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　　［摘要］　目的　探讨１００５８Ｆ４诱导宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞凋亡的现象及机制。方法　用ＣＣＫ８的方法检测不同浓度的１００５８

Ｆ４和１００５８Ｆ４作用不同时间对ＣａＳｋｉ细胞生长的影响；流式细胞术检测１００５８Ｆ４对ＣａＳｋｉ凋亡率的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检

测１００５８Ｆ４的药物有效性（ｃＭＹＣ的表达下调）及对ＣａＳｋｉ细胞的凋亡诱导作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ的方法检测线粒体蛋

白的表达情况，流式细胞术检测细胞ＲＯＳ产生。结果　通过ＣＣＫ８实验检测出１００５８Ｆ４对ＣａＳｋｉ的增殖抑制具有时间依赖性和

浓度依赖性，始于第４８小时，ＩＣ５０为１２２μｍｍｏｌ／Ｌ。用１２２μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４处理ＣａＳｋｉ细胞４８ｈ，通过流式细胞术检测凋亡

发现处理组细胞出现明显凋亡（５２％），同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现剪切型ＰＡＲＰ表达量上调。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ检测发

现１２２μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４处理ＣａＳｋｉ细胞４８ｈ可以明显降低线粒体氧化磷酸化蛋白（ＮＤＵＦＳ１、ＳＤＨＡ、ＵＱＣＲＣ２、ＣＯＸＩＶ、

ＯＳＣＰ）的表达，引起线粒体活性氧（ＲＯＳ）产生明显增高，从而诱导细胞凋亡。结论　１００５８Ｆ４可以通过降低线粒体氧化磷酸化

蛋白的表达引起ＲＯＳ产生来诱导ＣａＳｋｉ细胞凋亡。
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　　宫颈癌是当今世界上影响妇女健康最常见的肿瘤之一。

现在恶性肿瘤的治疗手段有手术治疗、化疗、放疗和分子靶向

药物，而手术治疗和化疗为治疗宫颈癌的常用手段。现已有报

道证实在多数宫颈癌病例中存在ｃＭＹＣ基因高表达的情况且

在宫颈癌病情进展中起着重要的作用［１］。作为ｃＭＹＣ基因的

一种小分子靶向抑制剂，１００５８Ｆ４已经被认作是治疗多种肿

瘤的分子靶向药物［２４］。但是１００５８Ｆ４对宫颈癌的治疗效果

却鲜有报道。本研究拟观察１００５８Ｆ４对宫颈癌细胞ＣａＳｋｉ的

杀伤作用，并初步探讨１００５８Ｆ４诱导ＣａＳｋｉ细胞凋亡的作用

机制，为以后宫颈癌新化疗方案提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞株和培养条件　ＣａＳｋｉ细胞株来自美国细胞典藏中

心（ＡＴＣＣ），培养基为ＤＭＥＭ （Ｇｉｂｉｃｏ公司）添加１０％四季青

胎牛血清，在３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养。

１．２　实验材料　１００５８Ｆ４（中国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司），ＣＣＫ８（日本的

