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摘要　 目的　 研究长链非编码 ＲＮＡ ＬＩＮＣ０１５７８ 与致癌转录因子 ｃ⁃Ｍｙｃ 的调控关系，探讨 ＬＩＮＣ０１５７８ 对口腔鳞状细胞癌（ＯＳ⁃
ＣＣ）代谢过程的影响。 方法　 在 ＯＳＣＣ 细胞系 ＣＡＬ２７ 中敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ， 通过高通量测序技术鉴定出 １ 个受 ｃ⁃Ｍｙｃ 正向调控的长

链非编码 ＲＮＡ———ＬＩＮＣ０１５７８。 使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织及其癌旁组织中的表达关系。 在

ＣＡＬ２７、ＨＮ６ 细胞中过表达 ｃ⁃Ｍｙｃ 或敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ，使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达情况，验证与测序结果是否一致。 双荧

光素酶报告实验验证 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ＬＩＮＣ０１５７８ 启动子的结合作用。 Ｓｅａｈｏｒｓｅ、ＡＴＰ 生成和乳酸生成实验探讨 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过

ＬＩＮＣ０１５７８ 对 ＯＳＣＣ 糖代谢的影响。 克隆形成实验检测 ＯＳＣＣ 细胞系的增殖能力。 结果 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示 ｃ⁃Ｍｙｃ 和

ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织中的表达高于癌旁组织（均 Ｐ ＜ ０. ０５），并且 ｃ⁃Ｍｙｃ 正向调节 ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达。 与测序结果一致，
过表达 ｃ⁃Ｍｙｃ 上调 ＬＩＮＣ０１５７８（Ｐ ＜ ０. ００１）；敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ 下调 ＬＩＮＣ０１５７８ 水平（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 双荧光素酶报告基因显示 ｃ⁃Ｍｙｃ
可靶向调控 ＬＩＮＣ０１５７８，ｃ⁃Ｍｙｃ 可以转录增强 ＬＩＮＣ０１５７８（Ｐ ＜ ０. ００１）。 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 实验说明 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过调控 ＬＩＮＣ０１５７８ 促进

ＯＳＣＣ 糖酵解（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 克隆形成实验表明，过表达 ＬＩＮＣ０１５７８ 可促进 ＯＳＣＣ 细胞增殖，而敲低 ＬＩＮＣ０１５７８ 可抑制 ＯＳＣＣ
细胞增殖。 结论　 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过转录上调 ＬＩＮＣ０１５７８ ，从而调控 ＯＳＣＣ 中的糖酵解，促进细胞增殖。
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　 　 口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ）是常见的头颈部癌症， 占全球癌症死亡人数

的 ３％ ～１０％ 。 其生长迅速，易发生淋巴结转移，５
年生存率约为 ５４％ ［１］。 ＯＳＣＣ 与烟草、乙醇和槟榔

使用相关，这些因素会破坏细胞内环境、代谢和遗

传［２］。 了解这些机制对发现新治疗靶点和改进治

疗策略至关重要。
　 　 ｃ⁃Ｍｙｃ 作为一种关键的原癌基因，在恶性肿瘤

发生发展中发挥多维度致癌驱动作用。 这种广泛的

转录调控网络涉及细胞周期调控、凋亡抑制、代谢重

编程以及表观遗传修饰等多个关键通路［３］。 ｃ⁃Ｍｙｃ
在多种癌症中过表达，尤其在 ＯＳＣＣ 中影响细胞增

殖和凋亡［４］。 ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达或异位表达可以加速细

胞周期的进程，这在肿瘤组织中尤为明显，并且与患

者的不良预后密切相关［５］。 长链非编码 ＲＮＡ 通过

转录调控、表观遗传修饰及蛋白质互作影响生理过

程，在许多癌症中异常表达，可能成为 ＯＳＣＣ 的治疗

靶点［６］。 如在 ＯＳＣＣ 中，ＳＮＨＧ１６ 与 ｃ⁃Ｍｙｃ 正相关，
其上调促进 ＯＳＣＣ 进展；而下调 ｌｎｃＲＮＡ ＨＯＴＴＩＰ 可

抑制 ＯＳＣＣ 的增殖、迁移和侵袭［７ － ８］。 该研究通过

在 ＣＡＬ２７ 细胞中敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ ，结合高通量测序技术

发现受 ｃ⁃Ｍｙｃ 正调控的 ＬＩＮＣ０１５７８ 表达差异显著，
并进一步验证其在 ＯＳＣＣ 细胞和组织中的作用，分
析 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 细胞中的调控关

