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摘要院目的 研究特异性抗 HPV16E6 核酶对宫颈癌细胞增殖与凋亡的影响遥方法 设计特异性切割 HPV16E6 基因的核

酶袁构建抗 HPV16E6 核酶的真核表达质粒遥以脂质体法将抗 HPV16E6 核酶尧空载体质粒分别导入 CaSKi细胞袁命名为

CaSKi-R尧CaSKi-P 细胞遥点杂交检测核酶在细胞中的表达袁Northernblotting 检测 CaSKi尧CaSKi-R尧CaSKi-P3种细胞中

E6基因的表达遥测定 3 种细胞的生长曲线和软琼脂克隆形成率袁并以皮下接种法检测细胞在裸鼠体内的成瘤能力遥流

式细胞仪检测 3 种细胞的凋亡率袁并测定 c -myc尧bcl-2尧p53尧fas尧PCNA尧C-erbB-2 等基因的表达遥结果 点杂交证实该核

酶能在 CaSKi-R 细胞中稳定表达袁Northernblotting 证实 CaSKi-R 中表达 E6 较 CaSKi-P尧CaSKi明显降低遥与 CaSKi细
胞相比袁CaSKi-R 细胞生长速度尧软琼脂克隆形成率明显降低袁在裸鼠体内的致癌能力下降袁凋亡率明显增高袁出现凋亡

峰袁S 期尧G2M 期细胞百分率下降曰而 CaSKi-P 细胞无此改变 遥CaSKi-R 细胞表达 HPV16E6尧C-myc尧Bcl-2尧PCNA尧
C-erbB-2 蛋白明显减少袁而 p53 表达明显增高曰CaSKi 和 CaSKi-R 细胞中 Fas 蛋白的表达相近遥CaSKi-P 细胞中各基因

的表达与 CaSKi细胞无显著差异遥结论 抗 HPV16E6 核酶的导入能阻碍宫颈癌细胞增殖袁诱导其凋亡袁其原因可能在

于病毒癌基因 E6 表达的降低袁以及由此而引起的细胞内一系列基因表达的改变遥
关键词院核糖核酸酶类曰乳头状瘤病毒袁人曰宫颈肿瘤曰脱噬作用曰细胞分裂
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Effects of anti-HPV16 E6-ribozyme on the proliferation and apoptosis of human cervical
cancer cell line CaSKi
ZHENGYan-fang,RAOZhi-guo,ZHANGJi-ren
OncologyCenter,ZhujiangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510282,China

Abstract: Objective Tostudythecharacterization of anti-HPV16E6-ribozyme transfected into cultured human cervical
cancercellline,andtoinvestigatetheeffectofribozymeontheproliferationandapoptosisofthecells. Methods Bywayof
lipofectintransfection, anti-HPV16E6-ribozyme, a ribozymedesignedtospecificallycleavetheHPV16E6gene, andempty
vector expressionplasmidswererespectivelytransfectedintoCaSKi cells which weresubsequentlydesignatedasCaSKi-R
andCaSKi-Paccordingly.TheexpressionofribozymeinthetransfectedcellswasobservedbyRNAdotblotanalysis,andE6
mRNAexpressionwasdetectedbyNorthernblottinginthe3kindsofcellswhosegrowthcurvesandclone-formingabilityon
soft agar were studied, with their tumorgenicityobservedby percutaneousinoculationof the cells in nude mice. Flow
cytometrywasemployedtoassesstheapoptosisratesandtheexpressionofthegenesincluding c -myc , bcl-2, p53,and fas etc.
Results Stableexpressionofanti-HPV16E6-ribozymewasobservedin CaSKi-RcellsthathadlessE6mRNAexpression
thanCaSKihadasshownbyNorthernblotting.WhencomparedwiththoseofCaSKicells,thegrowthrateandclone-forming
abilityonsoftagarofCaSKi-Rwerereduced, whilethoseofCaSKi-Pevincednosignificantchanges. Thetumorgenicityof
CaSKi-Rinnudemicewasalsocomparativelydecreased, withmarkedlyelevatedapoptosisrate. Anti-HPV16E6-ribozyme
reducedtheexpressionsofE6, c-myc, bcl-2,PCNAand C-erbB2genesbutincreased p53expressioninCaSKi-Rcells,which,
however, did not happen in CaSKi-P cells. The expressionofFasunderwentnosignificantchangesin response to the
transfection. Conclusion Anti-HPVE6-ribozymeinhibitsproliferationandinducesapoptosisinCaSKicells,possiblydueto
thedecreaseofE6geneexpressionthattriggersaseriesofchangesinthegeneexpressionsofthecells.
Key words: ribonucleases;papillomavirus,human;cervixneoplasms;apoptosis;celldivision

