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  [摘要] 目的 探讨帕金森病相关蛋白7(PARK7/DJ-1)和甲基胞嘧啶双加氧酶(TET1)在宫颈癌组织的

表达情况,及其与宫颈癌发生、发展的关系。方法 选取2018年1-9月诊治的40例宫颈疾病患者为研究对

象,按照检查结果分为宫颈癌Ⅰ组、宫颈上皮内瘤变Ⅲ级组(CINⅢ级组)和子宫肌瘤组,采用免疫组织化学法检

测宫颈组织DJ-1表达情况。另选取2020年6-8月手术切除的10例宫颈癌患者作为宫颈癌Ⅱ组,并以其癌旁

组织作为癌旁对照组,采用 Western
 

blot法检测 DJ-1和 TET1的表达情况。培养人正常子宫颈上皮细胞

HcerEpic和宫颈癌细胞SiHa、HeLa,Western
 

blot法检测DJ-1和TET1表达水平。结果 DJ-1主要在细胞

质表达,部分细胞核也有表达,呈棕色。DJ-1在子宫肌瘤组(20%)、CINⅢ级组(60%)和宫颈癌Ⅰ组(80%)阳

性表达率逐渐上升,差异有统计学意义(P<0.05)。与癌旁对照组比较,宫颈癌Ⅱ组DJ-1表达水平更高,TET1
表达水平更低,差异有统计学意义(P<0.05)。与人正常子宫颈上皮细胞 HcerEpic比较,宫颈癌细胞SiHa和

HeLa的DJ-1表达水平更高,TET1表达水平更低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 DJ-1和TET1在宫

颈癌异常表达,其可能与宫颈癌发生、发展密切相关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

parkinson
 

protein
 

7
 

(PARK7/DJ-1)
 

and
 

ten
 

eleven
 

translocation
 

1
 

(TET1)
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

cervical
 

cancer.Methods Forty
 

patients
 

with
 

cervical
 

disease
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

from
 

January
 

to
 

Sep-
tember

 

2018
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

cervical
 

cancer
 

group
 

Ⅰ,the
 

cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia
 

level
 

Ⅲ
 

group
 

(the
 

CIN
 

Ⅲ
 

group)
  

and
 

the
 

uterine
 

fibroids
 

group
 

according
 

to
 

the
 

examination
 

results,immu-
nohistochemistry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

DJ-1
 

in
 

cervical
 

tissue.In
 

addition,10
 

patients
 

with
 

cer-
vical

 

cancer
 

who
 

were
 

surgically
 

removed
 

from
 

June
 

to
 

August
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

cervical
 

cancer
 

group
 

Ⅱ,and
 

their
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

used
 

as
 

the
 

adjacent
 

control
 

group,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

DJ-1
 

and
 

TET1.Human
 

normal
 

cervical
 

epithelial
 

cell
 

HcerEpic
 

and
 

cervical
 

cancer
 

cell
 

SiHa
 

and
 

HeLa
 

were
 

cultured,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

DJ-1
 

and
 

TET1
 

were
 

also
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
Results DJ-1

 

mainly
 

expressed
 

in
 

the
 

cytoplasm,and
 

part
 

of
 

the
 

nucleus
 

also
 

expressed,which
 

was
 

brown.
The

 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

DJ-1
 

in
 

uterine
 

fibroids
 

group
 

(20%),the
 

CIN
 

Ⅲ
 

group
 

(60%)
 

and
 

the
 

cervi-
cal

 

cancer
 

group
 

Ⅰ
 

(80%)
 

gradually
 

increased,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

the
 

adjacent
 

control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

DJ-1
 

in
 

the
 

cervical
 

cancer
 

group
 

Ⅱ
 

was
 

higher,

while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TET1
 

was
 

lower,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

human
 

normal
 

cervical
 

epithelial
 

cell
 

HcerEpic,cervical
 

cancer
 

cell
 

SiHa
 

and
 

HeLa
 

had
 

higher
 

DJ-1
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expression
 

levels,and
 

lower
 

TET1
  

expression
 

levels,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Conclusion DJ-1

 

and
 

TET1
 

abnormally
 

expressed
 

in
 

cervical
 

cancer,which
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

oc-
currence

 

and
 

development
 

of
 

cervical
 

cancer.
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  宫颈癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤,严重威