系及其对代谢的影响，以确定预防和治疗 ＯＳＣＣ 的

新分子靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 患者组织样本 　 本研究所用的 １０ 对组织

样本来源于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 组织及其癌旁组织。 所有患

者在参与研究前均未接受放疗或化疗，并已通过病

理学检查确认诊断。 所有患者手术切除的组织样本

被立即置入冻存管内，并迅速转移至液氮罐中进行

保存。 本研究在获得患者知情同意后进行样本收

集，且已获得安徽医科大学附属口腔医院伦理委员

会批准（批准号：Ｋ２０２４００８） ，符合相关伦理法规
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表 １　 敲低 ＲＮＡ 的引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＲＮＡ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５ ′⁃３′）
ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１ Ｆ：ＣＣＧＧＧＣＧＣＴＣＧＧＡＣＣＣＧＧＴＧＡＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＡＧＴＣＣＧＡＧＣＧＣＧＴＴＴＴＴＧ

Ｒ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＧＣＴＣＧＧＡＣＣＣＧＧＴＧＡＣＴＣＴＣＧＣＧＡＧＡＧＡＧＴＴＣＡＣＣＧＧＧＴＣＣＧＡＧＣＧＣ
ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃２ Ｆ：ＣＣＧＧＣＧＧＴＧＡＣＴＴＡＡＧＡＧＡＴＴＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＣＴＣＴＴＡＡＧＴＣＡＣＣＧＴＴＴＴＴＧ

Ｒ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＧＧＴＧＡＣＴＴＡＡＧＡＧＡＴＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＣＴＣＴＴＡＡＧＴＣＡＣＣ

要求。
１． １． ２　 主要材料　 人胚胎肾细胞（２９３Ｔ）、人 ＯＳＣＣ
细胞（ＨＮ６、ＣＡＬ２７）、人口腔角质形成细胞（ＨＯＫ）、
大肠杆菌 ＤＨ５α 保存于安徽省医学院口腔医学实

验室， 慢 病 毒 包 装 质 粒 ｐＧａｇ、 ｐＲｅｖ、 ｐＶｓｖｇ、
ｐＭＤ２. Ｇ、ｐｓＰＡＸ２，ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达质粒、ｃ⁃Ｍｙｃ 敲低质

粒，双荧光素酶报告实验使用的 ｐＧＬ３⁃ｂａｓｉｃ 质粒和

ｒｅｎｉｌｌａ 质粒均由安徽省口腔疾病研究重点实验室提

供 。 过表达质粒 ｐｃｄｈ⁃ｌｎｃ⁃ＯＥ（ＬＩＮＣ０１５７８ ｏｖｅｒ⁃ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ）、敲低质粒 ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１、 ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃
２、 ＬＩＮＣ０１５７８ 野生型质粒（ ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃ＷＴ）
和突变型质粒（ ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃Ｍｕｔ）均由生工生

物工程（上海）股份有限公司提供合成。 ＤＭＥＭ 高

糖培养基（货号：３１９００５２２７）购自维森特生物技术

有限公司，胎牛血清（货号：Ａ５１１⁃００１）购自双洳生

物技术有限公司，０. ２５％ 胰蛋白酶（货号：Ｃ１００Ｃ１）
购自新赛美生物科技有限公司，青 － 链霉素（货号：
Ｃ０２２２）购自上海碧云天生物技术有限公司，转染试

剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（货号：１１６６８０２７）购自美国 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 相关试剂：ＲＯＸ 染料（货号：
ＡＧ１１７１０）、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试

剂盒（货号：ＡＧ１１７０１）购自艾科瑞生物工程有限公

司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 使用含有 １０％ 胎牛血清和 １％
青 －链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养基对 ＨＮ６ 、ＣＡＬ２７
以及 ２９３Ｔ 细胞进行常规培养，置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃
培养箱中。 当细胞汇合度达到 ８０％时进行传代，传
代时使用 ０. ２５％胰蛋白酶进行消化。
１． ２． ２　 慢病毒包装与转染 ＣＡＬ２７ ／ ＨＮ６ 细胞 　 从

ＵＣＳＣ 数据库中查找 ＬＩＮＣ０１５７８ 的基因序列，根据

ｐｌｋｏ． １⁃ｐｕｒｏ 载体的敲低骨架特征设计 ｓｈＲＮＡ ｏｌｉ⁃
ｇｏｓ，获得扩增基因后，将其插入 ｐＬＫＯ． １⁃ｐｕｒｏ 载体

的 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ａｇｅ Ⅰ酶切位点，成功构建敲低质粒，
命 名 为 ｐｌｋｏ． １⁃ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１、 ｐｌｋｏ． １⁃
ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃２。 随后，将构建的敲低质粒（ｐｌｋｏ． １⁃
ｓｈＬＩＮＣ）和慢病毒包装质粒（ ｐＧａｇ、ｐＲｅｖ 和 ｐＶｓｖｇ）

按 ２ ∶ ２ ∶ ２ ∶ １ 的比例共转染 ２９３Ｔ 细胞。 ２９３Ｔ 细

胞最初在无血清 ＤＭＥＭ 培养基中培养，培养 ８ ｈ 后，
将培养基替换为含有 １０％ 胎牛血清的正常 ＤＭＥＭ
培养基。 ３６ ｈ 后收集病毒上清液，通过 ０. ４５ μｍ
ＰＶＤＦ 滤器过滤。 将过滤后的上清液滴入密度为

６０％ ～ ７０％ 的 ＣＡＬ２７ ／ ＨＮ６ 细胞，加入与上清液等

体积的培养基，摇匀后再加入聚凝胺，使其最终浓度

为 ７ × １０ － ６ ｍｏｌ ／ Ｌ。 细胞在含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养

箱中再孵育 ４８ ｈ，随后加入终浓度为 １ × １０ － ６ ｍｏｌ ／ Ｌ
的嘌呤霉素进行 ７ ～ １４ ｄ 的筛选。 ｓｈＲＮＡ 序列见表

１。
１． ２． ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 收集转染 ４８ ｈ 后的 ＯＳＣＣ
细胞各 ５ 组（转染 ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ、ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ、ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃
１、ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃２ 及其各对照组），采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提

取各细胞组总 ＲＮＡ，逆转录生成 ｃＤＮＡ 模板。 ｃＤＮＡ
模板放在 － ２０ ℃保存备用。 ＰＣＲ 反应制备 ２０ μＬ
反应混合物，其中：正向引物 ０. ４ μＬ，反向引物 ０. ４
μＬ，２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ １０. ０ μＬ，ＲＯＸ 染料 ０. ４ μＬ，ｃＤ⁃
ＮＡ 模板 ２. ０ μＬ，无菌蒸馏水 ６. ８ μＬ。 进行 ＰＣＲ 扩

增的条件如下： ９５ ℃初始变性 ２ ｍｉｎ，然后 ９５ ℃变

性 ５ ｓ，６０ ℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延长 ２０ ｓ。 反应结束后

读取各组结果， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为分子内参， 采用

２ － ΔΔＣＴ算法方法分析比较各组 ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达水

平。 具体引物序列见表 ２。

表 ２　 实时定量聚合酶链反应的引物序列

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃３′）
ＬＩＮＣ０１５７８ Ｆ： ＧＣＴＣＧＧＡＣＣＣＧＧＴＧＡＣＴＴＡ

