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•基础研究 •
沉默E6相关蛋白对人乳头瘤病毒阴性
宫颈癌细胞中 p53蛋白表达水平的影响

解亦航，郭宇微，孙渤轩，辛杨，于嘉敏，赵春艳

大连医科大学检验医学院 临床生化检验教研室，辽宁 大连 116044

摘要：目的 探讨沉默E6相关蛋白（E6‑associated protein，E6AP）对人乳头瘤病毒（human papilloma virus，HPV）阴性

宫颈癌细胞（C33A）中 p53蛋白表达水平的影响。方法 在 LipofectamineTM 2000转染试剂的介导下，将特异性沉默

E6AP的 siRNA序列（siE6AP）及沉默对照无序 siRNA序列（siControl）分别转染C33A细胞。Western blot法检测 siRNA
对E6AP的沉默效果及细胞中 p53和 cleaved‑caspase‑3蛋白的表达水平。结果 siE6AP组C33A细胞中E6AP蛋白表

达水平显著低于 siControl组（t = -4. 597，P < 0. 05）。siE6AP组C33A细胞中 p53和 cleaved‑caspase‑3蛋白表达水平均

显著高于 siControl组（t分别为 4. 533和 7. 099，P均 < 0. 05）。结论 沉默E6AP可显著提高C33A细胞中 p53蛋白的表

达水平，表明沉默E6AP可能恢复C33A细胞中p53的活性和功能。
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Abstract：Objective To investigate the effect of silencing E6‑associated protein（E6AP）on the level of p53 protein in
human papilloma virus（HPV）negative cervical cancer cells（C33A cells）. Methods The siRNA sequence silencing E6AP
（siE6AP）and silencing control disordered siRNA sequence（siControl）were transfected into C33A cells with the mediation
of LipofectamineTM 2000 transfection reagent respectively. The silencing effect of siRNA on E6AP and the expression of p53
and cleaved ‑ caspase ‑ 3 proteins were detected by Western blot. Results The levels of E6AP protein in C33A cells of
siE6AP group were significantly lower（t = -4. 597，P < 0. 05），while the levels of p53 and cleaved‑caspase‑3 proteins were
significantly higher than those of siControl group（t = 4. 533 and 7. 099 respectively，each P < 0. 05）. Conclusion Silencing
of E6AP significantly increased the expression of p53 protein in C33A cells，indicating that silencing of E6AP may restore
the activity and function of p53 protein in C33A cells.
Keywords：E6‑associated protein（E6AP）；Human papilloma virus（HPV）；Cervical cancer；C33A cells；p53 protein
抑癌基因 p53具有调控细胞周期、细胞凋亡和维

持基因组稳定性等多种重要功能，在保持遗传完整

性及避免生物细胞癌变等方面具有重要作用［1‑3］。50%
以上肿瘤细胞中存在 p53的缺失、突变或功能失

活［4‑5］。正常细胞在缺氧、射线、癌基因激活等压力下会

激活 p53途径，启动细胞凋亡或基因修复，而癌细胞

（即使存在野生型 p53）几乎均缺乏激活 p53途径的能

力［6］。因此，尽管癌细胞暴露于各种形式的致癌应激环

境中（如致癌基因激活、细胞缺氧和正常环境丧失），

仍可继续增殖和存活［7］。有研究表明，p53蛋白使细胞

在压力条件下通过凋亡避免细胞癌变［1，7］，激活宫颈癌

细胞中休眠的 p53可抑制肿瘤细胞生长［8‑9］。因此，

抑制野生型 p53降解、恢复突变体 p53结构、促进 p53
重新激活是癌症治疗药物重要的研发方向。活化的
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（割裂的）半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶‑3（cleaved‑
cysteinyl aspartate specific proteinase ‑ 3，cleaved ‑ cas‑
pase‑3）是诱导细胞凋亡的关键效应分子，其蛋白水

平可反映细胞的凋亡情况［10‑11］。在正常细胞中，主要

通过鼠双微体2（murine double minute 2，Mdm2）介导的

泛素化降解途径进行 p53蛋白的调控［12‑13］。
高危人乳头瘤病毒（high risk human papilloma

virus，HR‑HPV）入侵机体细胞后，病毒自身编码的E6
蛋白通过与E6相关蛋白（E6‑associated protein，E6AP）
结合介导 p53泛素化降解，从而逃避由 p53触发的细

