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·论著·

LIN9基因在宫颈癌细胞中表达及其

与人乳头瘤病毒16/18 E7表达的相关性
王鲲鹏  袁逸杰  朱嘉琪  张婷婷

【摘要】目的  探讨LIN9基因在人宫颈癌细胞株CasKi和HeLa中的表达及其与人乳头瘤病毒

（HPV）E7表达的关系。方法  利用qRT-PCR技术检测LIN9基因在宫颈癌细胞株CasKi（HPV16+）
和HeLa（HPV18+）中的表达水平；在人永生化表皮细胞株HaCaT（HPV－）中转染质粒过表达

HPV16/18E7、在人宫颈癌细胞株Caski和HeLa中转染siRNA沉默HPV16E7/18E7的表达，利用Western 
blot蛋白质印记法验证转染效果，应用qRT-PCR分别检测过表达及沉默E7表达后HaCaT、CasKi和HeLa
三组细胞株中LIN9 mRNA的表达水平。结果   CasKi和HeLa细胞中LIN9的表达显著高于HaCaT细胞

（1 ± 0.22）（CasKi：2.55 ± 0.25，t = 22.63、P = 0.026；HeLa：2.38 ± 0.17，t = 21.21、P = 0.031）。

HaCaT细胞过表达HPV16/18E7时，LIN9 mRNA表达水平亦显著高于对照组（1 ± 0.14）（HPV16E7：
1.65 ± 0.16，t = 13.12、P = 0.036；HPV18E7：1.61 ± 0.08，t = 11.21、P = 0.039）；CasKi和HeLa细胞

沉默HPV16E7/18E7表达时，LIN9 mRNA表达水平siRNA-NS组[（1 ± 0.07）和（1 ± 0.03）]均显著下

降（HPV16E7：0.50 ± 0.05，t = 12. 73、P = 0.032；HPV18E7：0.57 ± 0.11，t = 14.30、P = 0.035）。

结论   LIN9在宫颈癌细胞中呈现高表达，且表达水平与E7表达有关。LIN9可能是抑制E7诱发宫颈癌

变的重要抑癌因子，有望成为监测宫颈细胞HPV早期感染及宫颈癌治疗效果的重要生物学标志物。

【关键词】乳头状瘤病毒感染；宫颈肿瘤；生物标志物，肿瘤
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【Abstract】Objective   To investigate the expression of LIN9 gene in human cervical cancer cell lines of 
CasKi and HeLa and its relationship with E7 expression of HPV. Methods  The expressions of LIN9 gene in cervical 
cancer cell lines CasKi (HPV16+) and HeLa (HPV18+) were detected by qRT-PCR method. Using transfection 
plasmid to overexpress HPV16/18E7 in human immortalized epidermal cell line HaCaT (HPV-), and siRNA to 
silence HPV16E7/18E7 expression in cell lines of CasKi and HeLa. The transfection effect was verified by Western 
blot, and LIN9 mRNA expression levels in cell lines of HaCaT, Caski and HeLa after silent E7 expression were 
detected by qRT-PCR. Results  The expressions of LIN9 in CasKi and HeLa cell lines were significantly higher than 
that in HaCaT cells (1 ± 0.22) (LIN9 in CasKi: 2.55 ± 0.25; t = 22.63, P = 0.026. LIN9 in HeLa: 2.38 ± 0.17; t = 
21.21, P = 0.031) and the expression of LIN9 mRNA was increased significantly than that of control group (1 ± 0.14) 
when overexpressed HPV16/18E7 in HaCaT cells (HPV16E7: 1.65 ± 0.16; t = 13.12, P = 0.036. HPV18E7: 1.61 ± 
0.08, t = 11.21, P = 0.039), while decreased significantly after silencing HPV16E7/18E7 expression in CasKi and 
HeLa cells [(1 ± 0.07) and (1 ± 0.03)] (HPV16E7: 0.50 ± 0.05; t = 12. 73, P = 0.032. HPV18E7: 0.57 ± 0.11; 
t = 14.30, P = 0.035). Conclusions   LIN9 was highly expressed in cervical cancer cells, and the expression 
level was related to the expression of E7. LIN9 may become an important biological marker for monitoring the 
early HPV infection of cervical cells and the therapeutic effect of cervical cancer.
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 宫颈癌为全球女性第4大恶性肿瘤，每年新发

