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瞬时受体电位阳离子通道亚家族 C 成员 6 对子宫内膜癌细胞周期的 
调控作用
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［摘要］ 目的　探讨子宫内膜癌组织中瞬时受体电位阳离子通道亚家族 C 成员 6（TRPC6）的表达变化及其对

子宫内膜癌细胞周期的调控作用。方法　应用 qRT-PCR 技术和蛋白质印迹法检测 30 例正常子宫内膜、30 例不典型

增生和 32 例子宫内膜癌组织中 TRPC6 的表达。分别用 SKF59636（TRPC6 阻断剂）和小干扰 RNA（siRNA）干扰

两种方法阻断 TRPC6 的作用，观察子宫内膜癌细胞 HEC-1A 细胞周期的变化。结果　子宫内膜癌组织中的 TRPC6 

mRNA 和蛋白表达量均高于不典型增生组织和正常子宫内膜组织（P＜0.01）。SKF96365 呈剂量依赖性方式将细胞

阻滞于 G2/M 期，使 G0/G1 期细胞减少；转染 siRNA 可将子宫内膜癌细胞阻滞于 G2/M 期，使 G0/G1 期细胞减少，同时

上调磷酸化细胞分裂周期蛋白 2（pCDC2）的表达。结论　子宫内膜癌组织中 TRPC6 表达增高，TRPC6 可能通过影

响 pCDC2 蛋白表达参与子宫内膜癌细胞周期调控。
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［Abstract］ Objective　To study the expression of transient receptor potential cation channel subfamily C 

member 6 (TRPC6) in endometrial carcinoma tissues and their role in regulating cell cycle of endometrial carcinoma cells.  

Methods　 Quantitative real-time PCR and Western blotting were used to examine the expression of TRPC6 in 30 normal 

endometrial specimens, 30 atypical hyperplasia specimens and 32 endometrial carcinoma specimens. SKF96365 (an inhibitor 

of TRPC6 channel) and RNA interference (RNAi) targeting TRPC6 by small interference RNA (siRNA) were used to block 

TRPC6 so as to explore the role of TRPC6 in regulating the cell cycle of endometrial carcinoma cells HEC-1A. Results The 

expression levels of TRPC6 mRNA and protein in endometrial carcinoma were significantly higher than those in the atypical 

hyperplasia endometria and normal endometrial tissues (P＜0.01). SKF96365 retarded cell cycle at G2/M phase in a dose-

dependent manner and reduced HEC-1A cells of G0/G1 phase. Transfection with target-TRPC6 siRNA retarded cell cycle of 

HEC-1A cells at G2/M phase, and reduced HEC-1A cells of G0/G1 phase compared with negative control siRNA. Meanwhile, 

transfection with target-TRPC6 siRNA increased phosphorylated cell division cycle 2 (pCDC2) protein expression in HEC-1A 

cells. Conclusion The expression of TRPC6 is elevated in endometrial carcinoma tissues. TRPC6 may influence cell cycle 

through regulating pCDC2.
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1.3　qRT-PCR 检 测 TRPC6 mRNA 的表 达　使用

