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摘要　 目的　 研究谷胱甘肽 Ｓ －转移酶 Ｏｍｅｇａ⁃１（ＧＳＴＯ１）在
宫颈癌组织中的表达及其与患者生存时间的相关性，并探究

ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化对宫颈癌细胞增殖、迁移、侵袭和上皮间质

转化的影响。 方法　 用免疫组化检测 ８２ 例宫颈癌患者癌组

织中 ＧＳＴＯ１ 的表达水平，分析 ＧＳＴＯ１ 表达与临床病理特征

的相关性。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法绘制生存曲线，评估宫颈癌组织

中 ＧＳＴＯ１ 的表达对患者生存时间的影响；单因素和多因素

Ｃｏｘ 回归分析评估影响宫颈癌预后的独立危险因素；ＮｅｔＮＧ⁃
ｌｙｃ １. ０ Ｓｅｒｖｅｒ 数据库预测 ＧＳＴＯ１ 潜在的 Ｎ⁃糖基化修饰位点

（Ａｓｎ５５、Ａｓｎ１３５、Ａｓｎ１９０）；在宫颈癌细胞（ＨｅＬａ）中转染 ＧＳ⁃
ＴＯ１ ５５ 位、１３５ 位和 １９０ 位 Ｎ⁃糖基化突变载体以及 ＧＳＴＯ１
野生型载体和空载体，嘌呤霉素筛选稳定转染细胞；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验检测慢病毒干扰效果； ＥｄＵ 增殖实验、划痕愈合实

验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对 ＨｅＬａ
细胞增殖、迁移和侵袭的影响； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＧＳＴＯ１
Ｎ⁃糖基化定点突变对 ＨｅＬａ 细胞上皮间质转化的影响。 结果

　 免疫组化结果显示 ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组织中高表达；ＧＳ⁃
ＴＯ１ 在间质浸润深度≥１ ／ ２、有淋巴脉管间隙浸润、有淋巴结

转移的宫颈癌组织中的表达率更高（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＧＳＴＯ１ 高

表达与较差的总生存时间相关；ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变

后，ＨｅＬａ 细胞的增殖、迁移和侵袭的细胞个数均减少（Ｐ ＜
０. ０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变抑制

ＨｅＬａ 细胞上皮间质转化。 结论 　 宫颈癌组织中 ＧＳＴＯ１ 表

达与患者间质浸润深度、淋巴脉管间隙浸润和淋巴结转移有

关，且与患者较短的生存时间相关。 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点

突变能够抑制 ＨｅＬａ 细胞的增殖、转移和上皮间质转化。
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中图分类号　 Ｒ ７１１. ７４

文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）１２ － ２００２ － ０９
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． １２． ００３

　 　 宫颈癌是恶性肿瘤之一，严重威胁全球妇女健

康［１］，每年超过 ３０ 万人死于宫颈癌［２］。 目前，宫颈

癌筛查、接种 ＨＰＶ 疫苗等可明显降低宫颈癌患者的

发病率，但其转移、复发仍是宫颈癌患者的重要死

因［３］。 糖基化是蛋白质翻译后修饰中最常见的类

型之一，主要包括 Ｎ⁃糖基化和 Ｏ⁃糖基化［４］。 研

究［５］显示，蛋白质糖基化与宫颈癌的发生发展有

关。 谷胱甘肽 Ｓ⁃转移酶 Ｏｍｅｇａ⁃１ （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｏｍｅｇａ⁃１，ＧＳＴＯ１） 是一种谷胱甘肽转移

酶，对细胞代谢及凋亡具有调节作用［６］。 临床研

究［７］显示，ＧＳＴＯ１ 基因多态性与 ＨＰＶ 感染易感性

和宫颈癌的发生有明显的相关性。 数据库预测 ＧＳ⁃
ＴＯ１ 蛋白存在多个潜在的 Ｎ⁃糖基化修饰位点。 该

研究旨在探索宫颈癌组织肿瘤细胞中 ＧＳＴＯ１ 的表

达水平与宫颈癌患者临床病理特征和预后的相关性

及其 Ｎ⁃糖基化对宫颈癌细胞增殖、侵袭、转移和上

皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 临床病理资料　 选择 ２０１０ 年 １１ 月—２０１９ 年