人乳头瘤病毒渊HPV冤与多种常见肿瘤密切相关袁
包括宫颈癌尧口腔癌尧喉癌等遥HPV 中最常见的致癌

亚型是 HPV16 型袁其中 E6尧E7 基因是致癌基因袁在引

起细胞恶性转化及恶性表型的维持中起重要作用咱1暂遥
我们在前期研究中 袁设 计 尧 克 隆 了 抗 HPV16E6

mRNA 核酶袁并在体外鉴定了其活性咱2暂遥在本研究

中袁我们将抗 HPV16E6 核酶转染入宫颈癌细胞袁研

究核酶对肿瘤细胞增殖与凋亡的影响遥

1 材料与方法

1.1 材料

抗 HPV16E6 核酶由本室设计袁基因序列为 院
TATCATGTACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAG
TTGTTTG遥体外切割实验证明它能特异性地切割
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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
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图 2 细胞总 RNA 的 Northernblotting
Fig.2 Northern blotting of the total RNA of the 3 cell lines

1:CaSKicells;2:CaSKi-Rcells;3:CaSKi-Pcells

1 2 3
茁-actinmRNA

E6mRNA

HPV16E6基因遥pcDNA3 为无目的基因的真核表达质

粒袁pc16HRz 为抗 HPV16E6 核酶的真核表达质粒袁
由本室构建保存遥CaSKi 细胞为HPV16 阳性的人宫

颈癌细胞株袁由本室传代培养遥
1.2 转染 CaSKi 细胞

以 脂 质 体 法 将 pc16HRz尧pcDNA3 分 别 转 染

CaSKi 细胞袁通过 G418渊800 滋g/ml冤抗性筛选袁将阳

性克隆细胞扩增并保存 袁 分 别 命 名 为 CaSKi-R尧
CaSKi-P 细胞遥以 RNA 点杂交法检测抗 HPV16E6 核

酶在 CaSKi-R尧CaSKi-P 细胞中的表达遥
1.3 Northernblotting 杂交

提取细胞的总 RNA袁以 32P 标记的 E6 探针和 茁-
肌动蛋白探针进行 Northernblotting 杂交袁具体方法

参见文献咱3暂遥杂交后对各条带进行密度灰度扫描袁对

比分析其 RNA 表达量的差异遥
1.4 细胞生长曲线的测定

将对数生长期的细胞消化后袁加入培养液制成

1伊104/ml 的细胞悬液袁接种到 6 孔培养板袁每孔 2ml袁
于 37 益尧5% CO2 孵育箱中培养遥从次日起袁每天取 3
孔细胞袁消化后计数袁取 3 孔细胞的平均数遥以细胞培

养天数对每瓶内的细胞数绘制细胞生长曲线遥
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袁每个直径 60mm 的培

养皿中接种 1.5伊104 个细胞, 于 37 益尧5% CO2 孵育箱

中培养 2~3 周遥每种细胞在每次实验中接种 3 块平

皿袁并进行 3 次实验遥计数细胞集落袁取其平均值遥
1.6 裸鼠体内致瘤性检测

收集对数生长期的细胞袁调整浓度至 1伊107/ml袁
取 0.1ml 接种于裸鼠皮下遥裸鼠由第一军医大学实

验 动 物 中 心 提 供 袁15 只 裸 鼠 分 3 组 袁 分 别 接 种

CaSKi尧CaSKi-R 和 CaSKi-P 细胞遥观察 8 周袁每周测

量肿瘤平均直径遥
1.7 流式细胞术分析 DNA 和凋亡率

70%冷乙醇 40 益固定 1 h 以上袁RNA 酶 A37 益
处理 30min袁碘化丙啶 4 益染色 30min袁上机检测遥
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尧
c-myc尧Bcl-2尧p53尧Fas尧 增 殖 细 胞 核 抗 原 渊PCNA冤尧
C-erbB-2 蛋白的表达遥 抗 HPV16E6尧c-myc尧Bcl-2尧
p53尧Fas 单抗购自武汉博士德公司袁FITC 标记的二抗

购自北京中山公司遥
1.9 统计学处理

采用 OneWayANOVA 法袁两两比较用 SNK 法遥
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袁 与 32P 标记的抗

