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"摘要#
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目的
!

研究
P#7.$00.'9

对宫颈癌细胞增殖和迁移的影响!并初步探讨其作用机制$方法
!

通过

瞬时转染
P#7.$00.'

;

P#P#M+

"

P#P#M+

组#&

#,J#N#C"D+

"

#,J#N#C"D+

组#和阴性对照"

XA

组#到宫颈癌
3:FL

细胞中!

以未干预
3:FL

细胞为正常对照!

AAf./

检测细胞增殖活性!

6DL,+I:FF

检测细胞迁移能力!实时定量
9A7

和

B:+C:D,EF"C

检测细胞中
X5=1?1

的表达水平$结果
!

AAf./

结果显示!转染
0/J

后
P#P#M+

组&

#,J#N#C"D+

组

和
XA

组的增殖率分别为"

/'&'c1&%

#

\

&"

$$'&$c%&/

#

\

和"

$%%&1c%&1

#

\

!差异有统计学意义"

F

$

%&%2

#%

CDL,+I:FF

小室的细胞数目分别为"

-/&'c'&2

#&"

$%(&'c0&1

#和"

()&%c0&%

#个!差异有统计学意义"

F

$

%&%2

#%实时定量
9A7

结果显示
P#P#M+

组&

#,J#N#C"D+

组和
XA

组
X5=1?1

的表达量分别为
%&0%c%&%$

&

$&(0c%&%0

和
$&%%c%&%'

!差异有统计学意义"

F

$

%&%2

#%

B:+C:D,EF"C

显示各组
X5=1?1

的表达量差异有统

计学意义"

F

$

%&%2

#$结论
!

体外实验证实
P#7.$00.'

;

能够抑制宫颈癌细胞的增殖和浸润!可能和抑制

X5=1?1

的表达有关$
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Q
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;

D:F#P#,LD#F

H

:K

;

F"D:#C+LMC#",P:MJL,#+P+&5("A&$:

!

6J:P#7.$00.'

;

P#P#M+

$

P#P#M+

Q

D"G

;

%#
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$
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Q

D"G

;

%
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;

D"F#O:DLC#",DLC:+LOC:D0/J"OCDL,+O:MC#",#,CJ:P#P#M+

Q

D"G

;

#

#,J#N#C"D

Q

D"G

;

L,!XA

Q

D"G

;

I:D:
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/'&'c1&%

%
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#$
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%

\L,!

$
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Q

D"G

;

#
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Q
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;

L,!XA

Q

D"G

;

I:D:

%&0%c%&%$

#

$&(0c%&%0L,!$&%%c%&%'D:+
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H
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(
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#
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H
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(
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!!

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤#严重影响我国妇

女的健康*在我国#宫颈癌的发生率为
(/&(

"

$%%%%%

#

病死率达到
'%&2

"

$%%%%%

#而且有逐渐年轻化的趋

势&

$

'

*宫颈癌的发生原因相对明确#即
39d

病毒的

反复感染*但是宫颈癌发生和转移的机制相对复杂#

目前尚未完全阐明*笔者前期的研究发现#

P#7.$00.

'

;

在宫颈癌组织中的表达降低#本研究在体外进一步

验证
P#7.$00.'

;

对宫颈癌细胞株的作用#现将结果

/'-
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报道如下*

E

!

材料与方法

E&E

!

材料与仪器
!

胎牛血清和
79>4$)0%

细胞培养

基购自美国
3

H

MF",:

公司#青
.

链霉素双抗)考马斯亮

蓝)凝胶试剂盒)硝酸纤维素膜)

=A?

发光试剂盒)兔

抗人一抗和羊抗兔二抗购自博士德生物工程有限公

司#

AAf./

试剂盒)反转录试剂盒均购自碧云天生物

工程有限公司#实时定量
9A7

试剂盒购自天根生物

工程有限公司#倒置相差显微镜及荧光显微镜均购自

日本
X#h",

公司*

E&F

!

细胞培养
!

宫颈癌
3:FL

细胞购自中国科学院

上海细胞库*用含
$%\

胎牛血清#

$%%

%

Q

"

P?

青霉素

及
%&$P

Q

"

P?

链霉素的
97>4$)0%

培养基培养#并

置于含
2\A@

1

的
'-^

细胞培养箱中*每
1

$

'

天换

液
$

次*倒置相差显微镜观察细胞生长情况#铺满

/%\

左右时#用
%&12\

胰酶$含
%&%1\=V68

%进行消

化#按
$k'

比例进行传代*细胞对数生长期内进行

实验*

E&G

!

