
２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

王剑，孙永东，周兴玮，等． 黄芩素介导自噬经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制研究 ［Ｊ］． 中国比较医学

杂志， ２０２３， ３３（１０）： ４５－５３．
Ｗａｎｇ Ｊ， Ｓｕｎ ＹＤ， Ｚｈｏｕ ＸＷ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃４４９ａ ／
ＨＤＡＣ１ ａｘｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ４５－５３．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００７

［基金项目］西南医科大学附属中医医院联合项目课题（２０２０ＸＹＬＨ⁃０２４）。
［作者简介］王剑（１９８３—），男，副主任医师，硕士，研究方向：耳鼻咽喉头颈肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗａｎｇｄａｙｅ１４７２５８３６９＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］何娴（１９８９—），女，主治医师，硕士，研究方向：耳鼻咽喉。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：５２４８９７２９１＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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细胞增殖及迁移的机制研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究黄芩素抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制。 方法　 采用 Ｈｅｐ⁃２ 细胞为研究对象。 ＭＴＴ 法

检测各组细胞增殖活力；划痕实验检测细胞迁移；流式细胞术检测细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３ＩＩ ／ Ｉ、ｐ６２ 及 ＨＤＡＣ１ 的表达水平；ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平；生物信息学软件分析 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 的靶向结合位点，双荧光素酶报告基因实验鉴定；透射电子显微镜观察自噬小体数量。 结果　 黄芩

素显著抑制了喉癌细胞的增殖和迁移，并诱导细胞凋亡；黄芩素增加了细胞内 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 及 ＬＣ３ＩＩ 的蛋白表达水平，
减少了 ｐ６２ 及 ＬＣ３Ｉ 的蛋白表达水平；黄芩素显著增加喉癌细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平，降低 ＨＤＡＣ１ 的蛋白表达量；
ＨＤＡＣ１ 与 ｍｉＲ⁃４４９ａ 存在结合作用；黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 处理喉癌细胞，可以更显著的抑制细胞增殖及

ＨＤＡＣ１ 的蛋白表达水平，以及更为有效地上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的相对表达量和诱导自噬。 结论　 黄芩素可以介导自噬

经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移。
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　 　 喉癌起源于喉黏液上皮组织的恶性肿瘤，多为

鳞状细胞癌。 发病率占全身性癌症的 １􀆰 ５％［１］。 尽

管对早期喉部鳞状细胞癌进行手术干预有很好的

治疗效果，但对晚期和转移性肿瘤患者来说临床治

疗效果较差，放疗和化疗是晚期病例的主要治疗方

法，但有许多患者对放疗敏感或耐药［２］，导致晚期

喉癌 ５ 年生存率仅有 ５１％左右［３］。 喉癌具有易复

发、易转移等特点，严重危害着人类的生命健康，因
此确定喉癌的进展和分子调控机制，寻找新型治疗

药物，并为喉癌患者制定新的治疗策略迫在眉睫。
自噬是一种溶酶体降解的途径，可以阻碍早期

癌症的发生，又可以促进晚期肿瘤的发展［４］。 当细

胞自噬发生异常的时候，会打破平衡导致癌症的发

生，将自噬抑制剂与已建立的癌症治疗相结合可以

提高癌症细胞的耐受性，起到更好的治疗作用［５］。
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类内源性非蛋白质编码

小分子 ＲＮＡ，长度约为 ２０ ～ ２４ 个核苷酸，通过与

ｍＲＮＡ 互补结合，在转录后水平抑制靶基因的表

达［３］。 由于 ｍｉＲＮＡ 发挥着类似于癌基因或抑癌基

因的作用，因此通过外源补充 ｍｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 抑

制物可以调控 ｍＲＮＡ 及其蛋白的表达，从而控制肿

瘤恶性增殖和促进细胞凋亡［６］。 其中 ｍｉＲ⁃４９９ 被检

测出有多重靶标，可以通过调控基因表达对多种恶

性肿瘤发挥抑癌作用［７］。 根据生物信息学在线软

件预测发现，ＨＤＡＣ１ 与 ｍｉＲ⁃４４９ａ 有靶向结合位点。
最新研究发现，ｍｉＲ⁃４４９ａ 能够通过靶向抑制 ＨＤＡＣ１
的表达，抑制肺癌细胞的增殖、侵袭和转移［８］。 多

项研究表明，ＨＤＡＣ 可以调节各种癌症的晚期恶性

肿瘤和化疗耐药性，其在喉癌细胞中表达上调［９］。
黄芩素是我国传统中药黄芩的主要有效成分。

黄芩素对多种恶性肿瘤有抑制作用，包括肝癌、结
肠癌等［１０－１２］。 同时，近年来的多项研究发现，黄芩

素对喉癌细胞的增殖、迁移和侵袭也具有明显的抑

制作用，且可以诱导其发生凋亡和自噬［１３－１５］。 基于

上述研究背景，本实验将 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达情况与黄

芩素抑制喉癌细胞的作用联系起来，探究了 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 的靶点，以此深入探究黄芩素的抑癌机制。 即

探究黄芩素是否能通过介导自噬经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／
ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移，为临床喉癌治

