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ＧＬＩ１信号途径参与低氧诱导的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞侵袭的作用机制研究
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［摘　要］　目的　探讨ＧＬＩ１在低氧微环境介导的宫颈癌Ｈｅｌａ细胞侵袭中的作用及其机制。方法　分别在低氧（１％Ｏ２）和
常氧（２１％Ｏ２）环境下体外培养宫颈癌Ｈｅｌａ细胞，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭试验检测各组细胞侵袭能力的变化；同时采用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＧＬＩ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果　低氧微环境能够增强宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的侵袭能力，同时在低氧环境下，
ＧＬＩ１基因能够被激活。阻断 ＧＬＩ１信号途径后，Ｈｅｌａ细胞侵袭能力显著降低，且伴随着 ＧＬＩ１基因的表达下调。结论
在低氧条件下，Ｈｅｌａ细胞侵袭能力增强，其机制可能是通过激活ＧＬＩ１的表达增强来实现的。
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　　宫颈癌是临床上常见的妇科恶性肿瘤之一，占女
性生殖系统恶性肿瘤的半数以上，其发病率和病死率

均居发展中国家妇女恶性肿瘤前列［１２］。宫颈癌的远

处浸润性侵袭转移是导致宫颈癌患者死亡的最主要原

因［３］，抑制宫颈癌细胞的侵袭能力是有效治疗的关键

环节，然而目前关于细胞侵袭转移的机制并不十分清

楚，这成为制约宫颈癌治疗的瓶颈，因此，研究宫颈癌

细胞的浸润和侵袭机制有重要的临床意义。

恶性实体肿瘤在快速生长过程中，由于肿瘤细胞

的过度增殖必然会造成局部组织严重缺氧，造成供氧

与耗能之间的不平衡［４］。局部低氧微环境是实体瘤

的特征之一，其对维持肿瘤细胞能量代谢、新生血管形

成以及增强肿瘤细胞侵袭能力起重要作用［５］。低氧

能够通过激活一系列下游信号通路，从而对肿瘤的发

生发展各个阶段进行调控［６７］。近年来研究发现，

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号传导通路在低氧环境下能够激活，
且在结肠癌、乳腺癌以及肝癌等多种恶性肿瘤组织中

异常高表达，与恶性肿瘤的异常增殖和侵袭转移密切

相关［８１１］。有研究表明，ＧＬＩ１作为 Ｈｈ信号通路的转
录因子激活并转录了 Ｈｈ信号通路大部分靶基因，并
有可能参与了宫颈癌细胞的远处侵袭［１２］。而在低氧

环境下，ＧＬＩ１基因在宫颈癌远处侵袭中的研究尚未
见报道。本研究旨在模拟低氧微环境，探讨低氧微环

境对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞侵袭能力的调控及其可能分
子机制，进一步揭示 ＧＬＩ１在宫颈癌细胞远处侵袭中
的作用机制，为宫颈癌的临床诊断及治疗提供新的理

论依据和治疗靶点。
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１　资料与方法

１．１　材料
人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞株购自中国典型培养物保藏

中心（武汉）；ＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭＳｅｌｅｃｔＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ委托上海
吉玛生物科技公司设计合成；总ＲＮＡ提取试剂盒购自
日本宝（Ｔａｋａｒａ）生物科技公司；βａｃｔｉｎ、ＧＬＩ１、ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９ＰＣＲ引物由上海天一辉远生物公司设计合
成；多克隆兔抗人 ＧＬＩ１、ＨＩＦ１α和 βａｃｔｉｎ抗体购自
美国Ａｂｃａｍ公司，辣根酶标记羊抗兔 ＩｇＧ购自武汉博
士德生物公司；中分子量 Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司；ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司；胎牛血清购自杭州四季青生物科技公司；ＲＰＭＩ
１６４０培养液购自美国 ＧＩＢＣＯ公司；细胞及组织蛋白
裂解液（ＲＩＰＡ）购自碧云天生物技术研究所；Ｐｉｅｒｃｅ
ＢＣＡ蛋白分析试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
０．４５ｍｍＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；６孔板、
２５ｃｍ２塑料培养瓶均购自海狸生物科技有限公司；
２４孔ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径８μｍ）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司；侵袭实验所用基底膜基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）购自美国
ＢＤ公司；Ｃｏ１７０Ｒ２３００２００三气细胞培养箱（用于模
拟缺氧细胞培养环境）购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；倒置
相差显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；水平电泳槽、垂直
电泳槽、转移电泳槽购自北京六一电子仪器公司。

