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摘要　目的　探讨Ⅰ型胶原α２链（ＣＯＬ１Ａ２）在宫颈癌中的表达及与免疫浸润的相关性。方法　利用生物信息学技术分析宫
颈癌中ＣＯＬ１Ａ２的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测宫颈癌组织和细胞系中ＣＯＬ１Ａ２的表达；肿瘤免疫评估（ＴＩＭＥＲ２０）分
析ＣＯＬ１Ａ２的表达与肿瘤免疫细胞浸润的相关性；基因集富集分析（ＧＳＥＡ）分析ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中可能的作用机制，Ｊａｓｐａｒ
数据库预测ＣＯＬ１Ａ２的转录因子，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测宫颈癌组织和细胞系中转录因子的表达。结果　ＣＯＬ１Ａ２在
宫颈癌中表达下调（Ｐ＜００５）；ＣＯＬ１Ａ２的表达与巨噬细胞和髓样树突细胞的水平呈正相关（Ｐ＜００１），２２种免疫细胞在不同
的宫颈癌患者中的占比不同，此外，与 ＣＯＬ１Ａ２高表达组相比，低表达 ＣＯＬ１Ａ２组中 Ｍ０巨噬细胞、Ｍ２巨噬细胞和静息记忆
ＣＤ４＋Ｔ细胞比例上升，而ＣＤ８＋Ｔ细胞、活化记忆的ＣＤ４＋Ｔ细胞、滤泡辅助Ｔ细胞、活化ＮＫ细胞、活化髓样树突细胞减少（Ｐ
＜００５）；ＧＳＥＡ分析显示，ＣＯＬ１Ａ２与免疫相关的信号通路有关，包括Ｎｏｔｃｈ信号通路、白细胞介素６／ＪＡＫ激酶／转录激活因子
３（ＩＬ６／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３）、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路等（Ｐ＜００１），Ｊａｓｐａｒ数据库预测 ＣＯＬ１Ａ２的转录因子配对盒蛋白５（ＰＡＸ５），
ＰＡＸ５在宫颈癌中表达降低（Ｐ＜００５）。结论　ＣＯＬ１Ａ２有望成为宫颈癌潜在的诊断生物标志物及免疫治疗靶点。
关键词　宫颈癌；ＣＯＬ１Ａ２；肿瘤免疫；ＰＡＸ５；免疫浸润
中图分类号　Ｒ７３７３
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）１０－１８０８－１０
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．１０．００５

２０２５－０７－０２接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８２３６０５８８）；贵州医科大学

附属医院国家自然科学基金培育计划项目（编号：ｇｙｆｙｎｓｆｃ

［２０２３］１７）；贵州省科技计划项目（编号：黔科合基础ＺＫ

［２０２４］一般２０２）；贵州省卫生健康委科学技术基金项目

（编号：ｇｚｗｋｊ２０２４２０４）

作者简介：张　瑜，女，硕士研究生；

谭玉洁，女，教授，主任技师，博士生导师，通信作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｔａｎｙｕｊｉｅ５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　宫颈癌是全球女性中第三大常见癌症。宫颈癌
每年新增病例超过５０万例 ［１］。持续的人乳头瘤病

毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ，ＨＰＶ）感染是导致宫颈
癌的主要原因［２］。宫颈癌患者发现时大多数已处

于中晚期，目前根除宫颈癌的常规方案主要是外科

手术、化疗和放疗，由于宫颈癌发生发展的机制复

杂，复发率高、易转移的特点，导致其患者的生存率

仍较低。因此，探究宫颈癌的发病机制、寻找潜在的

早期诊断标志物和治疗靶点的任务迫在眉睫。

　　Ⅰ型胶原α２链（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅ１ａｌｐｈａ２，ＣＯＬ１Ａ２）
是纤维胶原家族中的一种。ＣＯＬ１Ａ２基因编码的１
型胶原是一种在大多数结缔组织中发现的原纤维形

成胶原蛋白，存在于大部分实体瘤的间质中。主要

通过细胞外基质受体互作通路和局部黏附通路，从

而影响细胞的增殖、分化、黏附和转移，与肿瘤的侵

袭和转移相关［３－４］。目前，ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌组织
中的表达模式及其与肿瘤免疫浸润的关联尚不明

