
论著·基础研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2023.14.005
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms2/detail/50.1097.R.20230707.1135.002.html(2023-07-07)

敲低FAM83D调节宫颈癌细胞干细胞特性的作用及机制*

张 岚,王静依△,刘述江,叶礼翠,吴欣瑜

(成都医学院第二附属医院/核工业四一六医院妇产科,成都
 

610057)

  [摘要] 目的 探究敲低序列相似性83蛋白质家族成员D(FAM83D)对调节宫颈癌细胞干细胞特性的作

用及其机制。方法 收集手术切除的宫颈癌组织及对应癌旁组织,培养宫颈癌细胞株Hela、Siha、C33A及正常

宫颈上皮细胞株H8,检测FAM83D及干细胞标志基因Sox2、Oct4的 mRNA及蛋白表达水平。对 Hela细胞

进行分组,转染阴性对照(NC)siRNA、FAM83D
 

siRNA,感染NC
 

shRNA慢病毒、FAM83D
 

shRNA慢病毒,联
合使用对照溶剂二甲基亚砜(DMSO)或β-catenin通路激动剂SKL2001,检测FAM83D及干细胞标志基因

Sox2、Oct4的mRNA及蛋白表达水平,并采用瘤球形成实验检测肿瘤干细胞特性。结果 宫颈癌组织中

FAM83D、Oct4、Sox2
 

mRNA 相对表达水平均明显高于癌旁组织(P<0.001),且宫颈癌组织中FAM83D
 

mRNA与Oct4、Sox2
 

mRNA相对表达水平均呈负相关(r=-0.351、-0.332,P<0.05)。Hela、Siha、C33A
细胞中FAM83D、Oct4、Sox2

 

mRNA和蛋白相对表达水平均明显高于 H8细胞(P<0.05),并且 Hela细胞中

FAM83D、Oct4、Sox2
 

mRNA和蛋白相对表达水平均明显高于Siha、C33A细胞(P<0.05)。转染siRNA或感

染shRNA慢病毒敲低FAM83D后,Hela细胞的细胞球形成率及Oct4、Sox2、β-catenin
 

mRNA和蛋白相对表

达水平均明显降低(P<0.05);联合使用β-catenin通路激动剂SKL2001,Hela细胞的细胞球形成率及 Oct4、

Sox2
 

mRNA和蛋白相对表达水平均明显升高(P<0.05)。结论 敲低FAM83D对宫颈癌细胞干细胞特性具

有抑制作用,该作用与抑制 Wnt/β-catenin通路有关。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

knockdown
 

of
 

FAM83D
 

on
 

regulating
 

stem
 

cell
 

characteristics
 

of
 

cervical
 

cancer
 

cells.Methods Surgically
 

resected
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

and
 

corre-
sponding

 

paracancerous
 

tissues
 

were
 

collected,the
 

cervical
 

cancer
 

cell
 

lines
 

Hela,Siha,C33A
 

and
 

normal
 

cervi-
cal

 

epithelial
 

cell
 

line
 

H8
 

were
 

cultured,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

FAM83D
 

and
 

stem
 

cell
 

marker
 

genes
 

Sox2
 

and
 

Oct4
 

were
 

detected.The
 

Hela
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

groups,transfected
 

with
 

neg-
ative

 

control
 

(NC)
 

siRNA
 

and
 

FAM83D
 

siRNA,infected
 

with
 

NC
 

shRNA
 

lentivirus
 

and
 

FAM83D
 

shRNA
 

lentivirus,and
 

combined
 

with
 

the
 

treatment
 

of
 

control
 

solvent
 

dimethyl
 

sulfoxide
 

(DMSO)
 

or
 

β-catenin
 

path-
way

 

agonist
 

SKL2001.The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

FAM83D
 

and
 

stem
 

cell
 

marker
 

genes
 

Sox2
 

and
 

Oct4
 

were
 

detected,and
 

the
 

characteristics
 

of
 

tumor
 

stem
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

tumor
 

sphere
 

forma-
tion

 

