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论　著

[摘要]　目的　观察长链非编码RNA (lncRNA) COL11A1-208在口

腔鳞状细胞癌(OSCC)细胞中的表达和定位，及其对OSCC细胞增殖和

侵袭的影响。方法　采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测COL11A1-208在

CAL27、HN4、HN6等OSCC细胞系中的表达情况；通过RNA核质分离

和荧光原位杂交(FISH)实验检测COL11A1-208在OSCC细胞中的定位。采

用CAL27、HN4细胞建立COL11A1-208敲减组(SS-COL11A1-208组)和敲

减对照组(SS-NC组)；采用HN4、HN6细胞建立COL11A1-208过表达组

(LV-COL11A1-208组)和过表达对照组(LV-NC组)。采用CCK-8实验、平

板克隆形成实验以及Transwell实验检测COL11A1-208表达改变对各组细

胞增殖活性、克隆形成能力、迁移和侵袭能力的影响。qPCR和Western 

blotting检测COL11A1-208表达改变对COL11A1基因及上皮-间充质转化相

关蛋白(上皮钙黏素、波形蛋白)表达的影响。采用裸鼠皮下移植瘤模型

观察COL11A1-208表达对OSCC细胞体内增殖能力的影响。结果　qPCR

结果显示，COL11A1-208在7个OSCC细胞系的相对表达量均明显高于正

常对照细胞(P<0.05)。核质分离结果显示，CAL27、HN4、HN6细胞内

COL11A1-208的胞核占比明显高于胞质占比(P<0.01)；FISH实验结果显示，

COL11A1-208主要定位于细胞核。与SS-NC组比较，SS-COL11A1-208组

COL11A1-208相对表达量明显降低(CAL27：0.225±0.030 vs. 1.000±0.000；

H N 4：0 . 3 9 3±0 . 0 2 8  v s .  1 . 0 0 0±0 . 0 0 0；P<0 . 0 1 )；细胞增殖活性减弱

(P<0.05)，细胞克隆形成能力降低(P<0.0001)，细胞穿膜数减少(P<0.05)。

与LV-NC组比较，LV-COL11A1-208组COL11A1-208相对表达量明显升高

(HN6：6524.216±3395.926 vs. 1.000±0.000；HN4：3486.230±743.908 vs. 

1.000±0.000；P<0.05)，细胞增殖活性增强(P<0.05)，细胞克隆形成能力增

高(P<0.01)，细胞穿膜数增多(P<0.0001)。SS-COL11A1-208组COL11A1蛋白

相对表达量明显低于SS-NC组(P<0.05)，而LV-COL11A1-208组则明显高于

LV-NC组(P<0.01)。另外，与相应对照组比较，SS-COL11A1-208组上皮钙

黏素表达增高(P<0.05)，波形蛋白表达降低(P<0.05)；LV-COL11A1-208组

上皮钙黏素表达降低(P<0.05)，波形蛋白表达增高(P<0.01)。裸鼠皮下移植

瘤模型实验显示，与相应对照组比较，ASO-COL11A1-208组皮下移植瘤重

量和体积均减小(P<0.05)，LV-COL11A1-208组皮下移植瘤重量和体积均增

大(P<0.05)。结论　COL11A1-208可促进OSCC细胞的增殖和侵袭能力，在

OSCC发生与进展中发挥重要作用。

[关键词]　口腔鳞状细胞癌；长链非编码RNA；COL11A1-208；增

殖；侵袭
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[Abstract]　Objective　To investigate the expression and subcellular localization of long non-coding RNA (lncRNA) 

COL11A1-208, as well as the effect on the proliferation and invasion of oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells. Methods　

The differential expression of COL11A1-208 in seven OSCC cell lines compared with primary cultured normal oral epithelial cells 

was detected by quantitative real-time PCR (qPCR), and the subcellular localization of COL11A1-208 was evaluated by cell nuclear/

cytoplasmic fractionation and fluorescence in situ hybridization (FISH). CAL27 and HN4 cells were respectively transfected 

with COL11A1-208 Smart Silencer (SS-COL11A1-208 group) and negative control (NC) Smart Silencer (SS-NC group), while 

HN4 and HN6 cells were stably infected by COL11A1-208 lentivirus overexpression vector (LV-COL11A1-208 group) and NC 

lentivirus overexpression vector (LV-NC group). Cell proliferation in each group was detected by CCK-8 assay and plate colony 

formation assay, while cell migration and invasion ability in each group were detected by Transwell assays. Then, the expression 

of COL11A1 were detected by qPCR and Western blotting assays, while the protein expression of E-cadherin and vimentin was 

detected by Western blotting assay. Finally, the effect of COL11A1-208 on OSCC cells in vivo was studied by xenograft formation 

assay. Results　COL11A1-208 was highly expressed in OSCC cell lines compared with the normal cells (P<0.05). The results of 

nuclear and cytoplasmic RNA isolation assay showed that the nuclear proportion of COL11A1-208 in CAL27, HN4 and HN6 cells 

was significantly higher than that in cytoplasm (P<0.01); similarly, FISH results showed that COL11A1-208 was primarily localized 

within the nucleus of OSCC cells. The relative expression of COL11A1-208 in SS-COL11A1-208 group was significantly lower 

than that in the SS-NC group (CAL27: 0.225±0.030 vs. 1.000±0.000; HN4: 0.393±0.028 vs. 1.000±0.000; P<0.01). Compared 

with the SS-NC group, proliferation activity, colonizing ability, migration and invasion abilities of SS-COL11A1-208 group 

decreased significantly (P<0.05). The relative expression of COL11A1-208 in LV-COL11A1-208 group was significantly higher 

than that in the LV-NC group (HN6: 6524.216±3395.926 vs. 1.000±0.000; HN4: 3486.230±743.908 vs. 1.000±0.000; P<0.05). 

