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小干扰 ＲＮＡ靶向沉默整合素连接激酶基因对宫颈鳞状上皮细胞
生物学行为的影响

李晓丹，费晓莺，王敬苗，霍晓燕，于　华
（邯郸市第一医院妇科，河北　邯郸　０５６００２）

摘要：　目的　探讨小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）靶向沉默整合素连接激酶（ＩＬＫ）基因对宫颈鳞状上皮细胞（Ｈ８细胞）增

殖、迁移和侵袭等生物学行为的影响。方法　设计高效的靶向沉默ＩＬＫ的ｓｉＲＮＡ，构建ＩＬＫｓｉＲＮＡ脂质体和无关对照

质粒。将Ｈ８细胞随机分为ＩＬＫ基因沉默组、阴性对照组和空白组，ＩＬＫ基因沉默组 Ｈ８细胞转染 ＩＬＫｓｉＲＮＡ，阴性对

照组细胞转染无关对照质粒，空白组细胞不转染任何序列，转染后继续培养４８ｈ。采用实时荧光定量聚合酶链反应法

检测Ｈ８细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ相对表达量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｈ８细胞中ＩＬＫ蛋白相对表达量，四甲基偶氮唑盐法检测

Ｈ８细胞活力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测Ｈ８细胞侵袭能力，划痕实验检测细胞迁移能力，免疫组织化学法检测 Ｈ８细胞内

Ｋｉ６７蛋白表达。结果　ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量显著低于阴性对照组和空白组（Ｐ＜０．０５），

阴性对照组与空白组Ｈ８细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。ＩＬＫ基因沉默组

Ｈ８细胞活力显著低于空白组和阴性对照组（Ｐ＜００５），空白组与阴性对照组 Ｈ８细胞活力比较差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。空白组、阴性对照组和ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞Ｋｉ６７蛋白阳性表达率分别为（２０．０１±０．３１）％、（２１．０１±

０．１１）％、（１２．０１±０．０１）％，ＩＬＫ基因沉默组 Ｈ８细胞 Ｋｉ６７蛋白阳性表达率显著低于阴性对照组和空白组（Ｐ＜

００５），阴性对照组与空白组Ｈ８细胞Ｋｉ６７蛋白阳性表达率比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。空白组、阴性对照组

和ＩＬＫ基因沉默组穿膜细胞数分别为２８．１３±２．４４、３０．２４±２．１５、１８．５２±２．２５，ＩＬＫ基因沉默组穿膜细胞数显著少于

空白组和阴性对照组（Ｐ＜００５），空白组与阴性对照组穿膜细胞数比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。空白组、阴性

对照组和ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞迁移率分别为（１５．５１±４．８８）％、（１５．１１±５．２１）％、（６．９１±５．１２）％，ＩＬＫ基因沉

默组Ｈ８细胞迁移率显著低于阴性对照组和空白组（Ｐ＜００５），阴性对照组与空白组Ｈ８细胞迁移率比较差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。结论　ＩＬＫ参与调控宫颈鳞状上皮细胞的增殖、迁移以及侵袭，可能在宫颈癌的发生、发展中发

挥重要作用；沉默ＩＬＫ基因可以抑制Ｈ８细胞的增殖、迁移和侵袭能力，ＩＬＫ有望成为宫颈癌靶向治疗的新靶点。

关键词：　整合素连接激酶；宫颈鳞状上皮细胞；宫颈癌；小干扰ＲＮＡ；靶向沉默；细胞增殖；细胞侵袭
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ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨ８ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＩＬＫｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｇｒｏｕｐｗａｓ

（１５．５１±４．８８）％，（１５．１１±５．２１）％ ａｎｄ（６．９１±５．１２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨ８ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＩＬＫｇｅｎｅ

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓ

ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＨ８ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩＬＫｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，

ｗｈｉｃｈｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＩＬＫｇｅｎｅｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨ８ｃｅｌｌｓ，ＩＬＫｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅａｎｅｗｔａｒｇｅｔｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ；ｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ；ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；ｔａｒｇｅｔｅｄ

