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[摘要] 目的:研究RNA可变剪接调控因子核不均一核糖核蛋白F(heterogeneous
 

nuclear
 

ribonucleoprotein
 

F,

hnRNP
 

F)
 

在头颈鳞状细胞癌中的表达和功能。方法:分析TCGA数据库和Oncomine数据库头颈鳞状细胞癌中

hnRNP
 

F的表达数据。用在线cibioportal数据库分析hnRNP
 

F表达与头颈鳞状细胞癌患者无病生存率的关系。

用小干扰RNA
 

(small
 

interfering
 

RNA,siRNA)抑制CAL-27细胞的hnRNP
 

F的表达,分析细胞生长。结果:

TCGA和Oncomine数据分析结果显示hnRNP
 

F在头颈鳞状细胞癌中表达水平显著升高,hnRNP
 

F表达水平高

的头颈鳞状细胞癌患者的无病生存率显著低于hnRNP
 

F表达水平低的患者。沉默hnRNP
 

F的表达显著抑制了

CAL-27细胞的生长。结论:hnRNP
 

F在头颈鳞状细胞癌的发生发展中可能有重要作用。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

function
 

of
 

hnRNP
 

F
 

in
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carci-
noma

 

(HNSCC).
 

Methods:
 

The
 

expression
 

of
 

hnRNP
 

F
 

in
 

head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

was
 

analyzed
 

in
 

TCGA
 

and
 

Oncomine
 

database.
 

The
 

relationship
 

between
 

hnRNP
 

F
 

expression
 

and
 

disease-free
 

survival
 

in
 

HNSCC
 

was
 

analyzed
 

in
 

cbioportal
 

database.
 

CAL-27
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

anti-hnRNP
 

F
 

siRNA
 

or
 

non-specific
 

siRNA.
 

The
 

growth
 

curve
 

of
 

cells
 

was
 

analyzed
 

by
 

cell
 

counting.
 

Results:
 

HnRNP
 

F
 

was
 

overexpressed
 

in
 

HNSCC
 

patients.
 

Patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

hnRNP
 

F
 

showed
 

significantly
 

poorer
 

disease-free
 

survival
 

than
 

those
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

hnRNP
 

F.
 

Knockdown
 

of
 

hnRNP
 

F
 

significantly
 

inhibited
 

CAL-27
 

cell
 

growth.
 

Conclusion:
 

hnRNP
 

F
 

may
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

the
 

development
 

of
 

HNSCC.
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  头颈鳞状细胞癌(head
 

and
 

neck
 

cell
 

carcino-
ma,HNSCC)是一种常见的癌症。口腔鳞状细胞癌

(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,OSCC)是 HNSCC
的一个主要类型。

 

核不均一核糖核蛋白F(hetero-
geneous

 

nuclear
 

ribonucleoprotein
 

F,hnRNP
 

F)
 

蛋

白是RNA可变剪接调控因子,属于核不均一核糖

核蛋白(heterogeneous
 

nuclear
 

ribonucleoprotein,

hnRNP)家族中的hnRNP
 

F/H亚类。hnRNP
 

F/H
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蛋白 包 括 hnRNP
 

F、hnRNP
 

H、hnRNP
 

H’和

GRSF1。这些蛋 白 都 可 以 结 合 在 RNA 的 G 区

(G-tract,包含3个或更多的连续的鸟嘌呤)。有研

究结果表明,hnRNP
 

F在结肠癌中表达增高并与癌

症的发展有关[1],但hnRNP
 

F在HNSCC中的表达

与功能尚未明确。既往研究结果显示,hnRNP家族

成员在口腔癌中表达增高,并与口腔癌的发生密切

相关[2,3]。因此本研究的主要目的是探讨hnRNP
 

F
在HNSCC中的表达和功能。

1 材料与方法

1.1 数据分析方法 The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

Program(TCGA)
 

数据库包含转录组测序的结果,
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以转录本的数量代表相应的基因表达水平。TCGA
数据库中HNSCC的hnRNP

 

