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TET1 过表达对宫颈癌细胞增殖迁移能力的影响
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摘要 目的 通过对 HeLa 细胞过表达 TET1 基因，探究
TET1基因对宫颈癌细胞增殖迁移能力的影响。方法 采用
TALE-VP64 系统构建 TET1 过表达质粒，转染宫颈癌 HeLa

细胞，四唑盐( MTT) 比色法监测细胞增殖状况，划痕试验检
测细胞迁移能力的变化，Transwell 试验检测 HeLa 细胞侵袭
能力的变化。结果 MTT法检测 HeLa细胞增殖状况，TET1

过表达的 Clone 1 和 Clone 2 细胞增殖能力明显弱于野生型
HeLa细胞( P ＜ 0. 05 ) 。Transwell 试验检测 TET1 过表达
Clone 1 及 Clone 2 HeLa细胞穿过 magtrigel胶及小室的数量
分别是( 21 ± 5) 和( 22 ± 6 ) 个 /视野，而野生型 HeLa 细胞组
为( 38 ± 7) 个 /视野，与野生型 HeLa 细胞组比较，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05) 。划痕试验检测 TET1 过表达组( Clone
1、Clone 2) 细胞和野生型 HeLa 组细胞 24 h 及 48 h 的迁移
率，后者明显高于前者( P ＜ 0. 01 ) 。TET1 过表达能够抑制
HeLa细胞的增殖、侵袭、迁移等能力。结论 TET1 基因过
表达对宫颈癌 HeLa细胞有抑癌基因的作用。
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宫颈癌在女性中高发，是常见的妇科恶性肿瘤

之一，严重威胁着女性的生命健康［1］。早期研究认
为人类乳头状瘤病毒( human papilloma virus，HPV)
感染是宫颈癌的主要致病因素之一，近年来，多项研

究表明，宫颈癌细胞表观遗传学的改变是影响其发

生及演进的重要因素［2］。
TET1 作为体内一种加氧酶，具有高效催化 5-甲

基胞嘧啶( 5-mC) 转化为 5-羟甲基胞嘧啶( 5-hmC)
的作用［3］。TET1 在多种恶性肿瘤组织中低表达，如

前列腺癌、肺癌、膀胱癌、肝癌，具有明显的去甲基化
作用［4］。研究［5］表明，TET1 的表达水平与肿瘤的
侵袭和转移密切相关，而且 TET1 表达水平的下调
可以活化致癌基因，促进肿瘤细胞增殖，促进肿瘤发

生和转移。该研究拟通过构建 TET1 过表达 HeLa
细胞，通过细胞增殖试验、划痕试验、Transwell 试验
检测其增殖、侵袭、迁移等能力的变化，探究 TET1
过表达对宫颈癌细胞生物学行为的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 质粒 p57TALE-VP64 过表达质粒购于上
海泰冷生物技术有限公司。
1． 1． 2 细胞 选用人宫颈癌细胞系 HeLa 细胞系
( 胚胎干细胞研究湖北省重点实验室保存) 。
1． 1． 3 主要试剂 DMEM 高糖培养基( 美国 Gib-
co，11965-092) 、胎牛血清( 美国，Gibco 公司，10099-
141) ; Lipo3000 转染试剂( 美国 Thermo Fisher 公司，
L3000001 ) ; Transwell 小室 ( 美国 Corning 公司，
3422) ; TET1 抗体( 美国 Aviva Systems Biology公司，
OAAB19195) ; 小鼠抗人 GAPDH 抗体( AF0006 ) 、辣
根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG ( H + L )
( A0216) 、四唑盐 ( thiazolyl blue tetrazolium bromide，
MTT) 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒、BeyoECL
Star ( 特超敏 ECL 化学发光试剂盒，P0018AS，上海
碧云天生物技术公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 HeLa 细胞置于 5% CO2、37 ℃
恒温培养箱中培养，完全培养基配制: 90% DMEM
培养基 + 10%胎牛血清( fetal bovine serum，FBS) 。
1． 2． 2 TET1 过表达质粒构建 根据转录激活样效
应因子( transcription activator-like effectors，TALE )
设计原则，选取 TET1 启动子区不同区域设计 6 条
TALE臂，根据 TALE 臂碱基序列，将相应的模块与
骨架载体进行连接，转化后挑取菌落培养，提取质

