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TCF21对喉癌Hep-2细胞生物学行为的影响

杨庆军

(周口市中心医院耳鼻咽喉头颈外科，河南 周口 466000)

[摘　要]	 目的：探讨转录因子21(transcription factor 21，TCF21)对喉癌细胞株Hep-2生物学特性的影响及其

相关的作用机制。方法：利用慢病毒转染技术外源性过表达喉癌Hep-2细胞中的TCF21，然后分别

采用细胞增殖检测(Cell Counting Kit-8，CCK-8)法和流式细胞术检测细胞增殖及凋亡能力的变化；

Western印迹检测周期及凋亡相关蛋白的表达。结果：在Hep-2细胞中过表达TCF21后，细胞的增殖

能力显著降低，周期进程缓慢，而细胞凋亡显著增加；Transwell细胞迁移实验显示过表达TCF21

可抑制Hep-2细胞迁移。Western印迹实验结果显示过表达TCF21后，c yclinD1，CDK4，CDK6，

p-R b及bcl-2的蛋白表达水平显著下降；P21和Ba x及cleaved-caspase-3的蛋白表达水平显著升高。

结论：人喉癌细胞株Hep-2中，过表达TCF21可通过调控周期及凋亡相关因子的表达，发挥增殖

抑制及凋亡促进作用，提示TCF21可作为诊断和靶向治疗喉癌的潜在作用位点。
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Abstract Objective: To investigate the effect and mechanism of transcription factor 21 (TCF21) on the cellular biological 

characteristics in laryngeal carcinoma cell line Hep-2. Methods: Lentiviral transfection was used to up-regulated 

TCF21 expression in Hep-2 cells, and then cell proliferation and apoptosis were detected with Cell Counting 

Kit-8 (CCK-8) assay and flow cytometry assay, respectively. The expression of cell cycle- and apoptosis-related 

molecules at protein level was measured by Western blot. Results: Over-expression of TCF21 suppressed cell 

proliferation and cell cycle, while promoted cell apoptosis in Hep-2 cell (P<0.05). Western blot showed that the 

expression of cyclinD1, CDK4, CDK6, p-Rb and Bcl-2 at protein level decreased significantly after up-regulation 

of TCF21, with an increased expression of P21, Bax and cleaved-caspase-3 (P<0.05). Conclusion: In Hep-2 

cells, over-expression of TCF21 could suppress cell proliferation and cell cycle, while promote cell apoptosis via 

regulating the expression of cell cycle- and apoptosis-related molecules, suggesting that TCF21 may be a potential 

new target for diagnosis and targeted therapy of laryngeal carcinoma.
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喉癌是耳鼻喉科常见的肿瘤之一，且大部分

患 者 初 诊 时 已 进 入 肿 瘤 晚 期 ， 经 过 手 术 和 / 或 放

化疗治疗后，预后仍不尽如人意 [1-2]。近来，研究

者 [3-4]意识到基因的异常表达是恶性肿瘤发生发展

的重要因素之一，因此探讨喉癌发生发展的相关

基因，对于寻找有效的检测指标及协助喉癌诊疗

具有重要的意义。

转录因子21(transcription factor 21，TCF21)基

因位于6q23-q24染色体区域，属于碱性螺旋–环–螺

旋(bHLH)家族，是编码转录因子21的基因，对细

胞的生长及分化具有重要的调节作用[5-6]。研究[6-8]

显示在乳腺癌、肺癌、肾癌等恶性肿瘤中TCF 2 1
均呈现低表达，推测TCF21可能作为一种抑癌基因

参与调控肿瘤的发生发展。Dai等[9]研究显示：下调

TCF21可抑制结直肠癌细胞的增殖及迁移；胡松等[10]