胁女性生命健康。随着筛查技术的不断提升,其发病

率和病死率已经明显下降,但在发展中国家仍然是女

性死亡的重要原因[1]。因此,探究宫颈癌发生、发展

的影响因素,发现有效的早期诊断标志物和治疗靶点

尤为重要。帕金森病相关蛋白7(parkinson
 

protein
 

7,PARK7/DJ-1)是一种高度保守的蛋白,以同源二聚

体的形式广泛表达于机体各组织细胞,参与转录调

控、细胞增殖等生理病理活动[2-4]。它以二聚体的形

式参与多种病理生理过程的调控,在肿瘤的发生、发
展过程中发挥着重要的作用。研究发现DJ-1与肝癌

细胞增殖相关[5],此外,DJ-1在胆管癌中表达上调且

与其预后相关[6]。甲基胞嘧啶双加氧酶(ten
 

eleven
 

translocation
 

1,TET1)是TET蛋白家族的主要成员

之一,是新近发现的一种基因甲基化调节酶,其主要

功能是通过将5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine,5-
mC)转 化 为5-羟 甲 基 胞 嘧 啶(5-hydroxymethylcy-
tosine,5-hmC),从而发挥DNA去甲基化的作用[7]。
DNA甲基化作为表观遗传学的重要部分,与肿瘤的

发生密切相关。有研究报道,在肝癌[8]、乳腺癌[9]、卵
巢癌[10]组织中TET1表达明显下调。此外,TET1还

参与结直肠癌的发生、发展[11]。目前,DJ-1和TET1
在宫颈癌中的作用还尚未明确。因此,本研究探讨宫

颈癌患者DJ-1和TET1的表达水平与宫颈癌发生、
发展的关系,为进一步寻找宫颈癌早期诊断的生物标

志物和治疗相关靶点提供依据,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年1-9月贵州医科大学附属医院妇

科诊治的40例宫颈疾病患者为研究对象。纳入标

准:(1)子宫肌瘤经妇科和B超确诊[12],宫颈癌及宫

颈 上 皮 内 瘤 变 (cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia,
CIN)参照《中国子宫颈癌筛查及异常管理相关问题专

家共识》[13]标准并结合病史、细胞学检查、病理活检结

果确诊;(2)患者入院前未接受化疗、放疗及激素治

疗,同时也未服用过其他类型的药物。排除标准:(1)
合并传染性疾病;(2)合并自身免疫性疾病;(3)继发

性盆腔癌,或合并乳腺、
 

肝、肾、肺等其他脏器恶性肿

瘤;(4)入院前半年接受免疫抑制剂治疗。40例患者

按照检查结果分为宫颈癌Ⅰ组、CINⅢ级组和子宫肌

瘤组。其中宫颈癌Ⅰ组15例,年龄38~70岁,平均

(50.60±3.49)岁;CINⅢ级组15例,年龄28~59岁,

平均(42.80±9.45)岁;子宫肌瘤组10例,年龄43~
54岁,平均(47.10±2.92)岁。3组年龄比较,差异无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。另选取2020年

6-8月行妇科手术切除的10例宫颈癌患者作为宫颈

癌Ⅱ组,并以其癌旁组织作为癌旁对照组,患者年龄

38~62岁,平均(47.00±8.15)岁。本研究所有研究

对象知情同意,且经医院医学伦理委员会审核批准

(伦理批件号:2018伦审第075号)。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学

宫颈癌Ⅰ组、CINⅢ级组、子宫肌瘤组组织用

10%甲醛固定,石蜡包埋,切片,烤片,脱蜡,水化,柠
檬酸钠抗原修复液修复3

 

min,3%过氧化氢30
 

min;
磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗5

 

min,山羊血清封闭30
 

min,滴加DJ-1抗体(1∶1
 

000),湿盒4
 

℃过夜,次日

取出,平衡至室温30
 

min,弃去一抗,PBS洗3次,每
次10

 

min,滴加酶标山羊抗兔IgG聚合物,室温放置

2
 

h;弃掉二抗,PBS洗3次,每次10
 

min;DAB显色,
显色时间为3~5

 

