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钙激活性中电导钾离子与整合素在人宫颈组织中的表达
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"摘要#

!

目的
!

通过对人宫颈癌
]B2E

细胞'宫颈上皮内瘤变"

6+9

$组织及人正常宫颈上皮组织中钙激活性中

电导钾离子通道"

+e6E!

$蛋白含量及整合素
$

!

蛋白产物的测定!探讨
#

种组织中
+e6E!

蛋白和整合素
$

!

的差异表

达及其与人类宫颈癌发生'发展的关联%方法
!

"

!

$复苏及培养人宫颈癌
]B2E

细胞株!同时随机采集临床手术治疗

的数十例宫颈
6+9

组织及正常宫颈上皮组织!在
#

组标本中加入细胞裂解液!采用低温离心法提取全蛋白质%"

"

$

将提取的全蛋白质应用蛋白免疫印迹"

5B?CBJAL21C

$法检测宫颈癌
]B2E

细胞"

"&

例$'

6+9

组织"

"'

例$'正常宫颈

上皮组织"

!&

例$中
+e6E!

蛋白和整合素
$

!

的各自表达率及相对表达水平!了解
+e6E!

蛋白和整合素
$

!

在
#

种组

织细胞中表达差异的趋势%结果
!

"

!

$

+e6E!

蛋白在
"&

例宫颈癌
]B2E

细胞中
""

例见
+e6E!

蛋白表达!阳性表达

率为
))X

!表达水平为
!%"'=>'%!"<

!均明显高于
6+9

组织中
+e6E!

蛋白的阳性表达率和表达水平"分别为
(&X

'

'%<")>'%!'$

$#

!&

例正常宫颈上皮组织中
#

例见
+e6E!

蛋白表达!

+e6E!

蛋白阳性表达率为
"'X

!表达水平为

'%=<!>'%'$"

!两两比较差异均有统计学意义"

!;##%'$<

!

&

"

;!)%='#

!

"

$

'%'!

$%"

"

$整合素
$

!

在
!&

例正常宫颈

上皮组织中有
!"

例呈阳性表达!其阳性表达率为
)'X

!表达水平为
'%<&<()>'%!($=(

#

"'

份宫颈癌前病变"

6+9

$

组织中整合素
$

!

呈阳性表达者有
!!

例!阳性表达率为
&&X

!表达水平为
'%=(!')>'%!(#&!

#

"&

例培养传代宫颈

癌
]B2E

细胞中整合素
$

!

阳性
$

例!其阳性表达率为
!(X

!表达水平为
'%&<!((>'%!'&$&

!两两结果对比差异具

有统计学意义"

!;<%(!)

!

";'%'!

$%结论
!

+e6E!

蛋白的表达率及表达水平在宫颈癌'

6+9

'正常宫颈上皮组织三

者间呈递减趋势#而整合素
$

!

的表达率及表达水平在宫颈癌'

6+9

'正常宫颈三者间呈递增趋势%

+e6E!

和整合素

$

!

的异常表达与宫颈癌的发生'发展密切相关!减低或增加其表达可能减少或减慢宫颈癌的进展%

"关键词#

!

宫颈肿瘤#

!

钾通道!钙激活#

!

抗原!

6Q"<

#

!

宫颈上皮内瘤样病变#

!

免疫印迹法
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宫颈癌是女性生殖系统常见恶性肿瘤之一,据报道#全世

界每年大约有
&'

万新发宫颈癌病例#占妇女新发癌症病例数

的
!&X

,经过多学科长期的联合努力#宫颈癌的发病率和病

死率虽已大幅下降#但是近年流行病学统计发现#宫颈癌的发

病率又有增高的趋势#尤其在发展中国家更为明显,有研究发

现发展中国家宫颈癌的发病率是发达国家的
(

倍#其中
)'X

的患者确诊时已是浸润癌*

!/"

+

,因此#为了提高宫颈癌的诊断

准确率#改进其预防及治疗手段#针对宫颈癌的发病机制等基

础方面的研究课题也就日益引起关注,研究表明#整合素表达

异常及其信号转导通路的异常与肿瘤的发生)发展及分化异常

关系密切#整合素表达量的异常#可使干细胞不能按正常途径

进行分化增殖#从而导致上皮细胞病变乃至癌变*

#/$

+

,同时研

究还发现#包括钾离子通道在内的离子通道在肿瘤细胞的增殖

中发挥了重要作用#而对钙激活性中电导钾离子通道$

+e6E!