Ｒ： ＣＴＣＴＴＣＡＡＧＣＴＧＡＣＴＧＧＧＴＧ
ｃ⁃Ｍｙｃ Ｆ： ＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＡＧ

Ｒ： ＡＧＡＧＡＧＣＣＧＣＡＴＧＡＡＴＴＡＡＣＴＡＣＧＣ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ

Ｒ： ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ

１． ２． ４ 　 双荧光素酶报告基因检测 　 将野生型

ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃ＷＴ 和 突 变 型 ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃
Ｍｕｔ 及其各自的 ｃ⁃Ｍｙｃ 对照组共转染。 ４８ ｈ 后，在
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每个样本中加入 １００ μＬ 细胞裂解缓冲液，冰上裂解

５ ｍｉｎ 。 将裂解液转移到新的 ＥＰ 管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎ，收集上清液。 使用 Ｐｒｏｍｅｇａ 荧光检测器

测定背景荧光（Ｌ０ ）。 在 ２０ μＬ 上清液中加入 １０
μＬ 荧光素酶底物，轻轻混合，测定萤火虫荧光素酶

荧光强度（Ｌ１）。 再加入 １０ μＬ Ｒｅｎｉｌｌａ 底物工作液，
快速混合，测定 Ｒｅｎｉｌｌａ 荧光素酶荧光强度（Ｒ１）。
采用公式（Ｌ１ － Ｌ０） ／ （Ｒ１ － Ｌ０）计算结果，并以柱状

图表示。
１． ２． ５ 　 细胞外酸化速率（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ，ＥＣＡＲ）测量　 设计两组实验，分别是实验组为

敲低组（ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１ 组、ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃２ 组）及其

对照组 （ ｓｈＣｔｒｌ 组） 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 组 （ ｃ⁃Ｍｙｃ 组）、敲低

ＬＩＮＣ０１５７８ 组 （ ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１ 组）、 ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ 敲低

ＬＩＮＣ０１５７８ 组（ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１ 组）及对照组

（Ｃｔｒｌ 组）。 将实验组和对照组的细胞分别接种到海

马 ＸＦｐ ９６ 孔细胞培养微孔板中，使用海马 ＸＦ 分析

仪进行 ＥＣＡＲ 分析。 每孔细胞培养液中加入（１ ～
２） × １０ － ４个细胞，孵育 ２４ ｈ 后进行检测。 ＥＣＡＲ 测

量使用 ＸＦ９６ 分析仪， 在 ＸＦ 基础培养基（ｐＨ ７. ４）
中添加 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酰胺， 随后依次添加 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖，１ μｍｏｌ ／ Ｌ 寡霉素和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２⁃脱
氧葡萄糖。 使用 Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ 糖酵解压力测试报告

生成器分析数据，使用 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 生物技术自动细胞

计数仪对结果进行标准化。
１． ２． ６　 总 ＡＴＰ 和乳酸测定 　 根据制造商的说明，
分别使用 ＡＴＰ 测定法和乳酸盐生成测定法测量细

胞 ＡＴＰ 和细胞外乳酸水平。
１． ２． ７ 　 集落形成试验 　 将实验组和对照组的

ＣＡＬ２７ 细胞接种于 ６ 孔板中，密度为每孔 １ ０００ 个

细胞，每种条件下重复 ３ 次。 每孔加入 ２ ｍＬ 培养

基。 经过 １６ ｄ 的孵育期后，将细胞用 ４％ 多聚甲醛

在室温下固定 ３０ ｍｉｎ，１％结晶紫染色 ４ ｈ，洗涤、干
燥后观察并拍照。
１． ３　 统计学处理 　 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 和 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 进行统计学分析。 实验数据用 �ｘ ± ｓ
表示，两组间差异采用 ｔ 检验，多组间差异采用单因

素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＯＳＣＣ 测序结果　 本研究在 ＣＡＬ２７ 细胞中敲

低 ｃ⁃Ｍｙｃ，结合高通量测序技术筛选出一个受 ｃ⁃Ｍｙｃ
正向调控的表达差异显著的长链非编码 ＲＮＡ———
ＬＩＮＣ０１５７８。 ｃ⁃Ｍｙｃ 敲低后的 ＬＩＮＣ０１５７８ 检测结果，
见表 ３。

