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2#3.1$

对宫颈癌
4#56

细胞增殖侵袭及调控
47381

表达的影响"

夏
!

红$
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广东省广州市番禺区中心医院妇科
!

9$$0%%

#

1&

滨州医学院生物化学与

分子生物学教研室!山东烟台
1)0%%'

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨微小
3:;.1$

"

2#3.1$

$对人宫颈癌
4#56

细胞增殖%凋亡%侵袭及调控快速发育生长因

子同源蛋白
1

抗体"

47381

$表达的影响&方法
!

收集
1%$)

年
$

月至
1%$-

年
$1

月广州市番禺区中心医院收治

患者的宫颈癌组织和正常宫颈组织标本各
11

例!采用实时荧光定量聚合酶链反应"

<7=3

$检测宫颈癌组织中

2#3.1$

和
47381

的表达水平&采用
>#

?

"@ABC62#,A

DE

1%%%

脂质体法将
2#3.1$

模拟物"

2#,#B.1$

组$%模拟物对

照寡核苷酸"

2#,#B.,B

组$%抑制剂"

#,5#F#C"G.1$

组$和抑制剂对照寡核苷酸"

#,5#F#C"G.,B

组$转染到宫颈癌
4#56

细胞&转染
0/5

后!采用四甲基偶氮唑蓝"

EDD

$法检测细胞增殖!流式细胞仪检测细胞凋亡!

DG6,+HAII

检测

细胞侵袭!

<7=3

和
JA+CAG,FI"C

检测各组细胞中
4738123:;

和蛋白水平&结果
!

与正常宫颈组织比较!

宫颈癌组织中
2#3.1$

表达明显增高!

47381

表达明显降低"

!

$

%&%9

$!二者呈负相关"

!

$

%&%$

$&与相应对照

组相比!

2#,#B.1$

组
4#56

细胞增殖率升高!凋亡率降低!侵袭能力提高"

!

$

%&%9

$#

#,5#F#C"G.1$

组
4#56

细胞增

殖率降低!凋亡率升高!侵袭能力减弱"

!

$

%&%9

$&与相应对照组相比!

2#,#B.1$

组
47381

蛋白水平明显降低

"

!

$

%&%9

$!

4738123:;

水平无明显差异"

!

%

%&%9

$#

#,5#F#C"G.1$

组
4738123:;

和蛋白水平均明显升高

"

!

$

%&%$

$&结论
!

2#3.1$

在宫颈癌中可能通过调控肿瘤抑制基因
47381

发挥作用!有望成为宫颈癌基因治

疗的一个新靶点&
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!!

宫颈癌是全世界女性中最常发生的恶性肿瘤之

一#我国宫颈癌的发生率和病死率占全球的
$

"

'

#严重

威胁妇女的身心健康'

$

(

)

2#BG"3:;

$

2#3:;

&作为

一种新型肿瘤诊断的生物标志物#已成为学者们研究

的热点'

1

(

)

2#3:;.1$

$

2#3.1$

&是发现较早*研究较

多的一种
2#3:;

#几乎参与了所有恶性肿瘤的发生

发展'

'

(

)快 速 发 育 生 长 因 子 同 源 蛋 白
1

抗 体

$

47381

&是
2#3.1$

的调控靶点之一#其异常表达在

肿瘤细胞的增殖及凋亡等过程中发挥重要作用'

0

(

)

但是
47381

在宫颈癌中的作用罕见报道#

2#3.1$

是

否通过调控
47381

的表达进而影响宫颈癌的增殖凋

亡尚未有报道)鉴于此#本研究通过脂质体转染来调

节宫颈癌
4#56

细胞中
2#3.1$

的表达水平#探讨
2#3.

1$

对宫颈癌
4#56

细胞体外增殖*侵袭和凋亡的作用

及可能机制)

D

!

材料与方法

D&D

!

材料

D&D&D

!

组织收集
!

采集
1%$)

年
$

月至
1%$-

年
$1

月

番禺区中心医院收治患者的宫颈鳞癌组织
11

例#诊

断结果均由
1

位病理医师根据
JQX

分级诊断标准

得出#患者均为新发病例#术前未接受过放化疗)因

子宫肌瘤或子宫脱垂在番禺区中心医院住院并切除

子宫#妇科检查及病理检查等排除宫颈疾病#术后获

得正常宫颈组织标本
11

例)标本采集后迅速放至液

氮中冷冻#

V/%Y

低温保存)

D&D&E

!