Compared with the LV-NC group, proliferation activity, colonizing ability, migration and invasion abilities of LV-COL11A1-208 

group were significantly increased (P<0.05). Compared with the SS-NC group, the relative expression of COL11A1 protein in SS-

COL11A1-208 group decreased significantly (P<0.05), while the relative expression of COL11A1 protein in LV-COL11A1-208 

group increased significantly than that in the LV-NC group (P<0.01). In addition, compared with the SS-NC group, the relative 

expression of E-cadherin in SS-COL11A1-208 group increased significantly (P<0.05), and the relative expression of vimentin 

decreased significantly (P<0.05). In LV-COL11A1-208 group, the relative expression of E-cadherin decreased significantly (P<0.05), 

and the relative expression of vimentin increased significantly (P<0.01). In vivo experiments showed that the xenograft tumor weight 

and volume of ASO-COL11A1-208 group were significantly reduced (P<0.05), while the xenograft weight and volume of LV-

COL11A1-208 group were significantly enhanced (P<0.05). Conclusion　COL11A1-208 could facilitate the cell proliferation and 

invasion of OSCC, which plays an important role in the development and progression of OSCCs.

[Key words]　oral squamous cell carcinoma; long non-coding RNA; COL11A1-208; proliferation; invasion

口腔鳞状细胞癌(oral squamous cell carcinoma，
OSCC，简称口腔鳞癌)是头颈部表皮的常见恶性

肿瘤之一 [1]，因其局部复发率和转移率高，预后

差，严重影响患者的健康和生活质量[2-3]。对口腔

鳞癌生长和转移机制的探究，有利于推动其预防和

治疗的进步，具有重要的科学意义和应用价值。

长链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)是
长度大于200个核苷酸，但缺乏蛋白质编码潜能的

RNA转录产物，可参与DNA复制、RNA转录、蛋

白质翻译、细胞发育和分化等，是细胞生物学过

程的重要调节因子[4-5]。以往研究显示，口腔鳞癌

细胞和组织内高表达的lncRNA可促进口腔鳞癌细

胞的增殖和转移，可能成为预测口腔鳞癌预后的

候选分子标记物或靶向治疗的潜在靶标[6-8]。本研

究前期利用基因芯片与生物信息学技术对6例口腔

鳞癌与癌旁正常组织lncRNA表达谱的筛选结果显

示，COL11A1-208(ENST00000470170)在口腔鳞癌

组织内高表达，且与口腔鳞癌的不良预后相关[9]；
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然而，COL11A1-208在口腔鳞癌细胞中的表达及作

用尚不清楚。本研究旨在通过观察COL11A1-208
在口腔鳞癌细胞内的表达、定位，及其表达改变

对口腔鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响，分析

COL11A1-208在口腔鳞癌发生发展中的作用。

1　材料与方法

1 . 1　主要试剂及仪器　达尔伯克改良伊格尔培

养基(DMEM)、DMEM/F12(1:1)培养基、胎牛血

清、0 . 2 5 %  E DTA胰蛋白酶溶液、青霉素 -链霉素

(100×)双抗溶液均购自美国Gibco公司；重组人

表皮生长因子 (r E G F )、角质细胞无血清培养基

(KSF)、聚氰基丙烯酸正丁脂(BCA)试剂盒、RNA
核质分离试剂盒(PARISTM Kit)、脂质体3000转染试

剂(LipofectamineTM 3000)均购自美国Thermo Fisher 
Scientific公司；TRIzol试剂、PrimerScript-RT试剂

盒、实时荧光定量PCR(qPCR)试剂盒(TB Green 
Premix Ex Taq reagent kit)购自日本TaKaRa公司；Cell 
Count Kit 8(CCK-8)试剂购自日本同仁化学研究所；

脱脂奶粉、Matrigel基质胶购自美国BD Biosciences
公司；ECL超敏发光液、Transwel l小室购自美国

Millipore公司；PBS缓冲液、TBST缓冲液购自北京

索莱宝科技有限公司；无血清细胞冻存液购自苏州

新赛美生物科技有限公司；聚凝胺(polybrene)基因

转染增强剂购自上海翊圣生物科技有限公司；荧光

原位杂交(FISH)试剂盒购自广州锐博生物科技有限

公司；嘌呤霉素(puromycin)、5×SDS-PAGE蛋白上

样缓冲液、DNase Ⅰ、4%多聚甲醛固定液、0.5%结

晶紫均购自上海碧云天生物科技有限公司；Ⅺ型

胶原α1链(collagen type Ⅺ alpha 1 chain，COL11A1)
重组蛋白、上皮钙黏素(E-cadherin)、甘油醛-3-磷
酸脱氢酶(GAPDH)、Ki-67抗体以及HRP-IgG H&L
山羊抗兔多克隆抗体购自美国A bcam公司；波形