１２ 月石河子大学第一附属医院妇科诊断和手术治

疗的 ８２ 例Ⅰ⁃Ⅱ期（ＦＩＧＯ 分期，２０１８）宫颈癌患者作

为研究对象，另收集相近时间段内 ３３ 例因子宫良性

疾病行全子宫切除术患者作为对照。 ８２ 例宫颈癌

患者中，年龄 ＜ ５０ 岁 ４２ 例，年龄≥５０ 岁 ４０ 例；Ⅰ期

４８ 例，Ⅱ期 ３４ 例；鳞癌 ６５ 例，腺癌 １７ 例；高中分化

７２ 例，低分化 １０ 例；肿瘤直径 ＜ ２ ｃｍ ３２ 例，肿瘤直

径≥２ ｃｍ ５０ 例；间质浸润深度（ ｄｅｅｐ ｓｔｒｏｍａｌ ｉｎｖｉ⁃
ｓｉｏｎ，ＤＳＩ） ＜ １ ／ ２ 者 ４２ 例，≥１ ／ ２ 者 ４０ 例；有淋巴脉

管间隙浸润（ ｌｙｍｐｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｐａｃｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ，ＬＶＳＩ）２１
例，无 ＬＶＳＩ ６１ 例；有淋巴结转移（ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓ⁃
ｔａｓｉｓ，ＬＮＭ）１２ 例，无 ＬＮＭ ７０ 例。 对患者行术后随
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访，记录患者总生存时间（ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ＯＳ）。 ＯＳ
是指手术日至死亡日或末次随访日期的时间。 该研

究经由石河子大学第一附属医院伦理委员会审查并

批准（批号：ＫＪ２０２０⁃０６５⁃０１），所有患者均知情同意

后纳入本研究。
１． １． ２　 主要材料与仪器　 宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ（货
号：ＸＦ０３１４）购于上海复祥生物科技有限公司；ＧＳ⁃
ＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变慢病毒（货号：２２０５１９ＤＺ）购
自上海吉玛公司；ＧＳＴＯ１ 抗体（货号：２０１９８６）以及

Ｅ⁃钙黏蛋白抗体（货号：４０７７２）、Ｎ⁃钙黏蛋白抗体

（货号：７６０１１）和波形蛋白抗体（货号：７２５４７）购自

英 国 Ａｂｃａｍ 公 司； ＤＭＥＭ 培 养 基 （ 货 号：
Ｃ１１９９５５００ＢＴ）、胎牛血清（货号：１００９９１４１）购自德

国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胰蛋白消化酶（货号：ＳＨ３００４２. ０１Ｂ）
购自美国海克隆公司；细胞迁移侵袭 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（货号：３４２２）、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（货号：３５４２３４）购自

美国康宁公司；ＥｄＵ 细胞增殖检测试剂盒（货号：
Ｋ１０７５）和 ＴＢＳ 粉末（货号：ＡＲ０１４４）购自安徽白鲨

生物科技公司；嘌呤霉素（货号：１０７Ｒ０４４０）、Ｔｗｅｅｎ⁃
２０（货号： ８５１１３ ） 和二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ； 货号：
Ｄ８３７０）购自北京索莱宝公司；衣霉素（货号：Ｂ７４１７）
购自美国伯乐公司；兔种属来源二抗 （货号： ＺＢ⁃
２３０５）和鼠种属来源二抗（货号：ＺＢ⁃２３０５）购自北京

中杉金桥公司；电泳仪（型号：１６５⁃８００１）和转膜仪

（型号：１７０⁃３９３５）购自美国伯乐公司；倒置显微镜

（型号：ＩＸ７３Ｐ２Ｆ）购自日本奥林巴斯公司；化学发光

成像仪（型号：５２００）购自上海 Ｃｈｅｍｉｓｃｏｐｅ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 生物信息学分析　 利用生物信息学数据库

ＧＥＮＴ２（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｔ２． ａｐｐｅｘ． ｋｒ ／ ｇｅｎｔ２ ／ ）分析 ＧＳＴＯ１
ｍＲＮＡ 表达情况。 根据 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０ Ｓｅｒｖｅｒ （ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＧｌｙｃ ／ ）预测 ＧＳ⁃
ＴＯ１ 潜在的 Ｎ⁃糖基化修饰的氨基酸序列。
１． ２． ２　 苏木精 － 伊红染色与免疫组化　 石蜡切片

经过脱蜡、水化处理，苏木精浸染 ５ ｍｉｎ 后分化 ６ ｓ，
然后蓝化 ５ ｍｉｎ，最后用伊红浸洗 １ ｍｉｎ，水洗不变色

后烘干封片。 石蜡切片经脱蜡、水化后处理，８ ｍｉｎ
高温高压抗原热修复，置于过氧化物中避光 １０ ｍｉｎ，
滴加 ＧＳＴＯ１ 一抗（１ ∶ １００）４ ℃冰箱过夜，然后滴加

