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长链非编码 RNA尿路上皮癌相关基因 1 表达

对宫颈癌顺铂耐药的影响

刘冰洁， 黄 智， 张 帅， 刘国莉， 李俊祥， 许国辉， 周 石

【摘要】 目的 探讨长链非编码

RNA

（

LncRNA

）尿路上皮癌相关基因（

UCA

）

1

表达对宫颈癌顺铂

（

DDP

）耐药的影响。 方法

DDP

递增剂量和高剂量刺激构建

DDP

耐药的宫颈癌

HeLa

细胞模型。 实时定

量聚合酶链反应（

RT蛳qPCR

）检测

UCA1

在

HeLa

细胞和

HeLa/DDP

细胞中表达，

5-

乙炔基

-2

’脱氧尿嘧啶

核苷（

EdU

）、细胞计数试剂盒（

CCK

）

蛳 8

和流式细胞术检测

HeLa

细胞增殖活性，

RT蛳 qPCR

检测

UCA1蛳

siRNA

敲除

UCA1

表达，

CCK蛳8

、

EDU

和流式细胞术检测

HeLa/DDP

细胞增殖活性，半胱氨酸天冬氨酸特

异性蛋白酶（

caspase

）

蛳3

、

p21

、生存素（

survivin

）和

cyclin-

细胞周期蛋白依赖性激酶（

CDK

）

2

表达。 结果

UCA1

过表达可通过促进宫颈癌细胞增殖及抑制其凋亡诱导

DDP

耐药。 敲除

UCA1

可显著降低宫颈癌

细胞对

DDP

耐药性。

UCA1

参与调控宫颈癌细胞凋亡和增殖信号转导通路，通过下调

caspase蛳3

和上调

CDK2

抑制宫颈癌细胞凋亡，通过提高

survivin

水平和降低

p21

水平促进宫颈癌细胞增殖。 结论

UCA1

在宫颈癌

DDP

耐药中起重要作用。

UCA1

表达上调促进宫颈癌细胞对

DDP

耐药性，可能是未来宫颈癌治

疗新策略的潜在靶点。

【关键词】 宫颈癌； 耐药性； 顺铂； 长链非编码

RNA

； 尿路上皮癌相关基因
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【

Abstract

】

Objective To investigate the effect of the expression of long non蛳 coding RNA

（

lncRNA

）

urothelial carcinoma associated 1

（

UCA1

）

on cisplatin

（

DDP

）

resistance in cervical cancer. Methods By

using incremental dose of DDP and high dose stimulation method

，

the DDP蛳 resistant cervical cancer HeLa

cell lines were established. Real蛳 time fluorescence quantitative PCR

（

RT蛳qPCR

）

technique was used to detect

UCA1 expression in HeLa cells and HeLa/DDP cells. 5蛳 acetynyl蛳 2' deoxyuridine

（

EDU

），

cell count kit 8

（

CCK蛳 8

）

and flow cytometry were used to test proliferative activity of HeLa cells. The expression of UCA1蛳

siRNA knockout UCA1 was evaluated by RT蛳qPCR. CCK蛳8

，

EDU

，

and flow cytometry was used to detect the

proliferative activity of HeLa/DDP cells

，

the expressions of cysteine aspartate specific protease 3

（

caspase蛳3

），

p21

，

survivin and cyclin蛳 dependent kinase 2

（

CDK蛳 2

）

. Results By promoting the proliferation of cervical

cancer cells and inhibiting their apoptosis

，

UCA1 overexpression could induce DDP resistance. Knockout of

UCA1 could significantly reduce the resistance of cervical cancer cells to DDP. UCA1 involved in regulating

apoptosis and proliferation signal transduction pathway of cervical cancer cells

，

by down 蛳 regulation of

caspase蛳3 and up蛳 regulation of CDK2 the apoptosis of cervical cancer cells was inhibited

，

and by increasing
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宫颈癌在女性癌症死亡疾病中名列第