TRIzol 一步法提取组织总 RNA，用分光光度计测定

总 RNA 浓度。按反转录试剂盒（加拿大 Fermentas

公司）说明书操作合成 cDNA。TRPC6上游引物序

列 为 5′-GCC AAT GAG CAT CTG GAA AT-3′，下

游引物序列为 5′-TGG AGT CAC ATC ATG GGA 

GA-3′；GAPDH上游引物序列为 5′-ATG GGG AAG 

GTG AAG GTC G-3′，下游引物序列为 5′-GGG GTC 

ATT GAT GGC AAC AAT A-3′。引物均由中国金斯

瑞生物科技有限公司合成。qRT-PCR 反应体系：上、

下游引物各 0.5 μL，cDNA 模板溶液 1 μL，10×PCR 

缓 冲 液 5 μL，dNTP（各 2.5 mmol/L）4 μL，MgCl2  

（25 mmol/L）4 μL，Taq DNA 聚合酶 （5 U/μL）0.5 μL，

荧光染料（SYBR Green）1 μL，用灭菌水补足 40 μL。

反 应 条 件：95 ℃ 3 min；92 ℃ 1 min，60 ℃ 45 s， 

72 ℃ 45 s，共 35 个循环。

1.4　蛋白质印迹法检测 TRPC6 蛋白的表达　在粉

碎的子宫内膜组织和培养的子宫内膜癌 HEC-1A 细

胞中加入细胞裂解液，离心后取上清液，并检测蛋

白浓度。用 SDS-PAGE 分离蛋白，在半干转膜仪中

将蛋白转移到 PVDF 膜上。分别加入一抗（兔多克

隆 TRPC6 抗体，美国 Sigma 公司）和二抗（HRP

标记的山羊抗兔多克隆抗体，美国 Santa Cruz 公

司）进行孵育，加入增强化学荧光发光试剂（英

国 Amersham 公司）显影。洗膜重新标记内参照

抗体 GAPDH，过程同上。扫描放射自显影条带，

用 ImageJ 软件分析各条带的灰度值，将 TRPC6 与

GAPDH 灰度值的比值作为 TRPC6 蛋白的相对表

达水平。

1.5　细胞周期及细胞周期相关蛋白的检测　充分

消化细胞，用流式细胞术检测细胞周期。采用蛋

白质印迹法检测细胞分裂周期蛋白 2（cell division 

cycle 2，CDC2）和磷酸化细胞分裂周期蛋白 2

（phosphorylated cell division cycle 2，pCDC2）的

表达（方法同 TRPC6 蛋白表达的检测）。

1.6　统计学处理　采用 SPSS 14.0 软件进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料以－x±s 表示，多组

间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用独立

在西方发达国家，子宫内膜癌的发病率居女性

生殖系统恶性肿瘤的首位，并且近 20 年在全球范

围内其发生率升高 50% 以上［1-3］。子宫内膜癌发病

机制不详，近年研究发现瞬时受体电位（transient 

receptor potential，TRP）通道家族中的多个成员

与肿瘤的发生有关［4-6］。本研究旨在观察子宫内膜

癌组织中瞬时受体电位阳离子通道亚家族 C 成员 6

（transient receptor potential cation channel subfamily 

C member 6，TRPC6）的表达变化，并探讨 TRPC6

对子宫内膜癌细胞周期的调控作用。

1　材料和方法

1.1　组织标本　收集 2011 年 1 月至 2015 年 6 月

在河南省人民医院手术治疗的子宫内膜癌患者的组

织标本 32 例，患者年龄为 28～75 岁，平均年龄为

（55.1±10.4）岁；同时取因子宫平滑肌瘤切除子

宫的正常子宫内膜组织标本 30 例（术后病理证实

为良性病变）和不典型增生组织标本 30 例（术后

病理证实为子宫内膜不典型增生）。患者术前均未

接受放射治疗、化学治疗或内分泌治疗。

1.2　细胞培养和分组　子宫内膜癌细胞株 HEC-1A

购自美国典型培养物保藏中心，培养于含 8% FBS

的 DMEM/F12 培养液中。

1.2.1　TRPC6 阻断剂处理　将 HEC-1A 细胞分为

不同浓度 4 组，其中 3 组分别以 5、10、20 μmol/L 

的 TRPC6 阻断剂 SKF96365（美国 Sigma 公司）刺

激 24 h，另一组则加入相同体积的DMSO（SKF96365

的溶剂）作为对照。

1.2.2　TRPC6 RNA 干 扰 实 验　 按 脂 质 体

Lipofectamine 2000（美 国 Invitrogen 公 司） 操 作

步骤分别将 TRPC6 小干扰 RNA（small interfering 

RNA，siRNA）和阴性对照 siRNA 转染 HEC-1A 细

胞，转染后培养 48 h。TRPC6 siRNA 序列为 5′-TTC 

CCG CCA TGA GCC AGA-3′（正义链）、5′-TCT 

GGC TCA TGG CGG GAA-3′（反义链），阴性对

照 siRNA 的序列为 5′-UAA GGC UAU GAA GAG 

AUA C-3′（正 义 链 ）、5′-AUU CCG AUA CUU 

CUC UAU G-3′（反义链）。
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样本 t 检验；不符合正态分布的计量资料组间比较

采用非参数检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　子宫内膜癌组织中 TRPC6 的表达　子宫内膜

癌组织中 TRPC6 mRNA 和蛋白的表达水平均高于

不典型增生子宫内膜组织和正常子宫内膜组织，差

异有统计学意义（P＜0.01，图 1）。

表 1　不同浓度 SKF96365 对子宫内膜癌细胞周期的影响

(%), n＝3, x±s
SKF96365
(μmol·L－1) G2/M G0/G1

  0 (对照) 15.28±3.98 63.10±3.02
  5 21.35±4.48** 60.64±1.77
10 29.88±5.12**△△ 48.13±2.12**△△