experiment.Results The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

FAM83D,Oct4
 

and
 

Sox2
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancerous
 

tissues
 

(P<0.001),moreover
 

the
 

FAM83D
 

mRNA
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relative
 

expression
 

level
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

Oct4
 

and
 

Sox2
 

mRNA
 

rela-
tive

 

expression
 

levels
 

(r=-0.351,-0.332,P<0.05).The
 

relative
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

FAM83D,Oct4
 

and
 

Sox2
 

in
 

Hela,Siha
 

and
 

C33A
 

cells
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

H8
 

cells
 

(P<
0.05),moreover

 

the
 

relative
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

FAM83D,Oct4
 

and
 

Sox2
 

in
 

Hela
 

cells
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

Siha
 

and
 

C33A
 

cells
 

(P<0.05).After
 

transfecting
 

siRNA
 

or
 

infecting
 

shRNA
 

lentivirus
 

to
 

knock
 

down
 

FAM83D,the
 

cell
 

sphere
 

formation
 

rate
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Oct4,

Sox2
 

and
 

β-catenin
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

combined
 

use
 

of
 

β-catenin
 

pathway
 

agonist
 

SKL2001,

the
 

cell
 

sphere
 

formation
 

rate
 

of
 

Hela
 

cells
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Oct4
 

and
 

Sox2
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Knockdown
 

of
 

FAM83D
 

has
 

the
 

inhibiting
 

effect
 

on
 

the
 

stem
 

cell
 

char-
acteristics

 

of
 

cervical
 

cancer
 

cells,which
 

might
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

Wnt/β-catenin
 

pathway.
[Key

 