研究显示：过表达TCF21可诱导非小细胞肺癌细胞

A549的增殖及迁移，并促进其凋亡。在头颈癌中

同样可检测到TCF21的低表达，且TCF21可作为头

颈癌诊疗的潜在肿瘤分子标志物 [11]，但其对喉癌

细胞的具体作用及相关机制仍不明确。

本研究利用慢病毒转染技术外源性过表达喉

癌Hep-2细胞中的TCF21，研究TCF21基因对喉癌

细胞株Hep-2的增殖、周期及凋亡等生物学特性的

影响和相关作用机制。

1  材料与方法

1.1  材料

胎牛血清(fetal calf serum，FBS)，RPMI 1640
培养基及O pt i-NE M培养基购自美国Gi bco公司；

人喉癌细胞系Hep-2购自中国科学院上海细胞库；

TCF 2 1，c y c l i n D 1，CD K 4，CD K 6，p -R b / R b，

P21，Bcl-2，Ba x，cleaved-caspase-3/caspase-3及

G A P DH抗体购自美国A bcam公司；细胞增殖检测

(Cell  Counting Kit-8，CCK-8)分析试剂盒购自日本

同仁化学研究所；细胞周期及凋亡检测试剂盒购

自南京凯基生物科技发展有限公司；TCF 2 1过表

达慢病毒载体(TCF21)及其对照空载体(vec)由美国

Invitrogen公司构建并合成；相关转染试剂和SYBR 
Green I real-time PCR kit购自美国Invitrogen公司；

其余试剂均为国产市售分析纯。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养、转染和分组

实 验 用 人 喉 癌 细 胞 株 H e p - 2 常 规 培 养 于 含

10%FBS的RPMI 1640培养基中；培养环境为37 ℃，

含5% CO 2的恒温培养箱。每隔1天换液，3~5 d常

规使用胰酶消化传代。慢病毒载体转染：取对数

生长期的细胞消化后接种于6孔板中，待细胞生长

融合至60%~80%，更换为无血清的培养基同步化

12 h，随后分组并转染相应载体。组别设置为空白

对照组(Ctrl)、空载体对照组(vec)、TCF21过表达

组(TCF21)。将载体分别溶解于含Poly brene的培

养基中轻柔混匀，将混合物加入相应组别的细胞

中，置于培养箱中培养8 h后，更换为正常细胞培

养基继续培养48 h。提取细胞蛋白测定转染效率并

进行后续实验分析。

1.2.2  CCK-8 法测定细胞活力

取对数生长期的细胞接种于96孔板中，并调

整细胞密度至2 × 1 0 3个/孔。各组细胞经相应处理

后继续培养22 h，然后每孔加入CCK-8试剂10 μL，

置 于 细 胞 培 养 箱 中 孵 育 2  h 。 酶 标 仪 测 定 各 孔 在  
450 nm波长处的吸光度(optical density，OD)值。

每组设3个复孔取平均值，另设单孔只加入培养基

作空白对照。

1.2.3  流式细胞术检测细胞周期

各组细胞经相应处理后，用不含 E DTA 的胰

酶消化并离心收集细胞，加PBS漂洗3次，而后用

70%无水乙醇固定(4 ℃，避光过夜)。1 000 r/min
离心洗去乙醇，然后避光加入碘化丙啶(propidium 
iodide，PI)，37 ℃孵育30 min，用流式细胞仪检测

激发波长488 nm处的荧光强度。

1.2.4  Annexin V/PI 双染色法检测细胞凋亡

各组细胞经相应处理后，用不含 E DTA 的胰

酶 消 化 并 离 心 收 集 细 胞 ， 加 P B S 漂 洗 3 次 ， 而 后

加Binding Buf fer重悬细胞。加入Annex in V-FITC
室温避光孵育1 0  m i n，然后避光加入P I继续孵育 
5 min。用流式细胞仪检测激发波长488 nm，发射