20 39.16±5.21**△△▲▲ 42.38±3.16**△△▲▲

**P＜0.01 与 0 μmol/L 组( 对照组 )比较 ; △△P＜0.01 与 

5 μmol/L组比较 ; ▲▲P＜0.01 与 10 μmol/L组比较

2.3　转染 TRPC6 siRNA 对子宫内膜癌细胞周期

及细胞周期相关蛋白的影响　TRPC6 siRNA 转

染子宫内膜癌细胞 48 h 后，TRPC6 蛋白表达量明

显降低，为对照组的（36.74±7.45）%，说明干扰效

果较好。与阴性对照 siRNA 转染组相比，TRPC6 
siRNA 转染 组子宫内膜癌细胞 G2/M 期细胞比

例 增 加［（29.33±2.75）% vs （14.82±1.98）%， 
P＜0.01］，G0/G1 期细胞比例减少［（48.15±3.24）% 
vs （53.14±4.44）%，P＜0.05］。TRPC6 siRNA 转染

HEC-1A 细胞 48 h 后，细胞周期相关蛋白 pCDC2 表

达增高，而 CDC2 蛋白的表达量不变（图 2）。

图 1　TRPC6 mRNA 和蛋白在 3 种子宫内膜

组织中的表达

A：实时荧光定量PCR 检测TRPC6 mRNA 的表达；B：蛋白

质印迹法检测TRPC6 蛋白的表达.TRPC6：瞬时受体电位阳

离子通道亚家族C成员 6；GAPDH：甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶；

NES：正常子宫内膜组织；AHS：不典型增生子宫内膜组织；

ECS：子宫内膜癌组织. **P＜0.01

2.2　SKF96365对子宫内膜癌细胞周期的影响　由表1 
可见，不同浓度 SKF96365 作用 24 h 后，呈剂量依

赖的方式干扰子宫内膜癌细胞周期，将细胞阻滞于

G2/M 期，表现为 G2/M 期细胞比例增加、G0/G1 期

细胞比例减少。

图 2　TRPC6 siRNA 转染对子宫内膜癌细胞周期相关 

蛋白 CDC2 和 pCDC2 的影响

TRPC6: 瞬时受体电位阳离子通道亚家族C成员 6; siRNA: 

小干扰RNA; CDC2: 细胞分裂周期蛋白 2; pCDC2: 磷酸化细

胞分裂周期蛋白 2; GAPDH: 甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

3　讨　论

TRP 通道是一类非选择性阳离子通道， 主要

介导钙离子的转运，在不同的细胞中具有不同的表

达和功能。近年来研究发现 TRPC6 在胃癌、 前列

腺癌、乳腺癌、食管鳞状细胞癌和肝癌等组织中高

表达且参与这些肿瘤细胞增殖、周期调控和肝癌细

胞转移机制的调控［5-11］； 并且发现 TRPC6 是通过

相关的受体调控 TRPC6 通道电流的变化、 进而引

发细胞膜电位的去极化和钙离子相关的细胞生理活

动来参与调控细胞的各种生理活动［12］。然而，目前

尚不清楚 TRPC6 是否在子宫内膜癌组织中异常表

达并参与调控子宫内膜癌细胞生理活动。本研究应
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用 qRT-PCR 技术和蛋白质印迹法检测了子宫内膜

癌组织、不典型增生子宫内膜组织和正常子宫内膜

组织中 TRPC6 mRNA 和蛋白的表达，结果显示子

宫内膜癌组织中 TRPC6 mRNA 和蛋白表达明显高

于正常子宫内膜组织和不典型增生子宫内膜组织，

提示 TRPC6 可能参与子宫内膜癌的发生、发展。

细胞周期的调控异常与肿瘤的发生关系密

切。研究发现 TRPC6 可改变细胞的膜电位， 并参

于细胞周期的调控［13］。本研究发现阻滞 TRPC6 通

道或抑制 TRPC6 的表达可使子宫内膜癌细胞阻

滞于 G2/M 期，使 G0/G1 期细胞比例减少，同时使

pCDC2 表达升高。说明 TRPC6 表达降低后 pCDC2
不能去磷酸化，细胞被阻滞于 G2/M 期；同时也提

示 TRPC6 高表达可能通过某种机制导致 pCDC2 去

磷酸化，使细胞周期紊乱而发生异常增殖，导致细

胞癌变。

综上所述，本研究发现 TRPC6 在子宫内膜癌组

织中高表达，且参与细胞周期的调控，抑制其表达可

使子宫内膜癌细胞阻滞于 G2/M 期。处于 G2/M 期的

细胞对放射治疗非常敏感，因此阻滞 TRPC6 通道或

抑制 TRPC6 表达可能具有放射治疗增敏作用，今后

仍需深入研究， 为提高子宫内膜癌治疗的效果提供

新的思路。
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