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目的
!

了解
8[6>1

在人宫颈癌组织中的表达变化!探讨
8[6>1

对宫颈癌细胞增殖的影响%方法
!

采用
?@+A@B,

C";A

及
i

6D.>36

检测
8[6>1

在宫颈癌组织中的表达'用慢病毒构建过表达
8[6>1

的人宫颈癌细胞株!并用
33T./

及平板克隆

分析
8[6>1

对细胞增殖的影响'

?@+A@B,C";A

和
i

6D.>36

检测
8[6>1

在肿瘤细胞内对
?4D

通路的相关蛋白和基因表达的影

响%结果
!

与癌旁组织相比!

8[6>1

在人宫颈癌组织中低表达'过表达
8[6>1

的宫颈癌细增殖受抑制'

8[6>1

抑制细胞增殖是

通过
?4D

信号通路而发生%结论
!

8[6>1

作为宫颈癌新的候选基因作用有待深入研究%
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宫颈癌是目前病死率较高的一种女性生殖系统肿瘤#严重

威胁妇女的生命和健康&

$

'

)随着对宫颈癌的认识不断深入#诊

疗方法发展#然而患者生存期仍不佳)因此#从分子水平探索

宫颈癌的发生,发展机制#争取宫颈癌的早期诊治#对改善患者

的预后有重要的意义)

8[6>1

基因属于编码
8[6>

家族的一

个成员#其含有一个富含半胱氨酸的同源
[B#KK;@!

蛋白#后者

为公认的
?4D

结合位点&

1

'

)

8[6>+

是一种
?4D

通路的抑

制分子#可以负向调节
?4D

信号通路&

'

'

#抑制许多肿瘤的增

殖,侵袭转移及增加肿瘤的凋亡&

0

'

)因此#作者推测在宫颈癌

组织中
8[6>1

的表达也可能发生变化#并可能参与调控宫颈

癌细胞的生物学行为)为验证上述假设#本研究拟在宫颈癌及

癌旁组织中检测
8[6>1

的表达变化#探索
8[6>1

对宫颈癌

细胞增殖的影响及其机制#为临床提供宫颈癌治疗靶点)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

宫颈癌及癌旁组织来源于本院妇产科
1%$:

年
$

月至
1%$:

年
)

月切除的,初诊为原发性宫颈癌的住院患

者
0

例#年龄
::

#

-%

岁#平均年龄
)$

岁#已获患者知情同意及

本院伦理委员会批准)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养
!

2@<I

和
3.''7

人宫颈癌细胞均购自中国

科学院细胞库#使用
9ZYZ

培养基$

WQV3̂

公司%#

$%]

胎牛

血清$

[V8

#

WQV3̂

公司%)在
'-\

,

:]3̂

1

细胞培养箱中培

养)取对数期生长良好的细胞进行实验)

@&A&A

!

细胞转染及稳转细胞系的构建
!

利用
>36

的方法克

隆人
8[6>1

的全长编码序列并构建表达载体
F

H947'&$.

8[6>1

)利用用慢病毒将表达载体及空载转入宫颈癌细胞株

2@<I

和
3.''7

)利用
W0$/

筛选单克隆细胞#建立
8[6>1

基

因稳定高表达及空载体#并分别命名为
<L.8[6>1

组$转染过

表达
8[6>1

病毒的
2@<I

和
3.''7

细胞%#对照组$转染空载

体的
2@<I

和
3.''7

细胞%及
V;I,P

组$未转染病毒的野生型

2@<I

和
3.''7

细胞%)

@&A&B

!

33T./

细胞增殖检测
!

取
1%%%

个"孔对数生长期的

细胞接种于
()

孔培养板#设
'

个复孔#并设立空白对照)孵育

%

,

10

,

0/

,

-1=

后#每孔加入
33T./

$日本同仁公司%#继续孵育

$=

后#用自动酶标仪以
0:%,5

波长检测各孔吸光度$

O

%值#

取复孔吸光度平均值进行比较)为研究
8[6>1

对宫颈癌细胞

增殖能力的影响#采用
33T./

法检测
8[6>1

正常表达与过表

达时
2@<I

和
3.''7

细胞增殖能力的变化)

@&A&C

!

