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摘要　 目的　 研究乳铁蛋白活性六肽（ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９）增加人宫

颈癌细胞对顺铂的敏感性并探究其作用机制。 方法　 ＭＴＴ
检测顺铂（ＤＤＰ）联合不同浓度的 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 对人宫颈癌细

胞 Ｈｅｌａ 细胞株、敲除 ｐ６２ 基因的 Ｈｅｌａ 细胞株 （Ｈｅｌａ ／ ＫＯ
ｐ６２）增殖的影响；平板克隆实验检测 ＤＤＰ 联合 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 对

人宫颈癌细胞克隆形成能力的影响； 流式细胞术实验检测

联合用药对人宫颈癌细胞凋亡的影响；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测联合用

药对人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ、Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 中 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 等基因表达水平的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测联合用药

对人宫颈癌细胞中 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 等蛋白表达水平

的影响。 结果　 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 和 ＤＤＰ 联合用药对宫颈癌细胞

的抑制率高于 ＤＤＰ 单独作用组或单独 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组（Ｐ ＜
０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１），与 ＤＤＰ 单独组相比，ＤＤＰ 联合 ＬｆｃｉｎＢ４⁃９
作用后人卵巢癌细胞克隆形成能力降低，凋亡增加（Ｐ ＜
０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示，ＤＤＰ
联合 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 作用时联合用药 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ１ 的表达量增

加，而 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达量降低。 结论　 ＬｆｃｉｎＢ４⁃９ 与 ＤＤＰ 联

合作用后增强了宫颈癌细胞对 ＤＤＰ 的敏感性，其作用是通

过蛋白酶体途径来实现的。
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　 　 宫颈癌是全世界妇女最常见的癌症之一［１］，其
存活率低，预后不佳［２］。 化疗和放疗常见的是宫颈

癌治疗方案。 顺铂是常用的化疗药物，目前针对该

药物的主要研究目标是不断提高药效以降低该药物

的副作用及降低机体产生的耐药［３］。 ｐ６２ 是一种自

噬受体，近期被证明［４］ 可以将泛素化蛋白质递送到

蛋白酶体进行降解。 ｐ６２ 增加会延迟泛素化蛋白向

泛素蛋白酶体系统的降解，而 ｐ６２ 缺失会加剧细胞

损伤。 乳铁蛋白活性源六肽（ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９）来自于牛

乳铁蛋白的乳铁蛋白抗菌肽（ｂｏｖｉｎｅ ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｃｉｎ，Ｌｆ⁃
ｃｉｎＢ），是其活性中心，序列为 ＲＲＷＱＷＲ，其中 ３ 个

Ａｒｇ 残基（带有正电荷）通过肿瘤细胞外膜负电荷吸

引而结合，通过翻转扩散（ｆｌｉｐ⁃ｆｌｏｐ）进入胞内。 该文

主要研究 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 增加药物敏感性的作用，探索

ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 与 ＤＤＰ 联合作用在宫颈癌细胞增殖、侵
袭和迁移中发挥的作用，以期为宫颈癌治疗提供潜

在的治疗方法。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料与试剂 　 本实验使用的 Ｈｅｌａ 细胞、
ｐ６２ ＫＯ Ｈｅｌａ 细胞由许尹教授（美国贝勒医学院）馈
赠。 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 由上海生工公司合成； 顺铂购自云

南植物药业有限公司；ＭＴＴ 购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；
ＴＲＩｚｏｌ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；逆转录试剂盒

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；ＰＣＲ 引物由上海生工

合成；ＰＣＲ ＭＩＸ 购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ；胎牛血清购自杭

州四季青公司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染凋亡试剂盒购自

上海贝博公司。 β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、辣根过氧化物

酶标记抗鼠 ＩｇＧ、辣根过氧化物酶标记抗兔 ＩｇＧ 购

自北京中杉金桥有限公司；ＳＩＡＨ 抗体购自爱博泰克

生物技术公司；ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体购自美国 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养　 人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ 和 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ
ｐ６２ 使用含有 １０％ ＦＢＳ、１％ 青霉素 － 链霉素的

ＤＭＥＭ 培养，并置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培

养。
１． ２． ２　 细胞增殖实验　 分别取对数生长期的 ＨｅＬａ
细胞和 ｐ６２ ＫＯ ＨｅＬａ 细胞以 ５. ０ × １０３ ／孔的密度接

种到 ９６ 孔板中，用不同浓度的 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ （０. １５、
１. ５、１５ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ）刺激 ２４、４８ 和 ７２ ｈ
后，每孔加入 ２０ μｌ ＭＴＴ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

