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法检测细胞
内

)*+!#!

含量变化*

FG+)!FL
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'MB

( 含量变化* 光泽精化学发光法检测
DLFC)

氧化酶含量变化' $结果%

J%%

和软琼脂形成实验结果显示+与
6.=15./
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&CB
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(*与
&CB

组相比"
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组和
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组
H

&CB

组相比"

I2%&'(H&CB

组细胞活性显著减弱 &

CN-O-#

(' 免疫细胞化学染色和
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法结果显示+ 与
6.=15./

组相比"

&CB

组
)*+!#!

活性增强 &

CN-O-P
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I2%&'(H&CB

组活性降低
&

CN-O-P

(*与
&CB

组相比"

CF%GH&CB

组
)*+!#!

表达降低&

CN-O-P

("

I2%&'(H&CB

组
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表
达明显降低&

CN-O-#

(*与
CF%GH&CB

组相比"

I2%&'(H&CB

组细胞
)*+!#!

活性减弱&

CN-O-P

('

DLFC)

氧化酶和
'MB

活性检测结果显示+ 与
6.=15./

组相比"

&CB

组
DLFC)

氧化酶和
'MB

活性增强 &

CN-O-P

("

I2%&'(H&CB

组降低 &

CN-O-P

("

&CB

组与
CF%GH&CB

组无明显差异' 与
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组相比"

I2%&'(H&CB

组
DLFC)

氧化酶和
'MB

活性均降低 &

CN-O-P

(' $结论 %

%&'(

可通过核因子
!"E 0D+!"E8

信号途径促进宫颈癌的发生和发展"

DLFC)

氧化酶参与
%&'(

维持细胞内
)*+!#!

高活性"而此过程与
D+!"E

信号无关"这为研究宫颈癌的发生发展
机制提供新的思路'
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样受体
>EK&++!+/Q0 (030BK&( >
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是脂多

糖
E+/B&B&+51*33.*(/D0

"

<@AS

的天然受体"是与肿瘤&炎

症最密切的
;<=

家族成员之一'

<@A

亦称内毒素"

是革兰阴性菌(

X

Y

)细胞壁外膜上的主要病原相关分

子模式"

;<=>

是
<@A

的主要模式识别受体"

X

Y释放

的
<@A

进入机体后"

;<=>Z[L!!

复合物中的
[L!!

结合
<@A

后"引起
;<=>

的低聚而活化"将胞外信号

导入胞内"引起下游信号分子变化#

#

"

!

$

*

;<=>

主要通

过
[5L\\

的依赖性途径及核因子
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(

:O!"W

)信号

途径启动细胞活化过程来诱导炎症反应和肿瘤 #

]

$

*

国内外研究证明" 宫颈癌细胞的生长失控与宫颈癌

细胞内一个重要的转录因子+++低氧诱导因子
#!

(

.5B&U/* /)D'3/V+0 ,*3K&(!#!

"

MNO!#!

)的过度激活密

切相关#

>
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* 前期研究已表明"

;<=>

表达程度与宫颈

癌的恶性程度密切相关" 宫颈癌中
;<=>

信号通路

与
MNO!#!

的高表达正相关 #

H

$

* 研究发现" 活性氧

(

(0*3K/P0 &U540) 1B03/01

"

=2A

)对维持细胞内
MNO!#!

高活性与宫颈癌细胞恶性生物学行为密切相关 #

$

$

*

具体机制尚不明确*

本研究通过外源性的
<@A

和
1/;<=>

干预
;<=>

信号通路并结合使用
:O!"W

信号通路阻断剂吡咯

烷二硫氨基甲酸
EB5((&+/D/)0 D/K./&3*(V*J*K0

"

@L;-S

"

来探讨
:O!"W

信号在
;<=>

信号促进肿瘤发生发展

中的作用及
;<=>

维持宫颈癌细胞
MNO!#!

高活性

的机制*

#

材料与方法

-.-

材 料

宫颈癌细胞株
A/.*

细胞株购自赛齐
E

上海
S

生物

工程有限公司! 胎牛血清,

[^[

购于美国
X/V3&

公

司!免疫组织化学染色
LTW

试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司!

_01K0() V+&K

试剂盒购自
N)!

P/K(&40)

公司!