１．２　细胞培养
人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞株在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度条

件的细胞培养箱中用含１０％灭活胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ庆大霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基进
行细胞培养。采用０．２５％胰蛋白酶消化传代。取第
三、四代处于对数生长期的细胞进行后续实验。细胞

培养至融合 ７０％ ～８０％后，用无血清培养基饥饿过
夜，再将细胞分别置入常氧和低氧环境下处理指定时

间，按实验要求分组。

１．３　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）
βａｃｔｉｎ引物序列：上游 ５ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴ

ＧＣＧＴＧ３，下 游 ５ＣＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣ３；
ＧＬＩ１ 引 物 序 列：上 游 ５ＣＣＧＴＣＡＴＣＴＣＣＧＡＣＴ
ＴＣＡＴＣＴ３，下游 ５ＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＧＴＴＣＴＧ３；
ＨＩＦ１α引物序列：上游５ＴＣＡＡＣＡＣＧＡＣＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＡＡ３，下游 ５ＣＣＧＣＧＡＧＣＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＣＡ３。ＰＣＲ
反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃ 变性２０ｓ，５６℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ，共进行３２个循环，最后７２℃
延伸５ｍｉｎ，扩增产物４℃保存。对实时定量 ＰＣＲ仪
结果进行统计分析。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
将 Ｈｅｌａ细胞分别置于常氧和低氧环境下培养

２４ｈ，处理完毕后将 ６孔板中的贴壁细胞用预热的
ＰＢＳ洗涤３次后在 ＲＩＰＡ裂解液中进行裂解。随后用
塑料细胞刮将细胞轻柔刮下，并转移到 ＥＰ管，置于冰
上裂解１５ｍｉｎ。随后于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去
沉淀，将收集到的上清液置于－２０℃冻存。使用ＢＣＡ
法测蛋白浓度，随后上样，先用８０Ｖ电泳积聚蛋白，随
后用１２０Ｖ电压使蛋白分离并转膜，５％脱脂牛奶封闭
１ｈ。使用多克隆兔抗人 ＧＬＩ１、ＨＩＦ１α和 βａｃｔｉｎ抗
体分别与ＰＶＤＦ膜接触４℃孵育过夜后，用ＴＢＳＴ在脱
色摇床下洗膜５ｍｉｎ×３次，随后加辣根酶标记羊抗兔
ＩｇＧ，室温下孵育１ｈ后，用ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次。随
后加入ＥＣＬ化学发光液进行曝光，图片扫描，用Ｑｕａｌｉｔｙ
Ｏｎｅ分析软件将图片上的特异条带灰度值数字化，并
与内参灰度值比较得出每次实验的相对数值。

１．５　小干扰ＲＮＡ转染
提前在４℃融解 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，每个聚碳酸酯

微孔膜表面铺以４０μＬ稀释的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ与
无血清培养基之比为１∶３），放入培养箱待用。选取对
数生长期的细胞以每孔３×１０５个细胞接种至于６孔
板上，培养２４ｈ后待细胞密度达到５０％ ～６０％，更换
无血清培养基并按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ转染
试剂说明书进行 ＧＬＩ１干扰引物的转染，同时设立空
白对照组（ＣｏｎｔｒｏｌＳｉＲＮＡ）。每组各设 ２个孔，每孔
ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ及空白对照ｓｉＲＮＡ的浓度均为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。
转染６ｈ后更换新的无血清培养基。转染４８ｈ后提取
各组样本的ｍＲＮＡ及蛋白，实验重复３次。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验

