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　　摘　要：目的　研究短时间应用顺铂是否会引起宫颈癌细胞株 ＨＣＥ１发生上皮间质转化（ＥＭＴ），明确Ｔｗｉｓｔ１是否为调控顺

铂诱导宫颈癌细胞ＥＭＴ的关键转录因子。方法　采用倒置相差显微镜、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法和免疫组织化学法分别从细

胞形态、生长曲线和标志性蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况。以 ＨＣＥ１细胞株为对照组，加顺铂组（终浓度０．１ｍｇ／Ｌ）为实

验组，观察加入顺铂２４、４８、７２、９６ｈ后，宫颈癌细胞株 ＨＣＥ１是否发生ＥＭＴ及其时间点。采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测肿瘤细

胞体外侵袭能力，免疫组织化学方法检测Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）蛋白表达证实ＥＭＴ发生。半定量 ＲＴＰＣＲ方法比较 ＥＭＴ前、后

Ｔｗｉｓｔ１表达。结果　低剂量顺铂处理 ＨＣＥ１７２ｈ后，ＨＣＥ１细胞形态发生ＥＭＴ的改变；上皮细胞标志性蛋白细胞黏附分子（Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达减少、间质细胞标志性蛋白Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增强，Ｐｇｐ蛋白表达增强；对照组 ＨＣＥ１平均穿膜细胞数为（３９．００００±

２．８２８４）个，ＥＭＴ组 ＨＣＥ１平均穿膜细胞数为（１００．１６６７±３．８６８７）个；ＲＴＰＣＲ法测得 Ｔｗｉｓｔ１／内参 ＯＤ比值在对照组

０．２００２±０．０００９，ＥＭＴ组０．６１５６±０．００５１，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　低剂量顺铂早期即可诱导 ＨＣＥ１

发生ＥＭＴ，发生ＥＭＴ的 ＨＣＥ１细胞体外侵袭能力和耐药性增强，Ｔｗｉｓｔ１是调控顺铂诱导宫颈癌细胞ＥＭＴ的关键转录因子。
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　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是具

有极性的上皮细胞转换成具有活动能力、能够在细胞基质间自

由移动的间质细胞的过程。近年有学者通过比较多种耐药细胞

系和其亲本细胞系的形态和检测ＥＭＴ标记性蛋白的表达，证

实耐药细胞株发生ＥＭＴ改变，并使细胞侵袭力增强
［１］。但在

化疗药物干预早期，ＥＭＴ能否发生、发生的时间点及其与肿瘤

细胞侵袭能力和耐药性之间的关系等问题，目前尚不清楚。本

文通过体外细胞学实验研究，以低剂量短时间给药处理，详细

观察顺铂诱导低分化宫颈癌 ＨＣＥ１细胞株ＥＭＴ的时间点及

其与肿瘤细胞侵袭能力和耐药性之间的关系，并明确 Ｔｗｉｓｔ１

是否为调控顺铂诱导宫颈癌细胞ＥＭＴ的关键转录因子。

１　材料与方法

１．１　材料　实验细胞：人低分化宫颈癌 ＨＣＥ１细胞株购自中

南大学湘雅医学院细胞中心。主要试剂：高糖亚甲基双丙烯酰

胺（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养基购自

Ｇｉｂｃｏ公司，新生牛血清购自杭州四季青公司，胰蛋白酶和二

甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自 Ａｍｅｒｓｃｏ公司，四

甲基偶氮唑盐（３（４，５）ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｈｉａｚｏ（ｚｙ１）３，５ｄｉｐｈｅ

ｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）试剂购自 Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室购自ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔｅｒ公司，基底膜 Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自ＢＤＢｉｏ

ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，顺铂（批号：Ｈ３７０２１３５８）购自山东齐鲁制药厂，

相对分子质量３００．３Ｄａ。一抗抗体 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｐ

Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ购自ＰｒｏＭａｂ公司。二抗羊抗鼠／兔抗体免疫组

织化学试剂盒购自迈新公司。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自ＴＯＹＯＢＯ公司，ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

