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中文摘要

UCP2对人宫颈癌细胞辐射敏感性的影响及线粒体相关机制研究

宫颈癌是妇科常见的恶性肿瘤之一，也是全球女性癌症致死的主要原因之一。

在早婚、生育、人乳头瘤病毒(HPV)感染等因素作用下，宫颈癌的患病率往往较

高，由于该病发展迅速，大多数女性在首次诊断时已为中晚期。临床上宫颈癌有

多种治疗方法，放疗为主要治疗方法之一，但由于辐射抗性的存在，使患者对于

放疗作用敏感性下降，严重影响了放疗患者的预后。但相关机制研究目前并未明

确，因此，为增加诊断效率，提高放射治疗效果，探究宫颈癌辐射敏感性相关机

制尤为重要。

解偶联蛋白(uncoupling protein 2, UCP2)是一种位于线粒体内膜上的阴离子

载体蛋白，介导线粒体内膜的质子渗漏过程，从而影响细胞内活性氧的生成，进

而调节细胞的氧化应激过程，进一步通过改变线粒体自噬，细胞增殖，细胞侵袭

以及细胞凋亡，肿瘤进展以及化疗耐药等来影响肿瘤患者的预后。本研究以 Hela

和 Caski细胞为主要研究对象，以 UCP2为目标基因，探究 UCP2在辐射敏感性

中的作用及线粒体相关机制。

目的：

以 UCP2调节细胞氧化应激为切入点，探讨 UCP2在宫颈癌细胞辐射敏感性

中的作用机制，为优化宫颈癌个体治疗方案，使之成为宫颈癌诊断及治疗的新靶

点提供理论依据。

方法：

1.利用Q-PCR法和Western Blot法检测不同种宫颈癌细胞中的本底表达水平，

选择后续实验所用细胞，检测 Hela 细胞在经过辐照后不同时间点的 UCP2表达

变化；

2.使用 Hela和 Caski细胞，通过瞬时转染的方法分别构建 UCP2沉默和过表

达模型，利用 Q-PCR法和Western Blot法分别检测转染效率；
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3.采用集落形成和 CCK-8 实验对经过处理的细胞的克隆形成和增殖存活能

力进行检测；

4.利用DCFH-DA探针检测UCP2 对辐射诱导的宫颈癌细胞的ROS的影响进

行检测；

5.利用Mitotracker GreenFM检测UCP2对两种宫颈癌细胞经过辐照后 6 h，12

h，24 h 的线粒体膜完整性的变化进行检测；

6.利用罗丹明 123（Rhodamine123）对两种宫颈癌细胞经过辐照后 6 h，12 h，

24 h的线粒体膜电位变化进行检测；

7.利用流式细胞术分别对UCP2沉默和过表达模型联合X线照射的细胞凋亡

与周期进行检测；

8.利用免疫荧光法对Hela DNA损伤相关蛋白γ-H2AX的表达变化进行检测；

9.使用Western Blot法对于细胞凋亡、周期、DNA损伤修复相关蛋白水平变

化进行检测，探究 UCP2在宫颈癌细胞凋亡、周期以及 DNA损伤方面的相关分

子机制；

10.实验数据以平均值±标准差（ x ± s）表示，利用 SPSS 24.0进行统计学分

析，利用软件 GraphPad Prism 6.0绘制柱状图，利用方差分析进行统计学分析，P

< 0.05被认为具有统计学差异。

结果：

1.UCP2在不同宫颈癌细胞中的本底表达水平不同，而且辐照可以诱导 UCP2

表达

在所测的五种宫颈癌细胞中，UCP2在 Hela细胞中本底表达较高，采用 Hela

细胞作为 UCP2沉默模型所用细胞；UCP2在 Caski细胞中本底表达水平相对低，

采用 Caski细胞作为 UCP2过表达模型所用细胞。并且 Hela细胞在辐照后 6 h，

12 h，24 h，UCP2蛋白水平随时间延长而增加。

2.UCP2对宫颈癌细胞增殖存活能力的影响

UCP2沉默后 Hela细胞在经过 2、4、6、8、10 Gy辐照后，集落形成能力相

较于阴性对照组有较大程度的降低；并且在经过 4 Gy辐照后， UCP2沉默后的

Hela 细胞的增殖存活能力明显降低，但在经过 8 Gy 辐照后的 UCP2 过表达的
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Caski细胞的增殖存活能力相较于阴性对照组的变化并不明显，考虑与转染效率

有关。

3.UCP2对辐照诱导的宫颈癌细胞中 ROS的影响

在两种宫颈癌细胞中，辐照组相较于未辐照组细胞中的 ROS生成量均有升

高，以 Hela 细胞中对比更为明显。沉默 UCP2的 Hela 细胞辐照后 6 h，12 h时

间点的 ROS生成量相较于阴性对照组有较大程度的增加（P<0.05），在辐照后 24h，

各组 ROS生成量相差不大，考虑与 ROS消散有关；而在辐照后 6 h、12 h，UCP2

过表达组的 Caski细胞相较于阴性对照组有一定程度的降低，虽然差距不如 Hela

细胞显著，但具有统计学差异。

4.UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞的线粒体结构与功能的影响

Hela细胞在经过 UCP2沉默后，在辐照后 6 h，12 h后，能够较为明显的升

高线粒体膜电位，促进 ROS生成，并且在过量 ROS作用下会促使线粒体膜电位

崩溃，即辐照后 24 h, UCP2沉默组 Hela细胞膜电位明显降低；而辐照后的 UCP2

过表达的 Caski细胞中膜电位变化一直处于高于阴性对照组的状态。

在线粒体膜电位与 ROS的变化的影响下，细胞内线粒体膜完整性也发生了

改变。我们观测到，辐照对于 UCP2沉默后的 Hela 细胞线粒体膜完整性相较于

对照组呈现进一步破坏，并且辐照对于过表达 UCP2的 Caski细胞中线粒体膜的

破坏性相对减弱。

5.UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞凋亡的影响

未辐照组的宫颈癌细胞的凋亡率没有明显区别，但经过辐照后，细胞的凋亡

率明显增加，其中 UCP2沉默增强了辐射诱导的 Hela细胞的凋亡(P<0.05），并且

与线粒体诱导的凋亡通路中抑凋亡蛋白 Bcl-2，Bcl-xl水平在 UCP2沉默组呈现

较阴性对照组降低的现象，促凋亡蛋白 Cleaved-Caspase3，Cleaved-Caspase9 以

及与凋亡小体形成相关蛋白 Cyt-c，Apaf-1水平在 UCP2沉默组表现出进一步增

加的现象；而在 Caski细胞中只观察到了 Bcl-xl，Caspase-9和 Cyt-c的表达水平

出现了预期的变化，考虑到与 UCP2过表达质粒的瞬时转染效率较低有关。

6.UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞周期的影响

我们通过流式细胞术对两种细胞的细胞周期变化进行了检测，未辐照组中细
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胞周期变化无明显差别，但 Hela和 Caski细胞分别在经过 4 Gy、8 Gy辐照后，

会出现较为明显的 G2/M期阻滞，并且在辐照后的 Hela 细胞中，与阴性对照组

相比，沉默 UCP2后增强了这种阻滞效应（P<0.05）；在辐照后的 Caski细胞中，

UCP2过表达在一定程度上降低了辐照所引起的周期阻滞效应。Western Blot 结

果也显示，与细胞周期相关蛋白-G2期细胞周期检查点相关蛋白 CyclinB、CDC2

也表现出了相应变化。

7.UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞 DNA损伤的影响

我们使用免疫荧光法对辐照后不同时间点的 Hela 细胞内γ-H2AX 的焦点形

成数进行了检测，发现在辐照后 6 h和 12 h时间点，UCP2沉默组与未辐照组相

比，γ-H2AX焦点形成明显增加，但辐照组内部各组之间差别不大，但在辐照后

24 h，UCP2 沉默组的γ-H2AX 焦点形成相较于阴性对照组明显增加，即 UCP2

增强了 X射线对于 Hela细胞的 DNA双链断裂损伤；并且Western Blot结果也显

示，与 DNA损伤修复相关蛋白 Ku70，Rad51在辐照后 UCP2沉默组表达水平相

较于阴性对照组有一定程度的降低；并且通过Western Blot也检测到，在辐照后

12 h，Caski细胞中的γ-H2AX蛋白水平在UCP2过表达组相较于阴性对照组减少，

UCP2过表达减弱了电离辐射对于细胞的 DNA损伤，而 Ku70蛋白水平在 UCP2

过表达组也表现出增加。

结论：

1. 电离辐射可以诱导宫颈癌细胞中UCP2的表达；

2. UCP2可以影响电离辐射诱导宫颈癌细胞内ROS的产生，即沉默UCP2会

促进辐射诱导的Hela细胞的ROS生成，UCP2过表达则会一定程度减弱辐射诱导

的Caski细胞的ROS生成能力；

3. UCP2可以引起辐射诱导的宫颈癌细胞内线粒体部分结构与功能的变化，

以线粒体膜电位和膜完整性为主，进一步影响线粒体诱导的凋亡通路的激活；

4. UCP2可以引起电离辐射诱导的宫颈癌细胞细胞周期发生改变，以G2 期

阻滞最为显著，即UCP2沉默可以促进辐射诱导的宫颈癌细胞G阻滞，UCP2过表

达则会相应减弱阻滞作用；

5. 以上凋亡通路的激活的机制大部分可以归结于UCP2 对宫颈癌细胞内
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ROS的生成变化，并且生成的ROS产生间接影响了辐射诱导的宫颈癌细胞的DNA

损伤及修复。

总之，UCP2在宫颈癌细胞的辐射敏感性中起着非常重要的作用，有望成为

宫颈癌放射治疗的新靶点

关键词：

电离辐射，线粒体，UCP2，辐射敏感性，活性氧
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Abstract

Effect of UCP2 on radiosensitivity of Human Cervical Cancer cells

and Mitochondrial related Mechanism

Cervical cancer is one of the most common malignant tumors in gynecology, and

it is also one of the main causes of cancer death among women all over the world.

Under the influence of early marriage, childbirth, human papillomavirus (HPV)

infection and other factors, the prevalence rate of cervical cancer in women is often

higher. Due to the rapid development of the disease, most women are in the middle

and late stage at the time of first diagnosis. In clinic, there are many treatments for

cervical cancer, radiotherapy is one of the main treatment methods, but due to the

existence of radiation resistance, it seriously affects the prognosis of patients with

radiotherapy. However, the research on the mechanism of radiation resistance of

cervical cancer is not clear at present. Therefore, in order to increase the efficiency of

diagnosis and improve the effect of radiotherapy, it is particularly important to explore

the mechanism of radiation resistance of cervical cancer.

UCP2 (uncoupling protein2,UCP2) is an anion carrier protein located in the

intima of mitochondria, which mediates the proton leakage of mitochondrial inner

membrane, thus affecting the production of intracellular reactive oxygen species,

regulating the process of oxidative stress, and further changing mitochondrial

autophagy, cell proliferation, cell invasion and apoptosis, tumor progression and

chemotherapy resistance to affect the prognosis of tumor patients. In this study, Hela

and Caski cells were taken as the main research objects, and UCP2 was used as the

target gene to explore the role of UCP2 in radiosensitivity and mitochondrial-related

mechanisms.

Objective:

The purpose of this study is to explore the mechanism of UCP2 in the

radiosensitivity of cervical cancer cells by regulating cellular oxidative stress, so as to
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provide a theoretical basis for optimizing individual treatment regimens for cervical

cancer and making it a new target for diagnosis and treatment of cervical cancer.

Methods:

1. The background expression in different kinds of cervical cancer cells was

detected by Q-PCR and WesternBlot. The cells used in the follow-up experiment were

selected to detect the changes of UCP2 expression in Hela cells at different time

points after 4Gy irradiation.

