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摘要 目的 探讨 Cav3. 1 在喉鳞癌组织和细胞中的表达以
及靶向下调 Cav3. 1 在喉鳞癌细胞增殖和凋亡的影响。方法
应用免疫组织化学、ＲT-PCＲ 和 Western blot 方法检测 30

例喉癌患者中 Cav3. 1 在喉癌组织、正常切缘黏膜组织中的
表达情况; siＲNA 瞬转技术构建靶向下调 Cav3. 1 的 Hep-2

细胞系，应用 Western blot 检测各组细胞 BAX、Cleaved-
caspase-3、BCL-2 的表达情况，应用 CCK-8 实验检测该喉癌
细胞增殖的情况，Annexin V-PI 染色技术检测喉癌 Hep-2 细
胞凋亡的情况。结果 相对癌旁组织，Cav3. 1 在喉癌组织
中高表达 ( P ＜ 0. 05) ; 下调组 Cav3. 1 在喉癌细胞中 mＲNA

和蛋白的表达水平明显降低 ( P ＜ 0. 05 ) ; 下调 Cav3. 1 可抑
制喉癌细胞的增殖 ( P ＜ 0. 05 ) ，促进喉癌细胞的凋亡 ( P ＜
0. 05) ，Western blot验证下调 Cav3. 1，BAX、Cleaved-caspase-3

蛋白表达显著升高，BCL-2 表达明显下降( P ＜ 0. 05 ) 。结论
Cav3. 1 在喉癌组织和喉癌细胞系中高表达，下调 Cav3. 1

抑制喉癌细胞的增殖，促进喉癌细胞凋亡。
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头颈部肿瘤在世界范围内占据第六位，喉癌是

头颈部肿瘤中较常见的恶性肿瘤，世界上每年约有

90 000人死于喉癌，超过 95%的喉癌被诊断为鳞状
细胞癌［1］。它的病因及作用机制都还没有明确，所
以从分子学探讨其作用机制很有必要。近年来，关
于 T型钙离子通道在肿瘤中的研究越来越多。这
些通道在肿瘤细胞系中的表达已广泛报道于乳腺肿

瘤［2］、前列腺肿瘤［3］、非小细胞肺癌［4］、视神经母细
胞瘤［5］、口腔鳞癌［6］。然而，在喉鳞癌中关于
Cav3. 1 的报道几乎没有。该研究通过免疫组化法、
ＲT-PCＲ、Western blot检测 Cav3. 1 在喉癌癌组织和

癌旁组织中的表达，并通过互补 siＲNA 针靶向下调
Cav3. 1 的表达，探讨 Cav3. 1 是否参与介导喉癌细
胞的增殖与凋亡。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 样本采集 收集 30 例喉癌组织和癌旁正常
组织( 距肿瘤边缘至少 0. 5 cm) ，来源于 2018 年 3—
10 月在安徽医科大附属省立医院行手术治疗的患
者，切除的标本均立即放入液氮中保存，术后病理证

实癌组织为鳞状细胞癌，癌旁组织无癌细胞，本研究

经医院伦理委员会批准。30 位喉癌患者，其中Ⅰ期
患者 15 例，Ⅱ期患者 9 例，Ⅲ期患者为 3 例，Ⅳ期患
者 3 例，获得组织标本来源患者的知情同意，年龄
46 ～ 66( 53. 3 ± 2. 6) 岁，30 例均为男性。
1． 1． 2 主要试剂 DMEM 培养基购自 Gibco 公司，
胎牛血清购自 Hyclone公司，Cav3. 1 抗体购自 Santa
Cruz公司，BCL-2、BAX、Cleaved-caspase-3 抗体购自
Proteintech公司，Simple Total ＲNA kit 购自天根生化
科技有限公司，BCA 试剂盒、ECL 试剂盒购自江苏
南通碧云天公司，qPCＲ Mix 试剂盒购自 TaKaＲa 公
司，Cell Counting Kit-8、ＲPMI-1640 培养基购自上海
生工生物工程有限公司，免疫组化试剂盒购自福州

迈新生物公司。
1． 1． 3 细胞培养 人喉癌细胞株 Hep-2 购于中国
科学院上海生命科学院，细胞用 5%胎牛血清的 ＲP-
MI-1640 培养基培养，培养基中加入一定比例青霉
素和链霉素，培养于 37 ℃、5% CO2 的湿度环境中，

