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ＲＮＡ传感器ＩＦＩＨ１对ＨＰＶ阳性的宫颈癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响

喻　琳，罗　莹，吴　迪，洪世垣　　４０００１６重庆，重庆医科大学生命科学研究院

　　［摘要］　目的　探讨ＲＮＡ传感器干扰素诱导的解旋酶Ｃ结构域蛋白１（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｅｄｈｅｌｉｃａｓｅ
Ｃｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ１，ＩＦＩＨ１）对人乳头瘤病毒１８型（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ１８，ＨＰＶ１８）阳性的人宫颈癌细胞
ＨｅＬａ增殖、迁移和侵袭的影响。方法　利用 ＧＥＰＩＡ数据库分析 ＩＦＩＨ１在正常宫颈组织和宫颈癌组织
中的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＦＩＨ１在Ｃ３３Ａ和ＨｅＬａ细胞中的表达。将ＨＰＶ１８基因组转染到正常上皮
细胞ＨａＣａＴ中，并利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时定量ＰＣＲ检测 ＩＦＩＨ１的表达水平。利用实时无标记动态细
胞分析技术和ＣＣＫ８法检测细胞的增殖能力。划痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验和侵袭实验分别检测
细胞的迁移能力和侵袭能力。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光实验检测ＳＴＡＴ３和磷酸化ＳＴＡＴ３的蛋白表达和
定位。结果　ＧＥＰＩＡ数据库分析显示 ＩＦＩＨ１在宫颈癌组织中的表达量明显高于正常宫颈组织（Ｐ＜
０．０５）；相比于Ｃ３３Ａ细胞，ＨｅＬａ细胞中 ＩＦＩＨ１的表达水平明显增加（Ｐ＜０．０１）；与正常 ＨａＣａＴ细胞相
比，转染ＨＰＶ１８的ＨａＣａＴ细胞中ＩＦＩＨ１的表达增加（Ｐ＜０．０１）；与阴性对照相比，敲低 ＩＦＩＨ１明显抑制
ＨｅＬａ细胞的增殖、迁移和侵袭能力，而过表达ＩＦＩＨ１则促进Ｃ３３Ａ细胞的增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜０．０１）；
敲低ＩＦＩＨ１后，磷酸化ＳＴＡＴ３蛋白的表达减少（Ｐ＜０．０１）。结论　ＩＦＩＨＩ在被ＨＰＶ感染的宫颈癌细胞中
表达增加，这将促进细胞的增殖、迁移和侵袭能力，可能与激活ＳＴＡＴ３有关。
　　［关键词］　 宫颈癌；ＩＦＩＨ１；增殖；迁移；侵袭
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　　宫颈癌在全世界女性肿瘤发病率和死亡率中都位
居第四［１］。ＧＬＯＢＯＣＡＮ数据显示，２０１８年全球新增
宫颈癌确诊病例５７００００例，并有３１１０００名女性死于
宫颈癌［１］。持续感染高危型人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎ
ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）是导致宫颈癌发生的最大危险因
素［２－３］，但 ＨＰＶ导致宫颈癌发生的机制尚不完全清
楚。目前预防性疫苗可通过阻断高危型 ＨＰＶ的初始
感染来预防ＨＰＶ相关癌症的发展，但疫苗本身没有治
疗效果。因此探索宫颈癌的发病机制对其诊断、治疗

和开发新的治疗药物具有重要意义。

　　越来越多的研究表明，ＨＰＶ可通过不同机制逃逸
免疫监视，从而导致宫颈癌发生［４－５］。先天免疫反应是

抵御病毒感染的第一道防线，其激活依赖于识别病原体

相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＰＡＭＰｓ）的细胞模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）［６］。病毒核酸传感器干扰素诱导的解
旋酶 Ｃ结构域蛋白 １（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｅｄｈｅｌｉｃａｓｅＣ
ｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ１，ＩＦＩＨ１）是一个重要的细胞模式识别受
体，在许多病毒的感染和复制、以及自身免疫性疾病和

癌症的发生发展中都发挥着重要作用［７－９］。ＩＦＩＨ１是
ＲＮＡ传感器，它可以识别并结合病毒 ＲＮＡ，从而抑制
ＲＮＡ病毒的感染和复制。最近研究表明，ＲＮＡ传感器
也可以抑制 ＤＮＡ病毒复制，如豆苗病毒、单纯疱疹病
毒、乙型肝炎病毒等［１０－１３］。此外，研究表明，ＩＦＩＨ１在癌
症治疗中起着至关重要的作用，如乳腺癌、前列腺癌、结

