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本文引用：杨丹丹，冯思佳，崔静，等．磷脂酸磷酸酶２域１Ａ在不同子宫颈癌细胞中的表达［Ｊ］．新乡医学院学
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磷脂酸磷酸酶２域１Ａ在不同子宫颈癌细胞中的表达
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（１．新乡医学院基础医学院病理学教研室，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院第三附属医院病理科，河南　新乡　
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摘要：　目的　探讨磷脂酸磷酸酶２域１Ａ（ＰＰＡＰＤＣ１Ａ）在人４种子宫颈癌细胞中表达的差异。方法　通过实时
荧光定量聚合酶链式反应和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ和蛋白在人子宫颈癌Ｃ３３Ａ细胞、Ｃａｓｋｉ细胞、
ＨｅＬａ细胞和ＳｉＨａ细胞中的表达。结果　子宫颈癌ＳｉＨａ、ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ和Ｃ３３Ａ细胞中ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ的表达量分
别为 ０．３４４±０．０２７、０．５９３±０．０１７、０．８９９±０．０３０和２．９２０±０．０４５，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白的表达分别为０５１４±００３０、
１．１８５±０．０９６、１．３７９±０．０８４和１．７６１±０．０７２；子宫颈癌ＳｉＨａ、ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ和Ｃ３３Ａ细胞中ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ和蛋白
的表达比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ和蛋白在４种子宫颈癌细胞中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细
胞＞Ｃａｓｋｉ细胞＞ＨｅＬａ细胞＞ＳｉＨａ细胞。结论　ＰＰＡＰＤＣ１Ａ基因在不同子宫颈癌细胞中存在差异表达。

关键词：　子宫颈癌；磷脂酸磷酸酶２域１Ａ基因；信使ＲＮＡ
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ｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＣ３３Ａｃｅｌｌｓ，Ｃａｓｋｉｃｅｌｌｓ，ＨｅＬａｃｅｌｌｓａｎｄＳｉＨａｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡｉｎＳｉＨａ
ｃｅｌｌｓ，ＨｅＬａｃｅｌｌｓ，ＣａｓｋｉｃｅｌｌｓａｎｄＣ３３Ａｃｅｌｌｓｗａｓ０．３４４±０．０２７，０．５９３±０．０１７，０．８９９±０．０３０ａｎｄ２．９２０±０．０４５，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＰＤＣ１ＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳｉＨａｃｅｌｌｓ，ＨｅＬａｃｅｌｌｓ，ＣａｓｋｉｃｅｌｌｓａｎｄＣ３３Ａｃｅｌｌｓｗａｓ０．５１４±０．０３０，
１．１８５±０．０９６，１．３７９±０．０８４ａｎｄ１．７６１±０．０７２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＰＡＰ
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ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：Ｃ３３Ａｃｅｌｌｓ＞Ｃａｓｋｉｃｅｌｌｓ＞ＨｅＬａｃｅｌｌｓ＞ＳｉＨａ
ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＰＡＰＤＣ１ＡｇｅｎｅｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｍｏｎｇＣ３３Ａｃｅｌｌｓ，Ｃａｓｋｉｃｅｌｌｓ，ＨｅＬａｃｅｌｌｓａｎｄＳｉＨａｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔｙｐｅ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１Ａｇｅｎｅ；ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ

　　近年来，随着子宫颈癌筛查的普及和子宫颈癌
疫苗的问世，子宫颈鳞状细胞癌的发生率有所下降，

但子宫颈腺癌的发生率保持不变或有所上升［１］。

据２０１２年全球肿瘤流行病学统计显示，全球每年大
约有５２．８万人被诊断为宫颈癌［２］。其中，复发或转

移是导致中晚期宫颈癌患者治疗失败的原因之

一［３］。磷脂酸磷酸酶 ２域 １Ａ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｔｙｐｅ ２ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １Ａ，
ＰＰＡＰＤＣ１Ａ）属于新型２型磷脂酸磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａ
ｔｉｄｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＡＰ）［４］，能够去磷酸化磷脂
酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）生成甘油二酯（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃ
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ｅｒｏｌ，ＤＡＧ）和无机磷酸盐，其中 ＤＡＧ是细胞内的第
２信使，在细胞信号转导中起重要作用。此外，
ＰＰＡＰＤＣ１Ａ可以通过去磷酸化不同底物来参与细胞
的增殖和运动等过程［５］。因此，该基因可能与肿瘤

