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摘要　 目的　 研究泛醇 －细胞色素 Ｃ 还原酶亚基 ２（ＱＣＲ２）
对宫颈癌 ＳｉＨａ 细胞株周期阻滞的影响，并探讨相关机制。
方法　 取对数期 ＳｉＨａ 细胞，脂质体转染法将 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ、
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 转染至 ＳｉＨａ 细胞，设为 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ 组，未经处理细胞设空白组。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＱＣＲ２、ｐ５３ ｍＲＮＡ 与蛋白相对表达量；碘化丙啶

（ＰＩ）染色检测细胞周期。 取 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞，以终浓度

５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 泛素 － 蛋白酶体抑制剂 ＰＳ３４１ 干预，设为 ＱＣＲ２
ｓｉＲＮＡ ＋ ＰＳ３４１ 组，另取 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞以等量生理盐水

（ＮＳ）干预，设为 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ５３
蛋白相对表达量；免疫共沉淀实验检测 ｐ５３ 泛素化水平。 结

果　 荧光显微镜下观察，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组转

染效率均大于 ８０％ ；与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，ＱＣＲ２
ｓｉＲＮＡ 组 ＱＣＲ２ ｍＲＮＡ 与蛋白相对表达量均降低 （ Ｐ ＜
０. ０５），Ｇ０ ／ Ｇ１ 占比升高（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｓ、Ｇ２ ／ Ｍ 占比降低（Ｐ ＜
０. ０５）；ｐ５３ ｍＲＮＡ 相对表达量组间比较，差异无统计学意

义；与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ 蛋

白相对表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与空白组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋
ＰＳ３４１ 组比较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组 ｐ５３ 蛋

白相对表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比

较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ 泛素化程度降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 沉默 ＱＣＲ２ 可将 ＳｉＨａ 细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，其机制可能

与抑制 ｐ５３ 泛素化，提高其蛋白表达有关。
关键词　 宫颈癌；泛醇 － 细胞色素 Ｃ 还原酶亚基 ２；ｐ５３；泛
素化；细胞周期阻滞
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　 　 宫颈癌是妇科恶性肿瘤致死的重要原因。 每年

约 １ ／ ３ 的新发病例发生在我国，且发病率逐年升

高［１］。 既往研究［２ － ３］ 显示，肿瘤细胞中线粒体数量

多于正常细胞，且线粒体复合物一、三抑制剂可抑制

肿瘤生长，推测肿瘤细胞中线粒体功能活跃。 该课

题组根据组蛋白去乙酰化酶抑制剂（ ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ ａ，
ＴＳＡ）对肿瘤细胞凋亡具有特异性诱导作用的原理，
筛选出凋亡相关基因泛醇 － 细胞色素 Ｃ 还原酶亚

基 ２ （ ｕｂｉｑｕｉｎｏｌ⁃ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ２，
ＱＣＲ２），且发现其异常高表达于宫颈癌组织，推测

ＱＣＲ２ 作为致癌基因参与宫颈癌发生、发展。 该研

究通过构建沉默 ＱＣＲ２ 的宫颈癌 ＳｉＨａ 细胞株，研究

其对该细胞的周期阻滞作用及相关机制。

１　 材料与方法

１． １　 细胞　 宫颈癌 ＳｉＨａ 细胞株购于上海江林生物

科技有限公司。 培养条件：含 １０％ 胎牛血清、１％ 双

抗（青霉素、链霉素）的 ＤＭＥＭ 培养基，标准条件（３７
℃，５％ ＣＯ２）培养箱。
１． ２　 药物、主要试剂和仪器　 携带绿色荧光蛋白的

ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ（上游：５′⁃ＡＵＧＡＣＵＧＣＣＧＣＡＵＧＵＵＡＣＧ
ＣＡＣＡＣ⁃３′， 下游： ５′⁃ＵＧＣＡＣＡＧＣＵＧＵＧＣＡＣＧＣＵＡＣ
ＧＵＧＣ⁃３′）、 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ２ （ 上 游： ５′⁃ＵＧＣＡＧＣＧＵＧ
ＣＧＵＧＣＡＣＧＣＧＵＧＡＣＧ⁃３′，下游：５′⁃ＵＧＣＡＣＧＣＵＧＣＡ
ＣＵＡＧＵＧＧＣＵＧＣＡＣ⁃３′）、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 质粒（深圳默

赛尔生物医学科技发展有限公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

３０００ 脂质体法转染试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒、逆转录试剂盒、实时荧光定量

ＰＣＲ 检测试剂盒、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；ＱＣＲ２、ｐ５３ 一抗（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；碘
化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染液（北京中杉金桥生