表 ３　 ｃ⁃Ｍｙｃ 敲低后的 ＬＩＮＣ０１５７８ 检测结果

Ｔａｂ． ３　 ＬＩＮＣ０１５７８ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｆｔｅｒ ｃ⁃Ｍｙｃ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｉｄ ＮＲ＿０３７６００． １
Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ０． ００８ ７６０ ８８１
Ｌｏｇ２Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ － ６． ８３４ ７０８ ３５２
Ｐ ｖａｌｕｅ ７． ０１ｅ － ０９
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ＬＩＮＣ０１５７８
Ｇｅｎｅ ｔｙｐｅ ｌｎｃＲＮＡ
Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｅ
Ｔｙｐｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ

２． ２　 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织中的表

达　 为了验证生物信息学分析结果，本研究使用 １０
对 ＯＳＣＣ 组织及其癌旁组织样本进行比较。 与癌旁

组织相比，癌组织中的 ｃ⁃Ｍｙｃ 水平升高 （均 Ｐ ＜
０. ０５），见图 １Ａ。 此外，ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织中

表现出高表达水平（均 Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １Ｂ。

图 １　 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织中表达情况

Ｆｉｇ． １　 ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ＬＩＮＣ０１５７８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｉｎ １０ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＯＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｉｎ １０ ｐａｉｒｅｄ ＯＳＣＣ ｔｉｓ⁃

ｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ．
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２． ３ 　 ｃ⁃Ｍｙｃ 在 ＯＳＣＣ 细 胞 系 中 正 向 调 节

ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达　 为了探讨 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＬＩＮＣ０１５７８
的调控作用，本研究用过表达 ｃ⁃Ｍｙｃ（ ＋ ｃ⁃Ｍｙｃ）或敲

低 ｃ⁃Ｍｙｃ （ ｓｈｃ⁃Ｍｙｃ）转染 ＣＡＬ２７ 和 ＨＮ６ 细胞系。
随后，再利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达和敲低的

效率以及 ＬＩＮＣ０１５７８ 表达水平的变化。 结果显示，
ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达时，ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞中 ＬＩＮＣ０１５７８
的表达显著上调（ ｔ ＝ ３４. ６１，Ｐ ＜ ０. ０００ １；ｔ ＝ ２０. ４９，
Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ２Ａ。 与这测序结果一致，ｃ⁃Ｍｙｃ 敲

低后，ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 细胞 ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达显著降

低（ ｔ ＝ １２９. １０，Ｐ ＜ ０. ０００ １；ｔ ＝ ３９. ８８，Ｐ ＜ ０. ０００ １），
见图 ２Ｂ。

图 ２　 ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达或敲低后 ＬＩＮＣ０１５７８ 相对表达量

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ａｆｔｅｒ ｃ⁃Ｍｙｃ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

　 　 Ａ： ｃ⁃Ｍｙｃ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ； Ｂ： ｃ⁃Ｍｙｃ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＬＩＮＣ０１５７８ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜
０. ０００ １ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ．

２． ４　 ＬＩＮＣ０１５７８ 启动子区域的 ｃ⁃Ｍｙｃ 相互作用　
本研究利用 ＵＣＳＣ 和 ＪＡＳＰＡＲ 数据库进行生物信息

学预测，确定了 ＬＩＮＣ０１５７８ 基因启动子区域内 ｃ⁃

Ｍｙｃ 的推定结合位点，见图 ３Ａ 。 为了验证这一相

互作用，使用双荧光素酶报告基因检测。 结果表明，
与对照组相比，ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃ＷＴ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 共转

染的细胞荧光信号强度显著升高（ ｔ ＝ ８. ７７，Ｐ ＜
０. ００１），见图 ３Ｂ。 相反，共转染 ｐＧＬ３⁃ＬＩＮＣ０１５７８⁃
Ｍｕｔ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 的细胞与对照组的荧光信号强度无显

