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摘要　 目的　 基于核苷酸结合寡聚化结构域受体 ２（ＮＯＤ２）
介导的 ＡＭＰ 活化蛋白激酶 （ ＡＭＰＫ） ／雷帕霉素靶蛋白

（ｍＴＯＲ）信号通路探讨宫颈癌（ＣＣ）细胞恶性行为的机制。
方法　 生物信息学分析确定 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 组织中的表达。 将

靶向 ＮＯＤ２（ｓｈＮＯＤ２）、ｓｈＲＮＡｓ 阴性对照（ ｓｈＮＣ）以及 ＮＯＤ２
过表达（ＮＯＤ２）质粒和载体（Ｖｅｃ）转染 ＣＣ 细胞。 通过 ＣＣＫ⁃
８ 测定、集落形成和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭测定来确定 ＮＯＤ２ 对

ＣＣ 细胞生长的影响。 通过高通量 ＲＮＡ 测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）进

行转录组分析。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验检测细胞系中 ＮＯＤ２、
ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路和自噬蛋白的表达。 ２４ 只雌性

ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠随机分为 ４ 组，每组 ６ 只：载体组（Ｖｅｃ 组）、
ＮＯＤ２ 过表达组（ＮＯＤ２ 组）、ｓｈＮＣ 组和 ｓｈＮＯＤ２ 组。 构建小

鼠远处转移模型，监测肺转移的荧光强度，计数肺转移结节

的数量。 结果　 在线数据库分析显示，ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 组织中

表达明显高于正常组织，并且不同分期的 ＣＣ 中 ＮＯＤ２ 的

ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，ＮＯＤ２ 的

高表达与较差的总生存期和无病生存期相关（Ｐ ＜ ０. ０５）。
ＮＯＤ２ 过表达对 ＣＣ 细胞增殖、集落形成、迁移和侵袭具有促

进作用，而 ＮＯＤ２ 敲低则相反。 与体外结果一致，在转移的

小鼠尾静脉注射模型中，ＮＯＤ２ 组 ＣＣ 细胞的肺定殖、肺转移

灶较 Ｖｅｃ 组增加（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｓｈＮＯＤ２ 组 ＣＣ 细胞的肺定

殖、肺转移灶较 ｓｈＮＣ 组减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 结果显

示 ＮＯＤ２ 表达与 ＡＭＰＫ 信号激活、ｍＴＯＲ 信号抑制、自噬调

节途径激活和自噬体形成显著相关。 与 ｓｈＮＣ 组相比，
ｓｈＮＯＤ２ 组磷酸化 ＡＭＰＫ、 ＬＣ３ 蛋白表达水平减少 （ Ｐ ＜
０. ０５），磷酸化 ｍＴＯＲ、ｐ６２ 蛋白表达水平增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与
Ｖｅｃ 组相比，ＮＯＤ２ 组 ＬＣ３、ＡＭＰＫ 蛋白表达水平增加（Ｐ ＜
０. ０５），磷酸化 ｍＴＯＲ、ｐ６２ 蛋白表达水平减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。
与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 的点积累减少

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 Ｖｅｃ 组相比，ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 的点积累增加

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＮＯＤ２ 可能通过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号促进

ＣＣ 增殖、迁移和侵袭，其作用机制部分涉及自噬激活。
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　 　 宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＣ）是女性癌症相关死

亡的主要原因，每年估计有 ５３０ ０００ 例新病例和 ２７０
０００ 例死亡［１］。 由于转移和复发，ＣＣ 患者预后不

良，生存率低［２］。 因此，寻找 ＣＣ 的分子标志物进行

早期诊断和靶向治疗对于提高生存率至关重要。 模

式识别受体（ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）是

检测病原体特异性分子的宿主传感器，是抵御感染

的第一道防线［３］。 核苷酸结合寡聚化结构域受体 ２
（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，
ＮＯＤ２）是细胞上 ／细胞中表达的主要 ＰＲＲｓ，能识别

