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特异性ｓｈＲＮＡ干扰下调骨桥蛋白表达增强宫颈癌ＨｅＬａ细胞对化疗药
物的敏感性
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　　［摘要］　目的　探讨短发卡ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）干扰沉默骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）基因对宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ化疗敏感

性的影响及其可能机制。方法　ＯＰＮｓｈＲＮＡ真核表达质粒ｐＧＣｓｉ３．０在脂质体介导下转染 ＨｅＬａ细胞（ｓｈＯＰＮ组），以转染
空载质粒的细胞（ｓｈＮｏｎ组）和未转染细胞（Ｃｏｎ组）作为对照。分别用０、０．５、１、２μｇ／ｍＬ顺铂和０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉

醇处理各组细胞２４ｈ，流式细胞术检测细胞凋亡。蛋白质印迹分析检测下调 ＯＰＮ 表达后细胞凋亡相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３、ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的变化。结果　２μｇ／ｍＬ顺铂处理后ｓｈＯＰＮ组细胞凋亡率为（４４．５３±２．７８）％，与

ｓｈＮｏｎ组［（１５．３４±２．１８）％］和Ｃｏｎ组［（１５．３７±１．０３）％］比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。５００ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉醇处理后

ｓｈＯＰＮ组细胞凋亡率为（５１．４６±１．４９）％，与ｓｈＮｏｎ组［（１９．１６±１．８７）％］和Ｃｏｎ组［（１７．０３±２．３７）％］比较差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。下调ＯＰＮ表达后顺铂对ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的活化作用增强（Ｐ＜０．０１），同时抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２的表达下

调，促凋亡蛋白Ｂａｘ表达上调。结论　ＯＰＮ 沉默后可通过促进宫颈癌 ＨｅＬａ细胞的凋亡进而增强细胞对化疗药物的敏感
性，ＯＰＮ 的ＲＮＡ干扰可能成为一种新的治疗策略应用于宫颈癌的新辅助化疗。

　　［关键词］　宫颈肿瘤；骨桥蛋白；ＲＮＡ干扰；凋亡调节蛋白质类

　　［中图分类号］　Ｒ７３７．３３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１３）１２１２９９０５

ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｎｈａｎｃｅｓｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｒｖｉｃａｌ
ｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓ

ＦＡＮＧＦａｎｇ，ＨＵＩＮｉｎｇ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１３０６０６　　　　［接受日期］　２０１３０７０８
［作者简介］　方　芳，博士．Ｅｍａｉｌ：１３３１１６８６８６８＠１８９．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１３１１６２０４４，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｉｎ１９５６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ （ＯＰＮ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ

（ｓｈＲＮＡ）ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨｅＬａ

ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＧＣｓｉ３．０ｃａｒｒｙｉｎｇＯＰＮ ｓｈＲＮＡｖｉａｌｉｐｏｓｏｍｅ （ｓｈＯＰＮｇｒｏｕｐ）．

ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ（Ｃｏｎｇｒｏｕｐ）ａｎｄｔｈｏｓｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ（ｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ）ｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ．ＨｅＬａ

ｃｅｌｌｓｉｎａｌｌｔｈｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ（０，０．５，１，ａｎｄ２μｇ／ｍＬ）ａｎｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（０，５０，

１００，ａｎｄ５００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，ＢｃｌｘＬ，Ｂｃｌ２，ａｎｄＢａｘｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｓｈＯＰＮｇｒｏｕｐ（［４４．５３±２．７８］％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ（［１５．３４±２．１８］％）ａｎｄ

Ｃｏｎｇｒｏｕｐ（［１５．３７±１．０３］％）ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２μｇ／ｍＬｃｉｓｐｌａｔｉｎ（Ｐ＜０．０５）；ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓａｌｓｏｆｏｕｎｄ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５００ｎｍｏｌ／Ｌｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ｓｈＯＰＮｇｒｏｕｐ：［５１．４６±１．４９］％，ｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ：

