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摘要摘要 为探讨线粒体腺苷酸转运体（ANT）在宫颈癌组织中的表达变化及其与细胞凋亡的关系，收集维吾尔族妇女浸润性宫颈鳞

癌患者的组织36例，正常或者慢性宫颈炎宫颈组织32例作为对照。分别运用荧光定量PCR（Q-PCR）、蛋白免疫印迹（western
blot，WB）技术，检测线粒体腺苷酸转运体ANT1、ANT2、ANT3，以及Bax、Bcl-2、p53在不同宫颈组织中的mRNA和蛋白表达水

平及其差异。运用TUNEL法测定不同宫颈组织中的细胞凋亡程度。Q-PCR和WB结果显示，与正常对照组相比，p53、Bax在
宫颈癌患者宫颈组织中表达降低，而Bcl-2和ANT3表达升高，差异有统计学意义（P<0.05）。TUNEL结果显示，宫颈癌组的凋

亡指数（AI）明显高于正常对照宫颈炎组，两组之间差异有统计学意义（P<0.05）。线粒体腺苷酸转运体ANT在宫颈癌组织中的

异常表达导致线粒体功能紊乱，从而干扰细胞凋亡过程，这可能是宫颈癌发生与发展的一个重要机制。
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Association of Cell Apoptosis with the Change of Expression of ANT
in Tissue of Cervical Cancer

AbstractAbstract To investigate the association of the cell apoptosis with the expression change of adenine nucleotide translocator (ANT) in
the tissue of Uighur women with cervical cancer, we collected cervical tissue samples from Uygur women with cervical lesions
(invasive cervical cancer (ICC): 36 cases and cervicitis: 32 cases). The mRNA and protein expression levels of ANT1, ANT2, ANT3,
Bax, Bcl-2, and P53 in the tissues from the two groups were examined by real- time fluorescence quantitative PCR (Q-PCR) and
western blot (WB). Apoptotic activity of cervical epithelium cells from the two groups was studied by TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) method. The results of Q-PCR and WB show that compared with the
cervicitis group, the expressions of p53 and Bax in the ICC group decreased while the expressions of Bcl-2 and ANT3 increased, and
the difference was statistically significant (P<0.05). The TUNEL results showed that the apoptosis index (AI) of the ICC group was
obviously higher than that of the normal control cervicitis groups, the difference between the two groups was statistically significant
(P<0.05). The abnormal expression of ANT in cervical cancer leads to mitochondrial dysfunction, thus interfering the apoptosis
process, which may be an important mechanism of the occurrence and development of cervical cancer.
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宫颈癌是一种妇科恶性肿瘤，新疆地区维吾尔族妇女宫

颈癌发病率高（490/100000~526/100000），死亡率是新疆其他

民族平均水平的 3~4倍，在全国少数民族中居第 1位[1~3]。开

展宫颈癌及癌前病变的基础和临床研究，阐释族群高发机制

和早期诊断治疗是新疆高发肿瘤面临的重大挑战。

细胞凋亡的改变在宫颈癌发生发展中起重要作用，而

线粒体功能紊乱是启动凋亡的关键因素之一 [4]。线粒体腺

苷酸转运体（adenine nucleotide translocator，ANT）在维持线

粒体正常能量代谢中发挥着关键作用 [5]。目前ANT在心肌

细胞代谢中的报道甚多，但是ANT的表达变化所介导的细

胞凋亡过程异常与宫颈癌发生的关系尚未明确。本研究选

取本地区宫颈癌高发人群维吾尔族妇女宫颈病变样本资

源，针对ANT家族蛋白以及凋亡相关关键分子进行mRNA
和蛋白表达水平筛查分析，以确定ANT表达与宫颈癌的发

生及细胞凋亡之间的关系，揭示宫颈癌的发生与发展的生

物学本质。

1 材料与方法
1.1 研究对象

收集 2012年 10月至 2013年 6月在新疆医科大学附属

肿瘤医院妇科收治的维吾尔族妇女浸润性宫颈癌（invasive
cervical cancer，ICC）组织 38例作为实验组，收集同期新疆维

吾尔族妇女良性病变行子宫切除患者正常或者慢性宫颈炎

宫颈组织 32例作为对照，其年龄分布在 27～58岁，中位年

龄（48.32±7.65）岁。其中临床分期情况：Ia 7例，Ib 8例，IIa
5例，IIb 9例，IIIa 3例，IIIb 6例。肿瘤分化程度：高分化 10
例，中分化 17例，低分化 11例。淋巴结是否转移：盆腔淋巴