物技术有限公司）；泛素 － 蛋白酶体抑制剂 ＰＳ３４１
（ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 ）； Ｐｉｅｒｃｅ
Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋ ＩＰ ｋｉｔ 试剂盒（上海北诺生物科技有限公

司）。 ＤＭＩ４０００Ｂ 型荧光显微镜（德国徕卡微系统有

限公司）；ＦＡＣＳＣａｎｔｏ Ⅱ流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公

司）。
１． ３　 方法

１． ３． １　 细胞培养与转染　 收集对数期 ＳｉＨａ 细胞，
胰蛋白酶消化，接种于 ２４ 孔板，细胞融合度达 ７５％
时，更换成双抗完全培养基。 严格按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ ３０００ 脂质体法转染说明书操作，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂 ５ μｌ 加至 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 无血清培
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养基 １００ μｌ 中（Ａ 液），待转质粒（ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ１、
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ２、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ）各 ５ μｌ 加至 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
无血清培养基 １００ μｌ 中（Ｂ 液），Ａ 液与 Ｂ 液混合，
室温孵育 ５ ｍｉｎ。 孵育期间，每个孔板更换为新鲜培

养基 １. ８ ｍｌ，孵育完成后每孔加入混合液，继续培养

４８ ｈ。 显微镜下观察转染效率，筛选有效 ｓｉＲＮＡ。
将转染有效 ｓｉＲＮＡ、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 质粒的细胞分别

设为 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组，未经处理的

ＳｉＨａ 细胞设为空白组，每组设置 ５ 个复孔。 荧光显

微镜下观察，发出明亮的绿色荧光者为阳性细胞，转
染效率（％ ） ＝阳性细胞数 ／总细胞数 × １００％ 。
１． ３． ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＣＲ２ ｍＲＮＡ 与

蛋白相对表达量 　 取空白组、 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组、
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞，加入 ＴＲＩｚｏｌ １ ｍｌ，经浓度、纯度

检测后逆转录获取 ｃＤＮＡ，鉴定后对反应体系及反

应条件进行设置，重复 ４０ 次，７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参基因，２ － ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达

量。 ＱＣＲ２ 上游引物序列：５′⁃ＴＧＣＡＣＧＣＡＴＡＧＣＡＧ⁃
ＧＣＡＣＧＴＧＣＡＣ⁃３′，下游引物序列： ５′⁃ＧＴＡＣＧＴＧＴ⁃
ＧＡＣＡＧＴＣＧＴＡＣＡＡＣＧＣ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物序列：
５′⁃ＧＴＧＡＣＣＧＴＧＡＡＴＴＣＡＣＣＧＣＡＣＧＣＴ⁃３′，下游引物

序列：５′⁃ＴＧＡＣＡＣＧＡＣＧＴＧＣＡＣＡＣＡＧＴＣＧＴＧ⁃３′。 所

有实验重复 ３ 次，取平均值。
　 　 取空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细

胞，ＰＢＳ 洗涤，ＲＩＰＡ 细胞裂解液裂解，离心收集沉

淀，ＢＣＡ 试剂盒定量。 取 ４０ μｇ 样品混合上样缓冲

液，１００ ℃水浴 ５ ｍｉｎ，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收
集上清液，恒压下分离，湿法转膜，５％脱脂奶粉常温

封闭 ２ ｈ，加入 ＱＣＲ２ 一抗（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，
ＴＢＴＳ 漂洗，加入山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ８ ０００）常温

孵育 ２ ｈ，ＴＢＴＳ 漂洗。 暗室显影，Ｆｌｕｏｒ Ｃｈｅｍ ＦＣ２ 成

像系统扫描、分析，以 ＱＣＲ２ ／ ＧＡＰＤＨ 灰度值表示蛋

白相对表达量。
１． ３． ３ 　 ＰＩ 染色检测细胞周期 　 取空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞，至融合度 ８０％ 左右

时胰蛋白酶消化，培养基终止消化，轻吹细胞，移至

１５ ｍｌ 离心管，４ ℃，２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ；预冷

ＰＢＳ 冲洗，同条件离心 ５ ｍｉｎ；１００ μｌ ＰＢＳ 重悬，加入

１ ｍｌ ７０％预冷乙醇，混合均匀；４ ℃固定 １２ ｈ，２ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ，半径 １２ ｃｍ 离心 ５ ｍｉｎ，预冷 ＰＢＳ 冲洗细胞；
加入 ＰＩ 染液（ＲＮａｓｅＡ １０ μｌ，染色缓冲液 ０. ５ ｍｌ，ＰＩ
染液 ２５ μｌ），遮光冰浴 ３０ ｍｉｎ；３００ 细胞滤网过滤，
经流式细胞仪检测。
１． ３． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ５３ ｍＲＮＡ 与蛋