2. The UCP2 silencing and overexpression models of Hela and Caski cells were

constructed by transient transfection, and the transfection efficiency was detected by

QPCR and WesternBlot, respectively.

3. Clony formation and CCK-8 assay were used to detect the colony formation,

proliferation and survival ability of the treated cells.

4. Using DCFH-DA probe to detect the effect of UCP2 on ROS of cervical

cancer cells induced by radiation.

5. MitotrackerGreenFM detection of UCP2 was used to detect the changes of

mitochondrial membrane integrity of two kinds of cervical cancer cells at 6 h, 12 h, 12

h and 24 h after irradiation.

6. The changes of mitochondrial membrane potential of two kinds of cervical

cancer cells at 6 h, 12 h, 12 h and 24 h after irradiation were detected with rhodamine

123 (Rhodamine123).

7. Apoptosis and cell cycle of UCP2 silencing and overexpression models

combined with X-ray irradiation were detected by flow cytometry.

8. The expression of DNA damage related protein γ-H2AX in Hela cells was

detected by immunofluorescence.

9.WesternBlot was used to detect the changes of apoptosis, cycle and DNA

damage-related protein expression in cervical cancer cells, and to explore the

molecular mechanism of UCP2 in cervical cancer cell apoptosis, cycle and DNA

damage.
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10. The experimental data were expressed as average ±standard deviation (±s).

Statistical analysis was carried out by SPSS24.0, histogram was drawn by software

GraphPadPrism6.0, and comparison between groups was made by ANOVA.

Results:

1.The background expression of UCP2 was different in different cervical cancer

cells, and irradiation could induce the expression of UCP2 in Hela cells.

The background expression of UCP2 was higher in Hela, and Hela was used as

the model of UCP2 silencing. The background expression of UCP2 in Caski cells was

relatively low, and Caski cells were used as the model of UCP2 overexpression. The

expression of UCP2 in Hela cells enhanced with the increase of time at 6 h, 12 h, 24 h

after irradiation.

2. Effect of UCP2 on proliferation and survival of cervical cancer cells.

After UCP2 silencing, the colony forming ability of Hela cells after 2,4,6,8 and

10 Gy irradiation was significantly lower than that of the negative control group, and

after 4 Gy irradiation, the proliferation and survival ability of Hela cells silenced by

UCP2 was significantly decreased, but the proliferation and survival ability of UCP2

overexpressed Caski cells irradiated by 8 Gy was not obvious compared with the

negative control group, which was related to the transfection efficiency.

3. Effect of UCP2 on ROS in radiation-induced cervical cancer cells.

In the two kinds of cervical cancer cells, the production of ROS in the radiation

group was higher than that in the non-irradiation group, especially in Hela cells. The

ROS production of Hela cells silenced by UCP2 at 6 h and 12 h after irradiation was

significantly higher than that of the negative control group, and there was no

significant difference in ROS production at 24 h after irradiation, which was

considered to be related to the dissipation of ROS, while at 6 h and 12 h after

irradiation, the Caski cells in the over-expression group of UCP2 decreased to some

extent compared with the negative control group, although the difference was not

significant, but the difference was statistically significant.
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4. Effect of UCP2 on Mitochondrial structure and function of Cervical Cancer

cells induced by radiation.

After UCP2 silencing, Hela cells could significantly increase the mitochondrial

membrane potential and promote the production of ROS after 6 hours and 12 hours

after irradiation, and the mitochondrial membrane potential collapsed under the action

of excessive ROS, that is, the membrane potential of Hela cells decreased

significantly in 24 hours after irradiation, while the change of membrane potential of

UCP2 overexpressed Caski cells after irradiation was always higher than that of

negative control group.

Under the influence of the changes of mitochondrial membrane potential and

ROS, the integrity of mitochondrial membrane in two kinds of cells also changed.We

observed that the mitochondrial membrane integrity of Hela cells after UCP2

silencing was further damaged by irradiation compared with the control group, and

the destruction of mitochondrial membrane in Caski cells with UCP2 overexpression

was relatively reduced by irradiation.

5. Effect of UCP2 on radiation-induced apoptosis of cervical cancer cells.

There was no significant difference in the apoptosis rate of cervical cancer cells

in the non-irradiation group, but the apoptosis rate of cervical cancer cells increased

significantly after irradiation. UCP2 silencing enhanced the radiation-induced

apoptosis of Hela cells, and the level of Bcl-2,Bcl-xl were reduced , and the level of

Cleaved-Caspase3,Cleaved-Caspase9 and Cyt-c which relating to the apoptosis

pathway induced by mitochondria. The level of Apaf-1 increased further in UCP2

silent group. However, only the expected changes in the expression of Bcl- xl,

Caspase-9 and Cyt-c were observed in Caski cells, which was related to the low

transient transfection efficiency of UCP2 overexpression plasmid.

6. Effect of UCP2 on radiation-induced celvical cancer cell cycles.

The cell cycle changes of the two kinds of cells were detected by flow cytometry.

There was no significant difference in cell cycle changes in the unirradiated group, but

there was obvious G2 / M phase arrest in Hela and Caski cells irradiated by 4Gy and 8
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Gy, respectively. Compared with the negative control group, the arrest effect was

enhanced by silencing UCP2 in irradiated Hela cells. In irradiated Caski cells,

compared with the negative control group, the overexpression of UCP2 reduced the

cell cycle arrest effect induced by irradiation to a certain extent. WesternBlot results

also showed that cell cycle-related proteins CyclinB and CDC2 related to G2 phase

cell cycle checkpoint also showed corresponding changes.

7. Effect of UCP2 on radiation-induced DNA damage in cervical cancer cells.

After UCP2 silencing in Hela cells, we used immunofluorescence to detect the

number of γ-H2AX focus formation at different time points after irradiation. It was

found that at 6 h and 12 h after irradiation, compared with the non-radiation group, the

γ-H2AX focus formation was significantly increased, but there was no significant

difference within the irradiated groups, but at 24 h after irradiation, the γ-H2AX focus

formation in the UCP2 silent group was significantly higher than that in the negative

control group, but at 24 h after irradiation, the γ-H2AX focus formation in the UCP2

silent group was significantly higher than that in the negative control group. That is,

UCP2 enhanced the damage of DNA double strand breaks in Hela cells induced by

X-rays. The WesternBlot results also showed that the expression of Ku70,Rad51-

proteins related to DNA damage and repair, decreased to a certain extent in the UCP2

silent group after irradiation, and it was also detected by WesternBlot that the γ-H2AX

protein in the UCP2 overexpression group decreased compared with the negative

control group 12 hours after irradiation, and the UCP2 overexpression attenuated the

DNA damage caused by ionizing radiation, while the Ku70 protein increased in the

UCP2 overexpression group.

Conclusion:

1. Ionizing radiation can induce the expression of UCP2 in cervical cancer cells.

2. UCP2 can affect ROS production in cervical cancer cells induced by ionizing

radiation. Silencing UCP2 can promote radiation-induced ROS production in Hela

cells, while overexpression of UCP2 can reduce radiation-induced ROS production in

Caski cells to some extent.
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3. UCP2 can cause some structural and functional changes of mitochondria in

cervical cancer cells induced by radiation, mainly mitochondrial membrane potential

and membrane integrity, which further affect the activation of mitochondrial-induced

apoptosis pathway.

4. UCP2 can change the cell cycle of cervical cancer cells induced by ionizing

radiation, and the arrest of G2 phase is the most significant, that is, UCP2 silencing

can promote radiation-induced arrest of G2 phase of cervical cancer cells, while the

overexpression of UCP2 can weaken the blocking effect accordingly.

5. Most of the activation mechanisms of the above apoptotic pathways can be

attributed to the changes of ROS production in cervical cancer cells induced by UCP2,

and the production of ROS indirectly affects radiation-induced DNA damage and

repair in cervical cancer cells.

In short, UCP2 plays a very important role in the radiosensitivity of cervical

cancer cells and is expected to become a new target for radiotherapy of cervical

cancer.

Key words:

Ionizing radiation, Mitochondria, UCP2, Radiosensitivity, Reactive oxygen

species
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第 1章 文献综述

1.1 电离辐射和辐射敏感性

电离辐射是指能够通过初级过程或次级过程引起电离事件的带电粒子或不

带电粒子，而放疗主要通过产生的各种射线引起的电离辐射作用来达到肿瘤治疗

的目的。放疗是治疗癌症的一种有效而常见的治疗手段，超过一半的癌症患者在

治疗期间接受过放疗，或单独治疗，或与手术或化疗联合治疗[1-6]。而电离辐射

产生的 DNA损伤引起的癌细胞凋亡、坏死和衰老是辐射对肿瘤组织产生的主要

影响。

辐射可以直接引起 DNA损伤如 DNA单链断裂(SSB)、双链断裂(DSB)、DNA

交联和 DNA-蛋白质交联等，也可以通过促进活性氧(ROS)或活性氮(RNS)的产生

来间接诱导 DNA损伤。其中，双链断裂(DSB)是染色体重排的起始因子，被认

为是最有害的辐射损伤[7-10]。而组蛋白 H2AX在丝氨酸上的快速磷酸化(γH2AX)

被认为是电离辐射诱导 DSB的敏感标志[11, 12]。肿瘤细胞对强辐射诱导的 DNA损

伤的反应是通过 DNA损伤传感器和细胞周期调节器传递的，可分为三个阶段：

损伤诱导阶段、损伤信号通路激活阶段和损伤修复阶段[13, 14]。如果 DNA损伤得

到有效和准确的修复，细胞将恢复其正常功能；否则，慢性 DNA损伤将引发细

胞凋亡或细胞衰老[15]。就像 Geraldo等人所证明的那样，高剂量率(HDR)短程照

射可通过触发 A431细胞进入有丝分裂死亡状态，最终抑制肿瘤细胞增殖，从而

诱导耐辐射的人鳞癌细胞 A431 细胞发生 G2/M期阻滞，即辐射诱导的 DNA 损

伤会导致细胞周期检查点的激活和细胞周期的中断[16-18]，进而对细胞的增殖与生

存产生影响。

辐射敏感性是指生物体、组织、细胞、细胞内含物或生物分子在一定剂量的

射线影响下，在形态上和机能上发生相应变化的大小。肿瘤细胞对放射治疗的敏

感性，会受到诸多因素的影响。其中细胞周期对细胞的敏感性影响研究发现，细

胞在 G2-M期对电离辐射最敏感，在 S期晚期最不敏感[19]。肿瘤细胞的位置也是

重要的影响因素之一，Brenner 发现肿瘤细胞因其在肿瘤内的位置而产生的敏感

度，即空间敏感度，因缺氧和细胞间通讯等过程不同而不同[20]。放射治疗对许多
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类型的肿瘤组织的控制至关重要。近年来的技术进步使精确照射靶组织成为可能，