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

　　宫颈癌为女性常见的恶性肿瘤，其发病率仅次
于乳腺癌，世界卫生组织统计数据显示，全球每年宫

颈癌新发病例约５２万人，其中亚洲女性约２５万人，
发展中国家宫颈癌发病率高于欧美发达国家［１］。

我国女性宫颈癌发生率较高，呈现年轻化趋势，严重

影响患者的生活质量，威胁患者的生命安全［２］。因

此，做好宫颈癌的预防和治疗及降低其发生率和病

死率是目前的主要目标。随着社会和医学的发展，

癌症治疗观念正在发生根本性的改变，靶向治疗已

成为肿瘤研究的热点，其可应用靶向技术针对已明

确的致癌位点向肿瘤区域精确递送药物，在不会波

及周围正常组织细胞的情况下使肿瘤细胞特异性死

亡。研究显示，整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄ
ｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）与细胞凋亡、迁移及黏附等密切相
关［３４］。ＩＬＫ属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶的一种，
由 ４５２个氨基酸残基构成，主要存在于细胞质内。
本研究旨在观察小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）靶向沉默 ＩＬＫ对永生化人宫颈鳞状上皮细
胞（Ｈ８细胞）生物学行为的影响，以期为宫颈癌的

靶向治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂与仪器　永生化人宫颈鳞状上皮细
胞（Ｈ８细胞）购自中国医学科学院基础医学院细胞
中心，低温液氮保存；放射免疫沉淀测定（ｒａｄｉｏｉｍ
ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ），四甲基偶氮唑盐
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）、总 ＲＮＡ提取试
剂ＴＲＩｚｏｌ购自北京索莱宝科技有限公司，Ｋｉ６７一抗
购自英国Ａｂｃａｍ公司，免疫组织化学二抗检测试剂
盒、二氨基丁酸（ｄｉａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＤＡＢ）显示剂
购自北京中杉金桥生物技术有限公司，ＩＬＫ一抗购
自美国ＣＳＴ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
购自杭州四季青生物工程材料有限公司，链霉素青
霉素溶液购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，裂解液购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，ＩＬＫ的ｓｉＲＮＡ序列由苏州吉玛基因股份
有限公司设计合成；聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕ
ｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，ＣＯ２细胞培养箱购自美国
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Ｔｈｅｒｍｏ公司，酶标仪购自美国Ｂｉｏｔｅｋ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　Ｈ８细胞使用含体积分数１０％
ＦＢＳ、青霉素１００ｋＵ·Ｌ－１、链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１的达
尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）置于３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱内稳定培养。
１．２．２　细胞转染　设计高效的靶向沉默 ＩＬＫ的
ｓｉＲＮＡ，构建ＩＬＫｓｉＲＮＡ脂质体和无关对照质粒。取
对数生长期Ｈ８细胞，按照每孔２×１０５个细胞接种
于６孔板中进行转染。细胞培养于含１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，常规培养传代。将待转染
的Ｈ８细胞分为 ＩＬＫ基因沉默组、阴性对照组和空
白组，ＩＬＫ基因沉默组细胞转染特异性干扰序列
（ＩＬＫ的 ｓｉＲＮＡ序列为 ５′ＴＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＡＴＧＴＡＧ
ＴＡ３′），阴性对照组细胞转染非特异性序列，空白组
细胞不转染任何序列，按照转染试剂盒说明书进行

操作。每组设２个复孔，实验重复３次。转染后继
续培养４８ｈ，完成后续实验。
１．２．３　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）法检测Ｈ８细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ
相对表达量　收集转染４８ｈ后的Ｈ８细胞，洗涤，加
入ＴＲＩｚｏｌ试剂，裂解后移至无 ＲＮＡ酶小型的离心管
（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，ＥＰ）内，离心后吸取上清液，加入溴甲酚
紫（１ｍＬ上清液加入１００μＬ溴甲酚紫），剧烈振荡
并静置后离心，吸出上层液体至新的无 ＲＮＡ酶 ＥＰ
管内，加入异丙醇轻柔颠倒至沉淀出现，离心后使用

体积分数７５％乙醇清洗沉淀，清洗后干燥，每管加
入适量无 ＲＮＡ酶水，溶解 ＲＮＡ，在２６０ｎｍ波长下
测定 Ｈ８细胞浓度。配制 ＤＮＡ消化反应体系进行
消化，再配置后续反转录反应体系进行反应，最后收

