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宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，在全世

界可以导致死亡的癌症中排名第四位f#g。研究表明，

每年有超过 &/ 万名女性被诊断患有宫颈癌，每年

因患有宫颈癌而死亡的人数超过 */ 万f!g。所以研究

用于宫颈癌早期诊断或预后的新型生物标志物对

于女性健康是必须的。'().1 是短链单链非编码

).1，参与各种生理和病理过程f*g。大量研究表明

'().1 在包括癌症在内的多种疾病中发挥着不同

的作用fh8&g，它们可能以一种致癌基因的身份去参与

调节细胞的增殖能力、凋亡速率、侵袭性及转移f+g。

例如，'()8#h%@ 作为肿瘤抑制基因通过直接靶定

GA?#').1的 *)7-)抑制肺癌细胞的迁移和侵袭f0g，

'()8!!#8*X 可以通过靶向 -IZK! 来治疗癌症f%g，本

实验室报道了一种新的 '().1（'()8:8#）通过靶

向 -L9W& 促进宫颈癌细胞的恶性行为和核自噬fig。

但是，目前 '()8*+%& 对宫颈癌细胞的功能研究知

之甚少，作用机制也尚不清楚。,--. 基因位于人染

色体 ##>#*，有研究证明其能够促进食管癌细胞系
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的运动、侵袭以及抗失巢凋亡能力!"#$。比起正常组

织，在 %&!的乳腺癌组织中可以观察到 '(() 含量

增多，并且 '(() 的过表达可以促进多种癌细胞的

运动性和侵袭性!""*"%$，但是 '(() 对宫颈癌细胞的功

能作用尚不清楚。所以，本文旨在探讨 +,-*.&/0 和

'(() 对宫颈癌细胞恶性行为的影响，从而为宫颈

癌提供新的治疗思路。

综上所述，本实验结果首次证明了 +,-*.&/0

通过抑制宫颈癌细胞迁移、侵袭和生长来抑制其恶

性行为，本研究强调了 +,-*.&/0*'(() 轴在宫颈

癌发病机制中的重要性，该调控轴可以为预防宫颈

癌的发生提供潜在的价值和治疗方法。

! !"#$%

"1" !"#$ 宫颈癌2345和6,25细胞（美国7(''

公司），-89:"&;# 液体培养基、<9=9 液体培养基

（美国 >:?'@ 公司），细胞上皮标志物 =*A5BC3D,E

抗体、细胞间质标志物 F,+3EG,E 抗体、=>H8 抗体、

偶联 2-8 的山羊抗兔抗体（天津赛尔生物公司），

细胞培养箱（美国 (C3D+I H,JC3D 公司），胎牛血清

（H?6；美国 2KALIE 公司），4,MIN3AG5+,E3(9 %###

D3O3EG（美国 :EF,GDIO3E 公司），95GD,O3L、流式细胞仪

（美国 ?< ?,IJA,3EA3J 公司），-)5J3 7（"##P；德国

'5LQ,IAC3+ 公司）。

"1% !"%&

"1%1" 细胞培养人宫颈癌细胞系 2345 和 6,25 细

胞在含有 /!或 "#!胎牛血清、"## !OR+4 链霉素和

"## :PR+4 青霉素的 -89:S"&;# 或 <9=9 培养基

中培养，将细胞孵育在 .T "，0!'@

%

的培养箱中，

%#. B 更换 " 次新鲜培养液，待细胞汇合度达到

/#U#V#U时进行传代培养。

"1%1% 细胞转染 提前 " B 接种指数生长的 2345

细胞和 6,25 细胞于 %; 孔细胞培养板，使细胞汇合

度在培养 ";#"/ C 时达到 T#U#/#U。配制 7 转染

液：在 "## !4 液体培养基（@MG,S9=9"）中加入 "

!O 实验组质粒或者对照组质粒，吹吸混匀。配制 ?