入侵的病原体并介导致癌作用［４ － ５］。 研究［６］ 证实

ＮＯＤ２ 上调通过正调节人类鳞状宫颈癌的致瘤性和

转移促进癌症进展。 然而，ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 中的功能在

很大程度上是未知的。 自噬是一种溶酶体依赖的分

解代谢途径，通过该途径清除受损或衰老的细胞

器［７］。 证据［７］表明，自噬可以增强化疗期间癌细胞

的获得性耐药性。 ＮＯＤ２ 作为自噬的诱导因子［８］，
是否介导 ＣＣ 的病理机制仍不清楚。 该研究探讨了

ＮＯＤ２ 对 ＣＣ 细胞生物行为和相关信号通路及自噬

的影响。

１　 材料与方法

１． １　 基因表达谱交互式分析（ＧＥＰＩＡ）在线数据库

分析 　 对 ＧＥＰＩＡ 在线数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ． ｃａｎｃｅｒ⁃
ｐｋｕ． ｃｎ ／ ）的 ＣＣ 组织中 ＮＯＤ２ 的相对 ｍＲＮＡ 水平进

行分析，包括 ３０６ 例 ＣＣ 患者和 １３ 例非癌患者。 对

ＮＯＤ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平进行 Ｌｏｇ２ 转换，将 ＣＥＳＣ
患者分为 ＮＯＤ２ 高表达和低表达两组，建立总体生

存期的 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线分析。
１． ２　 细胞系与培养　 人 ＣＣ 细胞（ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、ＣａＳ⁃
ｋｉ 和 ＭＥ⁃１８０）和人宫颈上皮细胞系 Ｅｃｔ１ ／ Ｅ６Ｅ７ 来
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自中国科学院细胞库。 Ｅｃｔ１ ／ Ｅ６Ｅ７ 细胞在补充有

１０％胎牛血清的 ＭｃＣｏｙ’ｓ ５Ａ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司） 中培养，ＨｅＬａ、 ＳｉＨａ、 ＣａＳｋｉ 和 ＭＥ⁃１８０ 细胞在

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）中培养。
１． ３　 细胞转染　 由上海吉玛制药技术有限公司设

计并合成了靶向 ＮＯＤ２（ｓｈＮＯＤ２）和 ｓｈＲＮＡｓ 阴性对

照（ｓｈＮＣ）。 细胞培养至 ３０％ ～５０％汇合，用 ｓｉＬｅｎｔ⁃
Ｆｅｃｔ 脂质试剂（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）转染 ｓｈＲＮＡｓ。
将 ＮＯＤ２ 的全长序列克隆到 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司） 中，构建 ＮＯＤ２ 过表达 （简称为：
ＮＯＤ２）质粒，同时将空载体用作阴性对照（Ｖｅｃ）。
当细胞达到大约 ９０％ 汇合时，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）转染质粒。 ４８ ｈ 后收获转染

的细胞用于随后的实验。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 增殖试验　 用 ＣＣＫ⁃８ 法（美国 ＡＰＥｘ⁃
ＢＩＯ 公司）测定 ＣＣ 细胞的增殖能力。 将对数生长

期的细胞以 １ ０００ 个 ／孔接种到 ９６ 孔板中，并将 １０
μｌ 细胞 ＣＣＫ⁃８ 溶液添加到每个孔中，然后在 ３７ ℃
下孵育 ２ ｈ。 用分光光度计计算 ４５０ ｎｍ 波长处的吸

光度，共 ３ 次。
１． ５　 集落形成试验　 收集 ＣＣ 细胞，将 １ × １０３ 个细

胞接种到 ６ 孔板中，并在 ３７ ℃下孵育 １０ ｄ。 去除培

养基后，用甲醇固定细胞，并用 ０. １％ 结晶紫染色。
然后计数并记录集落数。
１． ６　 细胞迁移和侵袭分析　 使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 测定评

估细胞迁移和侵袭。 将转染后的 ＨｅＬａ、ＳｉＨａ 细胞

重悬于不含 ＦＢＳ 的培养基中并调整细胞密度至 ２ ×
１０５ 个 ／ ２００ μｌ。 然后，将 １００ μｌ 细胞悬浮液加入

Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶包被或未包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室（美
国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）中，并将含有 １０％ 血清的

５００ μｌ 培养基加入到下室中。 在 ３７ ℃ 孵育 ４８ ｈ
后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，细胞用 ４％多聚

甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ，然后用结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，用
棉签轻轻去除室上表面的基质胶和细胞。 在显微镜

