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目的
!

探讨人多梳蛋白
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"

]TO1

$对宫颈癌细胞
+#;=

生长的影响及其与
F-

基因的调控关系%方

法
!

设计
+#5c6

干扰序列!分别沉默
+#;=

细胞中
F-

基因和
]TO1

基因%检测
F-

基因沉默后的
+#;=

细胞株

中
]TO1

基因及蛋白表达情况!并检测细胞增殖和细胞凋亡率%结果
!

+#;=

细胞
F-

基因沉默后!

]TO1D5.

c6

和蛋白的表达降低!细胞增殖受抑制!凋亡增加!与
]TO1

基因沉默后的效应相似%结论
!

]TO1

可能在

+#;=

细胞中参与了增殖&凋亡的调控!其表达可能与
F-

基因密切相关%
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宫颈癌是全球排名第
'

的妇女恶性肿瘤'

$

(

#人乳

头瘤病毒$

]T\

&感染宫颈后#病毒基因整合到人宫颈

上皮细胞#与其他促癌因素共同作用促成癌症的发

生)

F-

基因是
]T\

的主要致癌基因之一#其编码的

F-

蛋白可使细胞周期失控而发生永生化)人多梳蛋

白
1

$

]TO1

&即染色盒同源物
0

$

C;:"D?"E;"D"<"

A

0

#

ONR0

&#在肿瘤细胞株和组织中表达上调#

ONR0

过

表达与肿瘤分期和恶性程度密切相关'

1

(

#

]TO1

对靶

基因的抑制作用的异常可能导致宫颈癌的发生'

'

(

)

为探索
]TO1

与宫颈癌发生的机制#本课题组研究了

]TO1

与
]T\$)

的原癌基因
F-

之间的关系及其对

细胞增殖*凋亡的作用#现报道如下)

>

!

材料与方法

>&>

!

细胞与试剂
!

+#;=

细胞$由西南医科大学附属

医院中心实验室惠赠&%

2:#e"<

*

5c6

提取试剂盒和

CZc6

试剂盒$北京天根生物科技有限公司&#

]TO1

+#5c6

$广州锐博生物科技有限公司&#

]T\$)F-

+#5c6

$上海吉玛制药技术有限公司&#

<#

>

"79C8=D#,9

1%%%:9=

A

9,8

$美国
J,@#8:"

A

9,

公司&#

ONR0

兔抗单克

隆抗体$英国
6?C=D

公司&#

$

.=C8#,

兔抗单克隆抗体$美

国
Q=,8=O:Be

公司&#

OOS./

试剂盒$日本同仁公司&#膜

联蛋白
\

标记的异硫氰酸荧光素$

6,,9E#,\.MJ2O

&细

胞凋亡检测试剂盒$美国
2;9:D"M#+;9:

公司&)
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!

方法

>&?&>

!

实验分组
!

将
+#;=

细胞分为
0

个组!空白对

照组*

cO",8:"<+#5c6

组$对照组&*

]TO1+#5c6

组

和
]T\$)F-+#5c6

组)空白对照组为未转染任何

序列
5c6

组#

cO",8:"<+#5c6

组为转染阴性序列对

照组#

]TO1+#5c6

组为沉默
]TO1

组#

]T\$)F-

+#5c6

组为沉默
]T\$)F-

组)

>&?&?

!

细胞转染
!

每个
)

孔培养板中接种
0[$%

3 个

对数生长期的
+#;=

细胞#培养
10;

#细胞融合达到
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时开始实验)操作步骤按照美国
J,@#8:"

A

9,

公

司提供的操作说明)倒置荧光显微镜下观察转染
10

;

后
cO",8:"<+#5c6.Od'

转染组红色荧光情况)

]TO1+#5c6

$广州市锐博生物科技有限公司合成&#

靶序列!

3j.LL26L6 62L2OO6L6 2L6 6.'j

#

正义链!

3j.LLX 6L66XLXOO6L6 XL66!2.

!2.'j

#反义链!

'j.!2!2O O6X OXX 6O6 LLX

OX6OXX.3j

)

]T\$)F-+#5c6

$上海吉玛公司合

成&#

3j.LL6 O6L 6LO OO6 XX6 O66 X22

6XXLX66XLLLOXOXLXOO22.'j

)

>&?&@

!

