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宫颈永生化细胞和癌细胞的 、l3、̂y一微管蛋白比较分析 
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【摘 要】目的：探讨中心体 、p、 一微管蛋白在人鳞状上皮宫颈永生化细胞(H8细胞株)和癌细胞(caski细胞株)的表达差异 

及其在宫颈癌发生发展过程中的作用。方法：采用免疫细胞化学sP法检测中心体 、B一微管蛋白在人宫颈永生化细胞和癌细 

胞中的表达差异，提取两株细胞的骨架蛋白并用westem blottin d、p、．y 微管蛋白的表达水平进行半定量分析。结果：caski 

细胞中 、B一微管蛋白表达水平高于H8细胞，差异均有统计学意义(P<0．05)。半定量分析 、p、̂y 微管蛋白，caski细胞中 

的表达量高于H8细胞。结论：中心体异常可能是宫颈癌细胞恶性表型的特征之一，以中心体微管蛋白为治疗靶点的研究有着可 

期待的前景。 
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ComparatiVe anaIysis of 0(一tubuIin，p—tubuIin and y—tubulin of 

ImmOrtaIized ceIIS and carcinOma ceIlS Of the Cervix 

，J yM—vM，e 

(D me Q厂胁  0fog)r， ffe 0厂 c d c ne， 0，聊 d c e ) 

【Abstract】O电 c玩 e：T0 investigate the expressions 0f d—tubulin，p—tubulin and 一tubulin 0f centr0s0me in immona1ized hu— 

man squam0us epithelial ceU(H8) and cervical cancer cell(Caski) and the mle 0f them in 0ccurrence and development 0f ce卜 

vical caneer． ￡， ds：Immunocyt0chemistry was used t0 analyze the pmtein expressions 0f 0I—tubulin and p—tubulin in im— 

m0rta1ized human ce nrical cells and caTcinoma cells．The skeleton pmtein was extracted by PmteoExtmct@ Subcellular Pmteome 

ExtI_action Kit，and then westem blotting was used t0 determine the pmtein expressi0ns of —tubulin，p—tubulin and 一tubuIin 

semi—quantitatively．曰es 括：The pmtein expressions of d—tubulin，8一tubu1in and —y—tubulin in Caski were higher t}lan those 

in H8(P<n05)．Cb c 配s 0 ：Centms0me ahnorrnality may be 0ne of the malignant phen0types 0f ceⅣical cancer cells．The micr0一 