下计数渗入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 室膜的肿瘤细胞数。
１． ７　 ５⁃乙炔基⁃２′⁃脱氧尿苷（５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉ⁃
ｄｉｎｅ，ＥｄＵ）分析　 将 ＨｅＬａ 细胞或 ＳｉＨａ 细胞接种到 ６
孔板中，培养 ２４ ｈ。 加入 ＥｄＵ 溶液（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公

司），将细胞培养 ２ ｈ。 用多聚甲醛固定细胞 ３０
ｍｉｎ，加入甘氨酸溶液 ５ ｍｉｎ。 加入 ＤＡＰＩ 对细胞核

进行染色。 将细胞固定并在荧光显微镜下拍照。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验　 用冷 ＰＢＳ 洗涤细胞，然后

在冰上用裂解缓冲液孵育 ３０ ｍｉｎ，将细胞刮下并收

获。 离心后，收集含有裂解物的上清液并于 － ８０ ℃

下储存。 通过 ＢＣＡ 检测试剂盒（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）测定蛋白质浓度。 将蛋白质样品变性，随后通

过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离，并转移到 ＰＶＤＦ 膜（瑞士 Ｒｏｃｈｅ
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）上。 在脱脂牛奶中孵育 １ ｈ 后，
使用以下一抗（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）
在 ４ ℃ 下 处 理 膜 过 夜： ＮＯＤ２、 ＡＭＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ
（Ｔｈｒ１７２）、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ （ Ｓｅｒ２４４８）、 ＬＣ３、 ｐ６２ 和

ＧＡＰＤＨ（均 １ ∶ １ ０００）。 洗涤 ３ 次后，将膜与山羊抗

小鼠或抗兔 ＨＲＰ 偶联二抗（１ ∶ ２ ０００，美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）一起孵育。 通过 ＥＣＬ 检测

试剂盒（美国 Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）检测信号。
１． ９　 ＲＮＡ 测序（ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ） 　 由上

海其明信息技术有限公司进行 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析。 提

取来自用 ｓｈＮＣ 和 ｓｈＮＯＤ２ 转染的 ＨｅＬａ 细胞的总

ＲＮＡ（ｎ ＝ ３）。 将高质量的 ＲＮＡ 样品转化成 ｃＤＮＡ
文库。 纯化后的产物经过 １２ ～ １５ 轮的 ＰＣＲ 扩增，
形成最终的 ｃＤＮＡ 文库。 然后按照制造商的方案在

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ Ｘ Ｔｅｎ 上对文库进行测序。 倍数变化

＞ １. ５ 和 Ｐ ＜ ０. ０５ 代表差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。
１． １０ 　 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 检测自噬体 　 使用 ＧＦＰ⁃
ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 慢病毒［和元生物技术（上海）股份有限

公司］评估自噬体。 然后在 ＬＳＭ７１０ 共聚焦显微镜

（德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）下观察自噬体的定位和定量。 自

噬体被标记为红色和绿色（黄色荧光），而自噬溶酶

体被标记为红色。
１． １１　 动物实验　 ２４ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠（６ ～ ８ 周

龄，１８ ～ ２０ ｇ）由北京维通利华实验动物技术有限公

司提供，并在无特定病原体条件下饲养。 将小鼠随

机分为 ４ 组，每组 ６ 只：载体组（Ｖｅｃ 组）、ＮＯＤ２ 过

表达组（ＮＯＤ２ 组）、ｓｈＮＣ 组和 ｓｈＮＯＤ２ 组。 Ｖｅｃ 组

和 ＮＯＤ２ 组小鼠尾静脉注射转染 Ｖｅｃ 或 ＮＯＤ２ 的

ＳｉＨａ 细胞（１ × １０６ 个细胞），ｓｈＮＣ 组和 ｓｈＮＯＤ２ 组

小鼠尾静脉注射转染 ｓｈＮＣ 和 ｓｈＮＯＤ２ 的 ＨｅＬａ 细胞

（１ × １０６ 个细胞），以构建远处转移模型。 通过

Ｘｅｎｏｇｅｎ ＩＶＩＳ 光谱体内成像系统（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司）监测肺转移的荧光强度。 ８ 周后，解剖裸鼠的

肺，计数肉眼可见的转移结节的数量。
１． １２　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 进行统计分

