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Cx43 蛋白在宫颈癌细胞中的表达及其对细胞通讯功能的影响
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摘　要: 目的　探讨细胞间隙连接蛋白 Cx43 在人子宫颈癌

细胞系H eL a 中表达, 及其对细胞间隙连接通讯的影响. 方法

　应用流式细胞仪以及L ucifer Yellow 划痕标记荧光传输技

术, 研究维甲酸作用对 H eL a 细胞 Cx43 蛋白表达, 以及细胞

生长状态和间隙连接通讯功能的调节作用. 结果　H eL a 细

胞经维甲酸处理后, 流式细胞仪分析, Cx43 蛋白荧光强度明

显增强, Cx43 蛋白表达阳性细胞计数率由 1. 9% 上升至

26. 3% ; H eL a 细胞生长明显受抑; 细胞间隙连接通讯功能得

到恢复. 结论　维甲酸可通过上调Cx43 蛋白在H eL a 细胞中

的表达, 使细胞间隙连接通讯功能得到恢复, 实现对宫颈癌细

胞恶性表型的逆转作用.
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Abstract: A IM 　To investage the exp ression of gap junction

p ro tein connex in (Cx ) 43 in hum an cervical carcinom a cell

line H eL a and its effect on gap junctional in tercellu lar com -

m unicat ion. M ETHOD S 　 Cell cu ltu re, flow cytom eter

(FCM ) and L ucifer Yellow scrape loading and dye transfer

(SLD T ) w ere emp loyed to detect the exp ression of Cx43 p ro2
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tein in H eL a and the regu lato ry effect on gap junctional in ter2
cellu lar comm un icat ion treated by A T 2ret ino ic acid (A TRA ).

RESUL TS　A fter treated by A TRA , H eL a cell grew m uch

slow er than the un treated ell. FCM found the po sit ive rate of

Cx43 in H eL a increased from 1. 9% to 26. 3%. Gap junction

in tracellu lar comm un icat ion (GJ IC) capacity recovered in A 2
TRA 2t reated cells. CONCL USION　T he an ti2tumo r effect of

A TRA in H eL a m ay resu lt from the up 2regu lat ion of Cx43

gene and recovery of Cx432m ediated GJ IC.

0　引言
20 世纪 90 年代以来, 国外已逐渐兴起对细胞间

隙连接蛋白 (connex in, Cx) 的研究. 尤其对恶性肿

瘤和转化细胞发生的关系已成为肿瘤分子机制研究

的前沿课题[ 1 ]. cx 基因被认为是非突变型肿瘤抑制

基因, 恶性肿瘤的发生及其恶性表型可能与间隙连接

蛋白基因表达受抑、间隙连接通讯功能 (gap junct ion

in tercellu la r comm un ica t ion, GJ IC ) 的抑制密切相

关[ 2 ] , 这一现象又受到维甲酸 (RA ) 等抗肿瘤药物的

抑制. cx43 基因表达缺失对子宫颈癌的发生的关系

仍不清楚, 国内尚未见报道.

1　材料和方法
1. 1　细胞培养及维甲酸处理　人子宫颈癌细胞系

H eL a (西安医科大学微生物教研室提供) 培养于含

10 mL ·L - 1热灭活小牛血清 (美国 Gibco l)的R PM I2
1640 (美国 Gibco l)培养基中, 于细胞对数生长期加入

全反式维甲酸 (美国 Sigm a) , 终浓度分别为 10- 2,

10- 3及 10- 4 m o l·L - 1, 间隔 24 h 按原浓度换液. 每

24 h 进行细胞计数, 绘制生长曲线.

1. 2　流式细胞仪分析 (FCM ) 　取维甲酸处理的

H eL a 细胞及对照细胞制成单细胞悬液, 加入鼠抗

Cx43 mA b (美国 Zym ed, 1∶1000) , 4℃ 60 m in. 离

心收集细胞, 用 0. 01 mm o l·L - 1 PBS 洗涤并悬浮,

加入 F ITC 标记的羊抗鼠 IgG (美国 Jack son, 1∶

40) , 4℃ 30 m in, PBS 洗涤并悬浮后, 于 EP ICS2
PRO F IL E Ê 流式细胞仪 (美国 Cou lter) 488 nm 波
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长激发 F ITC, 测定阳性荧光染色显示基因表达产

物, M u lt icycle 软件 (美国 Phonen ix) 处理结果, 设无

关鼠抗 IgG 代替一抗为特异性对照.