tubulin pIl0tein as a ta唱et in tumor tI‘eatment can haVe a good perspectiVe． 

【Key words】cervical carcin0ma；Imm0rtalization；Micmtubu1in；centmsome 

微管是细胞骨架的组成部分之一，具有维持细 

胞形态，参与细胞内运输、鞭毛和纤毛运动、纺锤丝 

和染色体运动，形成基粒和中心体等重要功能。中心 

体是细胞微管组织中心(Micmtuhule 0rganizing cen— 

te rs'MT0cs)，具有保证有丝分裂精确性和细胞骨架 

结构正确性的双重功能。研究发现多种肿瘤／细胞系 

有中心体的异常，在宫颈原位癌中也观察到中心体 

的异常【lJ，但中心体在宫颈癌前病变发展成癌过程 

中的作用国内外鲜有文献报道。本实验通过检测 

仅、p、̂y一微管蛋 白在人宫颈HPVl6一E6永生化细 

胞和癌细胞中的表达，探讨中心体微管蛋白异常在 

作者介绍：吕玉宇(1977—1，女，硕士， 

研究方向：妇科肿瘤病理。 

通讯作者：赵 涌，男，教授 ，E—mail：blvs01@l63mm。 

宫颈癌发生发展过程中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 细胞 株 

人宫颈鳞癌细胞株(caski，HPv16阳性)从重庆医科大学 

分子生物教研室获得，人宫颈鳞状上皮永生化细胞株(H8， 

HPv16阳性)源于中国医学科学院协和医科大学基础研究 

所。 

1．2 主要试剂和仪器 

亚细胞结构蛋 白质提取试剂盒Calbiochem@(PmteoEx— 

tract@Subcellular Pmteome Extmcti0n Kit)购于德国Merck生 

物制剂公司，免疫细胞化学所用 一微管蛋白(zM一0438)、 

B一微管蛋白(zM一0439)一抗及实验所用二抗均购自北京中 

杉公司 ，Westem所用 B—Actin(sc一47778)、 一微管蛋 白 
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( s r 一 8 0 3 5 ) 、 8 一 微 管 蛋 白( s P 一 9 1 0 4 ) 一 抗 及 L u m i n o l R e a g e n t 试

剂盒 ( s e
一 2 0 4 8 ) 为S a n t a C r u z 公 司 产 品 ， 1

一 微 管 蛋 白( T 5 19 2 )

为S i g m a 公 司产 品 ， F e r m e n t a s 公 司预 染 M a k e r ， P V D F 膜 为M i l l i —

p o r e 公 司产 品 。

电 泳 仪 、 半 干 电 转 仪 及 凝 胶 扫 描 成 像 系 统 购 于 美 国

B i o
— R a d 公 司 ， 5 4 17 R 高速 离心 机 ( 德 国E p p e n d o 脍 司 ) 。

1 ． 3 OL ， 3 - 微 管蛋 白 免 疫 细 胞 化 学检 测

将 H 8 细胞 和 C a s k i 细胞 置 于 含 10 0 m 儿 胎 牛 血 清 的 R P M I

16 4 0 培 养液 中常规 培养 。 取 对 数生 长期 细 胞 按 5 X 10 4
~ ／m 15 0

备细 胞 爬 片 ， 按 照 免 疫 细 胞 化 学 S P 法 操 作 步骤 常 规 进 行 。 用

过 氧化 氢处 理 细 胞 片 以 阻 断 内源 性 过 氧化物 ， 血 清封 闭之 后

分别滴加 Ot ' B 一 微 管蛋 白一 抗 工 作液4 ℃ 过 夜 ， 生 物素化二 抗

工 作液3 7
~

C 孵 育3 0 m i n ， D A B 显 色 ， 树脂 封 片 。

1 ． 4 OL ， B ，

-

y
- 微 管蛋 白 W e s t e rn b l o t t i n g 检 测

细胞 培 养 同前 ， 待细 胞 数 达 到 3 × 10
‘

个 时 收 集细 胞 ， 吸 尽

培 养 液 ， 取 3 × 1 0
“

个 对 数 生 长期 细 胞 ， 按 照 亚 细 胞 结 构 蛋 白

质 提 取 试 剂 盒 操 作 步骤 提 取 细 胞
‘

目
’

架 蛋 白 ， B r a d f o r d 蛋 白质

定量 试 剂 盒 用 酶标 仪对 样 品 定量 ， 加 入 6 X 样 品缓 冲液 10 0 ％

变性 5 m i n ，

一 8 0 ％ 冰箱保存 。

取 样 品进 行S D S — P A G E 蛋 白电泳 ， 表达 产 物采用 半 干 电

转移至P V D F 膜上 ，牛奶室温封闭 1 h ，

— 抗( B — A c t i n 1 ： 2 0 0 0 ；0 【一

微管蛋 白1 ： 2 0 0 ；p 一 微 管蛋 白1 ： 2 0 0 ； ŷ
一 微 管蛋 白1 ： 2 0 0 0 )

孵 育4 ℃ 过 夜 ，
二 抗 ( 1 ： 2 0 0 0 )室 温 孵 育 2 h ， P V D F 膜 化 学 显

A ． C a s k i 抗 仅 一 微 管 蛋 白

色 ， 凝 胶 成像仪照 相 。

1 ． 5 统 计 学分 析

实验 数据 用 均数 ± 标 准 差 (；± s )表示 ， 采用 S P S S l l ． 5 统

计分 析软件 对样 本 的平均 光 密度采用 方 差 齐性 检 验 和组 问 t

检 验 统 计学 分 析 ， 检 验 水 准 O ／_ 为 0 ． 0 5 ， 以 P < 0 ． 0 5 为差 异有

统计学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 o 【、 3 - 微 管蛋 白 免 疫 细 胞 化 学结 果