疗提供充分实验依据和理论基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人喉癌细胞（Ｈｅｐ⁃２） （货号：ＨＴＸ２２４７）购于深

圳豪地华拓生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 黄芩素 （ Ｃ１２４５５２１７）、６ －氨基 － ３ 甲基嘌呤

（Ｃ１２６２１６１３）购自上海麦克林生化科技有限公司；
ＤＭＥＭ 高糖培养基（Ｇ４５１０）购自武汉赛维尔生物科

技有限公司；胰酶（ ＋ＥＤＴＡ） （ＳＨ３００４２􀆰 ０１）购自美

国 ＨｙＣｌｏｎｅ；胰酶（－ＥＤＴＡ） （０４２０Ａ２１）、ＲＮＡ ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（ＢＭ１１４４）购自合肥博美生物科技有限责任

公司；胎牛血清（Ｐ２０５２２）购自北京鼎国生物技术公

司；ＭＴＴ（１３３４ＧＲ００１）购自德国 ＢｉｏＦＲｏｘｘ；二甲基亚

砜（ ＤＭＳＯ， Ａ６１０１６３） 购自美国 Ｓｉｇｍａ； ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＡＰＣ ／ ＰＥ 凋亡试剂盒（ＫＧＦ００３－２０ Ｔ）购自江苏凯基

生物技术股份有限公司；ｍｉｃｒＯＮ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ１００００４２３－１－５）、ｍｉｃｒＯＦＦ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃
５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ｍｉＲ２００００４２３ － １ － ５ ）、 Ｂｕｌｇｅ⁃ＬｏｏｐＴＭ

ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ （ Ｒ１００３１􀆰 ７）、Ｂｕｌｇｅ⁃ＬｏｏｐＴＭ

ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ（Ｒ１１０６７􀆰 ２）购买于中国

锐博生物； Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 抗体 （ Ａ７３５３ ）、 ＨＤＡＣ１ 抗体

（ Ａ１９５７１ ）、 ＬＣ３Ｂ 抗 体 （ Ａ１９６６５ ）、 Ｐ６２ 抗 体

（Ａ１１２５０）、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（ＡＣ０２６）及生物素化山羊抗

兔 ＩｇＧ（ａｂ６７２１）均购自武汉爱博泰克生物科技有限

公司。

６４ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



实时荧光定量（ＲＴ⁃ＰＣＲ）仪（ＰＩＫＯＲｅｄ ９６，美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 仪器有限公司）；电泳仪（ＪＹ２００Ｃ，北京

君意东方电泳设备有限公司）；倒置生物显微镜

（ＤＭＩ１，上海徕卡显微系统贸易有限公司）；台式低

速离心机（ＴＤＺ４⁃ＷＳ，长沙湘仪离心机仪器有限公

司）；流式分析仪（ ｃｙｔｏｆｌｅｘ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ）；化学发

光凝胶成像仪（５２００，上海天能科技有限公司）；透
射电子显微镜（ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ，日本电子 ＪＥＯＬ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 ＨＥＰ⁃２ 细胞接种于含有 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 高糖培养基中，放入 ３７℃，含 ５％ ＣＯ２ 的孵箱

培养。 选取状态良好的对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞进

行传代，加入胰蛋白酶体积 ３ 倍的新鲜培养基终止

消化，消化后的细胞加入新鲜培养基，以 １ ∶ ３ 传代

培养。 进行细胞计数并按要求稀释细胞悬液，胰蛋

白酶消化收集细胞，吸取上清液后丢弃并加入 １ ｍＬ
冻存液（５５％ ＦＢＳ＋４０％ ＦＢＳ＋５％ ＤＭＳＯ），混匀后转

移至冻存管中密封。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，进行细胞计数后

调节细胞密度为 ５×１０４ ／ ｍＬ，每孔 １００ μＬ 接种于 ９６
孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下进行恒温培养。 待细

胞贴壁后，设置组别：正常组、黄芩素组（２００ μｍｏｌ ／
Ｌ）、黄芩素（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋３⁃ＭＡ（４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）组、３⁃
ＭＡ 组（４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），加入相对应浓度的药物。 药物

作用 ２４ ｈ 后，吸弃上清，每孔加入 ２００ μＬ 终浓度为

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液，３７℃、５％ＣＯ２ 恒温继续培

养 ４ ｈ。 使用酶标仪在 ５７０ ｎｍ 波长处测定各孔的吸

光值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞划痕实验

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，进行细胞计数后

调节细胞密度为 １×１０５ ／ ｍＬ，每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔

板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下恒温培养。 待细胞贴壁

后，设置组别同 １􀆰 ３，培养 ２４ ｈ。 待细胞长满至单

层，吸除上清液，移液枪取 ２００ μＬ 枪头垂直于背后

横线划痕。 ＰＢＳ 轻轻洗涤 ２ 次以去除划下细胞，放
入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养。 在 ０ ｈ 及 ２４ ｈ 时间

点分别取样，５０ 倍镜下在各水平直线标记处跟踪拍

摄细胞划痕状态。 测量划痕距离，计算 ０ ｈ 和 ２４ ｈ
内迁移距离的平均值与标准差。
１􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡率