的发生、发展存在相关性［６］。本研究拟通过Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ
ＰＣＲ）等方法探讨 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在不同子宫颈癌细胞
中的表达，为深入研究 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在子宫颈癌发
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　人子宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞
购于武汉大学保藏中心，Ｃａｓｋｉ细胞、ＨｅＬａ细胞和
ＳｉＨａ细胞均购自中国科学院上海细胞库。４种细胞
均选用含体积分数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伊
格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２孵箱培养。
１．２　主要试剂及仪器　胎牛血清购自德国ＳｅｒａＰｒｏ
公司，高糖ＤＭＥＭ培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，放射
免疫沉淀法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）
蛋白提取裂解液、二辛可酸法 （ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒、超敏增强化学发光（ｅｎ
ｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒以及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ一抗稀释液均购自上海碧云天生物有限公司，
二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）和十二烷基磺酸钠
（ｔｗｅｌｖｅａｌｋｙｌｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄｓｏｄｉｕｍ，ＳＤＳ）均购自德国
Ｍｅｒｋ公司，兔抗人ＰＰＡＰＤＣ１Ａ多克隆抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司，鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体、辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗
兔和山羊抗鼠二抗购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ有限
公司，英潍捷基（上海）贸易有限公司合成 ｑＲＴＰＣＲ
引物，ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂、ＲＮＡ反转录试剂盒和
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒均购自大连 ＴａＫａ
Ｒａ公司，ＥＬｘ８００ＴＭ酶标仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ公司，
紫外分光光度计购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，ＴＥ７０ＸＰ
半干转膜购自美国 Ｈｏｅｆｅｒ公司，ＳｔｅｐＯｎｅｑＲＴＰＣＲ
仪购自美国 ＡＢＩ公司。
１．３　ｑＲＴＰＣＲ技术检测不同子宫颈癌细胞中
ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ的表达　常规培养４种人子宫
颈癌细胞，待细胞长至对数期约８０％汇合度时，用

预冷磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清
洗细胞３次，按照ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒说明书提取总
ＲＮＡ并定量后，按照反转录试剂盒说明书，以提取
的ＲＮＡ为模板反转录合成ｃＤＮＡ第１条链，反转录
反应体系为：５×反转录预混液５μＬ、ＲＮＡ０．５μｇ、
吸取适量无ＲＮＡ酶水使总体系为２０μＬ；反应条件
为３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃保存。以甘油醛３
磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参照。所用引物采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０自行设计，由上海英潍捷基贸易有限公
司 合 成。ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物：５′ＡＧＡＡＧＧＣＴ
ＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下游引物：５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣ
ＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′；ＰＰＡＰＤＣ１Ａ上游引物：５′ＴＡＡＴ
ＡＧＴＧＧＧＡＡＧＡＣＣＴＣＧＣ３′，下游引物：５′ＧＧＴＣＡＣ
ＣＴＧＴＧＣＡＡＴＧＣＡＴＴ３′，ＧＡＰＤＨ和 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ的扩
增长度分别是 ２５８、８７ｂｐ。ｑＲＴＰＣＲ反应体系共
２０．０μＬ，含１０．０μＬ２×ＳＹＢＲ燃料预混的 ＥｘＴａｑ
酶ＩＩ、０．８μＬ上游引物、０．８μＬ下游引物、６．０μＬ
高压灭菌水、０．４μＬ荧光定量 ＰＣＲ参比染料和
２．０μＬｃＤＮＡ溶液。反应条件：９５℃预变性３０ｓ，
９５℃变性５ｓ，６０℃延伸３０ｓ，４０个循环，每组设３
个复孔。采用２－△△Ｃｔ分析法，计算样品的 ２－△△Ｃｔ，
即为 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ ｍＲＮＡ 相对表达 量。△Ｃｔ＝
Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参，△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验组 －△Ｃｔ对照组。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同子宫颈癌细胞中
ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白的表达　常规培养细胞，待细胞长
至对数期约８０％汇合度时，消化、离心后加入 ＲＩＰＡ
裂解液置于冰上裂解３０ｍｉｎ，超声波粉碎细胞后置
于４℃、１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，吸取上清液于
新的预冷微型离心管中，其中取５μＬ蛋白按照ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒说明书进行定量，剩余蛋白加入

１／５蛋白体积的ＤＴＴ和４／５蛋白体积的ＳＤＳ混匀后
煮沸变性并储存于 －８０℃冰箱。变性后蛋白使用
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳：浓缩胶质量分数为５％、
分离胶质量分数为１０％，浓缩胶采用８０Ｖ稳压电
泳，分离胶用１２０Ｖ稳压电泳。凝胶中的蛋白采用
恒流半干转膜将其转移到聚偏二氟乙烯膜，转膜后

用质量分数５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，一抗４℃孵
育过夜，二抗室温摇育１．５ｈ，按照ＥＣＬ试剂盒操作
步骤进行自显影。以βａｃｔｉｎ作为内参照，鼠抗人β
ａｃｔｉｎ单克隆抗体、兔抗人 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ多克隆抗体、
ＨＲＰ标记的山羊抗鼠和山羊抗兔二抗的稀释倍数
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分别为１１０００、１５００、１５０００和１５０００。通
过Ｂａｎｄｓｃａｎ５．０软件分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ内参照条带
与目的条带的灰度比值。