集 ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行扩增，以βａｃｔｉｎ为内
参。每个样本设 ３个复孔。ＩＬＫ上游引物序列为
５′ＧＡＣＧＡＣＡＴＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＴＧＣＣ３′，下游引物序
列为 ５′ＡＣＧＧＴＴＣＡＴＴＡＣＡＴＴＧＡＴＣＣＧＴＧ３′；βａｃｔｉｎ
上游引物序列为５′ＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡ３′，
下游引物序列为 ５′ＧＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ３′。
采用２－△△Ｃｔ法计算ＩＬＫｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈ８细胞中 ＩＬＫ蛋白
相对表达量　收集转染 ４８ｈ后的 Ｈ８细胞，加入
ＲＩＰＡ裂解液充分裂解，离心后吸取上清液，用二喹
啉甲酸法测定上清蛋白浓度，加入上样缓冲液，蛋白

变性。每个样品上样量为５～１０μｇ，用十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶分离样品中蛋白质，电泳中
２．５ｈ后将凝胶中蛋白湿转至 ＰＶＤＦ膜上。牛奶室

温封闭 １ｈ或４℃过夜，加入一抗（１２０００）室温
孵育 １～２ｈ，二抗（１１０００００）室温孵育 １．５ｈ，采
用电化学发光试剂盒显影。采用美国 ＵＶＰ凝胶成
像系统分析目的蛋白条带灰度值，以 βａｃｔｉｎ为内
参，以目的蛋白条带灰度值与βａｃｔｉｎ条带灰度值的
比值表示ＩＬＫ蛋白相对表达量。
１．２．５　ＭＴＴ法检测 Ｈ８细胞活力　取 ３组转染
４８ｈ后Ｈ８细胞，更换为含 ＦＢＳ的培养液继续培养
２４ｈ，观察其增殖情况，每孔加入５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ，２ｈ
后终止培养，吸出孔内液体，加入二甲基亚砜，使用酶

标仪于４９０ｎｍ波长处测各孔吸光度值，另外设置空
白对照孔，不添加ＭＴＴ及二甲基亚砜，采用等量的蒸馏
水代替。细胞活力＝实验孔吸光度值／空白孔吸光值。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 Ｈ８细胞侵袭能力　
ＩＬＫ基因沉默组和阴性对照组使用 ３０μｇＭａｔｒｉｇｅｌ
胶预处理Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，在小室上部加入 Ｈ８细胞
悬液，下室内加入含体积分数３０％ＦＢＳ的培养基。
３７℃培养箱内培养２４ｈ后取出上室，当 Ｇｉｅｍｓａ染
色液浸润至膜的下表面时进行细胞染色，转移细胞

３～５ｍｉｎ，将小室浸泡冲洗数次，空气中晾干，显微
镜拍照，计数穿过滤过膜的细胞数。

１．２．７　划痕实验检测细胞迁移能力　取３组转染
４８ｈ后Ｈ８细胞，以每孔１×１０６个细胞的密度接种
于６孔板中，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２细胞培
养箱中培养，待细胞长到融合成单层状态时，更换为

辣椒碱终浓度为１０、２５和５０μｍｏｌ·Ｌ－１的工作液培
养２４ｈ，同时设无辣椒碱对照组。用无菌的１０μＬ
移液器枪头在底部划线，吸弃细胞培养液，加入

２ｍＬ无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液，分别在培养０、２４ｈ
时用倒置显微镜进行拍照，拍摄０、２４ｈ的图像，应
用ＩｍａｇｅＪ软件测量划痕愈合情况。细胞迁移能力
（划痕愈合率）＝（０ｈ划痕宽度 －２４ｈ划痕宽度）／
０ｈ划痕宽度×１００％。
１．２．８　免疫组织化学法检测 Ｈ８细胞内 Ｋｉ６７蛋
白表达　收集转染后４８ｈ后的Ｈ８细胞，爬片，磷酸
盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）浸洗后加
入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定过夜；体积分数１０％山
羊血清（含体积分数０．４％ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００）封闭１ｈ。
孵育条件：一抗 Ｋｉ６７（１ ３００）４℃过夜，二抗
３７℃孵育３０ｍｉｎ。链霉菌抗生素蛋白过氧化物酶
连接法反应后ＤＡＢ显色，苏木精复染，ＰＢＳ返蓝，脱
水、透明和封片，光镜下观察。每张爬片随机选取５
个视野，高倍（×２００）下计数Ｋｉ６７蛋白阳性表达细
胞数和总细胞数，Ｋｉ６７蛋白主要表达在细胞核，细胞
核呈棕褐色为阳性细胞；Ｋｉ６７蛋白阳性表达率＝Ｋｉ
６７蛋白阳性表达细胞数／总细胞数×１００％。
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１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组Ｈ８细胞中 ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白表达比较
　结果见图１和表１。ＩＬＫ基因沉默组 Ｈ８细胞中
ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量显著低于阴性对照组
和空白组，差异有统计学意义（ｔ＝７．２３８、７．６９２，Ｐ＜
０．０５）；阴性对照组与空白组 Ｈ８细胞中 ＩＬＫｍＲＮＡ
和蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（ｔ＝
１．４３８，Ｐ＞００５）。

