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摘要： 目的　探究 EPB41L3 基因甲基化与宫颈癌进展的相关性。方法　收集临床慢性宫颈炎、高级别宫颈上

皮内瘤变及宫颈癌患者的宫颈组织，用基因甲基化特异性 PCR 扩增（MSP）试剂盒检测样本中 EPB41L3 基因的甲基

化水平；另外选取宫颈癌 HeLa 细胞和 SiHa 细胞，以人正常宫颈上皮细胞 HUCEC 作为对照，PCR 检测细胞中

EPB41L3 基因甲基化水平，RT-PCR 和免疫印迹检测 EPB41L3 基因表达水平；根据是否使用去甲基化药物 5-氮杂

-2'-脱氧胞苷（5AZA）将细胞分为 4 组：HeLa+Control 组、HeLa+5AZA 组、SiHa+Control 组、SiHa+5AZA 组。采用

CCK8 实验检测各组细胞的增殖率，Transwell 实验检测各组细胞的迁移率，流式细胞术检测各组细胞的凋亡率，进

行组间对比分析。结果　慢性宫颈炎、高级别宫颈上皮内瘤变、宫颈癌组织中 EPB41L3 甲基化百分比分别为

6.67% 、73.33%、93.33%。在 HeLa 细胞和 SiHa 细胞中均检测到 EPB41L3 甲基化。EPB41L3 基因在 HeLa 细胞和 SiHa

细胞中的表达水平均显著低于对照组（P<0.000 1， P=0.002 5）。HeLa+5AZA 组细胞增殖率显著低于 HeLa+Control

组（P=0.003 5），SiHa+5AZA 组细胞增殖率显著低于 SiHa+Control 组（P=0.006 0）。HeLa+5AZA 组细胞迁移率显著

低于 HeLa+Control 组（P=0.000 9），SiHa+5AZA 组细胞迁移率显著低于 SiHa+Control 组（P=0.001 9）。HeLa+5AZA

组 细 胞 凋 亡 率 显 著 高 于 HeLa+Control 组（P=0.002 4），SiHa+5AZA 组 细 胞 凋 亡 率 显 著 高 于 SiHa+Control 组

（P=0.002 4）。结论　EPB41L3 基因甲基化后可能失去对宫颈癌细胞的抑制作用，其表达水平与宫颈癌进展可能呈

正相关。
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Abstract: Objective To investigate the correlation between EPB41L3 gene methylation and cervical cancer progres⁃
sion. Methods Cervical tissues of patients with clinical chronic cervicitis, cervical intraepithelial neoplasia and cervical 
cancer were collected. The methylation of EPB41L3 gene in the samples was detected by gene methylation-specific PCR 
amplification (MSP) kit. Taking the normal cervical epithelial cells as control, the methylation of EPB41L3 gene in HeLa 
and SiHa cervical cancer cell lines were detected by PCR. The expression levels of EPB41L3 gene in cervical cancer cell 
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lines and normal cervical epithelial cell lines were detected by RT-PCR and western blotting. Cells were divided into four 
groups according to whether the demethylated drug 5-aza-2′-deoxygcitidine (5AZA) was used: HeLa group, HeLa+5AZA 
group, SiHa group, and SiHa+5AZA group. In addition, CCK8 assay was used to detect cell proliferation rate, Transwell as⁃
say was used to detect cell mobility, flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate in each group. Comparative analy⁃
sis was performed between the groups. Results The methylation percentage of EPB41L3 in chronic cervicitis, cervical in⁃
traepithelial neoplasia and cervical cancer was 6.67%, 73.33% and 93.33%, respectively. EPB41L3 methylation was detect⁃
ed in HeLa and SiHa cells. The expression of EPB41L3 in HeLa and SiHa cells was significantly lower than that in the con⁃
trol group (P<0.000 1, P=0.002 5). The cell proliferation rate of HeLa+5AZA group was significantly lower than that of 
HeLa+Control group (P=0.003 5), and that of SiHa+5AZA group was significantly lower than that of SiHa+Control group 
(P=0.006 0). The cell migration rate of HeLa+5AZA group was significantly lower than that of HeLa+Control group 
(P=0.000 9), and that of SiHa+5AZA group was significantly lower than that of SiHa+Control group (P=0.001 9). The cell 
apoptosis rate of HeLa+5AZA group was significantly higher than that of HeLa+Control group (P=0.002 4), and that of Si⁃
Ha+5AZA group was significantly higher than that of SiHa+Control group (P=0.002 4). Conclusion EPB41L3 gene may 
lose its inhibitory effect on cervical cancer cells after methylation, and its expression level may be positively correlated with 
the progression of cervical cancer. 
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前言