波长530 nm处的荧光强度。

1.2.5  RT-PCR
依据TR Izol说明书提取细胞中的总R NA。所

提RNA经纯化及定量后，取2 μg经反转录酶催化合

成cDNA，然后采用SYBR Green实时荧光PCR的方

法检测TCF21的表达。PCR循环条件： 94 ℃ 30 s，

55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40个循环；以GAPDH为内

参，采用2−△△Ct法分析基因的相对表达量。相应引

物序列见表1。

1.2.6  Western 印迹测定蛋白表达水平

各 组 细 胞 经 处 理 后 ， R I PA 裂 解 提 取 细 胞 蛋

白，然后用B C A蛋白定量试剂盒对所提蛋白进行

定量分析。依据蛋白定量结果调整各组蛋白上样

总量为80 μg，加入 loading buffer(体积比为1:4)后



临床与病理杂志, 2017, 37(8)    http://lcbl.amegroups.com1578

沸水煮5 min变性处理。然后进行SDS-PAGE电泳。

待蓝色的loading buffer跑出分离胶后将蛋白电转至

PVDF膜上，加5%脱脂牛奶室温封闭90 min。依据

说明书要求加入相应比例的一抗4 ℃孵育过夜，复

温后TBST洗涤5 min×3次；加入对应的二抗室温孵

育120 min，TBST洗涤10 min ×3次，暗室中显影，

定影并冲洗胶片。所得结果录入电脑后，经ImageJ
行灰度分析。

1.3  统计学处理

实验数据均录入SPSS15.0软件中进行统计分

析。实验结果以均数±标准差( x± s)表示，多组间

比 较 采 用 方 差 分 析 ， 各 组 均 数 间 的 两 两 比 较 用

Bonferroni校正的t检验，以P<0.05表示差异具有统

计学意义。

2  结果

2.1  TCF21 过表达效率检测

将TCF21过表达慢病毒载体转染至Hep-2细胞

中，分别采用RT-PCR和Western印迹检测过表达效

率。结果显示：转染了TCF 2 1过表达慢病毒载体

后，Hep-2细胞中的TCF21的mRNA和蛋白表达水平

显著升高，差异有统计学意义(P<0.05，图1)；且

感染复数(multiplicity of infection，MOI) =100时，

效果较好，后续实验分析均选用此病毒滴度。

2.2  过表达 TCF21 抑制细胞增殖

首先采用CCK- 8细胞增殖分析试剂盒初步检

测过表达TCF21对Hep-2细胞活力的影响，结果显

示：过表达 TC F 2 1 后， He p - 2 的细胞活力显著降

低，差异有统计学意义(P<0.05，图2A)。

进一步采用流式细胞术检测了细胞增殖周期

的变化，结果显示：过表达TCF21后，G 0/G1期细

胞所占百分比增加至83.71%±4.09%，S期细胞所占

百分比则减少至8.43%±1.38%，差异均有统计学意

义(P<0.05，图2B,C)。说明在Hep-2细胞中，过表

达TCF21可抑制细胞周期由G0/G1期向S期转换。

2.3  过表达 TCF21 促进细胞凋亡

采用流式细胞 A n n e x i nV / P I 双染法检测过表

达TCF21对Hep-2细胞凋亡的影响。结果显示：过

表达TCF21后，早期凋亡率由12.37% ±3.12%增加

至39.68%±3.77%；而中晚期细胞凋亡/坏死率则由

7.26%±2.01%增加至14.49%±2.65%，差异均有统计

学意义(P<0.05，图3)。结果表明：过表达TCF21
可明显促进喉癌细胞Hep-2的凋亡。

2.4  细胞周期及凋亡相关调控因子的蛋白表达水平

采用Western印迹检测过表达TCF21对Hep-2细

胞中周期及凋亡相关调控因子表达的影响。结果

显示：过表达TCF21后，Hep-2细胞中c ycl inD1，

CDK4，CDK6，p-Rb及Bcl-2的蛋白表达水平显著下

降，差异均有统计学意义(P<0.05；图4,5)；P21，

Bax及cleaved-caspase-3的蛋白表达水平显著升高。

表1 引物的名称和序列

Table 1 Name and sequence of the primers

名称 序列 (5'-3')

TCF21 F：CCAGCTACATCGCCCACTTG

R：CTTTCAGGTCACTCTCGGGTTTC

GAPDH F：ACCACAGTCCATGCCATCAC

R：TCCACCACCCTGTTGCTGTA

图1 Hep-2细胞转染TCF21过表达慢病毒载体后TCF21的表达水平

Figure 1 Expression levels of TCF21 in the Hep-2 cell after transfection of TCF21 lentiviral vector

(A) TCF21 mRNA表达；(B) TCF21蛋白表达。与对照组相比，*P<0.05。n=6。

(A) TCF21 mRNA expression; (B) TCF21 protein expression. *P<0.05 vs the control group. n=6. 
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图2 过表达TCF21对Hep-2细胞增殖的影响

Figure 2 Cell proliferation of Hep-2 cells after transfection of TCF21 lentiviral vector

(A) CCK-8检测细胞活力；(B,C)流式细胞术检测细胞周期。与对照组相比，*P<0.05。n=6。

(A) Cell viability determined by CCK-8 assay; (B,C) Cell cycle detected by flow cytometry assay. *P<0.05 vs the control group. n=6.