中孵育 ４ ｈ。 弃去上清液，每孔加 ２００ μｌ ＤＭＳＯ。 用

酶标仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ） 在 ４９０ ｎｍ 波长处测量吸光度

（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值，以空白为对照，按照计算公
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式细胞存活率（％ ） ，计算公式如下如下：抑制率

（Ⅰ） （％ ） ＝ １ － （ ＯＤ实验组 － ＯＤ空白组 ） ／ （ ＯＤ对照组 －
ＯＤ空白组），计算化疗药物的抑制率和半抑制浓度

（ＩＣ５０）并建立细胞生长抑制曲线。
１． ２． ３　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 将 １ × １０６ 个细

胞接种于 ６ 孔板中培养过夜。 分为 ６ 组加药：正常

对照组、１５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、 ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） 组、
ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、ＤＤＰ（ＩＣ５０）
＋ １. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／
Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组。 作用 ４８ ｈ 后，用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶

消化后收集细胞，用冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次。 将细胞

重悬于 ４００ μｌ １ × Ａｎｎｅｘｉｎ 结合液中，在细胞悬液中

加入 ５ μｌ 膜联蛋白 Ｖ⁃异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ），轻
轻摇匀后于 ４°Ｃ 避光条件下孵育 １５ ｍｉｎ，加入 １０ μｌ
ＰＩ 染色液后轻轻混匀并于 ４ ℃ 避光条件下孵育 ５
ｍｉｎ。 在 ２ ｈ 内用流式细胞仪检测， 并用 Ｆｌｏｗ⁃
Ｊｏ７. ６. １ 软件分析实验结果。
１． ２． ４　 平板克隆检测细胞克隆形成　 将 Ｈｅｌａ 细胞

（１ × １０３） 和 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞（１ × １０３）分别接种

在 ６ 孔板中，按照上述分组加药，每 ２ ｄ 更换 １ 次新

鲜培养基，在完全培养基中培养 ２ 周。 弃去培养基，
用 ４％多聚甲醛固定细胞并用 ０. １％ 结晶紫染色 ３０
ｍｉｎ。 拍摄图像，并计算每个孔中的克隆数。 细胞克

隆抑制率（％ ） ＝１ － （加药组形成的克隆数 ／空白对

照组形成的克隆数）。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｅ３ 泛素连接酶（ ｓｅｖｅｎ ｉｎ ａｂ⁃
ｓｅｎｔｉａ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ，ＳＩＡＨ）、蛋白酶体（蛋白酶体，巨蛋

白因子）亚基⁃α 型［ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ（ｐｒｏｓｏｍｅ⁃ｍａｃｒｏｐａｉｎ）
ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ｔｙｐｅ，ＰＳＭＡ］、β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）
的 ｍＲＮＡ 表达情况　 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 定量检测相关

基因表达的 ｍＲＮＡ。 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从宫颈癌细

胞中提取总 ＲＮＡ。 使用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转

录为互补 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）。 按照试剂盒说明配置 １０
μｌ 体系后上机。 使用 ｑＰＣＲ 测定法（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ；
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＵＳＡ）测定蛋白 ｍＲＮＡ 的表达； β⁃ａｃｔｉｎ 用

作内部对照。 ｑＰＣＲ 条件如下：预变异 ９５ ℃ １ ｍｉｎ，
扩增 ９５ ℃、２０ ｓ，５６ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、３０ ｓ，４０ 个循环，
溶解 ９５ ℃、１０ ｓ，６５ ℃、６０ ｓ，９７ ℃、１ ｓ，冷却 ３７ ℃、
３０ ｓ。 使用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算相对 ｍＲＮＡ 表达。 见表

１。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的

蛋白的表达情况　 将宫颈癌细胞分为 ６ 组加药：对
照组、１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、ＤＤＰ（ＩＣ５０）组、ＤＤＰ
（ＩＣ５０） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） ＋

１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组、ＤＤＰ（ ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组。 培养 ４８ ｈ 后收集细胞总蛋白，经电

泳、电转、孵育一抗、二抗，洗涤后显影并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
进行灰度值分析。

