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CBX2通过 Wnt/β-catenin信号通路调控宫颈癌细胞增殖及凋亡

董思琴,闫威威,肖成炜

(蚌埠医学院第二附属医院妇产科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 研究色盒同源物2(Chromoboxhomolog2,CBX2)在宫颈癌中表达及影响宫颈癌的作用机制。方法 收

集10例新鲜宫颈癌及癌旁正常组织样本,利用RT-PCR法检测两组样本中CBX2表达差异情况。运用RT-PCR检测

CBX2在宫颈癌细胞系中的表达情况。通过CCK8实验及蛋白印迹实验检测对宫颈癌细胞增殖及凋亡相关基因的影

响。蛋白印迹实验研究CBX2对宫颈癌的作用机制。结果 CBX2在宫颈癌组织样本中表达水平相比于正常组织样

本,表达水平显著上升。CBX2在宫颈癌细胞系中相比于上皮细胞表达水平显著上升。CCK8实验结果显示,敲减

CBX2表达后,宫颈癌细胞增殖能力受到抑制。蛋白印迹实验结果显示,敲减CBX2表达后,宫颈癌细胞促凋亡基因Bax
表达升高,抗凋亡基因Bcl-2表达下降。Wnt/β-catenin信号通路关键蛋白检测发现下调CBX2表达后,WNT1、P-GSK3
蛋白水平明显下降。结论 CBX2在宫颈癌中高表达,并且可能通过 Wnt/β-catenin信号通路调控宫颈癌细胞的增殖及

凋亡能力。
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CBX2regulatestheproliferationandapoptosisofcervicalcancer
cellsbyWnt/β-cateninsignalingpathway

DongSiqin,YanWeiwei,XiaoChengwei

(DepartmentofObstetricsandGynecology,TheSecondAffiliatedHospitalof
BengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionofChromoboxhomolog2(CBX2)incervicalcancer
(CC)anditsmechanismsofactionaffectingCC. Methods TencasesoffreshCCandadjacentnormaltissue
sampleswerecollected,thedifferentialexpressionofCBX2intwosetsofsampleswasdetectedbyRT-PCR.
TheexpressionofCBX2inCCcelllineswasdetectedbyRT-PCR.Theeffectsofgenesrelatedtoproliferation
andapoptosisofCCcellsweredetectedbyCCK8assayandWesternBlotassay.Themechanismsofactionof
CBX2inCCwasstudiedbyWesternBlotassay. Results TheexpressionofCBX2inCCtissuesampleswas
significantlyhigherthannormaltissuesamples.TheexpressionofCBX2wassignificantlyincreasedinCCcell
linescomparedwithepithelialcells.TheresultsofCCK8essayshowedthattheproliferationabilityofCCcells
wasinhibitedafterCBX2expressionwasknockeddown.TheresultsofWesternBlotassayshowedthattheex-
pressionofpro-apoptoticgeneBaxincreasedandtheexpressionofanti-apoptoticgeneBcl-2decreasedinCC
cellsafterCBX2wasknockeddown.ThedetectionofkeyproteinsinWnt/β-cateninsignalingpathwayshowed
thatthelevelsofWNT1andP-GSK3proteinsignificantlydecreasedafterdown-regulationofCBX2expression.
 Conclusion CBX2ishighlyexpressedinCC,anditmayregulatetheabilitiesofproliferationandapoptosis
inCCcellsbyWnt/β-cateninsignalingpathway.
  Keywords: Chromoboxhomolog2;cervicaltumor;Wnt/β-cateninsignalingpathway
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  宫颈癌是全球第四大常见癌症,对女性健康构成