［１９．１６±１．８７］％，Ｃｏｎｇｒｏｕｐ：［１７．０３±２．３７］％；Ｐ＜０．０５）．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＯＰＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｔａｌｓｏｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢｃｌ２／ＢｃｌｘＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯＰＮｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃａｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔｓｂｙ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇＨｅＬａｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉａｔｅｄｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｆＯＰＮｍａｙｂｅａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｔｈｅｎｅｗａｄｊｕｖａｎｔ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．



·１３００　 · 第二军医大学学报　２０１３年１２月，第３４卷

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｕｔｅｒｉｎｅｃｅｒｖｉｃａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１２）：１２９９１３０３］

　　在发展中国家宫颈癌是导致妇女死亡的重要原

因之一，治疗方法包括根治性手术和放、化疗。对于

局部晚期的宫颈癌常采用新辅助化疗（ＮＡＣＴ）以缩

小瘤体，改善宫旁浸润，为手术彻底切除肿瘤创造机

会，并减少术中播散及术后转移。但部分患者对新

辅助化疗无反应，这将延误手术及放疗等治疗时机。

因此，迫切需要寻找到能够预测新辅助化疗敏感性

的分子机制，并通过调节相应的分子靶点促进宫颈

癌细胞对新辅助化疗的敏感性进而提高疗效、改善

预后。目前已知骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）在多

种人类恶性肿瘤中表达和分泌，如肺癌［１］、结肠

癌［２］、胃癌［３］、乳腺癌［４］和宫颈癌［５］。ＯＰＮ表达的升

高预示着肿瘤具有较高的恶性程度和较强的侵袭能

力［６］。Ｙａｎｇ等［７］发现下调ＯＰＮ表达将增强乳腺癌

细胞的放、化疗敏感性。在缺氧和常氧环境中，沉默

乳腺癌ＭＤＡＭＢ３４３细胞中ＯＰＮ 的表达将导致缺

氧诱导因子１（ＨＩＦ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）

蛋白表达的明显下调，从而增加放疗的敏感性［８］。

ＯＰＮ在宫颈癌新辅助化疗中是否具有调节能力及

其可能的机制鲜有报道。本实验选择 ＯＰＮ高表达

的宫颈癌 ＨｅＬａ细胞作为研究对象，用特异性ＯＰＮ
短发卡 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）的质粒表达载体转染 ＨｅＬａ
细胞，观察下调ＯＰＮ表达对 ＨｅＬａ细胞化疗敏感性

的影响，并进一步研究其可能的分子机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株及试剂　宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ由第二

军医大学长海医院中心实验室冻存并赠予。ｐＧＣ

ｓｉ３．０（－）质粒、ｐＧＣｓｉ３．０（－）／ＯＰＮ 重组质粒、Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司。ＲＰＭＩ

１６４０培养液、小牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ试

剂、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自ＴａＫａＲａ公司；反转录试剂盒

购自Ｆｅｒｍｅｎｔｓ公司；ＯＰＮ 和ＧＡＰＤＨ 引物购自上

海生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司；ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ抗体均购自Ｓｉｇｍａ公司；兔抗