荧光定量
TO5

!

提取细胞总
5c6

参照北京

天根公司提供的说明书操作#引物由上海生工生物工

程公司合成#引物序列如下)甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶

$

L6TZ]

&引物序列!上游
3j.OOOO62 6O6O6L

2L2 26L OO.'j

#下游
3j.L6L 2L6 222 2OO

OL2 OO.'j

%

]TO1

引物序列!上游
3j.6OO 6O6

L2OO62LOO62O6O.'j

#下游
3j.2OO6OO6OO

O2L22L O2L 26.'j

%

]T\$)F-

引物序列!上游

3j.2LO66OO6LO66O2L 62.'j

#下游
3j.2LO

66OO6LO66O2L62.'j
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Zc6

扩增条件为
(0

W

预变性
'D#,

%

(0W

变性
'%+

#

3%W

退火
$D#,

#

-1

W

延伸
$D#,

#循环
'3

次%终延伸
-1W3D#,

)荧光

定量
TO5

反应条件为
()W

预变性
3D#,

%

()W

变性

'%+

#

3-W

退火
'%+

#

-1W

延伸
'%

#循环
0%

次%终延伸

-1W$%D#,

)每组设
'

个复孔#记录
O8

值#取平均

值)

#

O8

值
i

目的基因
O8

值
P

内参基因的
O8

值%

##

O8

值
i

实验组基因的
#

O8

值
P

空白对照组基因的

#

O8

值%

1.

##

O8

值
i

实验组基因"空白组基因$倍数&)

>&?&A

!

f9+89:,?<"8

!

提取总蛋白并测其浓度#制

胶#正丁醇封闭
1%

%

'%D#,

#上样#电泳#转膜#

3U

脱

脂奶粉封闭#置于摇床上摇
1;

#封闭液稀释一抗

]TO1

$

$`0%%

&*

$

.=C8#,

$

$`$%%%

&孵育%封闭液稀释

兔二抗$

$̀ $%%%

&孵育)化学发光后凝胶成像系统成

像#保存图片)

>&?&E

!

OOS./

试验
!

每组设
3

个复孔#将
()

孔板放

细胞培养箱
10;

后转染
+#5c6

#细胞转染
$

%

-!

时

间点每孔加入
$%

'

KOOS./

溶液#放进细胞培养箱继

续培养#于
1;

时间点用酶标仪测定在
03%,D

处的

吸光度$

,8

&)

>&?&F

!

流式细胞技术
!

+#;=

细胞接种于
13CD

1 细胞

培养瓶#

10;

后行细胞转染#转染
0/;

收集细胞#

$%%%:

"

D#,

离心
3D#,

%弃上清液#加入
$(3

'

K

结合

缓冲液轻轻重悬细胞#加入
3

'

K6,,9E#,\.MJ2O

轻

轻混匀#避光室温孵育
$3D#,

%离心后弃上清液#加入

$(%

'

K6,,9E#,\.MJ2O

结合缓冲液轻轻重悬细胞#

$%

'

K

碘化丙啶$

TJ

&溶液#轻轻混匀#避光室温放置

1%D#,

#冰浴%上机检测)

>&@

!

统计学处理
!

采用
QTQQ$)&%

软件进行数据分

析#计量资料用
J4B

表示#组间比较采用单因素方差

分析和
<

检验#以
!

$

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

+#;=

细胞
]T\$)F-

基因沉默后
]TO1

基因的

表达
!

+#;=

细胞转染
]T\$)F-+#5c60/;

后#

]TO1D5c6

表达水平较对照组下调
-3U

左右#差

异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见图
$

)

!!

=

!

!

$

%&%$

)

图
$

!!

'

组
]TO1D5c6

$

1

.

##

O8

值柱状图%

在
+#;=

细胞中的表达

?&?

!

]T\$)F-

基因抑制后对
+#;=

细胞中
]TO1

蛋

白表达的影响
!

+#;=

细胞转染
]T\$)F-+#5c60/

;

后#

]TO1

蛋白水平下调#与
]TO1+#5c6

转染效

果相当#见图
1

)

!!

$

#

0

!空白对照组%

1

#

3

!对照%

'

!

]TO1+#5c6

组%

)

!

]T\$)F-+#5.

c6

组

图
1

!!