细胞及主要试剂
!

人宫颈鳞癌
4#56

细胞购自

南京科佰生物科技有限公司#

PEWE

培养基购自美

国
Q

O

BI",A

公司#

>#

?

"@ABC62#,A

DE

1%%%

购自美国
Z,.

K#CG"

L

A,

公司#

3:;

提取试剂盒购自广州易锦生物科

技有限公司#

DG#["I

试剂购自日本宝生生物工程有限

公司$大连&#

7=3

所需引物购自上海吉玛制药技术有

限公司#四甲基偶氮唑蓝$

EDD

&试剂盒购自武汉盖

云天生物科技有限公司#

;,,AN#,

"

.\ZD=

"

7Z

检测

试剂盒购自美国
UP

公司#

47381

蛋白购自英国
;F.

B62

公司#

U=;

蛋白定量试剂盒和
Q37.

羊抗兔
Z

L

]

购自碧云天生物科技有限责任公司)

D&E

!

方法

D&E&D

!

细胞培养*分组及转染
!

将宫颈鳞癌
4#56

细

胞接种于含
$%̂

胎牛血清的
PEWE

培养液中#

'-Y

*

9̂ =X

1

的恒温培养箱中培养#当细胞密度达

/%̂

#

(%̂

进行转染#细胞在转染前一天按
1&%_$%

9

接种于
)

孔板中)采用
>#

?

"@ABC62#,A

DE

1%%%

脂质体

法将
2#3.1$

模拟物$

2#,#B.1$

组&*模拟物对照寡核

苷酸$

2#,#B.,B

组&*抑制剂$

#,5#F#C"G.1$

组&和抑制剂

对照寡核苷酸$

#,5#F#C"G.,B

组&转染至人宫颈癌
4#56

细胞)转染后将细胞置于恒温培养箱中继续培养
0/

5

进行后续实验)

D&E&E

!

实时荧光定量
7=3

$

S

M6,C#C6C#KAGA6I.C#2AGA.

KAG+ACG6,+BG#

?

C#", 7=3

#

<7=3

&检 测
2#3.1$

及

4738123:;

水平
!

按照
DG#["I

试剂使用说明书提

取细胞总
3:;

#用超微量分光光度计对
3:;

浓度和

纯度进行检测)按反转录试剂盒说明书采用特异性

反转录引物反转录为
BP:;

#以
BP:;

为模板#

2#3.

1$

表达以
)̀

为内参#

47381

表达以
];7PQ

为内

参进 行
<7=3

检 测)

2#3.1$

引 物 货 号!上 游

Q2#3<7%'$)

#下游
<7%$%.%'

)

47381

上游引物!

9a.]];=D]D]]=;;]D]=;;;D]D;.'a

%下游引

物!

9a.;;]]=;=D]=DD]D=]=;];.'a

)

];7.

PQ

引物序列上游引物#

9a.]=;==]D=;;]]=D.

];];;=.'a

%下 游 引 物!

9a.D]]D];;];=]=.

=;]D]];.'a

)扩增条件!

(9 Y

预变性
$% 2#,

#

(9Y

变性
$%+

#

)%Y

退火
1%+

#

-1Y

延伸
$%+

扩增

0%

个循环)反应结束后采用
1

.

##

=C法计算
2#3.1$

和

47381

的相对表达)

D&E&F

!

EED

法检测细胞增殖
!

转染
0/5

后#消化离

心收集细胞#调整细胞密度为
$_$%

0

"每孔接种于
()

孔

板#每组设
9

个复孔)

'-Y

培养
$

#

05

#用酶标仪于波

长
0(%,2

处检测吸光度值#计算细胞增殖指数)

D&E&G

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

采用流式细胞术

联合
;,,AN#,

"

.\ZD=

"

7Z

双染法检测凋亡率)细胞

分组同上#用不含乙二胺四乙酸$

WPD;

&的胰蛋白酶

消化各组细胞并得到单细胞悬液#

7U4

洗涤
1

次后#

收集$

$

#

9

&

_$%

9 个细胞#加入
9%%

$

>U#,!#,

L

FM@@AG

重悬细胞#之后分别加入
9

$

>;,,AN#,

"

.\ZD=

及
9

$

>7Z

混匀#室温避光反应
$92#,

#流式细胞术检测细

胞凋亡#具体操作步骤按说明书进行)

D&E&H

!