转染液：把 " !4 4,MIN3AG5+,E3 %### -35O3EG 脂质体

加在 "## !4 液体 @MG,S9=9" 中混匀，0 +,E 后，将

7、? 液混合，%# +,E 后，将混合液加入到 %; 孔细胞

培养板，;#& C 弃掉培养板中的液体，每孔加入 " +4

含血清的液体培养基，在培养箱中继续孵育。

"1%1. 实时荧光定量 8'-（-(SW8'-） 使用 6X?-

8D3+,Y =Y (5W(9（(5Z5-5，大连，中国）进行 -(S

W8'-以检测 +,-)7和 +-)7的表达水平。小-)7

特异性茎环逆转录引物用于进行 +,-)7 的逆转录。

P& JE-)7和 #S肌动蛋白分别用作 +,-)7和 +-)7

的内源对照。

"1%1; 迁移R侵袭实验 根据制造商的说明书，使用

不含或含 95GD,O3L 的 GD5EJ[3LL 小室进行迁移R侵袭

测定。转染后 %; C，用 "$8?6 洗涤细胞，重悬于无血

清培养基中并接种到上室（&$"#

; 细胞用于迁移，

/$"#

;细胞用于侵袭）。下室加入 &##!4含有 %#!H?6

的2345细胞或 6,25细胞的培养基。温育 ;/或 T% C，

将迁移R侵袭的细胞用 T0!甲醇S%0!冰醋酸固定并

用结晶紫染色。在显微镜下放大 "## 倍对 0 个随机

选择的视野进行成像，并在 ),\IE (=%### 显微镜下

对迁移R侵袭的细胞计数。

"1%10 集落形成实验 在转染后 %; C，将 2345 和

6,25 细胞以 0## 个 A3LLR孔的密度接种到 "% 孔板

中。每 . B 更换 " 次新鲜培养基，持续两周。用结晶

紫染色，然后计算菌落形成率。

"1%1& 细胞周期实验 转染后 %; C，用 8?6 洗涤细

胞 . 次并用胰蛋白酶消化，然后用 V0!的乙醇固定

过夜。8?6洗涤细胞，并在 8?6R#1#0!(D,GIE ]S"## 混

合液中重悬，将细胞与不含 <)7 酶的 -)5J3 7 在

室温下共温育 .# +,E，并用 %0 +O R+4 的碘化丙锭

染色。室温、黑暗中静置 .# +,E，然后用流式细胞仪

检测细胞周期变化。

"1%1T ^3JG3DE QLIG 通过蛋白质印迹实验检测蛋

白质的表达水平。转染 ;/ C 后，收集细胞，用 -:87

裂解液在 ;"条件下裂解 .# +,E。在 "#!6<6*87>=

凝胶中分离等量的细胞裂解物，并转移到聚偏二氟

乙烯膜上，用 0!脱脂乳（(?6( 稀释）在室温下封闭

% C，加入一抗 ; "孵育过夜，随后，将膜与辣根过氧

化物酶标记的抗兔二抗在室温下孵育 % C。通过增

强的化学发光液检测蛋白质表达，通过 :+5O3 _ 量

化条带强度。

"`. '()*+ 所有统计分析均由 >D5MCM5B

8D,J+ T`# 进行。使用配对 6GaB3EG’J ! 检验评估对照

组和实验组之间的显著性差异。"%#`#0 被认为具

有统计学意义。数据显示为来自至少 . 次独立实验

的 !"#。

" &'

%`" +,-*.&/0 ,-./012345R6789

:;< +,-*.&/0过表达质粒（MA<)7.R+,-*./&0）

并商业合成其封闭剂（76@*+,-*.&/0），用 -(*W8'-

实验检测其有效性，结果表明质粒均有效（图 "7）。

(D5EJ[3LL迁移R侵袭实验结果表明：过表达 +,-*.&/0

可显著抑制 2345 和 6,25 细胞的迁移R侵袭能力，而

封闭 +,-*.&/0 可促进 2345 和6,25 细胞的迁移R侵

袭能力（迁移：图 "?b侵袭：图 "'）。̂ 3JG3DE QLIG 实验

闫晓芳，等1+,-S.&/0 通过靶向 '(() 抑制宫颈癌细胞的迁移、侵袭及生长!
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（图 !"）、克隆形成实验（图!#）及细胞周期实验