words] uterine
 

cervical
 

carcinoma;tumor
 

stem
 

cells;FAM83D
 

gene;Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway

  宫颈癌是发病率居首位的女性生殖系统恶性肿瘤,
深入研究疾病的分子机制有助于发现新的治疗靶点及

预后标志物,对于精准制订诊疗策略具有指导意义[1-2]。
肿瘤干细胞是具有自我更新、多向分化潜能的肿瘤细

胞,在恶性肿瘤发生、耐药、复发、远处转移中均发挥重

要作用,是近年来研究癌症分子机制的热门靶点[3-4]。

Wnt/β-连环蛋白(Wnt/β-catenin)通路是调节肿瘤干细

胞特性的重要信号通路,该通路激活后增加下游Sox2、

Oct4基因的表达,进而促进癌细胞维持自我更新、多向

分化的肿瘤干细胞特性[5-7]。序列相似性83蛋白质家

族成员 D(family
 

with
 

sequence
 

similarity
 

83,member
 

D,FAM83D)是新发现的一种原癌基因,在子宫内膜癌、
卵巢癌等多种妇科恶性肿瘤中呈高表达状态[8-9];另有

相关基础研究证实,FAM83D的促癌作用与激活 Wnt/

β-catenin通路有关[10-11],但该基因是否在宫颈癌中调控

肿瘤干细胞尚不清楚。本研究将主要通过细胞实验分

析敲低FAM83D调节宫颈癌细胞干细胞特性的作用及

机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本

  选取2020年1月至2022年3月在本院手术切除

的宫颈癌组织及对应癌旁组织。共纳入65对组织标

本,对应患者均经术后病理诊断为宫颈癌,术前均未接

受放化疗,平均年龄(59.39±9.23)岁,平均体重指数

(22.83±5.52)kg/m2。

1.1.2 细胞株

  宫颈癌细胞株Hela、Siha、C33A及正常宫颈上皮细

胞株H8均购自武汉普诺赛生命科技公司。

1.1.3 主要仪器与试剂

  阴性对照(NC)干扰小 RNA(siRNA)、FAM83D
 

siRNA购自上海吉玛制药技术有限公司,NC短发夹

RNA(shRNA)慢病毒、FAM83D
 

shRNA慢病毒购自上

海吉凯生物技术科技公司,总RNA提取试剂盒、cDNA
第一链合成试剂盒、荧光定量检测试剂盒购自北京天根

生化科技公司,兔来源FAM83D、Oct4、Sox2特异性一

抗购 自 美 国 Abcam 公 司,β-catenin 通 路 激 动 剂

SKL2001购自美国MCE公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及分组处理

  Hela、Siha、C33A、H8细胞均在含10%胎牛血清的

培养基中贴壁培养,每2天更换1次培养基,待细胞铺

满培养瓶底面80%后用0.25%胰蛋白酶进行消化传

代。传代后的细胞接种在培养板内,用于FAM83D及

干细胞标志基因表达的检测。
将接种在培养板内的 Hela细胞分为5组:si-NC

组转染 NC
 

siRNA,si-FAM83D组转染FAM83D
 

siR-
NA,二甲基亚砜(DMSO)+si-NC组在含有体积分数

0.1%
 

DMSO的条件下转染 NC
 

siRNA,DMSO+si-
FAM83D组在含有体积分数0.1%

 

DMSO的条件下转

染FAM83D
 

siRNA,SKL2001+si-FAM83D组在含

有20
 

μmol/L
 

SKL2001(含0.1%
 

DMSO)的条件下

转染FAM83D
 

siRNA。每组设置4个复孔,连续处

理24
 

h,用于mRNA表达和蛋白表达的检测。
将接种在培养皿内的 Hela细胞进行分组:NC-

shRNA组感染 NC
 

shRNA 慢病毒,FAM83D-shR-
NA组感染FAM83D

 

shRNA慢病毒,感染复数为10,
感染24

 

h后更换为完全培养基,继续培养72
 

h,而后将

细胞用于瘤球形成实验。在瘤球形成实验过程中,同时

加入体积分数0.1%的DMSO或20
 

μmol/L
 

SKL2001,
作为DMSO+NC-shRNA组、DMSO+FAM83D-shR-
NA组、SKL2001+FAM83D-shRNA组。

1.2.2 荧光定量逆转录PCR检测检测基因 mRNA
表达水平

  取宫颈癌组织和对应癌旁组织各约10
 

mg,以及

接种在培养板内的Hela、Siha、C33A、H8细胞和分组
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处理的Hela细胞。采用总RNA提取试剂盒提取组

织及细胞中的总RNA,采用cDNA第一链合成试剂

盒对组织及细胞中的总RNA进行逆转录、合成cD-
NA,最后采用荧光定量 检 测 试 剂 盒 对 FAM83D、

Oct4、Sox2的mRNA表达水平进行荧光定量逆转录

PCR检测,PCR反应体系如下:cDNA
 

1
 

μL、荧光定

量检测反应混合液10
 

μL、上下游引物各0.6
 

μL,去
离子水补足至20.0

 

μL。PCR反应程序:95
 

℃
 

3
 

min
预变性;95

 

℃
 

15
 

s,特异性退火温度(FAM83D
 

60
 

℃、

Oct4
 

58
 

℃、Sox2
 

62
 

℃)25
 

s,延伸72
 

℃
 

30
 

s,重复40
个循环,反应结束后得到循环曲线及循环阈值(cycle

 