宫颈癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一，每

年新增病例约 50万，其中绝大多数病例发生于发展

中国家［1-2］。开展宫颈癌发病机制研究及个体化治

疗方案研发，对提高宫颈癌患者生活质量、降低病

死率具有重要意义。EPB41L3 是一种的重要膜骨

架蛋白，在细胞黏附、运动和生长中发挥作用。越

来越多的研究发现，EPB41L3在多种肿瘤中异常表

达，如在食管鳞癌、非小细胞肺癌、乳腺癌、胶质瘤、

脑膜瘤等多种肿瘤中均表达下调［3-5］。Yamada等［6］

发现，EPB41L3 在肾透明细胞癌中常发生甲基化，

可能成为手术切除后复发转移的独立预后指标。

本课题组前期研究发现，EPB41L3基因过表达不仅

可抑制宫颈癌HeLa细胞和 SiHa细胞的增殖和克隆

形成能力，还可以阻滞细胞周期，促进凋亡［7］。然

而，EPB41L3 在宫颈癌中的作用机制尚不完全清

楚。因此，本课题组在前期研究的基础上检测宫颈

癌细胞中EPB41L3甲基化水平，并通过去甲基化药

物处理不同的宫颈癌细胞，对细胞的增殖、迁移、浸

润和凋亡等进行检测，验证EPB41L3甲基化水平变

化对宫颈癌细胞的影响，以期为宫颈癌的临床治疗

提供新的策略和靶点。

1　材料与方法

1.1　细胞

宫颈癌细胞株HeLa、SiHa与人正常宫颈上皮细

胞株 HUCEC 均购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。

1.2　仪器与试剂

人脑微血管内皮细胞完全培养基（武汉普诺赛

生命科技有限公司）；胎牛血清（美国 Gibco 公司），

胰酶（美国 Hyclone 公司）；青霉素、链霉素双抗（各

1 000 000 U·L-1），5% CO2培养箱（日本 SANYO，×D-
101）；超净工作台（苏州净化，SW-CJ-1FD）；倒置相

差显微镜（日本OLYMPUS，B×51）；DNA提取试剂盒

（天根生化科技北京有限公司，DP304）；涡旋振荡仪

（海门市其林贝尔仪器制造有限公司，QL-902）；离

心机（Eppendorf， Centrifuge 5415D）；分光光度计

（Therno Scientific， NANODROP 2000）；凝胶成像系

统（上海天能科技有限公司，Tanon 1600）；荧光定量

PCR仪（Applied Biosystems， ABI7500）。

1.3　方法

1.3.1　目标区域甲基化水平检测　分别取 60 例临

床慢性宫颈炎、高级别宫颈上皮内瘤变及宫颈癌患

者的宫颈组织进行目标区域甲基化水平检测。宫

颈癌患者病理类型均为鳞癌。本研究已通过新疆

医科大学附属肿瘤医院伦理委员会批准，所有标本

来自新疆医科大学附属肿瘤医院，所有患者均签署

知情同意书。用液氮将组织样本研磨后放入离心

管中，用 DNA 提取试剂盒提取基因组，用甲基化特

异性 PCR 扩增（methylation-specific PCR， MSP）试

剂盒检测样本中目的基因的甲基化水平。甲基化

检测引物均由北京 Invitrogen公司合成（表1）。

1.3.2　RT-PCR和免疫印迹检测细胞中EPB41L3
的表达　用 TRIzol 试剂盒提取 HeLa 细胞、Siha 细
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胞、HUCEC细胞中的总 RNA，紫外吸收测定法检测

