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(7!9:;</ &'(

处理细胞
%!>

后细胞存活数量减半+与
45!

)6

对照组相比"

(7!9:;</ &'(

显著抑制
-./0

细胞克隆形成 !细胞克隆形成数量,

1"! DE

!=7"(7

"

+F7877#

(+ 且能诱导
-./0

细胞凋亡 )细胞凋亡百分比,

#!837"7833 DE!!8G7"78!%

"

+F

787#

(+与
45)6

对照组相比"

&'#

能抑制细胞
)*+! 9@HI

和蛋白表达)其中
)*+! 9@HI

表
达倍数,

78=1"787! DE #877"7871

"

+F787#

("并上调
,!% 9@HI

和蛋白表达)

,!% 9@HI

表达倍
数,

!8$7"78#1!DE #877"78##

"

+F787#

(& $结论%

&'#

通过诱导细胞凋亡来抑制
-./0

细胞的增
殖"其可能的机制是抑制

)*+!

表达和上调
,!%

表达&

主题词!

&'#

+

-./0

细胞+细胞凋亡+

)

期激酶相关蛋白
!

+

,!%

中图分类号!

@%1!1

文献标识码!

I

文章编号!

#$%#B#%7J

"

!7#$

#

7%B7K11B7K

?:L

!

#78##%1K<M8LEEN8($%(B(%"J8!"($8"%8O""!

)PQ?R :N &'( "N?QSLNT #,:,P:ELE UR 4:VN!W.TQ;0PL:N :X )*+!

0N? Y,!W.TQ;0PL:N :X ,!% LN -./0 2.;;E

ZIH[ /L!MQN

"

J\I6 ]>:NT!CLNT

"

^I6 /L0NT

"

.P 0;8

)

!"#$%&"' "&( )*+'( ,$"'#* ,-./+#"' -0 1+"&23+ 4%-5+&6$

"

7"&6*"&2 11777$

"

)*+&"

(

!"#$%&'$

,$

6UM.SPLD.

%

A: LND.EPLT0P. P>. .XX.SP :X &'( :N ,W:;LX.W0P:LN :X -./0 S.;;E 0N? LPE ,:!

P.NPL0; 9.S>0NLE9#

$

5.P>:?E

%

-./0 S.;;E V.W. ._,:E.? P: ?L9.P>R; EQ;X:_L?. `45)6

"

S:NPW:;

TW:Q,a :W ?LXX.W.NP S:NS.NPW0PL:NE :X &'( `"8"(

"

"8(

"

( 0N? ("!9:;</

"

&'( TW:Q,b LN P>. SQ;PQW.

9.?LQ9 X:W !=

"

=3

"

%! 0N? #!7> W.E,.SPLD.;R

"

0N? S.;; ,W:;LX.W0PL:N 0N0;RELE V0E ,.WX:W9.? QELNT

22*!3 9.P>:?8 -./0 S.;;E V.W. ._,:E.? P: 45)6 :W #7!9:;</ &'# LN P>. SQ;PQW. 9.?LQ9 X:W

#!?

"

0N? P>. NQ9U.W :X S:;:NR X:W90PL:N V0E 0EE0R.? UR S:QNPLNT8 -./0 S.;;E V.W. ._,:E.? P:

45)6 :W #7!9:;</ &'# LN P>. SQ;PQW. 9.?LQ9 X:W %!>

"

0N? P>. 0,:,P:ELE V0E 0EE0R.? UR X;:V

SRP:9.PWR

"

0N? P>. ._,W.EEL:N :X )!,>0E. cLN0E.!0EE:SL0P.? ,W:P.LN !`)*+!b 0N? ,!% V.W. ?.P.SP!

.? UR W.0;!PL9. CQ0NPLP0PLD. +2@ `@ABC+2@b 0N? Z.EP.WN U;:P 9.P>:?E8

$

@.EQ;PE

%

A>. ,W:;LX.W0!

PL:N :X -./0 S.;;E V0E LN>LULP.? UR &'# LN 0 PL9.! 0N? ?:E.!?.,.N?.NP 90NN.W

"

0 XLXPR ,.WS.NP LN!

>LULPL:N :X TW:VP> V0E E..N 0XP.W PW.0P.? VLP> #7!9:;</ S:NS.NPW0PL:N :X &'# X:W %!>8 2:9,0W.?