同时使非靶组织的剂量最小化。为了加强对癌细胞的辐射损伤并进一步限制辐射

对正常组织的影响，探究增强辐射敏感性的靶点显得尤为重要。

1.2 宫颈癌

1.2.1 宫颈癌现状

宫颈癌（cervical cancer）是女性生殖系统最常见的原发性恶性肿瘤之一，其

中以鳞状细胞癌为主[21, 22]。在发展中国家，宫颈癌的的增长趋势与过早性行为以

及多性伴侣、避孕套使用频率低、多胎妊娠合并衣原体感染、人乳头瘤病毒（HPV）

感染等多种因素相关，其中 HPV感染为主要致病因素[23]。研究表明，宫颈癌发

病率历年呈上升趋势，并且发病年龄呈年轻化趋势[24]。

1.2.2 宫颈癌与放射治疗

根据疾病发展的不同阶段，治疗手段主要包括手术、放疗(RT)、同步放化疗

或化疗。在早期阶段，宫颈癌可以完全接受根治性手术或放射治疗，两者的疗效

相当[25, 26]。在根治性子宫切除术后，辅助 RT通常用于复发风险较高的患者，并

且对于局部晚期宫颈癌患者，单纯放疗为主要治疗手段[27]，但总体 5年生存率并

不理想。大约有 30- 35%的宫颈癌患者在首次接受单纯放疗后 3年内会出现复发

性疾病。出现此结局往往与辐射抗性产生有关，然而，相关机制并不明确。

1.3 解偶联蛋白 2（UCP2）

1.3.1 解偶联蛋白（UCPs）结构

解偶联蛋白(UCPs)位于线粒体内膜，属于线粒体转运蛋白家族[28-30]。解偶联

蛋白与其他线粒体阴离子转运蛋白具有相似的结构。由六个跨膜结构域组成，这

些跨膜结构域通过亲水链端连接在一起，每三个结构域由两个α-螺旋和一个极性

域组成。
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图 1 UCPs 结构示意图 [31]。

目前发现 UCP家族有 5个成员：UCP1-5。5种成员分布于人体的不同组织

与器官。UCP1主要分布于棕色脂肪组织中，是一种质子转运体，可以将线粒体

膜电位转化为热能[32]。UCP2与 UCP1 为同源基因[33]，但与 UCP1不同，UCP2

在人体的许多器官和组织中都有表达，包括皮肤、脑、肝脏和肾脏[34-37]。UCP2

也被认为是一种抗氧化剂，因为它能抑制线粒体中活性氧 (ROS)的产生[34]。UCP3

主要分布在骨骼肌和心肌(轻微)中，参与调节骨骼肌呼吸[38, 39]。UCP4 和 UCP5

主要位于大脑[40, 41]，在能量平衡和神经保护中发挥重要作用[42]。由于氧的单电子

还原，线粒体是产生超氧化物的主要来源，该反应与线粒体膜电位水平相关。因

此，UCPs引起的解偶联效应可以降低线粒体内超氧化物的生成[43]。

UCP2基因位于人类的 11号染色体上[44]，并且 11号染色体是人类富含疾病

的染色体之一。人的 UCP2基因都位于 UCP3终止密码子下游 7-10kb，UCP2编

码序列开始于外显子 3。此外，UCP2启动子区域不包含 TATA盒，即 DNA 核

心启动子区域通常存在的 DNA序列(5‘-TATAAA -3’)。相反，它包含几种转录因

子的潜在结合基序，如特异性蛋白 1(Sp1)、激活蛋白(AP-1、AP-2)和环磷酸腺苷

反应元件结合蛋白等，并且 UCP2基因多态性已有报道。

1.3.2 UCP2与肿瘤

UCP2可以调节机体的代谢变化，这使其成为某些代谢疾病如肥胖、糖尿病

和癌症的潜在靶点[43]。代谢改变是肿瘤产生的标志之一。早在 100年前，奥托·沃

伯格(Otto Warburg)就观察到，即使在富氧的条件下，癌细胞也会优先进行糖酵解，

并比周围组织含有更多的能量[45]。此外，癌细胞的能量来源比正常细胞更多。由



第 1章 文献综述

4

于对 ATP合成和细胞代谢的调节作用，UCP2在肿瘤代谢中起着重要作用。已有

文献报道，UCP2在某些肿瘤中高表达，如白血病、皮肤癌、胰腺癌、非小细胞

肺癌、结肠癌和肝癌等[46-48]。并且有研究表明，在正常组织中，UCP2表达呈中

等水平，而随着 UCP2低表达可以通过促进细胞内活性氧（ROS）的生成来增强

基因组的不稳定性来促进肿瘤的形成，而 UCP2高表达则可以负向调控 ROS的

生成来减弱细胞凋亡来达到促进肿瘤细胞进展以及化疗耐药的作用[49-52]。在其他

研究中，靶向 UCP2已被证明可以诱导肿瘤细胞凋亡。例如，木蝴蝶素 A通过

抑制 UCP2 以剂量依赖的方式诱导结肠癌细胞线粒体通透性转换孔增多，导致

ROS水平增加和细胞凋亡。使用小干扰 RNA敲除 UCP2后，发现结肠癌细胞对

木蝴蝶素 A治疗更敏感[53]。促进细胞增殖被认为是 UCP2促进肿瘤发生的重要

机制，有研究发现有丝分裂细胞计数和 Ki-67染色表明 UCP2缺乏可以明显抑制

皮肤细胞增殖[54]。但 UCP2在放射治疗中的作用及其机制相关研究较少。

1.4 线粒体

1.4.1 线粒体结构与功能

真核细胞维持着一个复杂的内部结构，以执行特殊的任务，如迁移、收缩和

细胞分裂，以及对来自环境的各种化学和机械等刺激信号做出反应。所有这些活

动都需要能量，这些能量主要由线粒体通过氧化磷酸化过程以 ATP的形式产生。

除了这一中心作用外，线粒体可以诱导细胞凋亡，并有助于钙缓冲和活性氧(ROS)

的产生[55]。线粒体主要结构包含自身复制基因组、内膜和外膜以及线粒体基质。

在真核生物中，线粒体主要通过氧化营养物质产生能量，并且此过程受到线粒体

转录因子复合体的调控。每个线粒体包含 800-1000个拷贝的 mtDNA，它们是母

系遗传的，并包装在称为类核的高度有序的核蛋白结构中[56]。虽然类核分布在线

粒体基质中，但它们通常位于携带氧化磷酸化系统的嵴附近。线粒体膜的外膜和

内膜之间有一个很小的膜间隙。线粒体膜外膜和膜间隙相对比线粒体内膜通透性

强。内膜因为含有参与电子传递链和 ATP生成过程的酶，因此通透性受到更多

的限制。内膜包裹着线粒体基质，其中三羧酸循环产生的电子被电子传递链吸收

以产生 ATP，跨内膜产生的电化学梯度，即膜电位驱动氧化磷酸化的过程[57]。
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1.4.2 线粒体活性氧（ROS）

ROS是氧衍生的小分子，是化学活性相对活跃的含氧化合物，主要包括氧

自由基如超氧化物(O2·−)、羟基(·OH)、过氧基(RO2·)和烷氧基(RO·)和某些非自

由基如次氯酸(HOCl)、臭氧(O3)、单线态氧(1O2)和过氧化氢(H2O2)等，它们要

么是氧化剂，要么容易转化为自由基。活性氧在细胞内有内生和外来两种来源。

内源性 ROS是亚细胞细胞器如线粒体、过氧化物酶体和细胞色素 P-450的副产

物。ROS的外来来源是污染物、烟草、烟雾、药物、外源物质、辐射和其他介

质。电离辐射通过与细胞内的水相互作用产生活性氧，相互作用时，水失去一个

电子，依次转化为羟基自由基(−OH)、过氧化氢(H2O2)、超氧自由基(O2−)，最终

转化为氧(O2)[58]

ROS由体内各种生化和生理氧化过程产生，也与许多生理和病理生理过程

有关。线粒体是是 ROS的产生的主要场所，线粒体通过电子传递链(ETC)上的氧

化磷酸化合成 ATP，在这个过程中，ROS是由于 ETC泄漏的电子对氧分子(O2)

进行单电子还原而产生的[26]。而线粒体内膜上 UCP2的存在会使电子传递过程减

缓，增加电子与氧分子接触的机会，促进线粒体内 ROS的生成。

ROS在人类正常生理与病理过程中起着重要作用。在低浓度时，ROS通过

调节细胞内的信号转导和内环境稳态中表现出对机体有益的作用；然而，在高水

平下，ROS对细胞内的大分子如蛋白质、脂质和 DNA的损伤中起主要作用[59]，

诱发机体出现一系列病理损伤。人体内的抗氧化防御系统包括超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、谷胱甘肽还原酶(GR)、

谷胱甘肽 S-转移酶(GST)和谷胱甘肽(GSH)等主要负责维持 ROS的产生和中和之

间的平衡[60]。在正常组织细胞中，活性氧和抗氧化防御系统之间的失衡会导致氧

化应激，从而启动癌症的发生[61]。在肿瘤细胞中，过量 ROS还与介导肿瘤细胞

凋亡有关[62]。

1.4.3 线粒体和电离辐射

活性氧已被证明在介导电离辐射的生物学效应中发挥重要作用[63-70]。电离辐

射可通过诱导细胞外水解，并且引起细胞内代谢改变或线粒体损伤来增加 ROS

的产生，并且诱导 ROS产生延迟性、持续性增加[66, 69]。电离辐射还可以诱导可
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逆的线粒体通透性转变，刺激 ROS的产生[67]，会进一步导致电子传递链部分失

活[63, 70]。过量的 ROS 可以扰乱细胞内的氧化还原系统，并对包括细胞内 DNA

在内的生物分子造成氧化损伤[67]。线粒体是除细胞核之外唯一存在 DNA的位置

[71, 72]，而电离辐射可以诱导环状线粒体 DNA的各种损伤，如链断裂[73]、碱基不

匹配[74]和大的缺失[75]，并且这些损伤同样可以在核 DNA中观察到[76-78]，因此，

除了细胞核外，线粒体很可能是电离辐射的主要攻击目标。Kam 等人发现辐射

可通过促进细胞内释放 ROS 直接促进线粒体内膜上的细胞色素 C(Cyt-c)释放，

或通过改变线粒体膜的通透性间接促进 Cyt-c 的释放来诱导细胞凋亡。Cyt-c 从

线粒体释放到细胞质中，与凋亡因子 Apaf-1 形成复合物，Caspases-9 由

Cyt-c/Apaf-1复合体的卡域招募，并且启动由 Caspases-3 介导的凋亡信号通路，

即线粒体诱导的凋亡通路[66]，达到促进细胞凋亡的目的。

1.5 立题依据

宫颈癌目前已成为一种重要的公共健康问题，尽管已经可以预防，但是仍是

全球第四大女性死亡原因，并且在中国已经跃居第二位。目前宫颈癌的治疗手段

主要是手术和放化疗。虽然这些治疗方法已显著提高了早期宫颈癌患者的治愈率，

但是局部晚期以及复发的宫颈癌患者的治愈率仍然较低，这与放疗抵抗的存在有

着不可分割的关系，但其发生发展的确切机制也尚未明确。因此，寻找提高宫颈

癌放化疗疗效的特异性靶分子来提高放射敏感性以提高放射治疗的效果，是我们

目前需要解决的问题和研究的重点方向。

UCP2作为一种阴离子载体蛋白，主要参与线粒体内质子传递链的解偶联作

用。并且 UCP2的表达变化与肿瘤的发生发展密切相关，UCP2可以通过调节细

胞凋亡、细胞侵袭、细胞代谢来影响肿瘤细胞的生长。在正常组织中，UCP2的

表达呈中等状态，UCP2低表达能够促进 ROS的产生以及基因组的不稳定，从

而促进肿瘤的形成，而随着 UCP2的高表达可以通过反向调节 ROS的产生来促

进肿瘤的进展以及化疗耐药性的产生，然而 UCP2在放射治疗中的作用机制并不

明确。

因此本次研究以宫颈癌细胞 Hela和 Caski为主要研究对象，以 UCP2作为目

标靶基因，以其对宫颈癌细胞以及线粒体的作用为切入点，旨在为临床宫颈癌治
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疗新增一种放射敏感性标志物，探究 UCP2对宫颈癌细胞辐射敏感性作用及其机

