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摘 要!%目的& 研究过表达钙结合蛋白
5,-=1+>1+!>!$?

对卡铂诱导子宫内膜癌
A301?,B,

细
胞凋亡的影响及其可能的作用机制' %方法& 构建

5,-=1+>1+!>!$?

基因真核过表达
5,-=1+>1+!

>!$?

质粒"稳定转染子宫内膜癌
A301?,B,

细胞#实时荧光定量
C/DE FDGHC/DI

及免疫印迹
方法检测细胞中靶基因

JD<K

及蛋白的表达#

LGG

法检测不同浓度卡铂作用下子宫内膜癌
A301?,B,

细胞的存活率
M(2503N @@!O$

染色法观察卡铂诱导的子宫内膜癌
A301?,B,

细胞胞核
变化' %结果& 卡铂对子宫内膜癌

A301?,B,

细胞的最佳作用浓度为
#PP!6QJ-

"可显著性上调细
胞活性

/,3R,32!@

蛋白的表达(

CS";"O

$#稳定转染组
A301?,B,

细胞
5,-=1+>1+!>!$? JD<K

水
平上调约

9"

倍"蛋白水平升高约
9;T

倍
UCSP;POV

#过表达
5,-=1+>1+!>!$?

后"卡铂诱导子宫内
膜癌

A301?,B,

细胞的凋亡作用减弱"活性
/,3R,32!@

蛋白的表达水平下调约
W

倍)

CSP;PO

*+

%结论& 过表达
5,-=1+>1+!>!$?

蛋白可抑制卡铂诱导的子宫内膜癌
A301?,B,

细胞的凋亡作用"

并与通过下调
/,3R,32!@

有关'

关键词!子宫内膜癌#卡铂#凋亡#

5,-=1+>1+!>!$?

中图分类号!
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文献标识码!

K

文章编号!
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"
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"
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7*238% 9:;%14, 5*,,:3:
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"

B<"42 %@PP!!
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5"%24
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4=Y25N1\2

&

G( 1+\23N16,N2 N02 2..25N (. 5,-=1+>1+!>!$? (\2*!2]R*2331(+ (+ 5,*=(R-,N1+!

1+>)52> ,R(RN(313 1+ 2+>(J2N*1,- 5,+52* 52--3 ,+> N02 *2-,N2> J250,+13J;

%

L2N0(>3

&

K 2)?,*7(N!

15 2]R*2331(+ \25N(* (. 0)J,+ 5,-=1+>1+!>!$? 62+2 B,3 5(+3N*)5N2> ,+> N*,+3.25N2> 1+N( 0)J,+

2+>(J2N*1,- 5,+52* A301?,B, 52--3; DG!C/D ,+> B23N2*+ =-(NN1+6 B2*2 )32> N( ,+,-7d2 N02 JD<K

,+> R*(N21+ 2]R*2331(+ (. 5,-=1+>1+!>!$? 62+23 1+ A301?,B, 52--3

"

*23R25N1\2-7; G02 A301?,B, 52--3

B2*2 N*2,N2> B1N0 >1..2*2+N 5(+52+N*,N1(+3 (. 5,*=(R-,N1+ ,+> N02 52-- 3)*\1\,- *,N2 1+ B2*2 (=!

32*\2> =7 LGG ,33,7; M(2503N @@!O$ ,33,7 B,3 )32> N( >2N25N N02 +)5-2,* \,*1,N1(+ (. A301?,B,

52--3 1+>)52> =7 5,*=(R-,N1+"

%

D23)-N3

&

G02 -2\2-3 (. JD<K ,+> R*(N21+ 2]R*2331(+ (. 5,-=1+>1+!

>!$? 62+2 1+ N02 3N,=-2 N*,+3.25N2> A301?,B, 52--3 B2*2 9P ,+> 9;T N1J23 01602* N0,+ N0(32 1+

\25N(* 6*()R

"

*23R25N1\2-7; G02 (RN1J,- 5(+52+N*,N1(+ (. 5,*=(R-,N1+ B,3 9PP!6QJ- 1+ A301?,B,

52--3

"

,N B0150 N02 2]R*2331(+ (. 5-2,\2> /,3R,32!@ B,3 316+1.15,+N-7 1+5*2,32>; G02 52-- ,R(RN(313

,+> /,3R,32!@ 2]R*2331(+ -2\2- B2*2 *2>)52> =7 W N1J23 1+ A301?,B, 52--3 B1N0 (\2*!2]R*2331(+ (.

5,-=1+>1+!>!$?"