4

［

1

］

。 尽

管过去数十年来预防和治疗策略有较为迅速发展，

但晚期或复发性宫颈癌患者预后仍较差，

1

年生存

率仅

10%～20%

［

2

］

。 宫颈癌有极高的化疗敏感性，化

疗是目前治疗晚期或复发性宫颈癌较常用方法之

一。 研究表明顺铂（

cisplatin

，

DDP

）是晚期或复发性

宫颈癌最有效药物之一

［

3

］

，目前已证实多种信号转

导通路在其抗癌作用分子机制中发挥重要作用

［

4蛳5

］

。

现阶段提高宫颈癌远期疗效的最大挑战是

DDP

耐

药性，其机制尚不清楚。 近期有研究报道长链非编

码

RNA

（

long non蛳 coding RNA

，

LncRNA

）参与了多

种疾病，如孟德尔病、心脑血管疾病、神经系统疾病

和癌症调控

［

6

］

；

LncRNA

参与调节基因转录、细胞增

殖、细胞分化和染色体失活等生理过程

［

7蛳8

］

。 越来越

多研究表明

LncRNA

可能是癌症发展的潜在驱动

力，可作为临床判断癌症预后的生物标志物之一

［

9

］

。

尿路上皮癌相关基因（

urothelial cancer associated

，

UCA

）

1

是近年来倍受关注的一种

lncRNA

， 在肿瘤

组织中高表达，对肿瘤发生、发展和转移起着重要

调控作用

［

10

］

，目前认为其可能是癌症治疗的重要靶

点或生物标志物

［

11

］

。有研究报道

UCA1

与

DDP

在肿

瘤细胞中会产生相互影响

［

12

］

，然而它们在不同类型

癌症中的调控作用机制尚不清楚，尤其是在宫颈癌

中的作用机制研究甚少。 本研究拟探讨

UCA1

表达

在宫颈癌细胞中对

DDP

化疗敏感性的机制，期望能

为

UCA1

作为宫颈癌新治疗策略提供依据。

1

材料与方法

1.1

细胞培养

将

HeLa

细胞株（北京科瑞思搏生物科技公司）

置于含

10%

胎牛血清（

FBS

）并加入

100 U/mL

青霉素、

100 mg/mL

链霉素和

2 mmol/L

谷氨酰胺的

Dulbecco

改良

Eagle

培养基（

DMEM

）中，在

37℃

、

5%

二氧化

碳的培养箱中培养。细胞在

70%～80%

汇合处，按标

准程序分裂。

HeLa

细胞分为对照组（

control

）、实验组

（

HeLa

组）和

DDP

耐药模型组（

Hela/DDP

组）。

HeLa/

DDP

组细胞分别以不同

DDP

浓度 （

5

、

1

、

2

、

4

、

8

、

16 μg/mL

）处理

24 h

，计算半抑制浓度（

IC

50

），然后

将获得的细胞置于含

1%FBS

的

DMEM

中培养，为

生化分析作准备。 实验所用抗体为半胱氨酸天冬氨

酸特异性蛋白酶 （

caspase

）

-3

（

#

9665

，美国

CST

公

司）、生存素（

survivin

）（

#

2808

，美国

CST

公司）、

p21

（

#

ab109520

，英国

Abcam

公司）和

cyclin蛳

细胞周期

蛋白依赖性激酶（

CDK

）

2

（

#

ab32147

，英国

Abcam

公

司）。

1.2 Hela

细胞

DDP

耐药模型建立

