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抑制多胺调节因子-1表达增强地塞米松对人宫颈癌细胞的抗肿瘤活性
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[摘 要] 目的：探讨在人宫颈癌Caski细胞中抑制多胺调节因子-1（polyamine-modulated factor, PMF-1）表达对糖皮质激素类

药物地塞米松(dexamethasone, DEX）抗肿瘤作用的影响。方法: 设计合成靶向人PMF-1基因的 siRNA，Western blotting法鉴定其

对Caski细胞PMF-1中表达的影响。用DEX处理PMF-1表达抑制的Caski细胞和对照细胞，然后分析PMF-1表达下调是否影响

瘤细胞对DEX的敏感性。MTT法检测细胞增殖，流式细胞术分析细胞周期，Western blotting法测定糖皮质激素受体（glucocorti-

coids receptor, GR）的表达水平，高效液相色谱法分析细胞内的多胺含量。结果: 用靶向PMF-1基因的 siRNA瞬时转染Caski细

胞能显著性下调细胞中PMF-1蛋白的表达水平。与对照细胞相比，用DEX处理PMF-1表达下调的Caski细胞能更有效地抑制细

胞增殖(P<0.01)，上调细胞内GR表达水平(P<0.01)，并显著抑制细胞分裂导致G2周期阻滞(P<0.01)，同时能显著性地降低细胞内

的多胺水平(P<0.01)。结论: 抑制PMF-1表达可增强DEX对人宫颈癌细胞的抗肿瘤活性，其机制可能与降低细胞内多胺水平和

增强细胞周期阻滞相关。
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Inhibiting expression of polyamines regulator-1 can enhance the antitumor activi-
ty of dexamethasone on human cervical cancer cells

YANG Jianlin, LI Lun, ZENG Ziyue, CAO Chunyu, LYU Yafeng, QIN Yu, WANG Yanlin (Key Laboratory of Tumor Microenviron-

ment and Immunotherapy of Hubei Province, Medical College of Three Gorges University, Yichang 443002, Hubei, China )

[Abstract] Objective: To investigate the influence of inhibiting expression of polyamine-modulated factor (PMF-1) on the antitumor

effect of glucocorticoid dexamethasone (DEX) in human cervical cancer Caski cells. Methods: siRNAs which target human PMF-1

gene were designed and synthesized, and their effect on the expression of PMF-1 in Caski cells was evaluated by Western blotting. The

PMF-1 down-regulated and control Caski cells were treated with DEX, and then the affect of PMF-1 down regulation on the sensitivity

of the tumor cells to DEX was analyzed. MTT method was used to detect cell proliferation, flow cytometry was used to analyze cell cy-

cle, Western blotting method was used to evaluate expression level of glucocorticoids receptor (GR), and HPLC was used to analyze in-

tracellular polyamine content. Results: The transient transfection of Caski cells with siRNA which targets PMF-1 gene can significantly

reduce the expression level of PMF-1 protein. Compared with the control cells, treating PMF-1 down-regulated Caski cells with DEX

can more effectively inhibit cell proliferation（P<0.01), up regulate GR expression, arrest cell cycle at G2 stage（P<0.01), and also sig-

nificantly reduce intracellular polyamine level（P<0.01). Conclusion：Inhibiting PMF-1 expression can enhance antitumor pharmaco-

logical activity of DEX against human cervical cancer cells, and the underlying mechanism may be related with enhanced cell cycle in-

hibition and decreased intracellular polyamine level.
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多胺是广泛存在于真核细胞中的一类含高密度正

