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宫颈癌 HeLa细胞抑癌蛋白FBW7调控机制研究 
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【摘 要】目的：观察MAPK信号通路阻断剂UO一126对人类宫颈癌细胞株 HeLa细胞周期素E(eyclin E)及 F一盒和含蛋白7 

的WD重复结构域 FBW7表达的影响。方法：采用 RT—PCR、Western blot检测 UO一126阻断 MAPK信号通路前后 cyclin E和 

FBW7 mRNA及蛋白表达情况。结果：RT—PCR及Western blot结果显示，UO一126作用后HeLa细胞cyclin E mRNA表达水平无 

明显变化，cyclin E蛋白表达水平明显下降，FBW7 mRNA及蛋白表达水平较未处理 HeLa细胞均明显增高。结论：宫颈癌HeLa 

细胞中FBW7异常表达与MAPK信号通路激活密切相关。UO一126阻断MAPK信号通路可下调cyclin E表达，上调FBW7表达。 
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Study on the regulatory mechanism of tumor suppressor protein FBW7 
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of UO-126，a MAPK inhibitor，on the expression of cyclin E and F—box and WD repeat 

domain—c0ntaining protein 7(FBW7)of human cervical cancer cell line(HeLa cells)．Methods：The mRNA and protein expression of 

cyclin E an d FBW7 were detected by RT—PCR and Western blot be~re and after MAPK signal was blocked by UO一126．a MAPK 
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inhibitor．Results：RT-PCR and Western blot exhibited that cyclin E mRNA 

expression had no significant changes and cyclin E protein had significantly 

decreased after HeLa cells were treated with UO一126．and FBW7 mRNA and 

protein expression had significantly increased after HeLa cells were treated 
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with UO一126． Conclusion：The abnormal expression of FBW7 is closely related to the activation of MAPK signaling pathway in cervical 

cancer HeLa cells．Cyclin E is decreased and FBW7 is increased after U0-126 blocks the MAPK signaling pathway． 

