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目的
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21

&

$̂

"

3,8<W21

&

$̂

$基因后对人宫颈癌
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细胞中

细胞周期蛋白"
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的表达及裸鼠移植瘤生长的影响%方法
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运用慢病毒转染沉默
=6MF

细胞

中的
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$检测细胞的增殖能力!免疫组织化学分析各组
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默组表达降低!裸鼠移植瘤的生长明显受到抑制!差异均有统计学意义"
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宫颈癌是目前威胁女性健康的常见恶性肿瘤之

一#尤其对于发展中国家来说其发病率更是居高不
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过慢病毒介导沉默宫颈癌
=6MF

细胞中的
3,8<W
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基因表达'
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#本研究拟进一步探讨
3,8<W
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对细胞
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表达水平的影响并通过裸

鼠移植瘤模型观察沉默
3,8<W21
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基因后对肿瘤

生长情况的影响#阐明
3,8<W21
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对宫颈癌发展

的重要作用*
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材料与方法
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实验动物及主要试剂
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雌性

裸鼠共
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只#购自贵州医科大学实验动物中心*四

甲基偶氮唑蓝$
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&相关试剂
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裂解液)

Ŝ2

试剂盒购自碧云天生物技术公司%

Vâ 8:G66,WS8

LF+E6GL#R

购自美国
#̂"+
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+E6A+

公司%
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)逆转

录试剂盒购自天根生物科技有限公司%兔抗
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和兔抗
H

N

HM#,4

抗体购自英国
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)抗增殖细胞核抗原$
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&及免抗
e#.)-

抗体

购自博奥森生物公司#辣根过氧化物酶 $

=8W

&标记的

山羊抗兔二抗购自北京中山金桥生物技术有限公司%胎

牛血清购自美国
:#KH"

公司%

8WL>.$)0%

培养液购自美

国
=

N

HM",6

公司%十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电

泳$

VUV.W2:4

&试剂盒购自万类生物公司%超敏
4S5

化学发光试剂盒和聚偏氟乙烯$

W9U;

&膜购自美国

L#MM#

O

"G6

公司%其余试剂均为国产分析纯*
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主要仪器
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GF

高速台式低温离心机购

自美国
6̂HPAF,

公司%

#̂".GF!)/%

全波长酶标仪)

]6+E6G,KM"E

垂直电泳槽购自美国
#̂".GF!

公司%细

胞培 养 箱 购 自 日 本 三 洋 电 机 有 限 公 司%

<#P",.

C41%%%._

倒置相差显微镜购自日本
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公司*
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方 法
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慢病毒转染沉默
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慢病毒介

导
+38<2

转染沉默宫颈癌
=6MF

细胞株步骤详见参

考文献'

$$.$1

(*

=&>&>
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细胞培养
!

人宫颈癌
=6MF

细胞株购自中国

科学院细胞库*将未沉默细胞株和沉默后的细胞株

共分
'

组!正常
=6MF

细胞组)阴性沉默对照组 $

=6MF.

<S

组&)阳性沉默实验组 $

=6MF.+38<2

组&*各组

细胞分别用含有
$%Y

的胎牛血清)

$Y

青霉素
.

链霉素

和
$Y 5.

谷氨酰胺的
8WL>.$)0%

培养液在
'-Z

含

?Y SX

1

的细胞培养箱中培养#每
1

$

'

天换
$

次培

养液*

=&>&?

!

G6FM.E#A6WS8

验证沉默效率
!

取上述
'

组处

于对数生长期的细胞#用
CG#Q"M

试剂盒提取总
8<2

并测定浓度#根据反转录试剂盒步骤将
8<2

反转录

成
HU<2

#每个样品
HU<2

模板设立
'

个平行管*采

用
Vâ 8:G66,WS8 LF+E6GL#R

试剂盒进行
f

8C.

WS8

反应扩增目的片段*

WS8

引物如下!
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向引物!
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次循环*根据
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的扩增曲线和溶解曲线分

析产物的特异性#以
!

.FHE#,

为内参#最终结果以
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.