粒，选出序列正确的质粒进行后续细胞转染。
1． 2． 3 细胞转染 选取生长状态良好的 HeLa 细
胞，计数后接种至 6 孔板内，调节细胞密度至 1 ×
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105 /ml，培养过夜。次日进行转染，取 2 支灭菌的
1. 5 ml 离心管，1 管加入 TALE-VP64-TET1 质粒 2
μg，优化培养基( opti-minima essential medium，Opti-
MEM) 50 μl，轻轻吹打混匀; 另 1 管加入 2 μl Lipo-
fectamine 3000 和 50 μl Opti-MEM培养基，轻轻吹打
混匀，室温孵育 5 min。将两管液体混合，室温下温
育 5 min，最后将转染复合物均匀滴加到待转染的细
胞培养板中。转染 24 h 后，用嘌呤霉素筛选稳转
株，待细胞长到一定密度后检测过表达效率。
1． 2． 4 细胞增殖试验 取野生型和过表达型 HeLa
细胞，接种至 96 孔板内，每孔 200 μl 完全培养基，
细胞密度 1 × 104 /ml，每组 5 个重复，置于 37 ℃恒温
培养箱内培养。于培养第 1、3、5、7 天进行 MTT 检
测。
1． 2． 5 划痕试验 取野生型和过表达型 HeLa 细
胞，计数后调整细胞密度至 0. 5 × 106 /ml，接种至 12
孔板内，37 ℃培养箱内恒温培养。划痕前 1 天晚上
将培养液换为 DMEM 无血清培养基培养。次日用
小枪头在培养皿底划出水平划痕，用 PBS 洗去多余
的细胞，继续用 DMEM无血清培养基培养细胞。分
别在划后 0、24、48 h拍照记录。
1． 2． 6 Transwell 试验 将 DMEM 基础培养基和
Matrigel胶按 5 ∶ 1 的比例稀释，以 50 μl /孔的浓度
均匀铺在 Transwell 小室上室内，37 ℃静置 2 h，使
Matrigel胶凝固。取不同 TET1 基因型 HeLa 细胞，
计数后调整细胞密度到 1 × 106 /ml。向上室加入
100 μl /孔细胞悬液，下室内每孔加入 500 μl /孔
DMEM完全培养基。培养 48 h 后取出小室，加入
4%多聚甲醛室温固定 30 min，PBS充分水洗，1%结
晶紫染液室温染色 15 min，PBS充分水洗，擦去上室
中的 Matrigel胶及细胞，显微镜下观察拍照。
1． 2． 7 Western blot 提取不同组别 HeLa 细胞总
蛋白，进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropho-

resis，SDS-PAGE) 电泳。15 V 恒压转膜 1 h，5%脱
脂奶粉室温封闭 1 h，加入一抗( TET1，稀释度 1 ∶
500; GAPDH，稀释度 1 ∶ 1 000) ，4 ℃摇床过夜，洗涤
缓冲液 ( tris buffered saline tween，TBST) 洗膜后，
加入辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠二抗，室温孵