１：空白组；２：阴性对照组；３：ＩＬＫ基因沉默组。

图１　３组Ｈ８细胞中ＩＬＫ蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ８ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表１　３组Ｈ８细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬＫｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ８ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＩＬＫｍＲＮＡ ＩＬＫ蛋白

空白组 ３ ０．６１９±０．０１７ ０．７９４±０．０１４

阴性对照组 ３ ０．６４８±０．０１４ ０．８４１±０．０１６

ＩＬＫ基因沉默组 ３ ０．３１５±０．００４ａ ０．０４１２±０．００７ａ

　　注：与空白组和阴性对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．２　３组Ｈ８细胞活力比较　空白组、阴性对照组和
ＩＬＫ基因沉默组 Ｈ８细胞活力分别为０．５８４±０．１０２、
０．６１２±０．１１２、０．３１４±０．１３４；ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞
活力显著低于空白组和阴性对照组，差异有统计学意

义（ｔ＝６．３５２、７．１３２，Ｐ＜００５）；空白组与阴性对照组
Ｈ８细胞活力比较差异无统计学意义（ｔ＝３．８６９、Ｐ＞
００５）。
２．３　３组Ｈ８细胞Ｋｉ６７蛋白阳性表达率比较　结果
见图２。空白组、阴性对照组和ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细
胞Ｋｉ６７蛋白阳性表达率分别为（２０．０１±０．３１）％、
（２１．０１±０．１１）％、（１２．０１±０．０１）％；ＩＬＫ基因沉默组
Ｈ８细胞Ｋｉ６７蛋白阳性表达率显著低于阴性对照组和
空白组，差异有统计学意义（ｔ＝８．２６４、７．９０２，Ｐ＜
００５）；阴性对照组与空白组Ｈ８细胞Ｋｉ６７蛋白阳性表
达率比较差异无统计学意义（ｔ＝３．７２６，Ｐ＞００５）。

Ａ：空白组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：ＩＬＫ基因沉默组。

图２　３组Ｈ８细胞中Ｋｉ６７蛋白表达 （免疫组织化学染色，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ８ｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．４　３组Ｈ８细胞侵袭能力比较　空白组、阴性对照
组和ＩＬＫ基因沉默组穿膜细胞数分别为２８．１３±２．４４、
３０．２４±２．１５、１８．５２±２．２５；ＩＬＫ基因沉默组穿膜细胞数
显著少于空白组和阴性对照组，差异有统计学意义

（ｔ＝８．３４１、７．２２９，Ｐ＜００５）；空白组与阴性对照组穿膜
细胞数比较差异无统计学意义（ｔ＝２．１４３，Ｐ＞００５）。
２．５　３组Ｈ８细胞迁移能力比较　空白组、阴性对照
组和ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞迁移率分别为（１５．５１±
４．８８）％、（１５．１１±５．２１）％、（６．９１±５．１２）％；ＩＬＫ基因
沉默组Ｈ８细胞迁移率显著低于阴性对照组和空白组，
差异有统计学意义（ｔ＝８．６９３、８．４０５，Ｐ＜００５）；阴性对
照组与空白组 Ｈ８细胞迁移率比较差异无统计学
意义（ｔ＝２．１５５，Ｐ＞００５）。