二抗（１ ∶ ５００）室温孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＢＡ 显色后再用苏

木精复染，最后用中性树胶封片。 ＧＳＴＯ１ 蛋白在宫

颈癌组织肿瘤细胞的胞浆中着色，免疫组化染色的

结果由 ３ 位年资较高的病理科医师进行评分，根据

强度分数和百分比分数的乘积计算肿瘤细胞染色强

度评分分级，评分 ０ ～ ６ 分者属于低表达或不表达，
评分 ７ ～ １６ 分属于高表达［８］。
１． ２． ３　 细胞转染　 本实验按照慢病毒转染说明书

所示步骤进行。 将宫颈癌细胞 ＨｅＬａ 铺入 ６ 孔板

中，待细胞融合度至 ５０％ ～６０％ 时加入含有 ＧＳＴＯ１
５５ 位 Ｎ⁃糖基化突变载体基因序列（Ｎ５５Ｑ 组）、１３５
位 Ｎ⁃糖基化突变载体基因序列（Ｎ１３５Ｑ 组）和 １９０
位 Ｎ⁃糖基化突变载体基因序列（Ｎ１９０Ｑ 组） 以及

ＧＳＴＯ１ 野生型载体基因序列（ＷＴ 组）和空载体基因

序列（Ｖｅｃｔｏｒ 组），去除原有培养基，按每孔 １ ｍｌ 加
入不完全培养基。 大概 １２ ～ １６ ｈ 更换为完全培养

基，待细胞融合度达到 ８０％ 左右时更换含嘌呤霉素

（１ μｇ ／ ｍｌ）的完全培养基连续筛选 ７ ｄ，筛选成功表

达 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化 ５５ 位、１３５ 位、１９０ 位定点突变

以及 ＧＳＴＯ１ 野生型和空载体的细胞用于后续实验。
１． ２． ４　 ＥｄＵ 增殖实验　 将转染后各组细胞均匀铺

入 ９６ 孔板中（５ ０００ 个 ／孔），２４ ｈ 后用 ＥｄＵ 工作液

孵育 ２ ｈ，然后在 ３. ７％甲醛中固定 １５ ｍｉｎ。 在室温

下加入含 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ ® Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 通透液孵育

２０ ｍｉｎ，每孔加入 １００ μｌ Ｃｌｉｃｋ 反应液，室温暗处培

养 ３０ ｍｉｎ，最后每孔加入 １００ μｌ 的 １ × Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
溶液，温室暗处培养 ３０ ｍｉｎ。 显微镜下拍照，判断细

胞增殖能力。
１． ２． ５　 划痕愈合实验　 将转染后各组细胞均匀接

种在 ６ 孔板中，待细胞融合度达到 ８０％ 以上时，用
移液枪的枪头垂直于 ６ 孔板底部划线，清洗除去脱

落细胞，然后用完全培养基继续培养。 最后，在 ０、
４８ ｈ 时用倒置显微镜拍照，比较细胞的迁移能力。
１． ２． ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 将 ２００ μｌ 转染后各组细胞

悬液（包含 ２ × １０４ 个细胞）加入上室，下室加入 ８００
μｌ 含 ２０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，恒温孵育 ４８
ｈ，去除原有培养基，在 ４％ 多聚甲醛固定液中将细

胞固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗后加入结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ。
最后，在倒置显微镜下随机选取多个不同视野拍照

并计数，比较细胞的迁移能力。 此外，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

还用于测定细胞侵袭能力，在上室加入细胞悬液之

前，在小室的底部先加入基质胶，其余操作均与细胞

迁移实验相同。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞接

种于 ６ 孔板中，待细胞融合度达到 ８０％ 时，分别用

衣霉素（浓度 ０. １ μｇ ／ ｍｌ）、ＤＭＳＯ 处理 ２４ ｈ 后提取

总蛋白质，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。 衣霉素用 ＤＭＳＯ
进行稀释，因此以 ＤＭＳＯ 组作为试剂对照组，以宫

颈癌 ＨｅＬａ 原株细胞作为空白对照。 取出转染后各
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组长满细胞的 ６ 孔板，除去原有培养基，加入细胞裂

解液（ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝ ９９ ∶ １），提取细胞内总蛋白

质。 每组蛋白样品取 １０ μｌ，行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测，电
泳结束后蛋白由凝胶传递至 ＰＶＤＦ 膜，然后与 ５％
脱脂奶粉一起封闭 ２ ｈ，最后将 ＰＶＤＦ 膜分别放入含

有 ＧＳＴＯ１（１ ∶ ２ ０００）、ＥＭＴ 相关抗体 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１
∶ ３ ０００）、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ ２ ０００）和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ （１ ∶
２ ０００）的脱脂奶粉中，在 ４ ℃下孵育过夜。 第二天，
取出 ＰＶＤＦ 膜，用 ＴＢＳＴ 缓冲液浸洗 ３０ ｍｉｎ（平均 ５
ｍｉｎ ／ 次），随后置于对应种属的二抗（１ ∶ ２０ ０００）中，
室温下继续孵育 ２ ｈ。 最后，置于化学发光成像仪