平板克隆形成检测细胞增殖
!

取对数生长期细胞#接

种于
)

孔培养板中#每孔
:%%

个细胞)加入细胞的培养基#每

组设
'

个复孔)然后将培养板移入
'-\

孵育箱中孵育
$1!

左右)

0]

多聚甲醛固定
$:5#,

#结晶紫染色
$%5#,

)显微镜

下观察,拍照#并计算其克隆形成数$含
:%

个细胞以上的集落

为
$

个克隆%)

@&A&D

!

?@+A@B,C;"A

检测
!

细胞增殖汇合达
/%]

时弃去培养

基#冷
>V8

洗
1

遍#细胞直接刮下吸入
$&:5<

无酶离心管#加

入裂解液
6Q>7

$提前加人终浓度为
$55";

"

<

的蛋白酶抑制

剂
>Z8[

%

1%%#E<

#冰上裂解
'%5#,

后#

0\

,

$1%%%B

"

5#,

离
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心
$%5#,

#吸取上清液至
$&:5<

无酶离心管中#用
V37

法做

标准曲线测蛋白浓度#

$%]

分离胶,

:]

浓缩胶进行电泳#湿转

法转膜#

:]

脱脂牛奶封闭
1=

#一抗于
0\

孵育过夜$

8[6>1

#

A"AI;.

%

.HIA@,#,

#

H.5

J

H

和
3

J

H;#,9$

抗体购买于
7CHI5

公司#

IHA#L@.

%

.HIA@,#,

抗体购买于
Z#;;#

F

"B@

公司%#

DV8D

洗膜
'

次#

二抗$

$j1%%%

%于室温孵育
$=

#

DV8D

洗膜
'

次#

Y3<

发光试

剂发光)为阐明
8[6>1

对宫颈癌细胞增殖的作用机制)用

?@+A@B,C;"A

检测宫颈癌细胞株$

2@<I

和
3.''7

%用过表达

8[6>1

时对
?4D

信号通路的变化,

H.5

J

H

的变化及周期相关

蛋白
3

J

H;#,9$

的变化)

@&A&H

!

6D.>36

检测
!

用
D6QK";

法提取
647

$

D6QK";

购于

Q,L#AB"

N

@,

公司%#反转录合成
H947

$反转录试剂盒
F

B#5@.

8HB#

F

A

DZ

6DP#A

购于宝生物公司%#以其为模板#用
8UV6

F

B@5#EYEDI

i

DZ

WB@@,

!

$购于
DIPIBI

公司%在
6@I;.A#5@

>36

系统上$

V#"6I!

#

2@BHM;@+

#

37

#

R87

%检测靶基因的
56.

47

水平)

H.5

J

H

引物$上游!

:e.33D WWD W3D337 DW7

WW7W73.'e

#下游!

:e.37W73D3DW733DDDDW337W

W.'e

%

3

J

H;#,9$

引物$上游!

:e.D3D 737 33W 737 73D

337D33 W.'e

#下游!

:e.D3D WW3 7DD DDW W7W 7WW

77WDW.'e

%及内参
%

.IHA#,

的引物$上游!

:e.37337DDWW

377DW7 W3W WDD 3.'e

#下游!

:e.7WW D3D DDW 3WW

7DWD3373WD.'e

%)用
i

6D.>36

检测宫颈瘤细胞株$

2@.

<I

和
3.''7

%过表达
8[6>1

时对
H.5

J

H

和周期相关蛋白
3

J

H.

;#,9$

的
5647

的变化)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8>88$/&%

统计软件对数据进行分

析#计量资料以
Ib?

表示#组间比较采用
9

检验#以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

8[6>1

在宫颈癌组织及癌旁组织中的
5647

和蛋白表

达水平比较
!