VLP> 45)6 S:NPW:; TW:Q,

"

P>. S:;:NR X:W90PL:N V0E LN>LULP.? ELTNLXLS0NP;R LN #7!9:;</ &'#!PW.0P!

.? TW:Q, `P>. NQ9U.W :X S:;:NR X:W90PL:N

,

1"! DE!!=7"#7

"

+F7877#b

+

0N? S.;; 0,:,P:ELE V0E LN!

?QS.? ELTNLPLS0NP;R UR #7!9:;</ &'# `P>. ,.WS.NP0T. :X 0,:,P:ELE

,

#!837"7833!DE !8G7"78!%

"

+F

787#b8 2:9,0W.? VLP> 45)6 S:NPW:; TW:Q,

"

P>. ._,W.EEL:N :X )*+! V0E ELTNLXLS0NP;R ?.SW.0E.?

0N? P>. ._,W.EEL:N :X ,!% V0E ELTNLXLS0NP;R LNSW.0E.? LN &'#!PW.0P.? TW:Q, `09:NT P>.9 )*+!

9@HI ._,W.EEL:N X:;?E

,

78=1 "787! DE #877 "7871

+

,!% 9@HI ._,W.EEL:N X:;?E

,

!8$7 "78#1 DE

#877"78##

"

U:P> VLP> +F787#b8

$

2:NS;QEL:N

%

&'# LN>LULPE S.;; ,W:;LX.W0PL:N :X -./0 S.;;E DL0 LN!

?QSLNT 0,:,P:ELE

"

V>LS> 9LT>P ?.,.N? :N ?:VN!W.TQ;0PL:N :X )*+! 0N? Q,!W.TQ;0PL:N :X ,!%8

()"*+'$ ,-%.#

,

&'#

+

-./0 S.;;E

+

S.;; 0,:,P:ELE

+

)!,>0E. cLN0E.!0EE:SL0P.? ,W:P.LN !`)*+!b

+

,!%

通讯作者!李隆玉!副院长!主任医师!硕士生导师"江西省妇幼保健
院肿瘤科! 江西省南昌市八一大道

1#3

号 #

11777$

$"

d!

90L;

%

;L;:NTRQ##71eELN08S:9

收稿日期!

!7#KB7GB#G

$修回日期!

!7#KB##B!3

含溴结构区和外端结构区蛋白家族 )

P>. UW:! 9:?:90LN 0N? ._PW0!P.W9LN0; ?:90LN

"

OdA

(是与乙酰

化位点直接结合的蛋白结构域"参与染色质组蛋白

的乙酰化" 对基因的表达有着重要的调控作用"是

治疗肿瘤的有效靶点 $

#f=

%

&

)

期激酶相关蛋白
!

专
题
报
道

K11



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!!

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!!7;':%

!

<=>!

"是调控肿瘤细胞增殖的重要蛋白#在肿瘤细

胞中往往高表达# 它通过抑制
?!8

和
?!%

等抑癌蛋

白促进肿瘤细胞的生长$

@A%

%

& 研究发现在宫颈癌中往

往伴随着
<=>!

的高表达和
?!%

的低表达# 并且

<=>!

受
BCD

蛋白的转录调控$

E

#

F

%

&

&G8

是新合成的

BCD

蛋白抑制剂#能够特异性抑制
BCD

蛋白家族中

H)'I'J'I+0* 4'*K+0*0*5 L

!

BMNL

"& 大量体内外研究

表明
&G#

通过诱导肿瘤细胞周期停止和细胞凋亡#

明显抑制了肿瘤细胞生长 $

!

#

#O

#

88

%

& 因此本研究应用

BCD

蛋白抑制剂
&G8

作用于宫颈癌
P1Q+

细胞#探

讨
&G8

对
P1Q+

细胞的作用及其机制# 为临床治疗

宫颈癌提供新的理论依据&

8

材料与方法

!"!

材 料

宫颈鳞癌细胞系
P1Q+

!中国典型培养物保藏中

心"'

M>RS!8$LO

培养基( 胎牛血清和磷酸盐缓冲液

!

>B<

"!美国
T0H4'

"'

&G8

!美国
<1,,14U ./1I04+,2

"'

..=!E

试 剂 盒 ( 结 晶 紫 和
NR<3

!美 国
<05I+!

V,J)04/

"'

V**1W0* 9!XSD.Y>S

凋亡试剂盒 !美国
BN

>/+)I0*51*

DR

"'

<=>!