threshold,Ct),以β-actin为内参,按照公式2-ΔΔCt 计

算FAM83D、Oct4、Sox2
 

mRNA表达水平。

1.2.3 免疫组织化学检测蛋白表达水平

  取石蜡包埋的宫颈癌组织及对应癌旁组织,制作

病理切片后进行免疫组织化学检测。按照试剂盒说

明书进行脱蜡、抗原修复,然后孵育FAM83D一抗

(1∶200稀释)、Oct4一抗(1∶150稀释)、Sox2一抗

(1∶200稀释),磷酸盐缓冲液(PBS)洗3遍后孵育二

抗(1∶200稀释),PBS清洗3遍后加入卵白素-生物

素-辣根过氧化物酶复合物(ABC)及二氨基联苯胺

(DAB)进行显色,封片后在显微镜下观察染色情况。

1.2.4 Western
 

blot检测蛋白表达水平

  取分组处理的 Hela细胞,加入裂解液后提取细

胞蛋白,用二喹啉甲酸法(BCA)检测蛋白水平后取

30
 

μg蛋白加入聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,而后电转

至硝酸纤维素膜,5%脱脂牛奶室温孵育1~2
 

h,用叉

头框蛋白A2(FOXA2)一抗(1∶1
 

000)、β-catenin一

抗(1∶500)或β-actin一抗(1∶5
 

000)4
 

℃孵育过夜,
次日室温孵育二抗(1∶1

 

000)1
 

h。最后将硝酸纤维

素膜放入凝胶成像系统,用电化学发光法显影得到

FAM83D、Oct4、Sox2及β-actin条带,以β-actin条带

灰度值为内参,计算FAM83D、Oct4、Sox2蛋白表达

水平。

1.2.5 瘤球形成实验检测肿瘤干细胞特性

  取慢病毒感染的 Hela细胞,用无血清培养基重

悬后接种在培养板内,加入1∶50稀释的 B27、20
 

ng/mL成纤维细胞生长因子(bFGF)、20
 

ng/mL表

皮生长因子(EGF),每2天更换1次培养基,培养10
 

d后观察长径>30
 

μm的肿瘤细胞球并计数,细胞球

形成率=球形结构数/初始种植细胞数×100%。

1.3 统计学处理

  采用SPSS21.0软件及Prism6.0软件进行统计

分析及制图,宫颈癌组织与癌旁组织比较采用配对样

本t检验;细胞多组间比较采用单因素方差分析,组

间两两比较采用LSD-t法,两组比较采用独立样本t
检验;采用Pearson相关系数进行相关性分析;以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 宫颈癌组织和癌旁组织FAM83D和干细胞标

志基因及其蛋白表达水平比较

  宫颈癌组织中FAM83D、Oct4及Sox2
 

mRNA
相对表达水平均高于癌旁组织,差异有统计学意义

(P<0.001),见表1。相关性分析显示:宫颈癌组织

中FAM83D
 

mRNA与 Oct4、Sox2
 

mRNA相对表达

水平均呈负相关(r=-0.351、-0.332,P<0.05)。
免疫组织化学检测显示:宫颈癌组织中 FAM83D、

Oct4、Sox2的染色强度均较癌旁组织增强,见图1。
表1  宫颈癌组织和癌旁组织中FAM83D、Oct4及

  Sox2
 

mRNA相对表达水平比较(n=65,x±s)

组织来源 FAM83D Oct4 Sox2

宫颈癌组织 1.67±0.25 1.49±0.22 1.55±0.27

癌旁组织 1.00±0.13 1.00±0.16 1.00±0.18

t 19.170 14.522 13.665

P <0.001 <0.001 <0.001

2.2 宫 颈 癌 细 胞 株 与 正 常 宫 颈 上 皮 细 胞 株 中

FAM83D和干细胞标志基因及其蛋白表达水平比较

  宫颈癌细胞株 Hela、Siha、C33A 中 FAM83D、

Oct4、Sox2的mRNA和蛋白相对表达水平均高于正

常宫颈上皮细胞 株 H8,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);并且,Hela细胞中 FAM83D、Oct4、Sox2的

mRNA和蛋白相对表达水平均高于Siha、C33A 细

胞,差异有统计学意义(P<0.05),见表2、图2。
表2  宫颈癌细胞株与正常宫颈上皮细胞株中FAM83D、

 Oct4及Sox2
 

mRNA相对表达水平比较(n=4,x±s)