宫颈癌组织中
8[6>1

的
5647

和蛋白水平均

较癌旁组织明显降低#差异有统计学意义$

!

$

%&%:

%#见图
$

)

!!

7

!

8[6>1

的
5647

表达(

V

!

8[6>1

的蛋白表达(

>

!癌旁组织(

D

!

宫颈癌(

I

!

!

$

%&%:

#与癌旁组织比较)

图
$

!!

8[6>1

在宫颈癌及癌旁组织中的表达水平比较

A&A

!

宫颈癌细胞株
2@<I

和
3.''7

中
8[6>1

的过表达效果

鉴定
!

在宫颈癌组织中#

8[6>1

的
5647

及蛋白水平均低于

癌旁组织)在
2@<I

和
3.''7

细胞中#相比于
V;I,P

组#对照

组的
8[6>1

的
5647

和蛋白表达水平并无明显变化(而
<L.

8[6>1

组
8[6>1

的表达水平较
V;I,P

组及对照组细胞明显升

高$

!

$

%&%:

%#见图
1

)

A&B

!

33T./

检测宫颈癌细胞株
2@<I

和
3.''7

中
8[6>1

的

过表后增殖的影响
!

在
0!

的培养中#

V;I,P

组和对照组的增

殖能力并没有发生明显改变#但
8[6>1

过表达
<L.8[6>1

组

细胞增殖能力明显低于前两组#见图
'

)

A&C

!

平板克隆检测宫颈癌细胞株
2@<I

和
3.''7

中
8[6>1

的过表后增殖的影响
!

平板克隆形成实验检测
8[6>1

对宫颈

癌细胞增殖能力的影响#结果显示#

V;I,P

组和对照组的增殖

能力没有发生明显改变#而在
8[6>1

过表达的
<L.8[6>1

组

细胞增殖能力明显低于前两组#见图
0

)

!!

7

!转染病毒后
2@<I

和
3.''7

细胞
8[6>1

的蛋白表达(

V

!转染

病毒后
2@<I

和
3.''7

细胞的
5647

表达(

$

!

V;I,P

组(

1

!对照组(

'

!

<L.8[6>1

组(

I

!

!

$

%&%:

#与
<L.8[6>1

组比较)

图
1

!!

宫颈癌细胞株
2@<I

和
3.''7

中
8[6>1

的过表达

!!

I

!

!

$

%&%:

#与
%

,

$!

比较)

图
'

!!

33T./

法检测宫颈癌细胞株
2@<I

和
3.''7

中

8[6>1

的过表达

!!

$

!

V;I,P

组(

1

!对照组(

'

!

<L.8[6>1

组(

I

!

!

$

%&%:

#与
<L.8[6>1

组比较)

图
0

!!

平板克隆形成实验检测宫颈癌细胞株
2@<I

和

3.''7

中
8[6>1

的过表达

A&D

!

8[6>1

对宫颈癌细胞的抑制作用
!

?4D

信号被激活

后#

H.5

J

H

蛋白表达降低#

3

J

H;#,9$

蛋白表达减少(

H.5

J

H

和

3

J

H;#,9$

的
5647

表达减少#见图
:

)

!!

I.

%

.HIA@,#,

!激活型的
%

.HIA@,#,

(

A.

%

.HIA@,#,

!总的
%

.HIA@,#,

(

$

!

V;I,P

组(

1

!对照组(

'

!

<L.8[6>1

组(

I

!

!

$

%&%:

#与
<L.8[6>1

组比较)

图
:

!!

宫颈癌
2@<I

细胞株过表达
8[6>1

时对

?4D

信号通路的影响

B

!

讨
!!