３　讨论

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，近年来，虽然

宫颈癌的诊断和治疗有了很大的进展，但宫颈癌患者

的总体疗效并不理想，患者病死率较高，术后５ａ生存
率较低，严重影响患者的生活质量及生命安全。因

此，早诊断、早治疗是改善宫颈癌患者预后的关键。

有效切断肿瘤侵袭及转移途径有望提高患者的生存

率，延长患者的生存期；因此，探索宫颈癌侵袭和转

移的机制以及寻找临床治疗的分子靶点具有重要的

临床意义。ＩＬＫ是一种重要的细胞内信号分子，其
定位于黏着斑，为细胞蛋白骨架与细胞外基质之间

相互作用的重要部位，能够参与多种信号传导通路，
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调节细胞的生长及增殖，在肿瘤的发生和发展中起

着关键的作用。朱向阳等［５］研究发现，宫颈癌组织

中ＩＬＫ表达显著高于宫颈上皮瘤变组织，但 ＩＬＫ在
宫颈癌发生机制中的作用机制尚不明确。因此，本

研究选用宫颈鳞状上皮细胞（Ｈ８细胞），靶向沉默
其ＩＬＫ基因表达，观察Ｈ８细胞生物学行为的改变，
为研究开发新的药物提供新的治疗靶点。

Ｋｉ６７是在细胞 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２和 Ｍ期出现的核抗
原，主要表达于肿瘤细胞核，其半衰期短，可以准确

反映细胞的增殖活性，其在宫颈癌中的过度表达预

示宫颈癌细胞增殖活跃，更易发生间质浸润，与肿瘤

的预后密切相关。本研究设计合成 ＩＬＫ的 ｓｉＲＮＡ，
对Ｈ８细胞进行转染，结果显示，ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８
细胞中ＩＬＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量显著低于阴性
对照组和空白组，表明ｓｉＲＮＡ靶向沉默ＩＬＫ基因能
够显著下调 Ｋｉ６７ｍＲＮＡ及蛋白的表达，抑制宫颈
癌的发展，也提示 ＩＬＫ可能参与了 Ｈ８细胞生物学
行为过程。

ＩＬＫ主要存在于黏着斑，且在细胞外基质中广
泛表达，主要参与丝氨酸／苏氨酸激酶介导细胞内外
的信号传导，还与细胞质内整合素 β１和 β３亚基之
间进行相互作用，将细胞外基质与肌动蛋白骨架相

互联系，连接细胞外基质与细胞内的组成成分，从而

调控细胞增殖、转移、侵袭等。有研究发现，ＩＬＫ表
达与结直肠癌的恶性程度和预后等有关，下调 ＩＬＫ
表达可以抑制肿瘤细胞生长［９］。本研究结果显示，

ＩＬＫ基因沉默组Ｈ８细胞活力及增殖指数显著低于
空白组和阴性对照组，表明 ＩＬＫ表达与子宫颈上皮
瘤变的发生有关，ｓｉＲＮＡ靶向沉默 ＩＬＫ基因能够明
显抑制宫颈鳞状上皮细胞的增殖及活性。

ＩＬＫ基因沉默组穿膜细胞数显著少于空白组和
阴性对照组，ＩＬＫ基因沉默组 Ｈ８细胞迁移率显著
低于阴性对照组和空白组，表明下调 ＩＬＫ表达可以
显著降低Ｈ８细胞的侵袭、迁移能力，抑制宫颈癌发
生和发展。ＩＬＫ可能通过作用于下游蛋白参与肿瘤
细胞侵袭和新生血管生成等，从而促进宫颈癌的发

展。史娟等［１１］研究发现，下调 ＩＬＫ表达可抑制宫颈
癌细胞糖酵解和细胞增殖，促进细胞凋亡。ＩＬＫ可
与整合素 β１、β３亚基结合，参与整合素、生长因子、

Ｗｎｔ及 转化生长因子β／Ｓｍａｄ等多种信号传导途
径，在调节细胞黏附、凋亡、转移、生长、细胞周期、肿

瘤形成等过程中起重要作用［１２］。

综上所述，ＩＬＫ参与调控宫颈鳞状上皮细胞的
增殖、迁移及侵袭，可能在宫颈癌的发生、发展中发

挥重要作用；沉默 ＩＬＫ基因表达可以抑制 Ｈ８细胞
的增殖、迁移和侵袭能力，ＩＬＫ有望成为宫颈癌靶向
治疗的新靶点。
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