制。
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第 2章 材料与方法

2.1 实验试剂与器材

2.1.1 实验试剂

MEM MEM培养基 北京生东科技有限公司

Foetal Bovine Serum 胎牛血清 江苏恩莫阿赛生物公司

Penicillin-Streptomycin 青霉素和链霉素 大连美仑生物技术公司

Acrylamide/Bis-acrylamide, 30%

solution
30%丙烯酰胺/甲叉双丙烯酰胺 Sigma公司，美国

Annexin Ⅴ-FITC kit AnnexinⅤ-FIT 试剂盒 BD公司，美国

Propidium iodide 碘化丙啶 大连美仑生物技术公司

BCA Protein Assay Kit BCA蛋白检测试剂盒 上海碧云天生物技术公司

Cell Counting Kit-8 细胞增殖检测试剂盒 同仁公司，日本

Phosphate buffer saline PBS缓冲液 Solarbio公司，美国

DMSO 二甲基亚砜 北京索来宝生物科技公司

ECL luminescence kit ECL发光试剂盒 北京索来宝生物科技公司

Endo Free Maxi Plasmid Kit 无内毒素质粒大提试剂盒 北京天根生化科技公司

FITC-GoatAnti-Rabbit Secondary

Antibody
FITC标记山羊抗兔二抗 Santa Cruz公司，美国

Lipofectamine™ 2000Transfection

Reagent
Lip2000脂质体转染试剂 美国ThermoFisherScientific公司

Refect Transfection Reagent Refect转染试剂 常州百代生物科技公司

HRP-GoatAnti-Rabbit Secondary

Antibody
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

二抗

Bioworld Technology，美国

HRP-Goat Anti-Rabbit Secondary

Antibody
辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠

二抗

Bioworld Technology，美国

LB broth LB肉汤 青岛海博生物公司

MDC 单丹磺酰尸胺 北京索来宝生物科技公司
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NaHCO3 碳酸氢钠 佰耀生物技术有限公司，江苏

Dimethylcarbinol 异丙醇 上海揽宇化工

Methanol 甲醇 北京化工

Absolute ethanol 无水乙醇 上海揽宇化工

QlAGEN plsmid maxi kit 天根大提试剂盒 上海亿言生物科技公司

RNase free H2O 无 RNA酶水 北京诺博莱德科技公司

NaOH 氢氧化钠 苏州富腾化工有限公司

HCL 盐酸 上海揽宇化工

Trichloromethane 氯仿 上海揽宇化工

Ponceau S 丽春红 Amersco公司，美国

Glycine 甘氨酸 Solarbio公司，美国

TEMED 四甲基二乙胺 Solarbio公司，美国

Primer and DNA ligase 引物和 DNA连接酶 大连美仑生物技术公司

QPCR Amplification Kit Q PCR试剂盒 近岸蛋白质科技有限公司

Rabbit anti-caspase-3 兔 caspase-3抗体 CST公司，美国

Rabbit anti-caspase-9 兔 caspase-9抗体 CST公司，美国

Rabbit anti-Bcl-2 兔 Bcl-2抗体 Bioworld Technology，美国

Rabbit anti-Cyt-c 兔 Cyt c抗体 Abcam公司，美国

Rabbit anti-Bcl-xl 兔 Bcl-xl抗体 Bioworld Technology，美国

Rabbit anti-Apaf-1 兔 Apaf-1抗体 ImmunoWay公司，美国

Rabbit anti-Ku70 兔 Ku70抗体 ImmunoWay公司，美国

Rabbit anti-Rad51 兔 Rad51抗体 ImmunoWay公司，美国

Rabbit anti-CyclinB 兔 CyclinB抗体 Santa Cruz公司，美国

Mouse anti-CDC2 鼠 CDC抗体 CST公司，美国

Rabbit anti-UCP2 兔 UCP2抗体 ImmunoWay公司，美国

Real-time PCR Kit Real-time PCR 试剂盒 近岸蛋白质科技有限公司

Reverse transcription kit 逆转录试剂盒 近岸蛋白质科技有限公司

Rhodamine123 罗丹明 123 Sigma公司，美国

RIPA lysate RIPA裂解液 北京索莱宝科技有限公司
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ROS detecting kit 活性氧（ROS）测试盒 大连美仑生物技术公司

TRIzol™ Reagent 裂解液 赛默飞世尔科技有限公司

2.1.2 实验仪器与器材

二氧化碳培养箱 TOMY公司，日本

无菌超净台 济南卓奥生物技术有限公司

常温离心机 Thermo公司，美国

X-RAD 320i X射线辐照仪 Precision X-ray公司，美国

低温高速离心机 TOMY公司，日本

–80°C低温冰箱 SANYO公司，日本

液氮罐 北京六一仪器厂

垂直电泳系统 Bio-Rad公司，美国

水平电泳仪 Bio-Rad公司，美国

金属浴 中国丹东康佳仪器设备公司

脱色摇床 上海重逢科学仪器有限公司

FACSCalibur流式细胞仪 BD公司，美国

恒温水浴锅 常州润华电器有限公司

烘干箱 杭州净化设备厂

凝胶成像分析系统 北京六一仪器厂

涡旋振荡器 Qlinbeier公司，美国

磁力加热搅拌器 金坛区成辉仪器厂

倒置显微镜 Olympus公司，日本

正置荧光显微镜 莱卡公司，德国

Epoch酶标仪 BIO-Rad公司，美国

实时荧光定量 PCR仪 Bio-Tek公司，美国

细胞培养皿 吉林萌创生物科技公司

细胞培养板（6孔，12孔，24孔，96孔） Corning公司，美国

15mL 离心管 Corning公司，美国

EP管（200μL、500μL、1.5mL和 5mL） Eppendorf公司，德国
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流式管 NEST公司，美国

200目尼龙过滤网 Corning公司，美国

移液器（20μL、200μL、500μL、1.5mL和 5mL） Thermo公司，美国

医用X线胶片 Koda公司，美国

2.2 实验方法

2.2.1 细胞来源及培养

细胞来源：Hela和 Caski（人宫颈癌细胞）由北京协和细胞库赠与，并都已

经过 STR鉴定。Hela 细胞使用MEM培养基进行培养，Caski细胞使用 1640培

养基进行培养，并且培养基中都含有 10%胎牛血清和 1%双抗（青霉素和链霉素）。

在设定条件为 5% CO2、37℃恒温培养箱中培养细胞，待细胞长到 70-80%左右进

行传代或相应处理。

2.2.2 照射条件

采用实验室现有 X-RAD320生物辐照仪（美国 PXI）进行照射，单次照射剂

量在 Hela 和 Caski 细胞中分别为 4 Gy 和 8 Gy，照射时电压为 180 kV，电流为

12.0 mA，源靶距为 70 cm，剂量率为 1.02 Gy/min。

2.2.3 引物合成和质粒构建与扩增

本实验所用引物均由上海生物工程有限公司合成，引物序列如下：

UCP2引物序列

上游引物：5’- GGUGGUCGGAGAUACCAA -3’

下游引物：5’- CCACCAGCCTCTATCGGTTT -3’

β-actin引物序列

上游引物：5’-CTCCATCCTGGCCTCGCTG-3’

下游引物：5’-GAGGTAGGACCGGAGCGA-3’

本实验所用 UCP2过表达质粒以及空载体购于中国赛默飞世尔有限公司，质

粒扩增步骤如下：取 10 μL质粒原液与 100 μL感受态细胞轻轻吹打混匀后冰浴

30 min，冰浴取出后置于金属浴 42 ℃热激 90 s后冰浴 2 min，加入 900μL无抗
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生素 LB 培养液，于 37℃摇床震荡培养 1 h。取出后置于超高速离心机 12000

rpm/min离心 5 min，根据质粒浓度适当弃上清后重新悬浮沉淀，将悬液涂于含

有抗生素的 LB固体培养基的平板上，倒置于 37 ℃孵箱，过夜孵育，于次日使

用 10 μL 枪头挑取存活于培养平板上的单克隆细菌于含有 5 mL带有 5μL氨苄霉

素的 LB培养液的摇菌管中，切勿盖紧摇菌管盖子，置于 37 ℃摇床震荡过夜扩

增培养。次日待培养液浑浊后离心得细菌沉淀后使用质粒大提试剂盒按说明进行

质粒大提。

2.2.4 细胞种板及转染

将 HeLa 细胞或 Caski细胞根据不同实验要求分别种于 6、12、24、96孔板

中，相同处理组 3副孔，细胞密度达到 70%左右时，利用转染试剂 Rfect向 Hela

细胞转染 siUCP2和 siNC（siRNA 50 nM /孔，转染试剂 15 μL /孔），转染后的细

胞置于 37 ℃的培养箱培养 24 h，再进行剂量为 4 Gy 的 X射线照射，并将 Hela

细胞分为照射组与非照射组，每组中分别存在空白对照组（Con）

阴性对照组（siNC）和沉默组（siUCP2）；在 Caski细胞中通过美仑过表达

转染试剂分别向细胞内转入 Vector（3 μg）和 UCP2（3 μg）过表达质粒，转染后

的细胞置于 37 ℃的培养箱培养 24 h，再进行剂量为 8 Gy 的 X射线照射，即将

Caski细胞分为照射组与非照射组，每组中分别存在空白对照组（Con），阴性对

照组（Vector）和过表达组（UCP2）。在辐照后不同时间点根据不同实验所需加

入相应检测试剂进行相关指标检测。

2.2.5 Q-PCR实验

（一）细胞总 RNA提取

(1)于细胞培养箱取出小皿，将小皿中的培养基吸除，加入 2 mL PBS清洗细

胞，吸除 PBS后，加入 1 mL PBS润湿细胞，用细胞刮刮取皿底细胞于 1.5 mL EP

管中，离心，吸除上清，加入 600 μL TRIzol，吹打混匀，室温静置 5 min。

(2)向 EP管中加入 120 μL氯仿（TRIzol：氯仿=5：1），上下颠倒数次后，振

荡器振荡 15 s，充分混匀，置于室温静置 2-3 min。

(3)将 EP管置于低温高速离心机中，12000 rpm，4 ℃离心 15 min。

(4)小心吸取溶液上层含 RNA水相（不要触及下方 DNA与蛋白质），将水相
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移入新的 EP管中。并在新的 EP管水相中加入 300 μL的异丙醇，上下颠倒混匀，

室温静置 10 min。

(5) 再将 EP管置于低温高速离心机中 12000 rpm，4 ℃离心 10 min，小心倒

掉上清（勿将管壁沉淀倒掉），保留 RNA沉淀。

(6)每管中加 1 mL 现配 75%乙醇（由无水乙醇和无 RNA酶水按 3:1 的比例

配置），轻弹 RNA沉淀，以充分洗涤残存的异丙醇，12000 rpm，4 ℃离心 5 min，

弃上清。

(7)室温静置 15 min，或于超净台下吹 5 min，使乙醇全部挥发干净。加入 20-50

μL左右的 DEPC水溶解沉淀。

(8) 利用 Epoch微孔板核酸蛋白分析仪，定量检测 RNA浓度和纯度，若符

合要求，则置于-80℃用于后续逆转录所用。

（二）逆转录反应

(1)所用细胞RNA和逆转录试剂融化后置于冰上备用。

按下表所述溶液体系将各试剂组分分别加入200 μL EP管中：

模板 RNA 总 RNA（1μg）

NovoScript 1st Strand cDNA Synthesis 10 μL

SuperMix

gDNA Purge 1 μL

RNase Free dH2O Up to 20 μL

(2)将各组分充分混匀后，离心，42 ℃孵育15-30 min。

(3)75 ℃孵育 5 min，终止反应，反应产物可直接用于 PCR。

（三）Q-PCR检测

将上述逆转录产物稀释 5倍（加入反应产物 4倍体积的无 RNA酶水）后，

按照下述(1)反应体系配置好后，根据(2)所述循环条件用于 Q-PCR检测。

(1) 常用反应体系（20 μL）

试剂 使用量

SYBR Premix Ex TaqⅡ（Tli RNaseH Plus(2 x) 10 μL

Primer 1 0.5 μL
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Primer 2 0.5 μL

cDNA 2.0 μL

RNase Free dH2O 7.0 μL

Total 20 μL

(2) 常用 QPCR循环条件：

2.2.6 蛋白免疫印迹实验

（一）蛋白提取与浓度测定

(1)全细胞蛋白质提取：经过处理后的细胞吸除培养液后，加入 PBS清洗两

遍，然后加入 1 mL PBS 后润湿细胞，用细胞刮刮取皿底细胞置于 1.5 mL EP管

中，置于超高速离心机上 12000 rpm，离心 2 min，弃上清；加入 200 μL细胞裂

解液和 2 μL PMSF（细胞裂解液：PMSF=100:1），置于 4 ℃细胞匀浆器匀速旋转

（速度不宜太快）混匀 1 h，12000 rpm离心 20 min，吸取上清于 1.5 mL EP管，

置于冰上备用。

(2) 蛋白浓度的测定：根据 200 μL/孔的量（标准品孔+待测蛋白样品孔）配

制 BCA工作液：A液:B液= 50:1，蛋白标准品按下表加入 96孔板中，待测蛋白

另选它孔分别加入。

蛋白标准（μL） 0 1 2 4 8 12 16 20 样品 2 μL

PBS (μL) 20 19 18 16 12 8 4 0 18

工作液（μL） 200 200 200 200 200 200 200 200 200
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(3) 将已加好样品的 96孔板置于水平微量震荡仪震荡混匀后，置于 37 ℃孵