F的表达水平数据从

在线 TSVdb据库获得。总共有44例正常组织和

520例肿瘤组织样本,其中有生存资料的肿瘤样本

392例。用Oncomine数据库对9项研究(Cromer
 

Head-Neck、Estilo
 

Head-Neck、BMC
 

Cancer、Ginos
 

Head-Neck、Kuriakose
 

Head-Neck、Peng
 

Head-
Neck、Pyeon

 

Multi-cancer、Talbot
 

Lung、
 

Toruner
 

Head-Neck、Ye
 

Head-Neck)的hnRNP
 

F的表达水

平进行 Meta分析。
 

1.2 细胞培养和小干扰 RNA
 

(small
 

interfering
 

RNA,siRNA)转染 CAL-27细胞是 OSCC细胞

系,用含5%胎牛血清(Gibco公司)的DMEM 培养

基(Hyclone公司)培养。针对hnRNP
 

F的siRNA,
即siRNA-1和siRNA-2的序列分别是:GCGAC-
CGAGAACGACAUUU 和

 

GGAAUGUAUGAC-
CACAGAUAC。非特异性siRNA 由吉玛公司提

供。按照Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司的说明,用

Lipofectamine
 

3000将20
 

nmol/L的siRNA 转染

CAL-27细胞。以48
 

h的间隔给细胞转染2次

siRNA,并在第1次转染后的48
 

h和96
 

h进行细胞

计数,收集总蛋白。

1.3 Western
 

blot 将细胞总蛋白样本在10%的

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

do-
decyl

 

sulfate
 

polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,

SDS-PAGE)
 

分离,转印到硝酸纤维素膜上,与特异

性抗体杂交检测蛋白表达。所用抗体有:小鼠抗

hnRNP
 

F抗体(Santa
 

Cruz公司)、辣根过氧化物酶

(horseradish
 

peroxidase,
 

HRP)
 

标记的小鼠IgG
结合蛋白(Santa

 

Cruz公司)和 HRP标记的抗肌动

蛋白(actin)
 

抗体(Sigma公司)。

1.4 统计学分析 hnRNP
 

F在TCGA数据中的

HNSCC组织和正常对照组织中的表达水平分析和

细胞生长组间比较采用t检验。无病生存期的数据

来源于cbioportal在线数据库,采用 Kaplan-Meier
法分析hnRNP

 

F高表达和低表达患者的无病生存

率的差异。

2 结果

2.1 hnRNP
 

F在 HNSCC中的表达 首先我们比

较了TCGA数据库中 HNSCC和正常对照组织中

hnRNP
 

F表达水平差异。结果显示肿瘤组织中

hnRNP
 

F的相对表达水平为(4994±194),正常组

织中hnRNP
 

F的表达水平为(5502±66)。肿瘤中

hnRNP
 

F的 表 达 水 平 显 著 高 于 正 常 组 织(P<

0.05),提示hnRNP
 

F可能与HNSCC相关,并发挥

促进作用。

  本文在Oncomine数据库中分析了9项研究的

12个关于HNSCC和正常对照组织中hnRNP
 

F的

表达水平的分析,发现有8项分析研究的hnRNP
 

F
的表达水平显著升高(P<0.05,大于1.2倍),综合

13个分析数据得出 HNSCC组织的hnRNP
 

F表达

水平高于正常对照组织的概率是0.003,证实了

hnRNP
 

F在HNSCC中呈高表达。

  本 文 应 用 在 线 cbioportal数 据 库 分 析 了

hnRNP
 

F的表达与TCGA数据库中 HNSCC患者

的生存时间的关系,结果发现hnRNP
 

F表达水平

低的患者(n=69)的无病生存率显著高于hnRNP
 

F
高表达患者(n=323,P=0.0336,图1),提示hnRNP

 

F的高表达可能与患者的不良预后相关,并进一步说

明hnRNP
 

F可能在 HNSCC的发展中发挥促进作

用。

图1 hnRNP
 

F表达水平与TCGA数据库 HNSCC患者的无病生

存率的关系

Fig.
 