确。深入研究ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中的表达及其与肿
瘤免疫微环境的相互作用，不仅有助于揭示宫颈癌

的病理机制，而且可能为开发新型诊断标志物与治

疗靶标提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　人宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ细
胞为课题组保存细胞，ＳｉＨａ细胞购自武汉普诺赛生
命科技有限公司。人宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ细胞为
ＨＰＶ１８型，ＳｉＨａ细胞为ＨＰＶ１６型。人正常宫颈上
皮细胞（ｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＣＥＣ）购自
深圳市豪地华拓生物科技有限公司，实验细胞传代

不超过１０代。人单核细胞白血病细胞（ｔｏｈｏｋｕｈｏｓ
ｐｉｔａｌｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ１，ＴＨＰ１）细胞由韦四喜老师课题组
赠予。ＴＨＰ１来源于急性髓细胞白血病的人单核细
胞，可在佛波酯（１２Ｏｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｙｌｐｈｏｒｂｏｌ１３ａｃｅ
ｔａｔｅ，ＴＰＡ）（也称为 ＰＭＡ）诱导下分化成为巨噬细
胞。

　　抗体甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）购自南京巴傲得
生物科技有限公司，Ｅ６购自上海 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
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ＣＯＬ１Ａ２购自英国 Ａｂｃａｍ公司，配对盒蛋白 ５
（ｐａｉｒｅｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ５，ＰＡＸ５）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；锯齿状蛋白 １（ｊａｇｇｅｄｃａｎｏｎｉｃａｌ
ｎｏｔｃｈｌｉｇａｎｄ１，Ｊａｇｇｅｄ１）于Ｓｅｌｌｅｃｋ公司申领；辣根过
氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记羊抗兔
ＩｇＧ抗体及羊抗鼠ＩｇＧ抗体均购自南京巴傲得生物
科技有限公司；ＰＣＲ引物由上海生工生物工程有限
公司合成。

１．２　材料来源　收集２０２２—２０２３年贵州医科大学
附属医院妇科宫颈癌患者癌组织及其配对的癌旁组

织样本３０例，癌旁组织作为对照组。立即保存于
－８０℃ 中待检测。本研究中所纳入全部病例均需
通过临床病理诊断。本研究已获得贵州医科大学附

属医院医学伦理委员会审核批准（批准号：２０２２伦
审第７２０号）。
１．３　方法
１．３．１　生物信息学分析　从癌症基因组图谱（ｔｈｅ
ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌ．
ｇｄｃ．ｃｏｍ）获得了宫颈鳞状细胞癌和宫颈内腺癌
（ｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｅｎｄｏｃｅｒｖｉｃａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＥＳＣ）的 ＲＮＡｓｅｑ数据（ｌｅｖｅｌ３）和
相应的临床信息。单个相关性图通过 Ｒ软件包
ｇｇｓｔａｔｓｐｌｏｔ进行实现，多基因相关性图通过Ｒ软件包
ｐｈｅａｔｍａｐ进行展示。
　　使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ的相关分析来描述没有正态分
布的定量变量之间的相关性。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。以上所有分析方法均由Ｒｖ４０３实现。
利用Ｊａｓｐａｒ数据库预测转录因子，使用肿瘤免疫评
估（ｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｒｅｓｏｕｒｃｅ，ＴＩＭＥＲ２０）、Ｒ
软件等工具分析ＣＯＬ１Ａ２的表达与肿瘤免疫细胞浸
润、免疫检查点、免疫／基质评分等的相关性。
１．３．２　细胞培养　ＨＵＣＥＣ、ＨｅＬａ、ＳｉＨａ细胞置于含
有１％青－链霉素及１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ完全
培养基内进行培养，ＴＨＰ１于含有１％青 －链霉素
及１０％胎牛血清的１６４０完全培养基内进行培养，
培养条件设为３７℃和５％ ＣＯ２的环境，每隔２天进
行培养液更换或细胞传代操作。

　　巨噬细胞极化实验：将 ＴＨＰ１铺于６孔板中，
细胞密度约为诱导贴壁后６０％。于阴性对照组及
共培养组中加入 １００ｎｇ／ｍＬ的 ＰＭＡ将其诱导为
Ｍ０；阳性对照组中分别加入２０ｎｇ／ｍＬγ干扰素（ｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）、１００ｎｇ／ｍＬ脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），２０ｎｇ／ｍＬ白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）
４、２０ｎｇ／ｍＬＩＬ１３将其分别诱导为 Ｍ１和 Ｍ２；诱导