育 1 h，TBST洗膜后显影。
1． 3 统计学处理 使用 Graphpad Prism 5. 0 进行
统计学分析。计量资料结果以 珋x ± s 表示。细胞增
殖试验、划痕试验、Transwell侵袭试验结果的比较采
用 t检验，P ＜ 0. 05 示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 TET1 过表达质粒的构建和鉴定 因为 TET1
的 CDS序列比较长，常规的克隆方法存在困难，采
用 TALE特异性识别并结合靶基因的启动子，再与
VP64 增强子结合，从而增强靶基因的表达( 图 1A) 。
本研究中，针对 TET1 启动子区域，共选择了 6 个靶
位点。将构建成功并测序正确的质粒转染 293 细
胞，通过效率检测最终确定 2 号( TALE 靶序列为转
录起始位点上游 － 231 至 － 216 ) 质粒用于后续实
验。将 2 号质粒转染 HeLa 细胞后，嘌呤霉素筛选
10 d，最后采用反转录·聚合酶链反应 ( reverse
transcription-polymerase chain reaction，ＲT-PCＲ ) 及
Western blot检测 TET1 过表达效率，发现有 2 个克
隆( Clone 1、Clone 2 ) 稳定的过表达 TET1 ( 图 1B) ，
并将这 2 个克隆用于后续实验。
2． 2 TET1 过表达对HeLa细胞增殖能力的影响
为了检测 TET1 过表达对 HeLa 细胞增殖能力的影
响，本研究采用 MTT 检测 HeLa 细胞增殖状况。连
续监测 7 d 后，得到 3 组细胞的增殖曲线( 图 2 ) ，
TET1 过表达的 Clone 1 和 Clone 2 细胞增殖能力明
显弱于野生型 HeLa 细胞( tday 5 = 2. 6，tday 7 = 3. 03，P
＜ 0. 05) 。
2． 3 TET1 过表达HeLa细胞侵袭能力的影响 对

图 1 TET1 过表达质粒构建和鉴定
A: TET1 过表达质粒构建示意图; B: ＲT-PCＲ及 Western blot检测 TET1 过表达质粒鉴定; Clone 1 和 Clone 2: 分别为 TET1 过表达 HeLa细

胞克隆 1 和克隆 2; Wild: 野生型 HeLa细胞
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过表达 TET1 的 HeLa细胞，采用 Transwell侵袭试验
检测其侵袭能力的变化情况。如图 3 所示，Tran-
swell 小室培养 48 h 后，Clone 1 及 Clone 2 穿过
magtrigel胶及小室的细胞分别是( 21 ± 5 ) 和( 22 ±
6) 个 /视野，而野生型细胞组为( 38 ± 7) 个 /视野，与
野生型细胞组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，t
值分别为 4. 42 和 3. 88 ) 。结果显示，过表达 TET1
明显降低了 HeLa细胞的侵袭能力。

图 2 TET1 过表达对 HeLa细胞增殖能力的影响

与 Wild细胞比较: * P ＜ 0. 05

图 3 TET1 过表达对 HeLa细胞侵袭能力的影响

A: TET1 过表达对 HeLa细胞侵袭能力的影响 × 10; B: 柱状

图分析不同组别迁移的细胞数; 与 Wild细胞比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 TET1 过表达对HeLa细胞迁移能力的影响
划痕试验是判断细胞迁移能力的经典试验。本研究
采用划痕试验检测 TET1 过表达对 HeLa 细胞迁移
能力的影响。结果表明，TET1 过表达组( Clone 1、
Clone 2) 细胞 24 h 及 48 h 的迁移率分别为( 17. 48
± 3. 12) %、( 18. 23 ± 3. 57) %及( 51. 68 ± 6. 35) %、

( 53. 25 ± 7. 16 ) %，而野生型 HeLa 组细胞 24 h 及
48 h的迁移率分别为( 29. 68 ± 4. 63) %及( 75. 83 ±
8. 42) %，后者明显高于前者( P ＜ 0. 01，24 h t 值分
别为 2. 75、2. 68，48 h t 值分别为 4. 25、3. 78 ) ，见
图 4。

图 4 TET1 过表达对 HeLa细胞迁移能力的影响

A: 划痕试验检测 24 h 及 48 h 迁移状况图 × 10; B: 不同组

HeLa细胞 24 h 及 48 h 迁移率柱状统计图; 与 Wild 细胞比较: ＊＊P

＜ 0. 01

3 讨论

TET1 是 TET 家族最重要的成员之一，属于含
有 α-酮戊二酸及 Fe2 +的双加氧酶［6］。TET1 能够催
化 5-mC转化为 5-hmC，进而转化为 5-甲酰胞嘧啶和
5-羧基胞嘧啶，从而实现 DNA 去甲基化，发挥生物
学效应［7］。许多肿瘤中存在自噬相关调节基因的
甲基化异常现象，TET1 作为一种新的去甲基化转录
因子，在多种疾病具有重要的调控作用。研究发现
TET1 具有抑癌作用［8］，在肺癌［9］、结肠癌［10］、乳腺
癌［11］组织中，TET1 表达明显减少。多项成瘤实验
表明，如果 TET1 低水平表达，那么肿瘤细胞侵袭性
增强，生长速度加快，癌细胞更易转移; 若 TET1 过
表达，肿瘤细胞的侵袭性明显降低，异种移植瘤的生