细胞株 FAM83D Oct4 Sox2

Hela 1.94±0.15a 1.82±0.15a 1.75±0.12a

Siha 1.38±0.10ab 1.41±0.11ab 1.32±0.09ab

C33A 1.22±0.11ab 1.29±0.09ab 1.25±0.08ab

H8 1.00±0.09 1.00±0.06 1.00±0.08

  a:P<0.05,与 H8细胞比较;b:P<0.05,与 Hela细胞比较。

2.3 敲低FAM83D对Hela细胞干细胞特性的调控

作用

  si-FAM83D 组 Hela细 胞 中 FAM83D、Oct4、

Sox2
 

mRNA及蛋白相对表达水平均低于si-NC组,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3。FAM83D-
shRNA组Hela细胞中FAM83D

 

mRNA及蛋白相对

表达水平,以及细胞球形成率均低于NC-shRNA组,
差异有统计学意义(P<0.05),见图4。
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图1  宫颈癌组织和癌旁组织FAM83D、Oct4及Sox2的表达(免疫组织化学染色)

  a:P<0.05,与 H8细胞比较;b:P<0.05,与 Hela细胞比较。

图2  宫颈癌细胞株与正常宫颈上皮细胞株中FAM83D、Oct4及Sox2蛋白相对表达水平比较
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  A:FAM83D、Oct4及Sox2
 

mRNA相对表达水平比较;B:FAM83D、Oct4及Sox2蛋白相对表达水平比较;a:P<0.05,与si-NC组比较。

图3  转染siRNA敲低FAM83D对 Hela细胞中干细胞标志基因及其蛋白表达的影响

  A:FAM83D
 

mRNA及蛋白相对表达水平比较;B:细胞球形成率比较;a:P<0.05,与NC-shRNA组比较。

图4  感染shRNA慢病毒敲低FAM83D对 Hela细胞中FAM83D
 

mRNA及蛋白相对表达水平和细胞球形成率的影响
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2.4 敲低FAM83D对Hela细胞中β-catenin表达的