结肿大 9例，腹膜后淋巴结肿大 5例，锁骨上淋巴结肿大 1
例。脉管瘤痊：脉管有癌栓的 5例。38例无 1例神经浸润。

纳入病例时排除已接受过肿瘤手术切除或放化疗的患者，

同时排除患有子宫切除或骨盆放射治疗史、其他恶性肿瘤

以及呼吸系统、心血管和代谢性疾病等其他严重疾病的患

者。所有组织标本均经病理学确诊，并且与患者签署知情

同意书后收集。

1.2 主要试剂及仪器

Trizol试剂（Invitrogen公司，美国）；荧光定量 PCR试剂

盒、逆转录所需的 dNTPs 及逆转录酶、100 bp DNA Ladder
Marker（北京康润生物公司）；ABI Prism 7500荧光定量 PCR
仪（ABI公司，美国）。ANT3、Bax、Bcl-2、P53特异性单克隆抗

体（Santa Cruz和Anbobio公司，美国），酶标二抗（北京中杉金

桥生物技术公司），光学显微镜（BA210，Motic公司，中国香

港），原位细胞凋亡检测试剂盒（Roche公司，美国）。

1.3 荧光实时定量PCR检测

1）引物设计合成。由美国国立生物技术信息中心（na⁃
tional center of biotechnology information，NCBI）基因库获知人

ANT1、ANT2、ANT3、Bax、Bcl-2、p53和内参照GAPDH基因的

序列，按照原则设计和扩增这6种基因的引物，引物由北京康

润生物公司合成。所设计引物的序列如下：ANT1（356 bp）F：
5′AATAAAAGCAGGGCAGGCTAGT3′，R：5′AGAGGCTGAGG
GTTCTAGGAAT3′；ANT2（283 bp）F：5′ AAATCGGCCATTT⁃
GCTTCGCT3′，R：5′TGGGAATACGGACCACGCAG3′；ANT3（2
35 bp）F：5′CGACGCCCTCCATTCACTCTC3′，R：5′CACGATG
CCCTTGTACTGCTTG3′；Bcl-2（408 bp）F：5′ACAACATCGCC
CTGTGGATGAC3′，R：5′ ATAGCTGATTCGACGTTTTGCC3′；
Bax（477 bp）F：5′GGCCCACCAGCTCTGAGCAGA3′，R：5′GC
CACGTGGGCGT CCCAAAGT3′；p53（277 bp）F：5′GTGCTTTC
CACGACGGTGAC3′，R：5′GGAGCAGCCTCTGGCATTCT3′。

2）RNA提取、cDNA合成和荧光定量 PCR反应。采用

Trizol法提取RNA后逆转录合成cDNA，按照荧光定量PCR试

剂盒说明书进行操作。反应体系：扩增条件下，循环40次，荧

光定量PCR仪扩增并采集数据，根据数据分别绘制2种样品

的标准曲线。

1.4 蛋白免疫印迹

选择在Q-PCR结果中2组间差异有统计学意义的基因，

对其蛋白的表达含量进行测定。取宫颈组织0.5 g，剪碎加入

细胞裂解液，冰上匀浆裂解 40 min，12000 r/min离心 5 min，
收集上清液进行蛋白定量（BCA法）。取 40 μg总蛋白进行

12.5%变性SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移，丽春红S染色，

封闭非特异性的结合位点，TBST洗膜，然后加入预测蛋白的

一抗孵育1 h。TBST洗膜后加入结合有辣根过氧化物酶标记

的鼠抗兔的 IgG二抗孵育1 h，化学发光、显影、定影，GAPDH
蛋白作为内参照。

1.5 TUNEL染色

将宫颈组织置于10％福尔马林中固定24 h后，常规石蜡

包埋切片，片厚4 μm。应用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导

的 dUTP 缺口末端标记法（TDT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling，TUNEL）检测宫颈组织凋亡细胞，按照TUNEL试