%

/(+5-)31(+

&

G02 (\2*!2]R*2331(+ (. 5,-=1+>1+!>!$? 1+01=1N3 5,*=(R-,N1+!1+>)52>

,R(RN(313 1+ 2+>(J2N*1,- 5,+52*

"

B0150 13 *2-,N2> N( N02 >25*2,32> 2]R*2331(+ (. /,3R,32!@;

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

-

2+>(J2N*1(313

#
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#

,R(RN(313

#

5,-=1+>1+!>!$?

通讯作者!汪宏波!主任医师!博士"华中科技大学同济医学院附属协
和医院妇产科! 湖北省武汉市江汉区解放大道

9!WW

号
#

%@PP!!

$"

[!J,1-

%

B0=>.e7,0((;5(J

收稿日期!

!P9WH99HP&

$修回日期!

!P9$HPOH9$

子宫内膜癌约占女性生殖系统恶性肿瘤的

!Pfg@Pf

"近些年来发病年龄有年轻化趋势"严重

影响妇女的生活质量和生命健康' 目前子宫内膜癌

的治疗手段包括手术.放疗.化疗及联合治疗' 早期

子宫内膜癌患者的手术治疗后一般预后良好" 但晚

期及复发子宫内膜癌患者手术切除率低或对放化疗

不敏感"复发率高.预后差%

9

&

' 卡铂是近年来备受重

$W$
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视的第二代铂类化合物! 在子宫内膜癌化疗中显示

出良好的应用前景" 钙离子结合蛋白
'()*+,-+,!-!$.

是钙结合蛋白家族中的一员! 在人体多种组织器官

中广泛表达!包括小肠#肾脏#胰腺#脑组织#骨组织

和子宫等" 研究表明!

'()*+,-+,!-!$.

阳性表达与多

种肿瘤预后相关!但其作用机制仍不清楚"细胞凋亡

是一种程序性死亡行为! 可清除受损细胞维持体内

平衡! 其中
/(01(02

蛋白家族是参与凋亡过程的关

键酶$ 已有研究显示神经元中
'()*+,-+,!-!$.

蛋白

与神经细胞突触的生长和神经退行性变均密切相

关! 可通过抑制氧化应激作用#

/(01(02!3

活化#

!!

04,5')2+,

聚合#

6(7

裂解和稳定胞内钙离子浓度等

机制保护神经元细胞免受各种刺激因素诱导的细胞

死亡作用 %

!8%

&

$此外!

'()*+,-+,!-!$.

可通过调节促凋

亡基因表达'包括
6(7

!

193

和
/(01(02!3

(!抑制过氧

化氢'钙离子依赖型刺激因子(诱导的子宫内膜细胞

凋亡%

9

&

" 但
'()*+,-+,!-!$.

在子宫内膜癌细胞暴露于

非钙离子刺激因子条件下所起作用及具体机制尚不

明确" 本研究主要探讨
'()*+,-+,!-!$.

蛋白表达对

卡铂诱导的子宫内膜癌细胞凋亡的影响! 为提高子

宫内膜癌临床化疗敏感性的提供参考依据"

#

材料与方法

!"!

细胞培养

子宫内膜癌细胞系
:0;+.(<(

购于美国典型培养

物保藏中心'

=>//

(!培养于含
?"@

胎牛血清的
AB!

C:!?D%E

培养基" 细胞放置于
3F "

#含
9@/G

!

及饱

和湿度的细胞培养箱中培养"

!"#

药品和试剂

高糖
ABC:!?D%H

培养基购自美国
I4/)J,2

公

司$胎牛血清'

K6L

(购自美国
M+*+'J

公司!无血清

G1N+!COC

培养基#脂质体
)+1JP2'N(Q+,2 !HHH

#

A>

试

剂盒及实时荧光定量
B/A

试剂盒购自美国
:,R+NSJ!

T2,

公司$

>S+UJ)

试剂购自日本
>(V(A(

公司$兔抗人

'()*+,-+,!-!$.

#

/)2(R2- '(01(02!3

多克隆抗体购自

美国
=*'(Q

公司!山羊抗兔辣根过氧化物酶标二抗

购自美国
L(,N( /S5U

公司$荧光染料
IJ2';0N33!9$

购

自碧云天公司$新霉素
M%?$

购自
L+TQ(

公司$噻唑

兰'

C>>

(购自美国
=QS20'J

公司"

/()*+,-+,!-!$.

过

表达 '

'WX=

(质粒
MY!3H!/6

#空载体质粒
MY!3H!

Y2'

及含该质粒的菌种均由上海吉凯基因化学技术

有限公司合成及鉴定"

!"$

实验方法

?Z3[? C>>

法确定卡铂作用浓度

取稳筛后处于对数生长期的空载转染'

MY!3"!