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，两两比较采用最

小显著差异法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）检
验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　不同子宫颈癌细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ的
表达　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ扩增产物
单一，融解曲线未见杂峰，无非特异性扩增。４种
子宫颈癌 ＳｉＨａ、ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ和 Ｃ３３Ａ细胞 ＰＰＡＰ
ＤＣ１ＡｍＲＮＡ的表达量分别为 ０．３４４±０．０２７、
０５９３±００１７、０．８９９±０．０３０和 ２．９２０±０．０４５，
４种子宫颈癌细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ的表达量
比较差异有统计学意义（Ｆ＝４２１２．０５５，Ｐ＜
００００），ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ在 ４种子宫颈癌细胞
中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＞Ｃａｓｋｉ细胞 ＞ＨｅＬａ
细胞 ＞ＳｉＨａ细胞。
２．２　不同子宫颈癌细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白的表
达　结果见图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，子宫颈癌
ＳｉＨａ、ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ和Ｃ３３Ａ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白
的表达分别为 ０．５１４±０．０３０、１．１８５±０．０９６、
１．３７９±０．０８４和１．７６１±０．０７２，４种子宫颈癌细胞
中ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白的表达比较差异有统计学意义
（Ｆ＝１４５．１９６，Ｐ＜０．０００），ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白在４种
子宫颈癌细胞中表达的顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＞Ｃａｓｋｉ
细胞＞ＨｅＬａ细胞 ＞ＳｉＨａ细胞。

１：Ｃ３３Ａ细胞；２：Ｃａｓｋｉ细胞；３：ＨｅＬａ细胞；４：ＳｉＨａ细胞。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同子宫颈癌细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ

蛋白的表达

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＰＡＰＤＣ１Ａｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

３　讨论

哺乳动物的 ＰＡＰ可分为 ＰＡＰ１和 ＰＡＰ２，ＰＡＰ１
在催化反应中依赖 Ｍｇ２＋并且对氮乙基马来酰亚胺
（Ｎｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅ，ＮＥＭ）的抑制作用敏感，而 ＰＡＰ２
的催化作用不依赖Ｍｇ２＋且对ＮＥＭ的抑制作用不敏
感。但是ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在催化底物的反应中虽然不
依赖Ｍｇ２＋却对ＮＥＭ的抑制作用非常敏感，因此，它
属于一种新型的ＰＡＰ２。ＰＡＰ１主要的作用与甘油磷
脂和三酰甘油代谢有关［７］。ＰＡＰ２能够催化不同的
底物，如磷脂酸、１磷酸神经酰胺、１磷酸鞘氨醇等
去磷酸化，从而参与调控细胞的增殖、分化等过程。

其中，ＰＡＰ２催化ＰＡ的水解作用能够终止 ＰＡ的信
号通路，同时激活Ｃａ２＋依赖和磷脂依赖的蛋白激酶
Ｃ，可能与肿瘤的发生有关［８］。

ＰＰＡＰＤＣ１Ａ位于人１０ｑ２６．１２，编码含２７１个氨
基酸的６跨膜整合磷酸酶［９１０］，ＫＬＩＶＧＲＰＲＰ、ＰＳＧＨ
和ＳＲＭＣＤＹＫＨＨＷＷＱ为其脂质磷酸酶活性的３个
保守域［４］。ＴＡＫＥＵＣＨＩ等［４］通过 ｑＲＴＰＣＲ技术发
现ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在人的脑、肾和睾丸等组织中表达较
高，而在骨髓、胸腺以及肝脏组织中表达较低；此外，

内皮细胞可以优先表达 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ，可能为血管再
生术提供新的思路。ＰＰＡＰＤＣ１Ａ的生物学作用是通
过去磷酸化不同的底物，从而参与调控细胞的增殖、

分化过程，但是其具体的作用机制未见文献报道。

目前，关于 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ与肿瘤关系的研究仅仅局限
于基因表达谱芯片的差异表达谱分析，而在肿瘤发

生与演变中的作用及机制未见文献报道。子宫颈癌

是危害女性身体健康的常见恶性肿瘤之一，其发病

率有逐年上升的趋势且发病趋于年轻化［１１］。研究

显示，子宫颈癌的发生可能与高危型人乳头病毒

（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ，ＨＲＨＰＶｓ）的持续
感染、个体行为因素和遗传易感因素［１２１３］有关，其

具体的发生机制尚不明确，深入了解子宫颈癌发生

机制，寻找新的治疗靶点成为提高患者生存率的迫

切需要。本研究结果显示，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在４种人子
宫颈癌细胞的表达顺序为：Ｃ３３Ａ细胞 ＞Ｃａｓｋｉ细
胞＞ＨｅＬａ细胞 ＞ＳｉＨａ细胞，说明 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ高表
达细胞为Ｃ３３Ａ，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ低表达细胞为ＳｉＨａ，为
下一步建立稳定过表达 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ细胞系和稳定
沉默ＰＰＡＰＤＣ１Ａ细胞，进而研究该基因对宫颈癌细
胞的增殖、侵袭和转移能力的作用奠定了基础。
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