[;;

试剂盒购自碧云天生物科技有

限公司!蛋白定量试剂盒&活性氧检测试剂盒购自碧

云天生物科技有限公司! 免疫荧光染色试剂盒购自

北京中杉公司!

M/@0(O03K

转染试剂购自
`/*40)

公

司* 兔抗人
MNO!7!

单克隆抗体&

M=@

标记的羊抗兔

N4X

购于美国
TV3*J

公司!

MNO!7!

兔多克隆抗体和

#!*3K/)

兔多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有

限公司!

:TL@M

& 光泽精 (

+'3/40)/)

)&

<@A

和
@L;-

均购自美国
A/4J*

公司!

;<=> 1/=:T

由上海吉玛生

物有限公司设计合成*

-./

方 法

79!97

细胞培养

将宫颈癌细胞系
A/.*

细胞置于含
7"a

胎牛血

清的
[^[

培养基中"在
Ha -2

!

&

]b"

&饱和湿度条

件下培养"每天换液
#

次"待细胞生长良好并进入对

数生长期后"选择生长状态良好的细胞进行实验*

#9!9!

实验分组及处理

宫颈癌细胞系随机分成
>

组%空白对照组(

3&)!

K(&+

组)&脂多糖对照组(

<@A

组)&

;<=>

信号干预组

(

1/;<=>?<@A

组)和
:O!"W

信号通路干预组(

@L;-?

<@A

组)* 取对数生长期的
A/.*

细胞用于实验"

3&)!

K(&+

组为正常培养的
A/.*

细胞" 不给予任何处理和

刺激!

<@A

组给予终浓度为
HGG)4ZJ+

的
<@A

刺激"

@L;-?<@A

组先给予终浓度
!GJJ&+ Z<

的
@L;-

作

用
#.

后再给予
<@A

刺激 !

1/;<=>?<@A

组用
;<=>

1/=:T

转染! 待细胞培养板
A/.*

细胞融合度达到

HGa

时进行转染 " 转染液选用
`NTX^:

公司的

c\!
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%&'()*(+,

转染试剂!转染成功后再加入
-'.

刺激"

/0!01 233

法

将细胞以
#!#4

5 个
6

孔接种于
7$

孔培养板!每

组设
8

个复孔! 在细胞对数生长期分别加入各组药

物进行干预!并继续培养
/95:

" 待细胞贴壁后!按检

测时间点加入
233;/<=>6=?@/"!?

!继续培养
5A

后

终止培养!吸净培养液后每孔加
B2.C !<<!?

!振荡

/<=&D

后将空白孔调零!于酶标仪
8E<D=

处分别测

定各组的
CB

值!实验重复
1

次"以培养时间为横坐

标!

CB

为纵坐标!绘制细胞生长抑制曲线"

/0!05

软琼脂集落培养实验

以含各组药物干扰剂的
2F2

培养液和等体积

的
#G

的低熔点琼脂糖#

-'.

$混合!取
5=?

均匀铺于

$<==

平皿内!静置
5"/<=&D

!配制
<0 $G

的底层琼

脂%待凝固后!取等体积的上述混合物和
/<<<

个
6=?

的单细胞悬液迅速充分混合后! 取
/=?

混合液铺在

相应的底层琼脂上! 制备上层琼脂& 待室温环境下

凝固后! 放入含
8GHC

!

的
1E"

培养箱中继续培养

/5:

!观察细胞生长状况!计数各培养皿中细胞集落

形成数!以肉眼可见大小的细胞团#含
8<<

个以上细

胞$作为计数集落的标准&

/0!08

免疫细胞化学染色检测
%I*#/"

的表达

实验分组及细胞处理方法同上!并以
'J.

代替

一抗其它步骤不变作为阴性对照& 每组细胞处理结

束后!细胞用
<0<#=K?6-'J.

冲洗
1

次!在室温环境

下用
5G

多聚甲醛固定
#<=&D

! 再用
<0<#=K?6- 'J.

洗
1

次!

1G%

!

C

!

孵育
!<=&D

! 再用
#<G

的封闭血清

1E"

下封闭
1<=&D

& 然后加入兔抗人
%I*##"

抗体

#稀释
#$!<<

$!

5"

冰箱过夜! 次日用
'J.

浸洗
1

次

后!加入
%L'

标记的羊抗兔二抗#稀释
#$1<<

$!