&

与恶性肿瘤关系的研究已取得较为明显的成果#大量的技术手

段广泛运用于其中,这些研究从不同角度表明了
+e6E!

的基

因活化)表达增强)通道开放率和电压强度增加)通道密度增加

等都伴随着肿瘤细胞的明显增殖#从而证明
+e6E!

与恶性肿

瘤的发生及发展密切相关*

&/=

+

,本研究应用蛋白免疫印迹

$

5B?CBJAL21C

&技术寻找宫颈癌细胞与宫颈癌前病变组织及正

常宫颈上皮组织中
+e6E!

和整合素
$

!

$

$

!

@ACB

D

J@A

&的差异表达

趋势#从分子水平初步探讨
+e6E!

和整合素
$

!

在宫颈癌发生

和发展中所起作用以及二者间的相互关系,

$

!

材料与方法

$%$

!

实验材料

$%$%$

!

组织标本
!

正常宫颈上皮组织来源于
"'')

年
(

!

!"

月在泸州医学院附属医院妇科行子宫全切除术的正常宫颈组

织标本共
!&

例#术前及术后病理学证实宫颈无恶性病变存在#

术后立即取宫颈鳞
/

柱交接部组织%宫颈上皮内瘤变$

6+9

&组

织来源于同期经宫颈活组织病理学确诊并行宫颈环形电切术

$

3RRS

&治疗及宫颈锥形切除或子宫切除手术治疗的患者共

"'

例#手术切除后立即取病灶处组织,

$%$%/

!

细胞标本
!

以宫颈癌
]B2E

细胞株作为研究对象#购自

重庆医科大学#

]B2E

细胞培养于含
!'X

胎牛血清的培养基中,

$%/

!

方法

$%/%$

!

细胞标本的获取和处理
!

]B2E

细胞的复苏和培养!细

胞复苏成功后传代$

!

传
#

&#传至第
&

!

)

代作为细胞标本#同

时冻存部分细胞备用,

$%/%/

!

组织标本的获取和处理
!

分别在无菌操作下取正常宫

颈鳞柱交接部位组织及宫颈
6+9

病变组织#体积约
!%'H0Z

!%'H0Z'%&H0

#置于无菌冻存管内#再置于液氮罐中保存,

$%/%'

!

总蛋白的提取
!

按照蛋白提取试剂盒说明书操作#先

对三组标本进行细胞消化#再分别提取各标本总蛋白至预处理

的
RS

管中#分别标记好后置于
\=' [

超低温冰箱中保存

待用,

$%/%1

!

蛋白印迹法检测
+e6E!

!

蛋白和整合素
$

!

的各自表

达趋势 参考
]EJ21O

和
3EAB

*

)

+方法并加以改进,分别取冻存

的
]B2E

细胞总蛋白)宫颈
6+9

组织蛋白及正常宫颈上皮组织

蛋白各数管并编号,各管蛋白均经酶标仪
&("A0

波长测定总

蛋白浓度#煮样后根据蛋白浓度计算上样量#用
!'X

十二烷基

硫酸钠
/

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

-Q-/S:WR

&分离蛋白#在目的

蛋白$

+e6E!

蛋白&相对分子质量和参照蛋白$

W:SQ]

&相对分

子质量之间将电泳后的凝胶切成两块小胶#两块胶同时在转膜

仪$美国
Y@1/8:Q

公司产品&中把目的蛋白和参照蛋白分别转

移到两张聚偏二氟乙烯$

M

12

K

4@A

K

2@NBABN@G2I1J@NB

#

SUQ,

&膜

上#含目的蛋白的
SUQ,

膜进行一抗孵育时一抗为兔多克隆

+e6E!

抗体$美国
:Yf..*

公司产品&%含参照蛋白的
SUQ,

膜进行一抗孵育时一抗为内参照抗体
W:SQ]

$

e:9W6]R9

公司产品&,二抗均采用辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔多克

隆抗体$北京中杉金桥生物技术有限公司产品&#再分别经增强

化学荧光发光法$

SJ1/2@

D

FC]8S

化学发光检测试剂#

7@EA

D

BA

公司产品&显影,将放射自显影条带分别进行扫描#出现目的

条带即作为
+e6E!

蛋白的阳性表达#用
+0E

D

BcI@C$%$%'

分析

软件对显影条带进行吸光度$

:

&值分析#将
+e6E!

与
W:SQ]

的
:

值比值作为
+e6E!

