
在世界范围内，头颈部肿瘤居所有肿瘤的第六位，

每年全世界新发病人超过50万［1-2］。喉癌作为头颈部肿

瘤的一种，在所有呼吸系统肿瘤中居第2位，大约2%~

3%的呼吸系统恶性肿瘤为喉癌［3-4］，其发病率具有显著

的地理差异［5］。目前，以手术为主术后辅以放疗和化疗

的综合治疗是治疗喉癌的基本方法［6］。然而，一项流行

病学调查显示，在过去的20年间，喉癌的临床治疗效果

尚不尽如人意［7］。因此，从分子水平开展喉癌的发生发

展机制的研究将有助于提高喉癌的诊治水平。长链非

编码RNA是一类转录本长度超过200核苷酸的RNA，

本身并不编码或很少编码蛋白质［8-9］。长链非编码RNA

在各种生物学过程和发病机制中起关键作用［10］。以往的

研究结果表明，不同类型的肿瘤中 lncRNAs表达具有差

异性，提示 lncRNAs可能成为癌症的潜在治疗靶点［11-12］。

MALAT1是第1个癌症相关的 lncRNAs。MALAT1广

泛存在于人体组织，包括神经系统、肺、胰腺和其他器

官［13-16］。亦有资料表明，MALAT1在肺癌、肝癌、乳腺

癌、子宫内膜癌和胰腺癌中呈高表达［15, 17-19］。然而，与

喉癌相关的MALAT1的数据有限。本研究的目的在于

探明MALAT1在喉癌方面的作用。检测NP-69细胞中

MALAT1的表达水平，并与采自头颈部肿瘤的3种鳞状
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细胞癌中MALAT1表达水平进行比较。另外，在Hep-2

细胞中，用SiRNA有针对性的干扰MALAT1，并评价

MALAT1对Hep-2细胞增殖、克隆形成、细胞凋亡和迁

移的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞来源 FaDu、Hep-2 和鼻咽癌 CNE-2Z 细

胞。永生化鼻咽上皮（NPE）细胞株NP-69。所有细胞

均购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2 主要试剂 DMEM培养基（生工生物技术）。10%