##

SE统计各组基因表达水平*
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于冰上用含有
$Y

苯甲基磺酰

氟$
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&的
8>W2

裂解液裂解各组细胞及移植瘤组

织并在
0Z

离心机上以
$1%%%G

"

A#,

离心
1%A#,

后

收集上清蛋白液于
T/%Z

保存备用*

Ŝ2

法测定蛋

白浓度#

VUV.W2:4

凝胶电泳分离目的蛋白并用湿转

法将蛋白转至
W9U;

膜#

?Y

脱脂奶粉封闭液孵育
1

3

*然后
0Z

过夜孵育兔抗
!

.FHE#,

$

$i)%%%

&)兔抗

H

N

HM#,U$

$

$i?%%

&)兔抗
H

N

HM#,4

$

$i?%%

&)兔抗

3,8<W21

"

$̂

$

$i?%%

&一抗#之后用
Ĉ VC

洗
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次#

每次
$% A#,

#将
W9U;

膜在山羊抗兔二抗 $

$i

(%%%%

&中室温孵育
$3

*

4S5

发光液显影并曝光*

用
>AF

B

6d

软件分析各组的灰度值*

=&>&A

!

LCC

检测细胞增殖
!

用
%&1?Y

的胰蛋白酶

将
=6MF

组)

=6MF.<S

组及
=6MF.+38<2

组的细胞消

化下来并稀释至
?[$%

0

"

A5

#以每孔
1%%

%

5

加入

()

孔板中并在
'-Z

)

?YSX

1

培养箱中分别培养
$1

)

10

)

0/3

*然后每孔加入含
$%

%

5LCC

后继续培养
0

3

#之后去除上清液并每孔加入
$?%

%

5

的二甲基亚砜

$

ULVX

&于酶标仪上充分震荡
$%A#,

后在
0(%,A

处

检测吸光度$

$

&值*

=&>&K

!

构建裸鼠移植瘤模型
!

于贵州医科大学实验

动物中心购入
$/

只
0

周龄的雌性
2̂5̂

"

H

裸鼠并用

清洁级饲料饲养于无特定病原体$

VW;

&级动物房中*

实验对应细胞分
'

组#每组
)

只裸鼠*每只裸鼠于右

背靠颈部皮下接种
1%%

%

5

悬浮细胞液 $

1[$%

)

"

A5

细胞悬浮于
1%%

%

5Ŵ V

中&*之后每
'

天用游标卡

尺测量肿瘤体积大小并根据文献中发表的公式计算

体积'

$'

(

*肿瘤生长
'%!

后用
$%Y

水合氯醛麻醉并断

颈处死裸鼠收集肿瘤组织*

=&>&L

!

免疫组织化学
!

移植瘤组织取出后用
0Y

的

中性甲醛固定
103

#之后脱水)石蜡包埋并制成
0

%

A

厚的切片粘贴于载玻片上*之后二甲苯化蜡#梯度乙

醇脱蜡至水#柠檬酸盐缓冲液高压修复抗原
'A#,

*

%&'Y =

1

X

1

阻断非特异性抗原
'%A#,

#

Ŵ VC

洗
'

次

后用
$%Y

的血清封闭液封闭
1%A#,

*

0Z

过夜孵育

兔抗
WS<2

$

$i$%%

&和兔抗
e#.)-

$

$i$%%

&一抗#并

以
Ŵ V

代替一抗处理切片作为阴性对照*一抗孵育

完毕并复温
0%A#,

后在
'-Z

水浴箱中孵育二抗
1%
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#之后
U2̂

显色#苏木素复染并逆行脱水后用中

性树脂封片*棕色区域视为阳性区域#
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&染色
!
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月第
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疫组织化学步骤类似*
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%

A

厚的切片经脱蜡和再水

合后用苏木素处理
?A#,

#

$Y

盐酸乙醇分化
$+

#伊红

染液处理
'A#,

#逆行脱水后用中性树脂封片*

=&?

!

统计学处理
!

采用
VWVV1'&%

软件分析数据#计

量资料用
J@@

表示#样本间比较采用单因素方差分

析#以
!

$

%&%?

为差异有统计学意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

各组宫颈癌
=6MF

细胞中
3,8<W21

"

$̂

基因表

达情况比较
!