胞凋亡［14‑15］。但在非HPV感染的宫颈癌细胞（C33A）
中，E6AP对p53蛋白的调控作用尚未明确［16］。因此，

本研究通过 siRNA技术沉默 E6AP表达，探讨沉默

E6AP对 C33A细胞中 p53蛋白水平的影响，以期为

后续宫颈癌治疗药物的研发提供实验依据。

1 材料与方法

1. 1 细胞 C33A细胞购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。

1. 2 主要试剂及仪器 胎牛血清（11011‑8611）购自

浙江天杭生物科技股份有限公司；青‑链霉素（SV30010）
和 MEM培养基（SH30024. 01）均购自美国 HyClone
公司；LipofectamineTM 2000转染试剂盒（11668‑019）
购自美国 Invitrogen公司；RIPA（弱）裂解液（P0013D）
及ECL均购自上海碧云天生物技术有限公司；鼠抗

p53单克隆抗体（60283‑2‑lg）及兔抗 E6AP多克隆抗

体（10344‑1‑AP）均购自美国 Proteintech公司；兔抗

cleaved‑caspase‑3多克隆抗体（WL02117）购自沈阳

万类生物技术有限公司；兔抗 GAPDH多克隆抗体

（AP0063）购自南京巴傲得（Bioworld）生物科技有限

公司；HRP标记的山羊抗兔IgG（ZB‑2301）及山羊抗鼠IgG
（ZB‑2305）均购自北京中杉金桥生物技术有限公司；

PVDF膜（IPFL00010）购自德国Merck Millipore公司。

1. 3 E6AP的 siRNA沉默 参考文献［8‑9］方法，设计

特异性沉默E6AP的 siRNA序列（siE6AP：5'‑CAACU‑
CCUGCUCUGAGAUATT‑3'）及沉默对照无序siRNA序
列（siControl：5'‑UUCUCCGAACGUGUCACGUTT‑3'），
序列均由苏州吉玛基因股份有限公司合成。

1. 4 细胞培养 将 C33A细胞用含 10%胎牛血清和

1%青‑链霉素双抗的MEM培养基，于 37 ℃，5% CO2
条件下常规培养。

1. 5 细胞转染 取对数生长期的C33A细胞，接种至

24孔板，1. 5 × 105个／孔，于 37 ℃，5% CO2条件下培

养 18 h；在 LipofectamineTM 2000转染试剂的介导下

将 siE6AP及 siControl序列分别转染 C33A细胞，继

续培养 6 h；更换含 10%胎牛血清的MEM培养基（不

含抗生素）。转染 48 h后，用 4 ℃预冷的 PBS洗涤

1次，RIPA（弱）裂解液冰上裂解细胞 20 min；于 4 ℃，

2 000 × g离心10 min，取上清，BCA法蛋白定量。

1. 6 沉默E6AP对C33A细胞中E6AP、p53和 cleaved ‑
caspase‑3蛋白表达水平影响的检测 采用Western blot
法。取 siE6AP及 siControl组C33A细胞培养上清，经

10%及 15% SDS ‑PAGE（前者用于检测E6AP、p53和
GAPDH，后者用于检测cleaved‑caspase‑3）分离蛋白后，

转移至PVDF膜，用5%脱脂牛奶室温封闭2 h；加入兔抗

E6AP多克隆抗体（1∶5 000稀释）、鼠抗 p53单克隆抗

体（1∶5 000稀释）、兔抗 caspase‑3／cleaved‑caspase‑
3多克隆抗体（1∶500稀释）及兔抗 GAPDH多克隆

抗体（1∶20 000稀释），4℃孵育过夜；TBST洗涤3次，每

次 10 min，加入HRP标记的山羊抗兔 IgG及山羊抗

鼠 IgG（均 1∶5 000稀释），室温作用 1 h；TBST洗涤 3
次，每次10 min，ECL法显色。

1. 7 统计学分析 应用 SPSS 16. 0统计学软件进行

统计学分析，实验数据均采用均值 ± 标准差（x ± s）
表示，组间比较采用独立样本 t检验，以 P < 0. 05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 siRNA 沉默 E6AP 的效果 siControl和 siE6AP
组C33A细胞中 E6AP蛋白表达量分别为（0. 506 4 ±
0. 185 99）和 1，前者明显低于后者，且差异有统计学

