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（５）：３６５３６８．ＤＯＩ：１０．７６８３／ｘｘｙｘｙｘｂ．２０１６．０５．００６． 【基础研究】

集聚蛋白基因在不同宫颈癌细胞中的表达

冯思佳，崔　静，杨　璐，赵二趁，柴　婕，杨丹丹，张翠翠，王志慧，郜培琼，千新来
（新乡医学院基础医学院病理学教研室，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨集聚蛋白（Ａｇｒｉｎ）基因在人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）阳性和阴性宫颈癌细胞中表达的差异。方法　
以人乳头瘤病毒１６（ＨＰＶ１６）阳性的宫颈癌Ｃａｓｋｉ细胞和 ＳｉＨａ细胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌 ＨｅＬａ细胞、ＨＰＶ阴性的宫
颈癌Ｃ３３Ａ细胞为研究对象。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）等方法分别检测ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ和
蛋白在不同宫颈癌细胞中的表达。结果　实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均显示，与ＨＰＶ阴性的宫颈癌Ｃ３３
Ａ细胞比较，ＨＰＶ１６阳性的宫颈癌Ｃａｓｋｉ和ＳｉＨａ细胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌ＨｅＬａ细胞中的 ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达
均显著增加（Ｐ＜０．０１或０．０５），ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ和蛋白在４种宫颈癌细胞中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＜ＳｉＨａ细胞＜
Ｃａｓｋｉ细胞和ＨｅＬａ细胞。结论　ＨＰＶ阳性的宫颈癌细胞中Ａｇｒｉｎ基因的表达显著高于ＨＰＶ阴性的宫颈癌细胞，为深
入研究Ａｇｒｉｎ基因与宫颈癌的关系及相关机制奠定了基础。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｇｒｉｎｇｅｎｅｉｎｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ（ＨＰＶ）ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａ
ｔｉｖｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１６ｐｏｓｉｔｉｖｅ），ＳｉＨａｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１６ｐｏｓｉｔｉｖｅ），ＨｅＬａ
ｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１８ｐｏｓｉｔｉｖｅ）ａｎｄＣ３３Ａｃｅｌｌｓ（ＨＰＶｎｅｇａｔｉｖｅ）ｗｅｒｅｔａｋｅｎａｓｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｂｊｅｃｔｓ．Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡｇｒｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣ３３Ａｃｅｌｌｓ（ＨＰＶｎｅｇａｔｉｖｅ），ｔｈｅＡｇｒｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１６ｐｏｓｉｔｉｖｅ），
ＳｉＨａｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１６ｐｏｓｉｔｉｖｅ）ａｎｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ（ＨＰＶ１８ｐｏｓｉｔｉｖｅ）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１ｏｒ０．０５）．Ｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆ
ＡｇｒｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：Ｃ３３Ａｃｅｌｌｓ＜ＳｉＨａｃｅｌｌｓ＜
ＣａｓｋｉｃｅｌｌｓａｎｄＨｅＬａｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｇｒｉｎｇｅｎｅｉｎＨＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＨＰＶｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｈａｓｌａｉｄａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎ
ｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＡｇｒｉｎｇｅｎｅａｎｄｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．
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　　宫颈癌的发病率和病死率呈逐年升高趋势，
ＦＥＲＬＡＹ等［１］报道的全球肿瘤流行病统计数据显

示，２０１２年全球宫颈癌新发病例约为５２．８万人次，

死亡病例约２６．６万人次。近年来，随着人乳头瘤病

毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）与宫颈癌之间病因

学关系的阐明［２３］，宫颈癌的预防和早期宫颈癌的疗

效有了很大的改善，但中晚期宫颈癌患者常因复发

或转移等导致治疗失败［４］。集聚蛋白（Ａｇｒｉｎ）是细

胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）组成成分———

硫酸乙酰肝素蛋白聚糖（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，

ＨＳＰＧ）的一种，ＥＣＭ参与细胞的增殖、凋亡、迁移等

过程［５］。ＨＳＰＧ通过参与病毒的初始结合、储存、侵
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入过程和转录反式激活等过程，在病毒感染中发挥

重要作用［６］。鉴于上述研究结果，推测 Ａｇｒｉｎ可能
与肿瘤（特别是病毒感染相关的肿瘤）的发生、发展

有关。本研究拟通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量
聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）等方
法探讨Ａｇｒｉｎ在ＨＰＶ阳性和阴性宫颈癌细胞中的表
达，为深入研究 Ａｇｒｉｎ基因在宫颈癌发生发展中的
作用及相关机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞株及培养条件　人乳头瘤病毒１６（ｈｕｍａｎ
ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１６，ＨＰＶ１６）阳性的宫颈癌 Ｃａｓｋｉ
细胞和 ＳｉＨａ细胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌 ＨｅＬａ细
胞、ＨＰＶ阴性的宫颈癌Ｃ３３Ａ细胞购自中科院上海
细胞库，培养于含体积分数 １０％ 胎牛血清、
１００ｋＵ·Ｌ－１青霉素和１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素的高糖
达尔伯克改良的伊格尔培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ），于３７℃、体积分数５％ＣＯ２
孵箱中常规培养。