DG6,+HAII

分析细胞侵袭
!

细胞转染
0/5

#将

细胞饥饿
$15

后制备细胞混悬液#并在无血清培养基

中调整细胞密度为
$_$%

9

"

2>

#然后将细胞悬液加入

包被
E6CG#

L

AI

胶的
DG6,+HAII

上室中#下室中加入含

$%̂

胎牛血清的培养基)

'-Y

培养#细胞侵袭
105

#

取出小室#将
DG6,+HAII

小室基底膜完整切除#用无

菌棉拭子擦去上室内细胞#多聚甲醛固定
$92#,

#苏

木精染色
$%2#,

#显微镜下随机取
)

个视野计数细胞

侵袭数目#取平均值)

D&E&I

!

JA+CAG,FI"C

检测
47381

蛋白的表达
!

转

染
0/5

后#收集待测细胞#用
7U4

洗
'

次#然后加入

已添加蛋白酶抑制剂的细胞裂解液进行裂解后提取

1%/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



总蛋白)等量的蛋白进行
4P4.7;]W

凝胶电泳分

离#然后转至
7bP\

膜)用
9̂

的
U4;

进行封闭后#

依次孵育一抗和二抗#最后进行显影拍照)

D&F

!

统计学处理
!

采用
4744$'&%

进行数据处理#计

量资料以
5c?

表示#采用
:

检验#以
!

$

%&%9

为差异

有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

2#3.1$

和
4738123:;

在宫颈癌组织中的表

达情况
!

<7=3

检测结果显示#

2#3.1$

在宫颈癌组织

中的表达$

1&90'c%&0-0

&明显高于正常宫颈组织

$

%&-))c%&$/1

&#

4738123:;

在宫颈癌组织中的

表达 $

%&%-)c%&%$1

&明 显 低 于 正 常 宫 颈 组 织

$

%&(//c%&'/'

&#二者比较差异均有统计学意义$

!

$

%&%9

&)进一步分析发现
2#3.1$

和
4738123:;

在宫颈癌组织中表达呈负相关$

9dV%&)0)'

#

!d

%&%%$1

&#见图
$

)

!!

$

!正常宫颈组织%

1

!宫颈癌组织

图
$

!!

2#3.1$

和
47381

在宫颈癌及正常

宫颈组织中的表达

E&E

!

改变
2#3.1$

表达对宫颈癌
4#56

细胞增殖的影

响
!

转染
2#3.1$2#2#B

后#宫颈癌
4#56

细胞
I7

值

$

$&%%)c%&%)$

&较
2#,#B.,B

组$

%&0-1c%&%'9

&明显

升高%转染
2#3.1$#,5#F#C"G

后#宫颈癌
4#56

细胞
I7

值$

%&''/c%&%1'

&较
#,5#F#C"G.,B

组$

%&9$)c%&%'$

&

明显降低#二者比较差异均具有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见图
1

)

!!

"""

!

!

$

%&%9

图
1

!!

改变
2#3.1$

表达对宫颈癌
4#56

细胞增殖的影响

E&F

!

改变
2#3.1$

表达对宫颈癌
4#56

细胞凋亡的影

响
!

采用
;,,AN#,.\ZD=

"

7Z

双染法检测
4#56

细胞的

凋亡率)转染
0/5

后#

2#,#B.1$

组细胞凋亡率为

$

$)&99c%&%9

&

^

#低 于
2#,#B.,B

组 的 $

'$&%%c

$&/%

&

^

#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&)

#,5#F#C"G.1$

组转细胞凋亡率为$

)/&)%c$&(%

&

^

#高于
#,5#F#C".,B

组的$

0-&$%c1&)%

&

^

#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&#见图
'

)

E&G

!

改变
2#3.1$

表达对宫颈癌
4#56

细胞侵袭能力

的影响
!