育 30 min后，于酶标仪 562 nm处检测加入溶液的各孔吸光度值，并且根据装蛋

白标准品的孔所对应的吸光度值绘制标准曲线，根据曲线对应公式计算出待测蛋

白样品的浓度。根据蛋白所需质量计算所需蛋白体积，与一定量的上样缓冲液

（SDS）以及裂解液混合成固定体系，本实验采用 20 μL/上样孔，金属浴 100 ℃

煮 5 min，使蛋白变性，煮好的蛋白混合液于-20 ℃保存备用。

（二）Western Blot

(1)制胶：根据所测蛋白抗体分子量的不同而配制不同浓度的 SDS-PAGE聚

丙烯酰胺凝胶，本文实验所用主要以浓度为 8%和 15%的 SDS-PAGE胶为主。

(2)上样：将已经凝固的胶内的梳子缓慢拔出，将制胶板装入带有电极的夹

子上并置于电泳槽，先向内槽加满电泳缓冲液验漏，再向外槽加入适量电泳液，

使内外槽形成回路，用移液器向加样孔中分别加入蛋白Marker 5 μL和蛋白样品

20 μL/上样孔。

(3)电泳：连接好电泳槽和电泳仪，将浓缩胶的电压设为 80 V，待所加样品

跑出浓缩胶后将电压调为 120 V，待所测蛋白分离到相应位置，关闭电泳仪，取

出制胶板。

(4)转膜：撬开制胶板并卸下后去除浓缩胶，取出分离胶置于转膜夹滤纸上，

并且将 NC膜置于胶上，尽量排除 NC膜与分离胶间的气泡，再于 NC膜上方放

置一层滤纸以及黑色海绵，夹紧转膜夹，将其装入转膜槽，并向槽内加入转膜液，

保证浸过 NC膜与分离胶，并向转膜槽内放入冰袋或将整个转膜槽置于冰盆中以

防止转膜过程中产热对蛋白的影响，将转膜电压设置为 90 V，90 min进行转膜。

(5)封闭：用丽春红染色已转好的 NC膜，观查到所转条带后（若未观察到相

应条带，暂停实验，分析原因，重新电泳转膜），用 1×TBST洗净，按照Marker

的位置裁剪所需目的蛋白条带，放入 5% 封闭液（脱脂奶粉：1×TBST=5 g：100

mL）中，室温封闭 1 h。

(6)一抗孵育：封闭结束后倒掉封闭液，用 1×TBST 清洗掉多于的封闭液，

并加入使用 TBST稀释的一抗（1：1000-1：2000），置于摇床上，4 °C过夜孵育。

(7)二抗孵育：将一抗回收利用，再用 1×TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加

入用 TBST稀释的二抗（1:10 000-1：50 000），室温孵育 1 h。
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(8)曝光：倒掉二抗，用 1×TBST洗膜 3次，每次 10 min，向膜上加入 ECL

化学发光液（覆盖 NC膜即可）进行孵育 2 min，将 NC膜上多余的发光液用吸

水纸吸干，将 NC膜置于暗匣中，于 NC膜上放置 X线胶片，根据所检测蛋白抗

体特性或以往相应经验压片数分钟或数秒，将压好的片子置于显影液中进行显影，

过水后，于定影液中进行定影，晾干片子后对所曝条带进行分析。

2.2.7 细胞增殖存活能力检测

（一）集落形成实验

(1) 取 6块 6孔板，将已经转染好的细胞经计数后，按照 2000个/孔的细胞

种于 6孔板中，待贴壁后，分给予剂量为 2、4、6、8、10 Gy照射，照射后置于

37 ℃培养箱进行培养 14天左右。

(2) 待细胞集落形成较为明显时，去除培养板中的培养基，加入 PBS洗两次，

每孔中加入 1 mL 4%多聚甲醛，固定 20 min，使用超纯水洗净多余的多聚甲醛，

每孔中加入 1 mL结晶紫对固定的细胞进行染色 30 min，回收结晶紫，将 6孔板

倒扣桌面于室温晾干。

(3) 计数各个孔中的集落形成数，计算克隆形成率：

集落形成率=（集落数/接种的细胞数）×100％

（二）细胞增殖活性检测

1. 细胞于小皿内转染后，用胰酶消化收取细胞后计数，种于 96孔板中，4000

个/孔，Hela细胞设置 Con组，siNC组，siUCP2组，待细胞长到 50%-70% 左右

后，给予 4 Gy照射，继续培养 24 h；Caski细胞设置 Con组，Vector组，UCP2

过表达组，待细胞长到 50%-70%左右后，给予 8 Gy 照射，由于直接在 96 孔板

中进行转染转染试剂毒性较大以及 Caski细胞生长周期较长，转染效率会大大降

低，结果会受到较大影响，所以采用先于小皿中转染后再种于 96孔板的方法。

2．向孔加入 10 μL CCK-8溶液，37 ℃孵育 3 h后，使用酶标仪测定 450 nm

处的吸光度值。按下面公式计算细胞存活率：

细胞存活率=[(实验孔-空白孔)/(对照孔-空白孔)]×100％

2.2.8 ROS检测

将转染 24 h的细胞经胰酶消化后，计数，种于 96孔板，8000个/孔，待细胞
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贴壁后，进行照射，分别于照射后 6 h，12 h，24 h 三个时间点，吸除细胞培养

孔中的培养基，每孔加入 100 μL PBS进行清洗，吸除PBS后，向每孔中加入终浓

度为 8 μM的DCFH-DA（2，7-二氯荧光黄双乙酸盐）探针，DCFH-DA可以自由

穿过细胞膜，其本身并没有荧光，但进入细胞膜后，被细胞内的酯酶水解后生成

DCFH（2，7-二氯二氢荧光素）。而DCFH不能穿过细胞膜，从而使其较容易装

载到细胞内，而活性氧可以将无荧光的DCFH氧化而生成有荧光的DCF（2，7-

二氯荧光素），从而可以通过检测DCF的荧光来定量细胞内活性氧（ROS）的水

平。将装入探针的细胞置于 37 ℃的培养箱避光孵育 20 min，吸除多于的探针，

加入PBS洗两次(注意清洗时尽量不要使用复压泵，其吸力较大，易将边缘细胞洗

掉，影响拍照效果)，加入 100 μL PBS利用Cytation™3 细胞成像系统进行拍照分

析荧光强度来判定细胞内ROS的产生情况。

2.2.9 线粒体膜完整性检测

准备圆形盖玻片，若为粘附性较差的盖玻片，可使用强酸浸泡 20 min，增强

其对于细胞的粘附性或用多聚赖氨酸对盖玻片进行预处理。与处理后的盖玻片用

酒精浸泡后，置于酒精灯上燃烧，待玻片上的酒精燃尽，将处理好的盖玻片置于

六孔板中，同时向六孔板中种 1.2×105个/孔的细胞，待细胞贴壁后 Hela 细胞进

行转染 siUCP2 和 siNC（siRNA 50 nM/孔，转染试剂 15 μL/孔），并且设置空白

对照 Con组。转染后 24 h设置辐照组与未辐照组，辐照组进行剂量为 4 Gy的照

射；Caski细胞转染 Vector和 UCP2过表达质粒各 3μg（质粒：转染试剂=1μg：

2μL），转染后 24 h设置辐照组与未辐照组，辐照组进行剂量为 8 Gy的照射，并

且都于辐照后 24 h,每孔中加入终浓度为 200 nM的Mitotracker GreenFM(一种线粒

体绿色荧光探针，可以用于活细胞线粒体特异性荧光染色，荧光强度与线粒体膜

完整性成正比)于 37 ℃的培养箱避光孵育 30 min，吸除多于的探针，加入 PBS

洗两次，取出盖玻片置于荧光正置显微镜上拍照对根据荧光强度对线粒体膜完整

性进行分析。

2.2.10 流式细胞术检测细胞凋亡、周期、膜电位变化

2.2.10.1 细胞凋亡检测

取出经过处理的细胞，首先将培养皿中的细胞培养液置于备用离心管中，向
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培养皿中加入 PBS清洗细胞后，使用无 EDTA的胰酶对细胞进行消化，消化时

间较长，待细胞完全消化后向细胞培养皿中加入含血清的培养基以终止细胞消化，

轻轻混匀细胞后，将细胞悬液移入离心管中，置于离心机中 2000 rpm/min，离心

5 min，弃废液，留取细胞沉淀，使用凋亡试剂盒中的 1 X的缓冲液（需现用现

配，使用去离子水将 5X的缓冲液稀释为 1 X）重悬细胞，吸取足够数量的细胞

于流式管中，并且向每个流式管中加入 5 μL FITC和 10 μL PI，避光染色 30 min

后，上机进行检测。

2.2.10.2 细胞周期检测

取出细胞后，吸除细胞内原有的培养基，向细胞培养皿中加入 4 mL PBS进

行冲洗，向每个皿中加入 500 μL胰酶，于细胞培养箱 37 ℃消化 5 min，终止消

化后，移入 15 mL离心管中，1500 rpm离心 5 min，加入 4 mL PBS吹打混匀，

离心，吸除上清后再加入 4 mL PBS 吹打混匀，吸除上清，加入 150 μL PBS，再

加入 400 mL 预冷的无水乙醇，震荡混匀。放置于 4 ℃固定 30 min-2 h（固定的

细胞可于-20 ℃存放 4周），吹打混匀后，置于离心机 1500 rpm/min，离心 5 min，

吸除上清，加入 1 mL PBS后，混匀，再置于离心机中 1500 rpm/min，离心 5 min，

吸除上清，加入提前配制好的 PI固定液（由 1 X PBS和终浓度为 40 μg/L的 250

X PI固定液和终浓度为 50 μg/mL的 1000 X Rnase配制而成）300 μL于每一个待

测样品中吹打混匀，常温避光孵育 30 min（准备好的细胞要在 24 h内检测），上

机前充分混匀后，使用 300目筛网过滤至流式管中，立即上机检测。

2.2.10.3 线粒体膜电位检测

取出处理后的细胞，吸除细胞培养皿中原有的培养基，PBS清洗后，加入 1

mL胰酶进行消化，消化后加入含有血清的培养基终止消化，将细胞悬液转移至

离心管中，置于离心机 1000 rpm/min，离心 5 min，吸除上清后，向每个离心管

中加入 300 μL终浓度为 5 μM的罗丹明试剂，于 37 ℃避光孵育 20 min，置于离

心机离心，经 PBS洗涤，重复洗 3遍后，加入 300 μL PBS上机检测即可。

2.2.11 γH2AX免疫荧光染色法

用已置有盖玻片的小培养皿培养 Hela 细胞，稳定传代三代以上后待细胞密
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度达到 50%左右，设置 siNC阴性对照组，siUCP2沉默组，以及各自相应受辐照