长受到抑制。最新的研究发现，TET1 可以通过促进
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Wnt通路拮抗剂肿瘤抑制因子 β-连环蛋白抑制基
因 2 和分泌型卷曲相关蛋白 2 的 DNA去甲基化，抑
制 Wnt /catenin信号通路，在鼻咽癌中发挥抗肿瘤能
力［12］; 还可以通过抑制分泌性蛋白 Dikkopf-1 及
SFＲP2 从而抑制卵巢癌细胞上皮间质转化［13］。综
上，TET1 的低水平表达与肿瘤的侵袭、转移密切相
关。对 TET1 与宫颈癌细胞生物学行为的影响的研
究，必将对宫颈癌的早期诊断、预后及治疗具有重要
意义。

TALE是一种具有高度特异性的调节基因。由
多个串联的氨基酸重复序列构成 DNA结合域，一个
重复序列通常可以识别一个特定碱基。根据靶基因
特异的碱基序列，将相应的功能模块连接在一起，构

成识别该特异核酸序列的 TALE 蛋白分子。TALE
蛋白分子具有很高的特异性，因为即便有 2 个碱基
错配，也不能被 TALE识别。在分子生物学领域中，
如果将特异的 DNA 结合域与蛋白的功能结构域
( 比如核酸酶、增强子等) 连接后导入细胞，就可以
影响细胞相应基因的表达［14］。
前期研究［15］表明，TET1 基因敲除的宫颈癌 He-

La细胞增殖能力、侵袭能力增强，TET1 基因敲除能
增加宫颈癌 HeLa 细胞的恶性行为。为探讨 TET1
基因过表达的 HeLa 细胞生物学行为的影响，本研
究采用 TALE-VP64 系统构建 TET1 过表达质粒，再
将其转染人 HeLa细胞，得到了 2 个 TET1 过表达的
单克隆 HeLa 细胞。分别用 MTT 法、Transwell 侵袭
试验、划痕试验检测不同组别 HeLa 细胞增殖、迁移
及侵袭能力的变化情况。与野生型 HeLa 细胞相
比，TET1 基因过表达的 HeLa 细胞的增殖、侵袭、迁
移能力明显降低。本研究表明 TET1 基因过表达对
宫颈癌 HeLa 细胞有抑癌基因的作用，这一结果与
TET1 基因在其他肿瘤疾病中的作用类似，将为治疗
宫颈癌提供新的作用靶点。
本研究结果与前期研究结果相互印证，证明了