析。 实验测定的结果均表示为 �ｘ ± ｓ。 两组间比较

采用学生 ｔ 检验。 多组间的比较采用单向或双向方

差分析（ＡＮＯＶＡ），然后进行事后 Ｔｕｋｅｙ 或 Ｄｕｎｎｅｔｔ
多重比较检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。
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２　 结果

２． １　 ＮＯＤ２ 与宫颈癌的不良结局相关　 采用基因

表达谱交互式分析 （ ＧＥＰＩＡ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ． ｃａｎｃｅｒ⁃
ｐｋｕ． ｃｎ ／ ）结合了基因型 －组织表达（ＧＴＥｘ）数据集，
包括 ３０６ 例宫颈癌患者和 １３ 例非癌患者，用于检测

ＮＯＤ２ 的 ｍＲＮＡ 表达，并证明 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 组织中表

达明显高于正常组织，并且不同分期的 ＣＣ 中 ＮＯＤ２
的 ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５） （图

１Ａ、Ｂ）。 使用 ＴＣＧＡ 数据集对生存数据的分析揭

示，在宫颈鳞状细胞癌和宫颈腺癌（ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｑｕａ⁃
ｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＥＳＣ）中，ＮＯＤ２ 的高表达与较

差的总生存期和无病生存期相关（图 １Ｃ、Ｄ）。 为了

确定 ＮＯＤ２ 的功能作用，课题组检测了 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ
细胞（ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、ＣａＳｋｉ 和 ＭＥ⁃１８０）和人宫颈上皮

细胞系 Ｅｃｔ１ ／ Ｅ６Ｅ７ 中的表达，结果显示 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ
细胞中表达显著上调，其中与 Ｅｃｔ１ ／ Ｅ６Ｅ７ 细胞相

比，ＮＯＤ２ 在 ＨｅＬａ 细胞中表达相对较高，在 ＳｉＨａ 细

胞中表达相对较低（图 １Ｅ）。
２． ２　 ＮＯＤ２ 正向调节 ＣＣ 细胞增殖 　 根据 ＮＯＤ２
在 ＣＣ 细胞系中的表达谱，将 ＮＯＤ２ 高表达的 ＨｅＬａ

细胞用于沉默 ＮＯＤ２，和低 ＮＯＤ２ 表达的 ＳｉＨａ 细胞

中稳定过表达 ＮＯＤ２（图 ２Ａ）。 增殖分析结果表明，
与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组 ＨｅＬａ 细胞活力（Ｆ ＝
９. １４，Ｐ ＜ ０. ０１）、集落数、ＥｄＵ 阳性细胞率均显著降

低（ ｔ ＝ ８. ７７、１０. ３２，均 Ｐ ＜ ０. ０１） （图 ２Ｂ ～ Ｄ）；与
Ｖｅｃ 组相比，ＮＯＤ２ 组 ＳｉＨａ 细胞活力（Ｆ ＝ １１. ２９，Ｐ
＜ ０. ０１）、集落数、ＥｄＵ 阳性细胞率均增加（ ｔ ＝ ４. ８１、
４. ６１，均 Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ２Ｅ ～ Ｇ）。
２． ３　 ＮＯＤ２ 对 ＣＣ 细胞体内外转移的抑制作用 　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭试验显示，与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２
组 ＨｅＬａ 细胞迁移和侵袭数均降低（ ｔ ＝ ４. ７０、５. ５４，
Ｐ ＝ ０. ００３、 ＜ ０. ０１） （图 ３Ａ）；与 Ｖｅｃ 组相比，ＮＯＤ２
组 ＳｉＨａ 细胞迁移和侵袭数均增加（ ｔ ＝ ４. ６６、４. ７３，Ｐ
＝ ０. ００３、０. ００３） （图 ３Ｂ）。 为了评估 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ
细胞体内转移中的功能作用，通过尾静脉将稳定转

染的 ＣＣ 细胞注射到裸鼠中以产生肺转移模型。 ８
周后，与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组中 ＨｅＬａ 细胞的肺