中，按照流程曝光并保存图片，统计灰度值并比较蛋

白表达的差异。 本研究中所有 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，均
进行 ３ 次重复实验并统计结果。
１． ３　 统计学处理　 运用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件构建数据

库和进行统计分析。 计数资料用发生率的百分比表

示，组间比较采用卡方检验；计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示；
符合正态分布的数据组间比较采用 ｔ 检验，不符合

正态分布的数据采用秩和检验；采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ
生存曲线及 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验分析 ＧＳＴＯ１ 表达与患者

总生存时间的关系；单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析

用来评估影响宫颈癌预后的独立危险因素。 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组织中的表达　 首先，利用

生物信息学数据库 ＧＥＮＴ２ 检索 ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组

织和正常宫颈组织中表达的差异，结果显示 １１４ 例

宫颈癌组织样本中 ＧＳＴＯ１ ｍＲＮＡ 的表达明显高于

１１ 例正常宫颈组织（Ｐ ＜ ０. ０１）（图 １Ａ）。 免疫组化

结果显示 ８２ 例宫颈癌患者组织样本中 ＧＳＴＯ１ 高表

达组有 ５３ 例（６４. ６％ ），低表达组（阴性和低表达

者）有 ２９ 例（３５. ４％ ）；３３ 例对照的正常宫颈组织上

皮细胞中 ＧＳＴＯ１ 均呈阴性表达，二者比较差异具有

统计学意义（χ２ ＝ ３９. ５６２，Ｐ ＜ ０. ００１）（图 １Ｂ － Ｍ）。
２． ２　 ＧＳＴＯ１ 表达与宫颈癌患者临床病理特征的关

系　 ＤＳＩ≥１ ／ ２、有 ＬＶＳＩ、有淋巴结转移的宫颈癌患

者肿瘤细胞中 ＧＳＴＯ１ 高表达率高于 ＤＳＩ ＜ １ ／ ２、无
ＬＶＳＩ、无淋巴结转移的宫颈癌患者肿瘤细胞，差异均

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 １。
２． ３　 ＧＳＴＯ１ 高表达对宫颈癌患者预后的影响　 随

访纳入研究的 ８２ 例宫颈癌患者，随访截止时间是

２０２２ 年 １０ 月 ２５ 日，中位随访时间为 ６０ 个月（９ ～
１４４ 个月），其中 １２ 例（１４. ６％）失访，１３ 例（１５. ８％）

表 １　 ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组织肿瘤细胞中的表达与

患者临床病理特征的关系［ｎ（％ ）］

病理特征 ｎ
宫颈癌组织中 ＧＳＴＯ１ 的表达水平

低表达 高表达
χ２ 值 Ｐ 值

年龄（岁）
　 ＜ ５０ ４２ １５（３５． ７） ２７（６４． ３）

０． ００５ ０． ９６４
　 ≥５０ ４０ １４（３５． ０） ２６（６５． ０）
ＦＩＧＯ（２０１８）分期

　 Ⅰ期 ４８ １８（３７． ５） ３０（６２． ５）
０． ２３１ ０． ６３１

　 Ⅱ期 ３４ １１（３２． ４） ２３（６７． ６）
肿瘤类型

　 鳞癌 ６５ ２２（３３． ８） ４３（６６． ２）
０． ３１７ ０． ５４７

　 腺癌 １７ ７（４１． ２） １０（５８． ８）
分化程度

　 中高分化 ７２ ２７（３７． ５） ４５（６２． ５）
１． １７６ ０． ２７８

　 低分化 １０ ２（２０． ０） ８（８０． ０）
肿瘤大小（ｃｍ）
　 ＜ ２ ３２ １３（４０． ６） １９（５９． ４）

０． ６３５ ０． ４２６
　 ≥２ ５０ １６（３２． ０） ３４（６８． ０）
ＤＳＩ
　 ＜ １ ／ ２ ４２ ２０（４７． ６） ２２（５２． ４）

５． ６５５ ０． ０１７
　 ≥１ ／ ２ ４０ ９（２２． ５） ３１（７７． ５）
ＬＶＳＩ
　 有 ２１ ３（１４． ３） １８（８５． ７） ５． ４４８ ０． ０１９
　 无 ６１ ２６（４２． ６） ３５（５７． ４）
淋巴结转移

　 有 １２ １（８． ３） １１（９１． ７） ４． ４９４ ０． ０３４
　 无 ７０ ２８（４０． ０） ４２（６０． ０）

复发，１２ 例（１４. ６％ ）死亡。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线

显示，ＧＳＴＯ１ 高表达组的 ５ 年累计 ＯＳ 率（３７. ７％ ，
２０ ／ ５３）低于 ＧＳＴＯ１ 低表达组的 ＯＳ 率（５５. ２％ ， １６ ／
２９），差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０. ０２９）。 见图 ２Ａ。 单