蛋白的相对表达水平,以同样方法测

定整合素
$

!

在各样本中的表达率及相对表达水平,

$%'

!

统计学方法
!

采用
-S--!!%&

软件进行统计学分析,

+e6E!

蛋白)整合素
$

!

的阳性表达率比较采用
&

" 检验#

+e6E!

蛋白)整合素
$

!

的表达水平及相对浓度比较采用方差分析独

立样本的非参数检验,

/

!

结
!!

果

/%$

!

+e6E!

蛋白在宫颈癌
]B2E

细胞)宫颈
6+9

组织及正常宫

颈上皮组织中的表达$蛋白免疫印迹法&

/%$%$

!

某几个样品的蛋白免疫印迹发光成像图
!

见图
!

,

图
!

!

蛋白免疫印迹荧光发光图

/%$%/

!

不同细胞组织中
+e6E!

蛋白的阳性表达及表达水平

!

"&

例宫颈癌
]B2E

细胞中有
""

例
+e6E!

蛋白为阳性#阳性

表达率为
))X

#

+e6E!

蛋白的平均表达水平为
!%"'=>'%!"<

%

在
"'

例宫颈
6+9

组织中有
!#

例见
+e6E!

蛋白表达#阳性表

达率为
(&X

#

+e6E!

蛋白的平均表达水平为
'%<")>'%!'$

%均

明显高于正常宫颈上皮组织中
+e6E!

蛋白的阳性表达率及表

达水平,

!&

例正常宫颈上皮组织中
#

例见
+e6E!

蛋白表达#

阳性表达率为
"'X

#表达水平为
'%=<!>'%'$"

#两两比较差异

均有统计学意义$

!;##%'$<

#

&

"

;!)%='#

#

"

$

'%'!

&,见表
!

,

表
!

!

综合数据统计分析结果

组织来源
总例数

$

,

&

+e6E!

蛋白

阳性表达*

,

$

X

&+ 表达水平$

:>F

&

宫颈癌
]B2E

细胞
"& ""

$

))

&

!%"'=>'%!"<

宫颈
6+9

组织
"' !#

$

(&

&

'%<")>'%!'$

正常宫颈组织
!& #

$

"'

&

'%=<!>'%'$"

-

(#

-
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/%/

!

细胞组织中整合素
$

!

蛋白的表达

/%/%$

!

某几个样品的蛋白免疫印迹发光成像图
!

见图
"

,

/%/%/

!

不同细胞组织中整合素
$

!

的阳性表达及表达水平
!

在
!&

例正常宫颈组织中
!"

例可见到整合素
$

!

目的蛋白条

带#阳性表达率为
)'X

#表达水平为
'%<&<()>'%!($=(

%

"'

例宫颈
6+9

组织中
!!

例出现整合素
$

!

目的蛋白条带#阳性表

达率为
&&X

#表达水平为
'%=(!')>'%!(#&!

%

"&

例宫颈癌细

胞中
$

例出现整合素
$

!

目的蛋白条带#阳性表达率为
!(X

#表

达水平为
'%&<!((>'%!'&$&

,两两比较差异均存在统计学

意义$

"

$

'%'&

&,详见表
"

,

图
"

!!

蛋白免疫印迹荧光发光图

表
"

!

综合数据统计分析结果

组织来源 总例数
整合素

$

!

蛋白

阳性表达*

,

$

X

&+ 表达水平$

:>F

&

]B2E

细胞
"& $

$

!(

&

'%&<!((>'%!'&$&

宫颈
6+9

组织
"' !!

$

&&

&

'%=(!')>'%!(#&!

正常宫颈组织
!& !"

$

)'

&

'%<&<()>'%!($=(

'

!

讨
!!

论

子宫颈癌是全球妇女中仅次于乳腺癌的第二大恶性肿瘤#

具有恶性肿瘤的共性,由于细胞分化不成熟而具有生长迅速)

浸润破坏组织器官)远处转移)对机体影响严重等生理行为#其

发生和发展亦是一个多因素相互作用的连续)复杂的过程,正

常宫颈上皮在原始鳞
/

柱交接部和生理性鳞
/

柱交接部间形成

移行带区#移行带区未成熟的化生鳞状上皮代谢活跃#在一些

物质$如阴道毛滴虫)单纯疱疹病毒以及人乳头瘤病毒等&的刺

激下#可发生细胞分化不良)排列紊乱)细胞核异常)有丝分裂

增加#形成宫颈
6+9

,宫颈上皮化生过度活跃#伴某些外来致

癌物质刺激#或宫颈
6+9

继续发展#异型细胞突破上皮下基底

膜累及间质#则形成宫颈浸润癌,宫颈癌由于细胞分化不成熟

而使其生长迅速#并能浸润破坏组织器官和发生远处转移)复

发#对机体造成严重危害,大量研究发现#这一过程涉及到细

胞离子通道的改变以及包括整合素
$

!

