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小分子干扰 ＲＮＡ沉默果蝇 ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物 ２对宫颈癌
Ｈｅｌａ细胞顺铂敏感性的影响

秦海霞，李少平，朱利红，张全华，王世进

（新乡医学院第一附属医院妇科　河南省神经修复重点实验室，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨小分子干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默果蝇ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物２（ＥＺＨ２）对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞顺
铂敏感性的影响。方法　培养宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，收集对数生长期 Ｈｅｌａ细胞继续培养，待贴壁细胞长满底部面积
８０％～９０％时进行转染。将Ｈｅｌａ细胞随机分为空白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组，空白对照组Ｈｅｌａ细胞
不作处理，ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞转染ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞转染ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ。收集３组转染后
Ｈｅｌａ细胞，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈｅｌａ细胞中
ＥＺＨ２蛋白表达，流式细胞术检测Ｈｅｌａ细胞的细胞周期。收集３组转染后 Ｈｅｌａ细胞，分别加入不同质量浓度（０．０、
１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０ｇ·Ｌ－１）的顺铂，４８ｈ后采用四甲基偶氮唑蓝法检测 Ｈｅｌａ细胞在顺铂作用下的体外存
活率。结果　ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ可高效转染Ｈｅｌａ细胞，转染率均达９０％以上。空白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量分别为３９６．７±８８．４、３８９．２±７０．６和９８．５±２０．３，ＥＺＨ２
ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量显著低于空白对照组和ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（ｔ＝２．０５７、２．０１５，Ｐ＜０．０１），
空白对照组与ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（ｔ＝１．４７６，Ｐ＞０．０５）。空
白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２蛋白相对表达量分别为５０９．４±１１０．７、４９７．５±８０４
和１２０．４±３１．３，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２蛋白相对表达量显著低于空白对照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（ｔ＝
２６８２、２．５９７，Ｐ＜０．０１），空白对照组与 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２蛋白相对表达量比较差异无统计学意义
（ｔ＝１．９４３，Ｐ＞０．０５）。ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｇ０／Ｇ１期细胞比例显著高于空白对照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（ｔ＝２．８９３、３．０８７，
Ｐ＜０．０５），ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著低于空白对照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组与空白对
照组比较：ｔ＝２．５２６、５．４６２，Ｐ＜０．０５；ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组与ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较：ｔ＝２．４９８、５．４１７，Ｐ＜０．０５），空白对照组
与ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组Ｇ０／Ｇ１期、Ｓ期及Ｇ２／Ｍ期细胞比例比较差异均无统计学意义（ｔ＝０．９２６、１．０１７、０．９４７，Ｐ＞０．０５）。
不同质量浓度顺铂作用４８ｈ后，同一质量浓度下 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组 Ｈｅｌａ细胞的存活率明显低于空白对照组及 ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０５），且随着顺铂浓度的增加，３组Ｈｅｌａ细胞的存活率均呈逐渐下降趋势。结论　沉默ＥＺＨ２表达可
提高宫颈癌Ｈｅｌａ细胞对顺铂的敏感性，而阻滞细胞周期可能是其主要作用机制之一。
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ｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（ｔ＝２．６８２，２．５９７；Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＺＨ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（ｔ＝
１．９４３，Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｉｎｔｈｅＥＺＨ２ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（ｔ＝２．８９３，３．０８７；Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＳｐｈａｓｅａｎｄＧ２／
ＭｐｈａｓｅｉｎｔｈｅＥＺＨ２ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（ＥＺＨ２
ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｔ＝２．５２６，５．４６２；Ｐ＜０．０５．ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
ｇｒｏｕｐ：ｔ＝２．４９８，５．４１７；Ｐ＜００５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＧ０／Ｇ１，ＳａｎｄＧ２／Ｍ
ｐｈａｓｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（ｔ＝０．９２６，１．０１７，０．９４７；Ｐ＞０．０５）．Ａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓｏｆ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＥＺＨ２ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｉｔｈｔｈｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＥＺＨ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ａｎｄｂｌｏｃｋｉｎｇｃｅｌｌｃｙｃｌｅｍａｙ
ｂｅｔｈｅｍａｉｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２；ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ；ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，严重威胁女性
生命健康［１］。顺铂是宫颈癌常用的一线化学治疗

药物，但由于患者先天性或后天获得性耐药，使得部

分患者无法完全获益［２］，如何增强宫颈癌对顺铂的

敏感性是临床亟待解决的热点及难点问题。果蝇

ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物２（ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ
２，ＥＺＨ２）为多梳基因（ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐｇｅｎｅ，ＰｃＧ）蛋
白家族成员，其持续激活可导致细胞异常增殖与恶

