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人乳头瘤病毒 16 E6 与食管癌细胞核基质的关系①
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【摘要】目的 : 观察 HPV216 E6 和食管癌细胞核基质的关系 ,以探讨 HPV 感染在食管癌变中的作用。方法 :2 株食管癌细胞系 ,

EC/ CU HK1 和 EC/ CU HK2 ,用于本实验。PCR 扩增核基质相关的 HPV216 E6 亚基因片段 ,RT2PCR 和免疫细胞化学染色观

察了 E6 亚基因在癌细胞内的表达。结果 : EC/ CU HK2 细胞的 HPV216 E6 亚基因片段存在于核基质相关 DNA 中 , E6 癌蛋白

位于核基质组分内 ;而 EC/ CU HK1 细胞的结果均为阴性。结论 : HPV216 E6 和核基质的相互作用有助于病毒导致的食管癌发

生。
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THE RELATION BETWEEN HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16 E6 AND NUCL EAR MATRIX OF

ESOPHAGEAL CARCINOMA CELLS
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【Abstract】Purpose : To explore the etiologic role of HPV infection in esophageal carcinoma , the association of

HPV216 E6 with the nuclear matrix of carcinoma cells was investigated. Methods : Two esophageal carcinoma

cell lines , EC/ CU H K1 and EC/ CU H K2 , were tested for HPV216 E6 subgenic fragment by using polymerase

chain reaction amplification of virus DNA associated nuclear matrix. RT2PCR and immunocytochemistry were

used to visualize the expression of E6 subgene in the cells. Results : The HPV216 E6 subgenic fragment were

found to be present in nuclear matrix2associated DNA , E6 oncoprotein localized in the nucleus where it tightly

associate with nuclear matrix after sequential extraction in EC/ CU H K2 cells. This phenomenon was not detec2
ted , however , in EC/ CU H K1 cells. Conclusion : The interaction between HPV216 E6 and nuclear matrix may

contribute to the viral induced carcinogenesis in esophageal carcinoma cell line EC/ CU H K2.
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　　食管癌是世界上最常见的食管上皮恶性肿瘤 ,世

界卫生组织报道的食管癌发病率在过去 20 年已增加

了许多倍 ,且仍在继续升高。该癌的发病率有明显的

地区差异 ,在某些地区包括中国北部、伊朗、南非明显

高发 ,而在西欧、北美明显低发。食管癌发病率的这

种地区差异 ,说明环境因素与之有关。人乳头瘤病毒
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(human papillomavirus , HPV) 近年被认为是高发区