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，每孔 ２ ｍＬ 接种于

６ 孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养。 待细胞贴壁后，
按 １􀆰 ３ 所述方法设置组别加入不同浓度药物培养。
根据闫婷婷［５］ 的试验方法处理细胞并获得细胞沉

淀。 用 ５００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞后，加入 ５
μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＡＰＣ 轻轻吹匀，再加入 ５ μＬ 的 ＰＥ 混

匀；室温避光反应 １５ ｍｉｎ，上机检测分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　
　 　 收集黄芩素或 ３⁃ＭＡ 处理过或经 ｍｉＲ⁃４４９ａ
ｍｉｍｉｃ 转染的喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２，加入预冷的 ＲＩＰＡ 裂

解缓冲液 ２００ μＬ，碎冰上裂解 １０ ｍｉｎ，收集裂解液，
在 ４℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １５ ｍｉｎ。 取出上清液，
用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒对蛋白质进行定量。 样品

加载到 １０％聚丙烯酰胺进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，并转

移到硝酸纤维素薄膜上（ＰＶＤＦ 膜）。 将 ＰＶＤＦ 膜放

入用 ＴＢＳＴ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释的 ５％脱脂奶粉并在室温下摇

晃并孵化 ２ ｈ，加入一抗（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ １ ∶ ２０００；ＨＤＡＣ１
１ ∶ ２０００；ＬＣ３Ｂ １ ∶ ２０００；ｐ６２ １ ∶ ２０００；β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶
１００ ０００）。 在 ４℃下孵育过夜后，ＴＢＳＴ 将膜洗涤 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ。 然后加入相应的二抗（１ ∶ ５０００），
在室温下孵育 ２ ～ ３ ｈ，ＴＢＳＴ 膜洗 ３ 次共 ３０ ｍｉｎ，进
行化学发光反应显色。 用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｊ 图像分析软件分

析目标蛋白的表达水平，以同一泳道的目标蛋白与

β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值比作为测量结果进行比较分析。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

　 　 按照试剂盒的说明，分别用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取转

染、黄芩素或 ３⁃ＭＡ 处理后的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的总 ＲＮＡ。
取 ５ μｇ 的总 ＲＮＡ，通过反转录反应合成 ｃＤＮＡ。 纯

化的 ＲＮＡ 作为模板，使用试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 用

ｃＤＮＡ、Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺试剂盒和

ｍｉＲ⁃４４９ａ 的基因特异引物进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 所有引

物都是由生工生物技术 （上海） 有限公司合成。
ｍｉＲ⁃４４９ａ 的 引 物 序 列， 正 向： ５ ’⁃
ＡＣＴＴＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴＣＡＡＧＴＣＡＧＴＧＴＡＣＡＧ⁃３’， 反 向

由 Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺 Ｋｉｔ 提供。 Ｕ６
的引物序列由 Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺

Ｋｉｔ 提供。 反应结束后，计算机自动分析每个样品的

Ｃｔ 值，ｍｉＲ⁃４４９ａ 以 Ｕ６ 为内参对照，通过 ２－△△Ｃｔ 计算

相对 ｍＲＮＡ 表达量。
１􀆰 ３􀆰 ７　 生物信息学分析及双荧光素酶试验

　 　 为了确定 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 之间的调节关

系，本研究使用专门设计的荧光素酶载体进行了荧

光素酶试验。 含有 ｍｉＲ⁃４４９ａ 结合位点的 ＨＤＡＣ１ 的
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完整 ３’ＵＴＲ 序列被扩增并亚克隆到 ｐＳＩ⁃Ｃｈｅｃｋ２ 载

体中，生成 ＨＤＡＣ１ 的野生型载体（ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃
ｗｔ）。 设计不含有 ｍｉＲ⁃４４９ａ 结合位点的 ＨＤＡＣ１ 的

３’ＵＴＲ 序列被扩增并亚克隆到 ｐＳＩ⁃Ｃｈｅｃｋ２ 载体中，
生成 ＨＤＡＣ１ 的突变型载体（ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｍｕｔ）。
根据涂友慧［１６］的试验方法，准备好用于转染的细胞

和目的质粒 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ，将细胞转染后分为四

组：ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ＋ｈ⁃
ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ、 ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３⁃ＵＴＲ⁃ｍｕ
及 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｍｕ。 细胞转染后

于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养。 转染 ６ ｈ 后换取新鲜

培养基， ４８ ｈ 后收集细胞， 使用 Ｐｒｏｍｅｇａ Ｄｕａｌ⁃
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒检测。
１􀆰 ３􀆰 ８　 透射电子显微镜观察自噬小体

　 　 Ｈｅｐ⁃２ 人喉癌细胞共分为 ５ 组，包括 ＮＣ 组、黄
芩素组、ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组、黄芩素＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组及

黄芩素＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组。 样品经 ３％戊二醛预

固定，１％四氧化锇再固定，丙酮逐级脱水，Ｅｐ８１２ 包

埋，半薄切片用甲苯胺蓝染色作光学定位，用钻石

刀作超薄切片，醋酸铀和枸橼酸铅染色，切片使用

ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ 透射电镜观察，每张铜网先于 ６０００
倍下观察，选择要观察的区域采集图片，观察具体

病变。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，采用 ＳＰＳＳ
１７􀆰 ０ 对组间差异进行单因素分析和 Ｔｕｋｅｙ 多重比