性转化，被视为癌基因［３］。研究表明，沉默ＥＺＨ２可
提高非小细胞肺癌、卵巢癌对顺铂的敏感性［４５］。但

沉默ＥＺＨ２对宫颈癌顺铂敏感性的影响尚未可知。
本研究利用小分子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）技术降低宫颈癌Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２表达，观
察ＥＺＨ２表达变化对宫颈癌顺铂敏感性的影响，以
期为宫颈癌分子靶向治疗及化学治疗的增敏治疗提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞来源、主要试剂与仪器　人宫颈癌细胞系
Ｈｅｌａ细胞购于美国标准菌库；达尔伯克改良伊格尔
培养 基 （Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，

ＰＢＳ）、胰蛋白酶、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，四甲基偶氮唑蓝［３（４，５
ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ］试剂盒、ＲＮＡ提取试剂盒购于武汉博士德生
物工程有限公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体购于美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＥＺＨ２单克隆抗体、βａｃｔｉｎ单克
隆抗体购于大连 ＴａＫａＲａ公司，细胞周期检测试剂
盒、流式细胞仪购于美国 ＢＤ公司，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ、
ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ由广州锐博科技有限公司构建；全自
动酶标仪、超低温冰箱、ＣＬ３１Ｒ台式冷冻离心机购
于美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．２　细胞培养及转染　复苏 Ｈｅｌａ细胞，用 ＤＭＥＭ
培养液（含体积分数１％双抗和体积分数１０％ＦＢＳ）
悬浮细胞，于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的恒温培
养箱中培养。收集对数生长期的Ｈｅｌａ细胞，接种于
６孔培养板中，然后置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２
的恒温培养箱中培养２４ｈ，待贴壁细胞长满底部面
积８０％～９０％时进行转染。将 Ｈｅｌａ细胞随机分为
空白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组，每
组 ３个复孔。ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组细胞转染 ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组细胞转染 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ，空白
对照组细胞不作处理；转染操作严格按照试剂盒说
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明书进行。细胞转染后继续恒温培养６ｈ，更换培养
基并继续培养细胞；转染后４８ｈ收集各组细胞进行
后续实验。

１．３　实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测３组 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２
ｍＲＮＡ表达　收集各组转染后细胞，采用 ＴＲＩｚｏｌ试
剂盒分别提取各组细胞总 ＲＮＡ，反转录总 ＲＮＡ至
ｃＤＮＡ，取１μＬ反转录产物进行实时荧光定量ＰＣＲ，
以 βａｃｔｉｎ为内参。ＥＺＨ２上游引物序列为 ５′
ＴＴＧＴＴＧＧＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＴＡＡＡＡＴＣ３′，下游引物序
列为 ５′ＴＣＣＣＴＡＧＴＣＣＣＧＣＧＣＡＡＴＧＡＧＣ３′；βａｃｔｉｎ
上游引物序列为５′ＣＡＴＧＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣ
３′，下游引物序列为５′ＣＴＴＴＴＡＧＴＧＧＡＧＴＧＣＣＡＣＡ
ＧＧ３′。实时荧光定量ＰＣＲ反应使用 ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ试剂盒，具体操作按照试剂盒说明书进行。
以βａｃｔｉｎ管家基因作为内参，在 ＡＢＩ７９００ＨＴＰＣＲ
仪上进行 ＰＣＲ反应，反应采用二步法 ＰＣＲ扩增标
准程序，反应条件为：９５℃预变性３０ｓ；９５℃ ５ｓ，
６０℃３１ｓ，４０个循环；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃
１５ｓ，４℃保存。每个反应体系设置２个平行，每次
循环的最后一步收集ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光，循环结束时
从６０℃开始做溶解曲线。采用 ２－△△Ｃｔ法获得
ＥＺＨ２ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２
蛋白表达　收集各组转染后细胞并提取细胞蛋白，定
量蛋白浓度后行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电
泳，转至硝酸纤维素膜，将硝酸纤维素膜置于