直肠癌等［１４－１６］。目前，ＩＦＩＨ１在ＤＮＡ病毒ＨＰＶ感染导
致的宫颈癌中的作用尚不清楚。因此，本研究拟在人宫

颈癌细胞ＨｅＬａ中探讨ＩＦＩＨ１对ＨｅＬａ细胞增殖、迁移和
侵袭的影响及其作用机制，并在正常上皮细胞 ＨａＣａＴ
中探讨ＨＰＶ对ＩＦＩＨ１表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞 Ｃ３３Ａ、ＨＰＶ阳性宫颈癌细
胞ＨｅＬａ和正常上皮细胞ＨａＣａＴ均购于武汉Ｐｒｏｃｅｌｌ公
司；ＤＭＥＭ高糖和ＭＥＭ培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）购于以色列 Ｂｉｏｉｎｄ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂

购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司；ＰＥＩ转染试剂购于美国
Ｐｌｏｙｓｃｉｅｎｃｅ公司；Ｇ４１８试剂购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；无
内毒素小提中量质粒提取试剂盒购于北京天根公司；

高敏型ＥＣＬ化学发光检测试剂盒、反转录及实时荧光
定量ＰＣＲ相关试剂均购于南京 Ｖａｚｙｍｅ公司；蛋白质
提取试剂高效ＲＩＰＡ裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂
盒和ＤＡＰＩ均购于北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关试剂盒及免疫染色封
闭液购于上海碧云天公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室和基质胶购
于美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＨＰＲ标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ，ＨＲＰ
标记的山羊抗兔 ＩｇＧ和兔抗人ＩＦＩＨ１抗体均购于美国
ＣＳＴ公司；鼠抗人ＧＡＰＤＨ抗体和兔抗人ＳＴＡＴ３抗体购
于美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；兔抗人 ｐＳＴＡＴ３抗体购于美
国Ａｂｃｌｏｎｅ公司；兔抗人ＦＬＡＧ抗体购于美国Ｓｉｇｍａ公
司；荧光二抗购于美国Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司；Ｔ４连接酶、美国
ＢａｍＨⅠ酶和 ＥｃｏＲⅠ酶均购于美国 Ｂｉｏｌａｂｓ公司。
ｓｈＲＮＡ相关序列及实时荧光定量 ＰＣＲ相关引物购于
上海生物工程股份有限公司；带 ＦＬＡＧ标签的 ＩＦＩＨ１
过表达质粒以及阴性对照质粒购于上海吉凯基因化学

技术有限公司。ＨＰＶ１８基因组，ｐｓｉＬＶＲＵ６ＧＰ、ｐＭＤ２．Ｇ、
ｐＳＰＡＸ２、ＰＳＶ２ｎｅｏ质粒由本实验室保存。
１．２　细胞培养
　　Ｃ３３Ａ细胞、ＨｅＬａ细胞和 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞用含
１００ｍＬ／ＬＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ培养基培养，ＨａＣａＴ细
胞用含１００ｍＬ／ＬＦＢＳ的ＭＥＭ培养基培养，并静置于
含３７℃和５０ｍＬ／ＬＣＯ２的培养箱中。使用含０．２５％
的ＥＤＴＡ胰蛋白酶对细胞消化传代。细胞处于对数生
长期时进行实验。

１．３　构建ＩＦＩＨ１敲低的质粒
　　使用慢病毒载体 ｐｓｉＬＶＲＵ６ＧＰ连接 ｓｈＲＮＡ靶向
序列，构建能敲低ＩＦＩＨ１的质粒（ｓｈＩＦＩＨ１）。对照质粒
（ｓｈＮＣ）为载体连接一段无意序列。将合成的 ｓｈＲＮＡ
靶向序列正义和反义寡核苷酸链退火，序列见表 １。
按照试剂说明书操作，将 ｐｓｉＬＶＲＵ６ＧＰ载体使用
ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ进行双酶切。利用 Ｔ４连接酶连接
退火后的寡核苷酸链和酶切后的载体。将连接产物转

化入大肠杆菌ｓｔａｂｌｅ３，并按照质粒提取试剂盒说明书
提取质粒。
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表１　ｓｈＲＮＡ靶向序列
名称 序列（５′→３′）

ｓｈＮＣ
上游 ＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ
下游 ＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣ

ｓｈＩＦＩＨ１＃１
上游 ＧＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＣＣＡＴＴＴＡＡＡ
下游 ＴＴＴＡＡＡＴＧＧＡＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣ

ｓｈＩＦＩＨ１＃２
上游 ＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＴＧＡＴＧＣＡＴＴＴ
下游 ＡＡＡＴＧＣＡＴＣＡＡＧＡＴＴＧＧＣＡＣ

１．４　细胞转染
　　ＩＦＩＨ１转染Ｃ３３Ａ细胞：取对数生长期的 Ｃ３３Ａ细
胞（１×１０６／皿）于６ｃｍ培养皿中，２０ｈ后细胞融合度
达到７０％～８０％时，以ＰＥＩ∶质粒＝３∶１的比例将带Ｆｌａｇ
标签的ＩＦＩＨ１过表达质粒与对应的阴性对照质粒分别
转染 Ｃ３３Ａ细胞。实验分为 ２组：①阴性对照组
（ＮＣ）；②ＩＦＩＨ１过表达组（Ｏ／ＥＩＦＩＨ１）。转染 ６～８ｈ
后，将培养基更换为含 １００ｍＬ／ＬＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ
培养基，在培养箱中培养４８ｈ后收集细胞进行后续实
验。ＨＰＶ１８基因组转染ＨａＣａＴ细胞：取对数生长期的
ＨａＣａＴ细胞（３×１０６／皿）于 ６ｃｍ培养皿中，２０ｈ后细
胞融合度达到６０％～７０％时，以 ＰＥＩ∶ＨＰＶ１８∶ｐｓｖ２ｎｅｏ
质粒＝６∶１∶１的比例将ＨＰＶ１８基因组转染进ＨａＣａＴ细
胞，转染６～８ｈ后换液，４８ｈ后用Ｇ４１８溶液（８００μｇ／ｍＬ）
筛选转染成功的细胞。每２天换１次液并加药筛选细
胞，待添加 Ｇ４１８溶液培养皿中无细胞死亡，且细胞处
于对数生长期时用于后续实验。

１．５　慢病毒包装与感染
　　取对数生长期的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞（１×１０６／皿）于
６ｃｍ培养皿中，２０ｈ后细胞融合度达到６０％～７０％时，
按照试剂说明书操作，利用 ＰＥＩ转染试剂将 １μｇ
ｐＭＤ２．Ｇ质粒，３μｇｐＳＰＡＸ２质粒，４μｇｓｈＩＦＩＨ１＃１质
粒、ｓｈＩＦＩＨ１＃２质粒或对照质粒共转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。
转染６～８ｈ后换液，４８ｈ后收集上清，并用 ０．２２μｍ
滤器过滤，所得的上清即为病毒原液，于－８０℃保存。
取对数生长期的 ＨｅＬａ细胞（１×１０６／皿）于 ６ｃｍ培养
皿中，２０ｈ后细胞融合度达到 ６０％～７０％时，以培养
基∶病毒原液＝１∶１的比例感染 ＨｅＬａ细胞，培养 ４８ｈ
后换液，并用ｐｕｒｏ溶液（１μｇ／ｍＬ）筛选感染成功的细
胞。待添加ｐｕｒｏ溶液培养皿中无细胞死亡，且细胞处
于对数生长期时用于后续实验。实验分为２组：①阴
性对照组（ｓｈＮＣ）；②实验组（ｓｈＩＦＩＨ１＃１，＃２）。
１．６　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
　　利用ＴＲＩｚｏｌ试剂法提取细胞中的总ＲＮＡ，取１μｇ
ＲＮＡ，利用反转录试剂盒得到相应的 ｃＤＮＡ。利用
ｑＲＴＰＣＲ检 测 ＨＰＶ１８Ｅ６／Ｅ７、ＩＦＩＨ１、ＧＡＰＤＨ 的
ｍＲＮＡ表达水平，引物序列见表 ２。ｑＲＴＰＣＲ的反应
条件：９５℃ １ｍｉｎ（预变性），９５℃ １０ｓ（变性），６０℃
退火，延伸，共４０个循环。

表２　 引物序列

基因名称 序列（５′→３′）

ＨＰＶ１８Ｅ６／Ｅ７
上游 ＡＴＧＣＡＴＧＧＡＣＣＴＡＡＧＧＣＡＡＣ
下游 ＡＧＧＴＣＧＴＣＴＧＣＴＧＡＧＣＴＴＴＣ

ＩＦＩＨ１
上游 ＡＣＣＡＡＡＴＡＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴＧＣ
下游 ＧＣＧＡＴＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＡＧ

ＧＡＰＤＨ
上游 ＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＣＧＴ
下游 ＧＣＣＣＣＡＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧ

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　收集细胞沉淀，使用高效 ＲＩＰＡ裂解液提取细胞
总蛋白，并利用ＢＣＡ法测定蛋白总浓度。取２０μｇ蛋
白上样，在８０Ｖ３０ｍｉｎ，１２０Ｖ６０ｍｉｎ的条件下经８％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，３５０ｍＡ恒流将分离后的蛋白湿转至
ＰＶＤＦ膜上。使用５％的脱脂奶粉室温摇床封闭１ｈ，分
别加入兔抗人ＩＦＩＨ１抗体（１∶１０００）、兔抗人 ｐＳＴＡＴ３
抗体（１∶１０００）、兔抗人ＳＴＡＴ３抗体（１∶１０００）、兔抗人
ＦＬＡＧ抗体（１∶１０００）、鼠抗人ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００００），
４℃摇床孵育１２～１６ｈ；ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×５次后，加入
ＨＲＰ标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ（１∶１００００）和ＨＲＰ标记的山
羊抗兔ＩｇＧ（１∶１００００），室温摇床１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×
５次，利用高敏型ＥＣＬ化学发光检测试剂盒发光显色。
１．８　实时无标记动态细胞分析技术（ＲＴＣＡ）
　　将细胞接种于ＲＴＣＡ的增殖板中（ＨｅＬａ细胞每孔
接种４０００个细胞，Ｃ３３Ａ细胞每孔接种 ２００００个细
胞），设置３个复孔。将增殖板置于３７℃，５０ｍＬ／Ｌ的
ＣＯ２培养箱中，利用ＲＴＣＡＳｏｆｔｗａｒｅＬｉｔｅ实时检测细胞
的增殖情况。

１．９　ＣＣＫ８法
　　将细胞接种于９６孔板中（ＨｅＬａ细胞每孔细胞数
目为２０００个，Ｃ３３Ａ细胞每孔接种１００００个细胞），并
设置５个复孔。分别在０、２４、４８、７２、９６ｈ时每孔加１０μＬ
ＣＣＫ８试剂，混匀后将培养板放在培养箱内孵育，１ｈ后
在酶标仪４５０ｎｍ处测定光密度值，并绘制生长曲线。
１．１０　划痕愈合实验
　　将Ｈｅｌａ细胞和Ｃ３３Ａ细胞按５×１０５／孔接种于６孔
板中培养，待细胞长满６孔板时，用１０μＬ无菌枪头在
每孔细胞中间垂直划线，用ＰＢＳ洗２次，随后加入３ｍＬ
无血清的ＤＭＥＭ培养基，并在显微镜下观察划痕和拍照，
记作０ｈ。将拍照后的６孔板继续放在培养箱中培养，分
别在２４ｈ和４８ｈ取出，并在相同位置拍照。利用ＩｍａｇｅＪ
软件计算划痕面积。细胞迁移率按以下公式计算：

　　细胞迁移率＝［０ｈ划痕面积－２４ｈ（４８ｈ）划痕面
积］／０ｈ划痕面积×１００％
１．１１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验
　　迁移实验是将细胞用无血清的 ＤＭＥＭ培养基重
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悬，混匀后取１００μＬ细胞悬液（ＨｅＬａ细胞４×１０４／孔，
Ｃ３３Ａ细胞 １×１０６／孔）到小室中，下室中添加含 ２０％
ＦＢＳ的培养基，在培养箱中培养２４ｈ或４８ｈ，取出；用
棉签擦去未穿孔的细胞，４％的多聚甲醛室温固定
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，结晶紫染色 ２０ｍｉｎ，流水冲洗染
料，晾干，显微镜观察并拍照。侵袭实验需提前取

１００μＬ基质胶于上室中，３７℃培养箱中孵育 ２ｈ，其
余实验步骤与迁移实验一致。

１．１２　免疫荧光
　　将细胞重悬至１×１０５／ｍＬ，取５００μＬ细胞接种于
２４孔板爬片内，常规培养２４ｈ后，弃去培养基，ＰＢＳ洗
１次，取３００μＬ ４％多聚甲醛固定细胞１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
３次，取３００μＬ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透细胞１５ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗３次，取 ３００μＬ免疫染色封闭液室温摇床封
闭细胞 １ｈ；分别加入 ２００μＬ兔抗人 ＳＴＡＴ３抗体
（１∶２００）和兔抗人ｐＳＴＡＴ３抗体（１∶１００）４℃摇床１２～
１６ｈ；ＰＢＳ洗３次，加入２００μＬ荧光二抗（１∶５００），室温避
光摇床１ｈ；ＰＢＳ洗３次，取２００μＬＤＡＰＩ（１∶１０）染核
３０ｍｉｎ；将爬片取出封片至载玻片上，晾干后拍照。
１．１３　统计学分析
　　实验数据采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行统计学
分析，每组实验均重复３次。采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验比较
两组间数据。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＦＩＨ１在人宫颈癌组织和 ＨＰＶ阳性的宫颈癌细
胞中高表达