较检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 被认为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 黄芩素对喉癌细胞增殖、迁移的影响

　 　 ＭＴＴ 实验用于检测细胞存活和生长。 结果观

察到， 黄 芩 素 组 细 胞 增 殖 抑 制 率 为 （ ２７􀆰 ６９ ±
５􀆰 ６６）％，正常组增值抑制率为（０􀆰 ００±０􀆰 ００）％，黄
芩素组对比正常组细胞增殖抑制率增加极为明显

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 仅加入 ３⁃ＭＡ 处理的细胞增殖抑制率

为（－３􀆰 ２３±４􀆰 ０３）％，低于正常组，即抑制喉癌细胞

自噬后会诱导增加细胞的增殖。 同时加入黄芩素

后，黄芩素 ＋ ３⁃ＭＡ 组细胞增殖抑制率为 （１４􀆰 ９７ ±
４􀆰 ７１）％，相较于 ３⁃ＭＡ 组细胞极显著增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 以上结果说明黄芩素可以抑制喉癌细胞

增殖，且黄芩素联合 ３⁃ＭＡ 处理喉癌细胞后可逆转

３⁃ＭＡ 抑制自噬引起的细胞增殖。
细胞划痕实验可用来检测细胞的迁移能力变

化。 实验分别观察了细胞在 ０ ｈ、２４ ｈ 的划痕愈合

情况，结果如图 １Ａ，各组细胞 ０～２４ ｈ 平均迁移距离

如图 １Ｂ，其中经黄芩素处理后的细胞迁移距离为

（１６８􀆰 ９１±９􀆰 ７８） μｍ，极显著小于正常组迁移距离

（２８４􀆰 ２６±９􀆰 ６６）μｍ（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ３⁃ＭＡ 组细胞迁移

距离较大为（２７９􀆰 ３２±１９􀆰 ３９０）μｍ，而黄芩素＋３⁃ＭＡ
组细胞迁移距离显著小于 ３⁃ＭＡ 组为 （ ２１４􀆰 １８ ±
１６􀆰 ３３）μｍ（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 以上结果证明黄芩素可使

喉癌细胞迁移能力减弱，加入细胞自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ
时同时加入黄芩素处理可以恢复细胞自噬能力，减
弱迁移能力。

注：Ａ：细胞划痕实验观察细胞 ２４ ｈ 内迁移情况；Ｂ：各组细胞平均迁移距离。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组

相比，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 １　 黄芩素抑制喉癌细胞的迁移

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｅｓｔ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ２４ｈ． Ｂ， Ｍｅａｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ

ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
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注：Ａ：细胞凋亡率（流式细胞术）；Ｂ：流式细胞图。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ３⁃ＭＡ

组相比， ＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ２　 黄芩素诱导细胞凋亡

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ） ． Ｂ， Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｇｒａｍ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

注：Ａ：Ｈｅｐ⁃２ 细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３Ｉ、ＬＣ３ＩＩ、ｐ６２ 蛋白的表达水平；Ｂ：Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达统计；Ｃ：ｐ６２ 蛋白表达统计；Ｄ：ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 蛋白表达

比值大小；ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃Ｐ＜０． ０５，
＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ３　 黄芩素调控自噬相关基因表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ＬＣ３Ｉ， ＬＣ３ＩＩ， ａｎｄ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｃ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｄ， Ｓｉｚｅ ｏｆ ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． ａ，

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ＋ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ２　 黄芩素对喉癌细胞凋亡的影响

　 　 进一步采用流式细胞仪检测经 ３⁃ＭＡ 或黄芩素

处理后 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的凋亡率变化。 在图 ２Ａ 的流式

细胞图中，Ｉ 象限呈现晚期凋亡细胞，ＩＶ 象限呈现早

期凋亡细胞，细胞凋亡率即第一象限和第四象限百

分率的和。 细胞凋亡率统计结果详见图 ２Ｂ。 结果

显示，与正常组相比，黄芩素处理后的喉癌细胞

Ｈｅｐ⁃２ 在 Ｉ 和 ＩＶ 象限出现了晚期凋亡和早期凋亡，
凋亡率为（１７􀆰 ９３±１􀆰 ５）％，高于正常组细胞的凋亡

率（３􀆰 ７１±０􀆰 ３６）％（Ｐ＜０􀆰 ０５），具有统计学意义，表
明黄芩素具有诱导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 凋亡的作用。 ３⁃
ＭＡ 组细胞凋亡率为（３􀆰 ２５±０􀆰 １５）％，与之相比，黄
芩素＋３⁃ＭＡ 组细胞在 Ｉ 象限及 ＩＶ 象限的凋亡率有

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），为（９􀆰 ９６±０􀆰 ５７）％。 说明加入

黄芩素可以逆转 ３⁃ＭＡ 对细胞自噬的抑制作用，从
而诱导细胞凋亡。
２􀆰 ３　 黄芩素对喉癌细胞自噬流调控的影响

　 　 为探究黄芩素对喉癌细胞自噬的影响，检测了

各组喉癌细胞中自噬相关蛋白的表达水平。 其中，
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白是参与自噬的特异性基因之一，在自