采用递增

DDP

浓度法构建

DDP

耐药宫颈癌细

胞模型

［

13

］

，分别以不同

DDP

浓度（

0.1

、

0.2

、

0.4

、

0.6

、

0.8

、

1

、

2 μg/mL

）处理

HeLa/DDP

组细胞；筛选

2

周

后获得

DDP

耐药细胞，再用较高浓度

DDP

（

2

、

4

、

8

、

16

、

32

、

64 μg/mL

）处理。 计算

IC

50

值。

1.3 RNA

提取与实时荧光定量聚合酶链反应检测

采用

TRIzol

试剂 （美国

Invitrogen

公司 ）提取

HeLa

细胞总

RNA

。 根据制备工艺，采用

Bestar

逆转

录系统荧光定量聚合酶链反应（

FQ蛳 PCR

）试剂盒

（上海星汉生物科技公司），自

1 g

总

RNA

中合成第

1

条链

cDNA

。 采用

7500

型实时

FQ蛳PCR

系统（美

国

ABI

公司）作实时定量聚合酶链反应（

RT蛳qPCR

）

检测（双链

DNA

在

90～95℃

变性，再迅速冷却至

40～60℃

，引物退火并结合至靶序列上，然后快速升

温至

70～75℃

，循环

30～40

次）。 每种检测方法均

为三联法，

3-

磷酸甘油醛脱氢酶（

GAPDH

）作为内源

性对照基因。 所用引物序列：

UCA1 5

’

蛳CCACACCC蛳

AAAACAAAAAATCT蛳 3

’（

forward

），

5

’

蛳 TCCCAAGC蛳

CCTCTAACAACAA蛳3

’（

reverse

）；

GAPDH 5

’

蛳TGTTC蛳

GTCATGGGTGTGAAC蛳3

’（

forward

），

5

’

蛳ATGGCATG蛳

GACTGTGGTCAT蛳3

’（

reverse

）。 用

2

-△△Ct

方法计算

UCA1

和

GAPDH

相对量，并以

GAPDH cDNA

作内

对照。

1.4 UCA1

基因敲除与过表达

采用脂质体

2000

试剂（美国

Invitrogen

公司）

转染

siRNA蛳 UCA1

（

5

’

蛳 GAGCCGAUCAGACAAAC蛳

AAUU蛳 3

’）和真核表达载体

pcDNA3.0蛳UCA1

（上海

基因制药公司），检测

UCA1

基因敲除与过表达。

the level of survivin and decreasing the level of p21 the proliferation of cervical cancer cells was promoted.

Conclusion UCA1 plays an important role in DDP resistance in cervical cancer. The up蛳 regulation of UCA1

expression promotes the resistance of cervical cancer cells to DDP

，

which may be a potential target of new

strategies for cervical cancer treatment in the future.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１9