　　为观察ＩＦＩＨ１在宫颈癌组织中的表达，利用基因
表达谱交互分析数据库（ＧＥＰＩＡ，ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ

ｐｋｕ．ｃｎ／）内收集的３０６例人宫颈癌组织和１３例正常
人宫颈组织的分析得知，ＩＦＩＨ１在肿瘤组织中的表达
明显高于正常宫颈组织（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。在 ＨＰＶ１８
阳性的宫颈癌细胞中验证 ＩＦＩＨ１的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验结果显示，相比于对照组Ｃ３３Ａ细胞，ＨＰＶ１８阳性
的ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１的蛋白表达水平明显增加（Ｐ＜
０．０１，图１Ｂ、Ｃ）。提示ＨＰＶ阳性宫颈癌的发生可能与
ＩＦＩＨ１的高表达有关。
２．２　转染 ＨＰＶ１８基因组促进正常上皮细胞 ＨａＣａＴ

中ＩＦＩＨ１的表达
　　本研究选择在人角质形成细胞ＨａＣａＴ中探究ＨＰＶ
是否通过ＩＦＩＨ１促进宫颈癌的发生。将ＨＰＶ１８基因组
转染ＨａＣａＴ细胞，并通过ｑＲＴＰＣＲ检测转染效率。实
验结果显示转染 ＨＰＶ１８基因组的 ＨａＣａＴ细胞中
ＨＰＶ１８Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ水平明显增高（Ｐ＜０．０１，图２Ａ），
表明ＨａＣａＴ细胞中 ＨＰＶ１８基因组成功转染。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与正常 ＨａＣａＴ细胞相
比，转染ＨＰＶ１８基因组的ＨａＣａＴ细胞，ＩＦＩＨ１的蛋白水
平和ｍＲＮＡ水平明显增加（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ～Ｄ）。结果
提示，ＨＰＶ上调ＩＦＩＨ１可能是其诱导宫颈癌发生的机制
之一。

２．３　ＩＦＩＨ１在人宫颈癌ＨｅＬａ细胞中成功敲低
　　为研究 ＩＦＩＨ１在宫颈癌细胞中的作用，利用
ｓｈＲＮＡ构建敲低 ＩＦＩＨ１的宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示，与对照组相
比，ＨｅＬａｓｈＩＦＩＨ１＃１和 ＨｅＬａｓｈＩＦＩＨ１＃２细胞中 ＩＦＩＨ１
的蛋白水平和ｍＲＮＡ水平均明显降低（Ｐ＜０．０１，图３）。
以上实验结果表明ＩＦＩＨ１在ＨｅＬａ细胞中成功敲低。
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Ａ：ＧＥＰＩＡ数据库分析ＩＦＩＨ１在宫颈癌组织和正常宫颈组织中的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１的蛋白表
达水平；Ｃ：ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１蛋白水平的半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常宫颈组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ３３Ａ比较

图１　宫颈癌组织和ＨＰＶ阳性的宫颈癌细胞中ＩＦＩＨ１表达增加
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Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＨａＣａＴ细胞中 ＨＰＶ１８转染效率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨａＣａＴ细胞中 ＩＦＩＨ１蛋白表达水平；
Ｃ：ＨａＣａＴ细胞中ＩＦＩＨ１蛋白水平的半定量分析；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＨａＣａＴ细胞中ＩＦＩＨ１ｍＲＮＡ水平　ａ：Ｐ＜０．０１，
与ＮＣ组比较

图２　ＨＰＶ１８促进ＨａＣａＴ细胞ＩＦＩＨ１的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１的蛋白表达水平；Ｂ：ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１蛋白水平的半定量分析；Ｃ：ｑＲＴ
ＰＣＲ检测ＨｅＬａ细胞中ＩＦＩＨ１的ｍＲＮＡ表达水平　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较