【Keywords】UO一126；MAPK；cervical cancerHeLa cells；cyclinE；FBW7 

机体细胞蛋白质降解途径主要有两条，一条是溶酶体途 

径，另一条比较重要的是泛素蛋白酶体途径。FBW7是泛素蛋 

白酶体途径的重要组成部分之一，它主要介导与细胞周期进 

程、应激反应、抗原呈递、信号转导等相关短寿命蛋白的泛素 

化降解。新近研究表明FBw7是一种肿瘤抑制因子，在多种 

肿瘤细胞中都发现了FBW7的缺失和突变 。细胞周期素E 

(cyclin E)在调控细胞周期G ，s期的进程中发挥重要作用，其 

主要是通过FBW7介导的泛素蛋白酶体途径进行降解 。 

FBW7缺失或突变所致的肿瘤发生发展过程中，FBW7对cyclin 

E蛋白泛素化降解异常，导致cyclinE表达增高，细胞周期进 

程加快，这可能是宫颈癌的发病机制之一。前期研究发现 

cyclin E异常表达与Ras信号通路激活有关，MAPK信号通路 

是 Ras下游主要的信号传递途径，在此基础上，我们进一步 

观察HeLa细胞MAPK信号通路与cyclin E和FBW7之间的 

关系，希望为宫颈癌发病机制的研究及 FBW7的靶向诊治提 

供新的思路和线索。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

UO一126，预染 Marker，鼠抗人GAPDH抗体，聚偏二氟乙 

烯(PVDF)膜，细胞裂解液RIPA，苯甲基磺酰氟(PMSF)， 

Bradford蛋白浓度测定试剂盒(碧云天生物技术研究所)；逆 

转录试剂盒(TOYOBO公司)；聚合酶链反应(PCR)扩增试 

剂盒(天根生化科技有限公司)；鼠抗人cyclin E抗体，兔抗 

人Cdc4(FBW7)抗体(SantaCrus公司)，辣根过氧化物酶标 

记的山羊抗鼠IgG，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG，磷 

酸盐缓冲液 (PBS)(北京中杉金桥 )；低温超速离心机 (美 

国Sigma公司)；PCR仪，琼脂糖凝胶电泳装置(北京市六一 

仪器厂 )；电泳槽、半干转仪、ECL化学发光成像系统(美国 

Bio—Rad公司)。人宫颈癌HeLa细胞株，本教研室保存，复苏 

后使用。 

1．2 方法 

1．2．1 RT—PCR检 测 cyclin E及 FBW7 mRNA表 达 取 

1×10 个几的对数生长期的HeLa细胞悬液接种于培养瓶中， 

待细胞贴壁后，加入终浓度为 10 txmol／L的UO一126Isl溶液，同 

时设置细胞对照组，继续置培养箱中分别培养 12、24、48 h，用 

Trizol法分别提取UO一126作用前后Hela细胞总RNA。经10 

g／L琼脂糖凝胶电泳鉴定，测样品A： 比值后，做RT—PCR。 

cyclin E基因上游引物 5’一 rrCTTGAGCAACACCCTC一3’，下 

游引物5’一TCCATCTGTCACATACGC一3’，产物长度260 bp。 

FBW7基因上游引物 5’一GTGGGACATACAGGTGGA一3’，下 

游引物5’一cAAcGcAcAGTGGAAGTA一3’，产物长度 146 bp。 

以GAPDH为内参照，其上游引物 5’一GAGCCAAAAGGGT— 

CATCATCTC一3’．下游弓I物 5’一AAAGGTGGAGGAGTGGGT— 

GTC一3’，产物长度542 bp。按照两步法试剂盒的操作步骤分 

别进行逆转录反应和多聚酶链反应。cyclin E逆转录反应条 

件为 42cC 20 min，99cC 5 min，4cC 5 min；PCR反应条件为 

94℃ 3 min，循环 1次 ，94℃30 s，49℃ 30 S，72oC 1 min，循环 

30次，72℃延伸5 rain结束反应。FBW7逆转录反应条件为 

42℃20 rain，99℃5 min，4℃5 min；PCR反应条件为94℃3 

min，循环 1次，94cc 30 S，49℃30 S，72℃ 1 min，循环3O次， 

72℃延伸5 min结束反应。GAPDH逆转录反应条件为42~C 

20 min，99℃ 5 min，4℃ 5 min；PCR反应条件为 94℃ 3 min， 

循环 1次 ，94℃ 30 S，59％ 30 S，72℃ 1 rain，循环 30次 ，72℃ 

延伸5min结束反应。各取5 l做 10 g／L琼脂糖凝胶电泳， 

使用Quantity One图像分析系统分析结果，目标mRNA的表 

达量使用内参照 GAPDH进行较正。 

1．2．2 Western blot检测 cyclin E及 FBW7蛋 白表达 HeLa 

细胞培养及药物处理分组同1．2．1，PBS洗3次，每瓶细胞各加 

入200 Ix1细胞裂解液 RIPA和2 l PMSF，置冰上充分裂解， 

将裂解物移至不同EP管中，4℃，12 000 g离心 30 min，收集 

上清液，Bradford法蛋白定量。采用 50 g／L的浓缩胶 、120 g／L 

的分离胶，各按 60 g蛋白量体积上样 ，进行蛋白凝胶电泳 ， 

蛋白质转膜，加入鼠抗人cyclin E一抗(1：500)，兔抗人 FBW7 

一 抗(1：500)，常规封闭，4℃过夜。加入辣根过氧化物酶标记 

的山羊抗鼠二抗(1：2 000)，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 

二抗(1：2000)，室温结合2h。加入显色剂，显影定影后ECL发 

光系统观察结果，目标蛋白的表达量使用内参照GAPDH进行 

较正，采用 Quantity One软件对图像进行光密度分析。 

1．3 统计学处理 

用 SPSS 10．0统计软件包作数据处理，所有数据均用均 

数 ±标准差(x±S)表示，统计方法为随机区组设计方差分 

析 ，P<0．05认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 RT-PCR检测 eyelin E mRNA结果显 示 

经统计学分析发现，UO一126各处理组与未处理组相比， 

cyclin E mRNA水平的表达随作用时间的延长无明显变化 

(图1)，差异无统计学意义(F--2．62，P>0．05)。 

2．2 Western blot检测 cyclin E蛋白表达结果显示 ‘ 

根据蛋白定量结果计算含 60 g蛋白量的体积进行 

上样，cyclin E／GAPDH灰度比值依次为0．377 6±0．006 0、 

0．316 0±0．004 7、0．227 5±0．005 5、0．174 9±0．002 6， 

UO一126作用后 cyclin E在 53 kD处的蛋白表达量随作用时 
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E及 FBW7表达变化，RT—PCR及 Western blot结果揭示 ，与 

对照组 HeLa细胞相 比，cyclin E mRNA表达无 明显变化 ， 

cyclin E蛋白表达下降，FBW7 mRNA及蛋白表达随时间梯度 

均依次递增。由此可见 HeLa细胞 cyclin E及 FBW7的表达 

均受MAPK信号通路的调控，两者均位于MAPK信号通路的 

下游。 

综上所述，宫颈癌中cyclin E及 FBW7的异常表达可能与 

MAPK信号通路的激活密切相关。UO一126阻断MAPK信号 

通路可能是通过上调FBW7的表达，使cyclin E蛋白泛素化降 

解加快，cyclin E表达降低，从而抑制宫颈癌的发生发展。希 

望通过对MAPK信号通路与 cyclin E、FBW7之间关系的探 

寻，为宫颈癌发病机制的研究及预治措施的探索提供更多的 

依据和线索。 
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