细胞转染
!

细胞生长约
/%\

时进行转染*将

P#7.$00.'

;

P#P#M+

$

P#P#M+

组%)

#,J#N#C"D+

$

#,J#N#C"D+

组%和阴性对照$

XA

组%$仅使用
?#

;

"O:MCLP#,:1%%%

%转

染细胞#以未进行干预的
3:FL

细胞为正常对照组$

3:FL

组%#操作步骤按照说明书进行#每组设
'

个复孔*

E&H

!

AAf./

检测细胞增殖活性
!

细胞转染
0/J

后#

消化离心#按每孔约
1_$%

' 个细胞的浓度接种于
()

孔板中#每组设
'

个复孔*培养过夜吸弃培养基#用

不含血清的
V>=>

培养基漂洗
1

遍#每孔加入
AAf.

/

染色液
$%%

%

?

#

'-^

避光孵育染色
$J

#用酶联免疫

标记仪测定细胞的吸光值$

"

02%

%#计算出细胞的增殖

率$以
XA

组为
$%%\

计算%*

E&I

!

6DL,+I:FF

检测细胞迁移能力
!

细胞转染
0/J

后#分别将
'

组细胞制成约
$%

)

"

P?

的细胞悬液$培养

基不含胎牛血清%#取
1%%

%

?

接种于上层小室内#下

层小室内加入
'%%

%

?

含
$%\

胎牛血清的培养基作为

化学诱导物#每组设
'

个复孔*

'-^

培养
10J

后#取

出下层小室#吸干培养基#加入
0\

多聚甲醛固定
'%

P#,

#

9EU

洗涤
'

次#

<:P#+L

溶液染色
2P#,

#在高倍镜

下$

_0%%

%选取
2

个视野计数细胞#取平均数作为实验

结果*以对照组为
$%%\

#计算各组细胞的迁移率*

E&J

!

实时定量
9A7

检测
X5=1?1P7X8

的变化
!

转染后取对数生长期的细胞#采用
6D#S"F

法提取细胞

总
7X8

#按说明书进行操作*分光光度计测定
7X8

浓度后#取
$

%

Q

7X8

反转录为
MVX8

#操作过程按反

转录试剂盒说明书进行*引物序列!

X5=1?1

上游引

物为
2b.8A8A<<6AA8A8<A6A86A.'b

#下游引物

为
2b.6<6A886A8886AA86<6AA6<.'b

(

<8V.

93

内参 正义链
2b.A66A866<8AA6A88A68A.

'b

#反义链
2b.<AA86AA8A8<6A66A6<.'b

*采用

12

%

?

反应体系#按说明书进行*

9A7

反应条件!

(2^

预变性
2P#,

(

(2^

变性
$%+

#

)%^

退火延伸
'%

+

#共
0%

个循环*采用
1

.

&&

AC法进行分析*

E&Q

!

蛋白提取和
B:+C:D,EF"C

检测
X5=1?1

水平
!

转染后取对数生长期的细胞以
$%

)

"

P?

的密度种植于

)

孔板中培养过夜*

0^ 9EU

漂洗
'

次(

%&12\

胰酶

消化并收集细胞$漂洗液离心后收集细胞%#加入
1%%

%

?7498

裂解液$含体积分数为
$\

的
9>U5

%置于冰

上裂解
'%P#,

*

0^$1%%%D

"

P#,

离心
$2P#,

$低温

离心机提前
'%P#,

启动并预冷%#收集上清液#考马斯

亮蓝法测蛋白浓度*用
7498

裂解液调整样品蛋白

浓度至相同水平#热变性蛋白*取相同总量的蛋白质

进行凝胶电泳#转膜#孵育一抗$

$k$%%%

稀释%

0^

过

夜*加入二抗$

$k1%%%

稀释%#室温孵育
1J

#

6EU6

漂洗
'

次#每次
$%P#,

*在暗室内使用
=A?

发光液发

光#压片后曝光盒曝光*图片照相后用
[L,C#C

H

.@,:

分析软件进行分析测定*

E&R

!

统计学处理
!

采用
U9UU$2&%

统计软件对数据

进行分析*计量资料以
6cI

表示#组间均数比较采

用
8X@d8

方差分析#计数资料比较采用
!