白相对表达量 　 取 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞，用生理盐

水（ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）溶液溶解泛素 － 蛋白酶体抑

制剂 ＰＳ３４１，以终浓度 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 干预 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ
组细胞 ４ ｈ，设为 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＰＳ３４１ 组，另取

ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞以等量 ＮＳ 干预 ４ ｈ，设为 ＱＣＲ２
ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组。

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分别检测空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组、
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ ｍＲＮＡ 相对表达量。 操作同

１. ３. ２， ｐ５３ 上游引物序列：５′⁃ＴＧＣＧＣＧＣＡＡＣＴＧＣＡＣ
ＧＣＧＴＧＣＡＣＧＣ⁃３′，下游引物序列：５′⁃ＣＧＴＡＣＧＣＴＧ⁃
ＣＡＣＧＣＴＡＧＣＴＧＣＡＣＧＣ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物序列：
５′⁃ＧＴＣＧＡＡＡＡＣＣＡＣＡＣＴＧＣＡＣＣＧＣＧＴＣ⁃３′， 下 游 引

物序列：５′⁃ＧＴＣＡＡＣＧＧＧＴＴＴＧＣＡＣＧＣＴＧＣＡＡＣＴ⁃３′。
所有实验重复 ３ 次，取平均值。
　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测空白组、 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组、
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组，空白组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲ⁃
ＮＡ ＋ ＮＳ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＰＳ３４１ 组 ｐ５３ 蛋白相对

表达量。 操作同 １. ３. ２，封闭液封闭后加入 ｐ５３ 一

抗（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，ＴＢＴＳ 漂洗，加入山羊

抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ８ ０００）常温孵育 ２ ｈ，ＴＢＴＳ 漂洗。
暗室显影，Ｆｌｕｏｒ Ｃｈｅｍ ＦＣ２ 成像系统扫描、分析，以
ｐ５３ 灰度值 ／内参 ＧＡＰＤＨ 灰度值表示其蛋白相对表

达量。
１． ３． ５　 免疫共沉淀实验检测 ｐ５３ 泛素化水平　 取

空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞，按照

Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋ ＩＰ ｋｉｔ 试剂盒说明书要求操作。 于

ＮＰ⁃４０ 裂解缓冲液中裂解，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ
转移上清液至新离心管。 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠经

ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后制成 ５０％ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠工

作液。 振荡器 ４ ℃振荡 １０ ｍｉｎ 以避免非特异性结

合蛋白对实验结果的影响。 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ 转移上清液至新离心管，弃去 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 琼脂

糖珠，加入 ＱＣＲ２、ｐ５３ 一抗至总体积 ５００ μｌ。 振荡

器 ４ ℃缓慢振荡过夜，离心收集免疫沉淀产物，ＰＢＳ
洗涤。 加入上样缓冲液 １５ μｌ，沸水浴 ５ ｍｉｎ 行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 统计软件对数

据进行分析，以 �ｘ ± ｓ 表示计量资料，以单因素方差

分析行多样本资料比较，当 Ｌｅｖｅｎｅ 检验方差齐时，
以单因素方差分析比较均值，再以 ＬＳＤ⁃ｔ 行两两比

较。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 转染效率观察 　 转染 ４８ ｈ，荧光显微镜下观
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察，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ１ 的转染效率大于 ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ２，
将其作为有效 ｓｉＲＮＡ 进行后续实验。 见图 １。

图 １　 荧光显微镜下观察转染效率　 ×２００

２． ２　 ＱＣＲ２ ｍＲＮＡ 与蛋白相对表达量比较　 与空

白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｍＲＮＡ
与蛋白相对表达量均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３ 　 各组细胞周期分布对比 　 与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ 组比较， ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 占比升高

（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｓ、Ｇ２ ／ Ｍ 占比降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ３。
２． ４　 各组 ｐ５３ ｍＲＮＡ 与蛋白相对表达量比较

图 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＣＲ２ 表达

　 　 与空白组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

ｐ５３ ｍＲＮＡ 相对表达量组间比较，差异无统计学意

义；与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组

ｐ５３ 蛋白相对表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ５ 　 各组 ｐ５３ 蛋白相对表达量比较 　 空白组、
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ
＋ ＰＳ３４１ 组 ｐ５３ 蛋白相对表达量分别为 （０. ２１ ±
０. ０３）、 （ ０. ８２ ± ０. ０９ ）、 （ ０. ８０ ± ０. １０ ）、 （ ０. ２４ ±
０ . ０４ ） ，与空白组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＰＳ３４１组比较，

图 ３　 各组细胞周期分布情况

　 　 Ａ：各组细胞周期流式图；Ｂ：各组细胞周期柱状图；

与空白组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较：
＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组 ｐ５３ 蛋白相对