在内的细胞黏附分子在

肿瘤细胞增殖及肿瘤侵袭转移过程中具有重要的作用,

'%$

!

+e6E!

蛋白在人宫颈癌中的表达研究
!

近年的研究发

现#

+e6E!

蛋白在恶性肿瘤组织和来源于肿瘤的细胞系中呈现

异常的高表达#通过多种途径造成大量的
6E

"h内流#内流的

6E

"h引起细胞有丝分裂异常#导致细胞增殖活跃#促使肿瘤的

发生,

+e6E!

蛋白在乳腺癌)前列腺癌及胰腺癌等恶性肿瘤组

织中呈高表达#而在正常组织或细胞中却不表达或弱表

达*

=

)

</!'

+

,

+e6E!

蛋白与恶性肿瘤的关系研究取得了较为明显

的成果#大量的技术手段广泛运用于其中#这些研究从不同角

度表明
+e6E!

的基因活化)表达增强)通道开放率和电压强度

增加)通道密度增加等可能会导致细胞的增殖和凋亡的失调以

及细胞迁移能力的改变#从而伴随肿瘤细胞的明显增殖*

!!

+

,

本实验着手寻找宫颈癌细胞与宫颈癌前病变组织及正常

宫颈上皮组织三者间
+e6E!

蛋白的差异表达趋势#通过对
+e/

6E!

蛋白表达情况的研究#从分子水平初步探讨
+e6E!

在宫颈

正常上皮向宫颈癌的转化过程中#以及宫颈癌的转移复发过程

中可能起的作用,钙激活性钾离子通道是钾离子通道大家族

中的一个重要组成部分#因其具有调节膜电位和细胞内钙离子

浓度的功能#故此类钾离子通道是细胞活动的重要调节者,本

研究结果显示#宫颈癌
]B2E

细胞中
+e6E!

蛋白的阳性表达

率)表达水平均高于宫颈癌前病变
6+9

组织和正常宫颈上皮

组织中
+e6E!

蛋白的阳性表达率及平均表达水平#而且宫颈

癌癌前病变
6+9

组织和正常宫颈上皮组织相比较#其
+e6E!

蛋白的阳性表达率)表达水平均明显高于正常宫颈上皮组织#

三者间呈明显递减趋势,本研究结果提示#在宫颈癌中#宫颈

上皮细胞从正常细胞转化为肿瘤细胞期间常伴随一系列的基

因改变#这个过程可能影响细胞钾离子通道表达的改变或导致

钾离子通道活性的改变#大量存在于宫颈癌细胞及癌前病变组

织中的
+e6E!

蛋白可能通过破坏细胞内外
6E

"h平衡#激活控

制细胞周期的信号传导通路而促进癌细胞的异常增殖%同时还

可能激活某些原癌基因#造成细胞的异常增殖,

+e6E!

蛋白在

宫颈癌细胞和宫颈癌前病变
6+9

组织中的高表达显示#该离

子通道可能参与了宫颈癌的发生和发展过程,由此可见#

+e/

6E!

在人类宫颈鳞状上皮细胞癌的发生和发展中起着重要作

用#过度表达的
+e6E!

蛋白造成宫颈上皮细胞有丝分裂过程

的失控#可能是宫颈鳞状上皮细胞癌发生的机制之一,

'%/

!

宫颈癌中整合素
$

!

蛋白产物的表达
!

整合素是由一个
'

亚单位和
$

亚单位通过非共价键连接而成的异二聚体跨膜黏

蛋白#其中
$

!

整合素是介导细胞外基质信号的最主要的细胞

表面受体#对维持组织结构的完整性具有重要意义*

!"

+

,众多

研究发现#整合素
$

!

表达缺失与乳腺)膀胱)肾上腺等肿瘤的

发生及侵袭和转移密切相关#恶性肿瘤组织中整合素
$

!

的表

达明显低于正常组织*

!#/!$

+

,近年来整合素
$

!