剂盒说明书操作。TUNEL染色阳性细胞为胞核中出现棕黄

色颗粒，每个切片随机选取5个高倍视野（400×）观察计数，根

据公式：凋亡指数（AI）=（凋亡细胞数／细胞总数）×100％计

算，取其平均凋亡指数。

1.6 统计学处理

采用 SPSS 17.0软件进行数据统计处理，资料分析采用

Student′s t test检验；所有数据间的统计学差异均以 P值表

示，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 荧光定量PCR检测结果

设正常对照慢性宫颈炎组的表达数据为 1，宫颈癌组与

其比较，由图1可以直观地看出，与正常对照组相比，p53、Bax
在宫颈癌患者宫颈组织中表达降低，而Bcl-2和ANT3表达升

高，且差异有统计学意义（P<0.05）。ANT1和ANT2在两组之

间的比较差异无统计学意义。

21



科技导报 2014，32（16）www.kjdb.org

2.2 蛋白免疫印迹结果

以正常对照组慢性宫颈炎组的表达数据为 1，宫颈癌组

与其比较，由图 2和图 3可以直观的看出，与正常对照组相

比，p53、Bax在宫颈癌患者宫颈组织中表达降低，而Bcl-2和
ANT3表达升高，且差异均有统计学意义（P<0.05），并且 p53
和ANT3在两组之间的比较有显著差异（P<0.01）。Bcl-2/Bax
比值在宫颈癌组中明显高于正常值（P<0.05）（图4）。

2.3 TUNEL染色结果

通过对TUNEL反应阳性细胞的观察计数，计算每组的凋

亡指数，结果显示正常对照慢性宫颈炎组的凋亡指数为

（0.89±0.12）%，而宫颈癌组中AI升高至（1.51±0.22）%，两组

之间差异有统计学意义（P<0.05）（图5）。
从图5可以看出，正常宫颈上皮细胞核蓝染，凋亡细胞可

见细胞核呈棕黄色，染色质凝聚、浓缩（TUNEL 染色，400×）。

3 讨论
研究表明，线粒体功能紊乱介导的细胞凋亡过程异常与

肿瘤的形成和发展有密切的关系[6]。近年来，针对细胞凋亡

在肿瘤发生与进程中的作用进行了大量研究，但结论产生分

歧，有时甚至截然相反。本研究运用TUNEL技术检测发现在

宫颈癌组织中凋亡指数明显高于正常对照宫颈炎组，差异具

有统计学意义（P<0.05），这与Lipponen等[7,8]的研究一致，发现

在膀胱癌、乳腺癌患者中细胞凋亡指数高者预后差，且凋亡

指数与增殖指标正相关，认为是肿瘤生长到一定程度，肿瘤

细胞增殖和死亡维持相对平衡，凋亡作用淘汰某些癌变有困

难的细胞，选择更具有侵袭力的细胞群，从而促进肿瘤的发

展，导致肿瘤的转移。但是Brambilla等[9]研究发现，较低的凋

图1 宫颈癌与正常对照慢性宫颈炎患者宫颈组织中ANT1、
ANT2、ANT3、Bax、Bcl-2、p53 mRNA水平表达比较

Fig. 1 Comparative analysis of the mRNA expressions of
ANT1, ANT2, ANT3, Bax, Bcl-2, p53 in the cervical cancer

and cervicitis groups

注：左侧条带是慢性宫颈炎组，右侧条带是宫颈癌组

图2 宫颈癌与正常对照慢性宫颈炎患者宫颈组织中p53蛋
白（a）、Bcl-2（b）、Bax（c）、ANT3（d）、

GAPDH（e）WB检测结果

Fig. 2 WB result of p53 (a), Bcl-2(b), Bax(c), ANT3(d),
GAPDH (e) in the cervical cancer and cervicitis groups

（a）p53 （b）Bcl-2 （c）Bax （d）ANT-3 （e）GAPDH

图4 Bcl-2/Bax比值在宫颈癌组与正常对照组间的比较

Fig. 4 Comparative analysis of Bcl-2/Bax ratio in the
cervical cancer and cervicitis groups