表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

图 ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＣＲ２ 表达

　 　 与空白组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ５３ 蛋白表达

　 　 Ａ：空白组：Ｂ：ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组；Ｃ：ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＳ 组；Ｄ：ＱＣＲ２
ｓｉＲＮＡ ＋ ＰＳ３４１ 组

２． ６　 各组 ｐ５３ 泛素化程度比较 　 空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ 组、ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ 泛素化程度分别为

（７０. ５８ ± ８. ５４ ）％ 、 （７１. ０３ ± ８. ６２ ）％ 、 （２０. ２７ ±
４. １５）％ ，与空白组、 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较， ＱＣＲ２
ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ 泛素化程度降低 （ ｔ ＝ １１. ８４８， Ｐ ＜
０. ００１；ｔ ＝ １１. ８６４，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ６。

图 ６　 免疫共沉淀实验检测 ｐ５３ 泛素化水平

１：空白组； ２：ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组； ３：ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组

３　 讨论

　 　 宫颈癌是妇科高发生殖系统恶性肿瘤之一，目

前临床关于其发病机制尚未完全明确，多认为与细

胞周期调控异常、ＡＴＭ 信号通路被激活、３ｑ 区域扩

增、内切酶活性增强等有关［４ － ５］。 由于该病早期无

明显及特异性症状，多数患者早期难以确诊，仅能采

取放化疗为主的姑息治疗方式，但治疗靶向性不足，
且具有较强的神经、肝肾毒性，预后不良［６］。 随着

对宫颈癌分子机制研究的逐步深入，基因靶向干预

为该病治疗提供了新的方向。
　 　 研究［７ － ８］证实，细胞周期调控基因突变是肿瘤

发生的重要机制之一。 该研究结果中，与空白组、
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ＱＣＲ２ ｍＲＮＡ
与蛋白表达降低，细胞周期 Ｇ０ ／ Ｇ１ 占比升高，提示

沉默 ＱＣＲ２ 可将宫颈癌细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，从而

抑制肿瘤。 Ａｂｂａｓｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ［９］ 研究认为，肿瘤细胞

中无氧糖酵解途径增强的主要原因是线粒体氧化磷

酸化水平提高，且伴随相关蛋白表达的增加。 ＱＣＲ２
是线粒体氧化磷酸化复合体三的重要组成蛋白，本
课题组以其与肿瘤细胞凋亡具有相关性为线索，进
一步检测其在多种肿瘤组织中的表达情况，发现其

普遍高表达于乳腺癌、宫颈癌、肺癌、食管癌等疾病

中，且与部分临床特征具有相关性，揭示其致癌作

用，为进一步研究其参与肿瘤发生发展的机制奠定

基础。
　 　 ｐ５３ 是目前公认的作用最广泛、最重要的抑癌

基因，恢复其表达及功能活性是治疗肿瘤的重要思

路［１０ － １１］。 调控 ｐ５３ 蛋白可从转录、翻译、蛋白修饰

等层面进行，其中泛素化降解过程是最重要的调控

方式。 泛素化是一种对靶蛋白进行特异性修饰的过

程，可调控细胞增殖、细胞周期、凋亡等多种进程，泛
素 －蛋白酶体系统在肿瘤进程中发挥重要作用［１２］。
该研究结果显示，与空白组、ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组比较，
ＱＣＲ２ ｓｉＲＮＡ 组 ｐ５３ ｍＲＮＡ 表达未发生明显变化，蛋
白表达升高，推测 ＱＣＲ２ 对 ｐ５３ 具有调控作用，且该

调控并非在转录水平，而是发生在蛋白水平，可能经

ｐ５３ 泛素 －蛋白酶体降解途径对其蛋白表达进行调

控。 为验证该推测，该研究在沉默宫颈癌细胞

ＱＣＲ２ 的同时加入泛素 －蛋白酶体抑制剂 ＰＳ３４１，结
果显示 ｐ５３ 蛋白表达未发生变化，提示 ＱＣＲ２ 对 ｐ５３
蛋白表达的调控可能依赖于蛋白酶体。 由于蛋白酶

体是泛素化蛋白发生降解的主要场所，该研究进一

步检测了沉默 ＱＣＲ２ 对 ｐ５３ 泛素化水平的影响，显
示其泛素化水平降低。 综合以上结果，推测沉默

ＱＣＲ２ 可将宫颈癌细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，其作用机

制与抑制 ｐ５３ 泛素化，提高其蛋白表达有关。 Ｈａｎ
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ｅｔ ａｌ［１３］研究显示，ＱＣＲ２ 在多种人类肿瘤中表达上

调，抑制其表达可通过激活 ｐ５３ 信号传导并诱导

ｐ２１ 依赖性细胞周期阻滞和衰老来抑制癌细胞生

长，该研究结果与其具有相似性。
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