定殖、肺转移灶减少 （ ｔ ＝ ４. ３６、４. ５２，Ｐ ＝ ０. ００９、
０. ００７）（图 ３Ｃ、Ｄ）；与 Ｖｅｃ 组相比，ＮＯＤ２ 组中 ＳｉＨａ
细胞的肺定殖、肺转移灶增加（ ｔ ＝ ４. ３８、３. ８１，Ｐ ＝
０. ００９、０. ０１５）（图 ３Ｅ、Ｆ）。

图 １　 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 中升高，预示宫颈癌患者预后不良

Ａ：在线数据库的宫颈癌组织中的 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 水平。 Ｂ：在线数据库的不同分期宫颈癌组织中 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 水平；Ｃ：ＧＥＰＩＡ 数据库中

ＮＯＤ２ 表达和总生存期的相关性；Ｄ：ＧＥＰＩＡ 数据库中 ＮＯＤ２ 表达和无病生存期之间的相关性；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验分析 ＣＣ 细胞（ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、
ＣａＳｋｉ 和 ＭＥ⁃１８０）和人宫颈上皮细胞系 Ｅｃｔ１ ／ Ｅ６Ｅ７ 中 ＮＯＤ２ 表达水平
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图 ２　 ＮＯＤ２ 正向调节 ＣＣ 细胞增殖 × ５０
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验分析 ＨｅＬａ 和 ＳｉＨａ 细胞转染后 ＮＯＤ２ 表达；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 测定 ＨｅＬａ 细胞的活力；Ｃ、Ｄ：集落形成和 ＥｄＵ 测定 ＨｅＬａ 细胞的

增殖能力；Ｅ：ＣＣＫ⁃８ 测定 ＳｉＨａ 细胞的活力；Ｆ、Ｇ：集落形成和 ＥｄＵ 测定 ＳｉＨａ 细胞的增殖能力；与 ｓｈＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｖｅｃ 组比较：＃＃Ｐ
＜ ０. ０１

２． ４　 ＮＯＤ２ 调控 ＡＭＰＫ／ ｍＴＯＲ 信号通路　 为进一

步探索 ＮＯＤ２ 抑制 ＣＣ 进展的机制，用 ｓｈＮＣ 和

ｓｈＮＯＤ２ 转染的 ＨｅＬａ 细胞中，通过高通量 ＲＮＡ 测序

（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）进行转录组分析。 在 ＮＯＤ２ 下调的 ＨｅＬａ
细胞中，４５１ 个差异表达的基因（ＤＥＧｓ）上调，８９２ 个

ＤＥＧｓ 下调。 随后，基因集合富集分析（ＧＳＥＡ ）结果

显示 ＮＯＤ２ 的表达与 ＡＭＰＫ 信号激活和 ｍＴＯＲ 信号

抑制显著相关，表明 ＮＯＤ２ 在 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号中的

潜在调节作用（图 ４Ａ、Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验分析显

示，与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组磷酸化 ＡＭＰＫ 蛋白的

表达水平降低（ ｔ ＝ ９. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１），磷酸化 ｍＴＯＲ 蛋

白的表达水平增加（ｔ ＝１１. ５９，Ｐ ＜０. ０１）；与 Ｖｅｃ 组相

比，ＮＯＤ２ 组磷酸化 ＡＭＰＫ 蛋白的表达水平增加（ ｔ ＝
４. ７０，Ｐ ＜０. ０１），和磷酸化 ｍＴＯＲ 蛋白的表达水平降

低（ｔ ＝９. ３６，Ｐ ＜０. ０１）（图 ４Ｃ）。

２． ５ 　 ＮＯＤ２ 通过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号介导 ＣＣ 细

胞的自噬激活　 此外，ＧＳＥＡ 结果显示，ＮＯＤ２ 的表

达与自噬调节途径激活、自噬体形成显著相关，表明

ＮＯＤ２ 在自噬调节中的潜在调节作用（图 ５Ａ、Ｂ）。
因此，进一步评估 ＮＯＤ２ 在自噬调节中的功能作用。
首先，用 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 转染 ＣＣ 细胞以评估自噬

流的形成。 与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃
ＬＣ３ 的点积累减少（ ｔ ＝ ４. ７８，Ｐ ＜ ０. ０１）；与 Ｖｅｃ 组相