由慢病毒介导
+38<2

沉默
3,8<W

21

"

$̂

基因的
=6MF.+38<2

组与
=6MF

组和
=6MF.<S

组比较#

3,8<221

"

$̂

表达降低$

!

$

%&%?

&*

f

8C.

WS8

结果显示
=6MF.+38<2

组中的
3,8<W21

"

$̂

抑制效率达到$

-0&-(@'&'/

&

Y

#

]6+E6G,KM"E

结果显

示
=6MF.+38<2

组中
3,8<W21

"

$̂

蛋白的表达量

相较于其他两组明显降低$

!

$

%&%?

&#见图
$

*

!!

2

!

3,8<W21

"

$̂A8<2

%

^

!

3,8<W21

"

$̂

蛋白%

F

!

!

$

%&%?

#与

=6MF

组及
=6MF.<S

组比较

图
$

!!

慢病毒介导
+38<2

沉默
3,8<W21

$

$̂

基因

>&>

!

沉默
3,8<W21

"

$̂

对宫颈癌
=6MF

细胞增殖的

影响
!

对
=6MF

组)

=6MF.<S

组及
=6MF.+38<2

组分

别检测各自在
$1

)

10

)

0/3

时间点的增殖情况*

=6MF.

+38<2

组在
0/3

时间点的增殖情况较
=6MF

组及

=6MF.<S

组明显降低 $

!

$

%&%?

&#见图
1

*

!!

F

!

!

$

%&%?

#与
=6MF

组及
=6MF.<S

组比较

图
1

!!

沉默
3,8<W21

$

$̂

后各组的增殖水平比较

>&?

!

沉默
3,8<W21

"

$̂

后对体外细胞
H

N

HM#,U$

及

H

N

HM#,4

表达的影响
!

]6+E6G,KM"E

结果显示
=6MF.

+38<2

组的
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

蛋白水平相较于

=6MF

组及
=6MF.<S

组明显降低$

!

$

%&%?

&#

=6MF

组

与
=6MF.<S

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%?

&#见

图
'

*

>&@

!

沉默
3,8<W21

"

$̂

后对宫颈癌
=6MF

细胞移植

瘤的影响
!

对于接种
=6MF

)

=6MF.<S

及
=6MF.+38<2

的
'

组裸鼠#在实验期间各组行为都未见异常表现#

饮食正常#各组存活率为
$%%Y

*

=6MF.+38<2

组的

肿瘤生长相较于另外两组明显受到抑制#肿瘤体积明

显减小 $

!

$

%&%?

&#见图
0

*免疫组织化学结果显示

=6MF.+38<2

组中的增殖相关抗原
WS<2

及
e#.)-

表达较其余两组均明显降低$

!

$

%&%?

&#见图
?

)

)

#

=4

染色见各组切片中肿瘤细胞的病理形态呈现出细

胞核深染#大小不一#核质比例失调#部分细胞形态不

规则的现象#但各组之间的形态并无明显差异#见图

)

*另外移植瘤组织中的
]6+E6G,KM"E

结果同样显示

=6MF.+38<2

组的
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

较其他两组

明显降低$

!

$

%&%?

&#见图
-

*

!!

2

!

]6+E6G,KM"E

%

^

!定量分析图%

F

!

!
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%&%?

#与
=6MF

组及
=6MF.

<S

组比较

图
'

!!

体外细胞中各组
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

蛋白表达变化

!!

F

!

!

$

%&%?

#与
=6MF

组及
=6MF.<S

组比较

图
0

!!

裸鼠移植瘤的生长情况

!!

F

!

!

$

%&%?

#与
=6MF

组及
=6MF.<S

组比较

图
?

!!

免疫组织化学定量分析
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重庆医学
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年
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月第
0-

卷第
'%

期



图
)

!!

免疫组织化学及
=4

染色%

[0%%

&

!!

2

!

]6+E6G,KM"E

%

^

!定量分析图%

F

!

!

$

%&%?

#与
=6MF

组和
=6MF.

<S

组比较

图
-

!!

移植瘤组织中
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

蛋白表达变化

?

!

讨
!!

论

!!