隔天更换培养基待用。
1． 2 方法
1． 2． 1 免疫组织化学 取部分喉癌及癌旁组织，固
定、石蜡包埋后，3. 5 μm连续切片。经过烤片、脱蜡
水化、抗原修复等操作后根据 SP 试剂盒分别加入
Cav3. 1 一抗 ( 1 ∶ 200 ) 、二抗孵育，显微镜下观察
DAB显色并及时终止显色。低倍镜取阳性视野最
多区域，再取 5 个高倍镜视野阳性百分比平均值，根
据半定量免疫评分法采用双盲法评估染色结果。
1． 2． 2 细胞转染 靶向 CACNA1G的 si-ＲNA和 si-
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ＲNA阴性对照由上海汉宝生工公司负责设计合成，
实验分组为 Hep-2 对照组( NC组) 、空载体组( mock
组) 、Cav3. 1 下调组( si-Cav3. 1 组) 。将 Hep-2 细胞
接种在 24 孔培养板上，当细胞贴壁后，观察细胞密
度达到 75% 时，吸弃板上的培养液，加 0. 5 ml
Cav3. 1 si-ＲNA液和 6 mg /L 的 polybrene混合液，37
℃环境中培养 4 h，再加 0. 5 ml 的完全培养基到培
养板上，并在 37 ℃、5% CO2及饱和湿度的孵箱中培

养。每 3 d用 2 μg /ml的 puromycin 进行筛选，荧光
显微镜下观察 Cav3. 1 si-ＲNA 处理的各组细胞中
Cav3. 1 表达效率。
1． 2． 3 ＲT-PCＲ 取各组细胞、喉癌组织和癌旁组
织，匀浆后提取 ＲNA，检测其纯度和浓度。根据反
转试剂盒步骤制备 cDNA。以 cDNA 为模板按照
SYBＲ qPCＲ Master Mix说明相应加入引物，进行 40
个循环 ＲT-PCＲ。用 2 － ΔΔCt法进行计算，结果用相对

定量表示。GAPDH在体内广泛表达且恒定，故用作
本实验的内参基因，Cav3. 1 引物 F: GCTCTTTG-
GAGACCTGGAGTGT，Ｒ: TAGGCGAGATGACCGTGT-
TG; GAPDH 引 物 F: CATGTTCGTCATGGGTGT-
GAACC，Ｒ: GGTCATGAGTCCTTCCACGATACC。
1． 2． 4 细胞增殖检测 细胞转染后，重新制成悬液
并将细胞接种在 96 孔板中，每孔 100 μl。培养 24、
48、72 h 后分别加入 CCK-8 溶液 10 μl，每组设置 3
个复孔，再孵育 2 h 后，用酶标仪测定 450 nm 处的
吸光度( optical density，OD) 值。
1． 2． 5 Western blot 取各组细胞、喉癌和癌旁组
织，匀浆后提取浆、膜蛋白并测定浓度纯度，高温煮
沸使蛋白变性。配制分离胶和浓缩胶，取 20 μg 蛋
白于 SDS-PAGE 琼脂糖凝胶进行电泳。转膜后标
记，加一抗 Cav3. 1 抗体( 稀释 1 ∶ 400) 孵育过夜，加
山羊抗兔二抗( 稀释 1 ∶ 2 000) 孵育 1 h，PBS冲洗后
用 ECL试剂盒发光显影，分析结果。
1． 2． 6 流式细胞术 将 FITC-Annexin V和 PI加入
孵育液配成浓度为 1 mg /L的标记液待用，收集细胞
悬液，孵育液冲洗离心后加入 100 μl 标记液避光孵
育 10 min，加入荧光溶液避光振动孵育 20 min，用流
式细胞仪检测结果并分析。
1． 3 统计学处理 统计学分析用 Graphpad Prism
8． 2． 1、SPSS 22. 0 软件。使用 Image J 软件对蛋白
免疫印迹条带的结果进行分析，两组间样本均数的

比较采用独立 t 检验分析，多组间计量资料的比较
采用 one-way ANOVA检验，实验数据均服从正态分
布，用 珋x ± s表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Cav3. 1 在喉癌组织中的表达 免疫组化染色
( 图 1) 显示，Cav3. 1 广泛表达于细胞质中，少许表
达在细胞核。在 30 例喉癌组织中，27 例 Cav3. 1 阳
性表达，阳性表达率为 90% ; 在 30 例癌旁正常黏膜
组织中，有 3 例 Cav3. 1 阳性表达，阳性表达率
10%。与癌旁正常黏膜组织相比，喉癌组织中
Cav3. 1 表达水平明显增高，差异有统计学意义 ( χ2

= 38. 4，P ＜ 0. 001) 。
采用 ＲT-PCＲ和 Western blot检测 30 例喉癌样

本和细胞中 Cav3. 1 的表达情况，ＲT-PCＲ 结果显
示，喉癌组织中 Cav3. 1 的 ＲNA 表达水平( 3. 816 ±
1. 757) 显著高于癌旁组织( 1. 131 ± 0. 843 ) ，差异有
统计学意义( t = 7. 550，P ＜ 0. 001 ) ; Western blot 检
测 30 例喉癌样本，喉癌组织中 Cav3. 1 的蛋白表达
水平( 4. 251 ± 2. 496 ) 显著高于癌旁组织 ( 1. 445 ±
1. 143 ) ，差异有统计学意义 ( t = 5. 755，P =
0. 000 1) 。见图 2。

