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AbstractAbstract The dependence of the CALCA gene promoter hypermethylation on the HPV16-E7 oncoprotein expression is investigated
by the RNAi technique and using the HPV16-positive SiHa cervical carcinoma cells as the target cells. A recombinant lentiviral
siRNA expression vector is constructed, and an RNAi cell model stably expressing the HPV16-E7-siRNA is established. After the
extraction of the genomic DNA from the SiHa cells and the RNAi cell model, the reversibility of the CALCA gene promoter
hypermethylation induced by the RNAi inhibition of the HPV16-E7 oncogene expression is analyzed by the PCR amplification, the
subsequent cloning and the sequencing of a CpG-rich target fragment in the CALCA gene promoter. A 365 bp CpG-rich sequence
selected in the CALCA promoter region is found as the target fragment containing 19 CpG islands, among which the cytosine of 13
CpG sites is methylated in the genomic DNA of the SiHa cells (13/19 CpG sites), whereas all methylations are fully reversed in the
RNAi cell model expressing the HPV16-E7-siRNA (0/19 CpG sites). It is shown that the CALCA gene promoter hypermethylation is
directly dependent on the HPV16-E7 oncoprotein expression in the cervical carcinoma cells, and the foundation for the role study
and the carcinogenic mechanism of the E7 protein is established.
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摘要摘要 选择HPV16阳性宫颈癌细胞和RNAi技术，研究CALCA基因甲基化与HPV16-E7致癌蛋白表达的依存关系。构建慢病

毒siRNA重组表达载体，建立稳定表达HPV16-E7-siRNA的RNAi细胞模型。以SiHa细胞和RNAi细胞模型的基因组DNA为
对象，选择CALCA基因启动子区富含CpG岛屿的目标片段，使用亚硫酸氢盐测序法（bisulfite sequencing PCR，BSP）筛查分

析，研究RNAi抑制HPV16-E7表达后，CALCA基因甲基化状态的可逆性程度。选出CALCA基因启动子区富含CpG位点的目

标片段，其大小为365 bp，含有19个CpG岛屿，发现其中13个CpG位点的胞嘧啶在SiHa细胞基因组DNA中发生了甲基化（13/
19），而在表达HPV16-E7-siRNA的RNAi细胞模型中，所有CpG位点的甲基化已发生逆转（0/19位点）。本研究从细胞水平证

明了宫颈癌细胞内的CALCA基因启动子高甲基化对HPV16-E7致癌蛋白表达有依赖性，为进一步研究E7蛋白的作用及致癌机

制奠定了重要的物质基础。
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降钙素基因相关肽α（calcitonin-related polypeptide al⁃
pha，CALCA）是一种由 37个氨基酸组成的生物活性多肽，有

广泛的生物学效应[1]。以往研究表明，在宫颈癌中CALCA是

一种肿瘤特异性高甲基化候选基因[2~4]。在进一步研究中，这

一观点也得到了印证。CALCA蛋白表达水平与宫颈癌病理

进程相关[5]，且CALCA基因启动子甲基化与宫颈癌的发生关

系密切[6]。在宫颈癌细胞内高甲基化基因的种类与肺癌、大

肠癌、乳腺癌等其他肿瘤很少有统一性，提示HPV作为宫颈

癌发生与发展的首要因素对基因甲基化有独特的影响 [7~11]。

同时有研究显示，在肿瘤细胞内HPV16编码的E7蛋白能够

活化转录水平的EZH2基因表达，促进其与DNA甲基转移酶

（DNMTs）的结合，从而增强DNA甲基转移酶的活性，表明病

毒与基因甲基化状态有着密切联系[12,13]。但是CALCA基因启

动子区高甲基化状态与HPV16-E7致癌蛋白表达的依存关系

尚待进一步验证。故本研究选择HPV16阳性宫颈癌细胞株

SiHa，应用RNAi技术选择性地抑制细胞内HPV16编码的E7
蛋白表达，并用亚硫酸氢盐测序法（bisulfite sequencing PCR，

BSP）进行筛查分析，探索 CALCA 基因的高甲基化状态与

HPV16-E7蛋白表达的依赖关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞及培养条件

实验中所使用的 SiHa细胞株来自于中国科学院上海生

物化学研究所细胞库。细胞在37℃、5%CO2的饱和湿度培养

箱中培养，使用含 10%胎牛血清（四季青），1%双抗（Sigma公
司）的 1640培养基（Gibco公司）。用 0.25%胰蛋白酶（Sigma
公司）消化液消化后，传代培养。