贴壁后，共培养组中分别加入培养了 ＳｉＨａ、ＨｅＬａ细
胞４８ｈ的培养基，共培养 ４８ｈ后收集 ＲＮＡ进行
ＲＴｑＰＣＲ检测。
１．３．３　ＲＮＡ提取和 ＲＴｑＰＣＲ实验　按照说明书，
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取临床宫颈癌组织样本和宫颈
癌细胞系 ＲＮＡ，Ｔａｋａｒａ反转录试剂进行反转录，使
用ＧｅｎｅｓｔａｒＰＣＲ试剂进行ＲＴｑＰＣＲ检测，次黄嘌呤
磷酸核糖基转移酶（ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＰＲＴ）作为内参，目的基因相对表达水
平依据２－ΔΔＣＴ方法进行计算。关于引物的具体序列
信息见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＨＰＲＴ Ｆ：ＡＴＧＧＣＧＡＣＣＣＧＣＡＧＣＣＣＴ

Ｒ：ＣＣＡＴＧＡＧＧＡＡＴＡＡＡＣＡＣＣＣＴ
ＣＯＬ１Ａ２ Ｆ：ＧＣＡＧＧＡＧＧＴＴＴＣＧＧＣＴＡＡＧＴ

Ｒ：ＧＣＡＡＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＧＴＡＴＣＣ
ＰＡＸ５ Ｆ：ＣＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧ

Ｒ：ＧＴＴＣＣＡＣＴＡＴＣＣＴＣＴＧＧＣＧＧ
ＣＤ８０ Ｆ：ＴＣＧＣＣＴＣＴＣＴＧＡＡＧＡＴＴＡＣＣＣ

Ｒ：ＣＣＣＡＡＧＴＡＡＧＡＣＣＡＧＧＧＣＡＣ
ＣＤ８６ Ｆ：ＣＴＧＣＴＣＡＴＣＴＡＴＡＣＡＣＧＧＴＴＡＣＣ

Ｒ：ＧＧＡＡＡＣＧＴＣＧＴＡＣＡＧＴＴＣＴＧＴＧ
ＣＤ２０６ Ｆ：ＡＣＣＴＧＣＧＡＣＡＧＴＡＡＡＣＧＡＧＧ

Ｒ：ＴＧＴＣＴＣＣＧＣＴＴＣＡＴＧＣＣＡＴＴ
ＩＬ１０ Ｆ：ＡＡＡＧＡＡＧＧＣＡＴＧＣＡＣＡＧＣＴＣＡ

Ｒ：ＴＣＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＡＧＧＣＡＴＣＴＣ

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白的变化　宫颈癌细胞
按照说明书步骤提取蛋白并用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋
白含量；组织蛋白称重并剪碎加入相应比例的ＲＩＰＡ
裂解液，冰上裂解半小时后放入组织研磨破碎仪研

磨，取蛋白上清液加入 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ放置金属浴
１００℃煮１０ｍｉｎ。取蛋白上样电泳后转膜，脱脂牛
奶室温封闭，一抗４℃孵育过夜，稀释比例 ＧＡＰＤＨ
（１∶８０００）、ＣＯＬ１Ａ２（１∶３０００）、ＰＡＸ５（１∶３０００）、
Ｊａｇｇｅｄ１（１∶１０００）。过夜后用１×ＴＢＳＴ洗膜，放入
二抗中室温孵育１ｈ后使用１×ＴＢＳＴ洗膜，最后显
影。用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带。
１．３．５　免疫组织化学染色　获得宫颈组织样本后
处理分装保存在 ４％多聚甲醛中，石蜡包埋并切片，
切片保存于 －２０℃。挑选合适切片，置于 ６０℃烤
箱中烘烤４ｈ。将烘烤过的切片依次放入二甲苯、无
水乙醇、梯度酒精中进行脱蜡复水后。１×ＴｒｉｓＥＤ
ＴＡ抗原修复液进行抗原修复。滴加内源性过氧化
物酶阻断剂，阻断内源性过氧化物酶。封闭用山羊
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血清于湿盒中３７℃封闭３０ｍｉｎ后放入湿盒中４℃
过夜孵育一抗。第２天取出切片，１×ＰＢＳ清洗后，
滴加酶标山羊抗兔／鼠 ＩｇＧ聚合物，于３７℃孵育二
抗。１×ＰＢＳ清洗后ＤＡＢ显色，镜下观察显色情况，
放入ｄｄＨ２Ｏ终止反应。苏木精复染后，用盐酸酒精
分化，饱和碳酸锂溶液中返蓝。放入梯度乙醇、二甲

