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ＬＲＰ１６基因在子宫内膜癌组织中的表达及其对细胞增殖的作用
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　　摘　要：目的　研究ＬＲＰ１６在子宫内膜癌组织中的表达变化及其对子宫内膜癌 ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖的影响。方法　应用逆

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测２６例正常子宫内膜组织及１０例子宫内膜癌组织中ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的表达；ＬＲＰ１６转染细胞，

ＲＴＰＣＲ证实转染的成功性，ＷＳＴ１法观察细胞增殖的变化。结果　子宫内膜癌组织中ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的阳性表达率及表达水

平（分别为８３．３３％、０．８２±０．２１）明显高于正常子宫内膜组织（分别为３０．００％、０．４７±０．１８），二者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＲＴＰＣＲ检测结果显示转染后细胞ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ表达明显增加。转染组 ＨＥＣ１Ｂ细胞在体外能继续增殖，但增殖能力

并没有增强。结论　ＬＲＰ１６的异常表达可能与子宫内膜癌的发生、发展密切相关，ＬＲＰ１６基因用于子宫内膜癌基因治疗可能具

有潜在价值。
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　　子宫内膜癌为女性生殖系统常见三大恶性肿瘤之一，占女

性生殖道恶性肿瘤的２０％～３０％。子宫内膜癌早期诊断和治

疗预后较好，但一旦转移或复发，５年生存率降低７０％。不典

型增生使癌变的风险较高，但单纯性增生和复杂性增生发生癌

变的风险低，子宫内膜癌可能存在误诊或治疗过度的倾向［１］，

因此寻找新的预测风险的肿瘤标记物是诊治研究的重点。

ＬＲＰ１６基因在雌激素相关肿瘤中表达升高，其异常表达与肿

瘤的发生和发展有着密切的联系。本研究应用 ＷＳＴ１法、逆

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术等来探讨子宫内膜癌组织

和子宫内膜癌细胞株 ＨＥＣ１Ｂ细胞中ＬＲＰ１６表达的变化及

其在细胞增殖中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　收集２００８年１０月至２０１０年３月在本科室进行

手术治疗的子宫内膜癌患者的组织标本２６例。２６例内膜癌

组织病理诊断为高分化腺癌１０例，中分化腺癌１０例，低分化

腺癌６例，其中雌激素受体（ＥＲ）阳性患者１９例，ＥＲ阴性患者

７例；根据２００９ＦＩＧＯ子宫内膜癌手术病理分期Ⅰ期１９例，Ⅱ

期３例，Ⅲ期３例，Ⅳ期１例。另取同期良性疾病（子宫肌瘤或

子宫腺肌瘤）手术患者的正常子宫内膜组织标本１０例作为对

照，患者平均年龄为５１岁。所有患者术前均未接受放、化疗。

１．２　试剂　实验所用ＬＲＰ１６真核表达载体ＥＸＹ２０６９Ｍ２９、

空质粒ＥＸＮＥＧＭ２９由本实验组构建。人子宫内膜癌细胞株

ＨＥＣ１Ｂ购自上海中科院细胞库。ＲＮＡ提取试剂盒及 ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，ＰＣＲ引物由上海生物工

程公司合成，ＷＳＴ１细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒为碧云

天公司产品。

１．３　方法

１．３．１　ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ表达的检测　采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的

Ｔｒｉｚｏｌ反应试剂盒提取正常子宫内膜组织及子宫内膜癌组织

总的ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，以ＬＲＰ１６和βａｃｔｉｏｎ（作为内参

照）引物进行ＰＣＲ反应，最后进行ＰＣＲ产物的定性检测。

１．３．２　细胞培养、基因转染和转染克隆的筛选　ＨＥＣ１Ｂ细

胞用含１０％ 小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基在５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养。实验分为空白对照组、ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组、ＥＸ

３８９２重庆医学２０１３年９月第４２卷第２５期
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ＮＥＧＭ２９组。第１组中加入无质粒的脂质体稀释液，第２组