1 The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

hnRNP
 

F
 

and
 

disease
 

free
 

survival
 

in
 

TCGA
 

head
 

and
 

neck
 

carcinoma
 

dataset.

*
 

P<0.05
图2 沉默hnRNP

 

F的表达对CAL-27细胞生长的影响

Fig.
 

2 The
 

effect
 

of
 

hnRNP
 

F
 

knockdown
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

CAL-27
 

cells.
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1:siRNA-1;2:siRNA-2;

3:siRNA-NS
图3 Western

 

blot检测siRNA
抑制hnRNP

 

F表达的效果

Fig.
 

3 The
 

knockdown
 

effi-

ciency
 

of
 

hnRNP
 

F
 

was
 

analyzed
 

by
 

western
 

blotting.

2.2 hnRNP
 

F在 OSCC
细胞中的功能 在OSCC
细 胞 系 CAL-27 中,用

siRNA抑制hnRNP
 

F的

表达,然后检测细胞的生

长,结果发现与对照siR-
NA相比,经过hnRNP

 

F-
siRNA处理的CAL-27细

胞生 长 明 显 减 慢(P<
0.05,图2)。Westernblot

检测结果显示2个hnRNP
 

F的特异性siRNA都可

以显著降低CAL-27细胞中的hnRNP
 

F的蛋白表达

水平(图3)。以上结果提示hnRNP
 

F在OSCC细胞

的生长中具有重要作用。

3 讨论

  真核生物的基因包含外显子和内含子。基因转

录后产生的前体 mRNA要将内含子剪除才能形成

能编码蛋白的成熟mRNA。但有些基因的RNA有

多种剪接方式,从而可以编码多种功能不同的蛋白。
很多研究都表明癌症的产生和发展与RNA的可变

剪接密切相关[4]。RNA的可变剪接主要是由可变

剪接调控因子调控。前期我们对剪接调控因子富丝

氨酸/精氨酸剪接因子3(serine
 

and
 

arginine
 

rich
 

splicing
 

factor
 

3,SRSF3)
 

对 精 子 相 关 抗 原 5
(sperm-associated

 

antigen
 

5,SPAG5)
 

外显子3和

hnRNP
 

L对CD55内含子7的可变剪接的调控作

用进行研究[5,6],并发现hnRNP
 

L、hnRNP
 

A1和

SRSF3等基因在OSCC中呈显著高表达,并有促进

癌症发生发展的作用。hnRNP
 

F是重要的可变剪

接调控因子。Tyson-Capper等[7]发现在乳腺癌细

胞中hnRNP
 

F可以和其它剪接调控因子一起促进

髓样细胞白血病-1(myeloid
 

cell
 

leukemia-1,Mcl-1)
 

外显子2的剪接,并利于产生抗凋亡的 Mcl-1L亚

型的 表 达,hnRNP
 

F 也 可 以 结 合 DNA。Ghosh
等[8]发现hnRNP

 

F结合到Bcl-2修饰因子(Bcl-2-
modifiying

 

factor,Bmf)
 

基因的启动子区,抑制Bmf
基因的转录,从而抑制糖尿病患者肾近端管状细胞

的凋亡。这些研究结果提示hnRNP
 

F与抗凋亡作

用有关。还有研究结果提示hnRNP
 

F蛋白在结肠

癌中呈显著高表达[9]。但有关hnRNP
 

F在癌症中

的功能研究还较少。有研究发现膀胱癌患者的

hnRNP
 

F的表达水平显著升高,并与患者的预后呈

负 相关,而且抑制hnRNP
 

F的表达显著抑制了膀

胱癌细胞的增殖[10]。Goh等[11]发现在人胚胎肾细

胞中过表达hnRNP
 

F可以促进细胞的增殖。本研

究发现hnRNP
 

F在HNSCC组织中呈显著高表达,
并与患者的无病生存率呈负相关;抑制OSCC细胞

表达hnRNP
 

F后细胞的生长受到了明显的抑制,
提示hnRNP

 

F与HNSCC的发生发展密切相关,提
示hnRNP

 

F具有重要的功能。
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