论

宫颈癌是全球女性恶性肿瘤中仅次于乳腺癌的恶性肿

瘤&

:

'

#严重危害女性健康)据统计#全世界每年有
1%

多万妇女

死于宫颈癌&

)

'

)而宫颈癌的发生,发展是多因素共同作用下的

%/$$

重庆医学
1%$-

年
'

月第
0)

卷第
(

期

This is trial version
www.adultpdf.com



结果#由于目前有关调控宫颈癌发生,发展的分子机制尚未完

全阐明#用以指导临床的研究更为缺乏#所以中晚期宫颈癌的

疗效不佳)因而#探讨宫颈癌发生,发展的分子机制#寻找宫颈

癌治疗靶点#对于提高宫颈癌的疗效具较大的临床意义与社会

价值)

8[6>1

属于一种分泌型卷曲相关蛋白族组成的
8[6>+

#

该家族主要成员包括
8[6>$

#

:

#均为
?4D

"

%

.HIA@,#,

信号通

路的抑制蛋白&

-./

'

)众所周知#

?4D

信号通路在肿瘤的发生,

胚胎发育和神经退行性疾病均发挥着重要的作用&

(

'

#并已被广

泛的在人类癌症研究)研究表明#

?4D

信号通路在非小细胞

肺癌$

483<3

%

&

$%

'和白血病&

$$

'等多种人类肿瘤中被异常激活)

有研究报道#

8[6>1

可通过影响
8<RW

,

D?Q8D

和
847Q<

这

'

个参与上皮间质转化$

YZD

%的转录因子#从而增加上皮细胞

的标志物
Y.HI!=@B#,

的表达#最后抑制宫颈癌的侵袭转移&

$1

'

)

<M"

等&

$'

'研究发现#在黑色素癌中
8[6>1

启动子发生甲基

化#造成该基因表达降低#激活
?4D

通路(使用
947

甲基化

抑制剂后#

8[6>1

表达增加#并可促进黑色素瘤的侵袭转移能

力)此外#

S#I"

等&

$0

'在口腔鳞状细胞癌中研究发现#

8[6>1

的
5647

水平较癌旁减少#同时#

8[6>1

启动子发生了超甲

基化#通过激活
?4D

通路#增加了口腔鳞状细胞癌细胞的增

殖能力)

UI5I5MBI

等&

$:

'在体外和体内研究中发现#减少肾肿

瘤细胞的
8[6>1

表达可以明显促进肿瘤的生长(相反#稳定过

表达
8[6>1

可以通过增加细胞
W

1

期阶段的比例#抑制肿瘤的

生长,诱导细胞产生凋亡)研究人员还发现#稳定过表达

8[6>1

的细胞系中#磷酸化
%

.HIA@,#,

水平升高)同时可观察

到
H.G"+

#

VH;.1

#

VH;.O

,

H

J

H;#,V1

及细胞周期蛋白
Y

1

基因的表

达增加与
F

:'

的表达下降(

8[6>1

激活
?4D

通路而引起的不

同信号转导通路的改变#促进了肾癌细胞的生长)可见

8[6>1

可从多个角度#调控多种肿瘤的
?4D

通路活性#在肿

瘤的发生,发展过程中起重要作用)

目前
8[6>1

对宫颈癌细胞增殖的影响鲜见报道#为了初

步探讨
8[6>1

在宫颈癌发生,发展中可能的重要作用#本研究

用临床标本#检测了
8[6>1

的表达#发现在宫颈癌组织中

8[6>1

呈低表达状态(提示
8[6>1

异常表达很可能为促癌因

子#参与宫颈癌的发生,发展过程)随后作者在体外部分的研

究发现#通过
33T./

和平板克隆形成实验发现过表达
8[6>1

可以抑制宫颈癌的增殖能力#且
8[6>1

的这种效应与抑制

?4D

信号通路及其下游靶基因
H.5

J

H

和
3

J

H;#,9$

等基因和

蛋白的表达水平密切相关)

综上所述#本研究首次发现了
8[6>1

参与宫颈癌发生,发

展的可能机制#同时也加深了作者对
8[6>1

蛋白参与调控肿

瘤生物学行为的认识#并为宫颈癌的诊断提供了方向#也为治

疗宫颈癌新药的作用靶点提供了新的实验证据#值得进一步深

入研究)
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