Y2'

(组
:0;+.(<(

细胞以
?" """

个细胞
\

孔接种到
&D

孔板中 ! 贴壁后加入含不同浓度卡铂的培养液

!HH")

'

H

!

%

!

$

!

#D

!

3!

!

D%

!

#!$

!

!9D

!

9#!"T\Q)

(! 每 浓

度组设置
9

个复孔并另设空白对照! 于
3F"

!

9@

/G

!

培养箱中培养
%H;

" 每孔加入
C>>

溶液'

9QT\

Q)

!避光(!培养箱中继续孵育
%;

后弃上清!勿触及

孔底结晶!每孔再加
#9H") WCLG

孵育
FQ+,

使紫色

结晶全部溶解" 酶标仪在
9FH,Q

波长下测定
&D

孔

板各孔的光吸收值'

GW

值(" 结果分析)某一浓度卡

铂对细胞抑制率
]^

对照组
GW

值
_

该浓度组
GW

值
`\

对照组
GW

值
#?HHa

" 以浓度为横坐标!抑制率为纵

坐标绘制细胞抑制率曲线! 计算得出卡铂作用于

:0;+.(<(

细胞的半数抑制浓度
:/

9"

"

?[3[!

实时荧光定量
B/A

技术检测细胞
'()*+,-+,!

-!$. QAX=

的表达

>S+UJ)

试剂裂解各处理组细胞!提取各组细胞总

AX=

!分光光度计测定各组
AX=

浓度!

A>

合成
'W!

X=

" 按照实时荧光定量
B/A

试剂盒说明书配制荧

光定量
B/A

反应体系! 每组体系
!" ")

$

'()*+,-+,!

-!$.

基因引物序列! 上游)

9$!>/=>//>/=>/=/=!

M//>/=!3$

!下游)

9$!>M=>==/>//==>//=M//>!

>/>!3$

$内参照磷酸甘油醛脱氢酶'

M=BWI

(基因的

引物序列)上游)

9$!=/>//=/>/=/MM/===>>/!3$

!

下 游 )

9$ !>/>//=>MM>MM>M==M=/=!3$

$ 采 用

LN21G,2

软件检测并保存实验结果! 设定循环阈值

'

/N

值(! 以
!

_!!/N 法计算目的基因
'()*+,-+,!-!$.

QAX=

的表达水平!实验重复
3

次"

?[3[3

蛋白印迹法检测细胞
'()*+,-+,!-!$.

蛋白的

表达

各处理组细胞取出置于冰上! 预冷的磷酸盐缓

冲液'

B6L

(清洗
!

遍!每孔加入适量细胞裂解液及

蛋白酶抑制剂冰上裂解
3"Q+,

!

?! """S\Q+, %"

离心

?9Q+,

!取上清液!二辛可宁酸'

6/=

(法测定蛋白样

品浓度!计算所需蛋白上样缓冲液及细胞裂解液量!

将各组蛋白调整至同一终浓度! 于沸水中加热
?"

Q+,

后置
_!""

保存" 每孔加入
!""T

蛋白进行
?9@

$F&
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/,*=(>-,?1(+@!6AB-C DE F+01=1?1(+ *,?2@GC

H H;I9%!H;H9J H

% H;JK$!H;HJ! #!;!

#I H;%IJ!H;H%J !%;K

K! H;%KI!H;H!H !$;&

I% H;KK$!H;HHL %%;&

#!$ H;KK!!H;H#I %J;&

!JI H;!#%!H;HH$ IJ;#

J#! H;#HK!H;H#$ $K;K

十二烷基硫酸钠!

MEM

"

N

聚丙烯酰胺凝胶!

OPQR

"电

泳 #

!$HBP

恒流
%JB1+

# 电转至聚偏二氟乙烯膜

!

O:ES

膜"# 含
JG

脱脂奶粉$

H;HJG

吐温
!H

的枸橼

酸盐缓冲液!

TUMT

"室温封闭
! 0

#据蛋白相对分子

质量切取所需条带#加入一抗!

#"$HH

稀释"#

% #

孵

育过夜#

TUMT

冲洗#加入二抗!

#"JHHH

稀释"#室温孵

育
#0

#

TUMT

冲洗#增强化学发光法!

R/V

"显影#

FB$

,62 V,=

软件分析各蛋白条带灰度值#以
"

肌动蛋白

!