蛋白(vimentin)抗体购自美国CST公司。6孔板、24
孔板、96孔板、培养皿及离心管等耗材均购自美

国康宁公司。qPCR 仪(ABI 7500 FAST)购自美国Life 
Technologies公司；激光共聚焦显微镜、倒置显微

镜、正置显微镜购自德国Leica公司；台式离心机购

自德国Eppendorf公司；多功能酶标仪(SpectraMax i3) 
购自美国Molecular Devices公司；电泳仪及凝胶成

像仪购自美国Bio-R ad公司。本研究采用的引物、

COL11A1-208 Smart Silencer、动物实验用反义寡核

苷酸(ASO)及其阴性对照(negative control，NC)、
COL11A1-208的Cy3 FISH探针均由广州锐博生物科

技有限公司设计合成；COL11A1-208及其NC质粒的

构建及慢病毒包装均由汉尹生物科技(上海)有限公

司完成。

1.2　细胞实验

1 . 2 . 1 　细胞来源　采用的人口腔鳞癌细胞系

(CAL27、HN4、HN6、HN30、SCC-4、SCC-9、
SCC-25)均来自上海交通大学医学院附属第九人民

医院口腔肿瘤生物学实验室，正常对照细胞为人口

腔黏膜上皮细胞原代培养获得[4-5]。

1 . 2 . 2　细胞培养　细胞培养的方法参考以往研 
究 [ 6 - 7 ]。H N 4、H N 6、H N 3 0和C A L 2 7细胞系在

DMEM培养基中培养，SCC-4、SCC-9和SCC-25细
胞系在DMEM/F12(1:1)培养基中培养。培养基均加

入10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和100 μg/ml链霉

素。口腔黏膜上皮细胞原代培养在含0.2 ng/ml rEGF
的角质细胞无血清培养基中进行，培养箱条件为

37 ℃、湿度95%、5% CO2。密切观察细胞生长状

态，根据细胞状态每隔2~3 d换液；细胞生长至约

90%融合时，使用0.25%胰蛋白酶进行消化传代，用

于后续实验或冻存后备用。

1 . 2 . 3　R N A提取、反转录及q P C R实验　采用

TRIzol试剂分离培养细胞的总RNA。用PrimerScript-
RT试剂盒进行cDNA反转录。使用qPCR试剂盒配制

20 μl反应体系。使用ABI StepOne qPCR仪进行qPCR
实验。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，
40个循环。PCR反应以GAPDH和(或)U6作为内参，

相对表达量采用2–ΔΔCt法计算。引物序列见表1。

表1　qPCR所用引物序列

Tab.1　Primer sequences for qPCR

基因 引物序列

COL11A1-208
正义：5'-GCTTCTGGCATCACAGTTCACT-3'

反义：5'-GACACCTAATGACTCTTTTCCTCTT-3'

GAPDH
正义：5'-GAACGGGAAGCTCACTGG-3'

反义：5'-GCCTGCTTCACCACCTTCT-3'

U6
正义：5'-CTCGCTTCGGCAGCACATATACT-3'

反义：5'-ATTTGCGTGTCATCCTTGCGCA-3'

COL11A1
正义：5'-ACCCTCGCATTGACCTTCC-3'

反义：5'-TTTGTGCAAAATCCCGTTGTTT-3'

　　qPCR. 实时荧光定量PCR；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；

COL11A1. Ⅺ型胶原蛋白α1链

1.2.4　RNA核质分离及FISH实验检测COL11A1-208
的亚细胞定位　使用RNA核质分离试剂盒分离细

胞核、质RNA，细胞核、质RNA和总RNA经过纯化

和DNase Ⅰ处理后进行反转录，用COL11A1-208引
物进行qPCR检测，根据以下公式：所占比例(%)= 
2(总RNA的Ct值－组分RNA的Ct值)×100%，判断COL11A1-208
在细胞核、质RNA内的分布比例。U6作为细胞核

的内源性对照，G A P D H作为细胞质的内源性对

照，两者的分布比例用于判断RNA核质分离的效
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果。另外，使用RiboTM FISH试剂盒及Cy3荧光标记的

COL11A1-208 FISH探针进行FISH实验，采用激光共

聚焦显微镜观察COL11A1-208在细胞中的定位情况。

1.2.5　细胞转染及COL11A1-208敲减效率验证　

将处于对数生长期的待转染CAL27、HN4细胞按

每孔2×1 0 5个细胞接种于6孔板，摇匀后置培养

箱内培养过夜；按照脂质体3000转染试剂说明书

分别向CAL27、HN4细胞转染COL11A1-208 Smart 
Si lencer(SS -COL11A1-208)或阴性对照片段Smar t 
Silencer(SS-NC)。转染48 h后用qPCR法进行基因敲

减效率检测，达到预定的基因敲减效果后进行后续

实验。COL11A1-208沉默及动物实验用ASO的靶序

列见表2。

标、OD值为纵坐标绘制生长曲线。

1.2.8　平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力　

将COL11A1-208敲减或过表达细胞接种到6孔板，

每孔1×103个细胞，培养10~14 d形成细胞集落。将

细胞集落用PBS洗涤2次，4%多聚甲醛固定液固定

15 min，0.5%结晶紫染色30 min。对细胞数目>50的
集落进行计数。

1 . 2 . 9　Tr a n s w e l l法检测细胞迁移及侵袭能力　

COL11A1-208敲减或过表达细胞消化后，采用无血

清DMEM培养基重悬并计数，每上室接种2.5×104

个/100 μl细胞，每组设置4个复孔。迁移实验直接

使用未处理的Transwel l小室，侵袭实验采用包被

Matrigel基质胶的Transwell小室。下室加入600 μl含
10%胎牛血清的DMEM培养基，37 ℃培养箱中培养

24~48 h；4%多聚甲醛溶液固定、0.5%结晶紫染色

后，用棉签擦去膜上表面的非侵入细胞；高倍镜下

观察并进行穿膜细胞计数。随机取5个视野进行拍

照，细胞计数取平均值，以计数所得细胞数的相对

数代表癌细胞的迁移和侵袭能力。

1.2.10　Western blotting检测COL11A1蛋白和上皮-
间充质转化(EMT)相关蛋白(上皮钙黏素、波形蛋

白)的表达水平　Smart Silencer转染细胞72 h后或慢

病毒稳转株细胞的密度达80%~90%时，PBS缓冲液

洗涤细胞3次，加入适量全细胞裂解液裂解细胞；

充分裂解后，蛋白裂解液105 ℃煮10 min，–80 ℃
保存蛋白样品。使用BCA试剂盒测定蛋白浓度，

加SDS-PAGE蛋白上样缓冲液，105 ℃煮10 min，冰

上备用。配胶后上样，10% SDS-PAGE凝胶电泳，

300 mA转膜2 h，5%脱脂奶粉室温封闭1 h。一抗

[COL11A1(1:1000)、E-cadherin(1:500)、波形蛋白

(1:1000)、GAPDH(1:1000)]4 ℃摇床孵育过夜。次

日TBST洗3次，二抗室温孵育1 h；TBST洗3次后，

用ECL超敏发光液进行显影。采用Image J软件测量

Western blotting条带的灰度值，以GAPDH为内参分

析蛋白的相对表达量。

1.3　动物实验

1.3.1　实验动物　5周龄的BALB/C-nu雄性裸鼠8
只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司[实
验动物生产许可证号：SCXK(京)2021-0006]。本研