苯中脱水透明。完全干燥后封片。显微镜观察并拍

照。

　　根据组织切片着色的阳性细胞数和着色面积进
行评分，采用二级计分法进行结果判断：染色强度评

分标准为：未着色，阴性，０分；着色呈浅黄色，弱阳
性，１分；着色呈黄色或深黄色，中度阳性，２分；着色
较强呈黄褐色，强阳性，３分；染色面积评分标准，０
分：阳性细胞占０％；１分：阳性细胞占０％ ～２５％；２
分：阳性细胞计数占２６％ ～５０％；３分：阳性细胞计
数占５１％～７５％；４分：＞７５％，最终免疫组化着色
评分＝染色强度评分×染色面积评分，０～４分为阴
性，５～１２分为阳性。
１．４　统计学处理　以上数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ８软件分析并绘图，数据均由３次独立生物学
重复实验获得，两组样本比较采用独立样本ｔ检验，
多组样本比较采用单因素方差分析。Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中表达降低　该实验通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴｑＰＣＲ检测宫颈癌组织中 ＣＯＬ１Ａ２
的表达水平，结果显示，与癌旁组织相比，ＣＯＬ１Ａ２
在宫颈癌组织中蛋白和 ｍＲＮＡ表达降低（图 １Ａ、
１Ｂ），差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。免疫组化检测
结果显示，与正常宫颈组织相比，ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌
组织中表达降低（图１Ｃ）。宫颈癌组织蛋白及 ｍＲ
ＮＡ表达水平与ＧＥＰＩＡ数据库中结果一致（图１Ｄ）。
此外，该实验借助Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测宫颈癌细胞系中
ＣＯＬ１Ａ２的表达水平，结果显示，与正常宫颈上皮细
胞ＨＵＣＥＣ相比较，其变化趋势与宫颈癌组织中的
观察结果一致，在宫颈癌细胞系 ＳｉＨａ、ＨｅＬａ中表达
减少（图１Ｅ）。

图１　ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中的表达情况
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ

　　Ａ－Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＲＴｑＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｆｒｏｍＧＥＰＩＡｄａｔａ；Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｃｅｒｖｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ＨＵＣＥＣａｎｄｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳｉＨａａｎｄＨｅＬａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａ：ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅ；ｂ：ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｔ：ｔｕｍｏｒ；Ｎ：ｎｏｒｍａｌｃｅｒｖｉ

ｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｐ＜００１ｖｓｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｔｕｍｏｒｇｒｏｕｐ．
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２．２　ＣＯＬ１Ａ２表达与临床病理特征的相关性　选
取临床组织３０对，根据ＣＯＬ１Ａ２蛋白表达水平分为
高表达组和低表达组。分别对他们的年龄、组织学

分型、临床病理分期、ＨＰＶ分型及有无转移等临床
特征进行分析（表２）。结果显示，ＣＯＬ１Ａ２的表达
水平与年龄、有无转移无关。临床样本以宫颈鳞状

细胞癌为主，其中低表达组２３（７６６７％，２３／３０）例，
高表达组７（１３３３％，７／３０）例。宫颈腺癌、宫颈腺
鳞癌呈现 ＣＯＬ１Ａ２高表达，而宫颈神经内分泌癌
（小细胞型）ＣＯＬ１Ａ２呈低表达。根据临床病理分
期，所纳入的３例 ＣＩＮ样本均呈现 ＣＯＬ１Ａ２低水平
表达。ＣＯＬ１Ａ２蛋白表达在宫颈癌早期（Ⅰ～Ⅱ期）
与晚期（Ⅲ～Ⅳ期）中无差异。ＨＰＶ被认为是导致
宫颈癌的主要原因，高危型ＨＰＶ包括１６、１８、３１、３３、
３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８型。根据现有数据
显示，ＣＯＬ１Ａ２低表达可能与高危型 ＨＰＶ有关。但
其中１０例患者未进行 ＨＰＶ分型检测，３例患者仅
描述ＨＰＶ相关型，导致 ＣＯＬ１Ａ２表达与 ＨＰＶ具体
分型的相关性分析不准确。