表 １　 引物的序列

名称 引物序列（５′⁃３′）
ＳＩＡＨ Ｆ：ＧＣＴＡＡＡＴＧＧＴＣＡＴＡＧＧＣＧＡＣＧ

Ｒ：ＡＴＧＧＣＴＧＴＴＧＣＡＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴ
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ Ｆ：ＡＧＧＧＴＣＴＧＧＧＡＣＡＡＴＴＡＧＴＣＧ

Ｒ： ＣＧＡＡＡＧＣＣＡＡＴＣＡＡＡＣＡＣＡＡ
ＰＳＭＡ１ Ｆ：ＴＴＧＣＧＧＧＴＣＴＡＡＣＴＧＣＴＧＡＴＧ

Ｒ：ＧＧＡＡＧＴＧＧＴＣＴＧＴＣＡＡＡＣＡＣＡ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＧＴＣＧＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＡＣＡＣＣ

Ｒ：ＣＣＣＡＧＴＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＡＣＣＧＴ

１． ３ 　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
５. ０ 对数据进行处理。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ（１. ８. ０）对数据进

行处理。 实验数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，两组之间的差异

使用方差分析进行数据分析，组间比较采用单因素

方差分析，，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 对 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 内 ｐ６２ 蛋白表达的检测　 通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲除株 ｐ６２ 蛋白的表达，结果表

明敲除株内 ｐ６２ 蛋白不表达，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０１）。 见图 １。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲除株 ｐ６２ 蛋白表达

与 Ｈｅｌａ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 联合用药对宫颈癌细胞的增殖的影响　 为了

研究 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 与 ＤＤＰ 联合用药对宫颈癌细胞的

影响，Ｈｅｌａ 和 ｐ６２ ＫＯ Ｈｅｌａ 细胞系用不同浓度的 Ｌｆ⁃
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ｃｉｎＢ ４⁃９ 和相同浓度的 ＤＤＰ 处理 ２４ ～ ７２ ｈ，并评估

细胞增殖。 结果显示单独用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 细胞生长抑

制率较小，当 ＤＤＰ 和 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 联合作用时，细胞的

生长抑制率增高，并且随着 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 的度的增高

而逐渐增高，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５６. ７２， Ｐ ＜
０. ０１；２４ ｈ：２１. ３ ± １. ０６；４８ ｈ：２８. ５ ± １. １３；７２ ｈ：
３０. ５ ± ０. ９８）。 见图 ２。
２． ３　 联合用药对宫颈癌细胞克隆形成的影响　 通

过克隆形成实验观察联合用药对宫颈癌细胞增殖的

抑制。 结果表明，与对照组相比，加药组细胞克隆形

成显著降低，并且 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 与 ＤＤＰ 联合作用效果

更强，克隆形成能力随着 Ｌｆｃｉｎ Ｂ ４⁃９ 的浓度的增加

而逐渐降低。 与 Ｈｅｌａ 对比，ｐ６２ 敲除抑制了宫颈癌

细胞的增殖，集落数少于 ＨｅＬａ 组，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ７２. ５， Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ３。
２． ４　 联合用药对宫颈癌细胞凋亡的影响　 为了研

究 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 是否可以调节 Ｈｅｌａ 和 ｐ６２ ＫＯ Ｈｅｌａ 细

胞对 ＤＤＰ 的抗性，分别用不同浓度的 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 和

相同浓度的 ＤＤＰ 作用于这两种细胞。 流式细胞术

结果显示，与对照组对比，加药组的凋亡率增加。 单

独用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 或者 ＤＤＰ，细胞凋亡率略有增加。

当联合用药时，细胞凋亡率增加，并且细胞凋亡率随

着 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 浓度的增高而逐渐增高，差异有统计

学意义（Ｆ ＝ １２０. ５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 Ｈｅｌａ 组对比，联
合用药对 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 组促进细胞凋亡作用更强。
这些结果表明联合用药促进宫颈癌细胞的凋亡，Ｌｆ⁃
ｃｉｎＢ ４⁃９ 可以通过促进体外 ＤＤＰ 诱导的细胞凋亡

调节宫颈癌细胞对 ＤＤＰ 的抵抗力。 见图 ４。
２． ５　 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 联合 ＤＤＰ 处理对人宫颈癌细胞的

ＰＳＭＡ、ＳＩＡＨ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 基因表达的影响 　 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果显示，与对照组相比，单独用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 处

理的 Ｈｅｌａ 和 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞中 ＰＳＭＡ、ＳＩＡＨ、β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 表达水平无明显变化。 与 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组相