食管癌发生的一个重要病因 1 ,2 。在高发区 ,食管鳞

状细胞癌中 HPV DNA 序列的检出率是 24 %到

60 %。HPV 是小 DNA 病毒 ,根据其与肿瘤的关系可

划分为高危组和低危组 , HPV216 和 HPV218 是高危

组中最常见的型别。在大部分 HPV 感染的细胞内 ,

病毒基因组中的 E6、E7 基因片段保留并整合在宿主

细胞染色体上 3 ;体外和体内实验均证明病毒的转

化特性需有这两个基因的参与。E6 通过与肿瘤抑制

蛋白 P53 相互作用 ,引起 P53 蛋白快速降解 4 ,5 ;因

此 ,表达 E6 的细胞不能表达有效水平的 P53 蛋白 ,

引起正常 P53 功能丧失。由于 p53 基因的改变是目

前大多数人类肿瘤中最常见的遗传改变 ,高危型

HPV 干扰 P53 正常功能对于其致癌性有特别意义。

E6 也将其他蛋白作为靶子 ,如焦点桩蛋白 paxillin 和

干扰素调节因子 3。这些资料均表明病毒癌蛋白在

多环节影响细胞的多种功能。

核基质是细胞核用非离子去垢剂、核酸酶和高盐

溶液抽提后的非染色质组分 ,它包括残留的核膜和结

合少量 DNA 的内层纤维网架 6 。核基质在核酸代

谢中起着十分重要的作用 7 ,8 。研究发现核基质是

DNA 复制、转录、RNA 加工和类固醇激素发挥作用

的场所 ;此外 ,原癌基因产物和数种病毒癌蛋白如 EB

病毒核抗原引导蛋白 9 、腺病毒 E1A 蛋白、SV40 大

T 抗原和 HPV E7 蛋白 10 ,11 也和核基质相关。

本研究通过 PCR、RT2PCR 和免疫细胞化学染

色 ,研究了 HPV216 阳性食管癌细胞中 HPV216 E6

基因和 E6 蛋白与核基质的关系。

1 　材料与方法

1. 1 　细胞培养 　2 株食管癌细胞系 EC/ CU H K1 和

EC/ CU H K2 用于本实验。EC/ CU H K1 从食管高分

化鳞癌建株 , HPV 阴性 ; EC/ CU H K2 从食管低分化

鳞癌建株 ,细胞内含有 HPV216 DNA。两株细胞均

培养于含 100 ml/ L 胎牛血清、105 IU/ L 青霉素和

100 mg/ L 链霉素的 DMEM ( Gibco) 中 ,置 5 % CO2 ,

37 ℃饱湿培养。

1. 2 　核基质相关 DNA 抽提 　按 Fey 等的方法并加

以改良 12 。简言之 ,将培养细胞消化 ,置于细胞骨架

缓冲 液 ( 100 mmol/ L KCl , 3 mmol/ L MgCl2 ,

1 mmol/ L EGTA , 1 mmol/ L PMSF , 10 mmol/ L

PIPES p H 6. 8 , 300 mmol/ L sucrose 和 5 ml/ L Triton

X2100)中 4 ℃处理 15 min ,细胞沉淀用含不同浓度

的 DNase Ⅰ(50 mg/ L 或 100 mg/ L ) 和 RNase (100

mg/ L) 的消化缓冲液 (除用 50 mmol/ L NaCl 代替

KCl 外 ,其余成分与细胞骨架缓冲液相同) 室温消化

30 min。然后加入终浓度为 0. 25 mol/ L 的冷硫酸铵

终止消化 ,离心沉淀后获得核基质 ,用蛋白酶 K 55

℃过夜消化 ,酚2氯仿提取 DNA ,加入不含 DNase 的

RNase 37 ℃作用 1 h 去除 RNA ,酚2氯仿法重新抽提 ,

醋酸铵和乙醇沉淀 DNA , Tris2ED TA 缓冲液溶解 ,4

℃保存备用。

1. 3 　PCR 　根据病毒 DNA 序列设计 HPV216 E6 特

异性引物。引物的核苷位置为 82～559 ,扩增产物为

477 bp。引物序列如下 : 5’2A TGCACCAAAA GA2
GAACTGC23’和 5’2TTACA GCTGCGTTTCTCTAC2
3’,反应体系为 1. 0 mmol/ L MgCl2 、4 ×dN TPs、引物

和标本 DNA ,总反应体积为 25μl。反应以 94 ℃热

启动以减少非特异性反应 ,扩增反应置 95 ℃1 min ,

55 ℃1 min ,72 ℃1. 5 min ,循环 30 次。以 HPV216

质粒 DNA 作阳性对照 ,扩增产物溴化乙锭染色后 ,

1 %的琼脂糖凝胶电泳 ,观察结果。

1. 4 　总 RNA 提取和 RT2PCR 　Trizol2氯仿法提取

总 RNA ,异丙醇沉淀 ,75 %冷乙醇洗涤 ,晾干 ,DEPC

处理水重新溶解 ,测 OD260 和 OD280 定量 RNA ,逆

转录反应体系包括随机六核苷引物、逆转录酶、

RNase 抑制剂、dN TPs 和 1. 5 mmol/ L MgCl2 ( Perkin

Elmen) 。反应置 42 ℃, 45 min。cDNA 产物用于

HPV216 E6 PCR 扩增 ,反应条件同 PCR。

1. 5 　原位核基质制备及免疫细胞化学染色 　根据

Staufenbiel 等的方法 ,原位制备核基质样品。细胞接

种于盖玻片上培养 2 天 ,4 ℃ PBS 漂洗 3 次 ,用含有

4 mmol/ L 氧矾核苷复合物的细胞骨架缓冲液 4 ℃作

用 15 min ,再置于网状细胞标准缓冲液 (42. 5 mmol/

L Tris2HCl p H 7. 4 , 8. 5 mmol/ L NaCl , 2. 6 mmol/ L

MgCl2 , 1. 2 mmol/ L PMSF , 10 ml/ L Tween 40 , 12

mmol/ L sodium deoxycholate , 2 mmol/ L ribonucleo2
side vanadyl complexes) 中 4 ℃,作用 10 min ,DNase

Ⅰ (100 mg/ L)室温 20 min 消化去除染色质 ,加入终

浓度为 0. 25 mol/ L 的冷硫酸铵终止消化。核基质样

品用 10 %缓冲福尔马林固定 10 min ,阻断非特异性

染色后 ,用抗 HPV216 E6 抗体孵育 , ABC 法染色 ,

DAB 显色。阴性对照片省略一抗。

2 　结 　果

2. 1 　PCR 　用 HPV216 E6 引物扩增 EC/ CU H K2 细

胞核基质相关 DNA ,获得 477 bp 的产物。而 EC/

CU H K1 细胞核基质相关 DNA 的扩增反应为阴性 ,
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阳性对照 HPV216 质粒 DNA 的扩增反应证实 PCR

系统的特异性和可行性 (图 1) 。EC/ CU H K2 细胞核

基质 DNA 制备过程中 ,分别使用 50 mg/ L 和 100

mg/L 不同浓度的 DNase Ⅰ,保留的核基质相关

DNA 用于 PCR。如图 1 所示 ,经 50 mg/ L DNase Ⅰ

消化组显示 477 bp PCR 扩增信号 ,而经 100 mg/ L

DNase Ⅰ消化组 ,扩增信号明显减弱。

图 1. PCR扩增 HPV216 E6 的结果
Figure 1. Results of PCR amplication with HPV216 E6 primers.