２．３　ＣＯＬ１Ａ２表达和免疫浸润细胞水平之间的相
关性　该实验通过生信分析ＣＯＬ１Ａ２表达和免疫浸
润细胞水平之间的相关性，显示 ＣＯＬ１Ａ２的表达与
巨噬细胞和髓样树突细胞的水平呈正相关（图２），
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．４　２２种免疫细胞在不同宫颈癌患者中的占比　
该实验通过对２２种免疫细胞在不同的宫颈癌患者
中的占比分析显示，２２种免疫细胞在不同的宫颈癌
患者中的占比不同，体现了宫颈癌的异质性（图

３Ａ）。
２．５　ＣＯＬ１Ａ２表达水平与免疫细胞的关系　该实
验将宫颈癌样本根据ＣＯＬ１Ａ２表达分为高表达组和
低表达组，利用估计ＲＮＡ转录本相对亚群进行细胞
类型鉴定（ｃｅｌｌｔｙｐｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｅｓｔｉｍａｔｉｎｇｒｅｌ
ａｔｉｖｅｓｕｂｓｅｔｓｏｆＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ，ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ）确定
了２２种免疫细胞在两组的水平，发现 ＣＤ８＋ Ｔ细
胞、激活记忆的 ＣＤ４＋Ｔ细胞、滤泡辅助性 Ｔ细胞、
ＮＫ细胞、Ｍ０型巨噬细胞、Ｍ２型巨噬细胞、激活
的髓系树突状细胞及静息记忆ＣＤ４＋Ｔ细胞在两组

表２　不同ＣＯＬ１Ａ２蛋白表达组的临床特征

Ｔａｂ．２　ＣｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣＯＬ１Ａ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝２３） Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝７） Ｐｖａｌｕｅ
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ５０．５２（３１－６９） ５０．８６（３９－６５）
　≥５０ １２ ５ ０．５１
　＜５０ １１ ２ ０．２９
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅｓ
　Ｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ １８ ４ ０．５４
　Ｃｅｒｖｉｃａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ０ ２ －
　Ｃｅｒｖｉｃａｌａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ ０ １ －
　Ｃｅｒｖｉｃａｌｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｔｙｐｅ） ２ ０ －
Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｇｅ
　ＣＩＮ ３ ０ －
　Ⅰ－Ⅱ １４ ６ ０．４０
　Ⅲ－Ⅳ ６ １ ０．６７
ＨＰＶＧｅｎｏｔｙｐｅ
　１６ ４ ３ ０．５６
　１８ ０ １ －
　３３ １ ０ －
　１６／１８ １ １ －
　１６／３３ １ ０ －
　１６／５２ １ ０ －
　１６／６８ １ ０ －
　Ｒｅｌａｔｅｄｔｙｐｅ ３ ０ －
　Ｈｉｇｈｒｉｓｋｔｙｐｅ ３ ０ －
　Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄｔｙｐｅ ８ ２ ０．７１
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　Ｙｅｓ ９ ４ ０．４５
　Ｎｏ １３ ３ ０．３１
Ｈｅｍａｔｏｇｅｎｏｕｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓ １ ０ －
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间的构成差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。对比高表
达组，低表达组表现出Ｍ０型及Ｍ２型巨噬细胞和静
息记忆 ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞比例上升，而 ＣＤ８＋ Ｔ细
胞、激活记忆的 ＣＤ４＋Ｔ细胞、滤泡辅助性 Ｔ细胞、
活化的ＮＫ细胞及激活的髓系树突状细胞的比例减
少（Ｐ＜００５）（图３Ｂ）。
２．６　信息学分析ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中可能的作用