组，使用 Rfect试剂进行转染，转染后 24 h对辐照实验组进行 4 Gy照射，

(1)各组细胞分别经过相应处理后，弃培养基，加入 PBS洗涤三次；

(2)4%多聚甲醛 4 ℃固定 20 min；

(3)弃多聚甲醛，加入 PBS洗涤三次，5% Triton-X100破膜 15 min；

(4)弃 5% Triton-X100，加入 PBS洗涤三次，加入 5% BSA工作液，室温封

闭 2 h；

(5)用 1：200稀释的γH2AX抗体（10 μL）孵育细胞，4 ℃过夜；

(6)PBS 振荡洗涤 5 min×3 次，FITC 标记羊抗鼠二抗（1：1000）,室温避光

孵育细胞 2 h；

(7) PBS振荡洗涤 5 min×3次，DAPI室温避光染色 10 min，PBS洗涤 5 min×3

次；

(8) 滴加抗荧光猝灭剂封片剂，指甲油封片，共聚焦显微镜下观察并拍照。

2.3 统计学方法

以上实验各自重复三次，实验数据采用 SPSS 24.0软件进行统计学分析。实

验结果均以平均值±标准差（ x ± s）表示，数据指标均符合正态分布，并通过方

差分析进行组间比较，柱状图使用 GraphPad 6.0 软件进行绘制，P<0.05 表示差

异具有统计学意义。
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第 3章 实验结果

3.1 UCP2对电离辐射诱导的宫颈癌细胞增殖存活能力影响

3.1.1 宫颈癌细胞中 UCP2本底表达水平检测

利用 Q-PCR 法和 Western Blot 法分别检测本实验室现有五种宫颈癌细胞

Hela、Siha、C-33A、ME-180、Caski中 UCP2的 mRNA和蛋白水平，结果如图

3.1所示，UCP2 mRNA及蛋白水平在 Hela和 Siha细胞中较高，而 Caski细胞中

的 UCP2的 mRNA及蛋白水平相对于其他四种细胞均较低。后续实验选择本底

表达水平高的 Hela 作为构建 UCP2沉默模型所用细胞，选用本底表达水平低的

Caski作为 UCP2过表达模型所用细胞。

Figure3.1 UCP2 levels in five cervical cancer cells

n = 3， x ± s；*P < 0.05 vs Hela

3.1.2 电离辐射对于 Hela细胞中 UCP2表达影响

使用Q-PCR法和Western Blot法检测Hela细胞在经过剂量为 4 Gy的辐照后

不同时间点的 mRNA 和蛋白水平，发现随着辐照后时间的推移，UCP2无论在

mRNA还是蛋白水平均有较大程度的增加（P<0.05）（图 3.2），由此推断 UCP2

可能为一种辐射诱导基因。
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Figure 3.2 UCP2 expression was upregulated in response to ionizing radiation in Hela cells

（n=3， x ± s；**P< 0.01 vs 0 h）

3.1.3 建立 UCP2沉默和过表达细胞模型

将人工合成的 UCP2沉默 RNA片段（siUCP2）以及过表达质粒通过瞬时转

染的方法，分别转入 Hela和 Caski细胞中，即分别构建 UCP2沉默与过表达细胞

模型，经过 Q-PCR法和Western Blot法检测发现，结果如图 3.3 A和 B所示，两

种 UCP2 siRNA 在 Hela 细胞中沉默效率均较高（P<0.01）,择优选取 siUCP2#2

进行后续实验。但在 UCP2过表达模型建立过程中发现，与阴性对照组相比，转

染后的 Caski细胞中 mRNA 水平有较为明显的升高，蛋白水平虽有所升高（图

3.3 C和 D），但转染效率与预期相比并不理想，反复几次，结果都相似，可能与

瞬时转染效率有关。受实验周期影响，后续实验还是坚持在此基础上进行。
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Figure 3.3 Detection of transient transfection efficiency

A,C: mRNA level of UCP2；B,D：protein level of UCP2（n=3， x ± s；**P< 0.01 vs siNC

or Vector）

3.1.4 UCP2对辐照前后宫颈癌细胞的增殖存活能力的影响

利用集落形成实验检测了经过 0、2、4、6、8、10 Gy照射后 Hela细胞的集

落形成情况，结果如图 3.4 A和表 1所示，随着照射剂量的增加，两组细胞的集

落形成明显减少，阴性对照组与沉默组的细胞在 4、6、8、10 Gy剂量照射时，

UCP2 沉默组细胞集落形成明显低于阴性对照组（P<0.01），利用 Graphpad 6.0

拟合单机多把模型，沉默组细胞的存活分数相较于,阴性对照组有一定程度的降

低（阴性对照组存活分数为 0.876，沉默组存活分数为 0.739）。并且 CCK-8实验

也发现 Hela细胞在经过辐照后，辐照组细胞的增殖存活能力相较于未辐照组明

显降低，并且辐照组中， UCP2 沉默组细胞活力相较于阴性对照组明显降低

（P<0.05）(图 3.4 B)。由于 Caski细胞集落形成能力较弱，未检测其集落形成能

力，并且经过前期预实验发现，Caski细胞对于 4 Gy 辐照较不敏感，后续对于

Caski细胞的辐照剂量选定为 8 Gy，CCK-8实验检测 Caski细胞的增值存活能力

发现，辐照后细胞活力相较于未辐照组有所下降，表明 8 Gy 剂量对于 Caski细
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胞具有一定的杀伤作用，但辐照组中 UCP2过表达后的细胞增殖存活能力与阴性

对照组相比并无明显差别，可能与转染时效性有关，由于 Caski细胞生长周期较

长，未直接于 96孔板中直接转染（图 3.4 C），但从沉默 UCP2的 Hela细胞结果

可以看出 UCP2可能在宫颈癌细胞辐射敏感性中起着重要作用。

Figure3.4 Effect of UCP2 on radiosensitivity of cervical cancer cells

（A）Colony formation was detected in Hela negative control group and silencing group

（B）Proliferation viability of Hela cells was detected among each group
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（C）Proliferation viability of Caski cells was detected among each group

（n=3， x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC or 8Gy Vector）

3.2 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞凋亡影响及线粒体相关机制

3.2.1 UCP2对于辐射诱导宫颈癌细胞凋亡影响

流式细胞术检测细胞凋亡情况发现，在 Hela 细胞中，辐照后细胞凋亡率相

较于未照射组明显增高（P<0.05）,并且辐照组中,UCP2沉默组相较于阴性对照组

凋亡率显著增加（P<0.05）（图 3.5 A和 B），即表明 UCP2沉默可能会增强宫颈

癌细胞的辐射敏感性；同时，我们也使用流式细胞术检测了 UCP2 过表达后的

Caski细胞的凋亡情况，如图（3.5 C和 D所示）；而 Caski细胞中，辐照组细胞

的凋亡率相较于未辐照组明显增加，但经过照射后，UCP2过表达组细胞相较于

同组对照组细胞凋亡率虽有所降低且也具有统计学意义，但变化不如 Hela细胞

那样显著，这与质粒转染效率之间应该存在较大相关性。由此得出结论 UCP2高

表达可能会诱导宫颈癌细胞产生辐射抗性。

Figure3.5 Effect of UCP2 on radiation-induced apoptosis of cervical cancer cells
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(A)Flow cytometry analysis of apoptosis after UCP2 knockdown(B)Flow cytometry analysis

of apoptosis after UCP2 overexpression (n=3，x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05

vs 4Gy siNC or 8Gy Vector）

3.2.2 UCP2影响辐射诱导宫颈癌细胞凋亡的线粒体相关机制

为探究 UCP2引起上述凋亡变化的相关机制，我们使用Western Blot法对与

线粒体凋亡相关的一系列蛋白进行了检测，结果如图 3.6所示，在 Hela细胞中，

辐照后，抑凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bcl-xl水平在 UCP2沉默组中相较于阴性对照

组明显降低，促凋亡蛋白 Cleaved-Caspase3、Cleaved-Caspase9 以及与凋亡小体

形成相关的蛋白 Cyt-c、Apaf-1在沉默组相较于阴性对照组较大程度的增加（图

3.6 A和 C）；并且在辐照后过表达 UCP2的 Caski细胞中检测到 Bcl-2 蛋白水平

相较于阴性对照有一定程度增加，Cleaved-Caspase9 以及 Cyt-c 的蛋白表达在

UCP2过表达组有一定程度的降低，但 Bcl-xl、Cleaved-Caspase3 以及 Apaf-1蛋

白水平在各组间的差别并不明显（图 3.6 B和 D），需进一步探究发生上述情况的

机制。结合 UCP2沉默细胞模型的结果以及部分过表达细胞模型的结果，我们推

测 UCP2可能与线粒体诱导的凋亡通路有关。
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Figure3.6 Effect of UCP2 on apoptosis related protein expression of cervical cancer cells

（A）Western blots of Bcl-2, Bcl-xl, caspase-3, caspase-9, cytochrome c, Apaf-1, and the

β-actin protein loading Control of Hela cells.(B) Western blots of Bcl-2, Bcl-xl, caspase-3,

caspase-9, cytochrome c, Apaf-1, and the β-actin protein loading Control of Caski cells.(C)

Relative protein amount of Bcl-2, Bcl-xl, caspase-3, caspase-9, cytochrome c, and Apaf-1 of

Hela cells(D) Relative protein amount of Bcl-2, Bcl-xl, caspase-3, caspase-9, cytochrome c,

and Apaf-1 of Caski cells(n=3， x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC

or 8Gy Vector）

3.2.3 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞内 ROS的影响

UCP2作为一种线粒体内膜阴离子转运体，其表达变化可能会引起线粒体氧

化呼吸链发生改变，进而导致线粒体产生 ROS发生变化。我们使用 DCFH-DA

探针检测在 Hela和 Caski细胞经过照射后的 6 h、12 h、24 h时的 ROS变化，结
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果如图 3.7 A、B、C所示，未经 X线照射的各组 Hela细胞 ROS产量并无较大差

异，但辐照组细胞 ROS却明显增加（P<0.05），并且随着辐照后时间的延长，ROS

产生量逐渐降低，在辐照后 6 h、12 h产生量都较高，并且在辐照后 12 h与未辐

照组差异最为明显，虽在辐照后 24 h趋于消散，但还是可以看出辐照组 ROS产

量相较于未辐照组高，而且我们还发现辐照后 6 h、12 h时，辐照组中 UCP2沉

默后 Hela 细胞 ROS生成量明显多于阴性对照组(P<0.05)，表明 UCP2沉默后可

以促进辐射诱导的 Hela细胞内 ROS的生成；在 Caski细胞中，辐照后细胞中的

ROS相较于未辐照组有所增加(P<0.05)，并且于辐照后 6 h差异最为明显。但辐

照后 12 h就趋于消散，持续时间较短，24 h时辐照组与未辐照组已无明显差别，

此结果可以从部分程度上解释上述的 Caski细胞凋亡率差异不明显。但在辐照后

6、12 h时 UCP2过表达组的 ROS产量相较于阴性对照组有一定程度的降低，虽

不如 Hela细胞变化明显，但具有统计学意义(P<0.05)（图 3.7 E、F、G），即 UCP2

会影响辐射诱导的宫颈癌细胞内 ROS的产生情况。
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Figure3.7 Effects of UCP2 on ROS in radiation-induced cervical cancer cells

（A、B、C）Change in intracellular ROS at 6 h ,12 h and 24 h of Hela cells after irradiation