)

组
]TO1

蛋白在
+#;=

细胞中的表达

?&@

!

]TO1

基因抑制后对
+#;=

细胞增殖的影响
!

随

着时间延长#

,8

值逐渐增加)与其他各组细胞相比#

转染
]TO1+#5c6

的
+#;=

细胞
,8

值自第
'

天开始

增幅降低#第
-

天各组细胞
,8

值分别为!空白对照

组
1&%/4%&%-

%对照组
1&%%4%&%(

%

]TO1+#5c6

组

%&(14%&$%

)

]TO1+#5c6

组较对照组显著降低

$

<i1%&0%'

#

!

$

%&%$

&#见图
'

)

!!

_O

!空白对照组%

cO

!对照组%

]TO1

!

]TO1+#5c6

组

图
'

!!

'

组
+#;=

细胞
,8

值变化

?&A

!

]TO1

基因抑制后对
+#;=

细胞凋亡的影响
!

转

染
0/;

后#

]TO1+#5c6

组早期凋亡和晚期凋亡比

例为
)&'/U

#

]T\$)F-+#5c6

组为
-&%'U

#对照组

为
'&(0U

#空白对照组为
%&1$U

%

]TO1+#5c6

组转

染后细胞凋亡比例较对照组增加
1&00U

#

]T\$)F-

+#5c6

组转染后细胞凋亡比例较对照组增加
'&%(U

#

见图
0

)

$1-$

重庆医学
1%$/

年
3

月第
0-

卷第
$'

期



图
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!!

0

组
+#;=

细胞凋亡率

@

!

讨
!!

论

!!

]TO1

作为
TCL

家族重要成员#是基因转录抑制

因子#与
N

细胞特异性莫洛尼鼠白血病病毒插入位

点
.$

$

NVJ.$

&*

5JcL$

*

]T]''

种
TCL

蛋白及非
TCL

蛋白
O.

末端结合蛋白$

O8NT

&和转录因子
F1M

相互作

用形 成
]TO.]T]

蛋 白 复 合 物 来 执 行 功 能'

0

(

)

]TO1

可能抑制原癌基因的转录而参与调控肿瘤形

成*细胞凋亡及细胞周期等'

3

(

)

]TO1

既是
TCL

蛋白

又是
QXVbF'

连接酶#其可通过
QXVb

化修饰调

节
SZV3N

活性#抑制细胞周期和
Zc6

修复基因的

表达'

3

(

%

ONR0

通过募集
]O6O'

到
5XcR1

启动子

抑制
5XcR1

的表达'

)

(

)人类癌细胞系和正常组织

中
]TO1

的表达水平差异较大#在
NB:I#88

淋巴瘤和

肺癌中几乎检测不到
]TO1

转录子#而
]TO1

在其他

细胞系中均呈高表达状态'

3

(

)

]TO1

基因突变或表达

异常与肿瘤的发生可能存在密切联系'

-./

(

#

ONR0

通过

抑制
5XcR1

的表达抑制结肠癌的转移'

)

#

(

(

#

ONR0

通

过控制
]JM.$

)

蛋白在肿瘤血管生成中起着关键作

用#作为
QXVbF'

泛素连接酶促进肝癌的进展和转

移'

-./

(

#敲除
ONR0

导致了
]JM.$

)

靶基因的下调表

达#导致在常氧条件下骨肉瘤细胞生长和细胞存活率

的显著抑制'

1

(

)既往研究证实
TO

家族中
]TO1

是惟

一具有
QXVbF'

活性的成员'

$%

(

#在细胞干性*细胞

衰老"胚胎发育*细胞周期*

Zc6

损伤应答及肿瘤的

发生等方面均有调控作用)

羧基端是
]TO1

蛋白发挥抑制功能必不可少的

结构域#若其发生突变会导致其抑制靶基因转录的功

能丧失)但其可与内源性的
]TO1

蛋白竞争结合

TCL

蛋白反应元件#从而干扰正常内源性
]TO1

蛋白

的功能)

]TO1

的
QXVb

化作用能改变蛋白构型#

进而改变蛋白功能)有研究检测到人宫颈癌
]TO1

基因的
O

端的保守序列的突变#其与转录抑制物
O8.