min,苏木素复染,盐酸乙醇分化,返
蓝,脱水透明,封片。用已知宫颈癌的阳性切片作为

阳性对照,用PBS代替一抗作为阴性对照。根据组织

切片着色的阳性细胞数和着色面积进行评分,挑选5
个高倍镜视野(×400)观察,采用二级计分法进行结

果判断,染色强度评分标准为:未着色,阴性,0分;着
色呈浅黄色,弱阳性,1分;着色呈黄色或深黄色,中度

阳性,2分;着色较强呈黄褐色,强阳性,3分。染色面

积评分标准为:无阳性细胞,0分;阳性细胞计数小于

25%,1分;阳性细胞计数占25%~50%,2分;阳性细

胞计数大于50%,3分。免疫组织化学着色评分=染

色强度评分×染色面积评分,0分记为“-”,表示阴

性;1~2分记为“+”,表示弱阳性;3~4分记为“+
+”,表示中阳性;≥5分记为“+++”,表示强阳性。
为方便统计,本研究将“-”“+”定为阴性,“++”“+
++”定为阳性[14]。
1.2.2 细胞培养

 

人正常子宫颈上皮细胞HcerEpic(北京北纳创联

生物技术研究院)、宫颈癌细胞SiHa和HeLa(南京科

佰生物科技有限公司)均用含10%胎牛血清(FBS)的
DMEM培养基,置于37

 

℃,CO2 体积分数为5%,湿
度为97%的培养箱中培养,每2~3天更换1次新鲜

培养基,待细胞融合度达80%~90%时,用0.25%胰

蛋白酶消化,传代培养。
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1.2.3 Western
 

blot
称取宫颈癌Ⅱ组和癌旁对照组组织各50~80

 

mg,剪碎,在液氮中充分研磨,或将对数生长期的

HcerEpic、SiHa和 HeLa细胞以每孔1×105 个接种

于6孔板中,培养24
 

h后,收集细胞,加入约100
 

μL
 

RIPA蛋白裂解液,冰上裂解30
 

min,4
 

℃下12
 

000
 

r/
min离心10

 

min后取上清液,测定蛋白浓度。配制

5%浓缩胶和12%或8%的分离胶,每泳道加总蛋白

量25
 

μg进行电泳分离;恒压80
 

V,30
 

min,后转

120
 

V至当样品中的溴酚蓝移动至胶底边上时,即可

结束电泳。将蛋白转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜,在含

5%脱脂奶粉溶液中常温封闭2
 

h,分别加入兔抗人

DJ-1单克隆抗体(1∶10
 

000)、兔抗人TET1多克隆

抗体(1∶1
 

500),4
 

℃孵育过夜。TBST洗膜,每次10
 

min,共3次,后加入辣根过氧化酶(HRP)标记的山羊

抗兔二抗(1∶5
 

000),室温孵育2
 

h,TBST洗膜,每次

10
 

min,共3次。电化学发光(ECL)进行显影,GAP-

DH作为内参,采用Image
 

J图像分析软件,分别用

DJ-1和 TET1与 GAPDH 灰 度 比 值 表 示 DJ-1和

TET1蛋白相对表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS24.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采用

单因素方差分析;计数资料以频数或百分率表示,两
组间比较采用χ2 检验,多组间比 较 采 用 Kruskal

 

Wallis秩和检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同宫颈组织DJ-1表达情况比较

DJ-1主要在细胞质表达,部分细胞核也有表达,
呈棕色。DJ-1在子宫肌瘤组[2/10(20%)]、CINⅢ级

组[9/15(60%)]和宫颈癌Ⅰ组[12/15(80%)]阳性表

达率逐渐升高,3组比较差异有统计学意义(χ2=
8.091,P=0.004),见图1。

  A:子宫肌瘤组;B:CINⅢ级组;C:宫颈癌Ⅰ组。

图1  不同宫颈组织DJ-1表达情况(免疫组织化学法,×400)