"$,5?1+

"为内参#计算
5,-=1+W1+$W!$X

蛋白的相对表

达水平#实验重复
K

次%

9;K;% Y(5023?KK!J$

染色法观察不同处理组中的细

胞核形态学改变

取对数生长期的稳转细胞以合适密度均匀接种

在玻片中# 贴壁后加入
9""!6AB-

卡铂作用
%"0

#分

组分别为
#Q:!K"$/UZOUM

组&

$Q:!K"$:25ZOUM

组&

%Q:!K"$/UZ9"")6AB-

卡铂 &

&Q:!K"$:25Z

9"")6AB-

卡铂组& 取出细胞#

%G

多聚甲醛
%#

固定

9JB1+

#

OUM

洗
!

次#加入
J!6AB-

的
Y(5023?KK!J$

溶

液浸泡#避光作用
9JB1+

#弃核染色液#

OUM

洗
!

次#

避光风干% 荧光显微镜下观察随机选取
J

个视野并

计数核发生浓缩#碎裂改变的细胞及总细胞数%结果

分析'凋亡率
[J

个视野核发生浓缩#碎裂改变的细

胞总数
AJ

个视野细胞总数
%9"

%

!"#

统计学处理

应用
MOMM 9L;"

软件进行统计学分析% 计量资

料用
!!3

表示#两组间比较采用独立样本
?

检验#多

组间均数的差异性检验采用单因素方差分析%

O&

";"J

表示差异有统计学意义%

!

结 果

$"!

卡铂对
%&'()*+*

细胞的抑制情况

用
\TT

方法检测不同浓度的卡铂 !

"

#

%

#

9I

#

K!

#

I%

#

9!$

#

!JI

#

J9! !6AB-

"作用
%"0

后 #子宫内膜

癌细胞
F301X,],

的抑制率情况见
S16)*2 9

% 卡铂作

用
F301X,],

细胞
%"0

的
F/

J"

为
&&;J$!6AB-

# 故选取

卡铂浓度
9""!6AB-

用于后续实验%

$"$

过表达及卡铂作用下
F301X,],

细胞中
5,-$

=1+W1+$W!$X

的表达水平

稳转
Q:!K"$/U

质粒的
F301X,],

细胞较稳转空

载质粒
Q:!K"$:25

组细胞在卡铂和
OUM

作用下其

5,-=1+W1+$W!$X B^<P

表达均显著性上调#上调幅度

约为
9H

倍
_S16)*2 !

#

O`";"9

"#蛋白水平表达亦明显

增加#增加约
9;I

倍!

S16)*2 K

#

O`";"J

"% 将此过表达

/,UO

细胞株用于后续实验%

$",

卡铂对过表达
5,-=1+W1+$W!$X

蛋白的
F301X,],

细胞的抑制情况

稳转
Q:!K"$/U

质粒的
F301X,],

细胞株过表达

5,-=1+W1+$W!$X

蛋白# 卡铂作用
%"0

后细胞株表达

/-2,a2W 5,3>,32$K

含量增加 # 而在表达
5,-=1+W1+$
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'!$(

蛋白的细胞株可抑制

)*+,-+' .,/0,/!1

蛋白表达 !

表达量仅约为
23!1"!3+.4

卡铂组的
#56

"

789:;+ %

!

<=

>?>@

#$

!"# AB+.C/D11!@$

检测不同

处理组
E/C8(,F,

细胞的凋亡

四组细胞 "

!23!1>!

)G4<GH

组%

"23!1>!3+.4

<GH

组%

#23!1>!)G4#>>$9I

J*

卡铂%

%23!1>!3+.4#>>

$9IJ*

& 凋亡率分别为
@?#K

'

%L%K

'

#&?#K

和
#%?1K

$ 即

#>>$9IJ*

卡铂作用
%>C

后可

诱导
E/C8(,F,

细胞核发生浓

缩'碎裂等改变"认为凋亡&

"

<=>?>#

&$ 仅转染质粒的两

组细胞 "

23!1>!)GM<GH

组

和
23!1>!3+.4<GH

组&凋亡

率无明显改变 "

<=>?1>

&!但

23!1>!)G4

卡铂组细胞凋亡

率则明显低于
23!1>!3+.4

卡铂组"

<=>?>@

&"

789:;+ @

&$

1

讨 论

晚期和复发的子宫内膜

癌常需应用化疗 (

N

)

!标准方

案为铂类联合多柔比星'紫

杉醇等$ 卡铂是临床常用化

疗药物!与顺铂而相比!其具

有相似的抗瘤谱和抗瘤效

果!但毒性作用更小!常用于

不能耐受顺铂毒性但对铂类

仍敏感的肿瘤患者$ 其作用

机制主要是与胞核内
OPQ

共价结合形成
OPQ!