意义（t = -4. 597，P < 0. 05），见图 1。表明 siE6AP可
沉默C33A细胞中E6AP的表达。

1：siE6AP组；2：siControl组。

图 1 Western blot法检测 siE6AP对C33A细胞中E6AP的
沉默作用

Fig. 1 Western blotting of silencing effect of siE6AP on
E6AP in C33A cells

2. 2 沉默E6AP对C33A 细胞中 p53蛋白表达水平的

影响 siE6AP和 siControl组C33A细胞中 p53蛋白表
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达水平分别为（1. 572 5 ± 0. 218 77）和1，前者明显高

于后者，且差异有统计学意义（t = 4. 533，P < 0. 05），

见图 2。表明在C33A细胞中沉默E6AP可显著提高

p53蛋白水平。

1：siE6AP组；2：siControl组。

图 2 Western blot法检测沉默 E6AP对 C33A细胞中 p53
蛋白表达的影响

Fig. 2 Western blotting of effect of silencing E6AP on ex‑
pression of p53 protein in C33A cells

2. 3 沉默 E6AP 对 C33A 细胞中凋亡关键效应分子

cleaved⁃caspase⁃3表达水平的影响 siE6AP和siControl
组C33A细胞中 cleaved‑caspase‑3的蛋白水平分别为

（1. 817 8 ± 0. 199 55）和 1，前者明显高于后者，且差

异有统计学意义（t = 7. 099，P < 0. 05），见图 3。表明

在 C33A 细胞中沉默 E6AP可显著提高 cleaved‑cas‑
pase‑3蛋白的表达水平。

1：siE6AP组；2：siControl组。

图 3 Western blot法检测沉默E6AP对C33A细胞中cleaved‑
caspase‑3蛋白表达水平的影响

Fig. 3 Western blotting of effect of silencing E6AP on ex‑
pression of cleaved‑caspase‑3 protein in C33A cells

3 讨 论

泛素化蛋白酶体途径是细胞内蛋白质降解的主

要途径之一，该途径主要由泛素活化酶 E1、泛素结

合酶E2及泛素蛋白连接酶E3完成，其中E3决定了

靶蛋白的特异性［16］。目前已知的 E3酶多达 600多
种，Mdm2和E6AP是两种重要的E3酶［16］。Mdm2是
生理情况下介导 p53降解的主要 E3酶，Mdm2通过

与 p53蛋白结合抑制其转录功能，并通过泛素化蛋

白酶体途径介导其降解［17］。同时，p53又可正调节

Mdm2表达，从而形成自动反馈调节回路［18‑19］。E6AP
蛋白广泛存在于几乎所有细胞中，参与多种抑癌基

因蛋白的泛素化降解，如早幼粒细胞白血病蛋白

（promyelocytic leukemia protein，PML）及簇集蛋白

（stress‑induced chaperone clusterin，CLU）、p27Kip1等，

与宫颈癌、白血病、非小细胞性肺癌、前列腺癌及乳

腺癌等多种癌症的发生发展密切相关［16，20‑21］。HR‑HPV
感染的宫颈癌细胞中，在E6蛋白参与下，E6AP可介

导 p53泛素化降解，使 p53降解由自动反馈调节

Mdm2途径转换为 E6调控的 E6AP途径［14‑15］，导致

p53调控失控。有研究发现，在缺乏E6的情况下，E6AP
可单独通过泛素化途径降解 p53［15］。目前，对E6AP
诱导 p53降解的研究多集中于HPV感染的宫颈癌细