鼠抗人单克隆抗体!美国
S*Z0K!

)'51*

"'

.,1+Z1J .+2?+21![

兔 抗 人 单 克 隆 抗 体 (

.,1+Z1J .+2?+21!%

兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 和
.,1+Z1J

>VM>

兔抗人单克隆抗体!美国
.1,, <05*+,

"'

?!%

兔

抗人多克隆抗体和
!!+4K0*

鼠抗人单克隆抗体!美国

<+*K+ .)(\ B0'K14/*','56

"' 高效
MS>V

组织
Y

细胞裂

解液 !北京索来宝"' 羊抗小鼠
S5TYPM>

和羊抗兔

S5TYPM>

!北京中杉金桥"'

<(?1)<05*+, ]12K >04'

化

学发光底物 !美国
D/1)I'

"'

M;1+26 I0*0 U0K

!美国

G0+51*

"'

P05/!.+?+40K6 4N;V M1Z1)21 D)+*24)0?K0'*

=0K

(

D+^R+*! T1*1 CW?)1220'* R+2K1) R0W

( 引 物

TV>NP

(

<=>!

和
?!%

!美国
S*Z0K)'51*

"&

!"#

细胞培养

P1Q+

细胞培养于含
8O"

胎牛血清的
M>RS!

8$LO

培养基#置于
[%#

(

@_

浓度
.3

!

的温湿培养箱

中培养#

!A[J

更换培养液#

[ALJ

传代&

!"$ ..=!E

比色法检测
P1Q+

细胞活性

取指数生长期
P1Q+

细胞# 按每孔细胞
O:@$8O

L

个接种至
F$

孔板#细胞贴壁
!/

后#分别加入
8O",

等浓度
NR<3

溶解液或
8O", &G8

溶液!终浓度分别

为
O:O8

(

O:8

(

8

和
8O"I',YQ

"# 加药处理后细胞再分

别培养
!L

(

LE

(

%!

和
8!O/

# 于各时间点每孔加入

8O", ..=!E

溶液#培养箱内继续孵育
8/

后#用酶标

仪!波长
L@O*I

"测定各孔的吸光度!

3N

L@O

"值&

!"% P1Q+

细胞克隆形成实验

取指数生长期
P1Q+

细胞# 按每孔细胞
@OO

个

接种至
$

孔板#细胞贴壁
!/

后#分别加入终浓度为

8O"I',YQ

的
&G8

溶液或等体积的
NR<3

溶解液#于

培养箱内孵育
8!J

#用
>B<

洗
!

遍后#加入
8O_

福

尔马林固定细胞
@ I0*

# 再加入
O:O@_

结晶紫染色

[O I0*

#洗涤晾干后拍照计数&

!"& P1Q+

细胞分组及处理

将
P1Q+

细胞分成
NR<3

对照组和
&G8

处理

组& 取指数生长期
P1Q+

细胞#按每孔细胞
8$8O

$ 个

接种至
$

孔板#细胞贴壁
!/

后#分别加入终浓度为

8O"I',YQ

的
&G8

溶液或等体积的
NR<3

溶解液#于

培养箱内孵育
%!/

# 收集细胞后用于流式细胞仪检

测(提取细胞总
M;V

或提取细胞总蛋白&

!"' P1Q+

细胞凋亡的检测

按
V**1W0* 9!XSD.Y>S

试剂盒说明配置缓冲液&

收集各组细胞后用冷
>B<

洗
8

遍#用缓冲液重悬细

胞#调整细胞浓度至
8$8O

$ 个
YI,

#转移
8OO",

细胞悬

液至流式管内#分别加入
@", >S

溶液和
%", V**1W0*

9!XSD.

溶液#室温避光孵育
!OI0*

#再加入
LOO",

缓

冲液后上流式细胞仪检测&

!"( ]12K1)* H,'K

检测

&G8

处理细胞
%!/

后#用冷
>B<

洗
!

遍#加入高

效
MS>V

组织
Y

细胞裂解液收集裂解细胞# 放置冰上

裂解
[OI0*

#

8L OOO5

(

L#

离心
8@I0*

#收集上清液即

为总蛋白液#蛋白定量后常规电泳及转膜#用
@"

脱

脂牛奶室温孵育
8/

后#分别加入
<=>!

鼠抗人单克

隆抗体 !