抗 仪 一 微 管 蛋 白 、 抗 B 一 微 管蛋 白分 别检 测 两

种 细 胞 ， 光 镜 下 胞 浆 内见均 匀 的不 同程 度 着 色 的棕

色颗 粒 ( 图 1 ) ， C a s k i 细 胞 着 色 深 度 强 于 H 8 细 胞 。

I m a g e — P r o
— P l u s 6 ． 0 分 析 C a s k i 细 胞 和 H 8 细胞 仅 、

B 一 微管蛋 白表达结果 ， 计算平均 光 密度 ( 平 均光 密

度 = 累积 光 密度 ／着色面 积 ) 。 两 种 细胞 d 一 微管蛋

白的表达 差 异 有 统计 学 意 义 ( t -

-

5 ． 0 1 1 ，P = 0 ． 0 3 0 ) ；两

种 细 胞 B 一 微 管 蛋 白 的 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义

( t = 7 ． 2 3 3 ， P -

- 0 ． 0 1 1 )

2 ． 2 OL 、 B 、 1
一 微 管蛋 白 W e s t e r n b l o t t i n g 结 果

仪 一 微 管 蛋 白抗 体 、 p 一 微 管 蛋 白抗 体 和 1
一 微

B ． H 8 抗 O L 一 微 管 蛋 白

C ． C a s k i抗 p 一 微管 蛋 白 D ． H 8 抗 B 一 微管蛋 白

图 1 免疫 细 胞 化 学检 测 d 、 B 一 微 管蛋 白结 果 ( 4 0 0 x )
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一