DG6,+HAII

法检测结果显示#

2#,#B.,B

组*

2#,.

#B.1$

组*

#,5#F#C"G.,B

组*

#,5#F#C"G.1$

组的侵袭数目分别

是
$%$&9%%c/&/-1

*

$(0&%%%c)&//9

*

$%$&%%%c-&'/(

*

0$&/'%c9&%1(

)与
2#,#B.,B

组相比#

2#,#B.1$

组
4#56

细胞体外侵袭能力明显提高$

!

$

%&%$

&)与
#,5#F#C"G.

,B

组相比#

#,5#F#C"G.1$

组
4#56

细胞侵袭能力明显下降

$

!

$

%&%$

&#见图
0

)

!!

;

!柱状图%

U

!流式细胞仪记录图%

"

!

!

$

%&%9

图
'

!!

改变
2#3.1$

表达对
4#56

细胞凋亡率的影响

'%/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



图
0

!!

转染
2#3.1$

后各组
4#56

细胞的侵袭情况$

_$%%

%

E&H

!

改变
2#3.1$

表达对宫颈癌
4#56

细胞
47381

23:;

和蛋白表达的影响
!

分别采用
<7=3

和
JA+C.

AG,FI"C

检测各组细胞中
4738123:;

和
47381

蛋

白的表达情况#实验结果见表
$

#图
9

)与
2#,#B.,B

组相

比#

2#,#B.1$

组
47381

蛋白水平明显降低 $

!

$

%&%9

&#

4738123:;

水平无明显差异$

!

%

%&%9

&%

#,5#F#C"G.1$

组
4738123:;

和蛋白水平均明显高

于
#,5#F#C"G.,B

组$

!

$

%&%$

&)

表
$

!!

各组细胞
4738123:;

和蛋白的表达$

5c?

%

组别
4738123:; 47381

蛋白

2#,#B.,B

组
%&(/-c%&%0( %&/(-c%&00(

2#,#B.1$

组
$&%-9c%&%91 %&9(1c%&9$-

#

#,5#F#C"G.,B

组
$&%%(c%&%'- %&/9$c%&'$$

#,5#F#C"G.1$

组
1&%09c%&$$0

"

%&9-'c%&1$%

"

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
#,5#F#C"G.,B

组比较%

#

!

!

$

%&%9

#与
2#,#B.,B

组

比较

!!

"""

!

!

$

%&%9

图
9

!!

改变
2#3.1$

表达对
4#56

细胞
4738123:;

和蛋白表达的影响

F

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤#我国是宫颈癌

的高发区#每年新增
$%

余万例#近年来发病率有逐渐

上升的趋势)近期调查结果显示#宫颈癌平均发病年

龄为
01

岁#具有年轻化趋势'

9

(

)

2#3:;

是一种由大

约
1%

个核苷酸构成的小型非编码
3:;

)新近研究

显示#

2#3:;

分子不仅可作为临床肿瘤的诊断标记

分子#也可作为临床肿瘤基因治疗的潜在新靶标'

)

(

)

2#3.1$

是
2#3:;

家族著名的癌基因明星#在多种肿

瘤中高表达#如肺癌*乳腺癌*前列腺癌*食管癌*恶性

胶质瘤*膀胱癌及头颈部实体肿瘤等'

-./

(

#被开发为恶

性肿瘤治疗的潜在靶点'

(

(

)文献'

$%

(报道#

2#3.1$

和

2#3.1$0

在宫颈癌网络中是核心生物学因素)

2#3.

1$

在宫颈癌组织及相应细胞系中均为高表达'

$$

(

)在

宫颈癌
QAI6

细胞系中#下调
2#3.1$

表达#体外细胞

的增殖能力受到显著抑制'

$1

(

)在体外培养宫颈鳞癌

细胞系中还发现
2#3.1$

可以通过调节其靶基因

==>1%

的表达#来调节癌细胞的增殖*凋亡*侵袭*转

移等生物学过程'

$'

(

)因此#

2#3.1$

在宫颈癌发生发

展中扮演着重要的角色)

本研究采用
<7=3

检测宫颈癌组织中
2#3.1$

的

表达)结果表明#

2#3.1$

在宫颈癌组织中的表达显著

高于正常宫颈组织$

!