比，联合用药组的 ＰＳＭＡ、ＳＩＡＨ 基因表达量增加，且
随着 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 浓度的增加表达水平逐渐增加，而
联合用药组 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达水平降低，随着 ＬｆｃｉｎＢ
４⁃９ 浓度的增加表达水平有不同程度的降低，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 Ｈｅｌａ 细胞相比，相同

加药组 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞中 ＰＳＭＡ、ＳＩＡＨ 表达水平

有不同程度的下降，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达水平变化差异无

统计学意义。 见图 ５。
２ ． ６ 　 ＬｆｃｉｎＢ４⁃９联合ＤＤＰ处理对人宫颈癌细胞的

图 ２　 ＭＴＴ 检测联合用药对 ２ 种细胞增殖能力的影响

与 ＤＤＰ（ＩＣ５０）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 平板克隆实验检测联合用药对人宫颈癌细胞细胞克隆形成能力的影响

　 　 Ａ： 平板克隆实验；Ｂ：各组克隆形成率统计图；ａ：对照组；ｂ：１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｃ：ＤＤＰ（ＩＣ５０）组；ｄ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ

４⁃９ 组；ｅ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｆ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；与 ＤＤＰ（ＩＣ５０）组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；相同

加药组与 Ｈｅｌａ 细胞比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 不同浓度药物对 Ｈｅｌａ、Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 凋亡的影响

　 　 Ａ：不同浓度药物对 Ｈｅｌａ、ｐ６２ ＫＯ Ｈｅｌａ 凋亡的影响；Ｂ： 不同浓度药物对 Ｈｅｌａ 凋亡的影响；Ｃ：不同浓度药物对 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 凋亡的影响；ａ：
对照组；ｂ：１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｃ：ＤＤＰ（ＩＣ５０）组；ｄ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｅ：ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） ＋ １. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｆ：

ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；与 ＤＤＰ（ＩＣ５０）组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 不同浓度药物对 Ｈｅｌａ、Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞相关基因 ｍＲＮＡ 的影响

　 　 ａ：对照组；ｂ：１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｃ：ＤＤＰ（ＩＣ５０）组；ｄ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｅ：ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） ＋ １. ５μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９

组；ｆ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；与 ＤＤＰ（ＩＣ５０）组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１； 相同加药组与 Ｈｅｌａ 细胞比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

ＰＳＭＡ、ＳＩＡＨ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响 　 用 Ｌｆ⁃
ｃｉｎＢ ４⁃９（１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＤＰ（４８ ｈ ＩＣ５０）、ＤＤＰ（４８ ｈ
ＩＣ５０） ＋ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９（０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＤＰ（４８ ｈ ＩＣ５０）
＋ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９（１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＤＰ（４８ ｈ ＩＣ５０ ） ＋ Ｌｆ⁃
ｃｉｎＢ ４⁃９（１５ μｍｏｌ ／ Ｌ）共 ５ 种不同浓度药物作用于

Ｈｅｌａ 和 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ ４８ ｈ 后， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，单独用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋

白表达水平无明显变化， 联合用药时，ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ
蛋白表达量上升，随着联合作用时用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 浓

度的增高，表达量有不同程度的上升。 与对照组相

比，联合用药时随着药物浓度的增加，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的

蛋白表达量有不同程度的下降，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０１）。 联合用药和单独 ＤＤＰ 组相比，随着

ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９浓度的増高，ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ蛋白表达水平
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白电泳图；Ｂ ～ Ｄ：不同浓度药物 Ｈｅｌａ、Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞 ＳＩＡＨ、ＰＳＭＡ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白相

对表达量；ａ：对照组；ｂ：１. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｃ：ＤＤＰ（ＩＣ５０）组；ｄ：ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） ＋ ０. １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｅ：ＤＤＰ（ ＩＣ５０ ） ＋ １. ５μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｆ⁃

ｃｉｎＢ ４⁃９ 组；ｆ：ＤＤＰ（ＩＣ５０） ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 组；与 ＤＤＰ（ＩＣ５０）组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１； 相同加药组与 Ｈｅｌａ 细胞比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