8%@OO

"(

?!%

兔抗人多克隆抗体 !

8%!OO

"(

.,1+Z1J .+2?+21![

兔抗人单克隆抗体 !

8 %8OOO

"(

.,1+Z1J .+2?+21!%

兔抗人多克隆抗体 !

8 %8OOO

"(

.,1+Z1J >VM>

兔抗人单克隆抗体!

8%8OOO

"或
!!+4K0*

鼠抗人单克隆抗体!

8%[OOO

"

L#

过夜#洗涤后加入羊抗

小鼠
S5TYPM>

或羊抗兔
S5TYPM>

!

8%[OOO

" 室温孵育

8/

# 再于暗室中加入
<(?1) <05*+, ]12K >04'

化学发光

底物孵育#置
`

光片夹中曝光&选取
!!+4K0*

作为内参&

!")

基因表达测定

按
M;1+26 I0*0 U0K

试 剂 盒 说 明 提 取 细 胞 总
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! 所得总
&'(

用紫外分光光度计测定总
&'(

的浓度及纯度 " 按说明采用
)*+,!-./.0*12 03'(

&454674 86.9706*/1*:9 ;*1

进行反转录#采用
8.<=.9!

>494 ?@/6477*:9 =.7146 =*@

和相应引物进行
A-&

扩增!于
B14/C94!ADE7 64.D!1*F4 A-& 72714F

测定"反

应条件$

GH"I" F*9

!

J"

个扩增循环 %

GH"IH7

!

$""

IF*9

&" 选取
>(A3)

作为内参!

F&'(

相对表达量

采用
!

K""-1 计算'

#!

(

"

!"#

统计学处理

采用
BABB#%LM

统计软件! 实验数据以均数
#

标

准差%

!#7

&表示!两样本比较采用
1

检验!方差不齐

时采用近似
1

检验!

ANMLMH

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"! OPI

对
)4Q.

细胞增殖的抑制作用

通过
--;!R

比色法检测发现!

OPI

对
)4Q.

细

胞增殖具有抑制作用! 且作用呈剂量与时间依赖性

S8.TD4 IU

" 随着
OP#

作用浓度及时间的增加!

)4Q.

细胞的存活率明显降低!当
#M!F:DVQ

浓度
OP#

处理

%!,

后!

)4Q.

细胞存活数量减少一半! 即半数抑制

浓度%

W-

HM

&为
#M!F:DVQ

" 通过
)4Q.

细胞克隆形成实

验进一步证实
OP#

能抑制
)4Q.

细胞增殖 %

X*+E64

#

&"

#M!F:DVQ OP#

处理细胞
#!Y

后!与
3=BC

对照

组相比!

OP#

显著抑制
)4Q.

细胞克隆形成$ 细胞克

隆形成数量为
Z#! 57 !JM##M

!

A[MLMMM$

" 因此选择

#M!F:DVQ OP#

进行后续实验! 分析
OP#

抑制
)4Q.

细胞增殖的作用机制"

$"$ OP#

诱导
)4Q.

细胞凋亡研究

通过细胞流式仪检测
)4Q.

细胞凋亡发现!

OP#

能明显诱导
)4Q.

细胞凋亡%

X*+E64 !

&" 与
3=BC

对

照组相比!

OP#

处理后明显增加
)4Q.

细胞的凋亡百

分 比 $

#!LRM #MLRR 57 !LGM #ML!%

!

A [MLMM#$

" 通 过

\471469 TD:1

检 测 细 胞 凋 亡 相 关 蛋 白
-.7/.74!Z

)

-.7/.74!%

和
A(&A

活化水平" 发现与
3=BC

对照组

相比!

OP#

能明显增加
)4Q.

细胞
-D4.54Y -.7/.74!

Z

)

-D4.54Y -.7/.74!%

和
-D4.54Y A(&A

蛋白水平!表

明
OP#

激活了
)4Q.

细胞凋亡! 细胞凋亡水平增加

%

X*+E64 Z

&"

$"% OP#

抑制
B;A!

表达和上调
/!%

表达

通过
<&8]A-&

和
\471469 TD:1

检测发现!

OPI

抑制了
B;A!

蛋白表达并上调了
/!%

蛋白表达" 与

3=BC

对 照 组 相 比 !

OPI

能 明 显 抑 制
)4Q.

细 胞

B;A!

的表达$

B;A! F&'(

表达倍数!