胞或含有野生型 p53的HPV阴性宫颈癌细胞中（如

RKO和MCF7）［15，22］，对突变型 p53在HPV阴性宫颈

癌细胞研究较少。p53突变是HPV阴性宫颈癌细胞

中p53失活的主要原因［23］，因此，本研究选择HPV阴性

的宫颈癌细胞系 C33A（其含有 Arg273Cys突变型

p53）进行研究。结果表明，沉默 E6AP C33A细胞中

的 p53表达水平显著提高（P < 0. 05），表明 E6AP介
导的突变型 p53泛素化降解可能存在不依赖E6的途

径或其他间接途径，具体机制需进一步深入研究。

caspase‑3为 caspase家族成员之一，是参与凋亡

途径的关键效应分子。正常状况下，胞质中的 cas‑
pase‑3以无活性Pro‑caspase‑3形式存在。p53可促使

凋亡蛋白释放至细胞质中，诱导凋亡小体进行组装，

切割Pro‑caspase‑3，形成具有活性的cleaved‑caspase‑3，
快速启动细胞凋亡程序［24］。本研究结果表明，沉默

E6AP提高 p53表达水平的同时，可显著提高细胞中

凋亡的关键效应分子 cleaved‑caspase‑3的含量（P <
0. 05）。提示在C33A细胞中，可通过沉默E6AP恢复

p53活性，进一步诱导细胞凋亡。

恢复 p53活性是抗肿瘤治疗的重要策略之一。

在HPV阳性宫颈癌细胞中，p53失活主要是由E6AP
介导的泛素蛋白酶体途径降解所致；而在HPV阴性

宫颈癌细胞中，p53失活多是由 p53的突变所引起［23］。
因此，对于野生型 p53，可通过抑制蛋白酶体活性以

降低 p53的泛素化降解，从而恢复 p53活性；对于突

变体 p53，治疗策略可分为 3类：恢复突变 p53的野生

型构象和转录活性、靶向突变 p53的降解、诱导合成

杀伤力［25‑26］。目前，针对恢复 p53活性的药物研发多

集中于破坏 p53‑Mdm2相互作用方面［1］，而 C33A细

胞中 p53的突变为热点突变Arg273Cys，该突变使其
（下转第171页）
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3 讨 论

CR是科学家于 1935年提出的一种纯饮食调节

方案，指摄食种类正常、摄入量总量减少30%～40%，同

时保证必需氨基酸的摄入。CR能够延缓机体衰老，

延长寿命，这种保护效应与降低机体新陈代谢，减少

氧自由基产生有关［14‑15］。非药物的饮食调控可避免

药物的毒副作用，但这种方法也受到一些质疑，因此

探讨其对机体保护作用的具体机制是进行科学推广

的一项重要环节。DAVID等［16］报道，在异丙肾上腺

素诱导的心肌肥厚小鼠模型中，CR可激活抗氧化酶

SOD和 GSH‑Px的活性，调节细胞内的氧化还原平

衡。另外，用间歇性禁食模拟CR可减小大鼠的心肌

梗死面积，减少心肌细胞凋亡，降低心肌组织肥厚程

度，改善心室重构［17‑18］。本研究发现，CR对小鼠MI／RI
具有保护作用，即 CR能明显减少MI／RI引起的心

肌组织 LDH与CK‑MB释放（P < 0. 05），减小心梗面

积（P < 0. 01），改善心肌组织的病理变化，同时能够

减轻MI／R所致的氧自由基过度生成（P < 0. 05）。

细胞焦亡是一种新发现的细胞死亡方式，参与

多种疾病的发生发展过程［7］，当机体受到伤害性刺

激时，活化NLRP3炎性小体，激活 caspase‑1及切割

GSDMD，可产生具有成孔活性的 GSDMD‑N末端，

GSDMD‑N末端在细胞膜上寡聚形成跨膜孔，使胞浆

内 IL‑1β、IL‑18等炎症因子释放，引发炎症反应［19］。
GUO等［20］报道，在MI／RI大鼠模型中，抑制miR‑383
可通过激活RP105／PI3K／AKT通路，从而减少NLRP3
炎性小体的激活，改善MI／RI，表现为 LDH与 CK‑
MB的释放减少及心肌梗死面积明显减小，表明抑制

细胞焦亡是减轻MI／RI的一种有效策略。本研究

结果发现，CR可明显降低MI／RI小鼠细胞焦亡相

关蛋白NLRP3、GSDMD、ASC、caspase‑1的表达水平

（P均 < 0. 05），表明 CR可抑制细胞焦亡的发生，该

结果与上述研究结果相符。

综上所述，本实验通过建立CR小鼠模型，观察

CR对MI／RI的影响，发现CR可减轻小鼠心肌组织

的损伤状况和氧化应激水平，减小术后心肌梗死面

积，缓解MI／RI病理损伤程度，改善MI／RI损伤。

CR可抑制细胞焦亡相关蛋白的表达，证明抑制细胞

焦亡是CR减轻MI／RI的一种保护途径。本研究为

缺血性疾病的治疗提供了新的非药物辅助策略，但

由于CR的作用具有多靶点和复杂性，许多潜在的分

子机制尚未明确，后续实验需设计多种CR方案或多

个时间点深入探究其减轻MI／RI的其他可能作用

机制。
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失去与DNA结合的能力，从而丧失其抑癌基因活性

并获得致癌活性［25‑26］。本研究发现，在HPV阴性宫

颈癌细胞中，突变型 p53有可能通过 E6AP途径降

解，这为靶向调控突变 p53的降解提供了实验依据，

为癌症治疗药物的设计和研发提供了新靶点。
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