１．２　试剂及仪器　高糖 ＤＭＥＭ培养基为美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，兔抗人 Ａｇｒｉｎ多克隆抗体、鼠抗
人βａｃｔｉｎ单克隆抗体、辣根酶标记的山羊抗兔和山
羊抗鼠二抗为美国Ａｂｃａｍ公司产品，增强化学发光
（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒为美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，ＴＲＩｚｏｌ试剂为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）
试剂盒购自大连 ＴａＫａＲａ公司，实时荧光定量 ＰＣＲ
引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成，倒置显

微镜（ＴＥ２０００Ｕ）购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司，半干转膜仪
（ＴＥ７０）购自美国 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，实时
荧光定量ＰＣＲ仪（ＳｔｅｐＯｎｅ）购自美国 ＡＢＩ公司。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同宫颈癌细胞中 Ａｇｒｉｎ
蛋白水平　收集宫颈癌 Ｃａｓｋｉ、ＳｉＨａ、ＨｅＬａ和 Ｃ３３Ａ
细胞，提取细胞总蛋白并定量，变性处理后进行十二

烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｐｈａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）和转膜，质量分数５％脱脂牛奶封闭，室温放
置３ｈ，加一抗４℃孵育过夜，加二抗室温摇育１ｈ，
按照 ＥＣＬ试剂盒操作步骤进行自显影。以 βａｃｔｉｎ
为内参照，蛋白上样量均为１００μｇ，鼠抗人 βａｃｔｉｎ
单克隆抗体、兔抗人Ａｇｒｉｎ多克隆抗体、辣根酶标记

的山羊抗鼠和山羊抗兔二抗的稀释倍数分别为１
５００、１２００、１５０００和１５０００。通过 Ｂａｎｄｓｃａｎ
５．０软件分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ目的条带与内参照条带
的灰度比值。

１．４　实时灾光定量 ＰＣＲ检测不同宫颈癌细胞中
ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ水平　按照ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书提取总
ＲＮＡ并定量后，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
剂盒说明书通过反转录反应合成 ｃＤＮＡ第１条链，
反应条件为３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，４℃保存。通过
实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测不同宫颈癌细胞中
ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的水平，以甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃ
ｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内
参照。Ａｇｒｉｎ上游和下游引物序列分别为 ５′ＴＴ
ＧＴＣＧＡＧＴＡＣＣＴＣＡＡＣＧＣＴ３′和 ５′ＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴ
ＴＣＡＡＡＧＴＧＧＴ３′，ＧＡＰＤＨ上游和下游引物序列分
别为 ５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′和 ５′ＡＧＧ
ＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′，Ａｇｒｉｎ和 ＧＡＰＤＨ扩增片
段长度分别为７１ｂｐ和２５８ｂｐ，ｑＰＣＲ反应体系为：
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１２．５μＬ、去离子水 ６μＬ、
ｃＤＮＡ０．５μＬ、上下游引物各０．５μＬ，共 ２０μＬ，反
应条件为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６０℃延
伸３０ｓ，４０个循环。实验重复３次。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样
本均数比较采用单因素方差分析，两两比较采用

ＬＳＤ检验，检验水准为α＝０．０５。

２　结果

２．１　不同宫颈癌细胞中 Ａｇｒｉｎ蛋白的表达　结果
见图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＨＰＶ阴性的宫颈癌
Ｃ３３Ａ细胞、ＨＰＶ１６阳性的宫颈癌 Ｃａｓｋｉ和 ＳｉＨａ细
胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌ＨｅＬａ细胞中Ａｇｒｉｎ蛋白表
达的灰度比值 （Ａｇｒｉｎ／βａｃｔｉｎ）分别为０．３０８±
００１６、１．８４３±０．０７７、１．１２０±０．０１３和 １７７４±
００７２，差异有统计学意义（Ｆ＝５２６．２４５，Ｐ＜００１）；
Ｃａｓｋｉ、ＳｉＨａ和 ＨｅＬａ细胞中 Ａｇｒｉｎ蛋白的表达均显
著高于Ｃ３３Ａ细胞（Ｐ＜０．０１）；Ｃａｓｋｉ和 ＨｅＬａ细胞
中Ａｇｒｉｎ蛋白的表达均显著高于 ＳｉＨａ细胞（Ｐ＜
００１）；Ｃａｓｋｉ和ＨｅＬａ细胞中Ａｇｒｉｎ蛋白的表达比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ａｇｒｉｎ蛋白在４种宫
颈癌细胞中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＜ＳｉＨａ细
胞＜Ｃａｓｋｉ细胞和ＨｅＬａ细胞。
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１：Ｃａｓｋｉ细胞；２：ＳｉＨａ细胞；３：ＨｅＬａ细胞；４：Ｃ３３Ａ细胞。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同宫颈癌细胞中Ａｇｒｉｎ蛋白表达
Ｆｉｇ．１　Ａｇｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．２　不同宫颈癌细胞中 ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的表达　实
时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，扩增产物单一，融解曲
线未见杂峰，无非特异性扩增（图２）。ＨＰＶ阴性的

宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞、ＨＰＶ１６阳性的宫颈癌 Ｃａｓｋｉ和
ＳｉＨａ细胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌ＨｅＬａ细胞中Ａｇｒｉｎ
ｍＲＮＡ表达的 ２－△△Ｃｔ值分别为 １．００１±０．０４９、
２４０９±０２３１、１．３６３±０．２４９和２．２７０±０．０８２，其
差异有统计学意义（Ｆ＝４５．３１８，Ｐ＜０．０１）；Ｃａｓｋｉ、
ＳｉＨａ和ＨｅＬａ细胞中 ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的表达均显著高
于Ｃ３３Ａ细胞（Ｐ＜０．０１或０．０５）；Ｃａｓｋｉ和ＨｅＬａ细
胞中 ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的表达均显著高于 ＳｉＨａ细胞
（Ｐ＜０．０１）；Ｃａｓｋｉ和ＨｅＬａ细胞中ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的表
达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ在４
种宫颈癌细胞中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＜ＳｉＨａ
细胞＜Ｃａｓｋｉ细胞和ＨｅＬａ细胞。

Ａ：扩增曲线；Ｂ：溶解曲线。

图２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测不同宫颈癌细胞中ＡｇｒｉｎｍＲＮＡ的表达
Ｆｉｇ．２　ＡｇｒｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｓｓａｙ

３　讨论

资料显示，国内宫颈癌发病率由 １９８９年至
１９９０年的３．０６／１０万上升到２００７年至２００８年的
１１８７／１０万，病死率由１９８９年至１９９０年的２．１９／
１０万上升到２００７年至２００８年的３．２０／１０万［７］，发

病率和病死率均呈上升趋势。Ａｇｒｉｎ由 ＧＯＤＦＲＥＹ
等［８］在富含突触的电鳐电器官的ＥＣＭ中分离获得，
其基因定位于人类染色体１ｐ３６．３３，编码蛋白质的
相对分子质量约为２２００００［９］。Ａｇｒｉｎ蛋白是存在于
ＥＣＭ中的一种肝素硫酸酯类蛋白聚糖，Ａｇｒｉｎ可通
过Ｎ末端的与 Ｋ型蛋白酶抑制剂同源的序列区与
层黏连蛋白结合［９］，Ｃ端含有３个与层黏连蛋白α
链的Ｇ区同源的序列和４个富含半胱氨酸残基的
类表皮样生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）重
复序列区［９］，前者参与 Ａｇｒｉｎ与 α肌营养不良蛋白
聚糖的结合和细胞黏附，后者可提供二硫键结合位

点［９］。研究显示，Ａｇｒｉｎ以分泌或者膜结合形式存

在，可参与正常神经肌肉接头形成过程中突触的构

成［１０］、血脑脊液屏障的形成与维持［１１］等，并由此可

能与阿尔兹海默病、多发硬化、帕金森病和精神分裂

症等神经系统疾病有关。另外，Ａｇｒｉｎ还参与免疫突
触的形成［１２］、足细胞肾小球基底膜在的附着等［１３］。

关于Ａｇｒｉｎ与肿瘤的关系，现有的研究结果显
示，Ａｇｒｉｎ在肝癌［１４］和口腔鳞癌［１５］中表达增加，但在

胶质母细胞瘤中表达降低［１６］，ＲＡＪＫＵＭＡＲ等［１７］通过

基因表达谱芯片技术发现Ａｇｒｉｎ是正常宫颈上皮和
宫颈癌组织间的一个差异表达基因，ＢＥＲＥＴＯＶ等［１８］

通过蛋白组学分析发现Ａｇｒｉｎ是乳腺正常上皮和乳
腺癌细胞间的一个差异表达蛋白。本研究中，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ结果均显示：与ＨＰＶ阴
性的宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞比较，ＨＰＶ１６阳性的宫颈癌
Ｃａｓｋｉ和ＳｉＨａ细胞、ＨＰＶ１８阳性的宫颈癌ＨｅＬａ细胞
中的Ａｇｒｉｎ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达均显著增加，Ａｇｒｉｎ
蛋白和ｍＲＮＡ在４种宫颈癌细胞中表达的顺序为：
Ｃ３３Ａ细胞 ＜ＳｉＨａ细胞 ＜Ｃａｓｋｉ细胞和 ＨｅＬａ细胞。
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提示ＨＰＶ阳性的宫颈癌细胞中Ａｇｒｉｎ基因的表达显
著高于ＨＰＶ阴性的宫颈癌，Ａｇｒｉｎ可能是 ＨＰＶ直接
或间接调控的一个靶基因，详细的相互作用机制有待

进一步研究。另外，通过本研究获得了Ａｇｒｉｎ高表达
和低表达的宫颈癌细胞系，为深入研究Ａｇｒｉｎ基因与
宫颈癌的关系及相关机制奠定了基础。
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