究经潍坊医学院实验动物伦理委员会审批同意(批
准文号：2019SDL008)，实验过程符合国家和单位

有关实验动物的管理和使用规定。

1.3.2　COL11A1-208敲减的裸鼠皮下移植瘤实验　

5周龄的雄性裸鼠4只，随机分为ASO-COL11A1-208
组和ASO-NC组，每组2只；每只裸鼠均做标记，备

用。收集处于对数生长期的CAL27细胞，用无血清

DMEM培养基将其重悬并计数，将密度调至2×107

表2　COL11A1-208沉默及动物实验用ASO的靶序列

Tab.2　Target sequences of COL11A1-208 Smart Silencer and 

ASO for animal experiments

名称 靶序列

ASO-1 CATGCTTCTGGCATCACAGT*

ASO-2 ATCACAGTTCACTGTCTGCA

ASO-3 CACTGTCTGCAGTGATTTAA

siRNA-1 GCATCACAGTTCACTGTCT

siRNA-2 CTTCTGGCATCACAGTTCA

siRNA-3 CACTGTCTGCAGTGATTTA

　　ASO. 反义寡核苷酸；*. 用于动物实验的ASO序列

1.2.6　COL11A1-208过表达慢病毒稳转株构建及效

率验证　COL11A1-208慢病毒载体构建信息如下：

基因名称COL11A1-208(ENST00000470170)；载体

元件顺序CMV-MCS-PGK-Puro；克隆位点Xho  Ⅰ/ 
EcoR Ⅰ。慢病毒转染具体方法参照以往研究[4-5]。 
将处于对数生长期的HN4、HN6细胞计数后，按每

孔2×105个细胞接种于6孔板，摇匀后置培养箱内

培养过夜；使用polybrene基因转染增强剂(终浓度

10 μg/ml)进行COL11A1-208过表达慢病毒细胞感染。

经嘌呤霉素(终浓度10 μg/ml)筛选2或3次，3 μg/ml嘌
呤霉素维持培养2周，建立COL11A1-208过表达慢病

毒稳转株(LV-COL11A1-208)。阴性对照载体慢病毒

稳转株(LV-NC)流程同上。提取LV-COL11A1-208组
和LV-NC组细胞RNA后进行反转录，采用qPCR检测

COL11A1-208稳转株的过表达效率。

1.2.7　CCK-8法检测细胞增殖能力　将COL11A1-208
敲减或过表达细胞接种到96孔板，密度为每孔约

1×1 0 3个细胞，每组设3个复孔，每日检测细胞

活性。将10 μ l  CCK-8试剂加入100 μ l培养基，细

胞3 7  ℃持续孵育2  h后，使用多功能酶标仪检测

450 nm波长处的吸光度(OD)。连续检测5 d，使用

Graphpad Prism 7.0软件，以细胞生长时间为横坐
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个/ml；用注射器将100 μ l细胞悬液注射于裸鼠的

上肢两侧背部皮下。裸鼠饲养约1周后可见瘤体形

成，分别向两组瘤内注射5 nmol/50 μl胆固醇和甲

基化修饰的ASO-COL11A1-208或ASO-NC，每4 d注
射1次，共注射5次；定期观察瘤体生长情况。饲养

28 d后结束观察，将裸鼠安乐死，取下完整瘤体，

拍照并测量肿瘤重量和体积。

1.3.3　COL11A1-208过表达的裸鼠皮下移植瘤实验

　5周龄的雄性裸鼠4只备用。分别收集处于对数

生长期的LV-COL11A1-208组及LV-NC组的HN6细
胞，用无血清DMEM培养基重悬并计数，将细胞悬

液密度调至2×107个/ml，用注射器分别注射100 μl
细胞悬液于裸鼠下肢左、右两侧背部皮下(左侧为

LV-NC组，右侧为LV-COL11A1-208组)。裸鼠饲养

约1周后可见瘤体形成，定期观察移植瘤的生长情

况。饲养至21 d结束观察，将裸鼠安乐死，取肿瘤

组织拍照并测量肿瘤重量和体积。

1.3.4　组织学观察　将瘤体于4%多聚甲醛溶液中

固定24 h，经脱水、石蜡包埋、切片后进行HE染

色，并使用Ki-67抗体进行免疫组织化学(immuno-
histochemistry，IHC)染色，显微镜下观察并拍照。

1.4　统计学处理　采用SPSS 16.0软件进行统计分

析，以Graphpad Prism 7.0软件制图。计量资料以x±s
表示，符合正态分布并满足方差齐性时，两组间比

较采用独立样本t检验；多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　COL11A1-208在7个口腔鳞癌细胞系中的表

达情况　q P C R检测结果显示，口腔鳞癌细胞系

中COL11A1-208相对表达水平均明显高于正常对

照细胞(图1)，其中，CAL27、HN30细胞中相对

表达水平较高(P<0.05)，HN4、SCC-9细胞中相对

表达水平中等(P<0.01)，HN6、SCC -4、SCC -25
细胞中相对表达水平较低(P<0.05)。本研究选用

C A L 2 7、H N 4和H N 6共3个口腔鳞癌细胞系进行

COL11A1-208的后续研究。

图1　qPCR检测COL11A1-208在7个口腔鳞癌细胞系中的

表达

Fig.1　Ex pression of  COL11A1-208  in OSCC cel l  l ines 

detected by qPCR
与正常对照细胞比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.0001
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2.2　COL11A1-208在口腔鳞癌细胞中的亚细胞定

位　将CAL27、HN4、HN6细胞进行RNA核质分离

(以U6、GAPDH作为内参验证分离效果)后行qPCR
检测，结果显示，COL11A1-208主要定位于口腔

鳞癌细胞核内(P<0.01，图2A)。FISH实验亦显示

COL11A1-208定位于细胞核(图2B)。
2 . 3　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8敲减对口腔鳞癌细胞增殖及