图 1 Cav3. 1 在喉癌及癌旁组织中的表达
A、B:免疫组化染色提示 Cav3. 1 主要表达在胞质和胞核; C、D:

喉癌组织的 HE染色结果; A、C: × 10; B、D: × 40

2． 2 喉癌 Cav3. 1 表达和基因干预 使用 si-
Cav3. 1 转染 Hep-2 细胞后，流式细胞术提示转染效
率( 92 ± 2. 31 ) %，Western blot 验证检测显示，si-
Cav3. 1 组中的 Cav3. 1 蛋白显著减少( si-Cav3. 1 组
0. 4 ± 0. 08，mock组 0. 96 ± 0. 45，NC组 0. 98 ± 0. 2，
n = 3) ，si-Cav3. 1 组中的 Cav3. 1 相对表达水平则显
著下降( 图 3) ，与 NC组、mock组相比差异有统计学
意义( F = 18. 109，P = 0. 000 8) ，证实细胞转染效率
适合接下来的研究。
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图 2 喉癌组织和癌旁组织中 Cav3. 1 蛋白和 mＲNA表达
A: Cav3. 1 蛋白表达; B: Cav3. 1 蛋白相对表达量; C: Cav3. 1

mＲNA的表达;与癌旁组织比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 3 下调 Cav3. 1 对喉癌细胞增殖的影响 CCK-8
实验结果显示，与 NC 组、mock 组比，si-Cav3. 1 组
Hep-2 细胞在培养 24、36、48、72 h 后增殖能力显著
减弱，差异有统计学意义( F = 51. 109，P ＜ 0. 001 ) ，

见图 4A。
2． 4 下调 Cav3. 1 对细胞凋亡的影响 流式细胞
术检测 24 h 后凋亡率，NC 组、mock 组和 si-Cav3. 1
组凋亡率分别为 1. 26 ± 0. 31、2. 62 ± 0. 42、25. 11 ±
2. 56，见图 4B，与 NC组相比，si-Cav3. 1 组细胞凋亡
率升高( F = 514. 5，P ＜ 0. 001) 。

图 3 Cav3. 1 蛋白在各组细胞中的表达
a: NC 组; b: mock 组; c: si-Cav3. 1 组; 与 NC 组、mock 组比较:

＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 各组细胞增殖和凋亡率
A: CCK-8 法检测下调 Cav3. 1 对喉癌细胞增殖的影响; B: 流式细胞术检测下调 Cav3. 1 对细胞凋亡的影响; a: NC 组; b: mock 组; c: si-

Cav3. 1 组;与 NC组、mock组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001
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2． 5 下调 Cav3. 1 细胞中凋亡蛋白表达 通过
Western blot 检测凋亡蛋白 BCL-2、BAX、Cleaved-
caspase-3 在各组细胞中的表达量，与 NC 组、mock
组比较，si-Cav3. 1 组细胞中 BCL-2、BAX、Cleaved-
caspase3 蛋白的表达水平显著改变( P ＜ 0. 05) ，下调
Cav3. 1 显著促进 Hep-2 细胞的增殖能力 ( P ＜
0. 05) ，见图 5。

图 5 各组 BCL-2、BAX、Cleaved-caspase-3 的表达
a: NC 组; b: mock 组; c: si-Cav3. 1 组; 与 NC 组、mock 组比较:

＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

喉癌作为头颈部肿瘤中很常见的癌症，其发生

跟分子和遗传有着密切的关系，在细胞发生癌变后，

细胞中的离子通道也会相应发生很大改变。其中 T
型钙离子通道的活性调节比较独特。钙在细胞内信
号传导中起关键作用［7］，并控制许多不同的细胞过

程，如增殖、分化、生长、细胞死亡和凋亡。因此，钙
信号的改变会导致细胞生长和侵袭的缺陷，并与某

些类型的癌症有关。钙是细胞中最常见的信号转导
元素，刺激细胞会导致细胞内钙浓度增加，钙是一种

普遍存在的第二信使，参与调节广泛的细胞过程，如

调节血管的收缩和舒张，神经冲动传递和激素的分

泌。钙的调节涉及多种分子结构，如电压门控钙通
道、受体操纵的钙通道、钙泵、钠钙泵。电压门控钙

通道允许钙进入以响应膜去极化，这些通道具有多

种功能，包括肌肉收缩、激素和神经递质释放、细胞
运动、细胞生长和调节、细胞损伤和死亡以及细胞存
活。因此电压激活的钙离子通道，特别是 T 型通
道，在调节肿瘤生长和进展中具有潜在作用。
有文献［8］报道 T 型钙离子通道 Cav3. 1 对癌细