著差异。 此外，还验证了 ｃ⁃Ｍｙｃ 在 ＣＡＬ２７ 细胞中的

过表达效率（ ｔ ＝ １２. １２，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ３Ｃ。 本研

究证实了 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ＬＩＮＣ０１５７８ 启动子区（ － １５７ ～
－ １６６）之间的相互作用。

图 ３　 双荧光素酶报告基因检测结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ
ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ； Ｂ：Ｄｕａｌ⁃ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｃ⁃
Ｍｙｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ； Ｃ： ｃ⁃Ｍｙｃ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｉｔｓ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ５ 　 ＬＩＮＣ０１５７８ 的敲低对糖酵解的影响 　 Ｓｅａ⁃
ｈｏｒｓｅ 检测结果显示，与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较，ｓｈＬＩＮＣ０１５７８
组糖酵解下调（图 ４Ａ） ，ＡＴＰ 和乳酸生成均显著减

少 （ 均 Ｐ ＜ ０. ００１， 图 ４Ｂ、 ４Ｃ ）， 并 且 敲 低 组 的

ＬＩＮＣ０１５７８ 表达效率也降低 （均 Ｐ ＜ ０. ０００ １，图

４Ｄ）。 此外，敲低 ＬＩＮＣ０１５７８ 所导致的 ＥＣＡＲ、 ＡＴＰ
和乳酸生成的降低，可以通过 ＋ ＬＩＮＣ０１５７８ 组进行

恢复（均 Ｐ ＜ ０. ０５，图 ４Ｅ） 。 这些数据表明敲低

ＬＩＮＣ０１５７８ 后可抑制 ＯＳＣＣ 糖酵解，并降低细胞内

ＡＴＰ 及乳酸含量。
２． ６　 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过 ＬＩＮＣ０１５７８ 调节 ＯＳＣＣ 中的糖酵

解　 基于之前的实验研究，课题组发现 ｃ⁃Ｍｙｃ 在
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ＯＳＣＣ 细胞系中正向调节 ＬＩＮＣ０１５７８ 的表达，为了

从功能上验证这一点，通过检测了 ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ 敲低

ＬＩＮＣ０１５７８ 后的 ＥＣＡＲ 以及 ＡＴＰ 生成量和乳酸水

平。 首先观察到 ｃ⁃Ｍｙｃ 组引发的糖酵解上调以及

ＡＴＰ 和乳酸生成增加。 相反， 敲低 ＬＩＮＣ０１５７８ 显著

消除了部分由 ｃ⁃Ｍｙｃ 组引发的 ＥＣＡＲ、ＡＴＰ 和乳酸

生成的增加（均 Ｐ ＜ ０. ０５，图 ５）。 综上所述，这些发

现表明 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过 ＬＩＮＣ０１５７８ 调节 ＯＳＣＣ 中的糖酵

解活性。
２． ７　 ＬＩＮＣ０１５７８ 对 ＯＳＣＣ 增殖的影响　 课题组用

敲低和过表达了 ＬＩＮＣ０１５７８ 的 ＣＡＬ２７ 细胞来铺板

做克隆形成， 培养 １６ ｄ 后， 结晶紫染色显示，
ＬＩＮＣ０１５７８ 下调后的 ＯＳＣＣ 细胞的增殖速率与对照

细胞相比明显变慢，见图 ６Ａ ，而 ＬＩＮＣ０１５７８ 过表达

图 ４　 ＬＩＮＣ０１５７８ 的敲低对细胞糖酵解过程的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ
　 　 Ａ：Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ； Ｂ： Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ＡＴＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＬＩＮＣ０１５７８； Ｃ： Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌａｃｔａｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＬＩＮＣ０１５７８； Ｄ： Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１５７８ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ
ＬＩＮＣ０１５７８； Ｅ： Ｒｅｓｃｕｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＬＩＮＣ０１５７８； ａ： ｓｈＣｔｒｌ； ｂ： ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１； ｃ： ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃２； ｄ： Ｃｔｒｌ； ｅ： ＬＩＮＣ０１５７８； ｆ： ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃

１ ＋ ＬＩＮＣ０１５７８； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｓｈＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ΔＰ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过 ＬＩＮＣ０１５７８ 影响细胞糖酵解能力及 ＡＴＰ 和乳酸产量

Ｆｉｇ． ５　 ｃ⁃Ｍｙｃ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＡＴＰ ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＬＩＮＣ０１５７８
ａ： Ｃｔｒｌ； ｂ： ｃ⁃Ｍｙｃ； ｃ： ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１； ｄ： ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ ｓｈＬＩＮＣ０１５７８⁃１； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ΔＰ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｃ⁃Ｍｙｃ ｇｒｏｕｐ．

图 ６　 集落形成试验

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
　 　 Ａ： Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｓｕｌｔｓ １６ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＬＩＮＣ０１５７８ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ； Ｂ： Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ １６ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＬＩＮＣ０１５７８ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

的 ＯＳＣＣ 细胞的增殖速率明显变快，见图 ６Ｂ。

３　 讨论

　 　 根据全球癌症观察站数据显示，２０２０ 年全球报

告了 ３７７ ７１３ 例 ＯＳＣＣ 病例， 大多数发生在亚洲［９］。
目前，ＯＳＣＣ 的主要临床治疗包括手术干预、化疗、
放疗或其他联合治疗。 然而， 由于 ＯＳＣＣ 对化疗药

物的固有耐药性，常用药物如顺铂和 ５⁃氟尿嘧啶的

疗效不理想［１０］。 并且化疗还可能引发一系列副作

用，如骨髓抑制、肝肾毒性等，严重影响患者的生活

质量。 而手术治疗同样面临挑战，尽管外科手术可

以切除可见的肿瘤组织，但残留的微小肿瘤细胞可

能引发肿瘤的再次发生，而且手术治疗可能会对患

者的口腔功能及面部外观造成影响，给患者带来心

理和生理上的双重负担。 因此，迫切需要深入研究

ＯＳＣＣ 的发病机制，寻找新的治疗方法和预后标志

物，提高患者的整体治疗效果。 未来的研究方向可

能包括开发更为敏感的早期诊断技术、探索新型抗

癌药物、优化现有治疗方案的组合方式，如免疫疗

法、基因疗法、仿生疗法、光动力疗法和光热治疗等。

只有通过多学科的协同努力，才能为 ＯＳＣＣ 患者带

来更多的希望和更好的生活质量。
　 　 由于 ＯＳＣＣ 存在广泛的基因变异和多层面的异

质性，靶向治疗有望在 ＯＳＣＣ 治疗中占据重要地

位［１１］。 例如，Ｒｏｘｙｌ⁃ＺＲ 已被证明通过抑制 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路，有效抑制 ＯＳＣＣ 细胞的代谢活性、
克隆形成、增殖、迁移和侵袭［１２］。 在肺癌中，长链非

编码 ＲＮＡ ＡＦＡＰ１⁃ＡＳ１ 和 ＳＮＩＰ１ 相互作用导致 ｃ⁃
Ｍｙｃ 上调，从而增强细胞迁移和侵袭能力［１３］。 Ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ⁃１２９４ 通过靶向 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＯＳＣＣ 的生长产生

抑制作用［１４］。 此外， ｃ⁃Ｍｙｃ 诱导 ＣＡＬ２７ 细胞中

ＳＮＨＧ１６ 的上调， 促进 ＯＳＣＣ 的增殖、 迁移和侵

袭［１５］。 本研究分析了 ｃ⁃Ｍｙｃ 与 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ
中的调控关系，以及对 ＯＳＣＣ 发生发展的影响。
　 　 人类基因组中已鉴定出超过 １０ 万个长链非编