，

２8

：

448鄄453

）

【

Key words

】

cervical cancer

；

drug resistance

；

cisplatin

；

long non 蛳 coding RNA

；

urothelial cancer

associated 1

449

— —



介入放射学杂志

２０１9

年

5

月第

２8

卷第

5

期

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１9

，

Ｖｏｌ．２8

，

Ｎｏ．5

*

与对照组相比，

P＜0.05

；

**

与对照组相比 ，

P＜0.01

①0.5

、

1 μg/mL DDP

处理

HeLa

细胞

48 h

后；

②DDP

处理

HeLa

和

HeLa/DDP

细胞

24 h

后

图

1 UCA1

在

HeLa

和

HeLa/DDP

细

胞中表达

1.5

细胞增殖检测

采用

5-

乙炔基

-2

’ 脱氧尿嘧啶核苷 （

EdU

）

Apollo DNA

体外试剂盒（广州市锐博生物科技公

司），

96

孔培养皿每孔

HeLa

细胞密度为

5×10

4

，待

细胞黏附后用

1 μg/mL DDP

处理细胞，时间分别为

12

、

24

、

48 h

； 根据需要将

UCA1蛳 siRNA

或

UCA1蛳

PCDNA3.0

载体在

DDP

治疗前转染至

HeLa

细胞；

在各时点结束时，将细胞计数试剂盒（

CCK

）

蛳8

溶液

加至每孔中，然后在

37℃

下再孵育

2 h

，用多孔板读

数仪测定样品在

450 nm

处的吸光度。

在各时点处理结束时 ，

37°C

下用

50 μmol/L

EdU

每孔

100 μL

孵育

2 h

，然后室温下用

100 μL

含

磷酸缓冲液（

PBS

）的

4%

聚甲醛固定细胞

30 min

；用

2 mg/mL

甘氨酸

50 μL

孵育细胞

5 min

，

100 μL PBS

洗涤；

0.5%Triton X

溶液渗透后，细胞与

1×Apollo

溶

液在黑暗室温环境下反应

30 min

，用

100μL 1×Hoechst

溶液在黑暗室温条件下孵育

30 min

，

100 μL PBS

洗涤。 流式细胞术检测细胞增殖。

1.6

细胞凋亡和细胞周期检测

采用胰蛋白酶

-

乙二胺四乙酸（

EDTA

）分离经

不同实验条件处理的

HeLa

细胞，

PBS

洗涤，在含异

硫氰酸荧光素（

FITC

）的膜联蛋白（

annexin

）

Ⅴ

（

1g/mL

）

缓冲液（

10 mmol/L 4-

羟乙基哌嗪乙磺酸

/pH7.4

，

150 mmol/L NaCl

，

5 mmol/L KCl

，

1 mmol/L MgCl

2

，

1.8 mmol/L CaCl

2

）中再悬浮，进一步孵育

20 min

；孵

育结束前

10 min

，将碘化丙啶（

PI

，

10 g/mL

）加入细

胞悬液中染色坏死细胞；用在

488 nm

处装有激光器

的荧光激活细胞分选法流式细胞仪分析细胞凋亡，

通过

575 nm

带通滤波器收集

PI

。细胞周期分析中，细

胞用

PI

染色液（

10 μg/mL RNase A

和

50 μg/mL PI

）在

37℃

黑暗环境中染色

30 min

。 采用

CellQuesty

软件提

供的流量计量法检测分析细胞周期。

1.7

数据分析

采用

Prism 6

统计学软件对实验数据进行计算

和分析。 计量资料用均数

±

标准差（

ｘ±ｓ

）表示。 组间

比较用

t

检验，各组数据比较用单因素方差分析。

P＜0.05

为差异有统计学意义。

2

结果

2.1 UCA1

在

HeLa

和

HeLa/DDP

细胞中的表达

HeLa/DDP

组细胞中

DDP IC

50

值为

8.03 μg/mL

，

远高于

HeLa

组细胞（

1.74 μg/mL

）。

RT蛳qPCR

检测显

示，

0.5

、

1 μg/mL DDP

分别处理

HeLa

细胞

48 h

，

HeLa

细胞中

UCA1

表达与对照组相比分别降低

31%

、

53%

（图

1①

）；

DDP

处理

24 h

，

HeLa/DDP

细胞中

UCA1

表达较

HeLa

细胞显著增加（图

1②

）。

2.2 UCA1