胎牛血清（Gibco）。无血清的角质形成细胞（Gibco）。

pgv248慢病毒载体（吉凯）。Matrigel基质胶（Corning）。

Transwell小室（Corning）。Lipofectamin 2000（Invitrogen）。

嘌呤霉素（生工生物）。TRIzol reagent（Invitrogen）。

M-MLV逆转录酶（Promega）。SYBR premix Ex Taq酶

（Takara）。MALAT-1引物（锐博生物）。DMSO（Sigma-

Aldrich）。碘化丙啶（PI，50 μg/mL，Sigma-Aldrich）。

核糖核酸酶A（100 μg/mL，生工生物科技）。膜联蛋白

V凋亡检测试剂盒（eBioscience）。丝裂霉素C（Sigma

Aldrich）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和细胞转染 3种头颈部鳞状细胞株，包

括两个喉肿瘤细胞株：FaDu、Hep-2和鼻咽癌CNE-2Z

细胞。永生化鼻咽上皮（NPE）细胞株NP-69作为内

参。所有细胞均购自中国科学院。头颈部鳞状细胞株

存于DMEM培养基（生工生物），培养基内放入10%胎

牛血清。NP-69细胞保存于无血清的角质形成细胞中

（Gibco）。所有细胞系在 37 ℃、5% CO2环境中培养。

将专门针对 MALAT1 表达序列 5'- GTA ACT GGC

ATGTGA GCA A-3'的shRNA插入到pgv248慢病毒载

体（吉凯）产生干扰 shRNA（shMALAT1）。作为一个

scrabmled 控制（shCtrl）单元，将 5'- TTC TCC GAA

CGT GTC ACG TTT CAA GAG AAC GTG ACA

CGTTCG GAG AA-3'克隆到慢病毒pgv248。根据制

造商的说明，Lipofectamin 2000用于（Invitrogen）转染

细胞与指定的构建。慢病毒感染的Hep-2细胞接种在6

孔板上，接种密度为每孔5×104细胞，24 h后细胞感染

shmalat1或shCtrl慢病毒的数量按感染复数（MOI）100

计算。3 d后感染后，用荧光显微镜（Olympus xi-71）检

测GFP表达来评价转染效率。选择嘌呤霉素感染后5 d，

收获细胞，MALAT1敲除效率用逆转录聚合酶链反应

评价。

1.2.2 实时聚合酶链反应（RT-PCR） 从4株培养细胞中

提取总RNA，TRIzol reagent（Invitrogen）。采用M-MLV

逆转录酶（Promega）反转录成 cDNA。使用 SYBR

premix Ex Taq酶表达进行检测（Takara）使用下面的引

物：MALAT- 1 上游引物，5'- CAG ACC ACC ACA

GGT TTACAG-3'；MALAT1 下游引物，5'-AGA CCA

TCC CAA AAT GCT TCA-3'。以GAPDH作为内参基

因，GAPDH上游引物，5'-TGA CTT CAA CAG CGA

CAC CCA-3'；GAPDH 下游引物，5'-CAC CCT GTT

GCT GTA GCC AAA-3'（锐博生物）。采用2-△△CT法计

算MALAT-1的表达水平［20］。

1.2.3 增殖速率分析 使用MTT法明确MALAT-1是否

对细胞的增殖产生影响。将Hep-2细胞种植于96孔板，

每孔2×103细胞数，24 h后进行转染。在转染后的第1、

2、3、4、5天，细胞用最终浓度为0.2 mg/mL MTT试剂孵

育4 h。除去上清液，每孔加入100 μL DMSO（Sigma-

AldrichA）培养3~5 min溶解甲晶体。使用微孔板读数

器，指示细胞增殖的测量波长为490 nm。MTT检测在

不同的时间点共记录3次。

1.2.4 流式细胞术分析细胞周期 转染96 h后，细胞进

行消化，用磷酸清洗一次缓冲盐水（PBS，pH 7.2-7.4）然后

固定在4 ℃条件下于冰冷的70%乙醇1 h。碘化丙啶（PI，

50 μg/mL，Sigma-Aldrich）和核糖核酸酶A（100 μg/mL，

生工生物科技）添加到细胞培养液中，然后在37 ℃、暗

箱中培养20 min。根据说明书，采用FACSCalibur（BD

Biosciences）测定细胞周期时相。所有实验重复3次。

1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡分析 转染后24 h，用

膜联蛋白 V 凋亡检测试剂盒对膜联蛋白 V 染色

（eBioscience）观察细胞凋亡情况后流式细胞仪分析。

每个实验重复3次。

1.2.6 迁移实验 Hep-2细胞种植于6孔板上，每孔1×106

细胞，37 ℃培养24 h。当达到80%~90%融合时，使用

shmalat-1或shCtrl慢病毒转染细胞抑制其增殖。5 μm的

丝裂霉素C（Sigma Aldrich）在转染后24 h加入细胞，培

养2 h，然后用塑料无菌过滤头在单层表面进行划痕实

验。单层细胞用 PBS冲洗 3次，用 0.5%胎牛血清的

DMEM置于37 ℃和5% CO2培养。倒置显微镜用于0、

8、24 h后观察测量细胞迁移的平均迁移距离。计算如

下：原来的差距距离–间隔24 h/初始间隙距离×100%。

1.2.7 Transwell细胞迁移实验 采用Transwell小室检

测Hep-2细胞的迁移。肿瘤细胞侵袭的膜是使用60 μL

Matrigel基质胶（Corning）和120 μL DMEM制作，然后

放置于Transwell小室的上室。在 37 ℃孵育 30 min，

shmalat1或 shCtrl转染细胞（1×106/mL）加入Transwell

小室上室的Matrigel基质胶顶部。含30% FBS的趋化

液600 μL加入Transwell小室下室，在37 ℃、5% CO2的

无菌培养箱中孵育24 h。基质胶和迁移的细胞轻轻地从

Transwell小室中取出，用Giemsa染色（Sigma-Aldrich,

3~5 min）。将小室置于光学显微镜下观察（Olympus
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XI-71）。随机选取5个视野，然后计数每个中倍视野中