管 蛋 白抗 体 在 两 种 细 胞 的表达 明显 不 同 ( 图2 ) 。 目

的 条带 用 图像 分 析 软 件 Qu a n t i t y
—

o n e 进 行 光 密 度 积

分 值分析 ， 以 目 的 蛋 白 与 p — A c t i n 积 分 光 密 度 值

的 比值作 为该 蛋 白表 达 的相 对 含量 。 OL 一 微 管蛋 白 、

C a s k i H 8 C a s k i H 8

B 一 微 管 蛋 白和 1
一 微 管 蛋 白在 C a s k i ~ 胞 表 达 高 于

H 8 ~[H胞 ( 表 1 ) ， W e s t e r n b l o t t i n g 检测结果 与免疫 细胞

化学检测 结果 一 致 。

一 。
捌 ∥ 煳 _ 一

p —

a c t i n
—

B —

a c t i n
。

C a s k i H 8

劳— I _ Ⅲ 一
一

¨
一 m u ’i “

猢 — 黼
一

IS -

a t t j n

图 2 W e s t e r n b l o t t i n g 检 测 d 、 p 、 1
一 微 管 蛋 白结 果

表 1 W e s t e r n b l o t t i n g 检 测 d 、 p 、 1
一 微 管 蛋 白结 果

C a s k i 与H S ~f l 比较 ，

A
p < 0 ． 0 0 1 ，

‘
P = O． 0 0 4 ，

。
尸= 0 ． 0 0 2

3 讨 论

在 真核 细胞 中 ， 中心 体 负责组 织 微 管 网 络 和 调

控 细胞 周期 ， 决定 着 细胞 微 管 的极 性 、 数 目及 分 布 ，

并在染 色体分 配 和 有 丝 分 裂 中起 关键 作用 。 几 乎 全

部 人 类 实体瘤 都有 异 常数 目的 中心 体 ， 淋 巴 造 血 系

统 的 恶 性 病 变 如 非 霍奇 金 淋 巴 瘤 和 急 性 白血 病 也

表 现 了高频率 的 中心 体异 常 f2 _
。 中心 体异 常包括 ：中

心 体数 目增 多 、 结构异 常 ， 中心 粒 周 围物质 ( P e r i c e n —

t r i o l a r m a t e r i a l ， P C M )过 多 聚焦 ， 中心 体 蛋 白的异 常

磷酸 化 ， 无 粒 中心 体 ， 微 管成核 能力 增 强 等m 。1
。

中心 体 由 中心 粒 和 P C M 两 部 分 组 成 ，
O L

、 B 一 微

管 蛋 白是 主 要 的 中心 粒 微 管 蛋 白 ， 叫
一 微 管 蛋 白则

是 P C M 中有 代表 性 的 一 种 蛋 白 ， 这 3 种 单体均 是 G T P

结合 蛋 白 。 微 管 负端 连 接 M T O C s
， 正 端 游 离 于 胞 浆

中 ， 从 而 形 成 细 胞 的 极 性 结 构 ， 为 信 号 分 子 的流 动

提供导 向 ， 微 管 的结 构特 点 以 及 微 管 两 端 以 不 同速

率 聚合和 解 聚 的动态 性 变化 ， 使 微 管 成 为细 胞 内信

息通 路 的重 要 角色 。 微 管 蛋 白在 人 类肿瘤 细胞 中的

突 变 和 表 达 水平 的变 化 都 会 导 致 中心 体 的异 常 ， 引

起 非整 倍 体 的形 成 ， 导致 染 色体不 稳 定 和 细 胞 骨 架

紊乱 ， 为 引发 细胞 获 得 恶 性 表 型 提 供遗 传背 景 和 环

境 条件 。 本实验 中的两 株细胞 均 以 对数 生 长期作 为

研 究 对象 ， 可 以 认 为 两 者处 于 相 同的 细胞 周期 ， 且 实

验 中的细胞 以 分裂期 为主 。 微管蛋 白是 真核细胞 中

普遍 存在 的结构 ， 由于 其 他功 能微 管蛋 白在 细胞 周

期 中表达 相 对 稳 定 ， 而 与细 胞 分 裂增 殖 有关 的 中心

体变 化 活 跃 ， 中心 体异 常 和 染 色体不 稳 定在肿 瘤 细

胞 尤 为 明显 ， 因 此 构 成 中心 体 的微 管 蛋 白的表 达 量

也 应 随 之 发 生 变 化 。 由于 目前 尚无 提纯 中心 体 的成

熟技 术 ， 我 们通 过 免疫 组 化 ( 如 图 1 )和 免疫 印迹 ( 如

图2 )用 微 管 蛋 白的表达 来 推测 中心 体 的表达 情 况 ，

从 中心 体 蛋 白水 平 异 常 的 角 度 探 讨 中心 体 微 管 蛋

白 OL
、 B 、 ŷ

一 微 管 蛋 白在宫 颈 永 生 化 细胞 和 癌 细胞