1 检验#以

F

$

%&%2

为差异有统计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

AAf./

结果显示
P#7.$00.'9

抑制
3:FL

细胞的

增殖
!

转染
0/J

后#

P#P#M+

组细胞的增殖活性为

$

/'&1c1&%

%

\

(而
#,J#N#C"D+

组细胞的增殖活性为

$

$$'&%c%&/

%

\

#与
XA

组$

$%%&1c%&1

%

\

相比#差

异有统计学意义$

F

$

%&%2

%#见图
$

*而
XA

组和
3:.

FL

组相比#差异无统计学意义$

F

%

%&%2

%*

图
$

!!

转染后各组细胞的增殖活性情况

F&F

!

P#7.$00.'

;

抑制
3:FL

细胞的迁移能力
!

转染

0/J

后#

P#P#M+

组
3:FL

细胞迁移到下层的数目为

$

-/&'c'&2

%个#而
#,J#N#C"D+

组的数目为$

$%(&'c

0&1

%个#和
XA

组$

()&%c0&%

%个相比#差异有统计学

意义$

F

$

%&%2

%(而
XA

组和
3:FL

组相比#差异无统

计学意义$

F

%

%&%2

%#见图
1

*

F&G

!

P#7.$00.'

;

抑制
3:FL

细胞
X5=1?1

的表达
!

实时定量
9A7

结果发现#以正常
3:FL

细胞为参照#

('-

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
2

期



XA

组)

P#P#M+

组和
#,J#N#C"D+

组中
X5=1?1

的相对

表达量分别为
$&%%c%&%'

)

%&0%c%&%$

)

$&(0c%&%0

#

差异有统计学意义$

F

$

%&%2

%#见图
'

*而
B:+C:D,

EF"C

结果显示#

P#P#M+

组中
X5=1?1

的蛋白表达量

明显降低#

#,J#N#C"D+

组的表达量显著升高#和
XA

组

$

$&%%c%&%'

%相比#差异有统计学意义$

F

$

%&%2

%#而

XA

组和
3:FL

组之间差异无统计学意义$

F

%

%&%2

%#

见图
0

*

图
1

!!

转染后各组细胞迁移细胞数目情况

图
'

!!

转染后各组
X5=1?1

的表达情况

图
0

!!

B:+C:D,EF"C

结果显示各组
X5=1?1

的表达情况

G

!

讨
!!

论

!!

>#7X8+

是
$(('

年在线虫中被发现的&

1

'

*目

前#医学界已经发现它在多种物种中均有表达#而且

在心血管)感染)自身免疫性疾病和代谢障碍等方面

发挥重要的调节作用&

'.0

'

*研究表明#

P#7X8+

在肿

瘤的发生)发展中起重要的调节作用#可以作为癌基

因或抑癌基因调节肿瘤的增生)浸润和转移等过

程&

2

'

#有些
P#7X8

有成为是肿瘤诊断标志物的

潜力&

)

'

*

P#7.$00.'

;

是
P#7.$00

的成熟体#在多种生理和

病理过程中有发挥重要的调节作用*在创伤后的恐

惧消退实验中发现#

P#7.$00.'

;

集中表达在杏仁核附

近#并促进恐惧消退的恢复#说明在中枢神经受损后

P#7.$00.'

;

能够促进其恢复&

-

'

*过表达的
P#7.$00.

'

;

能够抑制骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化#通过

荧光素酶报道实验和
B:+C:D,EF"C

结果显示#其能够

通过抑制
UPL!0

发挥作用&

/

'

*在帕金森的发病过程

中#过表达的
P#7.$00.'

;

能够抑制
#

.

前淀粉样蛋白#

上调线粒体功能相关的重要基因如过氧化物酶体增

殖物激活受体
+

共激活因子
.$

!

$

9<A.$

!

%)核呼吸因

子
$

$

X75.$

%和线粒体转运因子
8

$

658>

%的表达#

并且增加细胞内三磷酸腺苷$

869

%和细胞活性#而
#

.

前淀粉样蛋白表达增多则起到相反的作用&

(

'

#说明

P#7.$00.'

;

在帕金森病的发生过程中发挥重要的

作用*

在肿瘤的发生和发展过程中#

P#7.$00.'

;

也发挥

重要的作用*在一项肝癌细胞的研究中发现#和癌旁

组织相比#

P#7.$00.'