的细胞数，然后取平均数。

1.2.8 Transwell细胞侵袭试验 为了评估 shmalat1和

shCtrl 慢病毒转染的 Hep-2 细胞的侵袭能力，使用

Transwell细胞侵袭试验。首先合成Matrigel基质胶，

500 μL的无血清培养基中加入24孔板的各孔 37 ℃、孵

育2 h。大约1×104 Hep-2细胞稀释于500 μL无血清培

养基（Corning）后加入 Matrigel侵袭小室，然后在下室

中加入一个包含750 μL DMEM高糖培养基（含30%胎

牛血清）的24孔板。在37 ℃、5% CO2环境培养24 h后，

移去表面的顶细胞和Matrigel基质胶。100 μL的Giemsa

染色液加入膜的底面，孵育3~5 min。将小室置于光学

显微镜下观察（Olympus XI-71），随机选取5个视野，然

后计数每个中倍视野中的细胞数，然后取平均数。

1.2.9 统计分析 使用GraphPad PRISM（6.0.5）软件进

行数据分析。正态分布的计量资料均以均数±标准差表

示。采用 t检验和单因素方差分析进行组间比较。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FaDu、Hep-2和鼻咽癌CNE-2Z细胞MALAT1的表

达以及敲除MALAT-1对Hep-2的影响

使用RT-PCR检测FaDu、Hep-2和鼻咽癌CNE-2Z

细胞MALAT1的表达，结果发现与NP-69细胞相比，

FaDu、Hep-2和鼻咽癌CNE-2Z细胞MALAT1的表达

显著增加（P<0.01，图1A）。此外，在敲除MALAT1的细

胞，其细胞生长与对照细胞相比没有受到影响（图1B）。

使用 shmalat1慢病毒转染Hep-2细胞，其MALAT1表

达减少91.5%（P<0.01，图1C）。因此shmalat1慢病毒有

效地影响MALAT1的表达。敲除MALAT1抑制Hep-2

细胞增殖（为了验证 shmalat1敲除的抑制作用，使用

MTT法评估Hep-2细胞的增殖）。与对照细胞相比，敲

除MALAT1的Hep-2细胞接种后第4和第5天明显受

到抑制（图1D）。

2.2 Hep-2细胞MALAT-1下调对细胞周期进程的影响

Hep-2细胞MALAT-1下调导致细胞周期阻滞，为

了确定MALAT1在细胞周期进程的重要性，我们通过

流式细胞仪评估细胞周期各时相的Hep-2细胞（图2A）。

与MOCK和 shCtrl 细胞相比，MALAT1-shRNA 慢病

毒转染细胞S期细胞数量显著增加（P<0.01，图2B）。此

外，细胞在G2/M期的百分比下降（P<0.01）。

2.3 敲除MALAT1对Hep-2细胞克隆形成的抑制作用

经克隆形成实验测定，敲除MALAT1抑制Hep-2

细胞克隆的能力。敲除MALAT1的Hep-2细胞克隆能

力明显受损，下降约7.5%。shCtrl慢病毒处理过的细胞

中观察到了平均124个，而在MALAT1敲除细胞观察

到115个克隆细胞（图3A、B）。