过表达对

HeLa

细胞凋亡和增殖的影响

特 异 性 质 粒 载 体

pcDNA3.0 蛳 UCA1

和 空 白

pcDNA3.0

转染至

HeLa

细胞

48 h

后，

RT蛳 qPCR

检

测 显 示

pcDNA3.0 蛳 UCA1

组

UCA1

表 达 水 平 与

pcDNA3.0

阴性对照组相比显著增加（图

2①

）；

DDP

处理

24 h

后 ，

CCK8

、

EdU

和流式细胞检测显示

pcDNA3.0 蛳 UCA1

转染的

HeLa

细胞比对照组和

pcDNA3.0

空转染的

HeLa

细胞具有更好的细胞活

力和增殖能力（图

2②③

）。

2.3 UCA1

过表达对凋亡相关蛋白和细胞存活因

子的影响

RT蛳qPCR

分析结果显示，

DDP

处理后

HeLa

细

胞和

pcDNA3.0

空转染

HeLa

细胞中

caspase蛳3

、

p21

表达与对照组相比显著升高，

pcDNA3.0蛳UCA1

转染

的

HeLa

细胞在

DDP

处理后

caspase蛳3

、

p21

表达均

低于

DDP

处理后的

HeLa

细胞和

pcDNA3.0

空转染

HeLa

细胞组 ；

DDP

处理后

pcDNA3.0 蛳 UCA1

转染

HeLa

细胞组中

survivin

、

CDK2

表达与对照组相似，

较

DDP

处理 的

HeLa

细 胞 和

pcDNA3.0

空 转 染

HeLa

细胞组有显著升高，见图

3

。

2.4

敲除

UCA1

对

HeLa/DDP

细胞增殖和凋亡的

影响

RT蛳 qPCR

检测敲除

UCA1

的

UCA1蛳 siRNA

表

达显示，随着

DDP

浓度增加，

UCA1

表达在

HeLa/DDP
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２０１9

年

5

月第

２8

卷第

5

期

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１9

，

Ｖｏｌ．２8

，

Ｎｏ．5

**

与对照 组相比 ，

P＜0.05

；

**##

，

*#

与

DDP

处理的

HeLa

细胞和

pcDNA3.0

空转染

HeLa

细胞组相

比，

P＜0.05

图

3

凋亡相关蛋白和细胞存活因子在各

组中表达水平

①

随着

DDP

浓度增加，

UCA1

表达在

HeLa/DDP

细胞中逐渐降低；

②CCK8

检测示

UCA1蛳 siRNA

转染组细胞数与对照组和

NC蛳 siRNA

组相比显

著减少（

P＜0.05

）；

③

流式细胞术检测示

UCA1蛳 siRNA

组凋亡率显著高于对照组和

NC蛳 siRNA

组（

P＜0.05

）

图

4

敲除

UCA1

对

HeLa/DDP

细胞增殖和凋亡的影响

①pcDNA3.0-UCA1

组

UCA1

表达水平显著增加；

②12

、

24

、

48 h

时点细胞检测结果示

pcDNA3.0-UCA1

转染的

HeLa

细胞比对照组和

pcDNA3.0

空转染细胞更具活力（

**

P＜0.05

）；

③pcDNA3.0-UCA1

转染的

HeLa

细胞增殖能力更强（

**##

P＜0.05

）

图

2 UCA1

过表达对

HeLa

细胞凋亡和增殖的影响

细胞中逐渐降低 （图

4①

）；

CCK 蛳 8

法检测显示

UCA1蛳 siRNA

转染的

HeLa/DDP

细胞增殖与对照组

和

NC蛳 siRNA

空白转染组相比减少

50%

（图

4②

）；

流式细胞术检测显示

UCA1蛳 siRNA

转染的

HeLa/

DDP

细胞凋亡率显著高于对照组和

NC蛳 siRNA

空

白转染组（图

4③

）。

2.5

敲除

UCA1

基因的

HeLa/DDP

细胞中凋亡相

关蛋白和细胞存活因子变化

RT 蛳 qPCR

检测敲除

UCA1

基因的

HeLa/DDP

细胞中

caspase蛳 3

、

p21

、

survivin

和

CDK2

表达显示，

与对照组

HeLa/DDP

细胞和

NC蛳 siRNA

空白转染的

HeLa/DDP

细胞相比，

caspase蛳3

、

p21

表达显著增高，

survivin

、

CDK2

表达降低（图

5

）。
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２０１9