克隆形成能力的影响　qPCR检测结果显示，SS -
COL11A1-208组细胞COL11A1-208相对表达量均明

显低于SS-NC组(P<0.01，图3A)。CCK-8法检测结

果显示，SS-COL11A1-208组细胞增殖活性明显低

于SS-NC组(P<0.05，图3B)。平板克隆形成实验结

图2　RNA核质分离和FISH实验检测COL11A1-208的亚细胞定位

Fig.2　Subcellular localization of COL11A1-208 detected by nucleocytoplasmic RNA isolation and FISH assay
　　GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；A. RNA核质分离实验检测COL11A1-208在细胞中的分布；B. FISH实验检测COL11A1-208在细胞中

的定位情况 (bar=10 μm)
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图3　COL11A1-208敲减对口腔鳞癌细胞增殖及克隆形成能力的影响

Fig.3　Effect of COL11A1-208 downregulation on the proliferation and colony formation of OSCC cells
　　A. qPCR检测COL11A1-208相对表达水平；B. CCK-8法检测细胞增殖能力；C. 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力；与SS-NC

组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001，(4)P<0.0001
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果显示，SS-COL11A1-208组细胞的克隆形成能力

明显低于SS-NC组(P<0.0001，图3C)。
2 . 4　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8敲减对口腔鳞癌细胞迁移和

侵袭能力的影响　Tan s we l l迁移实验结果显示，

COL11A1-208敲减的CAL27、HN4细胞穿膜数均明

显少于SS-NC组(P<0.05，图4A)；Transwell侵袭实

验呈现出一致的结果(P<0.01，图4B)。
2 . 5　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8过表达对口腔鳞癌细胞增殖

及克隆形成的影响　q P C R检测结果显示，LV-
C O L 1 1 A 1 - 2 0 8组细胞C O L 1 1 A 1 - 2 0 8相对表达量

均明显高于LV-NC组(HN6：6524.216±3395.926 
vs .  1.000±0.000；H N4：3486.230±743.908  vs . 
1.000±0.000；P<0.05，图5A)。CCK-8法检测结

果显示，LV- CO L 1 1 A 1 - 2 0 8组细胞的增殖活性明

显高于LV-N C组(H N 6：O D 2 d值1 . 0 1 2±0 . 0 5 6  v s . 
0.701±0.012，P<0.001；OD5d值2.345±0.095  vs. 
1.476±0.114，P<0.05；HN4：OD2d值0.694±0.065 
vs .  0.569±0.028，P<0.05；OD 5d值2.150±0.131 
v s .  1 . 2 2 9±0 . 1 3 1，P<0 . 0 1，图5 B)。平板克隆形

成实验结果显示，LV- CO L 1 1 A 1 - 2 0 8组细胞克隆

形成能力明显高于LV-N C组( H N 6细胞克隆数：

177.667±23.587 vs. 86.667±12.583，P<0.01；HN4
细胞克隆数：367.000±14.107 vs. 206.000±21.166，
P<0.001，图5C)。

2 . 6　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8过表达对口腔鳞癌细胞迁

移和侵袭能力的影响　Tr a n s w e l l迁移实验结果

显示，C O L 1 1 A 1 - 2 0 8过表达的H N 6、H N 4细胞

穿膜数明显多于 L V - N C 组 ( H N 6 迁移细胞数：

1045.349±58.072  vs.  600.195±18.259；HN4迁移

细胞数：6 4 2 . 8 3 0±3 0 . 8 3 6  v s .  3 7 3 . 7 8 4±7 . 4 1 6；
P<0.0001，图6A)；Transwell侵袭实验结果与迁移实

验结果一致(HN6侵袭细胞数：975.349±22.769 vs. 
573.529±32.292；HN4侵袭细胞数：542.830±30.836 
vs. 307.118±14.967；P<0.0001，图6B)。
2 . 7　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8与C O L 1 1 A 1表达的相关性

　q P C R和We s t e r n  b l o t t i n g检测结果显示，S S -
C O L 1 1 A 1 - 2 0 8 组细胞内C O L 1 1 A 1相对表达量

均明显低于S S -N C组(C A L 2 7：0 . 5 4 0±0 . 0 9 0  v s . 
1.000±0.000，P<0.05；H N4：0.434±0.119  vs . 
1.000±0.000，P<0.01)，COL11A1蛋白相对表达

量均明显低于SS -NC组(CAL27：0.439±0.082  vs. 
1.341±0.125，P<0.001；HN4：0.129±0.032  vs . 
0.660±0.027，P<0.0001，图7A)。LV-COL11A1-208
组细胞内COL11A1相对表达量均明显高于LV-NC组

(HN6：6.098±0.962  vs. 1.000±0.000，P<0.001；
HN4：30.172±8.242 vs. 1.000±0.000，P<0.01)，
C O L 1 1 A 1蛋白相对表达量均明显高于LV- N C组

(HN6：0.679±0.018 vs. 0.330±0.011，P<0.0001；
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图4　COL11A1-208敲减对口腔鳞癌细胞迁移和侵袭能力的影响

Fig.4　Effect of COL11A1-208 downregulation on the migration and invasion of OSCC cells
　　A. Transwell迁移实验检测细胞迁移能力 (bar=1000 μm)；B. Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力 (bar=1000 μm)；与SS-NC组比

较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001，(4)P<0.0001
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图5　COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞增殖、克隆形成能力的影响

Fig.5　Effect of COL11A1-208 upregulation on the proliferation and colony formation of OSCC cells
　　A. qPCR检测COL11A1-208相对表达水平；B. CCK-8法检测细胞增殖能力；C. 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力；与LV-NC

组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001
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HN4：0.942±0.019  vs.  0.709±0.025，P<0.001， 
图7B)。
2 . 8　C O L 1 1 A 1 - 2 0 8表达改变对口腔鳞癌细胞

EMT相关蛋白(上皮钙黏素、波形蛋白)的影响　

Western blotting检测结果显示，SS-COL11A1-208组
细胞的上皮钙黏素相对表达量明显增高(CAL27：
0.782±0.077  vs .  0.618±0.051，P<0.05；HN4：
1.164±0.048  vs.  0.768±0.103，P<0.01)，而波形