（$%&'：图 !(，)*$'：图 !+）结果表明：过表达,*-./012

能抑制 $%&' 和 )*$' 细胞的 #34 进程、集落形成

能力及细胞周期进程，而封闭 ,*-./012 却得到相

反的结果。

-4.567- 实验检测 ,*-./012 的过表达质粒

及其封闭剂 8)9. ,*-./012 在 $%&' 和 )*$' 细胞

中是否有效（8）；4:';<=%>> 实验检测过表达或封闭

,*-./012 对宫颈癌细胞迁移（?）@侵袭（7）能力的

影响；A%<B%:; C>DB实验验证过表达或封闭 ,*-./012

对宫颈癌细胞 #34 进程的影响（"）；克隆形成实验

检测 ,*-./012 对宫颈癌细胞集落形成能力的影响

（#）；流式细胞术检测 ,*-./012 对 $%&'（(）和

)*$'（+）细胞的细胞周期进程的影响（E!!FGF2，

EE!!FHF!，EEE!!FIFF!）。

JIJ 744K ! ,*-./012 "#$%&'() 为了

进一步研究 ,*-./012 的潜在机制，使用 ,*-?'<%

JI! 和 4':L%B)M';NI! 预测 ,*-O/012 的潜在靶点P 根

据预测得分情况挑选了以下 Q 种候选靶基因，即

744KP 6-R8-J?P S&RJ，-#-#。在 $%&' 细胞中将

,*-T/012 结合 744KP 6-R8-J?P S&RJ，-#-# 的

/"S4-（A4）序列分别克隆到 UM"K8/T#+(6 报告

系统中，并在 $%&' 细胞中与 UM"K8/V,*-T/012 共

转染P 用 A%<B%:; C>DB 实验评估这 Q 种候选靶基因

的 #+(6 蛋白表达水平。结果发现，相比其他 / 种候

选靶基因，用 UM"K8/T#+(6T744KT/ "S4- 与

UM"K8/@,*-T/012 共转时P#+(6 的蛋白表达水平

降低的最明显（图 J8），于是笔者初步选择 744K 作

为 ,*-T/012 的靶基因进行后续的验靶实验。在

$%&' 细胞中将 ,*-T/012 结合 744K 的 /"S4-WA4X

或W,YBX序列克隆到 UM"K8/T#+(6 报告系统中，并

在 $%&' 细 胞 中 与 UM"K8/V,*- T/012 或 8)9 T

,*-T/012 分别共转染。进行 A%<B%:; C>DB 分析以评

估 744K 的 #+(6 蛋白表达水平。,*-T/012 与

744K 野生型及其突变型之间的结合位点如图 J?

所示。用 UM"K8/T#+(6T744KT/" S4- 与 UM"K8/V

,*-T/012 共转时，A%<B%:; C>DB 实验显示 #+(6 蛋

白水平明显降低，用 UM"K8/T#+(6T744KT/"S4-

与 8)9T,*-T/012 共转时 Z A%<B%:; C>DB 实验显示

#+(6 蛋白水平有所升高 （图 J7）P 用 UM"K8/.

#+(6.744K./"S4-.,YB 与 UM"K8/V,*-./012 或

8)9 .,*- ./012 共转时 P A%<B%:; C>DB 实验显示

#+(6 蛋白水平没有明显变化（图 J"）。笔者进一步

测量了 744K 的 ,-K8 表达水平和内源性蛋白表

达水平，结果发现，过表达 ,*-./012 后，744K 的

,-K8 表达水平和内源性蛋白表达水平明显降低，

而过表达 8)9.,*-./012 后，744K 的 ,-K8 表达

水平和内源性蛋白表达水平明显升高W图 J#P (）。这

些数据证明 744K 是 ,*-./012 的直接靶标，并且

它的表达受 ,*-./012 的负调节。

! ! "#$%&'() " *+,- # ./*- $%&'(0)*+,-123 .

/-0123+,4$%56./&78

4/5 6 177+89 :7 "/$;<=(> :? "/5@-9/:?0/?A-B/A+?+BBC D23 E@:5@+B!

B/:?C 8:F:?G 7:@"/?5 -H/F/9G -?I 8+FF 8G8F+ E@:5@+BB/:? :7 *+,-

-?I./*-8+FFB
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用 !"#$"%& '()$ 实验验证 * 种候选靶基因

（+,,-. /012034. 5613，0707）的 789/ 蛋白表

达水平的变化 :2;；<=0>?@AB 与 +,,- 野生型及突

变型之间的结合位点 :4;；CDE-2?>789/>+,,->?!