年

5

月第

２8

卷第

5

期

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１9

，

Ｖｏｌ．２8

，

Ｎｏ．5

**

与对照组相比，

P＜0.05

图

5

各组凋亡相关蛋白和细胞存活因子

表达水平

3

讨论

宫颈癌多种治疗和预防策略如手术、 化疗、放

疗、质子治疗、激素治疗、

RNA

干扰治疗和疫苗预防

等已广泛应用于临床

［

14蛳15

］

。 但宫颈癌仍然是导致女

性癌症死亡的主要原因之一， 尤其是在发展中国

家。放疗联合

DDP

化疗是治疗晚期宫颈癌的传统策

略，但

DDP

耐药仍是一尚未解决的问题，

DDP

耐药

会明显降低宫颈癌化疗效果

［

2

］

。

DDP

耐药机制相关

研究提出，可能是相关基因导致细胞摄取和流出变

化，抑制细胞凋亡

［

16

］

。本研究通过构建

HeLa/DDP

耐

药细胞模型发现

LncRNA UCA1

可介导宫颈癌

DDP

耐药机制。

研究证实

LncRNA

是多种类型癌症中的重要

调控因子，不同

LncRNA

在肿瘤发展中起着不同作

用， 它们可能发挥抑癌基因或癌基因的作用

［

17

］

。

UCA1

是研究最多的

LncRNA

之一

［

18

］

，多项研究证

明其促进肿瘤生长

［

19

］

，抑制细胞凋亡

［

20

］

，增强肿瘤

细胞迁移

［

21

］

、代谢

［

22

］

和转移

［

23

］

，并影响不同类型癌

症进展

［

10

］

。

UCA1

在宫颈癌中的作用研究甚少，本研

究初步证明

UCA1

在宫颈癌

DDP

耐药中起着重要

调节作用。

本研究发现

UCA1

在

DDP

处理的

HeLa

细胞

中下调， 在

HeLa/DDP

细胞

DDP

耐药模型中上调。

这表明早期宫颈癌治疗中

DDP

可降低

UCA1

表达，

从而获得初步疗效， 然而经过长期高剂量治疗后

UCA1

表达恢复或上调，导致宫颈癌细胞对

DDP

耐

药。

UCA1

促进肿瘤进展有多种分子调控机制，与

AKT 蛳 BAX 蛳 Bcl 蛳 2

［

24

］

、成纤维细胞生长因子受体

（

FGFR

）

1/

细胞外调节蛋白激酶（

ERK

）

［

25

］

、转化生长

因子（

TGF

）

-β

［

26

］

和

Wnt

［

27

］

信号转导通路等有关。 细

胞增殖活性测定显示，

UCA

高表达显著增强

HeLa

细胞生长、增殖并抑制

HeLa

细胞凋亡，使其存活率

显 著 提 高 ；

RT 蛳 qPCR

分 析 显 示 凋 亡 相 关 蛋 白

caspase蛳3

和

p21

降低， 细胞周期相关蛋白

survivin

和

CDK2

水平升高。 这些结果支持

UCA1

在宫颈癌

中发挥功能性作用，至少与

caspase蛳3/p21

凋亡通路

和

survivin/CDK2

细胞周期级联有一定相关性。

近期研究表明，

UCA1

与膀胱癌

［

28

］

和卵巢癌

［

11

］

患者

DDP

耐药有关。 本研究通过建立

DDP

耐药模

型并以

UCA1蛳 siRNA

敲除

UCA1

表达作细胞增殖

活性测定， 结果表明

UCA1

在

HeLa/DDP

细胞中敲

除会显著影响

HeLa/DDP

细胞状态， 导致凋亡细胞

增多，抑制细胞生长和增殖，从而降低细胞存活率。

Fan

等

［

27

］

报道

UCA1

表达通过激活

Wnt

信号通路诱

导

DDP

耐药。

Wang

等

［

25

］

研究发现

DDP

耐药与丝氨

酸

/

精氨酸蛋白特异性激酶（

SRPK

）

1

表达有关。这些

结果均为

caspase 3/p21

激活凋亡级联和

survivin/

CDK2

相关细胞周期信号通路在产生

DDP

耐药的

宫颈癌细胞中发挥重要调节作用提供了证据。

本研究结论认为，

UCA1

在宫颈癌细胞

DDP

耐

药机制中有调节作用，参与

caspase蛳3

、

p21

、

CDK2

和

survivin

表达调控，通过

UCA1

表达抑制凋亡信号转

导通路及增强细胞增殖促进宫颈癌细胞对

DDP

耐

药性，可能是未来宫颈癌治疗新策略的潜在靶点。
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