人ＯＰＮ 单克隆抗体、兔抗人ＢｃｌｘＬ多克隆抗体和

βａｃｔｉｎ抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ

ＦＩＴＣ试剂盒、碘化丙啶（ＰＩ）、丙烯酰胺、四甲基乙二

胺（ＴＥＭＥＤ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、ＮＣ膜等购自

中国医药上海化学试剂公司。

１．２　细胞培养　将宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ常规培养

于含有１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育，每周传代２～３次。

１．３　靶向ＯＰＮ 特异性ｓｈＲＮＡ质粒的构建　设计

靶向ＯＰＮ 的 ＲＮＡ干扰序列（ａａＧＧＡＣＡＧＴＴＡＴ

ＧＡＡＡＣＧＡＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＴＣＧＴＴＴＣＡＴＡ

ＡＣＴＧＴＣＣｔｔ），装入ｐＧＣｓｉ３．０载体中，构建ｐＧＣｓｉ

ＯＰＮｓｈＲＮＡ的质粒表达载体，通过酶切及测序进

行鉴定。

１．４　细胞转染及分组　取对数生长期 ＨｅＬａ细胞，

用０．２５％胰酶消化后制备成细胞悬液，取５×１０５／

ｍＬ细胞接种于６孔板，当细胞８０％融合时进行瞬

时转染。实验分未转染组（Ｃｏｎ组）、空载质粒转染

组（ｓｈＮｏｎ组）、转染特异性ＯＰＮｓｈＲＮＡ质粒表达

载体组（ｓｈＯＰＮ组）。细胞转染按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００说明书操作。

１．５　蛋白质印迹分析检测ＯＰＮ及细胞凋亡相关蛋

白的表达　转染４８ｈ后，用１×ＳＤＳ裂解各组细胞，

抽提细胞总蛋白。ＢＣＡ法测定蛋白浓度，经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ后电转移至ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶粉

的ＴＢＳＴ封闭１ｈ。按照ＤＮＡｍａｒｋｅｒ所指示的位

置，根据目的条带的大小，剪下所需的条带。加入含

特异性抗体（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）

及βａｃｔｉｎ抗体的抗体稀释液（１５００倍稀释），室温

下孵育１ｈ，４℃过夜。用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次振摇

１０ｍｉｎ。加入 ＨＲＰ标记的二抗（１２０００倍稀释），

室温孵育２ｈ。用 ＴＢＳＴ 洗膜３次，每次振摇１０

ｍｉｎ。用 ＢＣＩＰ／ＮＢＴ 生色底物显色，扫描。应用

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对所得结果进行定量分析。

１．６　流式细胞术测定细胞凋亡　调整细胞密度为

２×１０５／ｍＬ，接种于６０ｍｍ培养皿内，转染４８ｈ后，

分别用０、０．５、１、２μｇ／ｍＬ顺铂和０、５０、１００、５００

ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉醇处理各组细胞 ２４ｈ，用 Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ、ＰＩ双染法流式细胞术检测各组间细胞凋

亡率。０．２５％胰酶消化细胞，连同培养液一起移入

１５ｍＬ离心管中。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ（离心机

半径＝２５ｃｍ），弃上清，预冷的ＰＢＳ洗２遍，加入结

合缓冲液２００μＬ，吹打混匀细胞后，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ１μＬ，室温避光孵育１０ｍｉｎ。加入ＰＩ染液

２μＬ，１ｈ内上机检测。
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１．７　统计学处理　所有实验均至少重复３次，采用

Ｅｘｃｅｌ软件中的方差分析和ｔ检验进行统计学分析，

实验数据以珚ｘ±ｓ表示，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　转染后宫颈癌 ＨｅＬａ细胞中 ＯＰＮ 蛋白的表

达　瞬时转染细胞４８ｈ后，蛋白质印迹分析结果显

示，ｓｈＯＰＮ组ＯＰＮ蛋白表达水平低于ｓｈＮｏｎ组和

Ｃｏｎ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　蛋白质印迹分析检测宫颈癌

ＨｅＬａ细胞中ＯＰＮ蛋白的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（ＯＰＮ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｏｎ：ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ；ｓｈＮｏｎ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ；ｓｈＯＰＮ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇＯＰＮｓｈＲＮＡｖｉａ

ｌｉｐｏｓｏｍｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ

２．２　下调ＯＰＮ表达能够增强 ＨｅＬａ细胞的化疗敏

感性　瞬时转染细胞４８ｈ后，分别用０、０．５、１、２

μｇ／ｍＬ顺铂和０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉醇处理

各组细胞２４ｈ，流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，

ｓｈＯＰＮ组在加用化疗药物处理后各浓度的细胞凋

亡均明显增多（Ｐ＜０．０５）。２μｇ／ｍＬ 顺铂处理

ｓｈＯＰＮ 组细胞凋亡率达 （４４．５３±２．７８）％，与

ｓｈＮｏｎ组和 Ｃｏｎ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５，图２Ａ）。用化疗药物紫杉醇处理细胞所得结

果相同。５００ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉醇处理ｓｈＯＰＮ组细胞凋

亡率达（５１．４６±１．４９）％，与ｓｈＮｏｎ组和Ｃｏｎ组比

较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。

２．３　特异性转染ｓｈＯＰＮ 后通过ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

通路增强化疗药物的促凋亡作用　瞬时转染细胞

４８ｈ后用２μｇ／ｍＬ顺铂处理各组细胞２４ｈ，蛋白质

印迹分析检测结果（图３）显示，ｓｈＯＰＮ 组ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３表达上调，提示转染ｓｈＯＰＮ 后ＨｅＬａ细胞

对化疗药物敏感性的提高是由具有ｃａｓｐａｓｅ依赖性

的凋亡途径介导的。

２．４　下调ＯＰＮ后对Ｂｃｌ２蛋白家族成员表达的调

节　Ｂｃｌ２蛋白家族是细胞中一组至关重要的凋亡

蛋白，该家族成员包括抗凋亡蛋白（如Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ

等）和促凋亡蛋白（如Ｂａｄ、Ｂａｘ等）。瞬时转染细胞

４８ｈ后用蛋白质印迹分析检测抗凋亡蛋白及促凋亡

蛋白的表达。结果显示Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ蛋白表达下调，

Ｂａｘ蛋白表达上调（图４）。

图２　下调ＯＰＮ表达增强宫颈癌ＨｅＬａ细胞对化疗药物顺铂（Ａ）和紫杉醇（Ｂ）的敏感性

Ｆｉｇ２　Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（ＯＰＮ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎ（Ａ）ａｎｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（Ｂ）

Ｃｏｎ：ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ；ｓｈＮｏｎ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ；ｓｈＯＰＮ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｕ

ｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇＯＰＮｓｈＲＮＡｖｉａｌｉｐｏｓｏｍｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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图３　蛋白质印迹分析检测宫颈癌ＨｅＬａ细胞中

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｓｈＮｏｎ： ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄｓ；

ｓｈＯＰＮ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇＯＰＮｓｈＲＮＡｖｉａｌｉｐｏｓｏｍｅ．Ｐ＜０．０１．ｎ＝

３，珚ｘ±ｓ

图４　蛋白质印迹分析检测宫颈癌ＨｅＬａ细胞中ＢｃｌｘＬ、

Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬ，Ｂｃｌ２ａｎｄ

ＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅＬａｃｅｌｌｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｏｎ：ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ；ｓｈＮｏｎ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ；ｓｈＯＰＮ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃａｒｒｙｉｎｇＯＰＮｓｈＲＮＡｖｉａ

