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  【摘要】 目的 研究硫氧还蛋白(Trx1)在宫颈癌中的表达水平及其作用机制。
 

方法 在3对宫颈癌和癌旁组织

中,采用蛋白质免疫印迹法(Western
 

Blot)检测Trx1蛋白的表达水平;同时在3对宫颈癌和癌旁组织中,通过逆转录-
聚合酶链式反应(RT-PCR)检测与宫颈癌密切相关的SND1分子的表达水平;用免疫组织化学(IHC)检测宫颈癌组织

中Trx1蛋白的表达水平以及亚细胞定位;用免疫荧光(IF)实验检测蛋白Trx1和 HLA-DR在宫颈癌细胞中的表达水

平以及通过不同的荧光标记后分析两种蛋白的荧光共定位情况。
 

结果 Trx1蛋白在宫颈癌组织中显著高表达;SND1
分子在宫颈癌组织中显著高表达;免疫组化显示Trx1在主要定位于宫颈癌细胞的细胞质中并且表达显著增加;细胞内

绿色荧光标记的Trx1和红色荧光标记的 HLA-DR在荧光显微镜下存在共定位现象(均P<0.05)。结论 Trx1蛋白

在宫颈癌组织中显著高表达,并且与 HLA-DR共定位于细胞质中。
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  【Abstract】 Objective To
 

research
 

the
 

expression
 

of
 

thioredoxin-1
 

(Trx1)
 

and
 

its
 

role
 

in
 

cervical
 

cancer.
Methods Western

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Trx1
 

in
 

3
 

pairs
 

of
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues.
 

Reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

staphylococcal
 

nuclease
 

and
 

tudor
 

domain
 

containing
 

1(SND1)
 

which
 

was
 

closely
 

related
 

to
 

cervical
 

cancer
 

in
 

3
 

pairs
 

of
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues.
 

The
 

levels
 

and
 

subcellular
 

localization
 

of
 

Trx1were
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining
 

(IHC)
 

in
 

cervical
 

cancer.
 

Fluorescence
 

microscope
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

expression
 

and
 

co-location
 

between
 

Trx1
 

and
 

HLA-DR
 

in
 

cervical
 

cancer
 

cells.
 

Results The
 

protein
 

levels
 

of
 

Trx1
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues.
 

The
 

mR-
NAs

 

levels
 

of
 

SND1
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues.
 

The
 

IHC
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

Trx1
 

was
 

higher
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

and
 

localized
 

in
 

cytoplasm.
 

We
 

found
 

that
 

Trx1
 

was
 

co-localized
 

with
 

HLA-
DR

 

in
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

(P<0.05).
 

Conclusion Trx1
 

is
 

significantly
 

increased
 

in
 

cervical
 

cancer
 

and
 

co-localizes
 

with
 

HLA-DR
 

in
 

cytoplasm.
 

【Key
 

words】 Thioredoxin-1;HLA-DR;Cervical
 

cancer;hrHPV

  在世界范围内,宫颈癌是公认的导致女性死亡的

主要因素之一;每年大约有53000新增病例及27500
死亡病例[1-3]。与宫颈癌发生发展密切相关的主要危

险因素有:人类高危乳头瘤病毒(high-risk
 

human
 

papilloma
 

virus,hrHPV)感染、年龄、吸烟、分娩以及

饮食[1,3-7]。宫颈癌的进展过程主要包括以下几个阶

段:正常的宫颈上皮,宫颈低级别上皮内瘤变,宫颈高

级别上皮内瘤变,在此过程中,hrHPV的感染为主要

的致病因素。宫颈上皮感染hrHPV后,宿主细胞的

基因发生改变,最终导致多种抑癌因子被沉默以及多

种癌基因被激活,从而引起一系列的功能异常改变。

Trx1在肿瘤的病理生理改变中起到重要作用,并且

在多种肿瘤中检测到Trx1的异常表达[8]。已有研究

发现Trx1参与了各种重要的细胞功能,并且在多种人
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类肿瘤中表达上调,参与了肿瘤进展过程和耐药现