M^JZ#MLM! 57

ILM$#MLMZ

!

A[MLMMMZ

#并上调
/!%

的表达!

/!% F&'(

表达倍数 $

!L$M#MLIZ 57!ILMM#MLII

!

A[MLMMJ

" 表明

OPI

可能通过抑制
B;A!

表达和上调
/!%

表达抑制

)4Q.

细胞生长%

8.TD4 !

!
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讨 论

促癌基因的激活或抑癌基因的失活常导致肿瘤

的形成! 而这些基因的异常表达通常与转录因子或

转录调控子的紊乱相关"

=>?

蛋白家族能够识别并

结合组蛋白上乙酰化的赖氨酸残基! 通过有效募集

转录激活子来调控染色质的乙酰化!促进转录激活!

因此抑制
=>?

蛋白家族是目前治疗肿瘤的新药物

靶点 #

8

!

<

!

8<

$

"

=>?

蛋白家族通常由
@

个蛋白组成!包

括
=AB!

%

=AB<

%

=AB@

和
C)'D'E'D+0*F12F02!2G140-04

&

=AB?

'!其中
=AB@

主要参于调控细胞有丝分裂期

基因转录的开始! 影响细胞生长及生存相关基因的

转录!包括(

HIJ!

%

4!K64

和
LM%A

等#

8@

!

8N

$

"

&O#

是一个

化学合成物!能够特异性地与
=AB@

相竞争!从而将

=AB@

从染色质中释放出来! 抑制
=AB@

的转录调

控作用" 抗肿瘤药物主要通过诱导肿瘤细胞凋亡%

细胞毒性作用%抑制肿瘤细胞的增殖%侵袭和转移等

机制来抑制肿瘤生长!

&O#

主要是通过诱导肿瘤细

胞凋亡来抑制肿瘤细胞的增长" 大量体内外研究表

明!

&O#

通过诱导肿瘤细胞生长周期停止和诱导肿

瘤细胞凋亡!明显抑制肿瘤生长!尤其是造血来源肿

瘤细胞! 然而部分实体组织来源肿瘤细胞对其却不

敏感!比如肺癌和乳腺癌等#

!

!

#@

!

#$

$

" 然而
&O#

对宫颈

癌细胞的作用尚未见系统报道" 本研究发现
&O#

对

宫颈癌
P1M+

细胞具有细胞毒性作用! 且毒性作用

呈时间与剂量依赖性" 通过流式细胞仪检测发现!

&O#

主要通过诱导肿瘤细胞凋亡来抑制
P1M+

细胞

的增殖"

HIJ!

属于
Q!C'R

蛋白家族!通过泛素蛋白酶降

解途径降解泛素化的蛋白质!参与细胞生长%凋亡及

癌变相关基因的调控! 在肿瘤的发生发展中发挥着

重要作用!通常与肿瘤的预后成负相关#

N

$

"

J!%

是细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子中的重要成员!可

抑制多种
464,0*!4ES

复合物的活性! 对细胞周期进

行负调控!抑制细胞分裂和增殖)此外!

G!%

参与细

胞凋亡的调控" 有研究表明
G!%

过度表达可诱导细

胞凋亡!凋亡细胞量比对照组增加
%

倍!该研究认

为
G!%

促进凋亡的作用可能与其导致的
JTAJ U

多

聚核酶
V

的裂解和
464,0*=8

的降解有关#

8%

$

" 研究发

现在宫颈癌组织中往往存在
HIJ!

的高表达与
G!%

的低表达! 并有研究表明
HIJ!

通过泛素蛋白酶体

途径降解磷酸化的
G!%

! 是宫颈癌发生发展的重要

原因#

$WX

!

8X

!

8Y

$

" 许多研究认为!

&O8

主要通过下调促癌

基因
4!K64

蛋白表达来抑制肿瘤的生长!然而
HIJ!

同样受
=AB@

的转录调控!

HIJ!

在
&O8

介导的肿瘤

抑制中的作用尚不清楚#

!

$

"本研究发现!

8Z!D',[M

的

&O#

作用于
P1M+

细胞
%!/

后!能明显抑制
HIJ!

蛋

白的表达!并上调
G!%

蛋白的表达!表明
&O#

对宫

颈癌
P1M+

细胞的抑制作用可能是通过下调
HIJ!

和上调
G!%

蛋白的表达而实现"
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