TET1 基因对 HeLa 细胞增殖、侵袭、迁移等生物学
行为具有重要的调控作用，为研究 TET1 的作用机
制及宫颈癌的靶向治疗提供了理论基础，但具体的

分子机制需要进一步研究。后续研究将会探讨
TET1 基因调控宫颈癌恶性行为的具体机制，以期为
临床治疗宫颈癌提供新的治疗方案。
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( LPS) ． Methods Cultured rat PMVEC in vitro were divided into different groups of LPS dose-dependent group，
LPS time-dependent group，IGF-1 time-dependent group and LPS + LY294002 group． ① For LPS dose-dependent
group，PMVEC were cultured with 0，1，5，10 mg /L LPS for 12 h． ② For LPS time-dependent group，PMVEC
were cultured with 10 mg /L LPS for 0，3，6，8，12，24 h． ③ For IGF-1 time-dependent group，PMVEC were cul-
tured with IGF-1 for 0，3，6，8，12，24 h． ④ For LPS + LY294002 group，PMVEC were cultured with 100 ng /ml
LY294002 for 1 h before the treatment of 10 mg /L LPS for an additional 12 h． In addition，blank，LPS and
LY294002 groups were set as references． After intervention，the levels of ＲACK1，rac1 and p-Akt were detected
with Western blot． Ｒesults ① In LPS dose-dependent group，the relative expression levels of ＲACK1，rac1 and
p-Akt increased in a dose-dependent manner，and there were significant differences among the groups of ＲACK1
( F = 120. 455，P ＜ 0. 001) ，among the groups of rac1 ( F = 165. 813，P ＜ 0. 001) and among the groups of p-Akt
( F = 309. 346，P ＜ 0. 05 ) ，respectively． ② In LPS time-dependent group，the relative expression levels of
ＲACK1 and rac1 increased in a time-dependent manner，and there were significant differences among the groups of
ＲACK1 ( F = 454. 034，P ＜ 0. 001) and among the groups of rac1 ( F = 423. 630，P ＜ 0. 001) ，respectively． The
relative expression level of p-Akt raised at 3 h ( 0. 460 ± 0. 089) ，peaked at 12 h ( 2. 022 ± 0. 244) ，and it was
still higher at 24 h ( 1. 264 ± 0. 074) than 0 h ( 0. 237 ± 0. 063) ． There were significant differences ( F = 137. 726，
P ＜ 0. 001) among the groups of p-Akt expression． ③In IGF-1 time-dependent group，the relative expression levels
of ＲACK1，rac1 and p-Akt increased in a time-dependent manner，and there were significant differences among the
groups of ＲACK1 ( F = 188. 293，P ＜ 0. 001 ) ，rac1 ( F = 115. 071，P ＜ 0. 001 ) and p-Akt ( F = 60. 175，P ＜
0. 001) ． ④ In LPS + LY294002 intervention group，the expression of ＲACK1 was lower than that of the LPS
group ［( 0. 732 ± 0. 137) vs ( 1. 498 ± 0. 167) ，P ＜ 0. 001］，the expression of rac1 was lower than that of the LPS
group ［( 0. 758 ± 0. 084) vs ( 1. 384 ± 0. 170) ，P ＜ 0. 001］，the expression of p-Akt was lower than that of the LPS
group ［( 0. 492 ± 0. 148) vs ( 1. 106 ± 0. 219 ) ，P ＜ 0. 001］． Conclusions PI3K /Akt signaling pathway partici-
pates in LPS-induced PMVEC injury by interfering with ＲACK1 and rac1 expression．
Key words pulmonary microvascular endothelial cells; activation of protein kinase C receptor 1; ras-related C3
botulinum toxin substrate 1; PI3K /Akt signaling pathway; acute respiratory distress syndrome
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Effect of TET1 overexpression on the proliferation of cervical cancer cells
Zhou Junyang ，Yu Li ，Chen Xiuying ，et al

( Embryonic Stem Cell Ｒesearch Key Laboratory of Hubei Province，Hubei University of Medicine，Shiyan 442000)

Abstract Objective To investigate the effect of TET1 gene on the proliferation and migration of HeLa cells．
Methods The overexpression plasmid of TET1 was constructed by transcription activator-like effectors ( TALE) -
vp64 system and transfected into cervical cancer HeLa cells． The proliferation of HeLa cells was monitored by thia-
zolyl blue tetrazolium bromide ( MTT) ，the migration ability of HeLa cells was detected by scratch test，and the in-
vasion ability of HeLa cells was detected by Transwell． Ｒesults MTT assay showed that the proliferation ability of
TET1overexpressed cells was significantly lower than that of wild-types ( P ＜ 0. 05) ． The numbers of HeLa cells pas-
sed through the matrigel were ( Clone 1，21 ± 5) and ( Clone 2，22 ± 6) in TET1 overexpresed cells，and ( 38 ± 7)
in wild-type HeLa group，the difference between the two group was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． The migra-
tion rates of HeLa cell in TET1 overexpressed ( Clone 1，Clone 2) and the wild-type group at 24 h and 48 h were
detected by scratch test，the latter was significantly higher than the former ( P ＜ 0. 01) ． TET1 overexpression could
restrain the ability of proliferation，invasion and migration of HeLa cells． Conclusion Overexpression of TET1
gene can inhibit the biological behavior of cervical cancer cells．
Key words TET1; cervical cancer; invision; proliferation
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