图3 宫颈癌与正常对照慢性宫颈炎患者宫颈组织中ANT3、
Bax、Bcl-2、p53蛋白水平表达比较

Fig. 3 Comparative analysis of the protein expressions of
ANT3, Bax, Bcl-2, p53 in the cervical cancer

and cervicitis groups

图5 TUNEL实验结果

Fig. 5 Result of TUNEL technique

（a）宫颈癌组 （b）慢性宫颈炎组
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亡指数预示生存期缩短，预后较差，认为凋亡作用作为机体

抑制细胞过度生长的一种自稳机制而抑制肿瘤的发生和发

展。因此认为，对不同的肿瘤，凋亡所起的作用可能不同；同

一种肿瘤，在不同的阶段，凋亡所起的作用也可能不同，这提

示还不能认为凋亡指数是反应细胞生物学行为的一个稳定

而独立的指标。

线粒体启动细胞凋亡机制在于其内膜上一种通透性转

换孔（permeability transition pore，PTP）的形成 [10]。位于线粒

体内膜上的腺苷酸转运体ANT是线粒体内膜的通透性转运

（PT）的主要参与者。ANT是核基因编码的蛋白，分子量约

34 kD。人体中，主要存在ANT1、ANT2、ANT3、ANT4 4个亚

型[11]。线粒体膜通透性转运孔（mPTP）是线粒体内外膜接触

区的一个多蛋白复合物结构，主要由位于线粒体外膜的电压

依赖式离子通道（VDAC）和位于线粒体内膜的ANT构成。PT
孔的开放可以导致线粒体渗透性转运，使线粒体肿胀，外膜

破碎，线粒体内膜渗透性增加，膜电位瓦解，ATP合成受到抑

制，线粒体释放一些前凋亡因子，如：凋亡诱导因子

（apoptosis inducing factor，AIF），细胞色素 c（cytochrome c，
Cyt-c）等，引起线粒体的凋亡[12]。本研究发现，与宫颈炎组相

比，ANT1、ANT2、ANT3在宫颈癌组织中mRNA水平均是表达

升高，而抑癌基因 p53表达降低。在mRNA和蛋白质水平，

p53表达降低和ANT3表达升高（宫颈癌组）均具有统计学意

义（P<0.05）。说明ANT3的表达升高与宫颈癌的发生具有相

关性。目前有研究报道，ANT家族蛋白参与肿瘤细胞代谢的

重要关键分子，ANT1和ANT3能够促进细胞凋亡，而ANT2和
ANT4是对细胞凋亡具有抑制作用 [13]，有学者认为ANT可能

是抗肿瘤治疗的靶点[14,15]。

此外，本研究又分别检测了Bcl-2和Bax这2种凋亡关键

分子，发现与正常对照组比较，在mRNA和蛋白质水平，Bcl-2
在宫颈癌组织中的表达均明显升高，而Bax的表达均明显下

降，Bcl-2/Bax值显著升高（P<0.05）。与此同时，ANT家族分

子均表达升高，可见ANT的表达调控与Bcl-2和Bax密切相

关。研究证实，PT孔的结构还受到Bcl-2家族中Bax和Bcl-2
的调控，Bcl-2维持ANT的转运活性，而Bax抑制ANT的转运

功能[16]。而Bcl-2是细胞凋亡的抑制基因之一，其在多种肿瘤

细胞内呈高表达，而促凋亡分子Bax呈低表达。由于细胞死

亡的易感性受控于胞质内Bcl-2和Bax间的平衡，Bcl-2/Bax
比值增大使细胞凋亡过度抑制，导致肿瘤细胞以绝对的优势

获得生长，并对凋亡信号不再敏感，这种“一边倒”的生长

模式打破了正常细胞的凋亡机制，使得肿瘤细胞不断发展、

恶化[17]。

4 结论
阐释了ANT的异常表达在线粒体介导的细胞凋亡与宫颈

癌的发生发展的关系，为揭示宫颈癌的发生发展机制及新疆

维吾尔自治区宫颈癌的早期预警提供理论依据。
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