
特异性核酶对宫颈癌细胞系CaSKi增殖与凋亡的影响  

    人乳头瘤病毒(HPV)与多种常见肿瘤密切相关，包括宫颈癌、口腔癌、喉癌等。HPV中最常见的致癌亚型

是HPV16型，其中E6、E7基因是致癌基因，在引起细胞恶性转化及恶性表型的维持中起重要作用[1]。我们在

前期研究中，设计、克隆了抗HPV16E6 mRNA核酶，并在体外鉴定了其活性[2]。在本研究中，我们将抗

HPV16E6核酶转染入宫颈癌细胞，研究核酶对肿瘤细胞增殖与凋亡的影响。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    抗HPV16E6核酶由本室设计，基因序列为：TATCATGTACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGTTGTTTG。体外切割

实验证明它能特异性地切割HPV16E6基因。pcDNA3为无目的基因的真核表达质粒，pc16HRz为抗HPV16E6核酶

的真核表达质粒，由本室构建保存。CaSKi细胞为HPV16阳性的人宫颈癌细胞株，由本室传代培养。 

    1.2  转染CaSKi细胞 

    以脂质体法将pc16HRz、pcDNA3分别转染CaSKi细胞，通过G418(800 μg/ml)抗性筛选，将阳性克隆细胞

扩增并保存，分别命名为CaSKi-R、CaSKi-P细胞。以RNA点杂交法检测抗HPV16E6核酶在CaSKi-R、CaSKi-P

细胞中的表达。 

    1.3  Northern blotting杂交 

    提取细胞的总RNA，以32P标记的E6探针和β-肌动蛋白探针进行Northern blotting杂交，具体方法参见

文献[3]。杂交后对各条带进行密度灰度扫描，对比分析其RNA表达量的差异。 

    1.4  细胞生长曲线的测定 

    将对数生长期的细胞消化后，加入培养液制成1×104/ml的细胞悬液，接种到6孔培养板，每孔2 ml，于
37 ℃、5% CO

2
孵育箱中培养。从次日起，每天取3孔细胞，消化后计数，取3孔细胞的平均数。以细胞培养天

数对每瓶内的细胞数绘制细胞生长曲线。 

    1.5  细胞软琼脂培养 

    用含10% FBS的DMEM培养液制成0.6%和0.35%的双层琼脂作细胞培养，每个直径60 mm的培养皿中接种

1.5×104个细胞, 于37 ℃、5% CO
2
孵育箱中培养2~3周。每种细胞在每次实验中接种3块平皿，并进行3次实

验。计数细胞集落，取其平均值。 

    1.6  裸鼠体内致瘤性检测 

    收集对数生长期的细胞，调整浓度至1×107/ml，取0.1 ml 接种于裸鼠皮下。裸鼠由第一军医大学实验

动物中心提供，15只裸鼠分3组，分别接种CaSKi、CaSKi-R和CaSKi-P细胞。观察8周，每周测量肿瘤平均直

径。 

    1.7  流式细胞术分析DNA和凋亡率 

    70%冷乙醇40 ℃固定1 h以上，RNA酶A 37 ℃处理30 min，碘化丙啶4 ℃染色30 min，上机检测。 
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    1.8  流式细胞术检测蛋白表达 

    流式细胞术常规法检测3种细胞中HPV16E6、c-myc、Bcl-2、p53、Fas、增殖细胞核抗原(PCNA)、C-

erbB-2蛋白的表达。抗HPV16E6、c-myc、Bcl-2、p53、Fas单抗购自武汉博士德公司，FITC标记的二抗购自

北京中山公司。 

    1.9  统计学处理 

    采用One Way ANOVA法，两两比较用SNK法。 

    

2  结果 

    2.1  抗HPV16E6核酶在CaSKi-R细胞中的稳定表达 

    抽提CaSKi-R细胞总RNA，与32P标记的抗HPV16E6核酶探针进行点杂交，以体外转录的核酶作为阳性对

照，以CaSKi-P细胞RNA作为阴性对照。结果证实抗HPV16E6核酶在CaSKi-R细胞中能稳定表达(图1)。 

    图1  细胞总RNA点杂交图 
    Fig.1  Dot blot analysis of the total RNA of the 3 cell lines

    1: Positive control; 2: CaSKi-R cells; 3: CaSKi-P cells

    2.2  Northern blotingt结果 

    如图2所示，在CaSKi、CaSKi-R、CaSKi-P 3种细胞中β-肌动蛋白 RNA表达量相近，灰度扫描值分别为

269 448、276 513、266 694，说明总RNA量相当；而CaSKi 、CaSKi-R、CaSKi-P中E6杂交带的灰度扫描值

分别为333 422、137 204、350 011，说明CaSKi-R中表达较CaSKi-P、CaSKi明显降低(P<0.01)。 

    图2  细胞总RNA的Northern blotting 
    Fig.2  Northern blotting of the total RNA of the 3 cell lines