（D、E、F）Change in intracellular ROS at 6 h ,12 h and 24 h of Caski cells after irradiation

(n=3， x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC or 8Gy Vector）

3.2.4 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞的线粒体膜电位的影响

UCP2作为质子转运载体可以增强线粒体内膜质子渗漏过程，而此过程与线

粒体膜电位的形成息息相关。我们使用罗丹明 123检测了两种细胞不同处理组间

的膜电位变化，图 3.8中纵坐标所示荧光强度与膜电位成反比。如图 3.8 A所示，

Hela细胞在经过辐照后 6、12、24 h，辐照组线粒体膜电位相较于未辐照组均有

较为明显下降(P<0.05)。并且在辐照后 6 h，辐照组中，UCP2沉默后线粒体膜电

位相较于阴性对照组有较大程度的增高(P<0.05)，我们推测此时为 UCP2被沉默

后质子渗漏过程减弱所致，但在辐照后 12 h以及 24 h，以上趋势被逆转，此时

应该与沉默 UCP2后早期膜电位升高促进 ROS的生成，生成的 ROS作用于线粒

体内膜，使内膜通透性增强，质子回流导致的膜电位降低有关。与此同时，我们

也检测了经过照射后 6、12、24 h Caski细胞的膜电位，结果如图 3.8 B所示，辐

照后的 Caski细胞相较于未辐照组膜电位明显降低(P<0.05)，并且辐照后各时间
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点 UCP2过表达组相较于阴性对照组都一直处于降低状态(P<0.05)，关于流式原

始图片见附图 S1，S2。即 UCP2过表达增强了细胞的质子渗漏过程，降低了线

粒体内膜两侧的势能差，即降低了膜电位。

Figure3.8 Change in mitochondrial membrane potential after irradiation in cervical cancer

cells

（A） Change in imitochondrial membrane potentia at 6 h ,12 h and 24 h of Hela cells after

irradiation （B） Change in imitochondrial membrane potentia at 6 h ,12 h and 24 h of Caski

cells after irradiation(n=3，x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC or 8Gy

Vector）

3.2.5 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞线粒体膜完整性的影响

以上结果证明宫颈癌细胞中 UCP2表达改变后，线粒体膜电位发生了变化，

为探究是否会引起线粒体结构的改变，我们使用Mito-tracker GreenFM对细胞进行

染色后，来检测细胞的线粒体膜的完整性，线粒体膜完整性与图 3.9中的荧光强

度成正比。结果如图 3.9 A所示，未照射组细胞的荧光强度较强，即未辐照组的

细胞线粒体膜均较为完整，照射组细胞荧光强度相较于未照射组荧光强度明显降

低（P<0.05），即辐照后细胞线粒体膜完整性降低，并且辐照组沉默 UCP2后的

Hela细胞的线粒体膜完整性相较于阴性对照组明显降低，即 UCP2沉默后增强辐

射对于 Hela 细胞线粒体结构的损伤；经染色后发现，照射组的 Caski细胞荧光

强度相较于未照射组明显降低，即辐照对于 Caski细胞有较为明显的杀伤作用，

然而照射组中，UCP2过表达的 Caski细胞的荧光强度相较于阴性对照组有较为
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明显的升高，即 UCP2过表达后辐射诱导的 Caski细胞线粒体膜完整性相较于阴

性对照组有所提高（图 3.9 B），即 UCP2的过表达可能减弱了辐射对于宫颈癌细

胞的杀伤作用，产生了辐射抵抗，减弱了 Caski细胞的辐射敏感性。

Figure3.9 Effect of UCP2 on mitochondrial membrane integrity of radiation-induced

cervical cancer cells

(A) Changes of mitochondrial membrane integrity of Hela cells (B) Changes of mitochondrial

membrane integrity of Caski cells(n=3，x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy

siNC or 8Gy Vector）

3.3 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞周期影响及相关机制

利用流式细胞术检测细胞周期发现，Hela细胞在经过照射后，辐照组细胞相

较于未辐照组细胞会出现较为明显的 G2期阻滞(P<0.05)，并且发现在辐照组中，

G2期阻滞在沉默组相较于阴性对照组更为明显（P<0.05）,即沉默 UCP2增强了

辐射诱导的 Hela 细胞的 G2 期阻滞（图 3.10 A）；并且经过照射后的 Caski细胞

相较于未辐照组 G2期也有较大程度增高（P<0.05），并且辐照后的 UCP2过表达

组细胞的 G2期阻滞相较于辐照后阴性对照组有所降低（P<0.05）（图 3.10 B）。

Western Blot检测 G2期检查点相关蛋白 CyclinB、CDC2在辐照前后的变化时也

发现，二者的蛋白水平在 Hela细胞辐照组中 UCP2沉默后较阴性对照组降低（图

3.10 C 和 E）。并且辐照后 UCP2过表达的 Caski细胞中的 CyclinB、CDC2蛋白
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水平相较于辐照后阴性对照组有一定程度的增加（图 3.10 D和 F），即 UCP2会

通过影响辐射诱导的宫颈癌细胞周期来影响细胞的辐射敏感性。
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Figure3.10 Effect of UCP2 on the cycle of radiation-induced cervical cancer cells

（A）Flow cytometry of HeLa cells after UCP2 knockdownwith or without irradiation (B) Flow

cytometry of Caski cells after UCP2 knockdownwith or without irradiation (C) Western blots of

cyclin B, CDC2, and the β-actin loading control expression of Hela cells (D) Western blots of

cyclin B, CDC2, and the β-actin loading control expression of Caski cells (E)Relative protein

amountof cyclin B, CDC2 of Hela cells (E)Relative protein amountof cyclin B, CDC2 of Caski

cells (n=3， x ± s；*P<0.05，**P< 0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC or 8Gy Vector）

3.4 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞DNA损伤修复影响及相关机制

为进一步探究 UCP2影响宫颈癌细胞辐射敏感性的机制，我们利用免疫荧光

实验对 Hela细胞辐照后不同时间点的与 DNA损伤相关蛋白γ-H2AX进行检测，

结果如图 3.11 A所示，在辐照后 6、12、24 h时间点的γ-H2AX焦点形成相较于

未照射组明显增加，并且在辐照后 6、12 h增加最为明显，但辐照后 6 h时 UCP2

沉默组与阴性对照组的γ-H2AX 焦点形成无较大差异，12 h 时沉默 UCP2 组

γ-H2AX 焦点形成相较于阴性对照组增多，但并无统计学意义，而辐照后

24hγ-H2AX焦点形成虽相较于 6 h和 12 h有所减少，但可以观察到，沉默 UCP2
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后的焦点形成明显多于阴性对照组（P<0.05），并且 Western Blot 实验也发现与

DNA修复相关蛋白 Ku70、Rad51在辐照后的 Hela细胞中沉默组中相较于阴性对

照组有所降低，即 UCP2沉默增强了辐射诱导的 Hela的 DNA损伤，并且延迟了

DNA 损伤后的修复（图 3.11 B和 D）；与此同时 Western Blot 结果也发现 Caski

细胞在辐照后 12 h γ-H2AX 的蛋白水平在 UCP2 过表达后相较于阴性对照组有

所降低，即 UCP2过表达可能减弱了辐射对于 Caski细胞的损伤，与 DNA 修复

相关蛋白 Ku70的表达在辐照后 UCP2过表达组相较于阴性对照组有所升高，而

Rad51蛋白表达却在辐照后 UCP2过表达组降低，需进一步探究产生相关现象产

生的机制（图 3.11 C和 E）。综上所述，UCP2会影响辐射诱导的宫颈癌细胞的

DNA损伤及修复。
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Figure3.11 Effects of UCP2 on DNA damage repair and related proteins induced by radiation in

cervical cancer cells

（A）γH2AX expression assayed by immunofluorescence（B） Western blots of Ku70, Rad51,

and the β-actin loading control of Hela cells（C） Western blots of Ku70, Rad51, and the β-actin

loading control of Caski cells（D） Relative protein amount of Ku70 and Rad51 of Hela cells（E）

Relative protein amount ofγH2AX, Ku70 and Rad51 of Caski cells(n=3， x ± s；*P<0.05，**P<

0.01 vs Con，# P< 0.05 vs 4Gy siNC or 8Gy Vector）



附 图

35

附 图

图 S1 辐照后不同时间点 Hela细胞各处理组线粒体膜电位的变化

（A）辐照后 6 h Hela细胞线粒体膜电位的变化

（B）辐照后 12 h Hela细胞线粒体膜电位的变化

（C）辐照后 24 h Hela细胞线粒体膜电位的变化
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图 S2 辐照后不同时间点 Caski细胞各处理组线粒体膜电位的变化

(A)辐照后 6 h Caski细胞线粒体膜电位的变化

(B)辐照后 12 h Caski细胞线粒体膜电位的变化

(C)辐照后 24 h Caski细胞线粒体膜电位的变化



第 4章 讨 论

37

第 4章 讨 论

宫颈癌是全世界女性中最常见的癌症之一，每年约有 52万名女性被诊断出

患有宫颈癌，其中 26万人死于这种疾病。宫颈癌的发病率和病死率在发展中国

家较高，原因多数是医疗服务不足，医疗资源有限等[79]。而放疗是治疗宫颈癌的

主要手段之一，虽然可以显著提高患者的生存率，但由于放抵抗的存在，即患者

的放疗敏感性降低，并且局部复发仍很常见，导致预后较差[80]。因此探究辐射敏

感性相关机制及寻找相关标志物对提高宫颈癌放疗效果显得尤为重要。

UCP2作为一种线粒体质子转运载体，可以促使细胞中线粒体内膜质子发生

渗漏过程。正常细胞通过氧化糖类分子释放出供应细胞活动所需能量，此过程中

产生的 NADH和 FADH释放出电子进入电子传递链，在电子传递过程中产生的

质子可以被泵出线粒体内膜进入线粒体膜间隙，使线粒体内膜两侧形成势能差，

即线粒体膜电位，随着膜电位的升高，可以促进线粒体内 ROS的生成。而在肿

瘤细胞中由于 UCP2高表达，可以促进质子渗漏过程的产生，使产生势能差的质

子泵入线粒体内膜内，膜电位降低，导致 ROS生成减少，使肿瘤细胞达到抗氧

化的作用。

本研究以两种宫颈癌细胞 Hela和 Caski 作为主要研究对象，分别探究 UCP2

沉默或过表达联合电离辐射后对其辐射敏感性的影响及线粒体相关机制，旨在为

优化宫颈癌个体治疗方案，使 UCP2成为宫颈癌临床治疗的新靶点提供可靠基础

数据支持。

4.1 UCP2对辐照前后宫颈癌细胞的增殖存活能力的影响

UCP2常在各种病理条件下表达升高，肿瘤细胞一般存在较高的氧化应激，

而肿瘤细胞内 ROS水平在一定范围内的升高在肿瘤的进展、增殖和分化中起着

重要作用。由于 UCP2可以影响细胞内 ROS的水平，因此推测它可能与肿瘤的

发生有关[81]。有一项研究表明，UCP2基因敲除通过增加 ROS产生来促使乳腺

癌细胞对化疗药物敏感，从而提示 UCP2表达水平与氧化应激之间存在相互作用

[82]。并且有研究发现，敲除 UCP2可以抑制皮肤癌的形成，提示 UCP2可能是一
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种肿瘤促进因子，促进肿瘤细胞的生长与增殖。UCP2在肿瘤细胞中高表达的原