图３　ＩＦＩＨ１在ＨｅＬａ细胞中成功敲低

２．４　敲低ＩＦＩＨ１抑制人宫颈癌细胞ＨｅＬａ的增殖
　　为探究ＩＦＩＨ１对宫颈癌细胞增殖的影响，使用ＲＴＣＡ
实验和ＣＣＫ８法检测ＩＦＩＨ１敲低后对ＨｅＬａ细胞增殖的
影响。结果显示，相比于对照组，敲低ＩＦＩＨ１的ＨｅＬａ细
胞在４８、７２、９６ｈ的增殖能力明显减弱（Ｐ＜０．０５，图４）。
结果表明，敲低ＩＦＩＨ１后抑制宫颈癌细胞的增殖能力。
２．５　敲低ＩＦＩＨ１抑制人宫颈癌细胞ＨｅＬａ的迁移和侵袭
　　为探究ＩＦＩＨ１对宫颈癌细胞迁移和侵袭的影响，
利用划痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验分别检

测敲低ＩＦＩＨ１后对ＨｅＬａ细胞横向迁移、纵向迁移和侵
袭能力的影响。划痕愈合实验结果显示，与对照组相

比，敲低ＩＦＩＨ１的ＨｅＬａ细胞在２４ｈ和４８ｈ的划痕愈合
率明显降低（Ｐ＜０．０１，图５Ａ、Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结
果显示，相比于对照组，敲低ＩＦＩＨ１的ＨｅＬａ细胞穿透小
室膜的细胞数目明显减少（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｃ、Ｄ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，敲低 ＩＦＩＨ１后，穿膜的
ＨｅＬａ细胞明显少于对照组（Ｐ＜０．０１，图５Ｅ、Ｆ）。结果表
明，敲低ＩＦＩＨ１后可抑制宫颈癌细胞迁移和侵袭能力。
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ＡＲＴＣＡ检测ＨｅＬａ细胞的增殖能力；Ｂ：ＣＣＫ８法检测ＨｅＬａ细胞的增殖能力　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较

图４　敲低ＩＦＩＨ１抑制ＨｅＬａ细胞增殖
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Ａ：划痕愈合实验检测ＨｅＬａ细胞横向迁移能力（×１００）；Ｂ：ＨｅＬａ细胞划痕愈合率的半定量分析；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实
验检测ＨｅＬａ细胞的迁移能力（结晶紫染色×１００）；Ｄ：ＨｅＬａ细胞迁移细胞数的半定量分析；Ｅ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检
测ＨｅＬａ细胞的侵袭能力（结晶紫染色×１００）；Ｆ：ＨｅＬａ细胞侵袭细胞数的半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较

图５　敲低ＩＦＩＨ１抑制ＨｅＬａ细胞迁移和侵袭

２．６　过表达ＩＦＩＨ１促进Ｃ３３Ａ细胞增殖
　　为探究ＩＦＩＨ１对Ｃ３３Ａ细胞增殖的影响，利用ＰＥＩ
将带ＦＬＡＧ标签的ＩＦＩＨ１过表达质粒与阴性对照质粒
转染 Ｃ３３Ａ细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，ＩＦＩＨ１
在Ｃ３３Ａ细胞中过表达成功（图６Ａ）。ＲＴＣＡ实验结果
显示，与对照组相比，过表达 ＩＦＩＨ１促进 Ｃ３３Ａ细胞的
增殖（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ、Ｃ）。ＣＣＫ８实验结果显示，相比
于对照组，过表达 ＩＦＩＨ１的 Ｃ３３Ａ细胞在 ４８、７２、９６ｈ
的增殖能力增强（Ｐ＜０．０１，图６Ｄ）。结果表明过表达
ＩＦＩＨ１可以促进Ｃ３３Ａ细胞的增殖。

２．７　过表达ＩＦＩＨ１促进Ｃ３３Ａ细胞迁移和侵袭
　　划痕愈合实验结果显示，与对照组相比，过表达
ＩＦＩＨ１的Ｃ３３Ａ细胞在４８ｈ划痕愈合率明显增加（Ｐ＜
０．０１，图７Ａ、Ｂ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示，相比于
对照组，过表达 ＩＦＩＨ１组的 Ｃ３３Ａ细胞穿透小室膜的
细胞数目明显增加（Ｐ＜０．０１，图７Ｃ、Ｄ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵
袭实验结果显示，过表达 ＩＦＩＨ１后，穿膜的 Ｃ３３Ａ细胞
明显多于对照组（Ｐ＜０．０１，图７Ｅ、Ｆ）。结果表明，过表
达ＩＦＩＨ１可促进Ｃ３３Ａ细胞的迁移和侵袭。
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Ｃ３３Ａ细胞的增殖能力　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ比较