比，ＮＯＤ２ 的 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃ＬＣ３ 的点积累增加 （ ｔ ＝
４. ５２，Ｐ ＜ ０. ０１） （图 ５Ｃ、Ｄ）。 此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试
验分析显示，与 ｓｈＮＣ 组相比，ｓｈＮＯＤ２ 组 ＬＣ３ 表达

水平减少（ ｔ ＝ ７. １３，Ｐ ＜ ０. ０１），ｐ６２ 表达水平增加（ ｔ
＝ ６. ６１，Ｐ ＜ ０. ０１）；与 Ｖｅｃ 组相比，ＮＯＤ２ 组 ＬＣ３ 表

达水平显著增加（ ｔ ＝ ８. ４３，Ｐ ＜ ０. ０１），ｐ６２ 表达水平

减少（ ｔ ＝ ８. ７５，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ５Ｅ）。

·９１３·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４；５９（２）



图 ３　 ＮＯＤ２ 对 ＣＣ 细胞体内外转移的抑制作用

　 　 Ａ、Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 分析 ＨｅＬａ 细胞和 ＳｉＨａ 细胞迁移和侵袭能力；Ｃ、Ｄ：注射经 ｓｈＮＣ、ｓｈＮＯＤ２ 转染的 ＨｅＬａ 细胞后 ８ 周拍摄图像及肺转移灶定

量分析；Ｅ、Ｆ：注射经 Ｖｅｃ、ＮＯＤ２ 转染的 ＳｉＨａ 细胞后 ８ 周拍摄图像及肺转移灶定量分析；与 ｓｈＮＣ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｖｅｃ 组比较：＃Ｐ ＜
０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＮＯＤ２ 对 ＣＣ 细胞 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路的影响

Ａ、Ｂ：ＧＳＥＡ 用于鉴定用 ｓｈＮＣ 和 ｓｈＮＯＤ２ 转染的 ＨｅＬａ 细胞的 ＡＭＰＫ 信号、ｍＴＯＲ 信号相关的基因分布；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验分析 ＨｅＬａ 和

ＳｉＨａ 细胞中 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号表达；与 ｓｈＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｖｅｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 ＮＯＤ２ 通过 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号介导 ＣＣ 细胞的自噬激活

Ａ、Ｂ：ＧＳＥＡ 用于鉴定用 ｓｈＮＣ 和 ｓｈＮＯＤ２ 转染的ＨｅＬａ 细胞的自噬相关途径和自噬小体形成基因组中的基因分布；Ｃ、Ｄ：监测用 ＧＦＰ⁃ｍＲＦＰ⁃
ＬＣ３ 慢病毒转染的 ＨｅＬａ 和 ＳｉＨａ 细胞中自噬流的形成；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验分析 ＨｅＬａ 和 ＳｉＨａ 细胞中 ＬＣ３ 以及 ｐ６２ 蛋白水平；与 ｓｈＮＣ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｖｅｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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３　 讨论

　 　 近年来，尽管 ＣＣ 的临床治疗取得了进展，但预

后仍不令人满意［９］。 因此，迫切需要确定更可靠的

治疗靶点并阐明其对 ＣＣ 进展的影响。 本研究使用

一系列体外和体内功能丧失和获得实验证明了

ＮＯＤ２ 在抑制 ＣＣ 进展中的作用。 首先，对在线数据

库的分析显示 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 组织中上调，并且 ＮＯＤ２
的表达水平与较差的预后相关。 使用各种功能实验

来评估 ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 细胞的增殖、迁移和侵袭中的

作用。 ＮＯＤ２ 显示出恶性表型。 一系列功能获得实

验证实 ＮＯＤ２ 在促进 ＣＣ 进展中的作用，显示 ＮＯＤ２
可以通过激活 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ／自噬信号传导促进 ＣＣ
细胞进展。

转移性和复发性 ＣＣ 是高度难治的肿瘤，治疗

具有挑战性。 先前的研究［１０］表明，几种 ＰＲＲｓ 与 ＣＣ
的发展有关。 ＰＲＲｓ 的 ＮＬＲ 家族已在宿主免疫防御

中得到鉴定，其成员 ＮＯＤ２ 广泛表达于女性生殖器

官，包括子宫内膜、输卵管、子宫颈和外子宫颈［８］。
ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 的发展中起重要作用，其失调推动宫颈