因素 Ｃｏｘ 回归分析结果显示， ＦＩＧＯ 分期 （ ＨＲ：
５. ６７８， ９５％ ＣＩ： １. ５８３ ～ ２０. ３６６， Ｐ ＝ ０. ００８）、间质

浸润深度（ＨＲ： ３. ８０６， ９５％ ＣＩ： １. ０６１ ～ １３. ６５９， Ｐ
＝ ０. ０４０）、淋巴结转移（ＨＲ： ０. １４７， ９５％ ＣＩ： ０. ０５１
～ ０. ４２４， Ｐ ＜ ０. ００１）和 ＧＳＴＯ１ 表达是影响宫颈癌

患者 ＯＳ（ＨＲ： ７. ７６３， ９５％ ＣＩ： １. ０１３ ～ ５９. ４８４， Ｐ ＝
０. ０４９）的关键因素。 见表 ２。 多因素 Ｃｏｘ 回归分析

显示， ＦＩＧＯ 分期 （ＨＲ： ４. １２５， ９５％ ＣＩ： １. １１２ ～
１５. ３０８， Ｐ ＝ ０. ０３４ ）、 ＤＳＩ （ ＨＲ： ６. １１３， ９５％ ＣＩ：
１. ３２９ ～ ２８. １１２， Ｐ ＝ ０. ０２０） 和淋巴结转移 （ＨＲ：
４. ７４９， ９５％ ＣＩ： ０. ５９６ ～ ３７. ８３５， Ｐ ＝ ０. ００１）是影响

宫颈癌患者 ＯＳ 的独立危险因素。 见表 ２。
２． ４　 宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞中 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点

突变对 ＧＳＴＯ１ 表达量的影响　 根据 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０
Ｓｅｒｖｅｒ 数据库预测 ＧＳＴＯ１ 潜在的 Ｎ⁃糖基化修饰的

氨基酸序列， 其中 Ｎ５５ （ Ｐ ＝ ０. ６７ ）、 Ｎ１３５ （ Ｐ ＝
０. ６２）、Ｎ１９０（Ｐ ＝ ０. ６９）位Ｎ⁃糖基化修饰的阳性率
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图 １　 正常宫颈组织和宫颈癌组织中 ＧＳＴＯ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达情况

Ａ：ＧＳＴＯ１ ｍＲＮＡ 在宫颈癌组织肿瘤细胞中的表达；Ｂ － Ｄ：宫颈鳞癌；Ｅ⁃Ｇ：正常宫颈鳞状上皮；Ｈ － Ｊ：宫颈腺癌；Ｋ － Ｍ：正常宫颈腺状上皮；

与正常宫颈组织组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 宫颈癌肿瘤细胞中 ＧＳＴＯ１ 不同表达的

宫颈癌患者的生存曲线

与 ＧＳＴＯ１ 低表达组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

较高（图 ３Ｃ）。 用 Ｎ⁃糖基化抑制剂衣霉素处理宫颈

癌 ＨｅＬａ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果发现衣霉素

（０. ０１ μｇ ／ ｍｌ）能够抑制癌细胞中 ＧＳＴＯ１ 的蛋白表

达（ ｔ ＝ ５. ２０３，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ３Ａ － Ｂ）。 构建 ＧＳＴＯ１
Ｎ⁃糖基化定点突变载体（图 ３Ｄ），通过慢病毒转染

获得稳定表达 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变的宫颈癌

ＨｅＬａ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测其 ＧＳＴＯ１ 的蛋白表达

量，结果显示 Ｎ⁃糖基化定点突变组 ＧＳＴＯ１ 的蛋白表

达量明显降低（ ｔＮ５５Ｑ ＝ ４. ２７２， ｔＮ１３５Ｑ ＝ ４. ３２５， ｔＮ１９０Ｑ ＝
５. ７１３，均 Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ３Ｅ － Ｆ）。
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表 ２　 宫颈癌患者 ＯＳ 的单变量和多变量 Ｃｏｘ 回归分析结果