５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭液４℃封闭４ｈ；含Ｔｗｅｅｎ２０
的ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；加入ＥＺＨ２单克隆抗体
（１２０００）孵育过夜，含Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ；滴加二抗（１５００）孵育４ｈ，含Ｔｗｅｅｎ２０
的ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；按电化学发光试剂盒说
明书检测ＥＺＨ２蛋白表达；βａｃｔｉｎ为内参。
１．５　碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色法检测
３组Ｈｅｌａ细胞的细胞周期　收集各组转染后细胞，
每组２×１０５个细胞，ＰＢＳ洗涤 ２次，每次 ３ｍｉｎ，
１ｍＬ体积分数７０％乙醇固定，４℃保存过夜；ＰＢＳ
洗涤２次，每次３ｍｉｎ；加入５００μＬＰＩ染色液，３７℃
避光孵育３０ｍｉｎ，应用流式细胞仪检测细胞周期。
１．６　ＭＴＴ法检测３组细胞对顺铂的敏感性　收集
各组转染后细胞，将细胞接种至９６孔板，每孔１×
１０４个细胞，加入１００μＬ培养液，将细胞置于３７℃、
含体积分数５％ ＣＯ２的恒温培养箱中培养２４ｈ；第
２天，每孔加入顺铂，顺铂最终质量浓度分别为０．０、
１２．５、２５．０、５０．０、１００．０、２００．０ｇ·Ｌ－１；继续培养
４８ｈ后１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清液；每孔
加入５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续于３７℃、含体
积分数 ５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中培养 ４ｈ；
１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，弃上清液；每孔加入

１００μＬ二甲基亚砜，震荡至结晶物充分溶解；采用
全自动酶标仪测波长４５０ｎｍ处吸光度值。计算各
组细胞存活率。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显著

性差异法ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈｅｌａ细胞转染效果　结果见图 １。Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ可高效转染 Ｈｅｌａ细胞，转染
率均达９０％以上。

Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；Ｂ：ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组。

图１　Ｈｅｌａ细胞转染效果
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
２．２　３组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达比较　空
白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组 Ｈｅｌａ
细胞中 ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量分别为 ３９６．７±
８８４、３８９．２±７０．６和９８．５±２０．３，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组
Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量显著低于空白
对照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组，差异均有统计学意义
（ｔ＝２０５７、２．０１５，Ｐ＜０．０１）；空白对照组与 ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２ｍＲＮＡ相对表达量比较
差异无统计学意义（ｔ＝１．４７６，Ｐ＞０．０５）。
２．３　３组Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２蛋白表达比较　结果
见图２。空白对照组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ
组 Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２蛋白相对表达量分别为
５０９．４±１１０．７、４９７．５±８０．４和 １２０．４±３１．３，ＥＺＨ２
ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２蛋白相对表达量显著低
于空白对照组和ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组，差异均有统计学意
义（ｔ＝２．６８２、２．５９７，Ｐ＜０．０１）；空白对照组与ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２蛋白相对表达量比较差
异无统计学意义（ｔ＝１．９４３，Ｐ＞０．０５）。

图２　３组Ｈｅｌａ细胞中ＥＺＨ２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＺＨ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅ
ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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２．４　３组Ｈｅｌａ细胞周期比较　结果见图３和表１。
ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｇ０／Ｇ１期细胞比例显著高于空白对
照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组，差异有统计学意义（ｔ＝
２８９３、３．０８７，Ｐ＜０．０５）；ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组Ｓ期、Ｇ２／Ｍ
期细胞比例显著低于空白对照组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组，差异有统计学意义（ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组与空白对照

组比较：ｔ＝２．５２６、５．４６２，Ｐ＜０．０５；ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组
与 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较：ｔ＝２．４９８、５．４１７，Ｐ＜
００５）。空白对照组与 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 Ｇ０／Ｇ１期、Ｓ
期及Ｇ２／Ｍ期细胞比例比较差异均无统计学意义
（ｔ＝０．９２６、１．０１７、０．９４７，Ｐ＞０．０５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组。

图３　流式细胞术检测３组Ｈｅｌａ细胞周期

Ｆｉｇ．３　Ｈｅｌａｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

表１　３组Ｈｅｌａ细胞周期比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别
细胞周期

Ｇ０／Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／Ｍ／％

空白对照组 ５２．６±５．７ １４．９±３．２ ３３．０±５．３
ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 ５１．８±７．４ １５．５±４．０ ３２．５±４．６
ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组 ８２．９±６．３ａ ５．５±３．８ａ ５．２±２．２ａ

　　注：与空白对照组和ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较ａＰ＜０．０５。

２．５　３组Ｈｅｌａ细胞的顺铂敏感性比较　结果见图
４和表２。不同质量浓度顺铂作用４８ｈ后，同一质
量浓度下 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组 Ｈｅｌａ细胞的存活率明显
低于空白对照组及 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０５），且
随着顺铂浓度的增加，３组 Ｈｅｌａ细胞的存活率均呈
逐渐下降趋势。