ｌｉｐｏｓｏｍｅ

３　讨　论

　　近来新辅助化疗越来越多地应用于宫颈癌患者

（特别是对于Ⅰｂ２～Ⅱａ期的患者），其可以缩小肿

瘤体积、提高手术完全切除率、减少术中出血及手术

创伤，而宫颈癌患者对新辅助化疗的敏感性又直接

影响着其治疗的有效率及预后。ＯＰＮ是一种多功

能的分泌型磷酸化糖蛋白。研究表明，ＯＰＮ在多种

肿瘤中高表达并与肿瘤的发生发展及复发转移密切

相关，其可能的机制包括ＯＰＮ通过和整合素家族或

ＣＤ４４受体及其变异体相结合，诱导磷脂酰肌醇３

（ＰＩ３）、丝氨酸／苏氨酸激酶（Ａｋｔ）和丝裂原活化蛋白

激酶（ＭＡＰＫ）等激酶磷酸化［９］。活化后的激酶进而

激活相关的转录因子如核因子κＢ（ＮＦκＢ）、核转录

因子激活蛋白１（ＡＰ１），从而合成、分泌尿激酶型纤

溶酶原激活物（ｕＰＡ）和基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）等

细胞外基质降解相关的蛋白酶，最终导致细胞外基

质的降解，细胞运动能力增强，肿瘤发生浸润和转

移［９］。

　　Ｋｕｍａｒ等［１０］分别在体外及体内实验中证实，

ＯＰＮ的高表达促进宫颈癌的进展，然而ＯＰＮ表达

下调后抑制了肿瘤的生长。其可能的机制为 ＯＰＮ

和ＣＤ４４受体结合促进ｐ３８磷酸化，ｐ３８是 ＮＦκＢ

活化的关键性调节因子，并进一步诱导ｐ６５磷酸化，

从而上调了Ｆｕｒｉｎ的表达［１０］。我们课题组前期研究

宫颈癌患者手术切除标本组织中ＯＰＮ的表达，结果

显示随着宫颈癌临床分期的进展，患者癌组织及血

清中ＯＰＮ的表达水平均明显升高，说明ＯＰＮ的高

表达可能参与了宫颈癌的癌变进展过程［１１］。在体

外实验中，我们课题组使用ｓｈＲＮＡ干扰技术抑制

ＯＰＮ 的表达，观察宫颈癌 ＨｅＬａ细胞生物学特性的

改变，结果显示ｓｈＲＮＡ介导的ＯＰＮ 表达下调后抑

制了宫颈癌 ＨｅＬａ细胞生长，促进了宫颈癌细胞的

凋亡，并可显著降低宫颈癌细胞的侵袭能力［１２］。本

次实验进一步观察了下调ＯＰＮ表达后宫颈癌ＨｅＬａ

细胞对化疗药顺铂、紫杉醇敏感性的改变，结果显示

顺铂、紫杉醇可以增加ＯＰＮ 特异性转染细胞的凋

亡率；下调ＯＰＮ表达后 ＨｅＬａ细胞对化疗药物的促

凋亡作用敏感性增强。

　　凋亡在调节组织生长平衡中起着重要的作用，

肿瘤细胞通常因为失去了正常的凋亡调节功能，最

终导致了肿瘤细胞的扩散、转移以及化学耐药［１３１５］。

细胞凋亡的关键蛋白主要包括ｃａｓｐａｓｅ家族和Ｂｃｌ２

蛋白家族。细胞中过表达ｃａｓｐａｓｅ可诱导细胞凋亡，
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而过表达 Ｂｃｌ２能够抑制由化疗诱导的细胞凋

亡［１３］。下调ＯＰＮ是否是通过调节凋亡相关蛋白来

增强宫颈癌 ＨｅＬａ细胞化疗敏感性的呢？我们进一

步研究了其可能的机制，结果表明顺铂处理相比未

处理细胞活化的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达上调，下调

ＯＰＮ后又进一步增强了顺铂对ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

的活化作用。同时下调ＯＰＮ后抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ、

Ｂｃｌ２的表达下调，促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达上调。

　　综上所述，下调ＯＰＮ后促进了化疗药物诱导的

宫颈癌 ＨｅＬａ细胞的凋亡，增强了 ＨｅＬａ细胞对化

疗药物的敏感性。下调 ＯＰＮ 促进凋亡是ｃａｓｐａｓｅ

依赖性的细胞凋亡，同时下调ＯＰＮ使得宫颈癌 Ｈｅ

Ｌａ细胞内ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２表达下调，Ｂａｘ表达上调，这

可能是增强常规化疗药物敏感性的原因之一。

ＯＰＮ 干扰可能成为一种新的治疗策略应用于宫颈

癌的新辅助化疗。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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