HPV16E6 核酶探针进行点杂交袁以体外转录的核酶

作为阳性对照袁以 CaSKi-P 细胞 RNA 作为阴性对

照遥结果证实抗 HPV16E6 核酶在 CaSKi-R 细胞中能

稳定表达渊图 1冤遥

2.2 Northernblotingt 结果

如图 2 所示袁在 CaSKi尧CaSKi-R尧CaSKi-P 3 种

细胞中 茁- 肌动蛋白 RNA 表达量相近袁灰度扫描值分

别 为 269 448尧276 513尧266 694袁 说明总 RNA 量 相

当曰而 CaSKi 尧CaSKi-R尧CaSKi-P 中 E6 杂交带的灰度

扫描值分别为333422尧137204尧350011袁说明CaSKi-R
中表达较 CaSKi-P尧CaSKi 明显降低渊P<0.01冤遥

2.3 细胞生长曲线

由所绘制的生长曲线图渊图 3冤可知袁CaSKi-P 和

CaSKi 细胞的生长速率相近袁而 CaSKi-R 细胞的生

长速度明显降低袁表明抗 HPV16E6 核酶的导入影响

了细胞的生长遥

    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:Positivecontrol;2:CaSKi-Rcells;

3:CaSKi-Pcells

1 2 3
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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袁
CaSKi-R 细胞克隆形成率为 0.5%袁CaSKi-P 细胞为

1.1%袁CaSKi 细胞为 1.2%遥以 CaSKi 细胞作为对照袁可

见 CaSKi-R 细胞软琼脂克隆形成率显著降低渊P<0.05冤遥
2.5 致瘤性检测

接种 CaSKi尧CaSKi-P 的裸鼠袁约 2 周时在接种

部位能摸到有肿块形成袁第 3 周时形成肉眼可见的肿

块袁第 8 周末肿块平均直径分别为 2.1 和 1.9cm遥接

种 CaSKi-R 的裸鼠袁第 3 周时才能摸到有肿块形成袁
第 4 周时形成肉眼可见的肿块袁最终平均直径为1cm遥
统计分析发现袁CaSKi 和 CaSKi-P 致瘤性无显著差