病例约50万，死亡30万，约九成死亡病例集中在中

低收入国家[1]。在缺乏有效干预措施的情况下，未

来五十年内（2020至2069年）全球预计新增病例4 
440万[2]。几乎所有宫颈癌均由高危型人乳头瘤病

毒（human papilloma virus，HPV）感染诱发，且

多数与HPV16/18感染相关[1, 3]。近年来我国宫颈癌

的发病率和病死率亦呈现上升趋势，宫颈鳞癌中高

危型HPV检出率高达97.6%、腺癌中高达74.5%，

同样以HPV16/18为优势型[4-6]。

早期蛋白E7是HPV特异性的肿瘤原性蛋白之

一，能够在癌前及癌变过程中呈现持续稳定的表

达，并与视网膜母细胞瘤蛋白（retinoblastoma，
RB）家族以及MuvB复合物相互作用，干扰细胞

周期静止期调节物DREAM复合物（dimerization 
partner，RB-like，E2F and multi-vulval class B 
complex，DREAM）的表达及细胞黏附、细胞凋

亡、细胞周期、转录翻译等多种信号转导通路，

使细胞持续增殖，并扰乱DNA的损伤修复机制，

最终诱发癌症[7-10]。LIN9（lin-9 DREAM MuvB 
core complex component，lin-9 DREAM MuvB核心

复合体）基因位于chr1:226231149-226310099，共        
78 951个碱基，编码542个氨基酸，不仅可参与

MuvB复合物在细胞周期中的合成，还可调控细胞

周期，抑制非分裂细胞中细胞周期依赖性基因的表

达[11]。然而LIN9与HPV E7在人宫颈癌中的关系目

前未见报道。本研究通过检测LIN9在宫颈癌细胞

株CasKi（HPV16阳性）和HeLa（HPV18阳性）中

的表达以及沉默E7表达后LIN9表达的变化，探讨

LIN9与HPV E7致癌的关系，为进一步研究LIN9在
HPV E7诱导癌变过程中的作用及分子机制提供依

据，现报道如下。

材料与方法

一、标本来源

人宫颈癌细胞株（HeLa和CasKi）及人永生化表

皮细胞株HaCaT由辽宁省农业科学院大连生物技术

研究所提供。将细胞从－196 ℃液氮中取出，以常规

法复苏，在含100 mg/L胎牛血清、100 mg/L青霉素和           
100 mg/L链霉素的DMEM培养液（pH 7.2～7.4）中

培养，置于37 ℃、5% CO2培养箱中，每3～4 d应用

胰酶消化传代。所有培养基均购自美国Gibco公司。

二、方法

1. 实时荧光定量PCR（quantitative real-time 
PCR，qRT-PCR）技术检测各细胞系LIN9 mRNA表

达：在不同的细胞中收集细胞沉淀，加1 ml Trizol
试剂（Invitrogen，15596026），使用苯酚氯仿抽

提提取总RNA，Nanodrop仪器测定RNA浓度及纯

度。使用逆转录酶M-MLV（TaKaRa，K4707）逆

转录mRNA成cDNA（互补DNA，complementary 
DNA），置于－20 ℃待用。应用美国ABI公司

HT 7500型实时荧光定量PCR系统和SYBR Green
试剂盒进行PCR扩增，引物序列：LIN9上游为

5'-GGAACGAAAGTTACAGCACGA-3'，下游

为5'-CAAGCCCTGTCCTATCAAAAGT-3'[12]。以

GAPDH作为内参，其上游序列为5'→3'，下游为

5'→3'。PCR反应体系：qPCR Mix 5.0 µl，正反向

引物各0.25 µl，cDNA 2.0 µl，DEPC水2.5 µl。反应

程序：50 ℃、2 min，95 ℃、10 min；95 ℃、15 s，
60 ℃、1 min，循环40次。采用2－ΔΔCt法（ΔCt = Ct
目的基因－Ct内参基因，ΔΔCt = ΔCt待测样本－

ΔCt 校准样本）计算。

2. 质粒构建及转染以便获得HPV16/18E7高表

达的HaCaT细胞：人宫颈癌细胞CasKi的cDNA为模

板，PCR获得HPV16E7基因片段。E7引物序列上

游：5'-CAGAGAATTCCATGCATGGAGATACACCT
AC-3'（EcoR Ⅰ）；下游：5'-CAGAGGATCCTTAT
GGTTTCTGAGAACAG-3'（BamH Ⅰ）[13]。人宫颈

癌细胞HeLa的cDNA为模板，PCR获得HPV18E7基
因片段。E7引物序列上游：5'-CAGAGAATTCCA
TGCATGGACCTAAGGCAAC-3'（EcoR Ⅰ）；下