（０．０５ｕｎｉｔｓ／ｕＬ ＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，４

７２７１重庆医学２０１３年５月第４２卷第１５期

 基金项目：海南省教育厅高校科学研究资助项目（Ｈｊｋｊ２０１１３３）。　作者简介：杨丞（１９７９～），讲师，硕士研究生，主要从事肿瘤病理学研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３６９８９８００７９；Ｅｍａｉｌ：ｒａｏｘｉａｎｇ０７０１＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



ｍｍｏｌＭｇＣｌ２，０．４ｍｍｏｌｄＮＴＰ）购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＤＮＡ

ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购自ＴａＫａＲａ公司，ＡＧＡＲＯＳＥ购自ＡＭＲＥＳ

ＣＯ公司，１０×ＤＮＡ上样缓冲液购自ＰｒｏＭａｂ公司。ＰＣＲ引物

用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。引

物序列及产物长度如下：Ｔｗｉｓｔ上游引物：５′ＧＡＧＴＣＣＧＣＡ

ＧＴＣＴＴＡ ＣＧＡ Ｇ３′，下游引物：５′ＡＴＣＣＴＣＣＡＧ ＡＣＣ

ＧＡＧＡＡＧ３′，长度２８２ｂｐ；甘油醛３磷酸脱氢酶（Ｇｌｙｃｅｒａｌ

ｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）上 游 引 物：５′

ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游引物：５′ＴＣＣ

ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′，长度４５０ｂｐ。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养并形态观察　以 ＨＣＥ１细胞株为对照组，加

顺铂组（终浓度０．１ｍｇ／Ｌ）为实验组，分别以相同的细胞量接

种到培养瓶，加入１０％新生牛血清ＤＭＥＭ 培养基置３７℃、

５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中孵育，分别于２４、４８、７２、９６ｈ等以倒

置相差显微镜观察细胞形态并拍照，比较细胞形态差异，寻找

顺铂诱导细胞ＥＭＴ的时间点。

１．２．２　细胞生长曲线测定方法　待以上细胞长至对数生长

期，用胰酶消化后重悬并进行细胞计数，在９６孔板每孔加入

１００μＬ（１０
４／ｍＬ）细胞，各设３个平行孔，置３７℃５％ＣＯ２ 细胞

培养箱培养，待２４ｈ后吸取实验组培养液加入１００μＬ含顺铂

的培养液（终浓度０．１ｍｇ／Ｌ）。再过２４ｈ每孔加１０μＬＭＴＴ（

５ｇ／Ｌ），３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中继续孵育４ｈ后弃上清

液，每孔再加２００μＬＤＭＳＯ，出现蓝紫色颗粒结晶并充分溶解

后于５７０ｎｍ处测光密度（ＯＤ）值，连续６ｄ。然后以ＯＤ值为

纵轴，时间为横轴绘制细胞生长曲线，比较生长趋势差异。

１．２．３　细胞免疫组织化学检测方法　以 ＨＣＥ１细胞株为对

照组，在ＥＭＴ时间点的细胞为ＥＭＴ组，取生长状态良好的细

胞玻片，ＤＨａｎｋ′ｓ缓冲液清洗２次，于固定液固定１０ｍｉｎ，１×

ＰＢＳ缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．２）洗涤细胞片５ｍｉｎ×３次，

３％Ｈ２Ｏ２ 室温孵育１０ｍｉｎ，再用１×ＰＢＳ缓冲液洗涤５ｍｉｎ×３

次；滴加正常山羊血清封闭液，室温２０ｍｉｎ，甩去多余液体，滴

加一抗５０μＬ，４℃过夜；１×ＰＢＳ缓冲液洗涤５ｍｉｎ×３次，滴

加复合二抗（辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ），室温静置２０

ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次；二氨基联苯胺（Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ

ｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色约４ｍｉｎ，浸入自来水终止显色，苏木精复染，

乙醇分化１ｓ，自来水冲洗１５ｍｉｎ，入乙醇脱水二甲苯透明；中

性树胶封片，镜检。比较两组细胞阳性染色差异。

１．２．４　肿瘤细胞侵袭实验方法　用５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ１∶８

稀释液包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，４℃风干；消化细

胞，终止消化后离心弃去培养液，用ＰＢＳ洗涤２遍，用含牛血

清白蛋白的无血清培养基重悬。调整细胞密度至５×１０４／ｍＬ；

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室６孔板下室加入１ｍＬ含胎牛血清（Ｆｅｔａｌｃａｌｆ

ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的培养基，上室加入细胞悬液，每组设３个平行

孔，培养细胞２４ｈ。用棉签擦去基质胶和上室内的细胞，用

９５％乙醇固定１５ｍｉｎ，苏木素染色１０ｍｉｎ，２００倍光镜视野下

计数５个视野，计算平均细胞穿孔数。

１．２．５　半定量 ＲＴＰＣＲ检测 Ｔｗｉｓｔ１表达方法　每组取１０
７

个细胞加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂消化，室温静置５ｍｉｎ后加入０．２

ｍＬ氯仿，震荡１５ｓ后在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将

水样层转移至干净的试管，加入０．５ｍＬ异丙醇，混匀后－２０

℃下静置１５ｍｉｎ，在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移去上

层悬液，将ＲＮＡ沉淀用１ｍＬ７５％乙醇洗涤，在振荡器上混匀

后４℃下７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液。适度干燥

ＲＮＡ沉淀后，加入适量０．１％焦磷酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒ

ｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）水，使ＲＮＡ完全溶解。２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｓ。

紫外吸收测定法测定ＲＮＡ在分光光度计２６０ｎｍ和２８０ｎｍ

处的吸收值，评估 ＲＮＡ 纯度。逆转录体系如下：总 ＲＮＡ

１μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，无ＲＮａｓｅ水１０μＬ，５×

ＲＴＢｕｆｆｅｒ４μＬ，ｄＮＴＰ混合物（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＲＮａｓｅ抑制

剂（１０ｕ／μＬ）１μＬ，逆转录酶１μＬ，在４２℃反应２０ｍｉｎ，９９℃

反应５ｍｉｎ，４℃反应５ｍｉｎ，即完成ｃＤＮＡ第一链合成。ＰＣＲ

反应体系如下：ｃＤＮＡ模板１μＬ，引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒ混合液（成分见材料）１２．５μＬ，ＰＣＲ缓冲液１０．５μＬ，在

９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，４０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。取８μＬＰＣＲ产物加入２μＬ

上样缓冲液中于１．５％的琼脂糖凝胶上电泳（９０ｖ３０ｍｉｎ），用

ＶＤＳ凝胶成像仪摄影后进行灰度扫描，计算各扩增产物与

ＧＡＤＰＨ的比值。重复３次。

１．３　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，组

间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态　分别于２４、４８、７２、９６ｈ在显微镜下比较两组

细胞的形态，发现实验组细胞在７２ｈ发生ＥＭＴ的形态改变：

连接紧密的细胞变得扁平，更趋于梭形，且失去了大部分细胞

连接（图１）。７２ｈ即为 ＨＣＥ１发生ＥＭＴ的时间点。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图１　　两组７２ｈＨＣＥ１细胞形态（倒置显微镜×１００）
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２．２　细胞生长曲线　实验组细胞生长趋势于７２ｈ前稍慢于

对照组，７２ｈ后生长趋势逐渐与对照组接近，９６ｈ后两组细胞

均进入平台期，生长趋势基本重合，见图２。

２．３　细胞免疫组织化学检测结果　细胞黏附分子（Ｅｃａｄｈａｒ

ｉｎ）定位于细胞膜和细胞间桥处，对照组高表达，ＥＭＴ组表达

减少；ｖｉｍｅｎｔｉｎ定位于细胞膜及细胞质处，对照组有表达，

ＥＭＴ组表达增加；Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）定位于细胞膜及细胞质处，

对照组有表达，ＥＭＴ组表达增加，见图３。

２．４　肿瘤细胞侵袭结果　对照组 ＨＣＥ１细胞的平均穿膜细胞

数为（３９．００００±２．８２８４）个，ＥＭＴ组ＨＣＥ１的平均穿膜细胞数

为（１００．１６６７±３．８６８７）个，ＥＭＴ组较对照组细胞多，侵袭能力

ＥＭＴ组强于对照组，其差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图４。

图２　　宫颈癌细胞株 ＨＣＥ１ＭＴＴ生长曲线

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＥＭＴ组。

图３　　两组 ＨＣＥ１细胞标志蛋白的免疫组织化学检测（ＳＰ法×２００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＥＭＴ组。