的表 达 及 意 义 ， 结 果 显 示 癌 细胞 的 OL 、 B 、

-

y
一 微 管

蛋 白的表 达 量 显 著高于 永 生 化 细 胞 ， 即癌 细 胞 的 中

心 体数 目多 、 P C M 过 多聚集 ， 具 有更 强 的微 管成核 能

力 ， 中心 体 异 常更 为显 著 。

OL
、 B 一 微 管 蛋 白表 达 异 常 及 排 列 破 坏 与 肿 瘤

的恶 性 生 物学行 为密切 相 关 。 在化学 致 癌 物 7
，

1 2 一

二 甲 苯 蒽 作 用 6 M 后 鼠 乳 腺 组 织 中 OL 一 微 管 蛋 白

m R N A 表达 水平 上 调 ， 表 明微管动力学 破 坏 及 异 常有

丝 分 裂可 能是乳腺癌进 展 过 程 中的重 要 事件m1 牛 昀

等 17 l发 现 随着乳 腺病 变 ( 包 括 癌前病变 、 早 期癌 变 和

侵 润 癌 )恶 性 程 度 的增 加 ，
OL 一 微 管蛋 白也 呈 上 升趋

势 。 有研 究 发 现 B 一 微 管蛋 白 Ⅱ型 在 多种 肿 瘤组 织

高表 达 ， 并 推 测 该 亚 型 可 能 成 为 一 种 有 效 的肿 瘤 标

记 物 。 直肠 癌 D u k e c 分期 ( B ／C 期 )分别与 OL 、 B 一 微管

蛋 白表达 的相 关 性 具 有 统计 学 意 义 ， 提 示 微 管 蛋 白

可 能在 侵润 癌 的发 展 过 程 中具 有 一 定 的作用 H
。 本

实 验 显 示 宫 颈 癌 细 胞 的 OL 、 B 一 微 管 蛋 白 的 表 达 量

显 著高 于 永 生 化细胞 ， 癌细胞 的 中心 粒 分 裂失控 ， 形

成 多个 单 中心 粒 的 中心 体 可 能 是 导 致 中心 体 扩增
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的机制之一。 

位于细胞内MT0cs的 一微管蛋白是微管执行 

功能所必不可少的，可能对微管的形成及微管极性 

的确定起重要作用，还参与纺锤体组装检查点的功 

能和细胞周期的调控 ，许多疾病都与 一微管蛋白 

的变化有关，但某些癌变是否与其过表达有关还不 

明确。对早期侵润性乳腺癌的研究表明 一微管蛋 

白的高表达可以作为乳腺癌预后不良的一个指标【l1J。 

牛昀等l 7】的研究也发现 一微管蛋白表达与乳腺疾 

病的恶性程度正相关。本实验结果也显示癌细胞 

一 微管蛋白表达上调 ，PcM过多聚集导致中心体 

异常，引起异倍体的形成，使细胞表型异常，促进肿 

瘤恶性发展。 

许多重要的激酶都参与了中心体复制及其复 

制周期的调控，在肿瘤细胞中，许多激酶及其底物 

在中心体扩增发生以及发展阶段都发生了改变。对 

乳腺癌细胞MDA—MB一231和前列腺癌细胞Du145的 

研究显示活化的肌动蛋白骨架重排关键蛋白LIM激 

酶联合 一微管蛋白在纺锤体组装中发挥重要作用 

。 我们之前在Caski和H8核蛋白组差异分析中鉴定 

出蛋白磷酸酶PP4c(Serine／fhre0nine—pmtein ph0s— 

phatase 4 cata1ytic suhunit)于Caski细胞中高表达(另 

文待发表)，PP4c对微管最初在中心体上的生长、微 

管于中心体连接的维持及中心体的成熟过程中都 

具有重要作用。同时，HPV E6／E7癌蛋白可能通过 

不同途径来阻碍中心体的自身平衡，E6使p53钝化， 

累积异常的中心体数 目同时致多核细胞和核异型 

形成；E7主要通过灭活Rh基因和细胞周期检查点， 

激活表型正常的细胞中心体扩增 ，E7还能独立聚集 

一 微管蛋白，E6和E7协同作用，导致中心体异常和 

染色体不稳定 4J，从而使基因组发生特征性变化， 

引起细胞恶性增殖。根据实验结果，我们推测微管 

蛋白表达及中心体酶学的改变导致了中心体拷贝 

数、结构或功能发生改变 ，这可能是宫颈癌发生的 

关键性步骤和促进其发展的重要环节。 

临床利用微管蛋白作为某些抗肿瘤药物的作 

用位点 ，抑制微管聚合或抑制微管解聚，影响微管 

动力学改变微管的功能来治疗恶性肿瘤。 

中心体扩增是所有实体肿瘤的标志，是驱动多 

步骤肿瘤形成的强大力量。本研究结果显示中心体 

微管蛋白o【、§、 一微管蛋白在癌细胞的表达明显 

高于永生化细胞 ，中心体异常可能是宫颈癌细胞恶 

性表型的特征之一，以中心体微管蛋白为治疗靶点 

的研究有着可期待的前景。 
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