1.1.2 载体及菌株

在慢病毒表达载体构建中，本实验主要使用BLOCK-iT
U6 RNAi Entry Vector Kit及 TOP10 competent E.coli（Invitro⁃
gen公司），在RNAi细胞模型建立中主要使用BLOCK-iT Len⁃
tiviral RNAi Expression System 及 One Shot Stbl3 Chemically
Competent E.coli（Invitrogen公司）。

1.1.3 主要试剂

在Western Blot检测鉴定过程中使用免疫共沉淀试剂

Protein A、鼠来源的HPV16 E7的一抗（Santa Cruz公司）及山

羊抗鼠的二抗（中杉金桥公司）。在甲基化片段克隆过程中

使用亚硫酸氢盐修饰试剂：Methylamp DNA Modification Kit
（Epigentek公司），TA Cloning试剂盒（Invitrogen公司），质粒

小提试剂盒（天根公司）及PCR试剂盒（天根公司）。

1.2 方法

1.2.1 HPV16-E7基因的RNAi细胞模型的建立

结合慢病毒 siRNA载体表达的设计要求，设计了适合慢

病毒表达载体的HPV16-E7基因特异性 shRNA片段，其正链

序列为：5’—CACCGAAAGGAGGATGAAATAGATGGCGAAC
CATCTATTTCATCCTCCTTT—3’;反链序列为：5’—AAAAAA

AGGAGGATGAAATAGATGGTTCGCCATTATTTCATCCTCCT
TTC—3’。使用BLOCK-iT U6 RNAi Entry Vector Kit构建了

pLenti6-E7 siRNA慢病毒表达载体；之后用构建好的 pLen⁃
ti6- E7 siRNA 慢病毒表达载体以及 BLOCK- iT Lentiviral
RNAi Expression System生产重组病毒（具体步骤参照说明书

进行）。最终使用该重组病毒感染HPV16阳性的SiHa宫颈癌

细胞，Blasticidin进行抗生素筛选（8 μg/mL）10~12 d，从而获

得表达HPV16 E7 siRNA的阳性克隆细胞[14]。

1.2.2 细胞基因组DNA的制备

分别取对数生长期模型组HPV16E7-siRNA和对照组Si⁃
Ha细胞各 1瓶（75 cm2），用浴冷的磷酸盐缓冲溶液（PBS）冲

洗后，再用 0.25%的胰蛋白酶消化收集细胞，4℃ 3000 r/min
离心 5 min，弃上清。用常规酚/氯仿抽提和乙醇沉淀法提取

基因组DNA。测定DNA浓度后，通过 0.8％琼脂糖凝胶电泳

鉴定DNA质量。

1.2.3 基因组DNA的亚硫酸氢盐化学修饰

采用比较公认的亚硫酸氢盐修饰专用试剂盒Methylamp
DNA Modification Kit对DNA进行修饰，具体操作步骤参照试

剂盒说明书。

1.2.4 引物设计

根据CALCA的Genbank数据库序列，设计其特异性引物

（引物均由Invitrogen公司合成并经质量检测）：上游序列为5’—
GGACTGAGAGGTGAAATTCACCATGA—3’，下游序列为5’—
CTGGGAGGCATCAGAGACACTGCCC—3’，扩增产物大小为