象[9]。已知Trx1主要是通过与其下游的过氧化物酶

相互作用而发挥其抗氧化的功能[10]。本研究将在目前

研究的基础上进一步验证Trx1在宫颈癌中的表达情

况,探讨Trx1发挥作用的分子学机制,为抑制宫颈癌

的发生发展寻找新的方法和药物奠定基础。
1 材料与方法

1.1 材料和试剂 鼠抗人GAPDH抗体(Santa
 

Cruz
公司);DAPI(Sigma公司);兔抗人 Trx1,HLA-DR
(Bioworld公司);荧光二抗(Santa

 

Cruz公司);0.
01M柠檬酸钠缓冲液颗粒、苏木素染液(重庆鼎国生

物技术有限公司);S-P免疫组化试剂盒、DAB染色试

剂盒(北京中杉金桥公司);
 

PrimeSTAR
 

HS
 

DNA
 

Polymerase(Takara公司)。
1.2 方法

1.2.1 组织标本收集:宜宾市第一人民医院病理科

标本库中提取3对宫颈癌及癌旁组织标本。
1.2.2 组织蛋白检测:称取相同重量的宫颈癌组织,
放入EP管中备用。加入预冷的含PMSF的RIPA裂

解液,用匀浆器使组织完全裂解后,14000×g,4℃离心

取上清,-80℃保存。取上清液加入loading
 

buffer,进
行SDS-PAGE以及 Western

 

blot检测蛋白表达。
1.2.3 基因表达检测:根据GenBank

 

提供的SND1
 

cDNA
 

序列(NM_014390.4)用Primer
 

5.0设计合成

引物。上游5'-AACAAGAAACTGCGTCCCCT-3';
下游5'-GATGTGCAGCCAGCCGATAA-3'。GAP-
DH 引 物 序 列:上 游5,-ACAGTCAGCCGCATCT-
TCTT-3';下 游 5'-GTCAAAGGTGGAGGAGT-
GGG-3'。从宫颈癌中提取人的 mRNA,以其为模板

反转录合成cDNA后,进行PCR扩增各组SND1基

因。并用琼脂糖凝胶电泳检测表达情况。
1.2.4 免疫组织化学检测蛋白定位和表达:人宫颈

癌组织和癌旁组织固定并制成蜡块后,对组织进行切

片、脱蜡、梯度乙醇水化、通透、抗原修复、一抗 Trx1
于4℃孵育过夜、显色,最后复染和封片。于光学显微

镜下观察结果并拍照。
1.2.5 免疫荧光检测蛋白定位和表达:人宫颈癌组

织和癌旁组织在冰冻切片机上切片后,对组织进行通

透、封闭、一抗Trx1和 HLA-DR于4℃孵育过夜、第
二天加入稀释的荧光二抗,甘油封片后,荧光显微镜

下观察结果并拍照。
1.3 统计学分析 采用SPSS

 

19.0软件进行统计学

分析,实验数据以(􀭺x±s)表示,配对组间比较采用t
检验、多组间比较采用方差分析。
2 结果

2.1 Trx1蛋白在宫颈癌和癌旁组织中的表达情况

 Trx1在宫颈癌组织中高表达,在癌旁组织中表达

相对较低,差异具有统计学意义(P<0.05),见图1。

图1 Trx1蛋白在宫颈癌组织和癌旁组织中的表达

Figure
 

1 The
 

expression
 

of
 

Trx1
 

in
 

cervical
 

cancer
 

and
 

adjacent
 

tissues

2.2 RT-PCR结果 SND1在宫颈癌组织中表达显

著高于癌旁组织,见图2。

图2 SND1基因的RT-PCR检测结果

Figure
 

2 Identification
 

of
 

gene
 

expression
 

of
 

SND1
 

by
 

RT-PCR

2.3 免疫组织化学实验结果 与对照组相比,Trx1
蛋白在宫颈癌组织中表达明显高于癌旁组织,并且主

要定位于细胞质中,见图3。

A B C D

图3 免疫组织化学实验鉴定Trx1在宫颈癌和癌旁组织中的表达

Figure
 

3 Verification
 

of
 

Trx1
 

in
 

cervical
 

cancer
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

by
 

IHC
注:A.癌旁组织(40×);B.癌旁组织(200×);C.宫颈癌组织(40×);D.宫颈癌组织(200×)