严重威胁[1-2]。由于人乳头瘤病毒(HPV)感染率的增

加和对筛查程序的混淆,宫颈癌的发病率和死亡率不

断增加,而发病年龄逐渐下降[3]。虽然,目前市场上有

一种宫颈癌预防疫苗,但是对治疗宫颈癌前病变或宫

颈癌女性无效[4-5]。因此,进一步探索宫颈癌发生发展

的分子机制,积极筛选可能治疗宫颈癌的新的特异性

分子靶点显得尤为重要。色盒同源物2(chromobox
homolog2,CBX2)被 广 泛 认 为 是 一 个 促 肿 瘤 基

因[6-7]。如CBX2与肿瘤大尺寸和淋巴结转移有显著

关联,有报道称CBX2在乳腺癌组织中较邻近正常组

织高表达,可能作为预测乳腺癌患者预后的一种新的

生物标志物[8-9]。此外,CBX2在肺腺癌患者中被证实

表达上调,这与预后不良密切相关[10]。CBX2的高表

达与胃 癌 的 不 良 临 床 结 果 相 关,CBX2通 过 激 活

YAP/β-catenin通路,促进胃癌细胞的增殖、侵袭和

迁移[11]。然而,CBX2在宫颈癌中的确切功能尚不清

楚。本文通过分析CBX2在宫颈癌中的表达差异,并
且通过基础实验探究CBX2调控宫颈癌的作用机制。
1 材料与方法

1.1 研究对象 本课题组收集蚌埠医学院第二附属

医院2022年1月至2022年12月妇瘤科手术的10例

宫颈癌患者相关信息,及其手术切除癌组织及癌旁正

常组织(距离癌切缘≥3cm)。术中采集的标本立即

放入-80℃ 冰箱保存,留为后续实验使用。所有病

人均有明确的诊断,且术前均未接受过任何治疗。所

有患者均签署知情同意书,并由蚌埠医学院第二附属

医院伦理委员会批准。
1.2 细胞培养及其主要试剂 正常人源宫颈癌细胞

HcerEpic、宫颈癌细胞CaSki和 HeLa购自上海中科

院细胞库;使用10%胎牛血清(FBS)[赛默飞世尔科技

(中国)有限公司]的1640培养基[赛默飞世尔科技(中
国)有限公司]培养。培养基包含10%胎牛血清[赛默

飞世尔科技(中国)有限公司]+1%青链霉素。细胞在

37℃、含5%CO2 的培养箱中培养。敲减CBX2(si-
CBX2)及对照NC的试剂由合元生物技术股份有限公

司设计合成;CCK8购自上海碧云天生物技术有限公

司;WesternBlot试剂盒及BCA蛋白浓度测量试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司;六孔板购自于耐

思生命 科 学 有 限 公 司;一 抗 CBX2(ab80044)、Bax
(ab32503)、Bcl2(ab182858)、Wnt(ab15251)、P-
GSK3β(ab75745)和GAPDH(ab8245)均购买于艾博

抗(上海)贸易有限公司,二抗购于武汉三鹰生物科技

有限公司。
1.3 总RNA提取及实时荧光定量PCR检测 使用

Trizol法进行总RNA的提取。将提取好的癌组织、
癌旁组织、HcerEpic正常细胞、及宫颈癌细胞系CaSki
和HeLa的总RNA按照对应的转录试剂盒说明书操

作,同时按照PCR 仪操作要求进行扩增法检测,以
GAPDH 为 内 参 检 测 CBX2 表 达。最 终 Ct值 以

2-ΔΔCt方法分析。荧光定量PCR按二部分PCR扩增

标准程序进行,步骤一:预变性(95℃,30s);步骤

二:PCR反应(95℃5s,60℃30s),共40个循环。
所有试验均重复3次。

表1 PCR引物序列信息

基因 正向序列 反向序列

CBX2 5′-CTGTGTCAAGGGCAGTGCTA-3′ 5′-ATACGTGCTCGATGAGGCTG-3′
GAPDH 5′-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3′ 5′-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3′

1.4 细胞转染 培养实验细胞,将生长状态良好的对

数生长期的HeLa细胞于转染前24h,将细胞消化,混
匀后计数以4.0×104 个细胞/孔接种于6孔板;转染

操作按照脂质体LipofectamineTM2000转染试剂盒

说明书进行操作。对细胞转染敲减CBX2及对照组试

剂,分别记作si-CBX2及NC。转染混合均匀后,使用

无血清培养基,在5%CO2、37℃ 条件培养箱培养6h
后更换正常新鲜培养基,然后进行后续实验。序列:si-
CBX2:5′-GCTGGTCCTCCAAACATAACA-3′。

1.5 CCK-8实验 CCK-8(上海碧云天生物技术有限

公司)检测细胞增殖情况。将 HeLa细胞混合均匀后

接种于96孔板(NEXT公司),密度为4×103 个细胞/
孔,在5%CO2、37℃ 条件下培养过夜。按前述转染

步骤进行转染,细胞分为敲减CBX2组及对照组。分

别在转染结束后培养0h、24h、48h和72h后,取出

培养细胞的96孔板后在避光条件下每孔加入10μL
CCK-8试剂,继续放入37℃的培养箱中培养大约1h
后,在吸光度值 OD450波长的酶标仪下检测 OD值,
检验细胞增殖能力。所有试验均重复3次。
1.6 WesternBlot实验 收集所需敲减CBX2组及