图６　过表达ＩＦＩＨ１促进Ｃ３３Ａ细胞增殖
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Ａ：划痕愈合实验检测Ｃ３３Ａ细胞横向迁移能力（×１００）；Ｂ：Ｃ３３Ａ细胞划痕愈合率的半定量分析；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实
验检测ＨｅＬａ细胞的纵向迁移能力（结晶紫×１００）；Ｄ：ＨｅＬａ细胞迁移细胞数的半定量分析；Ｅ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检
测ＨｅＬａ细胞的侵袭能力（结晶紫×１００）；Ｆ：ＨｅＬａ细胞侵袭细胞数的半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图７　过表达ＩＦＩＨ１促进Ｃ３３Ａ细胞迁移和侵袭
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２．８　敲低 ＩＦＩＨ１抑制人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ中磷酸化
ＳＴＡＴ３蛋白的表达

　　为探究ＩＦＩＨ１在宫颈癌中发挥作用的机制，利用
ＧＥＰＩＡ数据库分析发现，宫颈癌中 ＩＦＩＨ１与 ＳＴＡＴ３有
一定的相关性（ｒ＝０．３４，Ｐ＜０．０１），见图 ８Ａ，提示
ＩＦＩＨ１可能通过 ＳＴＡＴ３通路影响宫颈癌的发生发展。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，敲低 ＩＦＩＨ１后，ＨｅＬａ细胞
中ＳＴＡＴ３蛋白水平无明显变化，而ｐＳＴＡＴ３蛋白水平
明显降低（Ｐ＜０．０１，图８Ｂ、Ｃ）。免疫荧光实验结果显
示ＳＴＡＴ３和ｐＳＴＡＴ３主要位于细胞核。敲低ＩＦＩＨ１后，

ＳＴＡＴ３和ｐＳＴＡＴ３的定位未发生改变，ＳＴＡＴ３的表达也
无明显变化，而ｐＳＴＡＴ３的表达减少（Ｐ＜０．０１，图８Ｄ～
Ｇ）。结果表明，敲低ＩＦＩＨ１可抑制ＳＴＡＴ３的磷酸化。

３　讨论

　　宫颈癌的发生与ＨＰＶ感染密切相关。从ＨＰＶ感
染到宫颈癌的发生是一个缓慢且复杂的过程。在这个

过程中，肿瘤细胞和免疫系统之间存在着持续的斗争。

由于持续不断的免疫压力，肿瘤形成了不同的逃避免

疫监视的机制，从而逃避免疫系统的控制［１７］。
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Ａ：ＧＥＰＩＡ数据库分析宫颈癌中ＩＦＩＨ１与ＳＴＡＴ３的相关性；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅＬａ细胞中ＳＴＡＴ３和ｐＳＴＡＴ３蛋
白的表达水平；Ｃ：ＨｅＬａ细胞中 ＳＴＡＴ３和 ｐＳＴＡＴ３蛋白水平的半定量分析；Ｄ：免疫荧光实验检测 Ｈｅｌａ细胞中
ＳＴＡＴ３的表达和定位（×４００）；Ｆ：ＨｅＬａ细胞中ＳＴＡＴ３平均荧光强度的半定量分析；Ｅ：免疫荧光实验检测ＨｅＬａ细胞
中ｐＳＴＡＴ３的表达和定位（×４００）；Ｇ：ＨｅＬａ细胞中ｐＳＴＡＴ３平均荧光强度的半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ比较

图８　敲低ＩＦＩＨ１抑制ＨｅＬａ细胞中ＳＴＡＴ３的磷酸化
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　　一般来说，当外界有病毒入侵时常常在第一线发挥
哨兵作用的是病毒核酸传感器。核酸传感器包括ＤＮＡ
传感器和 ＲＮＡ传感器，分别识别并结合病毒 ＤＮＡ和
ＲＮＡ，从而发挥抗病毒功能。由于 ＨＰＶ是 ＤＮＡ病毒，
大多数研究主要集中在 ＤＮＡ传感器上。而本研究发
现，在转染 ＨＰＶ１８基因组的 ＨａＣａＴ细胞中，作为 ＲＮＡ
传感器的ＩＦＩＨ１的ｍＲＮＡ水平和蛋白水平都升高。这
表明ＩＦＩＨ１不仅可以识别病毒ＲＮＡ，对ＤＮＡ病毒也有
一定的作用。此外，越来越多的证据表明，ＩＦＩＨ１的异位
表达可导致癌细胞的生长停滞和凋亡［１８－１９］。在神经母