图４　　两组 ＨＣＥ１细胞侵袭能力检测（倒置显微镜×２００）

　　Ｍ：ＤＬ２０００标记物；１：对照组 Ｔｗｉｓｔ；２：ＥＭＴ组 Ｔｗｉｓｔ；３：对照组

ＧＡＰＤＨ；４：ＥＭＴ组ＧＡＰＤＨ。

图５　　ＰＣＲ产物的电泳结果

２．５　半定量 ＲＴＰＣＲ检测 Ｔｗｉｓｔ１表达　对照组 ＨＣＥ１总

ＲＮＡＡ２６０／Ａ２８０为１．８７３０，ＥＭＴ组为１．９０４０。对照组各

条带ＯＤ值与内参 ＯＤ比值为０．２００２±０．０００９，ＥＭＴ组为

０．６１５６±０．００５１，ＥＭＴ组Ｔｗｉｓｔ１表达比对照组增强，差异有
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统计学意义（犘＜０．０５），见图５。

３　讨　　论

ＥＭＴ是胚胎发育中形态生发的一个关键过程，以上皮细

胞极性的丧失及间质特性的获得为重要特征，具体包括：细胞

黏附分子（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达减少；角蛋白为主的细胞骨架转变

为波形蛋白为主的细胞骨架，从而引起细胞形态的改变［２］。

本实验研究显示，宫颈癌 ＨＣＥ１细胞经过低剂量顺铂处

理７２ｈ可发生ＥＭＴ的形态变化，上皮细胞标志性蛋白Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ表达减少、间质细胞标志蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增强进一步

证明ＥＭＴ的发生。从生长曲线来看，生长曲线趋势７２ｈ前实

验组慢于对照组，提示顺铂对肿瘤细胞有一定的杀伤作用，引

起细胞的凋亡，７２ｈ后生长趋势逐渐接近并与对照组重合，说

明顺铂诱导宫颈癌细胞发生ＥＭＴ后，细胞生长速度会增快，

因此，低剂量顺铂诱导宫颈癌细胞发生 ＥＭＴ 是一个早期

事件。

顺铂是宫颈癌化疗的一线药物，但宫颈癌细胞对化疗药物

获得性耐药是化疗失败的主要原因，尤其用小剂量化疗药物诱

导宫颈癌细胞，更易导致耐药的产生［３］。近年研究表明，多药

耐药基因１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ１，ＭＤＲ１）编码的Ｐｇｐ

的过表达与多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）发生有

关［４］，而Ｐｇｐ蛋白表达升高的肿瘤细胞具有增强的侵袭转移

能力，提示化疗药物诱导肿瘤细胞耐药性和侵袭性增强之间存

在内在联系［５６］。最近的研究证实肿瘤的侵袭转移、多药耐药

还与ＥＭＴ相关
［７８］。本实验显示ＥＭＴ组 ＨＣＥ１细胞体外侵

袭能力增强，Ｐｇｐ蛋白表达增强，也从细胞生物学特性上证实

低剂量顺铂诱导宫颈癌细胞ＨＣＥ１发生了ＥＭＴ。从上可知化

疗药物在治疗早期诱导ＥＭＴ是使宫颈癌化疗失败的关键性

原因。因此，早期阻止ＥＭＴ的发生，对防止形成耐药性、降低

转移的风险有重要意义。

本实验中顺铂诱导宫颈癌细胞 ＨＣＥ１发生 ＥＭＴ 后，

Ｔｗｉｓｔ１表达明显高于ＥＭＴ前，可以证实Ｔｗｉｓｔ１与宫颈癌细

胞ＥＭＴ的发生密切相关，是调节顺铂诱导 ＨＣＥ１发生ＥＭＴ

的关键转录因子。而碱性螺旋环螺旋家族的转录因子

Ｔｗｉｓｔ，已被证实在胃癌
［９１０］、乳腺癌［１１１２］、前列腺癌［１３］、肝

癌［１４］这些实体肿瘤存在过表达，Ｔｗｉｓｔ表达的升高还与肿瘤的

分期、预后有关［１５］。本研究结果提示，针对Ｔｗｉｓｔ的基因抑制

在宫颈癌化疗中可望产生协同作用，为提高临床肿瘤化疗效果

提供一种新思路。
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