蛋白相对表达量明显降低(CAL27：0.131±0.028 
vs .  0.527±0.158，P<0.05；H N4：0.240±0.021 
v s .  0 . 4 9 3 ± 0 . 0 2 9 ， P < 0 . 0 0 1 ，图 8 A ) 。而 L V -
COL11A1-208组细胞的上皮钙黏素相对表达量明

显降低(P<0.05)，而波形蛋白相对表达量明显增高

(P<0.01，图8B)。
2 . 9　COL11A1-208表达改变对裸鼠皮下移植瘤生

长的影响　CAL27细胞皮下移植瘤内定期注射ASO-
COL11A1-208观察COL11A1-208敲减对裸鼠皮下移

植瘤生长的影响，结果显示，COL11A1-208敲减的

CAL27细胞形成的移植瘤重量、体积均明显小于ASO- 
NC组[重量：(0.070±0.026) g vs. (0.268±0.146) g，

P < 0 . 0 5 ；体积： ( 4 5 . 6 2 5 ± 1 3 . 0 0 9 )  m m 3  v s . 
(119.000±31.528) mm3，P<0.01，图9A－B)；瘤体

组织HE和Ki-67染色后组织学形态观察结果显示，

COL11A1-208敲减CAL27细胞形成的移植瘤较ASO-
NC组生长减缓(图9C)。此外，COL11A1-208过表达

的HN6细胞形成的裸鼠皮下移植瘤明显大于LV-NC
组[重量：(0.485±0.140) g  vs.  (0.248±0.135) g，
P < 0 . 0 5 ；体积： ( 9 8 . 7 6 6 ± 2 6 . 2 4 6 )  m m 3  v s . 
(48.313±24.435) mm3；P<0.05，图9D－E]；瘤体

组织HE和Ki-67染色后组织学形态观察结果显示，

COL11A1-208过表达的HN6细胞形成的移植瘤较

LV-NC组生长加快(图9F)。

3　讨　　论

肿瘤发生发展涉及一系列复杂的过程，与表

观遗传修饰、非编码RNA等多种因素有关[10]。近年

来，lncRNA在恶性肿瘤中的作用及机制成为研究

的热点。文献报道lncRNAs在恶性肿瘤中的异常表

达往往与肿瘤的侵袭、转移相关，这些lncRNAs具
有成为靶向治疗靶标和预后分子标记物的潜力[11]。

图6　COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞迁移和侵袭能力的影响

Fig.6　Effect of COL11A1-208 upregulation on the migration and invasion of OSCC cells
　　A . Transwel l迁移实验检测COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞迁移能力的影响  (bar=1000 μm)；B. Transwel l侵袭实验检测

COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞侵袭能力的影响 (bar=1000 μm)；与LV-NC组比较，(1)P<0.0001
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图8　COL11A1-208表达改变对口腔鳞癌细胞内上皮钙黏素和波形蛋白表达的影响

Fig.8　Effect on expression of E-cadherin and Vimentin in OSCC cells by change of COL11A1-208 expression
　　E-cadherin. 上皮钙黏素；Vimentin. 波形蛋白；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；A. Western blotting检测COL11A1-208敲减对口

腔鳞癌细胞内上皮钙黏素和波形蛋白表达的影响；与SS-NC组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001；B. Western blotting检测

COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞内上皮钙黏素和波形蛋白表达的影响；与LV-NC组比较，(4)P<0.05，(5)P<0.01，(6)P<0.001， 

(7)P<0.0001
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图7　COL11A1-208表达改变对口腔鳞癌细胞COL11A1 mRNA及蛋白表达的影响

Fig.7　Effect on the mRNA and protein expression of COL11A1 in OSCC cells by change of COL11A1-208 expression
　　GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；A . COL11A1-208敲减对口腔鳞癌细胞COL11A1表达的影响；与SS-NC组比较，(1)P<0.05， 

(2)P<0.01，(3)P<0.001，(4)P<0.0001；B. COL11A1-208过表达对口腔鳞癌细胞COL11A1表达的影响；与LV-NC组比较，(5)P<0.01， 

(6)P<0.001，(7)P<0.0001

大量研究显示，多种 l n c R N A s在口腔鳞癌的

肿瘤组织中表达异常，如CC AT2、A FA P1-AS1、
meg3、HOTA IR和FA L1等，且与口腔鳞癌患者的

临床病理特征相关，提示lncRNA可能成为口腔鳞

癌的辅助诊断指标 [12-17]。肿瘤转移是影响口腔鳞

癌预后的危险因素，而lncRNA在口腔鳞癌侵袭、
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图9　COL11A1-208表达改变对口腔鳞癌细胞形成的裸鼠皮下移植瘤生长的影响

Fig.9　Effect on growth of OSCC xenograft tumor in vivo by change of COL11A1-208 expression
　　A . COL11A1-208敲减CAL27细胞形成的皮下移植瘤形态；B. 两组皮下移植瘤的瘤体重量及体积比较；与A SO-NC组比较， 

(1)P<0.05，(2)P<0.01；C. 瘤体HE及Ki-67染色后组织学形态 (bar=50 μm)；D. COL11A1-208过表达的HN6细胞形成的皮下移植瘤形

态；E. 两组皮下移植瘤的瘤体重量和体积比较；F. 两组瘤体HE及Ki-67染色后组织学形态 (bar=50 μm)；与LV-NC组比较，(3)P<0.05
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转移中的作用和机制越来越受关注 [18]。已有研究

显示，部分 l n c R N A s能够促进口腔鳞癌的侵袭与

转移，但相关机制尚不明确 [19-21]。本课题组前期

研究发现，多种 lncRNA s(如LINC00460、KTN1-
AS1、lnc-H2AFV-1等)可通过与蛋白互作、吸附微小

RNA(miRNA)或调控m6A RNA甲基化等机制影响口
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腔鳞癌细胞的增殖或转移，在口腔鳞癌的发生发展