噬的溶酶体降解途径中发挥抑制肿瘤的作用。 ＬＣ３
是自噬体形成过程中的特异性标记蛋白，包括 ＬＣ３Ｉ
及 ＬＣ３ＩＩ。 ＬＣ３ＩＩ 与 ＬＣ３Ｉ 的比值与自噬体形成的数

量和自噬发生的程度成正比［１７］。 另外，ｐ６２ 会通过

与 ＬＣ３ 的直接结合并选择性地结合到自噬体中，最
终在自噬溶酶体内有效降解。 因此，ＬＣ３ＩＩ 升高联

合 ｐ６２ 降低可以被认为是自噬水平提高的指标［１８］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ３ 所示，黄芩素组细胞的

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达显著高于正常组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 比值极显著高于正常组（Ｐ＜０􀆰 ００１），而
ｐ６２ 蛋白表达水平则显著低于正常组（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
结果表明，黄芩素可以调控喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的自噬

相关基因表达，诱导喉癌细胞自噬。 经自噬抑制剂

３⁃ＭＡ 处理后的细胞，自噬相关基因蛋白表达水平

变化显著，但当黄芩素与 ３⁃ＭＡ 联合作用于 Ｈｅｐ⁃２
细胞后，其中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达高于 ３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜
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０􀆰 ０５）和正常组，ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 比值极显著高于 ３⁃ＭＡ
组（Ｐ＜０􀆰 ００１）和正常组，而 ｐ６２ 表达水平显著低于

３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）和正常组，说明黄芩素可以逆转

３⁃ＭＡ 的细胞自噬抑制作用并诱导细胞自噬。

注：Ａ：ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平；Ｂ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达统计；Ｃ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达结果。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正

常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ４　 黄芩素上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平和下调 ＨＤＡＣＩ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔ ｏｆ ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ，

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜ ０． ０５，
＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＤＡＣＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

注：Ａ：生物信息学分析 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ 靶位点结合示意图；Ｂ：双荧光素酶报告基因检测 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ

相互作用。 与 ＮＣ ｍｉｎｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ 组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 双荧光素酶报告基因检测荧光素酶活性

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｈ⁃ＨＤＡＣ１－ ３ＵＴＲ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ． Ｂ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｍｉｎｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｄｕａｌ⁃ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ

２􀆰 ４　 黄芩素对喉癌 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴的影响

　 　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 被发现在多种癌症中发挥肿瘤抑制

作用［８］，但在喉癌细胞中的作用尚不清楚。 ＰＣＲ 结

果如图 ４Ａ 所示，黄芩素作用下喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的

ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达相比正常组细胞有一定增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 作用下喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的

ｍｉＲ⁃４４９ａｍＲＮＡ 表达减少，但 ３⁃ＭＡ 与黄芩素联合

处理后，ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍＲＮＡ 表达对比正常组细胞和 ３⁃
ＭＡ 组细胞均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），说明黄芩素可以

上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达，并且可以逆转 ３⁃ＭＡ 抑制细胞

自噬后引起的 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达下调。

ＨＤＡＣ１ 经研究发现在喉癌细胞中表达上

调［１９］，而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示（图 ４Ｂ、４Ｃ），黄芩素

组 ＨＤＡＣ１ 蛋白表达量低于正常组（Ｐ＜０􀆰 ０５），黄芩

素联合 ３⁃ＭＡ 组低于 ３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 这说明黄

芩素可以下调喉癌细胞中 ＨＤＡＣ１ 表达。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 的靶向关系验证

　 　 经生物信息学在线软件预测，发现 ＨＤＡＣ１ 与

ｍｉＲ⁃４４９ａ 的靶位点结合示意图如图 ５Ａ。 双荧光素

酶报告结果如图 ５Ｂ，与 ＮＣ 组相比，ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 能

够显著下调 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ＷＴ 的荧光素酶的表达

（Ｐ＜０􀆰 ００１），说明本实验中两者间存在结合作用。
２􀆰 ６　 黄芩素抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制研究

　 　 ＭＴＴ 法检测各组细胞增殖活力，结果如图 ６Ａ
所示，黄芩素组细胞增殖抑制率相比 ＮＣ 组显著增

加（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｈｅｐ⁃２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 后，
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注：Ａ：ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率；Ｂ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达情况；Ｃ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达统计图；Ｄ：ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平；Ｅ：透射电镜（ ＪＥＭ⁃

１４００ＦＬＡＳＨ）观察细胞自噬小体。 ａ： ＮＣ 组；ｂ： 黄芩素组 ｃ： ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组；ｄ： 黄芩素＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｅ： 黄芩素＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组。 与

ＮＣ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组相比，＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ６　 黄芩素诱导细胞自噬，经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴作用喉癌细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｂ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｄ， ｍｉＲ⁃

４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｅ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ）． ａ， ＮＣ ｇｒｏｕｐ． ｂ，

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ． ｄ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． ｅ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｃｔｓ ｏｎ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ ａｘｉｓ

细胞的增殖抑制率极显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），说明细

胞可以通过黄芩素处理或 ｍｉＲ⁃４４９ａ 上调抑制喉癌

细胞的增殖；黄芩素组与黄芩素＋ｍｉｍｉｃ 组结果相

近，说明 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 对黄芩素的抑制作用没有影响；
若黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染，其增殖抑制率