铂加合

物从而抑制
OPQ

复制 !转

录!干扰细胞生长!通过错配

修复! 激活相关蛋白酶和信
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

号转导通路!激活细胞死亡受体!干扰正常线粒体代

谢和氧化应激作用等途径诱导细胞凋亡和坏死 "

=

#

$

研究表明!

><?

与铂形成的加合物可通过
@,3A@,3

配体复合物的信号通路激活
/,3B,32$

及
/,3B,32C

!

释放线粒体细胞色素
5

使凋亡蛋白酶激活因子
#

%

?B,.!#

&激活
/,3B,32&

及
/,3B,32C

!最终诱导细胞

凋亡"

$

#

!其中
/,3B,32!C

是卡铂诱导细胞凋亡的关键

执行蛋白$

D),+6

等 "

&

#研究发现在肺癌铂类耐药细

胞株中
/,3B,32

蛋白和
E?FE

显著性下调$ 在顺铂

耐药的前列腺癌细胞株中! 将
?GH*,9

转染至细胞

中可使
/,3B,32C

失活!抑制凋亡发生并产生顺铂耐

药"

9"

#

$ 因此!多种因素导致的
/,3B,32

蛋白活性抑制

可降低铂类化疗药物的促凋亡作用! 进而降低抗肿

瘤效果$

/,-H1+I1+!I!$J

蛋白体内分布广泛!参与维持细

胞钙离子稳态并在细胞分化生长' 凋亡和侵袭迁移

方面具有一定的调节作用$

/,-H1+I1+! I!$J

蛋白含

有六个
K@

臂结合域! 四个有活性的高亲和力钙离

子结合域和两个无钙离子结合能力的调节结构域$

/,-H1+I1+!I!$J

蛋白在组织细胞中有钙离子缓冲作

用!同时也是一类钙离子感应蛋白!与钙离子结合后

可暴露疏水基团! 为酶提供作用位点从而传导钙离

子信号$ 已有多项研究证实
5,-H1+I1+!I!$J

蛋白的

表达与神经细胞突触的生长密切相关! 可通过抑制

氧化应激作用!抑制活化的
/,3B,32!C

'钙蛋白酶活

性'

L,M

裂解和稳定胞内钙离子浓度等保护神经元

细胞免受各种刺激因素诱导的细胞死亡作用$

')+6

等"

N

#运用过氧化氢处理子宫内膜癌
O301J,P,

细胞株!

使其发生氧化应激作用而诱导凋亡!发现
5,-H1+I1+!

I!$J

在宫内膜癌细胞株
O301J,P,

细胞中可通过阻

断促凋亡基因
L,M

'

BNC

和
/,3B,32C

的表达!抑制过

氧化氢诱导的凋亡作用$ 因此!

5,-H1+I1+!I!$J

蛋白

可能通过多种途径抑制细胞凋亡$

本实验表明卡铂可诱导
O301J,P,

细胞凋亡!并

呈剂量依赖型$

9Q"!-AG-

的卡铂溶液作用于子宫内

膜癌
O301J,P,

细胞可上调细胞内活性
/,3B,32!C

蛋

白!细胞核发生浓缩'碎裂等改变!最终诱发凋亡$而

过表达
5,-H1+I1+!I!$J

蛋白的子宫内膜癌
O301J,P,

细胞!发生核浓缩'碎裂等形态学改变的细胞数量减

少 ! 伴有活性
/,3B,32!C

蛋白的表达减少 ! 说明

O301J,P,

细胞胞质中过表达的
5,-H1+I1+!I!$J

蛋白

可能通过直接或间接增强钙离子缓冲能力' 抑制钙

离子超载促发的相关凋亡蛋白酶激活或其他通路降

低活性
/,3B,32!C

蛋白表达等机制保护细胞免受卡

铂影响$ 因此!

5,-H1+I1+!I!$J

可能在增加内膜癌铂

类化疗耐药中具有重要重要! 但仍需进一步探索

5,-H1+I1+!I!$J

蛋白在子宫内膜癌中抑制凋亡的分

子机制$

综上!过表达
5,-H1+I1+!I!$J

蛋白可通过减少凋

亡执行蛋白
/,3B,32!C

表达抑制卡铂诱导的子宫内

膜癌细胞凋亡作用$ 本研究为子宫内膜癌化疗耐药

的机制提供了新线索! 以
5,-H1+I1+!I!$J

蛋白为靶

点的治疗有望提高子宫内膜癌化疗效果$

/,-H1+I1+!

I!$J

在子宫内膜癌中的具体作用及机制仍有待进

一步研究阐明$
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