1. 3　L uc ifer Y ellow (LY )划痕标记荧光传输法　取

经维甲酸处理前后H eL a 单层细胞爬片, 锐刀划痕标

记, 10 g·L - 1 L Y 标记细胞 3 m in, 无血清 R PM I2
1640 洗净背景, 以 490 nm 波长激发后荧光显微镜上

观察细胞间隙连接通讯状态.

2　结果
2. 1　维甲酸对 HeLa 细胞生长的影响　H eL a 细胞

经维甲酸处理后, 生长速度明显减慢, 尤以 10 mm o l

·L - 1对细胞的抑制作用最明显, 其次是 10 mm o l·

L - 1, 最次是 0. 1 mm o l·L - 1. 处理后第 2 日开始出

现抑制作用, 以后逐渐明显, 维甲酸对 H eL a 细胞的

抑制作用呈现时间和剂量依赖性 (F ig 1).

2. 2　流式细胞仪分析　H eL a 细胞经维甲酸作用

后, H eL a 细胞中 Cx43 蛋白表达阳性细胞计数率由

维甲酸作用前的 1. 9% 上升至 26. 3 % , Cx43 蛋白平

均荧光强度明显增强, 由维甲酸作用前的 1. 76 上升

至维甲酸作用后 8. 30 (F ig 2).

图 1　不同浓度维甲酸作用对H eL a 生长状态的影响

F ig 1　Effect of differen t concen trat ion of A TRA on H eL a

2. 3　L uc ifer Y ellow 划痕标记荧光传输　L ucifer

Yellow 划痕标记荧光传输实验显示, 常规培养的

H eL a 细胞, 期L ucifer Yellow 荧光染色仅限于单个

细胞, 无明显的荧光传输现象. H eL a 细胞经维甲酸

处理后, 细胞间通讯功能显著增强, L udifer Yellow

荧光通过细胞间隙连接传输至相邻细胞, 形成片状荧

光染色 (F ig 3).

图 2　维甲酸作用前后H eL a 细胞Cx43 阳性细胞计数率

F ig 2　Po sit ive rates of Cx43 in H eL a treated by RA

a. Befo re RA treated; b. A fter RA treated.

图 3　L ucifer Yellow 划痕标记荧光传输

F ig 3　SLD T in H eL a by L ucifer Yellow

a. Befo re RA treated; b. A fter RA treated.

3　讨论
细胞间隙连接蛋白是整合膜蛋白, 为提供信号和

能量传递的跨膜亲水性通道[ 1 ]. 研究发现[ 3 ] , 人宫颈

癌细胞系H eL a 等多种肿瘤和转化细胞的发生, 与 cx

基因的表达缺失、GJ IC 功能缺陷密切相关. cx 基因

的表达对绝大多数肿瘤细胞的生长起负调控作用,

GJ IC 功能的恢复表现出肿瘤生长控制和转化表型抑

制. cx 基因被认为是非突变型抑癌基因.

Cx43 蛋白表达的缺失可能造成宫颈癌细胞间隙

连接结构和功能的异常, 为宫颈癌细胞恶性转化、增

殖提供必要条件. 应用 FCM 技术测定细胞表面特定

抗原成分, 对培养状态下经维甲酸处理前后的 H eL a

细胞所表达的Cx43 蛋白进行定性和定量分析, 发现

维甲酸使Cx43 表达缺失的H eL a 细胞Cx43 蛋白表
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达明显上调. 同时划痕标记荧光传输技术证实, 随着

Cx43 表达的升高, 细胞间隙连接通讯功能显著恢复,

最终使宫颈癌细胞生长严重抑制, 实现对恶性肿瘤的

杀伤作用.