不仅比黄芩素 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组细胞显著增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），同时比仅转染组的细胞极显著增高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），说明黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 处理细胞

可以更显著地抑制喉癌细胞的增殖。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ６Ｂ、６Ｃ，黄芩素联合 ｍｉＲ⁃

４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染时，喉癌细胞 ＨＤＡＣ１ 表达水平最

低，黄芩素组和 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组均显著低于 ＮＣ
组（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 说明细胞通过黄芩素处理或上调

ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达均可以降低 ＨＤＡＣ１ 蛋白表达从而抑

制喉癌细胞。 ＰＣＲ 结果如图 ６Ｄ，黄芩素组相比 ＮＣ
组，细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平有一定升高但不显著，
联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染后则有极显著增加（Ｐ＜
０􀆰 ００１）。

为了更直观地证明黄芩素能够诱导 Ｈｅｐ⁃２ 细胞

的自噬，通过透射电子显微镜观察自噬小体数量的

变化，结果如图 ６Ｅ，ＮＣ 组细胞内细胞质均匀，经黄

芩素处理后的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，细胞质中出现囊泡状双

膜结构，即自噬小体，当自噬发展到后期则形成自

噬溶酶体，当黄芩素与 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 联合作用于

细胞，喉癌细胞中自噬溶酶体数量明显增加，细胞

核开始出现皱缩和裂解，细胞状态变差，更进一步

证明了黄芩素可以诱导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 自噬。

３　 讨论

　 　 喉癌是最常见的头颈部恶性肿瘤之一，其病因

主要有吸烟、慢性喉炎及空气污染等，发病率极高

且容易复发，这也是其预后效果较差的主要原

因［２０］。 最近几年来，有关中药抗喉癌的研究取得一

定进展。 郭俊宇等［２１］研究发现，丹酚酸 Ｂ 能够抑制

喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 增殖并诱导细胞凋亡；周华群等［２２］

研究发现姜黄素与白藜芦醇联合处理会抑制 Ｈｅｐ⁃２
细胞集落的形成并促进凋亡。 实验前期通过 ＭＴＴ
实验及细胞划痕实验，证明了黄芩素对 Ｈｅｐ⁃２ 细胞

增殖及迁移的抑制作用。
细胞凋亡是程序性细胞死亡的一种表现形态，

主要负责移除机体多余的以及受损的细胞［２３］。 癌

细胞的凋亡在癌症的恶性进展和转移中起着关键

作用［２４］。 诱导肿瘤细胞凋亡可用于治疗癌症［２５］，
但由于凋亡的诱发和调节机制不同，各种肿瘤药物

诱发细胞凋亡的机制也不同。 有许多天然化合物

被证明可以诱导肿瘤细胞中被阻断的细胞凋亡通

路［２６］，其中包括黄酮类化合物。 本研究通过流式细

胞仪检测细胞凋亡率发现，黄芩素可以诱导喉癌细
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胞 Ｈｅｐ⁃２ 的凋亡。 并且，黄芩素与 ３⁃ＭＡ 共同作用

于细胞时，可以逆转由 ３⁃ＭＡ 抑制自噬引起的凋亡

抑制作用。
细胞自噬是一种高度保守的自我降解过程，在

细胞应激中起关键作用，自噬可以调节肿瘤的形

成、增殖、转移及能量代谢等［２７］。 凋亡与自噬之间

的关系错综复杂，当细胞处于应激条件下，自噬被

诱导发生，细胞凋亡被激活，两者之间可以互相转

换［２８］。 自噬和凋亡过程中涉及到的关键调节蛋白

具有双重调节作用。 例如，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 作为自噬过程

中的调节蛋白，同时可以调控凋亡过程。
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是 ＩＩＩ 类 ＰＩ３Ｋ 复合物的亚基，其与自

噬前体的结合启动自噬体的形成，该蛋白是自噬体

形成所必需［２９］。 ＬＣ３Ｉ 会在自噬形成时被酶解，使
其与磷脂酰乙醇胺结合转变为 ＬＣ３ＩＩ，因此检测

ＬＣ３ＩＩ 与 ＬＣ３Ｉ 的比值可用来评估自噬水平的高

低［３０］。 ｐ６２ 是一种泛素结合蛋白，参与多种细胞信

号转导调控及自噬调控，ｐ６２ 表达水平高低与自噬

负相关［３１］。 为进一步确定黄芩素对喉癌细胞自噬

的影响，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测以上四种自噬相

关基因蛋白表达的水平。 结果发现黄芩素在作用

于 Ｈｅｐ⁃２ 细胞时，同样可以诱导细胞自噬现象。 并

且实验通过透射电子显微镜观察发现，上调 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 表达与黄芩素处理均可诱导细胞自噬增加细

胞内自噬小体数量。
大量实验证明，ｍｉＲＮＡ 可以通过多个相关基因

调控喉癌的发展和转移［３２］，虽然黄芩素对喉癌细胞

的作用研究较多，但黄芩素调控 ｍｉＲＮＡｓ 在喉癌中

扮演何种的角色，这方面的研究仍然未见报道。
ｍｉＲＮＡ 可以通过多种细胞调节通路调节细胞发育、
分化、增殖和凋亡［３３］，其中 ｍｉＲ⁃４９９ａ 是 ｍｉＲ⁃４９９ 家