异袁而 CaSKi-R 成瘤性显著低于 CaSKi遥
2.6 DNA 含量和凋亡率的变化

CaSKi尧CaSKi-P 和 CaSKi-R 的 凋 亡 率 分 别 为

5.2%尧5.5%和 22.2%遥CaSKi-R 细胞出现凋亡峰袁S
期尧G2M 期细胞百分率下降遥
2.7 HPV16E6 蛋白的表达

流式细胞术测得 CaSKi尧CaSKi-P 和 CaSKi-R 中

HPV16E6 的平均表达率分别为 63.7%尧61.5%和13.4%遥
统计分析发现袁CaSKi尧CaSKi-P 细胞 HPV16E6 蛋白

的表达量无明显差异袁而 CaSKi-R 细胞 HPV16E6 蛋

白表达显著减弱渊P<0.05冤遥
2.8 流式细胞术检测蛋白表达

与 CaSKi 细胞相比袁CaSKi-R 细胞表达 c-myc尧
Bcl-2尧PCNA尧C-erbB-2 蛋白显著减少袁而表达 p53 显

著增高曰两者中 Fas 蛋白的表达相近遥CaSKi-P 细胞

中各蛋白的表达与 CaSKi 细胞无显著差异渊图 4冤遥

3 讨论

HPV 在宫颈癌发生尧发展及恶性表型的维持中

起重要作用袁约 90%的宫颈癌组织和宫颈癌细胞系

中可以检测到 HPVDNA袁尤以 HPV16 最常见遥体外

实验表明袁HPVE6尧E7 能使人上皮细胞如宫颈上皮尧
阴茎包皮尧乳腺上皮等细胞永生化遥在宫颈癌细胞株

和 HPV 转化的细胞中袁当 E6尧E7 的表达降低时袁细

胞的表型特征均有向正常细胞表型逆转的趋势袁不同

宫颈癌细胞系的有丝分裂活性与 E6尧E7 基因的表达

水平密切相关咱4暂遥由此可见袁HPV 早期基因 E6尧E7 的

表达在细胞癌变进程和维持细胞恶性表型方面起重

要作用遥HPVE6 蛋白与 p53 结合袁使 p53 降解袁导致细

胞无法在 G1 期进行 DNA 损伤修复袁从而发生癌变咱5暂遥
而 pRb 对 DNA 合成起负调节作用袁HPVE7 蛋白能

与 pRb 结合袁从而诱发细胞 DNA 突变咱6暂遥
癌基因在细胞的生长和分化调节中起重要作用袁

一旦癌基因被激活袁将导致肿瘤发生遥C-erbB-2 是重

要的癌基因袁编码蛋白具有酪氨酸激酶的活性袁能促

进细胞生长和分化遥研究表明袁该蛋白高表达可发生

于乳腺癌尧肺癌尧胃癌尧卵巢癌及内分泌系统肿瘤中遥
C-erbB-2 高表达的病例大多分化程度低袁淋巴结转移

率高袁复发早袁预后差咱7暂遥在 HPV16 阳性的宫颈癌细

胞中袁HPV16E6 蛋白可结合 p53 蛋白并降解袁而野生

型 p53 蛋白能通过 p21 蛋白抑制 PCNA 的表达遥因

此袁E6 蛋白阻断了野生型 p53 的表达袁引起 PCNA 表

达作用的增强咱8暂遥
细胞凋亡是组织发育和功能维持的必需生理现

象袁当其出现反常调控时袁可促使肿瘤等多种疾病发

生咱9暂遥核酶是一类具有催化活性的 RNA 分子袁因其能

特异性结合并切割靶 RNA袁且易于人工设计尧合成袁
因此常用于抗病毒尧抗肿瘤的基因治疗研究咱10暂遥体外

切割实验证实袁抗 HPV16E6 核酶能特异性切割

HPV16E6 mRNA遥 本 研 究 将 HPV16E6 核 酶 导 入

HPV16 阳性的宫颈癌 CaSKi 细胞株中袁发现其能阻

碍宫颈癌细胞增殖袁诱导凋亡遥我们推测袁在 HPV16
诱发肿瘤的过程中袁E6 基因的高表达引起细胞内一

系列基因表达的变化袁包括 p53 表达降低 袁c-myc尧
bcl-2尧C-erbB-2 表达增高袁细胞正常凋亡受到抑制袁增

殖加速袁这可能是 E6 基因的致癌机制之一遥由于抗

HPV16E6 核酶的特异性切割袁导致 HPV16E6 基因表

达水平降低袁从而使 p53 的表达增高袁c-myc尧bcl-2尧
C-erbB-2 的表达降低袁细胞的凋亡率增高袁恶性程度

降低遥
综上所述袁抗 HPV16E6 核酶的导入能诱导宫颈

癌细胞凋亡袁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遥
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3 个扩增片段经序列测定后分别与已发表的冈

比亚按蚊和埃及伊蚊的序列相比袁同源性都比较低袁
推衍出的氨基酸序列也不具备防御素特征性氨基酸

序列渊C 端的 6 个半胱氨酸冤袁因此断定其不是防御素

的编码基因序列袁为非特异扩增遥
2.5 蚊防御素基因的 RT-PCR 扩增

埃及伊蚊尧白纹伊蚊以及中华按蚊的 RT-PCR 的

结果均未能扩增出特异性的预期片段遥

3 讨论

迄今克隆的蚊防御素基因均具有内含子袁但不同

种属蚊虫防御素基因的内含子长度不同袁如冈比亚按

蚊的防御素基因由两个分别长为 127 和 179bp 的外

显子和一个 105bp 的内含子构成遥而本研究中克隆

的埃及伊蚊和白纹伊蚊的防御素基因则由两个分别

长为 115 和 185bp 的外显子及一个 61bp 的内含子

构成遥按蚊防御素基因为单拷贝袁伊蚊的防御素基因

则为双拷贝遥比较不同昆虫的防御素基因序列可以看

出袁其序列相似程度与分类位置的远近有一定的平行

关系遥同一属内蚊虫袁如埃及伊蚊和白纹伊蚊袁其防御

素基因序列的同源性非常高渊98%冤曰不同属的蚊虫袁
如按蚊与伊蚊的防御素基因的同源性相差较大

渊58%冤曰而蚊与果蝇则相差非常显著遥这可能是根据

埃及伊蚊和冈比亚按蚊防御素序列设计合成的引物袁
未能从致乏库蚊中调出防御素基因的原因遥尽管不同

种属昆虫的防御素基因序列有很大不同袁但其 C 末

端的氨基酸序列却很相似袁都具有 6 个半胱氨酸袁这

从本研究克隆的埃及伊蚊和白纹伊蚊的防御素基因

推衍的氨基酸序列中也得到了证明遥
防御素是蚊虫免疫防御体系中的重要一环袁当外

来病原入侵时就会在脂肪体中大量表达遥为克隆防御

素的 cDNA 序列袁国外学者往往会在蚊胸腔内注射

大肠杆菌袁以诱导防御素基因的表达袁并在注射后 2 4 h
提取总 RNA遥由于蚊胸腔内显微注射需要一定的技

术与设备袁本研究试图将大肠杆菌直接放到饲水中袁
以诱导防御素基因的表达遥尽管我们尝试了许多实验

方法和条件袁但 RT-PCR 结果并未能调出防御素基因

的 cDNA 序列袁说明这种方法并不能有效诱导防御

素基因的表达遥
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