NT

结合的能力丧失#抑制靶基因转录的作用降低#细

胞恶性分化#诱发宫颈癌'

'

(

)以上文献报道基于对

]TO1

结构水平上的研究#而本实验从定量上探讨

]TO1

与
F-

基因的关系#结果显示!

F-

基因沉默后#

]TO1

无论是在基因水平还是在蛋白水平均呈现下

调表达#推测
F-

蛋白可能调控
TCL

蛋白
]TO1

的表达)

c"8C;

信号转导途径的变化与某些肿瘤的发生*

发展密切相关)

]T\

相关蛋白
F)

"

F-

介导宫颈癌细

胞
c"8C;

信号通路的异常上调#二者在维持肿瘤的生

长及异型性有协同作用)此外#

M=+

蛋白家族介导

c"8C;$

抑制
F)

"

F-

的表达)

c"8C;

信号途径参与了

细胞增殖*凋亡与分化等过程#参与肿瘤的发生'

$$

(

)

关键转录因子
ONM.$

"

5NT.aI

介导了经典的
c"8C;

信号途径#而
]TO1

参与了对
5NT.aI

的调控'

$1

(

)本

研究结果提示
F-

调控
]TO1

的表达#由此推测
F-

可

能通过调控
]TO1

的表达来调控
5NT.aI

介导的经典

c"8C;

通路#

c"8C;

通路的异常调控#最终导致宫颈癌

的发生)本研究发现抑制
]TO1

与抑制
F-

基因后对

宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响相似#结合
F-

与

]TO1

基因之间的关系#推测
F-

基因可能通过调控

]TO1

来参与细胞的增殖凋亡过程#从而参与宫颈癌

的发生)但其具体通过何种途径何种机制来参与#还

需要更进一步的研究来证实)
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胆道闭锁是婴儿期累及肝内外胆管*最终导致终

末期肝硬化的严重肝脏疾病#其特点为胆管进行性的

炎症*纤维化#并最终消失形成胆道闭锁)

FV2

是指分化成熟的极化上皮细胞丧失上皮"

内皮细胞特征#向间充质细胞转化#使其具有更大的

活性和迁移性)

FV2

很可能参与了胆道闭锁中多发

性硬化性胆管炎的病理机制)

2LM.

$

$

在体内外各种上皮细胞和组织纤维化过

程中介导
FV2

的发生)目前#部分
D#5c6

已被证

实在
2LM.

$

$

诱导的
FV2

中发挥关键作用#

D#5c6

可能成为新的治疗各种慢性病的靶点)有研究发现

D#5c6.$1(.3

>

与
FV2

的过程密切相关#在心脏*肝

脏*肺*皮肤纤维化的过程中#

D#5c6.$1(.3

>

的表达

是下调的)

体内外转染
D#5c6

的前体#如
>

:9.D#5c6

*

>

:9.

D#:

#以增强相应
D#5c6

的作用#是当前最容易实现

的
D#5c6

干扰技术)本课题组通过
3,

A

"

DK

的

2LM.

$

$

的终浓度干预诱导胆道上皮细胞进一步纤维

化#从细胞水平模拟胆道闭锁的形成)同时进行

FV2

标志物的检测#证实了
2LM.

$

$

诱导下细胞

FV2

的形成#

D#5c6.$1(.3

>

的表达随时间延长逐渐

下调)随后转染了
>

:9.D#5c6.$1(.3

>

以上调
D#5.

c6.$1(.3

>

的表达#并转染了一段随机并不会在体内

产生任何影响的序列
>

:9.D#:

作为阴性对照#再给予

胆管上皮细胞
2LM.

$

$

刺激#检测转分化相关指标及

细胞外基质成分的变化)结果发现过表达
D#5c6.

$1(.3

>

后#胆道上皮细胞标志物
F.C=!;9:#,

*

OS.$(

表达有所上调#而间充质细胞标志物
\#D9,8#,

*

MVcK1

表达水平均有所下调#说明上调
D#5c6.

$1(.3

>

的表达可以抑制
2LM.

$

$

诱导的胆道上皮

FV2

)这一结果提示
D#5c6.$1(.3

>

可能通过调节

2LM.

$

$

通路相关靶基因表达#参与调控胆道上皮细

胞转分化及细胞外基质沉积)在胆道闭锁
FV2

进程

中起着关键的作用)

参考文献
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