$

%&%9

&#推测
2#3.1$

与宫颈癌

的发生有关)但其作用机制尚未完全清楚)体外生

长的
4#56

细胞是研究宫颈癌发病机制及评价治疗策

略的经典细胞株)为此#本研究以人宫颈癌
4#56

细胞

为研究对象#合成特异性
2#3.1$2#2#B+

和
2#3.1$

#,5#F#C"G

#然后转染至
4#56

细胞中#通过调节
2#3.1$

的表达水平来观察其对
4#56

细胞增殖*凋亡*侵袭以

及对
47381

表达的影响)本研究用
EDD

法观察细

胞增殖#流式细胞仪检测细胞凋亡#

DG6,+HAII

检测细

胞侵袭能力#结果显示
4#56

细胞转染
2#3.1$2#2#B+

后#细胞的增殖能力明显提高#凋亡能力明显下降#侵

袭能力明显增强$

!

$

%&%9

&%转染
2#3.1$#,5#F#C"G

后

细胞的增殖*凋亡与侵袭能力变化相反$

!

$

%&%9

&)

说明
2#3.1$

可能通过促进细胞增殖*抑制凋亡及促

进细胞侵袭能力#在宫颈癌发生发展中发挥癌基因的

作用#

2#3.1$

分子可能成为宫颈癌基因治疗的一个全

新的靶点)

研究证实
2#3.1$

作为致癌基因#可通过下调抑

制多种靶基因的表达#从而改变肿瘤细胞的生物学特

性#参与肿瘤的发生发展及转归等过程'

$0

(

)

2#3.1$

通过抑制
7P=P0

*

7DW:

*

?

9'

*

4"N1

*

FBI1

及
7Ze'3$

等基因的表达#促进细胞的增殖和抑制其凋亡'

$9.$)

(

)

通过搜索
D6G

L

AC4B6,

*

7#BC6G

及
E#BG"B"+2

数据库#

本研究发现
47381

是
2#3.1$

的调控靶点之一)

47381

是
+

?

G"MC

O

家族
0

个成员$

4738$

#

0

&之一#

在机体各器官广泛表达'

$-

(

)有研究表明#

47381

蛋

白表达与乳腺癌*前列腺癌*肺癌*肝癌*卵巢癌*结直

肠癌以及多发性骨髓瘤有关'

0

#

$/.$(

(

)但是
47381

在

宫颈癌中的研究罕见报道#宫颈癌中
2#3.1$

是否通

过调控
47381

的表达进而影响宫颈癌的增殖和凋亡

尚未有报道)

本研究采用
<7=3

检测宫颈癌组织中
47381

的

表达#结果显示
47381

在宫颈癌中低表达$

!

$

0%/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



%&%9

&)进一步通过相关分析发现#

2#3.1$

和
47381

的表达呈负相关$

!

$

%&%9

&)接着本研究用
<7=3

和
JA+CAG,FI"C

检测了转染
2#3.1$

后各组细胞中

4738123:;

和蛋白表达情况)结果发现
#,5#F#.

C"G.1$

组
4738123:;

和蛋白水平均显著高于
#,.

5#F#C"G.,B

组$

!

$

%&%9

&#而
2#,#B.1$

组
47381

蛋白

水平明显低于
2#,#B.,B

组$

!

$

%&%9

&#

4738123:;

水平和
2#,#B.,B

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%9

&%提示
2#3.1$

与
47381

蛋白质的水平存在显

著的负相关关系#而与
4738123:;

的水平则无显

著相关#证实
2#3.1$

在蛋白层面对
47381

发挥调控

作用)

2#3.1$

可能是通过调控肿瘤抑制基因
47381

的表达而发挥癌基因的作用)

本研究不足之处是未进行双荧光素酶报告基因

实验#不能进一步证实
47381

是
2#3.1$

的靶基因#

需要通过相关实验验证并进一步阐明
2#3.1$

作用的

分子机制)

综上所述#

2#3.1$

在宫颈癌的发病中发挥了原

癌基因的作用#且
2#3.1$

可能是通过调控肿瘤抑制

基因
47381

的表达而发挥作用的#提示
2#3.1$

分子

可能成为宫颈癌基因治疗的一个全新的靶点)
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