2.2 宫 颈 癌 及 癌 旁 正 常 组 织 DJ-1和 TET1表 达

情况

Western
 

blot结果显示,与癌旁对照组比较,宫颈

癌Ⅱ组DJ-1表达水平升高,TET1表达水平降低,差
异有统计学意义(P<0.05),见图2、3。

图2  宫颈癌及癌旁正常组织DJ-1和TET1表达情况

2.3 不同宫颈细胞DJ-1和TET1表达情况

Western
 

blot结果显示,与人正常子宫颈上皮细

胞HcerEpic比较,宫颈癌细胞SiHa和 HeLa的DJ-1
表达水平升高,TET1表达水平降低,差异有统计学

意义(P<0.05),见图4、5。

  a:P<0.05,与癌旁对照组比较。

图3  宫颈癌及癌旁正常组织DJ-1和TET1表达水平

比较

图4  不同宫颈细胞DJ-1和TET1表达情况
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  a:P<0.05,与 HcerEpic比较。

图5  不同宫颈细胞DJ-1和TET1表达水平比较

3 讨  论

宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,其治疗手

段有限,手术、放化疗等对早期的宫颈癌来说还尚有

效,但对于晚期宫颈癌来说,疗效及预后较差。对此,
寻找更为有效的、针对性的早期诊断与治疗靶点就显

得尤为重要。

DJ-1主要存在于细胞质,也可存在于细胞核,与
线粒体功能密切相关[15]。目前发现体内野生型DJ-1
以二聚体形式参与人体中多种病理生理过程的调控,
其中包括细胞转化、抗凋亡、抗氧化应激、分子伴侣活

性及负性调节等,这些调控功能均可能在促进肿瘤的

发生、发展中具有重要意义[16]。在原发性非小细胞肺

癌组织中,DJ-1的表达高于正常细胞,并发现DJ-1高

表达与患者预后和复发风险相关[17]。多项研究表明

DJ-1与结直肠癌的发生、发展密切相关,可通过多种

途径 调 节 肿 瘤 生 长、侵 袭、促 进 细 胞 存 活 及 增

殖等[18-20]。
本研究采用免疫组织化学法检测宫颈癌Ⅰ组、

CINⅢ级组和子宫肌瘤组DJ-1的表达情况,结果表

明,DJ-1阳性表达率随着宫颈病变严重程度的增加而

逐渐升高,提示DJ-1与宫颈癌的发生、发展相关。为

了进一步了解DJ-1在宫颈癌组织中的表达水平,本
研究采用 Western

 

blot检测DJ-1在宫颈癌细胞Si-
Ha、HeLa及宫颈癌Ⅱ组的表达水平,结果显示DJ-1
在宫颈癌组织中的表达水平升高,这与 WANG等[21]

研究结果一致。
表观遗传学是指在不改变核苷酸序列的前提下

染色体所发生的、可以遗传给后代的变化。而DNA
甲基化是迄今为止哺乳动物研究最多的表观遗传修

饰之一,它的异常表现与多种疾病的发生、发展密切

相关。TET1是TET蛋白家族的主要成员之一,是
新发现的一种基因甲基化调节酶。文献报道在许多

实体瘤的研究中,发现与癌旁组织比较,肿瘤组织中

TET1的表达水平明显减少,且还伴随着5-hmC的表

达降低及异常DNA甲基化积累,表明在肿瘤的发生、
发展中,TET1具有重要作用。研究报道在卵巢癌组

织中,TET1的表达与临床分期呈负相关关系[22]。此

外,文献报道TET1可因自身被甲基化而表达沉默,
促进肿瘤的发展,表明TET1自身也具有抑癌基因的

作用[23]。还有研究发现,TET1可抑制乳腺癌细胞的

增殖和转移能力[24],但在宫颈癌研究中少有报道。本

研究用 Western
 

blot检测宫颈癌细胞SiHa、HeLa及

宫颈癌Ⅱ组TET1的表达情况,发现TET1在宫颈癌

中的相对表达水平降低,提示TET1可能与宫颈癌的

发生有关。
综上所述,DJ-1和TET1在宫颈癌的异常表达可

能与其发生、发展相关,但由于本研究样本量较小,未
对肿瘤患者临床病理特征做相关性分析,需加大样本

量进一步证实。此外,DJ-1和TET1之间是否存在相

互作用的途径,下调DJ-1或上调TET1表达在宫颈

癌发生、发展过程中的影响还有待进一步研究,而这

一机制的阐明可为宫颈癌的早期诊断、干预和靶向治

疗提供试验依据。
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