电荷的小分子有机化合物，在维持细胞生长、增殖和分

化等生理过程中发挥重要作用。体内多胺合成、降解

及摄取均受到严密调控以维持多胺水平的相对稳定，

其代谢异常与恶性肿瘤等多种疾病的发生发展密切相

关[1-3]，故多胺代谢途径也成为抗肿瘤治疗的新靶点[4-6]。

多胺调节因子-1（Polyamine-modulated factor, PMF-1）

是参与多胺代谢调节的一种辅助转录因子，它能与转

录因子Nrf-2形成异源二聚体，并结合到位于多胺降解

代谢限速酶精胺/腈脒 -N1-乙酰转移酶（spermine/

spermidine N1-acetyltransferase, SSAT)基因启动子内的

多胺效应元件PRE上，由此上调SSAT的表达水平[7-8]。

SHOJI等[9]发现，PMF-1不仅参与多胺代谢调控，而且还

能抑制细胞内糖皮质激素受体（glucocorticoids receptor,

GR）的功能，从而下调糖皮质激素（glucocorticoid,GC）

介导的信号通路活性。有研究报道[10-12]，在血液系统恶

性肿瘤、骨肉瘤、小细胞肺癌、膀胱癌、乳腺癌等肿瘤细

胞中，GC/GR通路活化能有效抑制瘤细胞生长，改变细

胞周期和促进细胞凋亡。这提示，通过下调PMF-1表

达而解除其对GR的抑制作用，有可能导致GC/GR通路

活化而抑制肿瘤细胞的增殖。为验证这一假说，本研

究以人宫颈癌Caski细胞为研究对象，分析下调 PMF-

1 表达能否抑制肿瘤细胞增殖，以及能否影响肿瘤

细胞对糖皮质激素类药物地塞米松（desexameth-

asone, DEX）的敏感性，以期为抗肿瘤药物的研发

提供新思路。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器

人宫颈癌Caski细胞购自武汉大学细胞典藏中

心，本实验室传代保存。RPMI 1640细胞培养基和小

牛血清为美国Gibico公司产品；siRNA由上海吉玛制

药技术有限公司合成，抗人 β-action抗体为 SANTA

CRUZ公司产品，抗人GR抗体购自Proteintech公司，

抗人 PMF-1抗体为本实验室制备，HRP标记的羊抗

鼠 IgG 抗体为美国 Jackson 公司产品 ，TurboFect

Transfection Reagent、ECL显色试剂盒为美国Thermo

公司产品，MTT购自美国Bio公司，PVDF膜为美国

Millipore公司产品，全波长酶标仪为瑞士Tecan公司

产品，EPLCS XL 流式细胞分析仪为美国 Becman-

Coulter公司产品。

1.2 设计与合成靶向PMF-1的 siRNA

依据PMF-1 mRNA的碱基序列，本实验中设计

和合成了 3条靶向PMF-1 siRNA（siRNA-PMF1）和 1

条对照 siRNA（siRNA-NC）。上述 siRNA的碱基序列

如 下 ：siRNA-NC：5' - UUCUCCGAACGUGUCAG-

GUTT-3'；siRNA1：5' - GCUCUCCACUCCUUCAU-

UGTT-3'；siRNA2：5' -GGAGGAAAUCUCUGACAU-

CTT-3'；siRNA3：5' - GGAUAAUUCUUGGCCAU-

GUTT-3’。

1.3 siRNA瞬时转染对人宫颈癌Caski细胞PMF-1

表达的影响

将对数生长期的Caski细胞接种于6孔细胞培养

板中，待细胞生长汇合度至 80%时，分别用 siRNA-

PMF1和 siRNA-NC瞬时转染细胞，48 h后收集细胞，

加细胞裂解液冰上裂解 30 min，4 ℃离心保留上清，

考马斯亮蓝法检测上清中总蛋白浓度。取 20 μg上

清蛋白，经12% SDS-PAGE分离后，将凝胶中的蛋白