中发挥重要作用[6-8]。由此可见，与口腔鳞癌细胞

增殖和侵袭相关的lncRNAs有望成为口腔鳞癌辅助

诊断的分子标记物和靶向治疗的潜在靶点，对口腔

鳞癌的诊治具有潜在的临床价值。

本课题前期研究显示，COL11A1-208在口腔

鳞癌组织中高表达，且与患者的不良预后相关[9]。

本研究结果显示，COL11A1-208在口腔鳞癌细胞

中呈高表达，与在口腔鳞癌组织中的研究结果一

致；体外实验和动物体内实验结果均显示其可促进

口腔鳞癌的增殖和侵袭能力，为临床上筛选和鉴

定诊治口腔鳞癌的分子标记物提供了实验依据。

COL11A1-208定位于1号染色体102 877 717－102 880 
018反链，由两个外显子组成，是COL11A1的转录

本之一。近年有研究显示，COL11A1基因异常表达

与多种肿瘤(如头颈鳞癌、卵巢癌、甲状腺癌等)的
发生发展相关，在细胞增殖、侵袭和化疗耐药等生

物学过程中起着重要作用，可能成为肿瘤预后预测

和诊断治疗的潜在分子标记物[22]。以往研究发现，

COL11A1在口腔鳞癌组织和细胞中呈高表达，且

COL11A1基因表达下调后口腔鳞癌细胞的增殖和侵

袭能力明显减弱[23]，这与本研究中COL11A1-208在
口腔鳞癌细胞的表达和功能表现一致。另外，本研

究结果显示，COL11A1-208主要定位于口腔鳞癌细

胞的细胞核，虽然不能编码蛋白，但其表达水平的

改变可调控COL11A1的表达。这可能与胞核lncRNA
的表观遗传调控机制有关，如lncRNAs与启动子或

增强子等相关的不稳定转录本能够选择性结合在染

色质上，参与调控染色质结构、转录和RNA加工等

过程[24-25]。

本研究结果还显示，COL11A1-208敲减后口

腔鳞癌细胞上皮标志物上皮钙黏素表达升高、间

充质标志物波形蛋白表达降低，而COL11A1-208
过表达细胞的上皮钙黏素表达降低、波形蛋白表

达升高。这一系列结果提示，COL11A1-208可促进

口腔鳞癌细胞EMT的发生。EMT作为一种可逆的

细胞程序，可使上皮细胞瞬间进入准间充质细胞

状态 [26]，与肿瘤的发生、进展和细胞迁移、侵袭

等相关[27-28]。LncRNA在EMT过程中可发挥重要作

用，因此常被认为是预测EMT发生和肿瘤转移的

生物标志物及靶向治疗的潜在靶点[29]。因此，明确

COL11A1-208对EMT的调控作用可为今后进一步深

入探讨相关机制打下基础。

总之，本研究结果表明，COL11A1-208作为参

与调控口腔鳞癌细胞增殖、侵袭、转移的lncRNA，

可能成为口腔鳞癌诊断和治疗的分子靶标。

【参考文献】

[1] Sun Y. Boron neutron capture therapy: moving towards targeted 
therapy for locally recurrent head and neck squamous cell 
carcinoma [ J]. Mil Med Res, 2020, 7(2): 239-241.

[2] Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2020[ J]. CA 
Cancer J Clin, 2020, 70(1): 7-30.

[3] Chow LQM. Head and neck cancer[ J]. N Engl J Med, 2020, 
382(1): 60-72.

[4] Kopp F, Mendell JT. Functional classification and experimental 
dissection of long noncoding RNAs[ J]. Cell, 2018, 172(3): 393-
407.

[5] Chen J, Hao JC. Research progress on long-chain non-coding 
RNA in hepatocellular carcinoma[ J]. Med J Chin PLA, 2020, 
45(7): 786-790. [陈蛟, 郝景程. 长链非编码RNA在肝癌中的

作用研究进展[ J]. 解放军医学杂志, 2020, 45(7): 786-790.]
[6] Jiang Y, Cao W, Wu K , et al. LncRNA LINC00460 promotes 

EMT in head and neck squamous cell carcinoma by facilitating 
peroxiredoxin-1 into the nucleus[ J]. J Exp Clin Cancer Res, 
2019, 38(1): 365. 

[7] Jiang Y, Wu K , Cao W, et al .  Long noncoding RNA KTN1-
AS1 promotes head and neck squamous cell carcinoma cell 
epithelial-mesenchymal transition by targeting miR-153-3p[ J]. 
Epigenomics, 2020, 12(6): 487-505.

[8] Chen X, Liu Y, Sun D, et al. Long noncoding RNA lnc-H2AFV-1 
promotes  cel l  grow th by  reg ulat ing  aber rant  m6A R NA 
modification in head and neck squamous cell carcinoma[ J]. 
Cancer Sci, 2022, 113: 2071-2084.

[9] Jiang YY, Qin X, Zhang JJ, et al. Expression of long noncoding 
RNA COL11A1-208 in oral squamous cell carcinoma and its 
clinical significance[ J]. J Shanghai Jiaotong Univ (Med Sci), 
2020, 40(10): 1334-1339. [蒋英英, 秦星, 张建军, 等. 长链非

编码RNA COL11A1-208在口腔鳞状细胞癌中的表达及临

床意义[ J]. 上海交通大学学报(医学版), 2020, 40(10): 1334-
1339.]

[10] Fu J, Su Y, Liu Y, et al. Comparative analysis of methylation 
profiles in tissues of oral leukoplakia and oral squamous cell 
carcinoma[ J]. Chin J Stomatol, 2018, 53(4): 248-253. [付洁, 宿
颖, 刘瑶, 等. 人口腔鳞状细胞癌和口腔白斑的基因甲基化

谱分析[ J]. 中华口腔医学杂志, 2018, 53(4): 248-253.]
[11] Dhamija S,  Diederichs S.  From junk to master regulators 

o f  i nv a s i o n :  l n c R N A  f u n c t i o n s  i n  m i g rat i o n ,  E M T  a n d 
metastasis[ J]. Int J Cancer, 2016, 139(2): 269-280.