细胞侵袭试验：提前在４℃融解 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，
每个聚碳酸酯微孔膜表面铺以４０μＬ稀释的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ与无血清培养基之比为１∶３），放入培养箱
中４ｈ凝固备用。将处于对数生长期的 Ｈｅｌａ细胞在
无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液饥饿培养 ２４ｈ后，使用
０．２５％ ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化，接着无血清 ＲＰＭＩ１６４０
培养基悬浮成单细胞悬液。将 ２００μＬ的不含血清
Ｈｅｌａ细胞悬液以 １×１０８／Ｌ接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室
（Ｃｏｒｎｉｎｇ），下室加入 ６００μＬ的含 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液，每组设３个复孔。实验按如
下分组：常氧对照组、低氧组、常氧对照 ＋ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ
组，低氧＋ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ组。在培养箱中培养４８ｈ后，
取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃培养液，甲醇固定２０ｍｉｎ，将小
室室温风干５ｍｉｎ，采用０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ；ＰＢＳ
洗３遍，湿棉签擦尽上室面细胞，光学显微镜下随机选
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取５个视野，计数小室下室面的细胞数，每组设３复
孔，取平均值做统计分析。

１．７　统计学方法
统计分析采用软件 ＳＰＳＳ１９．０行单因素方差分

析，所有数值用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　低氧微环境促进宫颈癌Ｈｅｌａ细胞体外侵袭能力
在不同氧浓度下培养Ｈｅｌａ细胞４８ｈ，以正常培养

细胞为对照组，结果显示，低氧处理组中 Ｈｅｌａ细胞的
侵袭能力显著增强，与常氧组相比差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见图１。

２．２　低氧微环境上调 Ｈｅｌａ细胞 ＨＩＦ１α、ＧＬＩ１基因
表达

经过常氧和低氧环境下分别处理后２４ｈ后，ＲＴ
ＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，与常氧培养组相比，低
氧培养的Ｈｅｌａ细胞的 ＨＩＦ１α、ＧＬＩ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平显著升高（图２）。
２．３　ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ靶向抑制 Ｈｅｌａ细胞 ＧＬＩ１ｍＲＮＡ

和蛋白表达水平

转染ＧＬＩ１特异性 ｓｉＲＮＡ及 ＧＬＩ１ＮＣｓｉＲＮＡ于
Ｈｅｌａ细胞４８ｈ后，分别采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＧＬＩ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果显示，与 ＧＬＩ１
阴性对照组和空白对照组相比，ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ组的
ＧＬＩ１明显下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见
图３。

ａ：常氧；ｂ：低氧；ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验各组穿膜细胞数统计分析　：与常氧组比较，Ｐ＜０．０５
图１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力（结晶紫染色 ×２００）

ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＨＩＦ１α、ＧＬＩ１ｍＲＮＡ表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α、ＧＬＩ１蛋白表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析　：与常氧
组比较，Ｐ＜０．０５

图２　低氧微环境对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞ＧＬＩ１基因表达水平的影响

ａ：ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ转染荧光图（×４００）；ｂ：ＲＴＰＣＲ检测ＧＬＩ１ｍＲＮＡ表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＬＩ１蛋白表达；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定
量分析　：与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５

图３　ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ在Ｈｅｌａ中有效沉默ＧＬＩ１基因表达
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２．４　沉默ＧＬＩ１表达减弱低氧诱导的体外侵袭能力
为进一步验证 ＧＬＩ１是否对低氧微环境诱导的

Ｈｅｌａ细胞侵袭产生影响，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验
中，我们发现与低氧组和低氧 ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，使
用ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ阻断其表达后，低氧培养的 Ｈｅｌａ细胞
的侵袭能力被显著削弱（图４）。

ａ：常氧；ｂ：低氧；ｃ：低氧 ＋ｓｉＮＣ；ｄ：低氧 ＋ｓｉＧＬＩ１；ｅ：Ｔａｎｓｗｅｌｌ

侵袭实验检测细胞侵袭能力统计分析

图４　沉默ＧＬＩ１抑制低氧微环境诱导的 Ｈｅｌａ细胞侵袭（结

晶紫染色 ×２００）

３　讨论

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，６０％的患者确诊
时已发展为浸润癌并伴随不同程度的远处侵袭转移，