族中最常见的亚型，可以调节多种癌症中的细胞增

殖、凋亡、迁移及细胞侵袭［３４－３５］。 ｍｉＲ⁃４４９ａ 下调会

促进乳腺癌细胞迁移和侵袭［３６］，抑制 ＮＣＣＬＣ（非小

细胞肺癌） 细胞的增殖、迁移和侵袭［３７］，且 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 在喉癌细胞中表达下调［３８］。 本研究通过 ＰＣＲ
实验检测确定，黄芩素可以上调喉癌细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ
的表达水平，从而达到抑制喉癌细胞增殖等作用。

ｍｉＲ⁃４４９ 作用机制包括三种，最常见的途径即

通过下调组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ１）和沉默调节

蛋白 １（ＳＩＲＴ１），诱导肿瘤蛋白 ｐ５３ 依赖性细胞凋

亡。 有研究发现 ＨＤＡＣ１ 促进了喉癌的形成和发

展［３９］，但 ＨＤＡＣ１ 在喉癌细胞增殖和迁移中的作用

尚不明确。 本实验经过生物信息学软件预测分析

推测 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 靶向结合参与了喉癌的发

生发展，通过双荧光素酶报告基因实验鉴定验证，
ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 能够显著下调 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ＷＴ 的

荧光素酶的表达，两者间的确存在结合作用。 接着

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＰＣＲ 实验检测发现黄芩素处理

或上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 均可以下调 ＨＤＡＣ１ 在喉癌细胞中

的表达水平，说明黄芩素作用下过表达的 ｍｉＲ⁃４４９ａ
抑制了 ＨＤＡＣ１ 的表达，与软件预测结果一致。

综上所述，黄芩素可以介导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 自

噬，通过上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达达到下调 ＨＤＡＣ１ 表达

的作用，进而抑制喉癌细胞的增殖及迁移，并诱导

细胞凋亡。 中药单体可以通过调控多条信号通路

来影响喉癌的发展，但对于这些通路如何相互影响

的研究不多，本研究结果证明 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１
在喉癌细胞发展中的结合作用，可对黄芩素成为临

床潜在的新的化疗药物，从而辅助治疗喉癌提供理

论及实验依据，黄芩素对于喉癌细胞的作用还需要

更加深入研究分子机制，为后期临床试验补充依据。
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［１０］　 Ｋｉｍ ＳＪ， Ｋｉｍ ＨＪ， Ｋｉｍ ＨＲ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ

ａｎｄ ｗｏｇｏｎｉｎ ｉｎ ＨＴ⁃２９ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ

Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０１２， ６（６）： １４４３－１４４９．

［１１］ 　 Ｂｉｅ Ｂ， Ｓｕｎ Ｊ， Ｇｕｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｉｃａｌｅｉｎ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ ａｎｔｉ⁃

ｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ．

Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１７， ９３： １２８５－１２９１．

［１２］ 　 Ｚｈａｏ Ｘ， Ｔａｎｇ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃

ｍＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０２１，

２０２１： ８８４４２６１．

［１３］ 　 孙吉凤， 刘剑凯． 黄芩素对喉癌细胞周期、凋亡率及细胞核

ＤＮＡ 的影响 ［Ｊ］ ． 中国医学创新， ２０１８， １５（１６）： １３－１６．

［１４］ 　 李登辉， 康健． 黄芩素在人喉癌 Ｈｅｐ⁃２ 增殖抑制中的作用及

机制 ［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１５， ２１（５）： ５２６－５２９．

［１５］ 　 孙吉凤， 何海涛． 黄芩素通过 Ｅｚｒｉｎ 相关信号转导通路对喉

癌细胞迁移、侵袭的影响 ［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０２１， ４１

（１２）： ２５９５－２５９８．

［１６］ 　 涂友慧． 流感病毒Ｈ３Ｎ２ 激活 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ ／ ｍｉＲ⁃１４５⁃５ｐ ／ ＮＦ⁃

κＢ 信号通路调控慢性阻塞性肺疾病急性加重气道炎症反应

的分子机制及临床研究 ［Ｄ］． 合肥： 安徽医科大学， ２０２１．

［１７］ 　 刘炜， 于锋， 周毅波， 等． 原花青素介导的自噬流对喉癌细

胞增殖影响及其机制探讨 ［ Ｊ］ ． 中华肿瘤防治杂志， ２０１８，

２５（２０）： １４１３－１４２１．

［１８］ 　 Ｎａｚｉｍ ＵＭ， Ｊｅｏｎｇ ＪＫ， Ｐａｒｋ ＳＹ． Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎｉｎ Ｂ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ

ＴＲＡＩＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｌｕｘ ａｎｄ

ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＦＬＩＣＥ⁃ｌｉｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ［ Ｊ ］ ．

Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ９（３）： ４１６１－４１７２．

［１９］ 　 Ｄｉｎｇ Ｓ， Ｔａｎｇ Ｚ， Ｊｉａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ

ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１，

８９６： １７３９２３．

［２０］ 　 Ｈｅ Ｇ， Ｋａｒｉｎ Ｍ． ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＳＴＡＴ３⁃ｋｅｙ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１１， ２１ （ １）： １５９
－１６８．