码 ＲＮＡ，通过多层级、多维度的调控网络 深刻影响

着细胞命运决定和疾病进程［１６］。 长链非编码 ＲＮＡ
在转录、转录后和翻译水平的多种生物学过程中发

挥重要的调控作用。 本研究在 ＯＳＣＣ 细胞系 ＣＡＬ２７
中敲除 ｃ⁃Ｍｙｃ，结合高通量测序技术筛选出长链非
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编码 ＲＮＡ———ＬＩＮＣ０１５７８。 数据分析显示，相比 ＯＳ⁃
ＣＣ 癌旁组织，ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 组织中

过表达，表明其致癌潜力。 基于此，课题组深入探究

ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＬＩＮＣ０１５７８ 之间的调控关系，通过在 ＯＳＣＣ
细胞系 ＨＮ６ 和 ＣＡＬ２７ 中过表达或者敲低 ｃ⁃Ｍｙｃ，发
现 ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ｃ⁃Ｍｙｃ 过表达组中上调，在 ｃ⁃Ｍｙｃ
敲低组中下调，这证明 ＬＩＮＣ０１５７８ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 在 ＯＳＣＣ
中可能存在协同作用。 并且本研究还表明，ｃ⁃Ｍｙｃ
通过结合 ＬＩＮＣ０１５７８ 的启动子调节其在 ＣＡＬ２７ 细

胞中的转录活性，正向调控 ＬＩＮＣ０１５７８。 还利用

Ｓｅａｈｏｒｓｅ 实验检测敲低 ＬＩＮＣ０１５７８ 后的 ＥＣＡＲ 以及

ＡＴＰ 生成量和乳酸水平，证明 ＬＩＮＣ０１５７８ 的敲低抑

制 ＯＳＣＣ 糖酵解过程。 又从功能上验证 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过

ＬＩＮＣ０１５７８ 调控 ＯＳＣＣ 中的糖酵解过程。 并且在

ＣＡＬ２７ 细胞中进行克隆形成实验，发现 ＬＩＮＣ０１５７８
对 ＯＳＣＣ 细胞增殖有影响。 因此，ＬＩＮＣ０１５７８ 作为

新发现的基因，在 ＯＳＣＣ 的发生和发展过程中扮演

着关键角色，有望成为潜在的治疗靶点。 本研究结

果不仅增强了对 ＬＩＮＣ０１５７８ 功能的理解，而且揭示

了 ｃ⁃Ｍｙｃ 通过上调 ＬＩＮＣ０１５７８ 促进 ＯＳＣＣ 发展的新

机制。 然而， 目前的研究仍处于早期阶段，多数结

果集中在分子水平，缺乏临床相关证据。 因此，在后

续实验中将在分子水平上补充迁移和侵袭实验，并
且利用 ＲＮＡ ｐｕｌｌｄｏｗｎ 等方法识别与 ＬＩＮＣ０１５７８ 结

合的分子，进行蛋白验证和机制检验，并在动物模型

中验证实验的结论。 同时，本课题组计划收集更多

临床组织数据， 开展大规模队列验证， 以确认

ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 中的临床价值。
　 　 综上所述，ｃ⁃Ｍｙｃ 通过靶向调控 ＬＩＮＣ０１５７８ 的

表达影响 ＯＳＣＣ 细胞的代谢过程，进一步完善了

ＬＩＮＣ０１５７８ 在 ＯＳＣＣ 中的调控网络。 本研究为深入

解析 ＯＳＣＣ 的发病机制及探索新的治疗靶点提供了

坚实的分子生物学基础。 随着分子靶向治疗的发

展，将其与化疗、放疗等传统治疗手段相结合，有望

改善 ＯＳＣＣ 患者的预后。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯＳＣＣ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｃ⁃Ｍｙｃ；ＬＩＮＣ０１５７８；ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ３１９７０６７７）；Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ． ２３０８０８５Ｙ２３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ 　 Ｚｈｕ Ｙｏｕｍｉｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ９５６４００２１＠ ｑｑ． ｃｏｍ；Ｌｉ Ｘｉａｎｇｙａｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｌｘｉａｎｇｙａｎｇ＠
１６３． ｃｏｍ
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