严重影响了宫颈癌的治疗和预后［１３］。临床上一旦发

生局部浸润，患者生存率则显著降低，而远处侵袭则是

导致患者预后差的主要原因［１４］。因此，如果能寻找有

助于早期预测宫颈癌侵袭转移的相关分子，那么对宫

颈癌实施个体化治疗及改善预后都具有重要意义。

大多数实体瘤具有缺氧的微环境，在肿瘤发生发

展过程中一个关键的步骤是肿瘤细胞对缺氧的适

应［１５１６］。为了适应低氧代谢应激条件，肿瘤细胞能够

通过激活一系列信号调控机制，如促进周边新生血管

生成、增强细胞新陈代谢、迁移等，促进了细胞的异常

增殖、转移、耐药等。缺氧微环境可通过调控多种基因

表达，从而促进恶性肿瘤发生浸润转移，其中 Ｈｅｄｇｅ
ｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路在这一过程中发挥重要作用［１７１９］。

Ｈｈ信号通路在哺乳动物胚胎发育和胚胎形成后细胞
的生长和分化过程中具有重要作用，其异常激活几乎

参与人体各系统恶性肿瘤的发生［２０２１］。ＧＬＩ１是 Ｈｈ
信号通路下游分子，其作为核转录因子与启动子结合

而激活靶基因转录。研究表明在胃癌、乳腺癌、卵巢

癌、肝癌、结肠癌等恶性肿瘤组织中该通路成员 ＳＨＨ、
ＳＭＯ、ＰＴＣＨ、ＧＬＩ均存在异常激活，表明此通路的激活
与恶性肿瘤的发生、发展相关［２２２６］。配体ＳＨＨ可与受
体ＰＴＣＨ结合，解除 ＰＴＣＨ对 ＳＭＯ的抑制，活化的
ＳＭＯ激活其下游转录因子 ＧＬＩ１，从而进入细胞核内
促进其下游基因转录，促进肿瘤细胞侵袭和浸润［２７］。

因此，ＧＬＩ１不仅是 Ｈｈ信号通路的关键环节，其上调
激活也是该通路活化的标志。研究发现，在宫颈鳞状

细胞癌组织中存在 ＧＬＩ１基因的一场高表达，其可能
参与了宫颈癌的发病［２８］。

本实验中，我们首先验证了体外低氧微环境对宫

颈癌Ｈｅｌａ细胞系侵袭能力的影响。结果表明，与常氧
对照组相比，Ｈｅｌａ细胞经过低氧环境下培养４８ｈ后，
细胞侵袭能力显著增强。进一步研究低氧环境下这一

现象的分子机制发现，与常氧对照组相比，低氧环境下

培养２４ｈ后 Ｈｅｌａ细胞中 Ｈｈ信号通路的关键转录因
子ＧＬＩ１显著激活，提示其可能参与低氧环境下肺癌
的侵袭过程。为了进一步明确ＧＬＩ１在低氧微环境下
Ｈｅｌａ细胞侵袭中的作用机制，我们采用特异性 ＧＬＩ１
ｓｉＲＮＡ来阻断其表达，并进一步检测其对细胞侵袭的
影响。研究发现，在靶向沉默ＧＬＩ１基因之后，低氧介
导的细胞侵袭现象被阻断，表明 ＧＬＩ１在这一过程中
起着关键作用。基于以上研究，我们推测低氧通过

ＧＬＩ１基因来调控下游靶基因转录激活，从而促进宫
颈癌细胞的远处侵袭，最终促进宫颈癌的发生发展。

综上所述，本文初步证实在宫颈癌Ｈｅｌａ细胞系中
低氧微环境能够通过激活Ｈｈ信号通路的关键转录因
子ＧＬＩ１来促进肿瘤细胞的远处侵袭，这将有助于进
一步认识宫颈癌的发病机制。因此，深入研究 ＧＬＩ１
基因在宫颈癌发生、发展中的作用及其调节机制，通过

靶向阻断ＧＬＩ１基因表达，从而抑制肿瘤细胞的远处
侵袭，这将为宫颈癌的特异性治疗提供新的思路和依

据，具有广泛的临床意义和良好的应用前景。
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