　各组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞自噬荧光斑点数

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞自噬相关蛋白表达；ｂ：ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平；ｃ：ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白相对表达；ｄ：ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ｐ６２蛋白相对表达　１：对照组；２：ＤＤＰ组；３：ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组；４：ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组；：与对照
组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图７　各组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞自噬相关蛋白表达

质瘤组织及其５个不同细胞系中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表
达均升高，并可通过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进
神经胶质瘤细胞的增殖和侵袭。Ｘｕ等［１１］发现，

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的高表达与非小细胞肺癌的总生存
期和无进展生存期缩短显著相关，沉默 ｌｎｃＲＮＡ
ＢＬＡＣＡＴ１通过调节上皮间质转化和 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路从而抑制非小细胞肺癌细胞增殖、迁移和侵袭。

本研究发现，ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表
达水平高于 ＦａＤｕ细胞，由此推测，ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１
可能参与ＨＳＣＣ细胞 ＤＤＰ化疗抗性的产生。以往研
究探讨了 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在化疗敏感性方面的作
用，结果显示，在阿法替尼耐药的非小细胞肺癌细胞中

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表达升高，下调其表达可以逆转肿

瘤细胞对阿法替尼的耐药性［１２］；ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在
奥沙利铂抗性胃癌组织和细胞中的表达均高于奥沙利

铂敏感的胃癌组织和细胞，沉默 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１可
促进体内外奥沙利铂抗性胃癌细胞的凋亡，并抑制肿

瘤的生长和转移［１３］。本研究在 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中抑
制 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表达，并经 ＤＤＰ处理后 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞存活率降低，细胞凋亡率升高，提示抑制
ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表达可提高ＨＳＣＣ耐药细胞对ＤＤＰ
的敏感性，进一步明确了 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１参与肿瘤
细胞化疗抗性的产生。

有研究显示，参与肿瘤细胞化疗抗性形成的机制

较多，如 ＤＮＡ损伤修复、细胞凋亡抗性、溶酶体膜透
化、细胞周期阻滞和自噬等［１４１５］。自噬作为一种高度
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进化的保守过程，几乎发生在所有真核细胞中，并与各

种生理和病理过程有关；在该过程中无功能和受损细

胞器被降解，以获取能量及完成细胞器的更新，满足细

胞的基本代谢需要，自噬介导的强大保护作用使得细

胞能够对各种内在或外在刺激作出反应。有研究发

现，化疗可促进自噬过程，而抑制自噬可增加化疗诱导

的细胞凋亡［１６１８］。本研究通过 ＤＤＰ处理 ＦａＤｕ／ＤＤＰ
细胞后发现，细胞内自噬体和自噬溶酶体的形成增加，

ＬＣ３Ｂ荧光斑点数增加，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平上调，Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白表达量上升，ｐ６２蛋白表达量下降；而在抑制
ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的表达后，细胞内未观察到自噬体
及自噬溶酶体，ＬＣ３Ｂ荧光斑点数减少，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
水平下调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量下降，ｐ６２蛋白表达量
上升，表明抑制 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１表达可减少 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞自噬，从而促进ＤＤＰ诱导的ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞
凋亡。

综上所述，ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在 ＨＳＣＣ组织及
ＤＤＰ耐药细胞株ＦａＤｕ／ＤＤＰ中高表达，通过外源性抑
制ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的表达能够减少自噬，逆转ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞对ＤＤＰ的耐药性，提示ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１可
作为ＨＳＣＣ化疗的耐药分子标志物。但本研究只对
ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１影响ＨＳＣＣ化疗敏感性的可能机制
进行了初步探索，后续需进一步明确其具体分子机制，

完善 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在 ＨＳＣＣ中的相关作用，为
ＨＳＣＣ的精准化治疗提供有力的实验依据。
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