RNA 浓度和纯度，变性琼脂糖凝胶电泳，逆转录合

成 cDNA，RT-PCR检测EPB41L3基因表达。每个样

本重复检测 3次，数据采用 2-△△Ct法进行分析。提取

细胞总蛋白，进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，

抗体结合反应，标记物显色，图像分析软件分析目的

条带灰度值，计算EPB41L3蛋白相对表达量。

1.3.3　细胞分组　用去甲基化药物 5-氮杂-2′-脱

氧胞苷（5-aza-2′-deoxygcitidine， 5AZA）处理宫颈

癌 HeLa 细胞和 SiHa 细胞。药物组加入 1 μmol·L-1 
5AZA，对照组加入相同体积的 PBS，将细胞分为

4 组：HeLa+Control 组、HeLa+5AZA 组、Siha+Control
组、Siha+5AZA组。

1.3.4　CCK8实验检测细胞增殖　按照上述分组对

细胞进行铺板培养，置于 37 ℃、5% CO2 温箱培养

24 h，使细胞贴壁。取对数生长期细胞接种至 96孔

板，每孔 100 μL（10 000 个），培养 72 h。向每孔加

入 10 μL CCK8 溶液，孵育 4 h。用酶标仪测定 450 
nm处吸光度，每组设置 3个复孔，连续检测 4天。

1.3.5　Transwell实验检测细胞迁移　按照上述分

组将细胞接种至 Transwell 小室。取对数生长期细

胞，弃去无血清培养基，常规胰酶消化，加入无血清

培养基。离心，弃上清，加入适量无血清培养基重

悬细胞。对细胞进行计数后，将一定数量的 Tran⁃
swell 小室置于 24 孔板，取上述细胞悬液 400 μL 逐

滴加入小室；取 500 μL含 10%血清的培养基沿小室

侧壁与孔壁的空隙处加入孔中，37 ℃、5% CO2条件

下常规培养 48 h，对细胞进行染色、拍照，并计算迁

移率。

1.3.6　流式细胞术检测细胞凋亡　用不含EDTA的

胰酶消化各组细胞，2 000 r·min-1 室温离心 5~
10 min，收集细胞，洗涤 2 次，再用 1×Binding Buffer
缓冲液制成 1×106个/mL的细胞悬液，取 300 μL加入

Falcon 试管，用 Annexin V-FITC 和 PI 进行标记，1 h
内上样，用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.4　统计学方法

采用GraphPad Prism 5.0软件进行统计学分析，

计量资料用“均数±标准差”（x̄±s）表示，组间比较采

用 t检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　目标区域甲基化水平检测

慢性宫颈炎、高级别宫颈上皮内瘤变、宫颈癌

组织中EPB41L3甲基化百分比分别为 6.67%（4/60）、

73.33%（44/60）、93.33%（56/60）。对不同宫颈癌细

胞株与正常宫颈上皮细胞进行甲基化PCR检测，在

宫颈癌 HeLa细胞及 Siha细胞中检测到 EPB41L3甲

基化（图1）。

2.2　RT-PCR和免疫印迹检测EPB41L3的表达

RT-PCR 和免疫印迹结果显示，EPB41L3 在

HeLa细胞和 SiHa细胞中的表达水平均显著低于对

照组（P<0.05）（图2）。

2.3　去甲基化对宫颈癌细胞增殖的影响

细胞经去甲基化药物5AZA处理后，第1~2天增

殖率较低，第 3~4天保持了较高的增殖率；从第 3天

开始，HeLa+5AZA组与HeLa+Control组、Siha+5AZA
组与 Siha+Control 组增殖率有了明显差异；第 4 天，

HeLa+5AZA 组细胞增殖率显著低于 HeLa+Control
组，Siha+5AZA 组细胞增殖率显著低于 Siha+Control
组，差异均有统计学意义（P<0.05）（图3）。

表 1　引物序列

Tab. 1　Primer sequences

基因

EPB41L3 
（非甲基化）

EPB41L3 
（甲基化）

F
R
F
R

引物序列

5′-TTTGTGTATTGT TGTTGAGGAGTG-3′
5′-CACAATCCCCCACTCCA AAAAACA-3′

5′-GCAGTG CAAAGTGATACTTC-3′
5′-TCTGGTGGATAAA ATTTCACAT-3′

注：M表示EPB41L3基因甲基化；U表示EPB41L3基因非甲基化。

Note： M represents EPB41L3 gene methylation. U represents un⁃
methylated EPB41L3 gene.
图1　不同宫颈癌细胞与正常宫颈上皮细胞的甲基化PCR

检测结果

Fig.  1　Methylation PCR results of different cervical cancer 
cells and normal cervical epithelial cells
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2.4　去甲基化对宫颈癌细胞迁移的影响

HeLa+5AZA 组细胞迁移率显著低于 HeLa+
Control组，Siha+5AZA组细胞迁移率显著低于 Siha+
Control组，差异均有统计学意义（P<0.05）（图4）。

2.5　去甲基化对宫颈癌细胞凋亡的影响

HeLa+5AZA 组细胞凋亡率显著高于 HeLa+
Control组，Siha+5AZA组细胞凋亡率显著高于 Siha+
Control组，差异均有统计学意义（P<0.05）（图5）。