Ｄｏｊｉｎｄｏ公司），凋亡试剂盒（美国ＢＤ公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（美

国Ｌｉｆｅ公司），逆转录试剂盒（日本Ｔｏｙｏｂｏ），蛋白裂解液ＲＩＰＡ

（碧 云 天），抗 体 ｃＭＹＣ、ＧＡＤＰＨ 、ＮＤＵＦＳ１、ＳＤＨＡ、

ＵＱＣＲＣ２、ＣＯＸ Ⅳ、ＯＳＣＰ（武汉三鹰生物技术有限公司）、

ＰＡＲＰ（美国Ａｂｃａｍ公司）。线粒体活性率（ＲＯＳ）染料（美国

Ｌｉｆｅ公司）。

１．３　ＣＣＫ８实验　１００５８Ｆ４时间依赖实验：取对数增长期的

ＣａＳｋｉ细胞，消化接种到９６孔板（４０００个／孔），１２ｈ后分别加

入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和１００μｍｏｌ／Ｌ（共１００μＬ）的１００５８Ｆ４

（每组４个复孔）。在２４、３６、４８、６０、７２ｈ后加入１０μＬＣＣＫ８，

３７℃培养箱孵育１ｈ，４５０ｎｍ波长条件下读取吸光度（犃）值。

１００５８Ｆ４浓度依赖实验：取对数增长期的ＣａＳｋｉ细胞，消化接

种到９６孔板（４０００个／孔），１２ｈ后分别加入１０、２５、５０、１００、

２００、４００μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４和等体积的ＤＭＳＯ，４８ｈ后加

入１０μＬＣＣＫ８，３７℃培养箱孵育１ｈ，４５０ｎｍ波长条件下读取

犃值。

１．４　流式细胞术检测凋亡　取处于对数增长期的ＣａＳｋｉ细
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胞，消化接种到六孔板，待细胞融合度为５０％左右时，加入１２２

μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４和相同体积的ＤＭＳＯ，４８ｈ后收取两组

细胞，用ＰＢＳ洗涤１次，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清，每管

加入３００μＬ的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞。加入５μＬ的

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，避光，室温孵育１５ｍｉｎ，再加入５μＬ

的碘化丙啶（ＰＩ）染色５ｍｉｎ后上机以未加１００５８ＦＡ细胞作为

对照组。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１００５８Ｆ４处理细胞后的蛋白水平变化

　取对数增长期的ＣａＳｋｉ细胞，消化接种到六孔板，待细胞融

合度为５０％左右时，加入１２２μｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４和相同体积

的ＤＭＳＯ，４８ｈ后收取两组细胞。每组加入６０μＬＲＩＰＡ蛋白

裂解液，冰浴１０ｍｉｎ，超声充分裂解细胞，１２０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，取上清液。每组取１μＬ用考马斯亮蓝法检测蛋白浓度。