2.4 免疫荧光实验结果 Trx1和HLA-DR均表达在胞 浆中,且Trx1和HLA-DR
 

表达有共定位现象,见图4。
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图4 免疫荧光观察Trx1与HLA-DR的共定位

Figure
 

4 Co-localization
 

of
 

Trx1
 

and
 

HLA-DR
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

by
 

IF
注:A.DAPI在宫颈癌组织中;B.Trx1在宫颈癌组织中;C.HLA-DR在宫颈癌组织中;D.宫颈癌组织中Trx1和 HLA-DR共定位现象(200×)

3 讨论

目前为止,宫颈癌中已发现了多种分子层面改

变。最近的研究证明多种致癌因子能够促进宫颈癌

的进展过程,其中包括 HMAG1、KLF5、miR-146b-3p
以及多种长链非编码 RNAs[11-14]。另一方面,miR-
27a,miR-328等被证实具有抑制宫颈癌的作用[15,16]。
同时,通过高通量的基因测序,发现了在宫颈癌中多

种基因突变,如FAT1,MLL3和FADD 等[16]。以上

这些研究都提示了在宫颈癌的发生发展过程中存在

多种机制及信号通路,然而Trx1与宫颈癌的关系的

研究并不充分。

Trx1是一种12
 

kDa的具有氧化还原活性的二

硫酚蛋白质;它位于半胱氨酸-甘氨酸-脯氨酸-半胱氨

酸的活性区域,并且在人体内广泛存在[17]。多种应激

因素可以诱导产生这种防御蛋白;Trx1具有抗氧化、
抗凋亡和抗炎等作用[18]。已有研究证明 Trx1与多

种肿瘤的发生发展有关[8]。本实验通过检测人宫颈

癌和癌旁组织中Trx1蛋白的表达,证明了Trx1在宫

颈癌组织中显著高表达(图1),这与它在其他肿瘤中

的表达一致[8],同时也提示Trx1很可能促进宫颈癌

的发生发展过程。目前普遍认为SND1也能促进多

种人类肿瘤的进展[19]。本研究检测了宫颈癌和癌旁

组织中SND1
 

mRNA的表达情况,发现其在宫颈癌

组织中表达高于癌旁组织,推测SND1也能促进宫颈

癌的进展,并且与Trx1在宫颈癌中的表达趋势很可

能是一致。
基因多态性与多种肿瘤的发生发展有关[20]。最

近的研究发现人白细胞抗原的多态性突变与宫颈癌

的进展有关[20]。通过对多个非洲国家(南非、津巴布

韦、摩洛哥、苏丹、突尼斯、塞内加尔)的研究,确定了

TGFBT10C、TGFBc509T、HLADRB1、CCR2V6L、
IL-10-1082G/A 和FasR-1377G 的基因多态性与宫

颈癌的危险因素相关[21]。本研究中检测了宫颈癌组

织中Trx1与HLA-DR表达以及定位,发现二者均在

宫颈癌细胞中表达,且主要定位于细胞质中;通过不

同的荧光标记两种蛋白质,还确定了这两种蛋白质在

宫颈癌细胞中存在共定位现象。这一发现提示了

Trx1和HLA-DR很可能存在相互作用。结合已有

报道[21],我们推测 Trx1与 HLA-DR之间可能存在

相互作用,并且对宫颈癌的发生发展起到促进作用。

4 结论

本研究证实了Trx1在宫颈癌中显著高表达,且
与 HLA-DR可能存在相互作用,但是两者之间发生

相互作用的机制以及如何影响宫颈癌的发生发展仍

不够清楚。后期将继续探讨它们之间的相互作用是

通过哪些信号通路或者中间分子实现的,以及对宫颈

癌的增殖转移等生物学特征产生怎样的促进作用,以
便为宫颈癌的预后判断以及早期诊断提供新的思路

和方法。
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