有不同程度的上升，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平有不同

程度的下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图

６。

３　 讨论

　 　 宫颈癌是妇科可致死的恶性肿瘤，ＤＤＰ 已被用

作治疗这种癌症最有效的放化疗药物之一。 然而，
现已在宫颈癌细胞中发现了治疗耐药性，尤其是在

转移性、复发性和晚期疾病的患者中［５］。 由于顺铂

的耐药性，许多天然产物被用于研究抗癌药物的开

发［６］。 源自牛、山羊、绵羊、水牛和骆驼奶的乳源活

性肽肽具有多功能特性，包括免疫调节、抗氧化、酶
抑制作用、抗血栓形成和对抗各种毒物的拮抗活性。
其中大部分调节免疫、胃肠道、激素和神经反应，从
而在预防癌症、骨质疏松症、高血压和其他疾病方面

发挥重要作用［７］。 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 是一种来自牛乳铁蛋

白的生物活性肽，安全无毒。
　 　 泛素 －蛋白酶体途径 （ＵＰＰ） 影响细胞功能，包
括细胞生长、分化、凋亡、信号转导、抗原加工和炎症

反应，现在已被认为是细胞蛋白质降解最重要的方

法之一。 蛋白酶体控制蛋白质降解的执行并在泛素

－蛋白酶体途径中发挥关键作用。 蛋白酶体与癌症

之间密切联系的展开为使用蛋白酶体抑制剂治疗癌

症提供了潜在的策略［８］。 抑制蛋白酶体系统可能

代表一种治疗和克服耐药性恶性肿瘤耐药性的新策

略。 泛素 －蛋白酶体系统 （ＵＰＳ） 和自噬是两个不

同且相互作用的蛋白水解系统。 它们在正常条件下

和压力下的细胞存活中起着关键作用。 ｐ６２ 是一种

经典的自噬受体，是一种多功能蛋白质，位于整个细

胞中，参与许多信号转导通路。 它参与泛素化蛋白

质的蛋白酶体降解。 当细胞 ｐ６２ 水平波动时，泛素

化蛋白质的数量和位置也会发生变化，对细胞存活

产生相当大的影响。 抑制蛋白酶体所导致的应激可

以通过 ｐ６２ 磷酸化激活自噬。 自噬缺陷可能会损

害泛素 －蛋白酶体系统，因为尽管蛋白酶体催化活

性没有改变，但过多的 ｐ６２ 会延迟蛋白酶体底物向

蛋白酶体的递送［８］。
　 　 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是一种多功能蛋白质，在生理稳态中

起核心作用［９］。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的高水平细胞质表达和

核定位总是诱导致瘤性状并促进癌细胞增殖和存
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活。 此外，它还可以通过抑制 Ｔ 细胞反应促进肿瘤

的进展［１０］。 β⁃连环蛋白的稳定在肿瘤发生中至关

重要，这通常是由异常 Ｗｎｔ 激活和 β⁃连环蛋白的体

细胞基因突变或破坏复合物组分诱导的［１１］。 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 的泛素化是一个复杂的过程，磷酸化的 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 被特定的 Ｅ３ 泛素连接酶识别和泛素化，并
在蛋白酶体中降解。 相应的 Ｅ３ 泛素连接酶在不同

的亚细胞位置是不同的。 在细胞质中， β⁃ＴｒＣＰ、
Ｊａｄｅ１、ＳＩＡＨ 是介导 β⁃连环蛋白泛素化的 Ｅ３ 连接

酶［１２］。 除了 Ｊａｄｅ１、ＳＩＡＨ 也诱导非磷酸化 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
泛素化，以响应肿瘤抑制因子 ｐ５３ 以促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
降解［９］。
　 　 本研究探究 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 与 ＤＤＰ 联合作用对宫颈

癌细胞增殖与迁移的影响，显示联合用药可以提高

ＤＤＰ 在宫颈癌 Ｈｅｌａ 和 Ｈｅｌａ ／ ＫＯ ｐ６２ 细胞中的药物

作用，且细胞凋亡率比单独用 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 或 ＤＤＰ 增

长显著。 在控制 ＤＤＰ 浓度相同的条件下，细胞凋亡

率随着 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 浓度的增加逐渐升高。 同时，Ｌｆ⁃
ｃｉｎＢ 与 ＤＤＰ 联合用药抑制宫颈癌细胞的增殖和克

隆形成。 通过干扰 ｐ６２ 基因表达，宫颈癌细胞耐药

性降低。 此外，本研究还表明，联合用药使 ＳＩＡＨ、
ＰＳＭＡ１ 的表达量增加，而 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达量降低，
这表明 ＬｆｃｉｎＢ ４⁃９ 可能通过蛋白酶体途径抑制宫颈