电转移至PVDF 膜。膜用 50 g/L脱脂奶粉-TBST室

温封闭 1 h后，与兔抗人 PMF-1抗体（1∶600）或兔抗

人β-action抗体（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，TBST漂洗3

次后，与HRP标记的羊抗兔 IgG抗体（1∶3 000）室温

共孵育2 h，再次TBST 洗涤3次，ECL法（增强化学发

光法）显色观察。

1.4 MTT 法检测 PMF-1 表达抑制的 Caski 细胞对

DEX敏感性的改变

将 siRNA-PMF1和 siRNA-NC转染的Caski细胞

分别以 2×103个/孔接种于 96孔细胞培养板中，培养

24 h后分别向孔内加入序列稀释的DEX（终浓度为

0.01、0.1、1、10 μmol/L），每个药物浓度孔设4个复孔。

实验同时设置不加药对照组和空白组。分别在继续

培养 24、48和 72 h后，每孔加入MTT至终浓度为 0.2

g/L，继续培养 4 h，弃去细胞培养基，每孔中加入 150

µl DMSO充分溶解细胞，全波长酶标仪 490 nm波长

处检测光密度（D）值。DEX对细胞抑制率按如下公

式计算，抑制率（%）=1-[(实验孔D值-空白孔D值）/

（不加药对照组D值-空白组D值）]×100%。

1.5 流式细胞术检测Caski细胞的周期

用 10 μmol/L DEX 处理 siRNA-PMF1 和 siRNA-

NC转染的Caski细胞 72 h，胰酶消化收集细胞，用 1

ml 75%乙醇（PBS配制），4 ℃固定过夜，PBS洗涤细

胞，加入碘化丙啶至终质量浓度为0.5 mg/ml，避光染

色 30 min，再次洗涤细胞并用 PBS重悬，经 300目尼

龙网过滤后用于流式细胞仪分析。

1.6 Western blotting检测Caski细胞中GR蛋白的表

达量

用 DEX（10 μmol/L）处理 siRNA-NC 和 siRNA-

PMF1转染的Caski细胞 72 h，收集细胞并制备细胞

裂解液，然后 Western blotting 法检测细胞裂解液中

GR表达量。

1.7 高效液相检测Caski细胞中的多胺含量

用 DEX（10 μmol/L）处理 siRNA-NC 和 siRNA-
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PMF1转染的Caski细胞 72 h，收集细胞并用 PBS洗

涤，加入 1 ml细胞裂解液（0.02 mol/L Tris-HCl，0.15

mol /L NaCl，1% Triton X-100，pH 7.5）冰上裂解 30

min，12 000×g离心10 min后收集上清液。取裂解液

上清0.8 ml，加入1 mmol/L DAH（乙二胺，内标分子）

0.02 ml、2 mol/L NaOH 0.5 ml和苯甲酰氯0.01 ml，涡

旋振荡30 s，40 ℃水浴20 min后，加入饱和氯化钠溶

液 2 ml 中止反应。上述反应液用 2 ml 乙醚萃取三

次，合并乙醚萃取液，通风橱挥发干燥，沉淀用 1 ml

甲醇溶解，经 0.22 μm的微孔滤膜过滤后用于HPLC

检测分析。实验以 Luna C18柱（150 mm×4.6 mm，5

μm）为固定相，乙腈-水（38∶62）为流动相，检测波长

为254 nm。

1.8 统计学处理

应用SPSS 18.0统计软件，计量数据用 x̄±s表示，

采用 t检验进行统计学分析，P<0.05或P<0.01表示差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 siRNA-PMF1 能有效抑制 Caski 细胞中 PMF-1