图3 流式细胞术检测过表达TCF21对Hep-2细胞凋亡的影响

Figure 3 Cell apoptosis of Hep-2 cells after transfection of TCF21 lentiviral vector determined by flow cytometry assay

与对照组相比，*P<0.05。n=6。

*P<0.05 vs the control group. n=6. 
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3  讨论

喉癌是常见的头颈恶性肿瘤，近年来随着工

业污染的加重，其发病率明显上升，且呈年轻化

趋势，严重威胁着人类的生命健康。随着分子生

物学研究的不断进展和诊疗水平的提高，人们对

喉癌相关的肿瘤标记分子的认识也逐渐加深。有

研究 [11 ]提示：TCF2 1在头颈癌中低表达从而发挥

抑癌基因的作用；且有研究 [9-10]显示TCF21可诱导

肿瘤细胞增殖，促进细胞凋亡，但其在喉癌细胞

中的具体作用及相关机制仍不明确。本实验通过

外源性过表达人喉癌细胞系Hep-2中的TCF21，探

讨TCF21对喉癌细胞增殖及凋亡等生物学特性的影

响。CCK-8和流式细胞术细胞周期检测显示：过表

达TCF21后，Hep-2细胞的活力显著降低，并出现

细胞周期的G1/S阻滞，Annex inV/PI双染法检测细

图4 Western印迹检测过表达TCF21对Hep-2细胞中周期相关因子表达的影响

Figure 4 Protein expression of cell cycle-related molecules in Hep-2 cells after transfection of TCF21 lentiviral vector determined 

by Western blot

与对照组相比，*P<0.05。n=6。

*P<0.05 vs the control group. n=6. 
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图4 Western印迹检测过表达TCF21对Hep-2细胞中周期相关因子表达的影响

Figure 4 Protein expression of cell cycle-related molecules in Hep-2 cells after transfection of TCF21 lentiviral vector determined 

by Western blot

与对照组相比，*P<0.05。n=6。

*P<0.05 vs the control group. n=6. 
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胞凋亡则发现：过表达TCF21后Hep-2细胞的凋亡

率明显增加。这一结果提示：TCF21过表达可能是

通过抑制肿瘤细胞的增殖同时促进其凋亡，抑制

肿瘤的发展及恶化。

细胞增殖是通过细胞周期进程实现的，故而

周期异常就成为影响细胞增殖的一个重要因素。

关于细胞周期的分子生物学研究[12-14]显示：细胞周

期素通过与细胞周期素依赖蛋白激酶(CDK)结合形

成复合物促进R b的磷酸化，而磷酸化的R b( p-R b)
则通过一系列的核内调控程序促使细胞越过周期

的G1/S调控点进入S期进行DNA复制，整个过程同

时受到周期素依赖蛋白激酶抑制剂的负向调控。

本实验发现过表达TCF21后，Hep -2细胞中c ycl in 
D1，CDK4，CDK6和p-Rb的蛋白表达水平显著降

低，而 P 2 1 的蛋白表达水平显著升高。说明在喉

癌Hep -2细胞中，过表达TCF21可通过下调c ycl in 
D1，CDK4及CDK6，同时上调P21，抑制c ycl in/
CDK复合物的形成，进而抑制R b的磷酸化，阻滞

细胞周期的G1/S转换，进而抑制细胞增殖。

细 胞 凋 亡 是 一 个 涉 及 多 个 因 素 及 多 条 通 路

的复杂病理生理过程，其中bcl-2家族在细胞凋亡

的调控中发挥重要的作用。B c l - 2 和B a x 则分别是

bcl-2家族中最具代表性的凋亡抑制和凋亡促进因

子 [15]。在多种肿瘤组织中可检测到bcl-2的高表达

和Ba x的低表达，而且过表达bcl-2或下调Ba x还可

抑制多种因素所致的肿瘤细胞凋亡 [16-18]。Western
印迹检测结果显示：过表达TCF21可下调Hep-2细

胞中 b c l - 2 的表达，同时上调 B a x 的表达。此外，

c a s pa se - 3是细胞凋亡的重要效应蛋白，也是多条

凋亡信号的共同通路 [ 1 9 - 2 0 ]，本实验检测到过表达

TCF21之后，Hep-2细胞中cleaved-caspase-3的表达

显著升高。表明过表达TCF21可通过调控bcl-2家族

蛋白的表达，进一步激活caspase-3，最终导致细胞

凋亡。考虑到细胞周期及凋亡调节机制的复杂，

除实验中检测的周期及凋亡相关调控因子之外，

是否还有其他分子的参与以及该过程中涉及的信

号通路还值得进一步研究。

综上所述，人喉癌细胞株 He p - 2 中，过表达

TCF21可通过阻滞细胞周期和促进凋亡相关因子的

表达，进而抑制肿瘤的发展及恶化。
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