癌的耐药性，为宫颈癌治疗提供了一种新的思路。
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ＡＤＨ１Ｂ 基因甲基化对卵巢癌细胞增殖及凋亡的影响
季维雪１，２，孙　 磊２， 江　 玉２， 陈　 颍２， 李泽莲２， 李　 敏２， 肖　 兰１，２

摘要　 目的　 探讨乙醇脱氢酶 １Ｂ （ＡＤＨ１Ｂ）基因甲基化对

卵巢癌（ＯＣ）细胞增殖及凋亡的影响。 方法　 生物信息学方

法比较 ＡＤＨ１Ｂ 在卵巢癌与正常卵巢上皮组织中表达情况，
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测卵巢癌与正常卵巢组织

中 ＡＤＨ１Ｂ 相对表达量，对比两种研究结果的一致性。 两株

卵巢癌细胞 ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ 经不同浓度甲基化抑制剂 ５⁃氮
杂⁃２′⁃脱氧胞苷（５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ）干预 ４８ ｈ，ＣＣＫ⁃８ 法检测 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ
对两株细胞增殖的影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色检测细胞凋亡

形态学改变；甲基化特异性 ＰＣＲ （ＭＳＰ）、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测药物作用前后两株细胞株中 ＡＤＨ１Ｂ 甲

基化状态、ＡＤＨ１Ｂ 在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平表达。 结果 　 生物

信息学分析及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果均显示卵巢癌中 ＡＤＨ１Ｂ 表达

量明显均低于正常卵巢组织；中、高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 作用 ４８ ｈ
后，两株细胞增殖受到抑制（Ｐ ＜ ０. ０１）；高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 作

用后，两株细胞均出现典型细胞凋亡形态学改变；ＡＤＨ１Ｂ 在

两株细胞中均呈完全甲基化，高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 处理后，
ＡＤＨ１Ｂ 甲基化被部分逆转，两株细胞 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达均增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 可下调卵巢癌细

胞中 ＡＤＨ１Ｂ 启动子区甲基化水平，使 ＡＤＨ１Ｂ 基因重新表

达，从而抑制卵巢癌细胞增殖与促进细胞凋亡。
关键词　 乙醇脱氢酶 １Ｂ；甲基化；５⁃氮杂⁃２′⁃脱氧胞苷；卵巢
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　 　 卵巢癌是女性生殖系统常见三大恶性肿瘤之

一，病死率居首位，化疗耐药是导致卵巢癌疗效不佳

的重要因素之一［１］。 越来越多研究［２］ 显示卵巢癌

发生、发展及耐药与表观遗传学改变密切相关。 表

观遗传修饰包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰等，其中

ＤＮＡ 甲基化异常在卵巢癌耐药形成中起着重要作

用。 文献［３］ 报道，通过 ＤＮＡ 甲基化抑制剂逆转

ＤＮＡ 甲基化状态，为靶向治疗卵巢癌提供了一个新

的靶点。 酒精脱氢酶（ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＡＤＨ）
是一种多态性酶，乙醇脱氢酶 １Ｂ （ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ １Ｂ， ＡＤＨ１Ｂ）也称为 ＡＤＨ２，目前 ＡＤＨ１Ｂ 与

癌症的联系主要集中在酒精代谢和饮酒行为等方

面［４］。 新近研究［５］ 表明甲基化下调的 ＡＤＨ２ 与乳

腺癌不良预后相关，人肿瘤细胞中 ＡＤＨ２ 基因亦受

表观遗传机制调控，提示 ＡＤＨ２ 基因有望成为潜在

肿瘤个体化治疗靶点。 该研究拟体外观察 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ
对卵巢癌细胞增殖和凋亡的影响，旨在探讨 ＡＤＨ１Ｂ
基因甲基化与卵巢癌发生发展的关系。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂 　 细胞株：卵巢癌细胞 Ｃ１３Ｋ 及

ＯＶ２００８ 为本室保存；组织样本选取 ２０１９ 年 １ 月—
２０２１ 年 ５ 月就诊于医院妇产科且均经病理学诊断

卵巢癌患者 ５５ 例，ＦＩＧＯ 分期：Ⅰ ～ Ⅱ期 １８ 例，Ⅲ ～
Ⅳ期 ３７ 例。 同期因子宫肌瘤需手术患者 ２１ 例（留
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