1E"

下孵育
#A

! 使用免疫组织化学
BMJ

试剂盒进行显

色处理!显微镜下观察结果&

#0!0$ N(O,()D P?K,

法检测细胞
%I*#/"

的表达

实验分组及细胞处理方法同上&

'J.

冲洗收获

细胞后! 用细胞裂解液提取各组细胞总蛋白!

JHM

法定量后!进行
.B.#

聚丙烯酰胺凝胶电泳!转膜& 转

膜结束后!用含
8G

脱脂奶粉的
3J.3

封闭液室温封

闭
/A

& 一抗
5"

孵育过夜 #一抗
##Q+,&KD

和
%I*#/"

按
/$/"""

稀释$! 次日用
'J.

浸洗
1

次后! 加入

%L'

标记的羊抗兔二抗 #稀释
/$1""

$!

1E"

下孵育

/A

!最后
R

线片曝光'显影和定影后观察结果" 目的

蛋白的相对表达水平
S

目的蛋白的灰度值
%$#Q+,&D

蛋白的灰度值!实验重复
1

次"

/T!0E BH*%#BM

探针检测细胞中
LC.

含量

细胞接种于
7$

孔板!实验分组及细胞处理方法

同上!分别于
<

'

#!

'

!5

'

1$

'

5UA

检测
LC.

" 按检测时

间点接种的细胞用含糖
FQ)?(

(

O

液洗
!

次!并用终浓度

为
!8!=K?6- BH*%#BM

探针
1E "

培养箱孵育
1<=&D

&

1<=&D

后再用含糖
FQ)?(

(

O

液清洗
!

次 !

*-VCO,Q)

CW,&=Q

酶标仪检测荧光!

5U8D=

激发波长!

8!"D=

发

射波长&

/T!TU

光泽精化学发光法测定
XMB'%

氧化酶活性

细胞接种于
7$

孔板!实验分组及细胞处理方法

同上!分别于
"

'

/!

'

!5

'

1$

'

5UA

检测
XMB'%

氧化酶

活性& 按检测时间点!用
5"

预冷的
'J.

洗涤细胞
!

次! 并刮下细胞& 细胞悬液在
5"

以
!8"">

离心

8=&D

& 取少量样本进行蛋白定量)

JHM

法$& 避光
7$

孔板内各加入
8"!?

细胞蛋白!

8!? B2.C

!

8!=K?6-

的

光泽精!

8"==6-

的
3&)KD

! 再加入
XMB'% /""!=K?6?

启动反应!用化学发光检测仪进行结果检测&

!"#

统计学处理

检测数据均用均数
&

标准差)

!&O

$表示!组间计

量资料的比较采用成组
,

检验!多样本均数间的比较

采用单因素的方差分析!

'Y"T"8

为差异具有显著意

义& 所有数据采用
.'.. /1T"

软件包进行统计处理&

!

结 果

$"!

细胞生长状态测定

经
233

法测定细胞生长状态并绘制细胞生长

曲线!结果显示)

3QP?( /

!

*&>Z)( /

$!检测不同干预措

施作用于宫颈癌
.&AQ

细胞后!

-'.

组细胞活性最

强!

'B3H[-'.

组'

+KD,)K?

组'

O&3-L5[-'.

组细胞活

性依次减弱& 与
+KD,)K?

组相比!

-'.

组细胞活性增

强)

'S"0""/\

!

-'.['B3H

组无明显变化!

O&3-L5[-'.

组降低)

'S4T444

$%与
-'.

组相比!

'B3H[-'.

组和

O&3-L5[-'.

组细胞活性均减弱)

'S4T4!#

%

'S4T444

$%

与
'B3H[-'.

组相比!

O&3-L5[-'.

组细胞活性显著

减弱)

'S4T444

$& 实验各组对宫颈癌细胞的抑制作用

呈时间依赖性& 可见
-'.

刺激宫颈癌细胞的生长!

但抑制
3-L5

信号可抑制宫颈癌细胞的生长! 抑制

X*#%J

信号对细胞生长也有抑制作用! 但作用不如

7U1
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!!

卷第
#!

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"7$68&+9!!6:&9#!

抑制
;<=>

信号作用显著! 提示除
:?!!@

信号外!

;<=>

信号可能主要通过其他途径影响宫颈癌细胞

的生长"

!"!