    1: CaSKi cells; 2: CaSKi-R cells; 3: CaSKi-P cells



    2.3  细胞生长曲线 

    由所绘制的生长曲线图(图3)可知，CaSKi-P和CaSKi细胞的生长速率相近，而CaSKi-R细胞的生长速度明

显降低，表明抗HPV16E6核酶的导入影响了细胞的生长。 

    图3  3种宫颈癌细胞的生长曲线图 
    Fig.3  Growth curves of the 3 cervical cancer cell lines

    2.4  细胞软琼脂克隆形成率 

    在0.3%软琼脂培养基内可见细胞克隆形成，CaSKi-R细胞克隆形成率为0.5%，CaSKi-P细胞为1.1%，

CaSKi细胞为1.2%。以CaSKi细胞作为对照，可见CaSKi-R细胞软琼脂克隆形成率显著降低(P<0.05)。 

    2.5  致瘤性检测 

    接种CaSKi、CaSKi-P的裸鼠，约2周时在接种部位能摸到有肿块形成，第3周时形成肉眼可见的肿块，第

8周末肿块平均直径分别为2.1和1.9 cm。接种 CaSKi-R的裸鼠，第3周时才能摸到有肿块形成，第4周时形成

肉眼可见的肿块，最终平均直径为1 cm。统计分析发现，CaSKi和CaSKi-P致瘤性无显著差异，而CaSKi-R成

瘤性显著低于CaSKi。 

    2.6  DNA含量和凋亡率的变化 

    CaSKi、CaSKi-P和 CaSKi-R的凋亡率分别为5.2%、5.5%和22.2%。CaSKi-R细胞出现凋亡峰，S期、G
2
M

期细胞百分率下降。 

    2.7  HPV16E6蛋白的表达 

    流式细胞术测得CaSKi、CaSKi-P和 CaSKi-R中HPV16E6的平均表达率分别为63.7%、61.5%和13.4%。统

计分析发现，CaSKi、CaSKi-P细胞HPV16E6蛋白的表达量无明显差异，而CaSKi-R细胞HPV16E6蛋白表达显著

减弱(P<0.05)。 

    2.8  流式细胞术检测蛋白表达 

    与CaSKi细胞相比，CaSKi-R细胞表达c-myc、Bcl-2、PCNA、C-erbB-2蛋白显著减少，而表达p53显著增

高；两者中Fas 蛋白的表达相近。CaSKi-P细胞中各蛋白的表达与CaSKi细胞无显著差异(图4)。 



    图4  3种细胞中各种蛋白的表达 
    Fig.4  Expression of different proteins in the 3 cell lines

    

3  讨论 

    HPV在宫颈癌发生、发展及恶性表型的维持中起重要作用，约90%的宫颈癌组织和宫颈癌细胞系中可以检

测到HPV DNA，尤以HPV16最常见。体外实验表明，HPV E6、E7能使人上皮细胞如宫颈上皮、阴茎包皮、乳腺

上皮等细胞永生化。在宫颈癌细胞株和HPV转化的细胞中，当E6、E7的表达降低时，细胞的表型特征均有向正

常细胞表型逆转的趋势，不同宫颈癌细胞系的有丝分裂活性与E6、E7基因的表达水平密切相关[4]。由此可

见，HPV早期基因E6、E7的表达在细胞癌变进程和维持细胞恶性表型方面起重要作用。HPVE6蛋白与p53结合，

使p53降解，导致细胞无法在G1期进行DNA损伤修复，从而发生癌变[5]。而pRb对DNA合成起负调节作用，

HPVE7蛋白能与pRb结合，从而诱发细胞DNA突变[6]。 

    癌基因在细胞的生长和分化调节中起重要作用，一旦癌基因被激活，将导致肿瘤发生。C-erbB-2是重要

的癌基因，编码蛋白具有酪氨酸激酶的活性，能促进细胞生长和分化。研究表明，该蛋白高表达可发生于乳腺

癌、肺癌、胃癌、卵巢癌及内分泌系统肿瘤中。C-erbB-2高表达的病例大多分化程度低，淋巴结转移率高，

复发早，预后差[7]。在HPV16阳性的宫颈癌细胞中，HPV16E6蛋白可结合p53蛋白并降解，而野生型p53蛋白

能通过p21蛋白抑制PCNA的表达。因此，E6蛋白阻断了野生型p53的表达，引起PCNA表达作用的增强[8]。 

    细胞凋亡是组织发育和功能维持的必需生理现象，当其出现反常调控时，可促使肿瘤等多种疾病发生

[9]。核酶是一类具有催化活性的RNA分子，因其能特异性结合并切割靶RNA，且易于人工设计、合成，因此常

用于抗病毒、抗肿瘤的基因治疗研究[10]。体外切割实验证实，抗HPV16E6核酶能特异性切割HPV16E6 

mRNA。本研究将HPV16E6核酶导入HPV16阳性的宫颈癌CaSKi细胞株中，发现其能阻碍宫颈癌细胞增殖，诱导

凋亡。我们推测，在HPV16诱发肿瘤的过程中，E6基因的高表达引起细胞内一系列基因表达的变化，包括p53

表达降低，c-myc、bcl-2、C-erbB-2表达增高，细胞正常凋亡受到抑制，增殖加速，这可能是E6基因的致癌

机制之一。由于抗HPV16E6核酶的特异性切割，导致HPV16E6基因表达水平降低，从而使p53的表达增高，c-

myc、bcl-2、C-erbB-2的表达降低，细胞的凋亡率增高，恶性程度降低。 

    综上所述，抗HPV16E6核酶的导入能诱导宫颈癌细胞凋亡，其原因可能在于病毒癌基因E6表达的降低以及

由此而引起细胞内一系列基因表达的改变。 
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