因可能会促进细胞生长，诱导化疗耐药的形成，也可能与肿瘤细胞新陈代谢之间

存在联系[54, 83-85]。Z.Derdak 和 Dalla Pozza等人分别在 2008 年和 2012 年证明了

UCP2的过表达促进了化疗耐药性的产生[50, 86]。以上报道可以看出，UCP2的表

达与癌细胞的化疗耐药之间存在着和较为密切的关系，化疗和放疗同为癌症治疗

的主要手段，而 UCP2在放疗中的作用及机制却鲜有报道。

因此，本研究首先通过集落形成实验发现了 UCP2沉默后的 Hela 细胞的辐

射敏感性相较于阴性对照组明显增强，并且 CCK-8实验也证明 UCP2沉默后联

合 X线照射的 Hela 细胞的增殖活性明显降低，由此说明 UCP2与宫颈癌细胞的

辐射敏感性之间存在相关关系。

4.2 UCP2与辐射诱导的宫颈癌细胞凋亡关系及线粒体相关机制

有许多研究表明 UCP2在癌细胞中高表达，例如在结肠癌细胞中表达显著增

高[87]，可能与 UCP2减少 ROS的产生有关，ROS产生减少导致细胞内线粒体的

氧化应激减弱[88]，保护肿瘤细胞免受损伤，促进肿瘤的进展。并且也已有研究发

现 UCP2在肿瘤发展某些阶段呈活跃或过度表达的状态，通过负调控线粒体 ROS

的生成来保护癌细胞免受氧化应激导致的凋亡[87]。后来也有相关文献支持此结论：

Kuai等人通过过表达UCP2后验证了UCP2可以减少人结肠癌细胞中线粒体超氧

离子的产生[86, 89]。

细胞凋亡是细胞为维持自身内环境稳态，由基因控制的自主有序的细胞死亡

程序。目前发现的细胞凋亡主要由两种通路介导：一种是膜受体介导的凋亡通路，

一种是线粒体介导的凋亡通路，由于 UCP2是一种线粒体内膜蛋白以及其主要功

能为介导线粒体质子渗漏过程，本文着重探讨线粒体相关的凋亡通路。线粒体介

导的凋亡通路可以由多种因素启动，如高水平的细胞质 Ca2+，ROS，促凋亡的

Bcl-2家族蛋白的激活，Cyt-c等凋亡诱导因子的释放，并且这些因子在随后的凋

亡级联反应中起着重要作用，并且可以使线粒体外膜非特异性解体，从而导致的

膜通透性增加，即线粒体膜完整性减弱，导致凋亡相关因子的释放[90]。膜通透性

改变调节细胞凋亡的关键是促凋亡和抗凋亡的 Bcl-2家族蛋白之间的平衡，已经
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证明，促凋亡蛋白占优势时，线粒体膜外膜(OMM)上可以形成释放细胞色素的

孔结构。如果抗凋亡蛋白占优势，这种现象则可以逆转，此外，UCP2的过表达

有助于 Bcl-2在线粒体上的富集[91]。UCP2是一种抗氧化的线粒体蛋白，抑制其

表达则会导致氧化应激[92]，对于癌细胞来说，氧化应激的增强无疑是一场灾难。

并且也有相关实验表明 UCP2被抑制后，线粒体膜电位会呈现出短暂的上升[92]。

Qiao等人发现抑制 UCP2表达后会促进 caspase级联和线粒体通透性转变诱导细

胞凋亡，并且观察到细胞色素 c（Cyt-c）从线粒体向胞浆的释放[53]。

本文首先发现沉默UCP2后可以促进辐射诱导的Hela细胞的凋亡以及UCP2

过表达的可以促使 Caski细胞对电离辐射产生抗凋亡作用，进一步探究相关机制

发现沉默 UCP2后线粒体的膜电位出现暂时的升高并快速崩溃，并且导致线粒体

膜完整性减弱，从而导致进辐射诱导的 Hela 细胞的促凋亡相关蛋白

Cleaved-Caspase3和 Cleaved-Capase9的增加，降低抗凋亡蛋白 Bcl-2以及 Bal-xl

的水平，同样也检测到与凋亡小体形成相关蛋白 Cyt-c和 Apaf-1的增加，过表达

组的 Caski细胞也观察到 UCP2过表达后降低里线粒体膜电位，减弱了电离辐射

对于线粒体膜的破坏虽。未观察到以上相关蛋白的预期全部变化，但部分结果具

有一定的参考价值，综合来看，UCP2的确会直接或间接影响辐射对于细胞内线

粒体凋亡通路的激活。

4.3 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞周期影响及相关机制

许多细胞毒剂或微管靶向剂，也包括电离辐射通过导致细胞周期 G0 期、S

期或 G2/M 期阻滞来抑制肿瘤细胞的增殖[93-95]。使用 125I 可以增加细胞凋亡和

G2/M期阻滞，同样，使用高剂量率 125I作用于 V79细胞的应用超分割的体外模

型已经证明产生 G2积聚并降低细胞存活率。G2/M期阻滞细胞，随后增殖率显

着下降，因为在这种情况下，有丝分裂可能由于 Chk2促进的损伤检查点的延迟

而受损，以帮助受辐射的细胞触发 DNA修复机制，若及时而准确的修复，则会

使细胞恢复到健康状态，若损伤细胞经历了不完整的 DNA修复，则损伤会随细

胞分裂逐渐积累，进而导致细胞走向死亡，这反过来又会损害肿瘤细胞的发展[16,

96-98]。
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当 DNA受损时，G2期检查点防止细胞进入有丝分裂，并确保基因组的无差

错拷贝传播到每个子细胞。Cdk1（CDC2）/Cyclin B1复合体通过调节蛋白的磷

酸化或去磷酸化来控制细胞周期从 G2期到M期的进程[99]。UCP2作为阴离子载

体蛋白可以减弱细胞内 ROS的生成，ROS水平的不同可以通过影响肿瘤细胞的

细胞周期来改变细胞的生存。Wang 等人于 2016 年发现毛兰素可以通过通过

ROS/JNK信号通路在体外和体内诱导人骨肉瘤细胞的 G2/ M期阻滞达到治疗效

果[100]，2017年 Shi等人发现喹唑啉类药物可以通过促进 A549肺癌细胞内 ROS

的产生来增强 G2/M细胞周期阻滞的新型治疗机制[55]，同年 Li 等人发现小豆蔻

素可以通过抑制鼻咽癌 NF-kappaB通路，诱导 ROS介导的 G2/M期阻滞[55]，可

见 ROS对细胞周期影响不容忽视。

本研究中，发现电离辐射作用于宫颈癌细胞后会促进线粒体以及其他细胞器

内 ROS的产生，而在沉默 UCP2后又会进一步促进 ROS的生成，造成 ROS存

于细胞的时间增长，使电离辐射诱导 G2期阻滞增强；反之，在辐射诱导的过表

达 UCP2的 Caski细胞中观测到，ROS生成量相较于阴性对照组有所减少，并且

电离辐射诱导的 G2期阻滞呈现出一定程度的减弱，并且在两组细胞中分别观察

到了 CDC2/CyclinB的相应变化。即 UCP2可以通过影响细胞周期来调节宫颈癌

细胞对于电离辐射的敏感性，并且 UCP2参与调节辐射诱导的宫颈癌细胞的 G2

期阻滞的现象极大可能依赖于细胞内 ROS的水平变化。

4.4 UCP2对辐射诱导的宫颈癌细胞DNA损伤修复影响及相关机制

细胞内的 DNA能够受到多种环境因素和细胞内代谢产物的持续破坏。修复

DNA损伤的能力是有机体生存的基础，生物体的基因组稳定性由几种修复机制

共同维持，包括碱基切除修复(BER)、核苷酸切除修复(NER)、错配修复(MMR)、

非同源末端连接(NHEJ)、同源重组(HR)和直接逆转(DR)修复[101]。除细胞核内

DNA 之外，线粒体 DNA 是 ROS的主要攻击靶标，由于线粒体 DNA 内的组蛋

白缺乏以及 DNA修复能力有限，线粒体 DNA损伤比和细胞核内 DNA损伤更广

泛，从而会导致线粒体出现一系列结构与功能的改变[102, 103]。有些研究发现抗癌
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药物阿霉素、顺铂、紫杉醇均通过诱导 ROS生成来抑制癌细胞的生长，从而引

起 DNA氧化损伤，最终导致细胞凋亡。ROS诱导的 DNA的氧化损伤，包括链

断裂和碱基和核苷酸修饰，特别是在鸟苷含量较高的序列中[104]，ROS诱导的氧

化损伤更为明显。 NER途径可以去除紫外线诱导的损伤，以及由环境诱变剂和

一些化疗药物引起的 DNA 中的巨大损伤[105]。而 DNA 双链断裂(DSB)由于暴露

在紫外线、电离辐射或烷化剂的极端损伤下而产生，可由 HR或 NHEJ修复。HR

过程修复是一条无错误的途径，因为受损的链和模板链之间需要同源序列，而

NHEJ是一种替代的容易出错的途径，因为修复过程中未使用同源模板链[106]，而

组蛋白去乙酰化酶则可以通过促进双链断裂修复来调节染色质并参与 DNA损伤

反应(DDR)[107]。因此，DNA的损伤与修复在机体内中起着非常重要的作用，并

且有研究已经证明 DNA损伤与许多疾病，包括人类的一些遗传性疾病、神经退

行性疾病、癌症和衰老等有关[108-110]。若 DNA 修复机制不完善，则会导致机体

细胞走向衰老或死亡。

本次研究中发现电离辐射对于沉默UCP2后的Hela细胞DNA损伤能力相较

于阴性对照组的 Hela细胞更强，即沉默 UCP2后增强了电离辐射对细胞的 DNA

损伤，并且减弱了 DNA修复能力，由此加重了电离辐射对于 Hela细胞的损伤；

而过表达的 Caski细胞也有部分实验结果可以证明 UCP2减弱了电离辐射对于宫

颈癌细胞的杀伤作用。这就更加明确了一点，UCP2的确在宫颈癌细胞的辐射敏

感性中存在着举足轻重的作用。

总之，UCP2作为宫颈癌细胞中的一种辐射诱导基因，在细胞的增殖、凋亡、

周期以及 DNA损伤中起着重要的作用，希望本研究可以为宫颈癌的临床放疗新

思路提供一定的理论支持。
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第 5章 结 论

1. 电离辐射可以诱导宫颈癌细胞中UCP2的表达；

2. UCP2可以影响电离辐射诱导宫颈癌细胞内ROS的产生，即沉默UCP2会

促进辐射诱导的Hela细胞的ROS生成，UCP2过表达则会一定程度减弱辐射诱导

的Caski细胞的ROS生成能力；

3. UCP2可以引起辐射诱导的宫颈癌细胞内线粒体部分结构与功能的变化，

以线粒体膜电位和膜完整性为主，即UCP2沉默后在辐照后前期会增高线粒体膜

电位，在辐照后期降低线粒体膜电位，并且增强电离辐射对于细胞的线粒体膜的

损伤，促进线粒体诱导的凋亡通路的激活；UCP2过表达后会降低辐射诱导的宫

颈癌细胞的线粒体膜电位，并且减弱电离辐射对于线粒体膜的损伤，减弱线粒体

诱导的凋亡通路的激活；

4. UCP2可以引起电离辐射诱导的宫颈癌细胞细胞周期发生改变，以G2 期

阻滞最为显著，即UCP2沉默可以促进辐射诱导的宫颈癌细胞G2阻滞，UCP2过

表达则会相应减弱阻滞作用；

5. 以上凋亡通路的激活的机制大部分可以归结于UCP2 对宫颈癌细胞内

ROS的生成变化，并且生成的ROS产生间接影响了辐射诱导的宫颈癌细胞的DNA

损伤及修复，即UCP2沉默会增强电离辐射对于宫颈癌细胞的DNA损伤，减弱其

修复能力；UCP2过表达会减弱电离辐射对于DNA的损伤，部分增强DNA损伤修

复能力。

总之，UCP2在宫颈癌细胞的辐射敏感性中起着非常重要的作用，有望成为

宫颈癌放射治疗的新靶点。
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