中加入７０μＬＥＸＹ２０６９Ｍ２９ＯｐｔｉＬｉｐｏｆｅｃｔｅｒ复合物，第３组

中加入７０μＬＥＸＮＥＧＭ２９ＯｐｔｉＬｉｐｏｆｅｃｔｅｒ复合物，轻轻混

匀，置３７℃５％ＣＯ２ 的孵箱培养，５ｈ后换成无双抗新鲜培养

基。转染４８ｈ后，３组细胞同时加入浓度为４００μｇ／ｍＬ的

Ｇ４１８选择培养液进行筛选，每３天换液１次，筛选抗Ｇ４１８克

隆，挑选阳性克隆并扩大培养。快速脂质体转染：将 ＨＥＣ１Ｂ

细胞接种于２４孔板，在转染４８ｈ后用ＲＴＰＣＲ法检测ＬＲＰ１６

基因的表达。

１．３．３　转染克隆的鉴定　收集各实验组细胞，提取细胞总

ＲＮＡ，采用 ＲＴＰＣＲ 法检测 ＨＥＣ１Ｂ细胞 ＬＲＰ１６基因的

表达。

１．３．４　细胞生长曲线的绘制　收获对数生长期的稳定转染细

胞及未转染 ＨＥＣ１Ｂ细胞，每孔２×１０４ 个细胞接种于６孔板

中，次日开始每天计数各组的细胞数量，连续计数７ｄ，绘制生

长曲线。

１．３．５　ＷＳＴ１检测细胞增殖　收集对数生长期的未转染和

转染 ＨＥＣ１Ｂ细胞，每孔６×１０４ 个细胞接种于９６孔培养板，

待细胞融合率达到７０％～８０％时，用脂质体转染，实验设３组

即：重组质粒转染组、空载体转染组和未转染组 ＨＥＣ１Ｂ细

胞，每组５个复孔。向每孔中各加入１０μＬ５ｍｇ／ｍＬＷＳＴ１

液，３７℃５％ＣＯ２ 饱和湿度下孵育５ｈ，分别在第２４、４８、７２小

时用酶标仪测定４５０ｎｍ波长时每孔的光密度（ＯＤ）值，实验重

复２次，记录实验结果。

２　结　　果

２．１　ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ在子宫内膜癌、正常子宫内膜组织中的表

达　２６例子宫内膜癌组织中有２１例 ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ 阳性

（８３．３３％），ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的平均表达水平为０．８２±０．２１；１０例

子宫内膜组织中有３例ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ阳性（３０．００％），ＬＲＰ１６

ｍＲＮＡ的平均表达水平为０．４７±０．１８；ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的阳性表

达率及表达水平分别比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　基因转染及转染克隆的筛选与鉴定　ＨＥＣ１Ｂ细胞在

Ｇ４１８筛选培养基选择培养１个月后，未转染的 ＨＥＣ１Ｂ细胞

全部死亡。维持选择培养２周时，实验组和空载体组分别获得

抗Ｇ４１８克隆，大量扩增抗性细胞，并传代培养，分别命名为

ＥＸＹ２０６９Ｍ２９（转染ＬＲＰ１６ｃＤＮＡ）和ＥＸＮＥＧＭ２９（转染空

载体）。ＲＴＰＣＲ法检测显示，未转染组及ＥＸＮＥＧＭ２９组和

ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组的 ＨＥＣ１Ｂ细胞均有ＬＲＰ１６基因表达，未

转染 组 和 ＥＸＮＥＧＭ２９ 组 的 表 达 量 分 别 为 ０．１２３１±

０．０３６６、０．１４８６±０．０２８７，二者差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组表达量为０．５０６０±０．０１９８，未转染