机制　为了验证ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中可能的作用机
制。该实验通过 ＴＣＧＡ数据库中下载宫颈癌
ＣＯＬ１Ａ２表达的数据，利用基因集富集分析（ｇｅｎｅ
ｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）进行基因富集分析。
显示ＣＯＬ１Ａ２和细胞周期及免疫相关的信号通路有
关，包括 Ｎｏｔｃｈ信号通路、ＩＬ６／ＪＡＫ激酶／转录激
活 因 子 ３（ＩＬ６／ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄ

图２　ＣＯＬ１Ａ２表达和免疫浸润细胞水平之间的相关性

Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

图３　ＣＯＬ１Ａ２表达水平与免疫细胞的关系

Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ２２ｔｙｐｅｓｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｉｍｍｕｎｅ

ｃｅｌｌｓ．
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图４　ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中可能的作用机制

Ｆｉｇ．４　ＰｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ

ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＩＬ６／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３）、ＭＹＣ
Ｖ１靶点、ＭＹＣＶ２靶点、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路等
（图４）。
２．７　Ｊａｓｐａｒ数据库预测ＰＡＸ５是ＣＯＬ１Ａ２的转录
因子　为了证明ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中是如何发挥作
用的，上游是否存在调控基因，该实验利用Ｊａｓｐａｒ数
据库预测出ＰＡＸ５是ＣＯＬ１Ａ２的转录因子（图５）。

图５　ＣＯＬ１Ａ２启动子结合区域ＰＡＸ５结合位点

Ｆｉｇ．５　ＰＡＸ５ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２

２．８　ＰＡＸ５在宫颈癌中低表达　该实验通过 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴｑＰＣＲ检测宫颈癌组织中 ＰＡＸ５的表达

情况，结果显示，ＰＡＸ５在宫颈癌组织中表达降低
（图６Ａ、６Ｂ），差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。同时，
该实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测宫颈癌细胞中 ＰＡＸ５
的表达情况，显示与正常宫颈上皮细胞 ＨＵＣＥＣ比
较，与宫颈癌组织中的表达情况一致，在宫颈癌细胞

系ＳｉＨａ、ＨｅＬａ中表达降低（图６Ｃ）。
２．９　ＰＡＸ５表达与临床病理特征的相关性　选取
临床组织３０对，根据ＰＡＸ５蛋白表达水平分为高表
达组和低表达组。分别对他们的年龄、组织学分型、

临床病理分期、ＨＰＶ分型及有无转移等临床特征进
行分析（表 ３）。结果显示，ＰＡＸ５的表达水平与年
龄、有无淋巴转移无关。临床样本以宫颈鳞状细胞

癌为主，宫颈腺鳞癌ＰＡＸ５高表达，而宫颈神经内分
泌癌（小细胞型）ＰＡＸ５呈低表达。根据临床病理分
期，３例ＣＩＮ样本ＰＡＸ５均为低水平表达。ＰＡＸ５蛋
白表达在宫颈癌早期（Ⅰ ～Ⅱ期）与晚期（Ⅲ ～Ⅳ
期）中无差异。根据 ＨＰＶ分型显示，ＰＡＸ５低表达
组与ＰＡＸ５高表达组相比，ＰＡＸ５低表达组中高危型
例数高于高表达组 １倍以上。因此，ＰＡＸ５低表达
可能与高危型ＨＰＶ有关。
２．１０　Ｎｏｔｃｈ信号通路在宫颈癌中被激活　该实验
通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测宫颈癌细胞中 Ｎｏｔｃｈ信号通
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路指标Ｊａｇｇｅｄ１的表达。结果显示，与正常宫颈上
皮细胞 ＨＵＣＥＣ比较，在宫颈癌细胞系 ＳｉＨａ、ＨｅＬａ
中Ｊａｇｇｅｄ１表达升高（图７Ａ）。
２．１１　巨噬细胞的极化　将ＴＨＰ１细胞铺于６孔板
中，ＰＭＡ进行诱导后共培养，通过 ＲＴｑＰＣＲ检测巨
噬细胞标记的表达情况。结果显示，ＣＤ８０在 Ｍ１组
中高表达，同时 ＳｉＨａ共培养组 ＣＤ８０表达降低（图

７Ｂ），差异有统计学意义（Ｐ＜００１），ＨｅＬａ共培养组
ＣＤ８０也表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
ＣＤ８６在Ｍ１组中高表达，ＳｉＨａ共培养组 ＣＤ８６表达
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）（图７Ｃ）。Ｍ２
组中 ＣＤ２０６高表达，ＳｉＨａ和 ＨｅＬａ共培养组中
ＣＤ２０６表达降低（图７Ｄ），差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。综上所述，共培养组中巨噬细胞向Ｍ２极