图４　３组Ｈｅｌａ细胞存活率比较

Ｆｉｇ．４ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓａｍｏｎｇ

ｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

表２　不同质量浓度顺铂作用下３组Ｈｅｌａ细胞存活率比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓ

ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （珔ｘ±ｓ）

顺铂
细胞存活率／％

空白对照组 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组

０．０ｇ·Ｌ－１ １００．０±０．０ １００．０±０．０ １００．０±０．０

１２．５ｇ·Ｌ－１ ９９．６±７．４ ９８．９±６．２ ７５．２±５．７ａ

２５．０ｇ·Ｌ－１ ８５．７±６．８ ８５．０±６．１ ５９．５±３．６ａ

５０．０ｇ·Ｌ－１ ８２．０±８．５ ７０．５±５．６ ４０．６±６．２ａ

１００．０ｇ·Ｌ－１ ６０．７±６．７ ５８．９±５．０ ２７．２±５．２ａ

２００．０ｇ·Ｌ－１ ３８．７±５．６ ４０．０±６．１ １０．６±２．０ａ

　　注：与空白对照组和ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论

宫颈癌起病隐匿，大多数患者确诊时已为中晚

期，失去了手术治疗机会，临床上常使用铂类化学药

物治疗，但患者的临床受益率和症状缓解率仍不理

想，其原因可能与铂类药物的原发性及继发性耐药

有关［６７］。因此，探讨宫颈癌对铂类药物耐药的机制

是提高宫颈癌化学治疗敏感性和改善临床预后的

关键。

表观遗传学改变在恶性肿瘤中很常见，是诱发

肿瘤化学治疗耐药的重要基础［８］。ＥＺＨ２是新近发

现的表观遗传调控因子，定位于人染色体７ｑ３５，在

进化过程中高度保守，其作为 ＰｃＧ通路的核心组成
部分，可发挥组蛋白甲基转移酶作用，使 ＰｃＧ氨基
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发生三甲基化，招募多梳抑制复合物至特定基因位

点，从而沉默与抑制细胞增殖相关的基因，进而诱导

肿瘤的发生与发展［９１１］。刘跃洋等［１２］研究表明，宫

颈癌组织中ＥＺＨ２阳性表达率显著高于宫颈上皮内
瘤变组织，且其表达与宫颈癌临床分期、肿瘤分化程

度、淋巴结转移及间质浸润深度密切相关，提示

ＥＺＨ２参与宫颈癌的发生和发展。目前，ＥＺＨ２对宫
颈癌铂类药物耐药性的影响及机制尚未明确。

ＺＨＯＵ等［１３］研究发现，非小细胞肺癌耐顺铂细

胞株 Ａ５４９／ＤＤＰ、胃癌耐顺铂细胞株 ＡＧＳ／ＤＤＰ中
ＥＺＨ２表达均显著高于非耐药细胞株，将 ＥＺＨ２
ｓｉＲＮＡ转染至上述耐药细胞，可显著抑制细胞中
ＥＺＨ２表达，同时提高细胞对顺铂的敏感性，提示沉
默ＥＺＨ２表达可逆转非小细胞肺癌及胃癌的顺铂耐
药性。本研究结果显示，转染 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ可显著
降低宫颈癌Ｈｅｌａ细胞中 ＥＺＨ２ｍＲＮＡ及蛋白表达，
并增强顺铂对 Ｈｅｌａ细胞的抑制能力，提示沉默
ＥＺＨ２表达可提高宫颈癌细胞对顺铂的敏感性。此
外，通过检测细胞周期变化发现，转染 ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ
可提高Ｇ０／Ｇ１期细胞比例，同时降低 Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期
细胞比例，表明细胞周期发生了 Ｇ１／Ｓ期阻滞。细
胞周期阻滞是诱发细胞衰老的重要机制，而抵抗化

学治疗药物所诱导的细胞衰老是肿瘤细胞产生多药

耐药性的重要因素［１４］。

ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ／Ｒｂ基因是机体调控细胞衰老的重
要信号通路，ＰｃＧ对ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ基因的沉默已被证
实具有抑制细胞衰老及分化的作用［１５１６］。鉴于

ＥＺＨ２在 ＰｃＧ通路的核心调控地位，故推测 ＥＺＨ２
可抑制宫颈癌细胞衰老，而沉默 ＥＺＨ２表达可通过
诱导细胞周期阻滞，进而诱导细胞衰老，这可能是沉

默ＥＺＨ２表达后提高宫颈癌细胞顺铂敏感性的重要
作用机制。

综上所述，沉默 ＥＺＨ２表达可提高宫颈癌 Ｈｅｌａ
细胞对顺铂的敏感性，而阻滞细胞周期可能是其主

要作用机制。
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