组、ＥＸＮＥＧＭ２９组、ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组三者差异有统计学意

义（犘＜０．０５），ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组表达明显增高，见图１。

　　１、９：标记物；３、６、８：内参；２：未转染组；５：ＥＸＹ２０６９Ｍ２９组；

７：ＥＸＮＥＧＭ２９组。

图１　　ＲＴＰＣＲ产物凝胶电泳

２．３　ＬＲＰ１６对 ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖的影响　转染组细胞增殖

速度明显低于非转染组，转染组细胞的生长速率低于对照组

未转染 ＨＥＣ１Ｂ细胞；自转染的２４ｈ起，转染细胞的生长明

显低于未转染组细胞，增殖明显减慢（图２）。ＷＳＴ１法检测结

果显示ＬＲＰ１６转染组较阴性对照组、空载体转染组任意一组

间 ＨＥＣ１Ｂ细胞ＯＤ值低（犘＜０．０５）；阴性对照组和空载体转

染组ＯＤ值差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

图２　　ＨＥＣ１Ｂ细胞的生长曲线

表１　　各组细胞质粒转染后的ＯＤ（Ａ４５０）值（狓±狊）

时间 阴性对照组 空质粒组 ＬＲＰ１６组

２４ｈ ０．３４９３±０．０１９９ ０．３３９０±０．０１５９ ０．３４９３±０．０１３９

４８ｈ ０．５９００±０．０２９６ ０．５８６０±０．０１１１ ０．４２５７±０．０２１４

７２ｈ ０．８０６０±０．０４５６ ０．８４０３±０．０２２７ ０．５７５０±０．０１９０

９６ｈ ０．９７１３±０．０２５０ ０．９５７３±０．０２２４ ０．６３６７±０．０１１１

３　讨　　论

在既往对细胞系的研究中发现人体各种组织细胞内均有

不同程度的ＬＲＰ１６表达，该基因在人类多种肿瘤细胞如乳腺

癌等中的表达量明显高于其正常对应组织，尤其是在雌激素依

赖性的肿瘤中表达量增高更明显，而在已公认的与雌激素无关

的肿瘤中和雌激素受体阴性的肿瘤中，ＬＲＰ１６基因的表达低，

ＬＲＰ１６的异常表达与肿瘤的发生、发展有着密切的联系
［２３］。

研究表明，ＬＲＰ１６是雌激素反应性识别靶基因，雌激素诱导

ＬＲＰ１６的表达上调，具体调控途径由ＥＲａ介导
［４］。在细胞系

的研究中发现，ＥＲａ阳性乳腺癌细胞和子宫内膜癌细胞中

ＬＲＰ１６的表达水平依赖于雌激素活性；过表达的ＬＲＰ１６通过

增强雌激素激活ＥＲａ功能从而促进人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的

增殖，抑制ＬＲＰ１６基因的表达通过上调ＥＲａ介导的Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ表达从而抑制雌激素反应性乳腺癌和子宫内膜癌细胞的侵

袭能力［５６］。Ｈａｎ等
［５］观察到乳腺癌 ＭＣＦ７细胞ＬＲＰ１６表达

下调后，雌激素并没有促进细胞的生长，下调ＬＲＰ１６破坏了雌

激素刺激细胞生长的作用。此外，ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的表达水平

与乳腺癌的病理分级呈正相关［７］。由此表明，ＬＲＰ１６在致癌

过程中起着重要的作用，通过激活ＥＲａ调控激素依赖性肿瘤

的进展。大量研究表明，ＥＲａ与雌激素依赖性肿瘤的治疗及预

后判断密切相关，ＬＲＰ１６与ＥＲａ之间存在表达调控与反馈激

活的作用，所以检测肿瘤中 ＬＲＰ１６的表达水平具备了反映

ＥＲａ信号活性的良好特征，鉴于ＬＲＰ１６蛋白的功能特征，检测

雌激素相关肿瘤中ＬＲＰ１６的表达应优于检测肿瘤中ＥＲａ本

身的含量及其目前临床上使用的任何一个靶蛋白的水平。作

为激素相关的恶性肿瘤的诊断及预后判断指标，ＬＲＰ１６可能
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成为反映该类肿瘤预后标志物，进一步探索ＬＲＰ１６和ＥＲ相

互作用的分子生物学机制，以及ＥＲ调控下游基因的机制和通

路，为进一步探索该类肿瘤形成和进展机制创造了条件。

该研究发现，子宫内膜癌组织中ＬＲＰ１６ｍＲＮＡ的阳性表

达率及表达水平均高于正常子宫内膜组织，由此推测ＬＲＰ１６

与子宫内膜癌的发生、发展有密切联系，参与子宫内膜癌的发

生、发展过程，同既往的研究结果相似，其可能成为子宫内膜癌

诊断和预后判断的肿瘤标记物。该研究发现，ＬＲＰ１６转染组

ＨＥＣ１Ｂ细胞在体外能继续增殖，说明利用脂质体转染

ＬＲＰ１６基因到子宫内膜癌细胞 ＨＥＣ１Ｂ是安全可行的，并可

使ＬＲＰ１６基因获得稳定表达，为下一步研究ＬＲＰ１６基因的转

录调节和对子宫内膜癌细胞增殖情况的影响，探讨ＬＲＰ１６基

因的分子生物学机制及对子宫内膜癌发生、发展的影响打下基

础。但 ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖能力明显下降，由此可见，ＬＲＰ１６基

因表达上调并没有促进子宫内膜癌 ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖，其

可能通过增加 ＨＥＣ１Ｂ细胞的体外侵袭、生长能力参与子宫

内膜癌的发生、发展［８］，其具体机制有待进一步研究。ＬＲＰ１６

基因参与致癌过程，参与子宫内膜癌的发生、发展过程，可望通

过选择性阻遏ＬＲＰ１６基因表达，抑制正常子宫内膜细胞的恶

性转变，治愈子宫内膜恶性肿瘤，从而为分子水平治愈激素相

关性疾病开辟广阔的治疗前景。
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质量，值得临床重视与推广。
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