图６　ＰＡＸ５在宫颈癌中的表达情况

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡＸ５ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ

　　Ａ，Ｂ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡＸ５ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄＲＴｑＰＣＲ；Ｃ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＰＡＸ５ｉｎｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｃｅｒｖｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓＨＵＣＥＣａｎｄｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳｉＨａａｎｄＨｅＬａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａ：ｐａｒａｃａｎｃｅｒ

ｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；ｂ：ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜００１ｖｓｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｇｒｏｕｐ．

图７　Ｊａｇｇｅｄ１在宫颈癌中的表达情况及ＴＨＰ１共培养后免疫因子的ｍＲＮＡ表达水平

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪａｇｇｅｄ１ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｍｍｕｎｅｆａｃｔｏｒｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＴＨＰ１

　　Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪａｇｇｅｄ１ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＳｉｈａ，ＨｅｌａａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓＨＵＣＥＣ；Ｂ，Ｃ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭ１ｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓＣＤ８０ａｎｄＣＤ８６ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＭ１ａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭ２ｍａｒｋｅｒＣＤ２０６ｉｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＭ２ａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；ａ：Ｍ０ｇｒｏｕｐ；ｂ：Ｍ１ｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｍ２ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＳｉＨａｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；ｅ：ＨｅＬａｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜

００１ｖｓＭ０ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭ１ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＭ２ｇｒｏｕｐ．
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表３　不同ＰＡＸ５蛋白表达组的临床特征

Ｔａｂ．３　ＣｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＡＸ５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝２５） Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎ＝５） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ５１．１６（３１－６９） ４７．８０（３９－６１）

　≥５０ １５ ２ ０．８７

　＜５０ １０ ３ ０．７６

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅｓ

　Ｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ １９ ３ ０．９１

　Ｃｅｒｖｉｃａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ １ １ －

　Ｃｅｒｖｉｃａｌａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ ０ １ －

　Ｃｅｒｖｉｃａｌｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｔｙｐｅ） ２ ０ －

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｇｅ

　ＣＩＮ ３ ０ －

　Ⅰ－Ⅱ １７ ４ ０．８６

　Ⅲ－Ⅳ ５ １ ０．２６

ＨＰＶＧｅｎｏｔｙｐｅ

　１６ ５ ２ ０．７３

　１８ ０ １ －

　３３ １ ０ －

　１６／１８ １ １ －

　１６／３３ １ ０ －

　１６／５２ １ ０ －

　１６／６８ １ ０ －

　Ｒｅｌａｔｅｄｔｙｐｅ ３ ０ －

　Ｈｉｇｈｒｉｓｋｔｙｐｅ ３ ０ －

　Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄｔｙｐｅ ９ １ ０．５３

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　Ｙｅｓ ９ ４ ０．８５

　Ｎｏ １５ １ ０．５１

Ｈｅｍａｔｏｇｅｎｏｕｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓ １ ０ －

化，发挥促肿瘤作用。

３　讨论

　　子宫颈癌作为全球女性健康的重大威胁之一，
其发病率和病死率在发展中国家尤其高［１］。宫颈

癌的病理生理机制复杂，涉及多种分子和细胞信号

通路的异常。因此，寻找潜在的早期诊断标志物迫

在眉睫。

　　肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）由
复杂的基质环境组成［５］，可促进肿瘤进展［６］。该研

究通过ＧＥＰＩＡ数据库分析显示，ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌
中表达减少，使用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测进
一步验证表明ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌组织和细胞中也获
得同样的结果。提示ＣＯＬ１Ａ２可能与宫颈癌的发生
发展相关。临床特征分析显示ＣＯＬ１Ａ２表达与宫颈
癌病理类型相关，临床样本以宫颈鳞状细胞癌为主。