指标
单因素分析

ＨＲ ９５％ ＣＩ Ｐ 值

多因素分析

ＨＲ ９５％ ＣＩ Ｐ 值

年龄（ ＜ ５０ 岁 ｖｓ≥５０ 岁） ２． １５７ （０． ７０７ ～ ６． ５７８） ０． １７７
ＦＩＧＯ 分期（Ⅰ期 ｖｓ Ⅱ期） ５． ６７８ （１． ５８３ ～ ２０． ３６６） ０． ００８ ４． １２５ （１． １１２ ～ １５． ３０８） ０． ０３４
肿瘤类型（鳞癌 ｖｓ 腺癌） １． ８６９ （０． ５７７ ～ ６． ０６１） ０． ２９７
分化程度（中高分化 ｖｓ 低分化） １． ４８８ （０． ３３１ ～ ６． ６９４） ０． ６０５
肿瘤大小（ ＜ ２ ｃｍ ｖｓ ≥２ ｃｍ） ２． ４３５ （０． ６７８ ～ ８． ７４２） ０． １７３
间质浸润深度（ ＜ １ ／ ２ ｖｓ ≥１ ／ ２） ３． ８０６ （１． ０６１ ～ １３． ６５９） ０． ０４０ ６． １１３ （１． ３２９ ～ ２８． １１２） ０． ０２０
ＬＶＳＩ （有 ｖｓ 无） ０． ６１９ （０． ２０７ ～ １． ８５１） ０． ３９１
淋巴结转移（有 ｖｓ 无） ０． １４７ （０． ０５１ ～ ０． ４２４） ０． ０００ ０． ０７１ （０． ０１６ ～ ０． ３１９） ０． ００１
ＧＳＴＯ１（低表达 ｖｓ 高表达） ７． ７６３ （１． ０１３ ～ ５９． ４８４） ０． ０４９ ４． ７４９ （０． ５９６ ～ ３７． ８５３） ０． １４１

图 ３　 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对 ＧＳＴＯ１ 表达量的影响

Ａ、Ｂ：衣霉素处理后 ＧＳＴＯ１ 的蛋白表达及灰度值统计分析柱状图；Ｃ：ＮｅｔＮＧｌｙｃ１. ０ 预测 ＧＳＴＯ１ 潜在的 Ｎ⁃糖基化修饰位点；Ｄ：ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖
基化定点突变载体的构建；Ｅ、Ｆ：Ｎ⁃糖基化定点突变后 ＧＳＴＯ１ 的蛋白表达及灰度值统计分析柱状图；ａ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｂ 组：ＷＴ 组；ｃ：Ｎ５５Ｑ 组；ｄ：
Ｎ１３５Ｑ 组；ｅ：Ｎ１９０Ｑ 组；ｆ：宫颈癌 ＨｅＬａ 原株细胞组；ｇ：ＤＭＳＯ 组；ｈ：衣霉素组；与 ＤＭＳＯ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＷＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜
０. ０１
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２． ５　 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对宫颈癌 ＨｅＬａ 细
胞的增殖、迁移和侵袭能力的影响　 ＥｄＵ 增殖实验

结果表明，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，Ｎ５５Ｑ、Ｎ１３５Ｑ、Ｎ１９０Ｑ
三个突变组的细胞增殖能力下降（ ｔＮ５５Ｑ ＝ ５. ２０，ｔＮ１３５Ｑ
＝ ４. ７７， ｔＮ１９０Ｑ ＝ ６. ５１，均 Ｐ ＜ ０. ００１） （图 ４Ａ － Ｂ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭和迁移实验结果显示，与野生型相比，
ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对 ＨｅＬａ 细胞迁移（ ｔＮ５５Ｑ
＝ ８. ８９，ｔＮ１３５Ｑ ＝ １０. ６８，ｔＮ１９０Ｑ ＝ １７. ５５，均 Ｐ ＜ ０. ００１）

和侵袭（ ｔＮ５５Ｑ ＝ １４. ８０， ｔＮ１３５Ｑ ＝ ５. ６４４， ｔＮ１９０Ｑ ＝ ９. ８１０，
均 Ｐ ＜ ０. ００１）能力具有抑制作用（图 ４Ｃ － Ｅ）。 同

时，划痕愈合实验结果显示，与野生型相比，突变组

细胞迁移愈合能力降低（ ｔＮ５５Ｑ ＝ ８. ２２， ｔＮ１３５Ｑ ＝ ５. ３６，
ｔＮ１９０Ｑ ＝ １１. ６６，均 Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ４Ｆ － Ｇ）。
２． ６　 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对宫颈癌 ＨｅＬａ 细
胞的 ＥＭＴ 转化的影响 　 ＨｅＬａ 细胞中转染 ＧＳＴＯ１
Ｎ⁃糖基化定点突变的慢病毒，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ

图 ４　 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变对宫颈癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

Ａ：ＥｄＵ 增殖实验荧光图 × １００；Ｂ： ＥｄＵ 增殖实验检测的 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变宫颈癌细胞增殖率统计分析柱状图；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞

迁移和侵袭实验白光图，结晶紫染色 × １００；Ｄ － Ｅ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移和侵袭实验统计分析柱状图；Ｆ：划痕愈合实验白光图 × １００；Ｇ：划痕愈合