表达

将设计合成的靶向人PMF-1的 3条 siRNA（siR-

NA1，siRNA2，siRNA3）和对照 siRNA-NC 分别瞬时

转染Caski细胞，48 h后Western blotting法分析细胞

内PMF-1蛋白的表达水平。结果(图 1)显示，与转染

siRNA-NC的Caski细胞相比较，3条 siRNA-PMF1转

染的细胞中 PMF1 蛋白表达量均明显减少，其中以

siRNA2对 PMF1表达的抑制作用最为显著，故选择

siRNA2作为 siRNA-PMF1用于后续实验。

1: siRNA-NC; 2：siRNA1; 3: siRNA2；4: siRNA3

图1 siRNA-PMF1能有效抑制Caski细胞中PMF-1表达

Fig.1 siRNA-PMF1 can efficiently inhibit expression of

PMF-1 in Caski cells

2.2 抑制PMF-1表达能增强Caski细胞对DEX的敏

感性

用不同浓度DEX处理用 siRNA-PMF1和 siRNA-

NC转染的Caski细胞 72 h，然后MTT法分析细胞的

增殖状况。结果（图2）显示，与Caski/siRNA-NC细胞

相比，DEX能更显著性地抑制Caski/siRNA-PMF1细

胞（P<0.01），提示 PMF-1表达抑制后细胞对DEX的

敏感性显著增强。

2.3 PMF-1 表达下调增强 DEX 诱导的 Caski 细胞周

期阻滞

用DEX（10 μmol/L）处理Caski/siRNA-PMF1和

Caski/siRNA-NC细胞 72 h，然后流式细胞术分析细

胞周期分布。结果（表1）显示，与未加DEX处理的同

种细胞相比，DEX处理能导致Caski/siRNA-PMF1和

Caski/siRNA-NC的细胞周期发生改变，其中前者表

现为G1/G0期细胞数明显减少而G2期细胞显著性增

加，后者则表现为G1/G0 期细胞数明显减少而S期细

胞显著性增加。当对DEX处理的两组细胞进行组间

比较时，发现Caski/siRNA-PMF1细胞的G1/G0期细

胞减少和 S / G2 期细胞增加的程度更加显著（P<

0.01）。上述结果提示，PMF-1表达下调能有效增强

DEX对Caski细胞分裂的抑制作用。

**P <0.01 vs Caski/siRNA-NC group

图2 DEX对Caski细胞增殖的抑制作用

Fig. 2 Inhibitive effect of the DEX on proliferation of

Caski cells

表1 DEX对Caski细胞周期的影响（（x̄±s, n=3））

Tab.1 Effect of DEX on cells cycle of Caski cells（（x̄±s, n=3））

Group

Caski/siRNA-PMF1

Caski/siRNA-PMF1+DEX

Caski/siRNA-NC

Caski/siRNA-NC + DEX

G0/G1

74.94±1.80

61.51±1.59**

75.17±1.48

69.63±2.77△

S

10.18±2.16

12.69±1.62

8.50±1.41

14.43±1.51△

G2

13.72±1.83

25.16±2.06**

15.23±2.67

15.19±2.07

**P <0.01 vs Caski/siRNA-PMF1 or Caski/siRNA-NC; △P <0.01 vs Caski/siRNA-NC
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2.4 抑制 PMF-1表达增强DEX对 Caski细胞中GR