1. 100 bp DNA ladder marker. 2. nuclear matrix associa2ted DNA of
EC/ CU HKl cells , with 50 mg/ L DNase digestion. 3. nuclear matrix as2
sociated DNA of EC/ CU HK2 cells , with 50 mg/ L DNase digestion. 4.
nuclear matrix associated DNA of EC/ CU HK2 cells , with 100 mg/ L
DNase digestion. 5. HPV216 plasmid DNA.

2. 2 　RT2PCR 　为从总 RNA 中检测 EC/ CU H K1 和

EC/ CU H K2 细胞中 HPV216 E6 的表达 ,应用 HPV2
16 E6 引物 , RT2PCR 检测 477 bp HPV216 E6 的表

达 ,EC/ CU H K2 细胞显示 477 bp 的特异性扩增产

物 ,而 EC/ CU H K1 为阴性反应 (图 2) 。

图 2. RT2PCR扩增 HPV216 E6 的结果

Figure 2. Results of RT2PCR amplication with HPV216 E6 primers.

1. 100 bp DNA ladder marker. 2. EC/ CU HK2 cells. 3. EC/ CU HK1 cells.

2. 3 　免疫细胞化学染色 　用抗 HPV216 E6 癌蛋白

抗体检测 HPV 的活性。EC/ CU H K2 细胞染色阳性 ,

染色集中于细胞核 ,弥散分布于核内纤维状结构和核

纤层周围 ,与核基质密切相关 (图 3) 。EC/ CU H K1

细胞 E6 染色阴性 (结果未显示) 。

图 3. EC/ CUHK2 细胞核基质 HPV216 E6 蛋白免疫细胞化学染色

Figure 3. Immunocytochemical staining of anti2HPV216 E6 protein in

nuclear matrix of EC/ CUHK2 cells ( ABC, ×400)

3 　讨 　论

目前 , HPV 作为食管癌的致病因素之一已得到

共识。对食管癌中 HPV 的检测表明 ,不同实验室和

不同地区阳性率相差较大 ,从 0 至 67 %不等。最近

的报道显示 ,在中国和南非的阳性率相对较高 ,分别

为 34. 9 %和 26. 4 %2 。一般认为 , HPV216 和

HPV218 型在食管癌高发区的发病中起重要作

用 2 ,13 ,对 HPV 基因组和病毒转录模式的早期观察

还发现 ,病毒 DNA 多整合进宿主细胞 ,其早期基因

E6、E7 继续表达。E6、E7 基因片段是 HPV 导致各

种人体细胞永生化的必需因素 4 ,14 , E6、E7 基因片

段整合进宿主细胞基因组是引起和加强病毒致癌的

关键。大量研究已经反复显示核基质是 DNA 复制

和转录的位点 ,活跃表达的基因与核基质紧密结合 ,

而未转录基因则否。核基质也是病毒和宿主细胞相

互作用的重要位点 15 ,病毒活动如病毒复制和组装

也与宿主细胞核基质密切相关。以前 ,我们已经确认

HPV216 基因和宫颈癌细胞的核基质相关 11 ,16 ,17 ,

本文的结果也支持核基质在 HPV 整合中的作用。

经低浓度和中等浓度 DNase Ⅰ处理 ,制备核基质 ,

PCR 扩增从中提取的 DNA ,获得了 HPV216 E6 DNA

片段 ,这提示某些核基质 DNA 或基质结合元件与

HPV216 E6 DNA 相联系 ,不仅表明 E6 DNA 片段整
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合在 EC/ CU H K2 细胞的基因组中 ,也表明 E6 片段

和活跃转录复制位点之间的密切联系。

本研究中 RT2PCR 和原位制备核基质后免疫细

胞化学染色的结果显示 EC/ CU H K2 细胞中 HPV216

E6 基因的转录和 E6 蛋白位于细胞核内 ,并与核基质

密切相关。在体外实验中 ,有 E6 癌蛋白和 P53 相互

作用的大量研究。E6 和 P53 的结合引起泛素依赖的

蛋白酶解系统降解 P53 4 ,5 ,18 ,因此表达 E6 的细胞

可以消除内源性 P53 表达。细胞 DNA 损伤后 ,细胞

内无 P53 累积 ,失去 P53 对细胞生长的负性调节作

用。E6 引起的 P53 降解 ,取决于蛋白间的结合 ,但

P53 自身不能形成同源寡聚体复合物。E6 和 P53 作

用后 , P53 的降解取决于另一种细胞蛋白 ———E6 相

关蛋白 ( E62AP) 。E6/ E62AP 复合物如同泛素2蛋白

连接酶 ,等同于泛素通路中的 E3 ,允许泛素结合酶

E2 催化泛素和 P53 赖氨酸残基结合 18 220 ;而泛素和

P53 的结合是泛素通路中某些特异性蛋白酶作用的

识别信号。由于 E6 蛋白结合到核基质 ,我们推测

E62AP 可能也是一种核基质蛋白 ,这有待于进一步研

究。

鉴于 HPV216 E6 基因片段和癌蛋白与食管癌细

胞核基质的相关性 ,进一步研究这些核基质蛋白的结

构和功能 ,可以为明确 HPV 和食管癌的关系提供更

多的资料 ,这将有助于对食管癌的诊断、治疗和致病

机制的研究。
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