对照组的 HeLa宫颈癌细胞,利用准备好的裂解液提

取所需的总蛋白裂解物,随后将其用于蛋白印迹实验。
使用BCA蛋白检测试剂盒测定提取的蛋白浓度。将

定量配平后的蛋白质(40μg)加载到凝胶上,在10%凝

胶上电泳分离,然后转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜
上。将PVDF膜用专用 TBST洗膜液洗膜,5min1
次共3次。洗膜结束后,用5%脱脂乳溶液封闭PVDF
膜封闭1h,然后与一抗抗体 (CBX2、Bax、Bcl2、Wnt、
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P-GSK3β和GAPDH)的一抗充分混合后孵育,4℃条

件下孵育过夜。第2天继续使用TBST溶液清洗膜3
次,再与二抗在37℃下充分混合后孵育1h。最后进

行曝光,记录实验结果。所有试验均重复3次。
1.7 统计学方法 统计学分析和作图采用SPSS
20.0软件和GraphPadPrism7.0软件。所有数据均

进行正态分布和方差齐性检验,计量数据均以(췍x±s)
表示。两组间的比较采用t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结果

2.1 CBX2在宫颈癌中高表达 RT-PCR实验检测

发现,在本课题组取样的10例宫颈癌患者手术癌组织

及其对应的癌旁组织中,癌组织中的CBX2的表达显

著高于癌旁组织,两者差异具有统计学意义(P <
0.05)。结果说明,CBX2在宫颈癌中高表达,可能是

一个促癌基因。见图1。

注:*P<0.05。
图1 CBX2在宫颈癌中表达情况 (n=10)

2.2 CBX2在宫颈癌细胞中高表达 通过RT-PCR
实验检测CBX2在宫颈癌细胞中的表达情况,结果显

示,与HcerEpic正常细胞相比,在宫颈癌细胞系CaSki
和HeLa中的CBX2表达显著增高,差异有统计学意

义(P<0.05),见图2。结果说明,CBX2在宫颈癌细

胞系中高表达。由于HeLa细胞中CBX2表达增高最

显著,因此选择本课题组 HeLa细胞系为实验对象,进
行后续研究。

注:*P<0.05。
图2 CBX2在宫颈癌细胞中表达情况 (n=3)

2.3 CBX2转染效率检测 利用转染技术,在转染24
h后,通过蛋白印迹实验检测CBX2的表达情况,确定

转染效率。结果显示,在 HeLa宫颈癌细胞中,与 NC
对照组比较,si-CBX2组中的CBX2表达水平显著下

降,差异有统计学意义(见图3)。结果说明,CBX2转

染成功,可以进行下一步实验。

注:*P<0.05。
图3 CBX2转染效率检测 (n=3)

2.4 敲减CBX2表达抑制细胞增殖 转染24h后,
通过CCK8检测法,检测CBX2对宫颈癌Hela细胞增

殖的影响。结果显示,转染培养72h后,si-CBX2组

OD值显著低于NC对照组,差异具有统计学意义(P
<0.05),见图4。说明敲减CBX2表达抑制宫颈癌细

胞的增殖能力。

注:*P<0.05。
图4 CCK8检测宫颈癌细胞增殖能力 (n=3)

2.5 敲减CBX2表达促进宫颈癌细胞的凋亡能力 
本课题组通过 WesternBlot检测宫颈癌 Hela细胞的

凋亡能力。WesternBlot实验显示,敲减CBX2表达

水平后,与NC组比较,si-CBX2组中的Bax蛋白表达

显著上升,Bcl2蛋白表达显著下降具有统计学差异(见
图5)。Bax与Bcl2分子在细胞凋亡过程中起到重要

的作用,实验结果说明敲减CBX2表达促进宫颈癌细

胞的凋亡能力。

2.6 敲减CBX2表达后抑制 Wnt/β-catenin信号通

路蛋白 本课题组通过 WesternBlot检测CBX2调

控宫颈癌的作用机制。WesternBlot实验显示,敲减

CBX2表达水平后,与 NC组比较,si-CBX2组中的
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Wnt蛋白及P-GSK3β蛋白表达显著下降具有统计学

差异(见图6)。说明CBX2可能通过 Wnt/β-catenin
信号通路影响宫颈癌细胞的发生发展。

注:*P<0.05。
图5 敲减CBX2表达对凋亡能力的影响 (n=3)

注:*P<0.05。
图6 CBX2对 Wnt/β-catenin
信号通路蛋白的影响 (n=3)