;

表达明显下降#而且和患者的

手术和预后存在相关性(通过生物学分析发现#其调

节多种细胞功能和多条肝癌细胞相关的病理通路#包

括
92'

通路&

$%

'

*在喉鳞状细胞癌的体外研究中发现#

P#7.$00.'

;

能够特异性地作用于
=1)

特异转录因子

$

$

=6U.$

%#部分通过抑制上皮
.

间质的转化从而抑制

细胞的增殖)浸润和转移&

$$

'

*在多发性骨髓瘤患者的

血浆及细胞系中#

P#7.$00.'

;

的表达均明显降低#而

体外过表达
P#7.$00.'

;

能够明显地抑制细胞的增殖

和集落形成#促进细胞周期的停滞和凋亡(进一步检

测发现其是通过抑制
M.>=6

的表达#从而调控

94'f

"

8f6

通路来发挥作用的&

$1

'

*在这些肿瘤中#

P#7.$00.'

;

均发挥抑癌基因的作用*在急性髓系白

血病的研究中发现#

P#7.$00.'

;

在骨髓和外周血中的

表达均明显升高#而且在细胞系
3?.)%

中表达也明显

增高#通过双荧光素酶报道实验发现其靶基因为

X751

*抑制
P#7.$00.'

;

的表达后#

X751

能够降低

细胞的活性并促进细胞的凋亡&

$'

'

*说明在急性髓系

白血病中#

P#7.$00.'

;

发挥癌基因的作用*而在肾透

明细胞癌中的研究也发现#

P#7.$00.'

;

能够促进细胞

的增殖)浸润和耐药性的形成#发挥癌基因的作用&

$0

'

*

这些研究说明#

P#7.$00.'

;

在不同的肿瘤中发挥抑癌

基因或癌基因的作用*笔者之前的研究发现#在宫颈

癌中
P#7.$00.'

;

的表达明显降低#而且和患者的临

床特征相关#推测其可能发挥抑癌基因的作用*笔者

通过体外研究进一步发现
P#7.$00.'

;

能够抑制细胞

的增殖和浸润*

X5=1?1

是细胞内抗氧化应激的主要转录因子#

在生理及病理过程中发挥重要的调节作用&

$2

'

*匈牙

利的一项儿童哮喘的病例对照研究发现#

X5=1?1

的

基因多态性和环境污染后感染引起的哮喘有相关

性&

$)

'

*而
X5=1?1

的突变#会导致体内氧化
.

还原系
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期



统失衡#在多种肿瘤的发生和发展中发挥重要的作

用*在结肠癌细胞系中研究发现#抑制
X5=1?1

的表

达会导致
P#7.$/$M

的激活#抑制线粒体的电子传递

链的重要单位细胞色素
A

的氧化酶#从而抑制细胞内

869

的生成&

$-

'

*在恶性黑色素瘤中的标本免疫组织

化学 研 究 中 发 现#和 原 发 灶 相 比#在 转 移 灶 中

X5=1?1

的表达更高而
f=89$

的表达降低#而且细

胞核中
X5=1?1

的表达和远处转移及
6B4U6

蛋白

的表达相关#而且
>5=1?1

和
6B4U6

蛋白均表达和

患者的预后差明显相关#说明
X5=1?1

在恶性黑色素

瘤的转移和上皮
.

间质转化中可能发挥重要的作

用&

$/

'

*而在维吾尔族妇女宫颈鳞癌中的研究发现#和

宫颈上皮内瘤变及正常宫颈组织相比#

X5=1?1

的表

达升高(宫颈癌细胞系中的研究发现#抑制
X5=1?1

表达能明显地抑制肿瘤细胞的增殖和浸润&

$(

'

*说明

X5=1?1

在宫颈癌的发生)发展中发挥重要的作用*

笔者前期的研究结果证实#

X5=1?1

在宫颈癌中的表

达是升高的(在本研究中#抑制
X5=1?1

的表达能够

降低宫颈癌细胞的增殖和浸润*

综上所述#本研究在细胞系中验证了
P#7.$00.'9

在宫颈癌细胞中的作用#并进一步验证其靶基因可能

是
X5=1?1

*但是本研究仍存缺陷#没有采用双荧光

素酶法进行直接观察*本研究观察到
P#7.$00.'

;

在

宫颈癌的作用#但是其具体的调控成熟及其发挥作用

的途径尚需要进一步的研究*
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