集落形成实验结果

-&)A(&+

组 #

<BC

组 #

BD;-E<BC

组 #

1/;<=>E<BC

组
C/.*

细胞集落形成 数目分别是
#!$9FG"H97"

#

7IH9FJ"7J9!G

#

7>>9!""J9JG

#

IJ9FG"J977

$

?/4'(0 !

%"与

3&)A(&+

组相比 !

<BC

组细胞生长明显 $

BK"9"">

%!

1/;<=>E<BC

组细胞生长受到抑制
LBKM9MM!N

"与
<BC

组相比!

BD;-E<BC

组抑制生长
OBK"9"7FP

!

1/;<=>E

<BC

组显著抑制细胞生长$

BKM9MMM

%" 与
BD;-E<BC

组相比!

1/;<=>E<BC

组细胞生长抑制$

BKM9M#

%"可见

<BC

能刺激宫颈癌细胞的生长!而抑制
:?!!@

信号#

;<=>

信号途径均能抑制由
;<=>

信号诱导的宫颈

癌细胞的生长!而抑制
:?!!@

信号后
C/.*

细胞克隆

生长抑制现象不如抑制
;<=>

信号明显!提示
;<=>

可主要通过其他信号途径影响宫颈癌细胞的生长"

!"# QR?!#"

在
C/.*

细胞的表达

上述各种干预作用于宫颈癌
C/.*

细胞!

!>.

后

检测
QR?!#"

的含量! 免疫细胞化学染色结果如图

FS

$

?/4'(0 FS

%所示!

T01A0() U+&A

结果如图
F@

$

?/4!

$%&'( ) $*( %+%',-.- /(-0'1- 23 4('' 5/261* -1%10- .+ (%4*

5/2078!!-9

V(&'W1 7X !X FX >X

-&)A(&+ "9JF""9"$ "9$I""9"I "9IH""97! 797>""9"I

<BC "9JJ""9"G "9I>""97" 797H""9"H 79J"""97!

BD;-E<BC "9JF""9"$ "9GF""97" 79"J""97J 79!G""97!

1/;<=>E<BC "9J7""9"$ "9J"""9"J "9>G""9"$ "9>J""9"J

:.50/( ) $*( 5/261* 23 ;.*% 4(''- .+ (%4* 5/207

&, <$$ =(1*2>

:&A0

&

Y

&

3&ZW*(0X [/A. 3&)A(&+ 4(&'W

!

B \"9"7

'

]

&

3&ZW*(0X [/A.

<BC 4(&'W

!

B\M9MJ

!

!

&

B\M9M#

'

^

&

3&ZW*(0X [/A. BD;-E<BC 4(&'W

!

B\M9M#9

;/Z0OXN

# ! F >

-&)A(&+

<BC

BD;-E<BC

1/;<=>E<BC

#9IM

#9$M

#9>M

#9!M

#9MM

M9IM

M9$M

M9>M

M9!M

M9MM

2
D
_
*
+
'
0

:&A0

&

Y

&

3&ZW*(0X [/A. 3&)A(&+ 4(&'W

!

B\M9M#

'

]

&

3&ZW*(0X [/A. <BC 4(&'W

!

B\M9MJ

!

!

&

B\M9M#

'

^

&

3&ZW*(0X [/A. BD;-E<BC 4(&'W

!

B\M9M#9

:.50/( ! ?2'2+, 32/=.+5 1(-1

-&)A(&+1/;<=>E<BCBD;-E<BC<BC

-&)A(&+ 1/;<=>E<BCBD;-E<BC<BC

!JM

!MM

#JM

#MM

JM

M

-
&
+
&
)
5
)
'
Z
U
0
(
1

V(&'W1

V(&'W1

HI>
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%

!

&''()*+,-*+./'01-2, 1-30)0)4 5! #667

"

8

!

9/1-/2) :;*- 3)3;,101<

=*-/

!

>

!

+*'?32/@ A0-. +*)-2*; 42*(?

#

BCD<DE

#

>>

!

BCD<D#

#"

F

!

+*'?32/@ A0-. GBH 42*(?

#

BCD<DE

#

FF

!

BCD<D#

"

I

!

+*'?32/@ A0-. BJKLM

GBH 42*(?

#

BC"<"E<

(2/ N8

$所示% 结果发现#

O&P"#!