[12] Ouyang SB, Zhang P, Wang J, et al. Expression of long non-
c o d i n g  R N A  c o l o n  c a n c e r  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  2  a n d 
i ts  c l in icopatholog ic  s igni f icance  in  ora l  squamous  cel l 
carcinoma[ J]. Chin J Stomatol, 2016, 51(5): 286-291. [欧阳少

波, 张鹏, 王军, 等. 长链非编码RNA结肠癌相关转录子2在
口腔鳞状细胞癌中的表达及临床意义[ J]. 中华口腔医学杂

志, 2016, 51(5): 286-291.]
[13] Geng YD, Wang SB, Lu TQ, et al. Expression and functions 

of long non-coding RNA actin f i lament-associated protein 
1-antisense RNA1 in oral squamous cell carcinoma[ J]. West 
Chin J Stomatol, 2019, 37(6): 594-601. [耿玉东, 王树斌, 卢
泰青 ,  等 .  长链非编码RNA肌动蛋白纤维相关蛋白1-反义

RNA1在口腔鳞状细胞癌中的表达及其相关功能[ J]. 华西

口腔医学杂志, 2019, 37(6): 594-601.]
[14] Yunho J,  Zhao ZH. Correlat ion bet ween long noncoding 



解放军医学杂志　2022年9月28日　第47卷　第9期862

RNA Meg3 polymorphism and r isk of oral  squamous cel l 
carcinoma[ J]. J Mod Stomatol, 2019, 33(6): 328-332. [Yunho J, 
赵志河. 长链非编码RNA meg3多态性与口腔鳞癌风险的相

关性分析[ J]. 现代口腔医学杂志, 2019, 33(6): 328-332.]
[15] Cai JM, Yang WM, Hu X, et al. Expression of long non-coding 

RNA HOTAIR in oral squamous cell carcinoma and its clinical 
significance[ J]. J Oral Maxillofac Surg, 2018, 28(2): 71-74. [蔡
洁明, 杨伟明, 胡璇, 等. 长链非编码RNA HOTAIR在口腔鳞

癌组织中的表达及临床意义[ J]. 口腔颌面外科杂志, 2018, 
28(2): 71-74.]

[16] Bai ZY, Wang K , Liu DY, et al. Expression of lncRNA FAL1 
in oral squamous cel l  carcinoma and its relationship w ith 
prognosis[ J]. J Oral Sci Res, 2019, 35(4): 360-363. [白真玉, 王
铠, 刘德裕, 等. 长链非编码RNA FAL1在口腔鳞状细胞癌中

的表达及其与预后的关系[ J]. 口腔医学研究, 2019, 35(4): 
360-363.]

[17] Cao W, Liu JN, Liu Z, et al. A three-lncRNA signature derived 
from the Atlas of ncRNA in cancer (TANRIC) database predicts 
the sur vival of patients with head and neck squamous cell 
carcinoma[ J]. Oral Oncol, 2017, 65: 94-101.

[18] Vallina C, López-Pintor RM, González-Serrano J, et al. Genes 
involved in the epithelial-mesenchymal transition in oral cancer: 
A systematic review[ J]. Oral Oncol, 2021, 117: 105310.

[19] Wang ZY, Hu M, Dai MH, et al. Upregulation of the long non-
coding RNA AFAP1-AS1 affects the proliferation, invasion and 
survival of tongue squamous cell carcinoma via the Wnt/beta-
catenin signaling pathway[ J]. Mol Cancer, 2018, 17(1): 3.

[20] Grelet  S,  Link L A ,  How ley B,  et  al .  A reg ulated PNU TS 
mRNA to lncRNA splice switch mediates EMT and tumour 

progression[ J]. Nat Cell Biol, 2017, 19(9): 1105-1115.
[21] Shih JW, Chiang WF, Wu ATH, et al. Long noncoding RNA 

LncHIFCAR/MIR31HG is a HIF-1alpha co-activator driving 
oral cancer progression[ J]. Nat Commun, 2017, 8: 15874.

[22] Feng XJ, Li L. Influence of COL11A1 knock-down on epithelial 
ovarian cancer cells invasion and chemoresistance[ J]. Chin J 
Cancer Prev Treat, 2019, 26(13): 908-916. [冯晓杰, 李雷. 干扰

COL11A1基因表达对人卵巢癌细胞侵袭及耐药性影响[ J]. 
中华肿瘤防治杂志, 2019, 26(13): 908-916.]

[23] Sok JC, Lee JA, Dasari S, et al. Collagen type XI alpha1 facilitates 
head and neck squamous cell cancer growth and invasion[ J]. Br 
J Cancer, 2013, 109(12): 3049-3056.

[24] Kopp F, Mendell JT. Functional classification and experimental 
dissection of long noncoding RNAs[ J]. Cell, 2018, 172(3): 393-
407.

[25] Yin Y, Lu JY, Zhang X, et al. U1 snRNP regulates chromatin 
retention of noncoding RNAs[ J]. Nature, 2020, 580(7801): 
147-150.

[26] Nieto MA, Huang RY, Jackson RA, et al. EMT: 2016[ J]. Cell, 
2016, 166(1): 21-45.

[27] Pastushenko I, Blanpain C. EMT transition states during tumor 
progression and metastasis[ J]. Trends Cell Biol, 2019, 29(3): 
212-226.

[28] Bakir B, Chiarella AM, Pitarresi JR, et al. EMT, MET, plasticity, 
and tumor metastasis[ J]. Trends Cell Biol, 2020, 30(10): 764-
776.

[29] Wang L,  Yang F,  Jia  LT, et  al .  Missing l ink s in epithelial-
mesenchymal transition: long non-coding RNAs enter the 
arena[ J]. Cell Physiol Biochem, 2017, 44(4): 1665-1680.

(责任编辑：张小利，蒋铭敏)