由于宫颈癌在女性肿瘤的高发病率及恶性程度#

目前许多学者都致力于寻找与宫颈癌相关的癌基因*

据文献报道#目前宫颈癌的发生发展与诸多基因都有

关联#而
3,8<W21

"

$̂

基因与宫颈癌的联系鲜有报

道#因此本研究希望在前期研究的基础上进一步探索

3,8<W21

"

$̂

对调控宫颈癌细胞中周期相关蛋白的

表达及其对细胞增殖和肿瘤生长的影响*

3,8<W21

"

$̂

是一组由
3,8<W21

和
3,8<W

$̂

蛋白质以适当比例结合涉及细胞转录和蛋白质翻

译的
A8<2

结合蛋白'

'.0

(

*

3,8<W21

"

$̂

不受调控

地在肿瘤组织中的高表达是促进肿瘤形成的原因之

一'

)

(

#甚至有研究报道将
3,8<W21

"

$̂

定义为一种

原癌基因#尤其是在非小细胞肺癌中#

3,8<W21

"

$̂

已作为其肿瘤生物标记物及判断预后的指标'

$0

(

*

5>

等'

$?

(研究发现
3,8<W21

"

$̂

及其他部分
3,8<W+

家族的基因参与介导人乳头瘤病毒
$)

型$

=W9.$)

&

感染宫颈上皮的过程#同时也发现
3,8<W21

"

$̂

在

宫颈癌中也是呈高表达状态*本研究结果显示沉默

宫颈癌细胞中
3,8<W21

"

$̂

后其增殖及肿瘤生长等

方面明显受到抑制#这也印证了部分学者的结论#说

明
3,8<W21

"

$̂

确实参与了宫颈癌的发生发展

过程*

从体内及体外实验结果均显示
H

N

HM#,U$

及
H

N

H.

M#,4

在
3,8<W21

"

$̂

基因沉默后均表达下调#而这

两种蛋白对于调控细胞周期进程至关重要'

/

(

#这说明

3,8<W21

"

$̂

有可能通过
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

来调

控宫颈癌中的细胞周期变化*赵向寨等'

$)

(发现通过

沉默
3,8<W+

家族中的
3,8<W=

基因能够下调子

宫内膜癌
>+3#PF7F

细胞中的
H

N

HM#,U$

)

SUe0

的表

达*而据
S=X>

等'

$-

(报道#

3,8<W21

"

$̂

在维持人

胚胎干细胞的自我更新及多功能性上具有重要意义#

并通过沉默
3,8<W21

"

$̂

后也发现胚胎干细胞中的

H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

及
H

N

HM#, $̂

表达下调#细胞周

1?/'

重庆医学
1%$/

年
$%

月第
0-

卷第
'%

期



期阻滞于
:

$

期*同时也有报道称在肺腺癌中检测到

3,8<W $̂

升高而
H

N

HM#,U$

减少#协同二者的结果对

肺腺癌及不典型增生的诊断具有重要意义'

$/

(

*而上

述结论与本研究结论相一致#由此可以推断
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

在
3,8<W21

"

$̂

调控宫颈癌细胞周期进

程中十分重要*细胞核增殖相关抗原
e#.)-

及
WS<2

均为存在于细胞增殖期的蛋白质#是增殖细胞标记物

之一#常被用于许多肿瘤与非肿瘤组织通过免疫组织

化学分析病理特性的标记物'

$(

(

#对于这两种蛋白质的

检测有助于了解肿瘤细胞的增殖活性*本研究免疫

组织化学结果显示沉默
3,8<W21

"

$̂

后
WS<2

和

e#.)-

的表达均显著减低#同时结合体外
LCC

细胞

增殖实验#说明
3,8<W21

"

$̂

能够调控宫颈癌细胞

的增殖活性*

综上所述#本次通过沉默
3,8<W21

"

$̂

基因后

对宫颈癌细胞体外及体内实验的研究*结果显示#

3,8<W21

"

$̂

在宫颈癌细胞中可能参与调控细胞增

殖#并通过
H

N

HM#,U$

及
H

N

HM#,4

调控细胞周期进程#

同时促进宫颈癌的生长*所以
3,8<W21

"

$̂

可能是

治疗宫颈癌的一个基因靶点#这将为未来对治疗宫颈

癌进一步研究提供一个实验依据*
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