实验统计分析柱状图；ａ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｂ 组：ＷＴ 组；ｃ：Ｎ５５Ｑ 组；ｄ：Ｎ１３５Ｑ 组；ｅ：Ｎ１９０Ｑ 组；与 ＷＴ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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标志因子 Ｅ⁃钙黏蛋白、Ｎ⁃钙黏蛋白和波形蛋白的表

达发现，与野生型相比，ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变

均明显增强 Ｅ⁃钙黏蛋白 （ ｔＮ５５Ｑ ＝ １６３. ７０， ｔＮ１３５Ｑ ＝
６１. ２２，ｔＮ１９０Ｑ ＝ １５３. ４０，均 Ｐ ＜ ０. ００１）的表达，同时均

明显抑制 Ｎ⁃钙黏蛋白 （ ｔＮ５５Ｑ ＝ ２. ４９， ｔＮ１３５Ｑ ＝ ８. ８７，
ｔＮ１９０Ｑ ＝ １０. ２４，均 Ｐ ＜ ０. ０５ ） 和波形蛋白 （ ｔＮ５５Ｑ ＝
２. ０５，ｔＮ１３５Ｑ ＝ ４. ３２， ｔＮ１９０Ｑ ＝ ４. ８１，均 Ｐ ＜ ０. ０５）的表

达。 见图 ５Ａ⁃Ｂ。

图 ５　 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变后 ＥＭＴ 标志因子的

蛋白表达及灰度值统计分析柱状图

ａ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｂ 组：ＷＴ 组；ｃ：Ｎ５５Ｑ 组；ｄ：Ｎ１３５Ｑ 组；ｅ：Ｎ１９０Ｑ 组；

与 ＷＴ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 在世界范围内，宫颈癌位居女性恶性肿瘤第 ４
位［９］，尽管宫颈癌的诊疗策略有所改善，但是宫颈

癌的病死率仍在逐年增加，肿瘤侵袭与转移对宫颈

癌的治疗具有阻碍作用。
ＧＳＴＯ１ 是 ＧＳＴ 家族中 Ｏｍｅｇａ 类的成员之一，具

有独特的半胱氨酸位点和多种还原酶活性［１０］。 ＧＳ⁃
ＴＯ１ 在结直肠癌［１１］、非小细胞肺癌［１２］、皮肤恶性黑

色素瘤［１０］ 等恶性肿瘤中高表达。 其中研究［１１］ 表明

敲除结直肠癌肿瘤细胞的 ＧＳＴＯ１ 可以提高其顺铂

化疗效果，可能成为结直肠癌化学治疗的靶点。 在

非小细胞肺癌中，ＧＳＴＯ１ 可激活 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通

路，促进癌细胞的增殖、侵袭、转移并抑制其凋

亡［１２］。 此外，ＧＳＴＯ１ 可通过 ＥＭＴ 促进皮肤黑色素

瘤肿瘤细胞的侵袭转移［１０］。 本研究结果表明，与正

常组织相比，ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组织肿瘤细胞中表达

较高，其高表达与宫颈癌患者的 ＤＳＩ、ＬＶＳＩ 和淋巴结

转移等临床病理特征显著相关，且 ＦＩＧＯ 分期、ＤＳＩ、
淋巴结转移和 ＧＳＴＯ１ 高表达是影响宫颈癌患者预

后的关键因素。 因此，ＧＳＴＯ１ 可能是一个潜在的靶

点，可用于预测宫颈癌预后以及恶性程度，为肿瘤的

诊疗带来了新思路。
蛋白质糖基化在恶性肿瘤等疾病中具有重要的

意义，糖基化通过多种复杂的信号通路决定肿瘤性

质。 肿瘤细胞的凋亡、迁移、血管生成和肿瘤细胞外

基质的黏附等均与糖基化有关［１３］。 本研究证实

ＧＳＴＯ１ 的 ３ 个 Ｎ⁃糖化修饰位点，即 Ａｓｎ５５、Ａｓｎ１３５、
Ａｓｎ１９０，并且发现突变其中任意一个糖基化位点均

会导致 ＧＳＴＯ１ 的表达水平降低，提示 Ｎ⁃糖基化对于

维持其表达水平密切相关。 最新研究［１４］ 报道，
ＳＧＫ１９６ 在乳腺癌细胞中主要发生 Ｎ⁃糖基化修饰，
且 ＳＧＫ１９６ Ｎ⁃糖基化通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β 信号

通路发挥调控功能，在乳腺癌的侵袭和转移中发挥

抑制作用。 本研究通过 ＥｄＵ 增殖实验、划痕愈合实

验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验表明，ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变