3　讨论

宫颈癌属于妇科恶性肿瘤，在亚洲地区女性肿

瘤中发病率排名第二，死亡率位居第四，亚洲宫颈

癌发病及死亡病例占全球一半以上，而我国占比高

达 30%［1-2］。宫颈癌的发生与多种因素相关，其致病

机制尚未明确，但与其关系最为密切的是高危型人

乳头瘤病毒（human papillomavirus， HPV）持续感

染［7］。目前，临床主要采用手术、放疗、化疗等方法

治疗宫颈癌。随着医学与多学科的交叉渗透发展，

以及患者对生存乃至生活质量的要求提高，精准治

疗也逐渐被纳入临床治疗中［8-10］。

已有研究证明，EPB41L3基因可能在多种肿瘤

中发挥抑癌作用［11-13］，EPB41L3 表达下调可导致细

胞骨架组织破坏，从而促进肿瘤细胞侵袭和迁移。

有研究发现，EPB41L3 在多种肿瘤中低表达［14-18］。

图3　去甲基化对宫颈癌细胞增殖的影响

Fig.  3　Effect of demethylation on the proliferation of cervical cancer cells

图2　RT-PCR和免疫印迹检测EPB41L3的表达

Fig.  2　EPB41L3 expression detected by RT-PCR and immunoblotting

图4　去甲基化对宫颈癌细胞迁移的影响

Fig.  4　Effect of demethylation on the migration of cervical cancer cells 
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本研究从转录和蛋白水平上分析 EPB41L3 基因在

宫颈癌细胞与正常宫颈上皮细胞中的表达，结果显

示，EPB41L3 在 HeLa 细胞和 SiHa 细胞中的表达水

平均显著低于正常宫颈上皮细胞。

本课题组前期研究发现，EPB41L3基因过表达

不仅可抑制宫颈癌 HeLa细胞和 Siha细胞的增殖和

克隆形成能力，还可以阻滞细胞周期，促进细胞凋

亡［19］。然而，EPB41L3在宫颈癌中的作用机制尚不

完全清楚。DNA 甲基化是一种可重复的物理表观

遗传变化，涉及多种细胞过程，在肿瘤进展中发挥

重要作用［20］。DNA 甲基化通常导致基因沉默，而

DNA 去甲基化与激活基因表达有关。当多个甲基

转移到一个不应被甲基化的胞嘧啶上时，就会发生

DNA超甲基化，从而导致基因沉默［21-22］。有学者证

实，EPB41L3甲基化可以区分宫颈标本中的癌前病

变和浸润性病变。高级别宫颈上皮内瘤变（CIN2/3）
女性患者中，EPB41L3高甲基化出现在肿瘤发生前

阶段［23-26］。本研究结果显示，EPB41L3 甲基化水平

在慢性宫颈炎、高级别宫颈上皮内瘤变、宫颈癌组

织中呈上升趋势，与文献报道一致。因此，EPB41L3
基因甲基化定量检测可能在宫颈癌筛查中有一定

的应用价值。

EPB41L3 启动子高甲基化是卵巢癌、宫颈癌、

弥漫性神经胶质瘤和前列腺癌发生的原因之一［27］。
EPB41L3启动子高甲基化是一种常见机制，可在肿

瘤发展过程中下调EPB41L3表达，其重新表达则会

诱导广泛的细胞凋亡。EPB41L3 通过调节肌动蛋

白应力纤维的适当排列和促进与转移行为相关的

细胞运动，可能在抑制肿瘤转移方面发挥重要作

用［28］。研究表明，与癌旁正常组织相比，口腔鳞状

细胞癌组织中 FLT3和 EPB41L3的甲基化水平显著

升高（超甲基化）［27］。EBP41L3 在 hrHPV 阳性宫颈

癌患者中异常甲基化，且甲基化水平和频率随潜在

病变严重程度的增加而增加［29］。有研究发现，用 
5AZA 处理宫颈癌细胞可以恢复 EPB41L3 基因转

录［30］。本研究结果显示，去甲基化药物 5AZA 可降

低宫颈癌 HeLa 细胞和 SiHa 细胞的增殖和迁移能

力，并促进其凋亡，提示 EPB41L3 在宫颈癌中可能

因甲基化而无法发挥抑癌基因作用，其表达水平与

宫颈癌进展可能呈正相关，可能是宫颈癌治疗的靶

点之一。

本研究初步证实了 EPB41L3 基因甲基化对宫

颈癌细胞的作用，但其调控机制尚不清楚，下一阶

段研究将继续探索 EPB41L3 基因甲基化的调控

机制。
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