主要定位于细胞浆

和细胞核内"

9/1-/2) :;*-

结果显示# 与
+*)-2*;

组

&

#<!Q#D<##

$相比#

GBH

组
O&P"#!

表达&

#<RS#D<TE

$升

高&

BUD<D!R

$#而
10KGVSMGBH

组
O&P"#!

表达明显降

低&

D<$$#D<DQ

#

BUD<DDE

$"与
GBH

组相比#

BJKLMGBH

组
O&P"#!

表达降低 &

#<N##D<#$

#

BUD<DSQ

$#

10KGVSM

GBH

组
O&P"#!

表达明显降低 &

BUD<DDD

$"

10KGVSM

GBH

组与
BJKLMGBH

组比较#有显著差异&

D<$$#D<DQ

W1!#<N##D<#$

#

BUD<DD!

$% 结果表明#刺激
KGVS

信号

可诱导
O&P"#!

表达# 抑制
KGVS

信号可抑制
O&P"

#!

表达#然而抑制
=P""8

信号通路对
O&P"#!

的表

达有抑制作用#但作用不如抑制
KGVS

信号明显%

!"# =%JBO

氧化酶活性检测结果

宫颈癌
H0.3

细胞内
=%JBO

氧化酶活性检测#

结果如表
!

&

K3:;/ !

$% 实验各组
=%JBO

氧化酶活

性呈时间依赖性递增趋势% 随着时间的延长#与

+*)-2*;

组相比#

GBH

组和
BJKLMGBH

组
=%JBO

氧

化酶活性增强 &

BCD<DE

$#

10KGVSMGBH

组
=%JBO

氧

化酶活性降低&

BCD<DE

$"与
GBH

组相比#

10KGVSMGBH

组
=%JBO

氧化酶活性降低&

BCD<DE

$#而与
BJKLM

GBH

组无明显差异% 与
BJKLMGBH

组相比#

10KGVSM

GBH

组
=%JBO

氧化酶活性降低&

BCD<D#

$%说明刺激

L*)-2*;1

10KGVSMGBHBJKLMGBH

GBH

%

8

L*)-2*;

X2*(?1

GBH BJKLMGBH 10KGVSMGBH

!<D

#<Q

#<$

#<S

#<!

#<D

D<Q

D<$

D<S

D<!

D

1

0

K

G

V

S

M

G

B

H

L

*

)

-

2

*

;

B

J

K

L

M

G

B

H

G

B

H

$%&'() * +,$!-! )./()00%12 %2 3%45 6)770

O
&
P
"
#
!
/
Y
?
2
/
1
1
0
*
)

ZQE
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:&;0

!

*

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

7!.

A"9""!

"

@

!B.

A"9""C

"

@

C$.

A"9""!

"

@

BD.

A"9""7

#

E

!

3&<=*(0> ?/;. F@G

4(&'=

"

@

7!.

AH9"""

"

@

!B.

A"9"""

"

@

C$.

A"9"""

"

@

BD.

A"9"""

#

3

!

3&<=*(0> ?/;. @IJ-KF@G 4(&'=

"

@

#!.

AH9HHH

"

@

!B.

A

H9HHH

"

@

C$.

AH9HHH

"

@

BD.

AH9HHH

#

>

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

!B.

AH9HH#

"

@

C$.

AH9HHH

"

@

BD.

AH9HHH

#

0

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

#!.

AH9H!D

"

@

!B.

AH9HHH

"

@

C$.

AH9HH#

"

@

BD.

AH9HHH9

JFLB

信号能够提高
:MI@N

氧化酶活性"抑制
JFLB

信号

能抑制
:MI@N

氧化酶活性"

而抑制
JFLB

信号下游事件

:O!!P

的 活 化 对
:MI@N

氧

化酶活性无明显作用$

!"# L2G

活性检测结果

实验各组
L2G

含量变化

基本呈时间依赖性递增趋势

QJ*E+0 CR

$随着时间的延长"与

3&);(&+

组 相 比 "

F@G

组 和

@IJ-KF@G

组
L2G

表达增强

%

@ SH9HT

&"

1/JFLB KF@G

组

L2G

活性降低 %

@SH9H7

&#与

F@G

组 相 比 "

1/JFLB KF@G

组

L2G

活性降低%

@SH9H7

&"而与

@IJ-KF@G

组无明显差异$ 与

@IJ-KF@G

组相比"