cx 基因的重要意义还在于其表达受到多种因素

的调节, 从而对肿瘤的生长起调控作用. 其中肿瘤抑

制剂维甲酸的调节作用和机制尚需深入研究. 维甲

酸可抑制肿瘤细胞的增殖并诱导分化, 全反式维甲酸

(A TRA ) 是维生素A 类化合物, 能诱导细胞分化成

熟或恶性逆转, 达到治疗肿瘤的目的, 是一类颇具潜

力的癌细胞分化诱导剂[ 4 ].

cx 基因在宫颈癌的研究, 揭示了维甲酸诱导分

化作用新的理论基础, 改变了传统肿瘤治疗中只能将

其杀死的概念, 如何诱导和上调肿瘤抑制基因 cx 基

因的表达, 并恢复它所介导的细胞间隙连接通讯功能

是肿瘤化疗的新途径[ 5, 6 ]. cx 基因理论丰富和完善了

传统的肿瘤化疗理论, 为揭示宫颈癌在内的多种肿瘤

的分子机制和理论开拓一条新的道路[ 7, 8 ]有重要的基

础和临床意义.
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编辑　王　睿

·文　摘·　IL -12 及 HBV 基因疫苗共同免疫小鼠的效果

[杜德伟, 周永兴, 冯志华 et a l. 世界华人消化杂志, 2000; 8 (2) : 128- 130 ]

目的　观察编码鼠 IL 212 的真核表达载体对HBV DNA 疫苗诱导BALBöc 小鼠免疫应答的影响. 方法　肌肉注射DNA 疫

苗, EL ISA 法检测小鼠血清抗HB s, 4 h 51C r 释放法检测小鼠脾细胞CTL 杀伤活性. 结果　免疫 8 w k 后, 注射pCR 3. 1 组、注

射 pCR 3. 12S 组及共注射 IL 212 真核表达载体的血清A (OD 值)分别为 (0. 04±0. 01) , (0. 87±0. 1)及 (1. 67±0. 15). CTL 细胞

杀伤活性分别为 (10. 1±6. 4) % , (50. 5±6. 4) % 及 (73. 3±8. 8) % , 后两组与 pCR 3. 1 组比较均有显著差异 (P < 0. 01) , 后两组

比较均有显著差异 (P < 0. 01). 脾细胞悬液经抗CD 4+ 单克隆抗体处理后分别为 (48. 3±5. 9) % , (75. 6±9. 1) % , 抗CD 8+ 单克

隆抗体处理后分别为 (10. 6±1. 4) % , (16. 9±2. 3) %. 结论　 IL 212 的真核表达载体能够提高小鼠对DNA 疫苗的免疫应答,

CTL 细胞杀伤活性主要由CD 8+ 执行, 基因疫苗可能用于预防及治疗HBV 感染. (井晓梅　王　睿)

·简　讯·　细胞和分子免疫学与抗体工程学术会议征文通知

为了交流我国、我军基础和临床免疫学以及单克隆抗体和抗体工程研究领域中的学术成果, 推动我国免疫学的发展, 经中
国免疫学会基础免疫分会和全军免疫学专业委员会研究决定: 于 2000 年 10 月在西安第四军医大学召开“细胞和分子免疫学与
抗体工程”学术会议.

1. 会议主题: 交流单克隆抗体、抗体工程与免疫学研究领域中的学术成果以及新技术和新方法.

2. 征文内容: 论文范围包括细胞与分子免疫学, 临床免疫学, 肿瘤免疫学, 免疫学技术与方法, 生物传感器技术, 单克隆
抗体, 基因工程抗体及噬菌体表面呈现技术等.

3. 投稿要求: 参加会议交流的论文, 将择优发表于核心期刊和源期刊的《细胞与分子免疫学杂志》今年第 5 期或增刊上, 投
稿格式详见 2000 年出版的该刊. 欢迎通过电子信箱 (imm uedit@fmm u. edu. cn)投稿.

4. 截止时间: 论文征集截止于 2000 年 6 月 30 日.

5. 投稿地址: (邮编 710033)西安市第四军医大学《细胞与分子免疫学杂志》编辑部. 请在信封和论文首页的左下角标注“会
议征文”, 并同时寄审稿费 15 元 (注明会议审稿费). 电话: 029- 3374550　传真: 029- 3253816　Em ail: imm uedit@fmm u. edu.

cn
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