365 bp。
1.2.5 CALCA基因启动子区富含CpG片段的PCR扩增及

克隆测序

分别以亚硫酸氢盐修饰过的模型组HPV16-E7-siRNA
和对照组 SiHa的基因组DNA为模板，采用 PCR方法扩增目

的片段，然后将该片段克隆到PCR2.1载体上，扩增后提取质

粒，使用快速核酸蛋白检测仪测定质粒DNA的浓度及纯度，

并进行质粒DNA测序。

1.2.6 甲基化状态的量化比较原则

用亚硫酸氢钠修饰处理基因组DNA，所有未发生甲基化

的胞嘧啶（C）都被转化为尿嘧啶（U），而甲基化的胞嘧啶则不

变。然后用特异性PCR引物对目的基因进行聚合酶链反应

（PCR)扩增，尿嘧啶（U）又被转化为胸腺嘧啶（T），进而实现了

从甲基化状态不同到碱基序列不同的变换。于是通过对甲

基化特异性PCR产物的测序就可以判断该基因的甲基化状

态，通过对RNA干扰前后CALCA基因甲基化特异性 PCR产

物的测序结果对比分析，即可得出RNA干扰前后CALCA基因

甲基化状态的改变。

2 结果与分析

2.1 慢病毒介导的HPV16-E7基因RNAi细胞模型的建立

选择针对HPV16-E7基因mRNA的特异的 siRNA片段[15]，

构建慢病毒 siRNA重组表达载体，经 293FT病毒包装细胞转
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染产生重组病毒，并以此感染HPV16阳性SiHa宫颈癌细胞。

用抗生素筛选感染后的细胞，获得稳定表达HPV16-E7-siR⁃
NA的阳性克隆细胞株，最终通过RT-PCR及Western Blot的
方法对细胞株进行转录水平及蛋白水平的鉴定，从而确定慢

病毒介导的HPV16-E7基因RNAi细胞模型成功建立。

2.2 RNA干扰前CALCA基因启动子区甲基化水平鉴定

利用专用软件（MethylPrimer Express，ABI公司）对CALCA

基因启动子进行扫描，发现其中有19个CpG位点。在设计与

合成引物的基础上，以亚硫酸氢钠修饰的 SiHa细胞基因组

DNA为模板，经PCR扩增，PCR4.1-TA载体克隆和测序鉴定，

并以CALCA基因启动子的原序列为对照，进行甲基化状态的

量化比较分析，获得了HPV16-E7基因慢病毒RNAi载体干扰

前的CALCA基因甲基化状态信息。结果发现，在RNA干扰前

SiHa细胞基因组DNA中CALCA基因启动子区共有13个CpG
位点发生了甲基化（图1）。

图1 RNA干扰前CALCA基因启动子区甲基化水平鉴定

Fig. 1 Sequencing of CALCA gene promoter before RNAi

2.3 RNA干扰后CALCA基因启动子区甲基化水平鉴定

以亚硫酸氢钠修饰的模型组细胞基因组DNA为对象，经

同样方法测序鉴定，并进行甲基化状态的量化比较分析，获

得了HPV16-E7基因慢病毒RNAi载体干扰后的CALCA基因

甲基化状态信息。结果显示，在RNA干扰后模型组细胞基因

组DNA中CALCA基因启动子区19个CpG位点均未发生甲基

化（图 2）。这一结果说明，HPV16-E7基因特异性RNAi干扰

后，原先13个CpG位点的甲基化状态完全复原或消失（表1）。

图2 RNA干扰后CALCA基因启动子区甲基化水平鉴定

Fig. 2 Sequencing of CALCA gene promoter after RNAi
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3 讨论

宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤，在全球女性

恶性肿瘤发病率中位居第2，仅次于乳腺癌[16]。已明确人乳头

瘤病毒（HPV）为宫颈癌发生的首要因素[17]，其中HPV16感染

与占宫颈癌病理类型绝大多数的宫颈鳞癌关系最为密切。

HPV的致癌机制主要与病毒编码的E6、E7蛋白有关。有学

者在进一步的研究中发现E7蛋白能够通过激活EZH2基因

表达来增强DNA甲基转移酶的活性，表明其与基因甲基化状

态有着密切联系[12,13]。

基因启动子高甲基化或过度甲基化（hypermethylation）是
细胞内基因表达失活的重要原因，基因启动子高甲基化主要

发生在基因启动子区域CpG岛及其附近区域，不改变蛋白质

编码序列，但可以使多种基因表达减弱，产生一系列基因的

沉默，导致基因表达调控网络紊乱，与肿瘤、精神病和各种综

合症的发生有关[18,19]。近年，DNA甲基化与肿瘤的关系已成

为肿瘤研究的热点，在肿瘤的预后与治疗等方面具有长远的

研究前景[20]。

CALCA是甲状旁腺分泌的一种多肽，与降钙素组成一个

复合体[21]。研究证明，CALCA的主要生理功能涉及到神经系

统、免疫系统、皮肤和心血管等多系统，参与神经营养、皮肤

免疫调节、血管扩张和抗原提呈等多种生理过程。近年来，

随着肿瘤特异性基因启动子异常甲基化现象的发现，CALCA

基因启动子区高度甲基化被证明不仅与甲状腺癌的发生有

关，而且在宫颈病变患者的组织和血清DNA筛查研究中，也

发现该基因是一种宫颈癌特异性高甲基化候选基因。但其

高甲基化状态与HPV编码的E7蛋白间的依赖关系尚未见报

道。

本研究选择HPV16阳性宫颈癌细胞株 SiHa，应用RNAi
技术选择性地抑制细胞内HPV16编码的E7致癌蛋白表达，

并用亚硫酸氢盐测序的方法对CALCA基因启动子区的甲基

化状态进行筛查分析，从而探索CALCA基因的高甲基化状态

与HPV16-E7蛋白表达的依赖关系。

通过对比分析高甲基化候选基因CALCA在干预前后甲

基化状态的变化情况发现，在干预前CALCA基因启动子区所

含的 19个CpG位点中有 13个CpG位点发生甲基化（13/19），

而当细胞内HPV16-E7蛋白表达下调后，CALCA的高甲基化

状态也随即消失（0/19）。这一结果说明，在 SiHa细胞中，由

于HPV16-E7基因的存在和表达，可能通过某种调控机制引

起CALCA基因启动子区CpG位点的甲基化，而RNAi抑制 Si⁃
Ha细胞内源的HPV16-E7基因表达（mRNA和蛋白）之后，这

些甲基化状态发生逆转，可见HPV16-E7蛋白是CALCA发生

高甲基化的主要因素。

至今研究者们已发现数十种不同的宫颈癌相关生物标记

物，它们在各种检测分析中证实与宫颈癌或与HPV相关[22~24]，

大多数研究仅限于以组织标本为研究对象，将基因表达情况

与HPV感染率做相关性分析，从而间接得出基因表达情况与

HPV感染有关或无关，然而对于其中的具体分子机制，很少

有人做进一步研究。本研究以HPV16阳性细胞为对象，利用

RNA干扰技术沉默E7基因，随后检测宫颈癌特异性高甲基

化基因CALCA的变化情况，从而直接揭示CALCA基因甲基化

与HPV的依赖关系，为宫颈癌细胞内基因甲基化的分子机制

提供重要的理论依据。同时，本研究创立的研究模式对HPV
和其他宫颈癌相关基因异常甲基化的研究有一定的指导意义，

有助于推动宫颈癌病因 、发病机制、治疗方法的深入探索。

4 结论

利用 HPV16 阳性 SiHa 细胞成功地建立了稳定表达

HPV16-E7-siRNA片段的RNAi细胞模型，通过对对照组CALCA

基因启动子区目的片段的BSP分析，发现19个CpG位点中有

13个完全被甲基化，而在表达HPV16-E7-siRNA的RNAi细
胞模型中，其甲基化状态完全逆转，证明CALCA基因启动子

甲基化可能与HPV16致癌蛋白E7表达存在依赖关系。
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