上皮内瘤变发展为 ＣＣ［１１］。 研究［８］ 中，与正常子宫

颈相比，ＣＳＣＣ 组织中检测到较高水平的 ＮＯＤ２，尤
其在 ＬＶＳＩ、淋巴结转移和低分化肿瘤中特别高表

达，并与较差的生存率相关。 本研究中，与 Ｅｃｔ１ ／
Ｅ６Ｅ７ 细胞相比，ＮＯＤ２ 在 ＣＣ 细胞中表达显著上调。
这与在结肠癌转移和乳腺癌细胞系中观察到的

ＮＯＤ２ 表达增加一致［１２ － １３］。 随后，体外功能获得和

丧失实验强调了 ＮＯＤ２ 在促进 ＣＣ 细胞增殖、迁移

和侵袭中的重要作用。 尾静脉注射模型显示，ＮＯＤ２
过表达导致 ＣＣ 细胞体内远端器官的转移率增加。
这些体内和体外结果表明，特异性靶向 ＮＯＤ２ 的

ｓｈＲＮＡｓ 可以有效抑制 ＣＣ 生长和转移。 然而，
ＮＯＤ２ 促进 ＣＣ 进展的潜在机制尚未完全研究。

为进一步探索 ＮＯＤ２ 促进 ＣＣ 进展的机制，在
用 ｓｈＮＣ 和 ｓｈＮＯＤ２ 转染的 ＨｅＬａ 细胞中，通过 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 进行转录组分析显示 ＮＯＤ２ 的表达与 ＡＭＰＫ 信

号激活和 ｍＴＯＲ 信号抑制显著相关，表明 ＮＯＤ２ 在

ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号中的潜在调节作用。 研究［１４］ 显

示，ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路激活可诱导癌细胞自噬

和自噬性死亡，从而促进肿瘤的发生和发展。 例如，
Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［１５］ 报道 ＢＤＨ２ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ
信号传导抑制肿瘤进展。 Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ［１６］ 表明沉默

ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路抑制 ＧＢＭ 的进展。 另一项

研究［１７］表明，盐霉素可以通过增加活性氧的产生，

从而激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 和 ＥＲＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 信

号通路，促进细胞自噬。 本研究中，ＮＯＤ２ 的表达与

ＡＭＰＫ 信号激活和 ｍＴＯＲ 信号抑制相关， 表明

ＮＯＤ２ 在 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号中的潜在调节作用。 因

此，癌细胞利用 ＮＯＤ２ 的细胞保护能力来创造促进

癌细胞存活的微环境。
自噬是一种溶酶体依赖的分解代谢途径，通过

该途径清除受损或衰老的细胞器。 自噬在调节癌症

进展和确定肿瘤细胞对化疗诱导的应激的反应中起

重要作用［１０］。 然而，自噬在癌症治疗中的作用是多

方面的，取决于细胞类型、微环境和肿瘤发展的阶

段［１８］。 迄今为止，已经描述了细胞保护性和细胞毒

性功能形式的自噬，其中细胞保护性自噬在对化疗

的反应中更为频繁［７］。 一系列证据表明，自噬通过

促进癌细胞存活、细胞增殖、ＥＭＴ 以及耐药性，在恶

性肿 瘤 的 发 生 发 展 中 发 挥 细 胞 保 护 作 用［１９］。
ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号的激活已被证明与自噬激活相

关［１７］。 本研究证实 ＮＯＤ２ 的表达与自噬调节途径、
自噬体形成显著相关，表明 ＮＯＤ２ 在自噬中的潜在

调节作用。
综上所述，这项研究表明， ＮＯＤ２ 可能通过

ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号促进 ＣＣ 增殖、迁移和侵袭，其作

用机制部分涉及自噬激活。 因此，靶向 ＮＯＤ２ 可能

是治疗 ＣＣ 的有前途的治疗靶点。
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血红素加氧酶⁃１ 通过诱导抗病毒蛋白的
表达增强 ＩＦＮ⁃α抗 ＨＢＶ 效应