5,0 与 CDE-2?F<=0>?@AB 或 2GH><=0>?@AB 共转I

用 J"#$"%& '()$ 实验验证 789/ 蛋白水平的变化

:+;；CDE-2?>789/>+,,->?!5,0><K$ 与 CDE-2?F

<=0>?@AB 或 2GH><=0>?@AB 共转，用 J"#$"%& '()$

实验验证 789/ 蛋白水平的变化:E;；在 L"6M 细胞

中转染 CDE-2?F<=0>?@AB 或 2GH><=0>?@AB 质粒，

用 0, >N/+0 和 J"#$"%& O()$ 实验检测 +,,- 的

<0-2（7）和内源性蛋白表达水平（9）变化（PP!"QRQS，

PPP!"QRQQSI &#T 无显著性差异）。

UR? +,,- !"#$%&'(F)*+7V, ,-+.

/01234%&56,-789 +,,- 的过

表达和敲降质粒用于研究它们在宫颈癌细胞中的

作用。通过 0,>N/+0（图 ?2）和 J"#$"%& O()$（图 ?4）

实验检测其是否有效，结果表明质粒均有效。

,%M&#W"(( 迁移F侵袭实验结果表明：过表达 +,,- 促

进了 L"6M 和 G=LM 细胞的迁移F侵袭能力，而敲降

+,,- 抑制了 L"6M 和 G=LM 细胞的迁移F侵袭能力

（迁移：图 ?+，侵袭：图 ?E）。J"#$"%& O()$ 实验（图

?7）、克隆形成实验:图 ?9;及细胞周期实验:L"6MT 图

?8I G=LMT 图 ?L; 结果表明：过表达 +,,- 可促进

L"6M 和 G=LM 细胞的 7V, 进程、集落形成能力及细

胞周期进程，敲降 +,,-，得到相反的结果。

0,>N/+0 实验:2;和 J"#$"%& O()$ 实验（4）检测

+,,- 的过表达质粒及其敲降质粒在 L"6M 细胞中

是否有效；过表达或敲降 +,,-对宫颈癌细胞迁移（+）F

侵袭（E）能力的影响；J"#$"%& O()$ 实验验证过表达

或敲降 +,,- 对宫颈癌细胞 7V, 进程的影响（7）；

克隆形成实验检测 +,,- 对宫颈癌细胞集落形成能

力的影响（9）；流式细胞术检测 +,,- 对L"6M（8）和

G=LM（L）细胞的周期进程的影响（P!"QRQB，PP!"QRQS，

PPP!"QRQQS）。
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! !"

!"#$% 在组织和细胞中通常都是异常表达的，

这表明它们在临床应用中可作为诊断、治疗或预后的

生物标志物&'()。比如，在肝癌中低表达的!"#*'+,-*

./ 与其患者的生存期缩短有关&01)，在结直肠癌细胞

中，!"#*2.*,/ 可促进结直肠细胞的血管通透性和

血管生成，表明其具有潜在的癌症进展价值 &3.)。

!"#*2'4"#$% 干扰载体可以抑制宫颈癌 567- 细胞

中 !"#82' 基因的表达9促进细胞凋亡9延缓细胞周

期进程&0:)。本研究内容揭示了 !"#8,:;. 可以抑制

宫颈癌细胞的迁移、侵袭、<=> 进程、细胞增殖以及

细胞周期进程。这些结果为 !"#*,:;. 的功能作用

提供了新的见解。

最近，有研究报道称，在结肠癌细胞中，?>>$ 可

以通过 "@A-BC/CB"- 形成而募集 D=$EF 来加速肌动

蛋白聚合和内体运动&3G)，还有报道表明在结直肠癌中

?>>$ 可以通过激活 <HD#8=%IJ 途径来促进细胞

的增殖 &3;)。同时，一些特异性 !"#$% 也可以调节

?>>$ 的表达，例如，!"#83;2 可以通过调节 ?>>$

的表达从而抑制肺癌的转移、侵袭和增殖能力&3+)，

!"#8.128,/ 通过抑制 KCLM-KM"@ 的表达抑制结直肠

癌细胞的生长和侵袭&2N)。在本研究内容中，揭示了

?>>$ 可以促进宫颈癌细胞的迁移、侵袭能力及生

长。还揭示了 !"#8,:;.对 ?>>$的负性调控作用。

总之，本实验结果首次证明了在宫颈癌中

!"#8,:;. 可以通过抑制 ?>>$ 的表达而发挥抑癌

作用。本研究强调了 !"#8,:;.8?>>$ 轴在宫颈癌

发病机制中的重要性。!"#8,:;. 负调控 ?>>$ 的表

达可以为宫颈癌的治疗及预防提供新的参考方向。
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