对宫颈癌细胞的增殖及侵袭迁移能力具有明显的抑

制作用。 以上均提示 Ｎ 糖基化修饰可参与不同肿

瘤的增殖和转移。
　 　 ＥＭＴ 是肿瘤转移过程中的重要机制之一。 在

肿瘤侵袭转移中，ＥＭＴ 可以促进肿瘤细胞转变成为

具有间充质特征的细胞，从而赋予肿瘤细胞更强的

侵袭和转移能力。 通过调控 ＥＭＴ 的分子机制可以

有效地抑制肿瘤细胞的侵袭转移，从而达到治疗肿

瘤的效果。 Ｅ⁃钙黏蛋白、Ｎ⁃钙黏蛋白和波形蛋白是

ＥＭＴ 过程中的三个关键分子，它们分别代表了上皮

细胞和间充质细胞的特征，在调控细胞形态和功能

转变方面具有重要作用，对于 ＥＭＴ 的发生和发展有

着重要的意义［１５］。 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验发

现，去除 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化修饰，可以增加 Ｅ⁃钙黏蛋

白的表达，抑制 Ｎ⁃钙黏蛋白和波形蛋白的表达，表
明 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化定点突变可抑制宫颈癌细胞的

ＥＭＴ 转化。
本研究揭示了 ＧＳＴＯ１ 在宫颈癌组织肿瘤细胞

中高表达及其与患者的不良预后相关。 此外，ＧＳ⁃
ＴＯ１ Ｎ⁃糖基化参与宫颈癌的增殖和转移并且可能影

响癌细胞中 ＥＭＴ 的转化，这对于探讨宫颈癌侵袭转

移发生的机制，寻求宫颈癌防治新策略，具有重要指

导意义。 但目前本研究尚未明确 ＧＳＴＯ１ Ｎ⁃糖基化
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在宫颈癌侵袭转移过程中作用的特定分子机制，因
此，未来需要进一步探究。
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甲基⁃β⁃环糊精通过限制脂质代谢
抑制横纹肌肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭

胡亚飞，阚　 晨，汪思应

摘要　 目的　 探讨抑制脂质合成对人骨骼横纹肌肉瘤细胞

的影响及其分子机制。 方法 　 采用肿瘤基因表达数据库检

查人骨骼肌细胞（ＨＳＭＣ）和人骨骼横纹肌肉瘤细胞脂质合

成相关基因固醇调节元件结合蛋白 １（ＳＲＥＢＰ１）和角鲨烯环

氧化酶（ＳＱＬＥ）ｍＲＮＡ 表达水平并通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证。 通

过细胞增殖实验选出脂质抑制剂甲基⁃β⁃环糊精（ｍβＣＤ）的
细胞处理浓度。 分别将 ３ 株人骨骼横纹肌肉瘤细胞（ＲＤ、
ＳＪＣＲＨ３０ 和 Ａ６７３）作为对照组，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍβＣＤ 处理的三株

人骨骼横纹肌肉瘤细胞分别作为实验组。 平板克隆实验、软
琼脂集落形成实验、细胞迁移及侵袭实验和裸鼠成瘤实验检

测对照组和 ｍβＣＤ 处理组人骨骼横纹肌肉瘤细胞增殖、迁
移、侵袭和肿瘤生长的变化。 通过脂质组学及三酰甘油

（ＴＧ）分析探究 ｍβＣＤ 抑制人骨骼横纹肌肉瘤细胞恶性的分
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子机制。 结果　 相对于 ＨＳＭＣ，人骨骼横纹肌肉瘤细胞脂质

合成相关基因 ＳＲＥＢＰ１、ＳＱＬＥ 表达增高（ Ｐ ＜ ０. ００１）；与对照

组相比，ｍβＣＤ 组人骨骼横纹肌肉瘤细胞的增殖、平板克隆、
迁移侵袭和集落形成能力减弱（Ｐ ＜ ０. ０５）；裸鼠肿瘤体积和

肿瘤质量增加也减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；脂质组学和 ＴＧ 试剂盒检

测结果发现，与对照组相比，ｍβＣＤ 组 ＴＧ 含量降低 （Ｐ ＜
０. ０１ ）。 结论　 ｍβＣＤ 可能通过降低 ＴＧ 等脂质代谢过程从

而抑制人骨骼横纹肌肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭等恶性生

物学行为。
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　 　 横纹肌肉瘤（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＭＳ）是儿童中

最常见的软组织肉瘤。 ＲＭＳ 总发病率约为 ４. ５ ／ １００
万［１］。 近年来，随着手术、化疗技术的提高以及新

型抗癌药物的出现，ＲＭＳ 的治疗水平显著提升，但
仍有复发和预后不良的情况出现［２ － ３］。 有研究表

明［４］，脂质代谢重编程参与多种肿瘤发生发展的进

程，但其在肉瘤中的作用尚不清楚。 从脂质代谢重

·０１０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）