笪　 蔚１，王　 琴１，魏安邦２，张　 浩１， 汪任冰１，刘　 倩１，周　 强１

摘要　 目的 　 探讨血红素加氧酶⁃１（ＨＯ⁃１）对 ＨＢＶ 复制的

作用及 ＨＯ⁃１ 联合 α⁃干扰素（ＩＦＮ⁃α）的抗病毒效应。 方法　
以 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞和 ＨＢＶ １. ３ 质粒转染 ＨｅｐＧ２ 细胞即

ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 为 ＨＢＶ 复制细胞模型；血红素（Ｈｅｍｉｎ）分别

处理 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 和 ＨｅｐＧ２⁃ＨＢＶ１. ３ 细胞，诱导 ＨＯ⁃１ 表达；
ＣＣＫ⁃８ 评估 Ｈｅｍｉｎ 对 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２. ２. １５ 的毒性作用；化学

发光法分析 Ｈｅｍｉｎ 处理组及 ｓｉ⁃ＨＯ⁃１ 等实验组上清液中 ＨＢ⁃
ｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 ＨＯ⁃１、ＩＦＮ⁃β、ＨＢＶ⁃ＤＮＡ；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析 ＩＲＦ⁃３、ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中相关分子的表达；Ｈｅ⁃
ｍｉｎ 联合 ＩＦＮ⁃α 处理 ＨｅｐＧ２. ２. １５，监测 ＨＯ⁃１ 是否具有协同

ＩＦＮ⁃α 抗病毒效应。 结果 　 Ｈｅｍｉｎ 剂量依赖性诱导 ＨＯ⁃１，
ＨＯ⁃１ 被诱导后发挥显著的抗 ＨＢＶ 效应，同时 ＩＦＮ⁃β、ＩＲＦ⁃３
及 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中 ＩＲＦ⁃９、ＭｘＡ 的表达均增加。 沉默

ＨＯ⁃１ 表达能逆转 Ｈｅｍｉｎ 诱导组的抗病毒效应，同时 Ｉ 型干

扰素 ＩＦＮ⁃β 也呈现低表达，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中的 ＩＲＦ⁃９、
ＭｘＡ 的表达也被抑制。 Ｈｅｍｉｎ 联合 ＩＦＮ⁃α 发挥更强的抗病

毒作用。 结论　 ＨＯ⁃１ 能够发挥抗 ＨＢＶ 效应，这种效应可能

是增加 ＩＲＦ⁃３ 的磷酸化诱导 Ｉ 型干扰素表达来激活 ＪＡＫ ／
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ＳＴＡＴ 信号通路发挥抗病毒效应；ＨＯ⁃１ 可以协同 ＩＦＮ⁃α 发挥

抗病毒作用。
关键词　 血红素；血红素加氧酶⁃１；ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ；ＩＦＮ⁃β
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ）是 ＤＮＡ
病毒科中一种嗜肝的、带包膜的、部分双链的 ＤＮＡ
病毒［１］。 ＨＢＶ 感染是一个重要的全球性健康问题，
据世卫组织估计，全球有 ２. ５７ 亿人长期感染 ＨＢＶ，
每年约有 ８８. ７ 万人死于与 ＨＢＶ 相关的并发症［２］。
血红素加氧酶 １（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１， ＨＯ⁃１）是血红素

降解的关键酶，打开血红素的卟啉环，并释放等摩尔

量的游离铁、绿胆素 （ ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎ， ＢＶ） 和一氧化碳

（ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ， ＣＯ）。 ＨＯ⁃１ 是一种重要的应激反

应蛋白，它具有抗氧化、抗凋亡和抗炎的作用，在生

理和病理条件下均对机体起保护作用，也被认为是

一种细胞保护酶［３］；在过去的 １０ 年中，ＨＯ⁃１ 已被成

功探索出对多种病毒的抗病毒作用，并且对包膜病

毒有选择性，能引起病毒包膜的破坏和解离；如
ＨＩＶ、ＨＣＶ、ＨＢＶ、流感、登革热、埃博拉、呼吸道合胞

病毒、人类单纯疱疹病毒等［４］；被认为是包膜病毒

的通用杀病毒剂。 在 ＨＢＶ 感染中，Ｐｒｏｔｚｅｒ ｅｔ ａｌ［５］证
明了 ＨＯ⁃１ 可以通过降低 ＨＢＶ 核心蛋白的稳定性，
直接抑制 ＨＢＶ 在肝细胞中的复制，从而抑制 ＨＢＶ
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