3 讨论

尽管引入针对人乳头瘤病毒(HPV)的预防性疫

苗和筛查手段进步大大降低宫颈癌的发病率,但它仍

然是世界范围内最常见的妇科恶性肿瘤[12-13]。近年

来,由 于 技 术 的 进 步,全 球 宫 颈 癌 死 亡 率 有 所 下

降[14-15]。然而,每年大概仍有57万例宫颈癌被诊断出

来,并且31.1万名妇女死于宫颈癌的疾病[16]。感染

高危型 HPV (hrHPV)是宫颈癌的必要原因。然而,
肿瘤抑制基因和癌基因的改变也可能是宫颈癌进展所

必需的。宫颈癌通过早期筛查手段以及手术、化疗和

放疗的有效治疗相结合,早期发现的宫颈癌可以较好

的治愈,5年总生存率(OS)高达90%。然而,转移性

宫颈癌几乎是无法治愈的。因此,迫切需要更好的宫

颈癌预后生物标志物来提高患者的生存率,为宫颈癌

的治疗提供新的靶点和治疗策略。
表观遗传学是在不改变基因核苷酸序列的情况下

研究基因表达遗传性的遗传学分支。表观遗传学包括

DNA甲基化、染色质可及性和染色质构象、非编码

RNA转录后修饰和组蛋白翻译后修饰等。近年来,表
观遗传学在各种疾病领域的研究报道越来越多,通过

生物信息学技术和多组学技术的结合,可以捕捉不同

生物过程中基因表达与表观遗传变化之间的相关性。

CBX2是色盒家族的一员,是癌症进展和细胞周

期的重要调节因子[17]。CBX2被认为是一个表观遗传

的“读者”。现有文献表明,靶向表观遗传“读者”是一

种有效的靶向治疗策略。据报道,CBX2对卵巢癌的

进展具有致癌作用,并促进卵巢癌细胞的增殖和转

移[18]。先前的研究表明,CBX2敲低可显著抑制肝癌

细胞的增殖,促进细胞凋亡[19]。在本研究中,与正常

癌旁组织相比,CBX2在宫颈癌组织中的表达显著增

加。同时,与正常细胞相比,CBX2在宫颈癌的细胞株

中表达显著增高。这些结果提示,CBX2在宫颈癌中

高表达,可能是其致癌因素。
目前关于细胞死亡过程及其调控的研究仍处于初

级阶段,最近的研究表明细胞死亡调控在发育、衰老和

疾病过程中处于动态平衡[20-21]。细胞凋亡是一种进化

上保守的细胞死亡途径,在真核生物维持机体内环境

稳定的过程中负责细胞的程序化死亡和正常发育[22]。
这种途径由BCL-2蛋白家族控制,该家族在促凋亡和

促生长方面都能发挥作用,是调节细胞内在凋亡的关

键,其包括促凋亡和抗凋亡成员。为了进一步研究,
CBX2对宫颈癌的影响,本课题组利用转染技术,通过

体外实验检验CBX2对增殖及凋亡的影响。CCK8实

验结果显示,敲减CBX2后,HeLa宫颈癌细胞增殖能

力受到抑制。蛋白印迹实验结果显示,敲减CBX2后

促进HeLa宫颈癌细胞的凋亡。本课题组研究结果表

明CBX2可能在宫颈癌的发生和发展中起重要作用,
CBX2可能作为一种新的分子靶点。为进一步探究其

调控宫颈癌的作用机制,本课题组利用 WesternBlot
检测相关信号通路,探索CBX2可能影响宫颈癌的信

号通路机制。信号通路在肿瘤的发生发展过程中起着

重要作用,一些信号通路调节基本的生物过程,包括细

胞增殖、存活和发育。在先前报道中,CBX2作为一种

致癌物,其通过p38MAPK信号通路调节白血病细胞

增殖及凋亡[23]。越来越多的证据表明,Wnt/β-catenin
信号通路在正常细胞中下调,而在癌细胞中显著上调,
这表明它在癌细胞增殖和凋亡中起重要作用[24-26]。在

本研究中,WesternBlot实验结果显示,抑制CBX2的

表达 水 平,Wnt/β-catenin 信 号 通 路 中 关 键 分 子

WNT1、P-GSK3β蛋白水平显著下降。这些结果提示,
CBX2可能通过 Wnt/β-catenin信号通路调控宫颈癌。
然而,在本文研究中还存在一些不足,如临床样本数量

较少,未进行体内实验验证等问题。这些本课题组将

在后续的研究中继续予以改进。
综上所述,本研究主要发现CBX2在宫颈癌中表

达明显升高,可能通过 Wnt/β-catenin信号通路调控宫

颈癌细胞增殖及凋亡。因此,CBX2可能为宫颈癌的

临床诊疗及预后评估提供重要的参考价值。
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