在妇科领域的研

究越来越多#尤其是在宫颈癌方面的研究,但是在宫颈癌的癌

变过程中$即从宫颈正常上皮
/

宫颈上皮不典型增生
/

宫颈鳞癌

这一发展过程&是如何影响整合素
$

!

表达量的变化#同样整合

素
$

!

表达量在宫颈癌变过程中又是如何改变的#目前该方面

的报道甚少,

本研究主要从整合素
$

!

蛋白表达产物在正常宫颈上皮)

宫颈不典型增生上皮及宫颈癌细胞中的表达着手#从分子水平

进一步探讨整合素
$

!

在宫颈癌发生和发展中所起的作用,本

实验应用一种可靠的少量蛋白的诊断验证法555蛋白免疫印

迹法检测整合素
$

!

蛋白在组织及细胞株中的表达情况发现#

宫颈癌
]B2E

细胞中整合素
$

!

蛋白的阳性表达率和表达水平

均低于宫颈癌前病变
6+9

组织和正常宫颈上皮组织中整合素

$

!

蛋白的阳性表达率和表达水平%而且宫颈癌前病变
6+9

组

织与正常宫颈上皮组织相比较#其整合素
$

!

蛋白的阳性表达

率及表达水平均明显低于正常宫颈上皮组织#三者间呈明显递

增趋势#结果与目前相关报道一致*

!&/!(

+

,表明整合素
$

!

蛋白

的低表达或缺失表达与正常宫颈上皮
)

宫颈
6+9

)

宫颈癌的

过程关系密切,可能与其削弱了干细胞与基底膜的相互作用

及异常细胞信号传导通路#使细胞逃避了正常的分化调控有

关,这可能说明正常宫颈上皮组织中整合素
$

!

蛋白的表达下

降通过使机体对细胞生长)分化的生物学过程的控制作用减

弱#导致正常宫颈上皮细胞分化不良#分化不良的细胞从基底

膜上脱落#进入增殖周期#形成宫颈
6+9

%整合素
$

!

蛋白表达
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的进一步降低或表达缺失#使机体对瘤变细胞生长)分化的生

物学过程的控制作用进一步减弱#瘤变细胞分化明显不良#进

而导致肿瘤的形成,
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+张文颖
%

宫颈上皮癌变过程中细胞分化的研究*

T

+

%

癌症#

"''&

#

"$

$

!'

&!

!!)$/!!<'%

$收稿日期!

"'!'/!'/"'

&

$上接第
#$

页&

受患者的个体差异)机体状态和治疗药物的影响*

#

+

,

68S

半

衰期仅
&

!

=F

#可与炎性反应同步变化#在感染早期血清
68S

水平即迅速升高#升高程度与感染程度呈正相关,本文结果表

明#手足口病感染早期
F?/68S

升高明显#与目前普遍认为手

足口病是病毒直接侵犯组织及病毒感染后激发全身免疫性炎

性反应所致的机制一致*

$

+

,

目前发现手足口病可由多种病原体感染引起#除
RU=!

外#还包括柯萨奇病毒等#以
61P:!(

型和
RU=!

型最常见*

&

+

,

本组病例病原体检测除
!

例外其为
61P:!(

型病毒感染#临床

表现为病情较轻#预后大多良好#无并发症者病程
!

周左右#极

少数严重病例可合并心肌炎)脑炎)脑膜炎)弛张性麻痹等,本

实验采用乳胶增强定量比浊法可测定低于
!0

D

"

3

的
F?/

68S

#且在
'

!

"'0

D

"

3

线性良好,本文数据显示#在抗感染

等综合治疗
"$

!

="F

后
F?/68S

可降至正常或有明显下降#趋

势#提示治疗有效%如
F?/68S

持续不降可能为治疗无效或感

染重#需及时更换抗生素#临床医生应尽可能将
F?/68S

降至

正常后再停药#以降低感染复发率,

F?/68S

在儿科感染疾病

中有重要的诊断价值*

(

+

#但其在急性心肌梗死)创伤)炎性反应

等病理状况时均可升高#是一种敏感而非特异的诊断指标*

=

+

,

建议结合临床区别对待#并采用联合检测较好,同时#本文结

果与一般认为
68S

在病毒感染时不会升高的观点不太一致#

原因之一可能是
F?/68S

敏感性的提高使病毒感染患儿与健

康儿童的结果比较有了显著性差异#因此有了诊断价值,其他

原因有待进一步探讨,
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