［２１］ 　 郭俊宇， 陈应超． 丹酚酸 Ｂ 对人喉癌 Ｈｅｐ⁃２ 细胞增殖、凋亡

及侵袭转移能力的影响及机制研究 ［ Ｊ］ ． 医学研究杂志，

２０１５， ４４（１２）： １１２－１１６．

［２２］ 　 周华群， 张立庆， 徐朝琪， 等． 姜黄素联合白藜芦醇抑制人

头颈部肿瘤细胞系增殖的机制研究 ［Ｊ］ ． 山东大学耳鼻喉眼

学报， ２０１７， ３１（２）： ６７－７２．

［２３］ 　 李敏， 林俊． 细胞凋亡途径及其机制 ［ Ｊ］ ． 国际妇产科学杂

志， ２０１４， ４１（２）： １０３－１０７．

［２４］ 　 Ｗａｎｇ ＲＡ， Ｌｉ ＱＬ， Ｌｉ ＺＳ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｒｉｖｅｓ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｚｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１３， １７（１）：

２０５－２１１．

［２５］ 　 方成， 陈钧辉． 细胞凋亡与癌症治疗 ［ Ｊ］ ． 中国生化药物杂

志， ２０００， ２１（６）： ３１３－３１５．

［２６］ 　 ｄｅ Ａｒａúｊｏ Ｊúｎｉｏｒ ＲＦ， ｄｅ Ｓｏｕｚａ ＴＰ， Ｐｉｒｅｓ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｒｙ

ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ ｎｉｒｕｒｉ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ

（Ｍａｙｗｏｏｄ）， ２０１２， ２３７（１１）： １２８１－１２８８．

［２７］ 　 刘虹， 邵荣光． 自噬在肿瘤发生与发展过程中的调节作用

［Ｊ］ ． 药学学报， ２０１６， ５１（１）： ２３－２８．

［２８］ 　 张杨， 孙弯弯， 陆丽丹， 等． 细胞自噬与凋亡相互作用分子

机制的研究进展 ［Ｊ］ ． 基础医学与临床， ２０２１， ４１（９）： １３４２
－１３４６．

［２９］ 　 Ｓｈｉ Ｂ， Ｍａ Ｍ， Ｚｈｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ｍＴＯＲ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ１： ｔｗｏ ｋｅｙ

ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ２３４

（８）： １２５６２－１２５６８．

［３０］ 　 Ｔａｎｉｄａ Ｉ， Ｕｅｎｏ Ｔ， Ｋｏｍｉｎａｍｉ Ｅ． ＬＣ３ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ］ ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００８， ４４５： ７７－８８．

［３１］ 　 于海涛， 张春晶， 刘立琨， 等． 氯喹促进顺铂诱导的人非小

细胞肺癌细胞凋亡及其机制 ［ Ｊ］ ． 中国新药杂志， ２０１８， ２７

（６）： ６９５－７０１．

［３２］ 　 龚勇． ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 靶向作用喉癌候选抑瘤基因 ＬＣＲＧ１ 对

Ｈｅｐ２ 细胞生物学性状影响的研究 ［ Ｄ］． 衡阳：南华大

学， ２０１５．

［３３］ 　 Ｋｏｚａｋｉ Ｋ， Ｉｍｏｔｏ Ｉ， Ｍｏｇｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｒａｌ

ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００８， ６８（７）： ２０９４－２１０５．

［３４］ 　 Ｋｕｍａｒ Ｐ， Ｓｈａｒａｄ Ｓ， Ｐｅｔｒｏｖｉｃｓ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎ

ＥＲＧ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１６， ７ （ １６）： ２２７９１
－２２８０６．

［３５］ 　 Ｌｉ Ｑ， Ｐｅｎｇ Ｊ， Ｌｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４４９ａ ｔａｒｇｅｔｓ Ｆｌｏｔ２ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃β⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＥＭＴ ［Ｊ］ ．

Ｄｉａｇｎ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１５， １０： ２０２．

［３６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｇａｏ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃

４４９ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ５２ （ＴＰＤ５２） ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１７，

２５（５）： ７５３－７６１．

［３７］ 　 Ｗｕ Ｄ， Ｌｉｕ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４４９ａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｕｍｏｒ

ｇｒｏｗｔｈ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａ ＨＭＧＢ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ．

Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１９， ２７（２）： ２２７－２３５．

［３８］ 　 Ｐｉｏｔｒｏｗｓｋｉ Ｉ， Ｚｈｕ Ｘ， Ｓａｃｃｏｎ ＴＤ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡｓ ａｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒｓ （ Ｂａｓｅｌ ）， ２０２１， １３

（１６）： ３９８０．

［３９］ 　 龚正鹏， 于明， 喻望博， 等． ＨＤＡＣ１ 和 ＳＩＲＴ１ 在喉鳞癌中的

表达及意义 ［Ｊ］ ． 贵阳医学院学报， ２０１３， ３８（４）： ３５６－３５８．

〔收稿日期〕２０２２－１１－１３

３５中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０