在蛋白上清中加入５×的含还原剂的蛋白上样缓冲液，沸水中

煮１０ｍｉｎ充分变性。取６０μｇ的蛋白于１０％聚丙烯酰胺凝胶

中电泳２ｈ。用湿转的方式将蛋白转移至聚偏氯乙烯（ＰＶＤＦ）

膜上，５％牛血清清蛋白（ＢＳＡ）室温封闭１０ｍｉｎ。一抗于４℃

中孵育过夜。第２天用ＥＣＬ显色。

１．６　实时荧光定量检测１００５８Ｆ４处理细胞后的线粒体蛋白

ｍＲＮＡ水平变化　按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒的说明书提取总ＲＮＡ，取

１μｇ总ＲＮＡ按照Ｔｏｙｏｂｏ逆转录试剂盒的说明书进行逆转录

（条件４２℃１ｈ，７２℃１０ｍｉｎ）。实时荧光定量ＰＣＲ体系：１

μＬｃＤＮＡ，１０μＬＭｉｘ（ＤＢＩ），１μＬ引物（上游引物０．５μＬ，下

游引物０．５μＬ），８μＬ水。以 ＧＡＰＤＨ 为内参。引物序列如

下。见表１。

表１　　引物序列

基因 引物（５′３′）

ＧＡＰＤＨ ＡＡＴＧＧＡＣＡＡＣＴＧＧＴＣＧＴＧＧＡＣ

ＣＣＣＴＣＣＡＧＧＧＧＡＴＣＴＧＴＴＴＧ

ＮＤＵＦＳ１ ＴＴＡＧＣＡＡＡＴＣＡＣＣＣＡＴＴＧＧＡＣＴＧ

ＣＣＣＣＴＣＴＡＡＡＡＡＴＣＧＧＣＴＣＣＴＡ

ＳＤＨＡ ＣＡＡＡＣＡＧＧＡＡＣＣＣＧＡＧＧＴＴＴＴ

ＣＡＧＣＴＴＧＧＴＡＡＣＡＣＡＴＧＣＴＧＴＡＴ

ＵＱＣＲＣ２ ＴＴＣＡＧＣＡＡＴＴＴＡＧＧＡＡＣＣＡＣＣＣ

ＧＧＴＣＡＣＡＣＴＴＡＡＴＴＴＧＣＣＡＣＣＡＡ

ＣＯＸⅣ ＡＣＴＡＣＣＣＣＡＴＧＣＣＡＧＡＡＧＡＧ

ＴＣＡＴＴＧＧＡＧＣＧＡＣＧＧＴＴＣＡＴＣ

ＯＳＣＰ ＧＧＧＣＧＧＧＧＡＧＡＴＧＣＴＴＴＡＣ

ＣＧＣＴＣＡＴＡＧＡＣＡＧＴＣＣＴＣＡＧＧ

１．７　流式细胞术检测线粒体ＲＯＳ产生　将Ｌｉｆｅ公司的 Ｍｉ

ｔｏＳＯＸ加入培养基中３７℃孵育细胞１０ｍｉｎ后收取细胞，８００

ｒ／ｍｉｎ离心，冰ＰＢＳ洗涤１次，８００ｒ／ｍｉｎ离心再用冰ＰＢＳ重悬

细胞，上机检测。

２　结　　果

２．１　１００５８Ｆ４对宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞的作用具有时间依赖性和

浓度依赖性　ＣＣＫ８检测显示，１００μｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４作用

２４、３６、４８、６０、７２ｈ对 ＣａＳｋｉ细胞的存活率分别为９６．４％、

９１．９％、９１．１％、７３．７％、４８．５％、３４．６％，见 图 １Ａ。说 明

１００５８Ｆ４作用细胞４８ｈ的时候开始对细胞有明显的生长存

活，并具有时间依赖性。１０、２５、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ的

１００５８Ｆ４处理４８ｈ后对ＣａＳｋｉ细胞进行ＣＣＫ８检测显示，生

长抑制率分别为９１．７％、８３．７％、８４．９％、５５．４％、３３．３％、３２．

０％，见图１Ｂ。通过ＳＰＳＳ软件计算，作用４８ｈ１００５８Ｆ４的

ＩＣ５０为１２２μｍｏｌ／Ｌ。同时表明，１００５８Ｆ４对宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞

的作用具有浓度依赖性。

　　Ａ：时间依赖；Ｂ：浓度值依赖；以未加１００５８ＦＡ细胞作为对照组。

图１　　ＣＣＫ８实验用来检测１００５８Ｆ４

对ＣａＳｋｉ细胞增殖的影响

２．２　１００５８Ｆ４可以诱导宫颈癌 ＣａＳｋｉ细胞凋亡　用１２２

μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４作用ＣａＳｋｉ细胞４８ｈ后，白光显微镜下

可以观察到细胞开始出现凋亡现象，见图２Ａ，流式细胞术检测

显示１００５８Ｆ４组较对照组细胞出现明显凋亡（凋亡率为

５２％），见图２Ｂ。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示处理组细胞的ｃ

ＭＹＣ表达受抑制的同时ＰＡＲＰ表达量明显升高，见图２Ｃ。流

式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ两个实验同时说明１００５８Ｆ４能够明

显诱导ＣａＳｋｉ细胞凋亡。

　　Ａ：白光显微镜（×１０）；Ｂ：流式细胞术；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。

图２　　１００５８Ｆ４可以诱导ＣａＳｋｉ细胞发生明显凋亡

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：ＰＣＲ分析图；Ｃ：对照组流式细胞术；Ｄ：

１００５８Ｆ４组流式细胞术。

图３　　１００５８Ｆ４降低了线粒体氧化磷酸化蛋白的

表达并引起线粒体活性氧簇增多
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２．３　１００５８Ｆ４明显抑制线粒体氧化呼吸链组分的表达　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，与对照组比较，１００５８Ｆ４可以降低