1/JFLBKF@G

组宫颈癌细胞内的

L2G

含量降低%

@SH9H7

&$ 提示刺激
JFLB

信号能够

促进宫颈癌细胞内活性氧的产生" 抑制
JFLB

信号

能抑制
L2G

的产生" 但
:O!!P

信号对
L2G

的产生

无明显作用$

C

讨 论

NUO!7"

是促进恶性肿瘤发生发展的关键因子

已经得到了广泛共识" 其高表达与宫颈癌疗效密切

相关'

T

(

"但有关于
NUO!7"

高表达的机制目前并不清

楚$ 已有研究表明"

NUO!7"

的过度激活与脯氨酸羟

化酶%

=(&+5+ .5>(&V5+*10 0)W5<01

"

@NI1

&活性抑制有

显著相关性" 低氧可以抑制
@NI1

活性" 从而抑制

NUO!#"

的羟化" 抑制
NUO!#"

的降解过程" 使其与

NUO!#P

结合为
NUO!#

" 结合到不同基因的增强子或

启动元件上"启动下游如血管内皮生长因子)葡萄糖

转运蛋白
#

等靶基因的表达" 这些基因参与肿瘤的

生长"免疫逃逸等促进肿瘤细胞的增殖'

X

(

$ 也有研究

表明"

:MI@N

氧化酶稳定过度激活"使细胞内
L2G

水平稳定升高"持续维持肿瘤细胞常氧状态下
NUO!

#"

的高活性状态"这可能是肿瘤治疗后复发的主要

因素'

$

(

$ 因此研究宫颈癌细胞内
NUO!#"

高活性的机

制对治疗以及预防宫颈癌具有重要的作用$

研究表明"

JFLB

的表达与
NUO!#"

高活性密切

相关"两者之间存在相互的正反馈作用"共同促进宫

颈癌的发生和发展"但具体作用机制尚不清楚'

D

(

$ 我

们先前研究已证实" 宫颈癌细胞中
JFLB

表达呈升

高的趋势"

N@8 F@G

激活的
JFLB

信号有促进细胞

增殖和抗凋亡的作用'

Y

(

$

目前许多研究认为
JFLB

信号依赖
:O!!P

的活

化" 抑制
NUO!#"

的降解来维持
NUO!#"

活性 '

#HZ#!

(

$

:O!!P

作为调节免疫和炎症重要的核转录因子"正

常情况下其两个亚单位
=$T

和
=TH

与
!P

抑制蛋白

QU!PR

结合" 以非活性状态存在于细胞质中$

@IJ-

是一种
:O!!P

信号通路阻断剂"能阻止
U!P

亚单位

的降解"抑制
:O!!P

活化"同时也阻碍
:O!!P

向细

胞核内的转移" 从而阻断
:O!!P

信号通路的激活"

在转录水平上抑制
UF!#

)

J:O!"

等炎性细胞因子的

产生'

#C

(

$ 我们先前的研究已经证明常氧状态下宫颈

癌组织中
NUO!#"

表达明显升高"

L2G

特别是细胞

内
:MI@N

氧化酶来源的
L2G

增多参与维持细胞

内
NUO!#"

高活性'

#B

(

$ 而
:MI@N

氧化酶是否在
JFLB

信号维持
NUO!#"

高活性促进宫颈癌发生发展过程

中发挥关键作用尚无相关报道$

因此本次实验选择宫颈癌
G/.*

细胞株"通过干

预
JFLB

和
:O!!P

信号途径来检测宫颈癌细胞内

L2G

)

:MI@N

氧化酶活性以及
NUO!#"

活性变化"以

$%&'( ! )*+,- ./01%2( %3405046 07 809% 3(''2:!!2;

[(&'=1 H. #!. !B. C$. BD.

-&);(&+ #9HH"H9HY #9HH"H9HD #9HH"H9H$ #9HH"H9HY #9HH"H9HX

1/JFLBKF@G

*

"

E

"

3

H9YY"H9H$ H9XT"H9HT H9XC"H9#H H9X#"H9HD H9XC"H9HY

@IJ-KF@G

>

#9H#"H9HX #9#X"H9HT #9CB"H9HB #9CD"H9HX #9B#"H9H$

F@G

0

H9YT"H9#H #9!!"H9HD #9CD"H9H$ #9CB"H9H$ #9B#"H9HC

$%&'( < ='>.?(23(73( 074(72046 .@ AB8 07 809% 3(''2:!!2;

[(&'=1 H. #!. !B. C$. BD.