表达的诱导

Western blotting结果（图3）显示，未经DEX处理

的Caski/siRNA-PMF1和Caski/siRNA-NC细胞之间，

GR表达量无明显差异，用 10 μmol/L DEX处理细胞

72 h后，与对照Caski/siRNA-NC细胞相比，Caski/siR-

NA-PMF1细胞中GR含量显著增高。这提示，虽然

PMF-1表达下调对Caski细胞中GR的基础表达水平

没有明显影响，但能增强配体DEX对GR表达的诱导

作用。

1: Caski/siRNA-PMF1; 2: Caski siRNA-NC; 3: Caski/siRNA-

PMF1+DEX; 4: Caski/siRNA-NC+DEX

图3 抑制PMF-1表达对Caski细胞中GR表达的影响

Fig. 3 Effect of silencing PMF-1 on GR expression in Caski cells

2.5 用DEX处理PMF-1表达抑制的Caski细胞导致

引多胺含量显著性下降

HPLC法检测了DEX对细胞中多胺含量的影响，

结果（图 4）发现，未用 DEX 处理的 Caski / siRNA -

PMF1细胞中精胺、腈脒和总多胺含量略高于Caski/

siRNA-NC 细胞；用 DEX（10 μmol/L）处理细胞 72 h

后，Caski/siRNA-NC细胞中精氨含量显著增加但总

多胺含量无明显改变，而Caski/siRNA-PMF1细胞中

的腈脒、精胺和总多胺含量均显著降低（P<0.01）。以

上结果提示，DEX介导的信号通路能干扰多胺代谢

途径并下调细胞内的多胺水平。但这一作用受到

PMF-1的抑制，用 siRNA下调 PMF-1表达将解除其

对 DR 的抑制，由此活化 DEX/DR 信号通路，导致

Caski细胞多胺含量下降和细胞增殖抑制。

Put：Putrescine；Spd：Spermidine；Spm：Spermin；

Total：polyamine；x̄±s，n=3，**P<0.01

图4 DEX对Caski细胞多胺含量的影响

Fig.4 Effect of the DEX on content of polyamines in Caski cells

3 讨 论

肿瘤细胞快速生长对多胺含量的高度依赖，使

多胺代谢途径成为抗肿瘤治疗的重要新靶点[13-16]。

PMF-1是参与多胺代谢调控的重要辅助转录因子，

SHOJI等[9]研究发现，除参与多胺代谢调节外，PMF-1

还能有效抑制细胞中GR的功能，增加细胞中PMF-1

表达能通过降低GR活性而且有效阻遏糖皮质激素

介导的GR相关信号通路活化。DEX是临床广泛使

用的一种糖皮质激素，它通过与GR结合而发挥其抗

炎、抗病毒、免疫抑制等生物学功能。近年来研

究[17-20]证实，在多种肿瘤细胞中，DEX能通过诱导细

胞凋亡，抑制上皮细胞间质化、抑制糖酵解途径、增

加肿瘤细胞对抗癌药物敏感性等机制而发挥有效的

抗肿瘤效应。基于上述发现，可推测，肿瘤细胞中的

PMF-1有可能通过对GR的抑制作用导致肿瘤细胞

对DEX耐受，而下调细胞中PMF-1的表达水平则能

增加肿瘤细胞对DEX的敏感性。

为验证上述推测，本研究中采用 siRNA基因沉

默技术下调人宫颈癌Caski细胞中的PMF-1表达水

平，然后分析PMF-1表达抑制是否影响Caski细胞对

DEX 的药物敏感性。结果发现，与对照细胞相比，

DEX对PMF-1表达下调的Caski细胞的增殖抑制作

用更为显著，并能将肿瘤细胞更多地阻滞于G2期，这

提示，DEX能更有效抑制PMF-1低表达肿瘤细胞的

有丝分裂进程。

实验中还分析了DEX处理对DR蛋白表达水平

的影响，结果发现，无DEX存在时，对照细胞与PMF-

1低表达细胞中的GR含量并无明显差异；用DEX处

理后，对照细胞中 GR 含量无明显改变，但低表达

PMF-1的细胞中GR水平显著性增加。结果提示，虽

然PMF-1表达下调对Caski细胞中GR的基础表达水

平没有明显影响，但能介导DEX对GR表达的诱导作

用。

鉴于 PMF-1本身具有多胺代谢调节功能，为分

析上述DEX对肿瘤的抑制作用是否与细胞内多胺代

谢改变相关，实验中采用HPLC技术分析了细胞中的

多胺水平。结果显示，PMF-1表达抑制本身能导致细

胞内多胺含量轻度升高，但用DEX处理能更显著性

降低 PMF-1 低表达细胞中的多胺水平。由此可推

测，DEX/GR介导的信号通路也能干扰多胺代谢途径

并下调细胞内的多胺含量，但这一作用受到 PMF-1

的阻遏，用 siRNA 下调PMF-1表达将解除其对DR的

抑制，由此活化DEX/DR信号通路，导致Caski细胞

多胺含量下降和细胞增殖抑制。

综上所述，DEX对人宫颈癌Caski细胞具有一定
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的抗肿瘤效应，其机制可能与阻滞细胞周期和下调

细胞内多胺水平相关。PMF-1可通过抑制GR活性

而增加肿瘤细胞对DEX的耐受，而下调PMF-1表达

则将解除其对DEX/DR信号通路的阻遏，导致Caski

细胞对 DEX 敏感性增强。上述研究结果，为基于

DEX的抗肿瘤治疗和药物研发提供了新的视角和新

的思路。
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