胞的增殖起到很大促进作用，细胞癌变后 Cav3. 1 的
表达明显增高。本研究通过免疫组织化学技术检测
早期喉癌队列中的一部分肿瘤过度表达 T 型钙离
子通道 Cav3. 1，证明了在肿瘤组织和细胞中 Cav3. 1
的高表达。

Cav3. 1 表达于多种类型基础代谢率高的组织，
包括大脑、心脏、肾脏和平滑肌; 同样，Cav3. 1 在肿
瘤细胞中的异常上调对肿瘤有维持其高代谢水平和

维持其恶性特点的作用［9］。在下调 Cav3. 1 基因表
达的癌细胞中［10］，细胞周期已被证实在 G1 /S 或
G2 /M过渡期受到阻滞。同样，在乳腺癌［2，11］、前列
腺癌［4］、口腔鳞癌［7］中，下调 Cav3. 1 对癌细胞的增
殖具有抑制作用。本研究针对性下调了 Cav3. 1 的
表达，探索 Cav3. 1 与喉鳞癌增殖与凋亡的关系。结
果显示，下调 Cav3. 1 组细胞 72 h 内增殖能力显著
减弱，这表明通过靶向下调 Cav3. 1 能有效抑制
Hep-2 细胞的增殖;下调 Cav3. 1 组细胞 24 h内凋亡
率明显升高，下调 Cav3. 1 组中 BCL-2，Cleaved-
caspase-3 蛋白表达显著升高，BAX 表达明显下降，
这预示着下调 Cav3. 1 对喉癌细胞 Hep-2 的凋亡具
有促进作用。
研究［12］表明，Akt的活性在 T型钙离子通道调

节下发生改变。在胶质母细胞瘤细胞中，在特定的
T型钙离子通道抑制剂治疗或 Cav3. 1 下调后，观察
到 Akt 活性的失调［13］。在前列腺癌中，p-Akt
( S473) 和 p-Akt ( T308) 在 Cav3. 1 下调后表达显著
降低，预示着 Cav3. 1 可调节 Akt从而影响癌细胞的
增殖［4］;而关于喉癌细胞中 Akt与 Cav3. 1 的关系有
待进一步研究。
本研究检测了 Cav3. 1 在喉癌组织、癌旁组织和

喉癌细胞系 Hep-2 细胞系中的表达，特异性 siＲNA
下调 Cav3. 1 可显著抑制 Hep-2 细胞的增殖并促进
其凋亡。据此推测 Cav3. 1 可能在人类喉癌的增殖
和抗凋亡活性中起关键作用。
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Cav3. 1 targeted-knockdown induces apoptosis of human
laryngeal squamous carcinoma Hep-2 cells

Jiang Xuan，Xu Weiqing，Pan Chunchen
( Dept of Otolaryngology-Head ＆ Neck Surgery，The Affiliated Provincial Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression of Cav3. 1 in laryngeal squamous cell carcinoma tissues and
cells，and the effect of the proliferation and apoptosis in laryngeal squamous cell carcinoma by targeted-knockdown
of Cav3. 1． Methods Immunohistochemistry，ＲT-PCＲ and Western blot were used to detect the expression of
Cav3. 1 in laryngeal cancer tissues and normal mucosal tissues of incisional margin． Hep-2 cell lines of Cav3. 1 tar-
geted-knockdowned were constructed by siＲNA transient technique． Western blot was used to detect the expression
of BAX，Cleaved-caspase-3，BCL-2 in all groups． CCK-8 test was used to detect the proliferation of laryngeal car-
cinoma cell． Annexin V-PI staining was used to detect the apoptosis of laryngeal carcinoma cells in the targeted-
knockdown group． Ｒesults Cav3. 1 was highly expressed in 30 cases of laryngeal cancer compared to pericarcino-
matous tissues ( P ＜ 0. 05) ． The expression of Cav3. 1 mＲNA and protein was decreased in si-Cav3. 1 groups ( P ＜
0. 05) ． In si-Cav3. 1 group，the proliferation of laryngeal cancer cells decreased ( P ＜ 0. 05) ，the apoptosis of la-
ryngeal carcinoma cells increased ( P ＜ 0. 05) ． The expression of BAX and Cleaved-caspase-3 was increased，and
BCL-2 expression was decreased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Cav3. 1 is highly expressed in laryngeal cancer tissues
and laryngeal cancer cell lines． Cav3. 1 targeted-knockdown inhibits the proliferation and promotes apoptosis of la-
ryngeal carcinoma cells．
Key words laryngeal squamous carcinoma; Hep-2; Cav3. 1; proliferation; apoptosis
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