-&);(&+ #9HH"H9#B #9HH"H9#C #9HH"H9#B #9HH"H9## #9HH"H9#T

1/JFLBKF@G

*

"

E

"

3

#9HH"H9## H9$C"H9#H H9TX"H9HD H9T!"H9HD H9BX"H9HY

@IJ-KF@G

>

#9H!"H9#C #9!T"H9#H #9!D"H9HY #9CY"H9#T #9CD"H9#$

F@G

0

#9H!"H9#H #9BH"H9#C #9B$"H9#C #9TX"H9#T #9TT"H9#$

:&;0

!

*

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

#!.

AH9HHB

"

@

!B.

AH9HH!

"

@

C$.

AH9HH!

"

@

BD.

AH9HH!

#

E

!

3&<=*(0> ?/;. F@G

4(&'=

"

@

#!.

AH9HHH

"

@

!B.

AH9HHH

"

@

C$.

AH9HHH

"

@

BD.

AH9HHH

#

3

!

3&<=*(0> ?/;. @IJ-KF@G 4(&'=

"

@

#!.

AH9HHH

"

@

!B.

A

H9HHH

"

@

C$.

AH9HHH

"

@

BD.

AH9HHH

#

>

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

#!.

AH9HCH

"

@

!B.

AH9H#$

"

@

C$.

AH9HHT

"

@

BD.

A

H9H#!

#

0

!

3&<=*(0> ?/;. 3&);(&+ 4(&'=

"

@

#!.

AH9HHC

"

@

!B.

AH9HH#

"

@

C$.

AH9HH#

"

@

BD.

AH9HH!9
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探索
%&'(

致宫颈癌
)*+!#!

高活性的具体机制! 实

验结果表明" 实验各组
,-./)

氧化酶活性的变化

与
'01

含量的变化趋势基本一致"

)*+!2!

含量变

化与
'01

含量变化趋势一致! 与对照组相比"用

&/1

刺激
%&'(

信号能显著促进宫颈癌细胞生长"

)*+!2!

活性升高"且
,-./)

氧化酶活性和
'01

含

量均升高#用
34%&'(

沉默
%&'(

表达后"能显著抑

制宫颈癌细胞的生长"

)*+!2!

活性$

,-./)

氧化酶

活性和
'01

含量均下降! 表明
%&'(

与宫颈癌的发

生发展密切相关" 且在维持宫颈癌细胞内
)*+!2!

高活性中发挥重要作用" 其机制可能与
,-./)

氧

化酶来源的活性氧有关!

%&'(

信号激活后抑制
,+!

"5

信号发现"与单纯激活
%&'(

信号相比"能抑制

宫颈癌细胞的生长"降低
)*+!2!

活性"但抑制
,+!

"5

信号不如抑制
%&'(

信号对宫颈癌细胞生长$

)*+!2!

活性抑制作用明显! 提示除
,+!"5

信号外"

另有其他途径参与
%&'(

信号转导通路促进宫颈癌

细胞的发生和发展! 抑制
%&'(

后
,-./)

氧化酶

活性和
'01

含量均下降 " 而抑制
,+!"5

信号后

,-./)

氧化酶活性和
'01

含量无明显变化! 这进

一步表明
%&'(

可主要通过
,-./)

氧化酶来源的

活性氧"参与维持
)*+!2!

高活性"促进宫颈癌的发生

和发展"而此氧化还原过程非依赖
,+!"5

信号途径!

综上所述" 本实验证实了
,+!"5

信号通路在

%&'(

致宫颈癌的发生和发展中扮演重要作用"

,+!

"5

信号可促进宫颈癌细胞内
)*+!2!

的表达! 我们

发现在宫颈癌细胞中
%&'(

信号转导通路可主要通

过激活
,-./)

氧化酶来源的
'01

信号途径"来维

持宫颈癌细胞内
)*+!2!

高活性" 但
,+!"5

信号通

路不参与此途径! 这为研究
)*+!2!

高活性促进肿

瘤发生和发展的机制提供新的依据!
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