2.4 流式细胞仪进行凋亡定量分析

MALAT1 的低表达诱使 Hep- 2 细胞凋亡，经

shmalat1 转染的Hep-2细胞凋亡程度由Annexin v-apc

染色和流式细胞仪检测（图4）。如图4A和4B所示，用

流式细胞仪进行凋亡定量分析表明，与未转染的

MOCK细胞或shCtrl细胞相比，敲除MALAT1的Hep-2

细胞，其细胞凋亡明显加快（P<0.01）。

2.5 Transwell侵袭实验测定Hep-2细胞的侵袭迁移能力

MALAT1表达减少，抑制Hep-2细胞的迁移和侵

袭，Hep-2细胞的侵袭迁移能力采用Transwell侵袭实验

测定。Transwell迁移结果表明，迁移后24 h，与MOCK

细胞和shCtrl细胞相比，细胞数量显著减少（P<0.01，图

5A、C）。此外，在24 h的Matrigel侵袭实验中，与未转染

的MOCK细胞和 shCtrl转染细胞相比，敲除MALAT1

侵袭Hep-2细胞数显著降低（图5B、D）。

2.6 划痕实验评估经 shmalat1或 shCtrl慢病毒转染的

Hep-2细胞的迁移力

为了验证以上结果，使用划痕实验评估经

shMALAT1或 shCtrl慢病毒转染的Hep-2细胞的迁移

力，经过24 h迁移过程后。MOCK-treated细胞划痕修

复了（29±3.0）%，shCtrl-treated 细胞修复了（24±3.0）%。

然而，在细胞中慢病毒转染 shMALAT1划痕收窄只有

（14±0.2）%（P<0.01，图6A、B）。

3 讨论

随着学者对 lncRNAs研究的不断深入，其在疾病

发生发展中的作用被逐步揭示，但是其在细胞的各种功

能还没有被广泛的研究［21-22］。异常表达的 lncRNA与各

种 疾 病 ，包 括 癌 症 的 发 生 密 切 相 关 ［23-25］ 。

lncRNAMALAT1最初发现于肺转移性癌，之前文献报

道，其他头颈部鳞癌细胞系，如鼻咽癌、Hone-1，5-8F和

SUNE-1，其MALAT1表达上调［26］，但其在喉鳞状细胞

癌的作用仍然知之甚少［15］。为了探讨MALAT-1在头颈

部鳞癌，尤其是喉癌的调节功能，我们比较了在头颈部

鳞癌细胞MALAT1表达与NPE的细胞系MALAT1的

表达。实验数据显示，相比于NP-69细胞，MALAT1在

FaDu，Hep-2和CNE-2Z三种细胞系的表达明显上调。

为了进一步证明，我们通过慢病毒转染细胞的方法沉默

MALAT1，通过流式细胞仪评估细胞周期各时相的

Hep-2细胞。与MOCK和shCtrl 细胞相比，MALAT1-

shRNA慢病毒转染细胞S期细胞数量显著增加，由于失

去MALAT1，细胞阻滞在 S期，并促进Hep-2细胞凋

亡。我们的数据显示，MALAT1喉癌的发病机制中起

着重要作用。

MALAT1最初在高转移性肺癌细胞发现［15］后来被
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证实在肿瘤细胞侵袭和转移中起关键作用，如胰腺癌［27］