ＨＰＶ被认为是导致宫颈癌的主要原因，高危型ＨＰＶ

包括１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８
型。根据现有数据显示，ＣＯＬ１Ａ２低表达可能与高
危型ＨＰＶ有关。但其中１０例患者未进行 ＨＰＶ分
型检测，３例患者仅描述ＨＰＶ相关型，导致ＣＯＬ１Ａ２
表达与ＨＰＶ具体分型的相关性分析不准确。有文
献［７］报道 ＣＯＬ１Ａ２在头颈肿瘤中呈低表达，并与肿
瘤疾病患者的生存和预后相关。虽然大量文

献［８－１０］报道，ＣＯＬ１Ａ２在多种癌症中呈现高表达，并
与癌症的不良预后相关。这与该实验的结果相悖，

但也更加证明ＣＯＬ１Ａ２在不同癌症中的表达具有异
质性。

　　按ＣＯＬ１Ａ２表达将宫颈癌样本分为高、低表达
组，通过 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ分析显示两组免疫细胞分布
差异显著。低表达组 Ｍ０／Ｍ２巨噬细胞和静息记忆
ＣＤ４＋Ｔ细胞增多，ＣＤ８＋Ｔ细胞、活化记忆ＣＤ４＋Ｔ细
胞、滤泡辅助Ｔ细胞、活化ＮＫ细胞及活化髓样树突
细胞减少。表明ＣＯＬ１Ａ２可能通过调节免疫细胞浸
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润促进宫颈癌进展。

　　Ｎｏｔｃｈ信号通路在癌症进展中发挥关键作用，
涉及癌症干细胞表型、血管生成、转移及免疫逃

逸［１１－１２］。该通路通过调控免疫细胞（如Ｍ２巨噬细
胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞和 Ｔｒｅｇ细胞）影响 ＴＭＥ，与胃癌预
后相关［１３］。该研究通过 ＣＯＬ１Ａ２基因功能富集分
析显示其与细胞周期及免疫通路相关，实验证实

Ｊａｇｇｅｄ１在宫颈癌高表达，ＴＨＰ１共培养后诱导巨噬
细胞向Ｍ２极化，提示ＣＯＬ１Ａ２可能通过抑制 Ｎｏｔｃｈ
通路促进 Ｍ２极化从而驱动宫颈癌发展，具体机制
仍需深入研究。

　　ＰＡＸ５是一种蛋白质编码基因，该基因参与调
控组织细胞分化、迁移、增殖及器官发育等［１４］。

ＰＡＸ５可以激活结直肠癌细胞中 ＳＮＨＧ２５的转录，
在结直肠癌中起促转移作用［１５］。生物信息学分析

表明 ＰＡＸ５是 ＣＯＬ１Ａ２的转录因子。ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＰＡＸ５在宫颈癌低表达。临床分
析显示ＰＡＸ５表达与年龄、淋巴转移无关，且早晚期
病例间无差异。ＨＰＶ分型显示ＰＡＸ５低表达组高危
型ＨＰＶ比例较高表达组高１倍以上，提示其与高危
型ＨＰＶ相关。
　　综上所述，该研究表明 ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中低
表达，并与肿瘤免疫浸润显著相关。低表达患者免

疫细胞浸润水平降低，可能通过 Ｎｏｔｃｈ信号通路参
与免疫逃逸。表明ＣＯＬ１Ａ２可作为宫颈癌免疫治疗
潜在靶点，对开发新免疫疗法具有重要意义。该研

究目前仅在宫颈癌细胞／组织中验证了 ＣＯＬ１Ａ２表
达，未阐明其影响 Ｎｏｔｃｈ信号通路的具体机制。免
疫浸润分析仅通过野生型组共培养和生物信息学完

成。后续将深入验证ＣＯＬ１Ａ２在宫颈癌中的生物学
功能，探究ＰＡＸ５如何通过ＣＯＬ１Ａ２调控信号通路，
拟通过构建过表达细胞株、免疫共培养及ＩＰ实验等
完善研究。
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·６１８１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｏｃｔ；６０（１０）



ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ２ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄ
ｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ＺｈａｎｇＹｕ１，２，ＺｈｕＸｉａｏｙｕ１，２，ＸｕＤｉａｎｑｉｎ１，２，ＣｈｅｎＸｉａｏｗｅｉ２，ＺｈｏｎｇＭｉｎｇｙａｎ２，ＺｈｏｕＸｉｎｚｈｕ１，２，ＴａｎＹｕｊｉｅ１，２
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