调控作用

  si-FAM83D组 Hela细胞中β-catenin
 

mRNA及

蛋白相对表达水平均低于si-NC组,差异有统计学意

义(P<0.05),见图5。

  A:β-catenin
 

mRNA相对表达水平比较;B:β-catenin蛋白相对表

达水平比较;a:P<0.05,与si-NC组比较。

图5  转染siRNA敲低FAM83D对 Hela细胞中β-catenin

mRNA和蛋白相对表达水平

2.5 β-catenin通路激动剂SKL2001对敲低FAM83D
抑制Hela细胞干细胞特性的影响

  DMSO+si-FAM83D组 Hela细胞中Oct4、Sox2
 

mRNA及蛋白相对表达水平均明显低于DMSO+si-

NC组(P<0.05);SKL2001+si-FAM83D组 Hela细

胞中Oct4、Sox2
 

mRNA及蛋白相对表达水平均明显

高于DMSO+si-FAM83D组(P<0.05),见图6A、B。

DMSO+FAM83D-shRNA组 Hela细胞的细胞

球形成率低于 DMSO+NC-shRNA 组,SKL2001+

FAM83D-shRNA组Hela细胞的细胞球形成率高于

DMSO+FAM83D-shRNA组,差异均有统计学意义

(P<0.05),见图6C。

  A:Oct4、Sox2
 

mRNA相对表达水平比较;B:Oct4、Sox2蛋白相对

表达水平比较;C:细胞球形成率比较;a:P<0.05,与DMSO+si-NC组

或DMSO+NC-shRNA组比较;b:P<0.05,与 DMSO+si-FAM83D
组或DMSO+FAM83D-shRNA组比较。

图6  β-catenin通路激动剂SKL2001对敲低FAM83D抑制

Hela细胞干细胞特性的影响

3 讨  论

  肿瘤干细胞学说是近些年备受关注的恶性肿瘤

发病机制之一,该学说认为恶性肿瘤组织中存在一部

分具有自我更新及多向分化潜能的癌细胞亚群,同时

具有癌细胞特性和干细胞特性,可能既是恶性肿瘤发

生、发展的起始细胞,也是恶性肿瘤复发转移及耐药

的根源[12-14]。因此,阐明肿瘤干细胞特性的调控机制

有助于深入认识恶性肿瘤的分子机制,进而发现新的

分子标志物及治疗靶点。

FAM83D基因是一种新发现的原癌基因,该基因

编码的蛋白质定位于纺锤体,是促进细胞有丝分裂的

关键蛋白。有研究报道,子宫内膜癌[8]、卵巢癌[9]、乳
腺癌[15-16]、肝癌[17-18]等恶性肿瘤组织中FAM83D的

高表达与肿瘤病理进展及生存预后不良有关,提示

FAM83D在恶性肿瘤发生、发展中起促进作用。本研

究对宫颈癌组织及对应癌旁组织的检测也证实宫颈

癌中FAM83D表达水平明显升高。另有基础研究报
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道,FAM83D对多种癌细胞的增殖、迁移、侵袭、上皮

间质 转 化 均 具 有 促 进 作 用,并 且 与 激 活 Wnt/β-
catenin通路[10-11]、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶 B
(PI3K/AKT)通 路[19-20]等 信 号 通 路 有 关。在 受 到

FAM83D调控的信号通路中,Wnt/β-catenin通路对

宫颈癌细胞肿瘤干细胞特性的维持具有促进作用。
基于上述认识,本研究就FAM83D对宫颈癌细

胞干细胞特性的调控作用及机制进行了探索。(1)通
过检测临床标本中干细胞标志基因表达水平证实,宫
颈癌组织中Oct4、Sox2

 

mRNA表达水平高于癌旁组

织,且与FAM83D
 

mRNA表达水平均呈负相关,提示

FAM83D可能在宫颈癌组织中参与癌细胞干细胞特

性的调控。(2)设计细胞实验进行验证,在 Hela、Si-
ha、C33A

 

3种宫颈癌细胞中FAM83D及干细胞标志

基因Oct4、Sox2的表达均高于正常宫颈上皮细胞,与
宫颈癌组织中相应基因表达的变化趋势一致。Hela
细胞中FAM83D、Oct4、Sox2表达增加最明显,在该

细胞中转染siRNA敲低FAM83D的表达后,细胞中

Oct4、Sox2表达明显降低;感染shRNA慢病毒敲低

FAM83D的表达后,细胞球形成率明显降低。以上结

果表明敲低FAM83D对宫颈癌细胞的干细胞特性具

有抑制作用。

Wnt/β-catenin通路是目前已知参与恶性肿瘤干

细胞特性调控的信号通路[21-23],也是受到FAM83D
调控的信号通路。本研究在 Hela细胞中证实,敲低

FAM83D的表达后,β-catenin表达水平明显降低,表
明FAM83D基因参与宫颈癌细胞中 Wnt/β-catenin
通路的调控。在此基础上进一步分析 Wnt/β-catenin
通路在FAM83D调控宫颈癌细胞干细胞特性中的作

用,在敲低FAM83D表达的同时联合使用β-catenin
激动剂SKL2001后,敲低FAM83D降低干细胞标志

基因Oct4、Sox2表达及细胞球形成率的作用明显被

削弱,表明敲低FAM83D抑制宫颈癌细胞干细胞特

性的作用部分与抑制 Wnt/β-catenin通路有关。
综上所述,宫颈癌组织及细胞株中FAM83D表

达水平增加;敲低FAM83D明显抑制宫颈癌细胞的

干细胞特性,并且这一抑制作用与抑制 Wnt/β-cate-
nin

 

信号通路有关。
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