和黑色素瘤［28］。我们通过Transwell小室迁移实验、

Transwell小室侵袭实验测定Hep-2细胞的侵袭迁移能

力，结果显示敲除MALAT1的Hep-2细胞迁移和侵袭

均受损。进一步验证，通过划痕实验评估经shmalat1或

shCtrl慢病毒转染的Hep-2细胞的迁移力，发现MOCK-

treated细胞划痕修复了（29±3.0）%，shCtrl-treated 细胞

修复了（24±3.0）%，shmalat1划痕收窄只有（14±0.2）%

（P<0.01）。表明，MALAT1的低表达干扰抑制Hep-2细

胞的迁移。这与以往的研究结果是一致的，例如，Tano

等［29］研究表明MALAT1沉默影响细胞迁移相关基因的

表达情况，包括 CTHRC1，CCT4，HMMR 和ROD1。然

而，MALAT1在细胞迁移和侵袭的分子机制知之甚少，

有待进一步研究。

目前研究认为，MALAT1参与了细胞的调节增殖、

细胞周期和凋亡［26, 30］。Yamada等［17］以前研究表明，与分

图1 MALAT1基因在人喉鳞状细胞癌细胞系中的表达及其敲除对Hep-2细胞增殖的影响
Fig.1 Expression of MALAT1 in HNSCC cell lines and effect of MALAT1 knockdown on Hep- 2 cells. A: Expression of
MALAT1 in human malignant HNSCC cell lines FaDu, Hep-2 and CNE-2Z, and NPE cell line NP-69. **P<0.01 vs NP-69; *P<
0.05 vs NP-69; B: Efficiency of MALAT1 knockdown in Hep-2 cells; C: Representative images of Hep-2 cells transfected with
ShMALAT1, MOCK or shCtrl lentivirus. **P<0.01 vs shCtrl. D: Results of MTT assay. aP<0.01 vs MOCK; bP<0.01 vs shCtrl.
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泌期子宫内膜间质细胞比较，MALAT1在正常子宫内

膜基质细胞和子宫内膜间质肉瘤表达水平均增高。这

些结果表明，MALAT1可能在细胞增殖发挥重要作用，

在本研究中，我们发现敲除MALAT-1降低Hep-2细胞

增殖率。这表明，MALAT1可能在喉鳞状细胞癌细胞

增殖中起重要作用。我们进一步的研究表明MALAT-1

在表达下降诱导Hep-2细胞的细胞周期阻滞。Yang等［30］

报道，与hnRNP C相互作用下调HeLa细胞和HepG2细

胞MALAT1水平会诱导其阻滞在G2/M期。在细胞周

期中，MALAT1的表达差异可以归因于不同的细胞类

型的使用，在今后的研究中需要进一步研究和评估。我

们发现，缺失MALAT1促进喉癌Hep-2细胞凋亡，这是

图2 敲除MALAT1导致细胞周期阻滞于S期
Fig.2 MALAT1 knockdown causes cell cycle
arrest in S phase. A: Flow cytometry analysis
of cell cycle phases of Hep-2 cells; B:
Proportions of cells in the G1, S and G2/M
phases. aP<0.05 vs MOCK, bP<0.01 vs MOCK,
cP<0.01 vs shCtrl.
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图3 敲除MALAT1不影响人喉鳞状细胞癌
Hep-2细胞集落形成
Fig.3 Knockdown of MALAT1 does not affect
colony formation ability of human malignant
LSCC Hep- 2 cells. A: Representative images
of colony formation by Hep-2 cells; B: Colony
formation by Hep-2 cells treated with empty
lentivirus (MOCK), shCtrl and shMALAT1.
aP<0.01 vs MOCK, bP<0.05 vs shCtrl.
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图4 敲除MALAT1诱导人喉鳞状细胞癌Hep-2细胞凋亡
Fig.4 MALAT1 knockdown induces apoptosis in human
malignant LSCC Hep-2 cells by Annexin-V staining and
flow cytometric analysis. A: Representative images of cell
apoptosis; B: Results of the flow cytometric analysis data,
aP<0.01 vs MOCK, bP<0.05 vs MOCK.
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图5 敲除MALAT1抑制Hep-2细胞的迁移和侵袭
Fig.5 MALAT1 knockdown inhibits migration and invasion of Hep-2 cells by Transwell and invasion assays. A:
Representative images of a Transwell assay after 24 h of migration; B: Quantification of the number of migrated cells, aP<
0.01 vs MOCK, bP<0.01 vs shCtrl; C: Representative images of an Invasion assay after 24h of migration; D: Quantification of
the number of invaded cells, aP<0.01 vs MOCK, bP<0.01 vs shCtrl.
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与先前在各种癌细胞研究中发现的结果相一致［27, 31-32］。

我们发现MALAT1在头颈部鳞癌细胞中的表达增高，

而缺失MALAT1抑制增殖，诱导S期阻滞，促进细胞凋

亡，并抑制Hep-2细胞的迁移和侵袭。总之，这些结果均

显示MALAT1在喉鳞状细胞癌的增殖和迁移起关键作

用，同时MALAT1表达增加，参与喉癌的发病机制。
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