ＮＤＩＦＳ１（线粒体复合体一组分）、ＳＤＨＡ（线粒体复合体二组

分）、ＵＱＣＲＣ２（线粒体复合体三组分）、ＣＯＸⅣ（线粒体复合体

四组分）、ＯＳＣＰ（线粒体复合体五组分）的蛋白表达（犘＜

０．０５），见图３Ａ。实时荧光定量ＰＣＲ表明 ＮＤＵＦＳ１、ＳＤＨＡ、

ＵＱＣＲＣ２、ＣＯＸⅣ、ＯＳＣＰｍＲＮＡ水平也明显较对照组低（犘＜

０．０５），见图３Ｂ。证明１００５８Ｆ４可以抑制线粒体氧化呼吸链

蛋白的转录从而降低氧化呼吸链蛋白的表达水平。

２．４　１００５８Ｆ４明显诱导ＣａＳｋｉ细胞线粒体 ＲＯＳ产生　１２２

μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４处理细胞４８ｈ后能够明显增高ＣａＳｋｉ

细胞线粒体ＲＯＳ的产量，对照组ＲＯＳ产生量为５６．２１，１００５８

Ｆ４组ＲＯＳ产生量为５１９．４６，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

见图３Ｃ。

３　讨　　论

　　很多宫颈癌患者在就诊时已失去最佳手术时机，改善这部

分患者的手段目前主要包括系统性化疗、放疗、分子靶向治

疗［５］，以及近年来取得进展的免疫靶向治疗。ｃＭＹＣ在肿瘤

发生发展中起到了促进作用［６］，并且宫颈癌普遍存在ｃＭＹＣ

基因拷贝数的增高［７］。有文献报道，宫颈癌组织中ｃＭＹＣ的

表达量较正常组织明显升高［８］。而宫颈癌现在仍是威胁人类

健康的恶性难治愈的疾病，近四十年发病率仍逐年上升。而ｃ

ＭＹＣ也是肿瘤治疗的一个新靶点
［９］。所以探寻宫颈癌新的治

疗方式仍然是目前科研工作者关注的重要方面。为寻找并证

明１００５８Ｆ４成为针对宫颈癌的治疗药物的可能性，笔者进行

了相关的实验。

首先通过ＣＣＫ８实验，确定了１００５８Ｆ４对ＣａＳｋｉ细胞的

生长抑制具有时间依赖性和浓度依赖性，并且作用４８ｈ

１００５８Ｆ４的ＩＣ５０为１２２μｍｍｏｌ／Ｌ。药物对肿瘤细胞造成生长

抑制的原因有两个：（１）抑制细胞通过有丝分裂进行增殖；（２）

对肿瘤细胞进行杀伤，也就是诱导细胞凋亡。后续的流式细胞

术检测凋亡的实验证实１００５８Ｆ４对ＣａＳｋｉ细胞的作用机制主

要是诱导细胞凋亡。这一结果也通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行了

佐证。

目前关于ｃＭＹＣ抑制剂诱导肿瘤细胞凋亡主要是通过抑

制Ｂｃｌ２的表达同时促进Ｂａｘ的表达
［２，１０］。本文发现并确认

１００５８Ｆ４能够降低线粒体氧化呼吸链相关蛋白的表达。在用

１２２μｍｍｏｌ／Ｌ的１００５８Ｆ４处理ＣａＳｋｉ细胞４８ｈ后，线粒体氧

化磷酸化复合体一、二、三、四、五的组成成分 ＮＤＵＦＳ１、

ＳＤＨＡ、ＵＱＣＲＣ２、ＣＯＸＩＶ、ＯＳＣＰ在 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平

都有明显下降。线粒体氧化呼吸链除了是产生ＡＴＰ提供能量

的主要场所以外，还是清除超氧化物的场所［１１１２］。因此，本研

究进一步检测发现１００５８Ｆ４处理ＣａＳｋｉ细胞４８ｈ后线粒体

ＲＯＳ产生明显增多。已经有多篇文献证明 ＲＯＳ产生增多可

以促进细胞凋亡［６，１３］。

本文认为，１００５８Ｆ４抑制降低线粒体氧化呼吸链相关蛋

白的表达，增加线粒体ＲＯＳ产生，进而诱导细胞凋亡。目前越

来越多的文献证实肿瘤细胞中线粒体的量和功能活跃，并给肿

瘤细胞增殖提供原材料［１４］。本文中的细胞实验从１００５８Ｆ４

抑制线粒体功能的角度出发，发现１００５８Ｆ４诱导宫颈癌细胞

凋亡的机制，为以后１００５８Ｆ４成为治疗宫颈癌的化疗药物提

供理论依据。本实验结果为探寻宫颈癌新治疗方案提供了理

论依据。
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