细胞瘤中，ＩＦＩＨ１的高表达与良好的预后相关［２０］。

ＩＦＩＨ１可通过内源性ＩＦＩＨ１／ＭＡＶＳ途径和外源性Ｆａｓ介
导的凋亡诱导胰腺癌细胞凋亡［２１］。ＩＦＩＨ１也可激活
Ｃａｓｐａｓｅ３／７途径诱导肝癌细胞凋亡并抑制小鼠肝癌移
植瘤生长［２２］。ＩＦＩＨ１／ＭＡＶＳ和促凋亡蛋白ＮＯＸＡ的激
活协同黑色素瘤细胞凋亡，并抑制小鼠黑色素瘤的肺转

移［２３］。目前，ＩＦＩＨ１与ＨＰＶ诱导的宫颈癌的关系尚不
清楚，因此对ＩＦＩＨ１在宫颈癌中发挥的作用的研究，可
能为宫颈癌的治疗和开发新的药物提供帮助。

　　本研究首先利用 ＧＥＰＩＡ数据库分析发现，ＩＦＩＨ１
在宫颈癌组织中表达上调。其次，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验发现ＩＦＩＨ１在ＨＰＶ阳性的宫颈癌细胞中高表达，这
提示ＩＦＩＨ１可能参与 ＨＰＶ阳性宫颈癌的发生。为探
讨ＨＰＶ感染诱导的宫颈癌是否与 ＩＦＩＨ１的高表达有
关，本研究将 ＨＰＶ１８基因组转染 ＨａＣａＴ细胞，并利用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ实验检测 ＩＦＩＨ１的表达。结
果表明，转染 ＨＰＶ１８基因组后，ＨａＣａＴ细胞中 ＩＦＩＨ１
的表达上调。通过ｓｈＲＮＡ在宫颈癌ＨｅＬａ细胞中敲低
ＩＦＩＨ１，利用ＲＴＣＡ和 ＣＣＫ８法检测其对 ＨｅＬａ细胞增
殖的影响。结果显示，敲低ＩＦＩＨ１的ＨｅＬａ细胞增殖能
力明显减弱。划痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验和侵
袭实验表明，敲低ＩＦＩＨ１的ＨｅＬａ细胞迁移能力和侵袭
能力明显减弱。同样，在 Ｃ３３Ａ细胞中过表达 ＩＦＩＨ１，
发现其能促进 Ｃ３３Ａ细胞增殖、迁移和侵袭。以上结
果显示，ＩＦＩＨ１可增强宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭
能力，这与ＩＦＩＨ１在其他癌症细胞中所报道的作用不
一致，表明ＩＦＩＨ１在不同癌症细胞中发挥的作用可能
不同。其具体的作用以及分子机制需要进一步阐释。

　　为了进一步探讨ＩＦＩＨ１在宫颈癌细胞中发挥的作
用，本研究通过 ＧＥＰＩＡ数据库分析发现，宫颈癌中
ＩＦＩＨ１与信号传导和转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）有一定的相关
性。ＳＴＡＴ３是 ＳＴＡＴ家族的重要成员，其可通过调节
细胞增殖、迁移、侵袭、细胞凋亡和细胞周期的方式参

与癌症的发生和发展［２４－２５］。有研究发现乳腺癌组织

中磷酸化的 ＳＴＡＴ３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＳＴＡＴ３，ｐＳＴＡＴ３）
的表达显著升高，且与淋巴结转移呈正相关，这表明

ｐＳＴＡＴ３可能与乳腺癌细胞的增殖和侵袭有关［２６］。

ｐＳＴＡＴ３在结直肠癌组织中高表达，与肿瘤浸润深度、
血管浸润和淋巴结转移有关［２７］。ｐＳＴＡＴ３在非小细
胞肺癌中的表达与分期、分化、淋巴结转移及预后有

关［２８］。同时，有研究表明 ＳＴＡＴ３的激活与宫颈癌发
生和转移有关［２９］。本研究发现，在宫颈癌细胞中敲低

ＩＦＩＨ１可抑制 ＳＴＡＴ３的磷酸化，这提示 ＩＦＩＨ１促进宫
颈癌细胞增殖、迁移和侵袭可能与 ＳＴＡＴ３信号通路有
关。然而，ＩＦＩＨ１调控 ＳＴＡＴ３磷酸化的机制以及 ＨＰＶ
上调ＩＦＩＨ１的机制需做进一步的研究。
　　综上所述，本研究证明ＩＦＩＨ１在宫颈癌中高表达，
ＨＰＶ感染可导致宫颈癌细胞中ＩＦＩＨ１的表达上调。敲
低ＩＦＩＨ１抑制宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭，该抑制
作用可能是通过阻碍 ＳＴＡＴ３的磷酸化实现。ＩＦＩＨ１有
望成为开发新的宫颈癌治疗药物的候选靶点。
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