游：5'-CAGAGGATCCCTGCTGGGATGCACACC
AC-3'（BamH Ⅰ）。将空载质粒pcDNA3.1（－）

和HPV16E7/HPV18E7基因片段在37 ℃下经EcoRⅠ
和BamH Ⅰ双酶切2 h后，DNA纯化试剂盒纯化酶

切产物，T4 DNA连接酶于16 ℃下作用16 h，得到

的重组质粒，命名为pcDNA3.1（－）-HPV16E7和
pcDNA3.1（－）-HPV18E7，最后经DNA序列测定

确认插入片段的正确性。

HaCaT细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培

养基中。转染前24 h用胰蛋白酶溶液消化细胞并接

种于6孔板（4 × 105个细胞/孔）。37 ℃、5% CO2

条件下培养细胞汇合度至80%～85%时进行转染，

转染过程严格按照LipoD293（SL100668，SignaGen 
Laboratories，US）说明书步骤进行。转染48 h后，



中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2021年6月 第15卷 第3期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), June 2021, Vol.15, No.3·  198  ·

收集样品。为抑制蛋白降解，每次收集样品6 h前，

加入MG132，使其终浓度为10 µmol/L。
3. qRT-PCR 技术检测转染质粒后HaCaT细胞

LIN9 mRNA表达，明确E7高表达后对LIN9 mRNA
表达的影响：具体步骤见方法1。

4. 小干扰RNA（small interfering RNA，

s i R N A ）转染 C a s K i 细胞使 H P V 1 6 E 7 低表

达：依据H P V 1 6 E 6 / E 7基因序列设计 2个小

分子干扰片段， s i R N A - H P V 1 6 E 7 序列为

5'-UCCAUAUGCUGUAUGUGAUdTdT-3'。对照

siRNA（D-001206-08-20）购于Dharmacon公司。

CasKi细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培养基

中。转染前24 h用胰蛋白酶溶液消化细胞并接种于

6孔板（4 × 105个细胞/孔）。37 ℃、5% CO2条件

下培养细胞汇合度至约75%。细胞转染按照LipoJet
（Signa Gen Laboratories，US，Cat#SL100468）说

明书进行。siRNA浓度为40 nmol/L。细胞转染24 h
后再重复上述步骤转染1次，第2次转染后24 h收集

细胞进行基因和蛋白检测。

5 .  s i R N A转染H e L a细胞使H P V 1 8 E 7低
表达：依据H P V 1 8 E 6 \ E 7基因序列设计 2个
小分子干扰片段， s i R N A - H P V 1 6 E 7序列为

5'-UGGAGUUAAUCAUCAACAUdTdT-3'。对照

siRNA（D-001206-08-20）购于Dharmacon公司。

HeLa细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培养基

中。转染前24 h用胰蛋白酶溶液消化细胞并接种于

6孔板（3 × 105个细胞/孔）。37 ℃、5% CO2条件下

培养细胞汇合度至约为75%。细胞转染按照LipoJet
（SignaGen Laboratories，US，Cat#SL100468）说

明书进行。siRNA的浓度为40 nmol/L。细胞转染24 
h后收集细胞进行基因和蛋白检测。

6. Western blot蛋白印记分析成视网膜细胞瘤

蛋白（retinoblastoma protein，pRb）表达明确E7
表达是否变化：6孔板中每孔细胞经磷酸缓冲盐溶

液（phosphate buffer saline，PBS）漂洗3次，加

入300 μl 2× SDS + 5% 2-merca-ptoethanol buffer，
15 min后，用细胞刮刀收集细胞碎片及裂解产物，

用移液器转移至1.5 ml微量离心管中，沸水浴加热

3～5 min。按说明书进行SDS-PAGE电泳。使用电

化学发光（electrochemiluminescence，ECL）试剂

盒，在Bio-Rad凝胶成像仪下，对聚偏二氟乙烯膜

（polyvinylidene fluoride，PVDF）进行图像采集

分析；以β-tubulin为内参。各抗体具体信息如下：

抗-pRb（G3-245，BD PharMingen）1︰100稀释，

抗-β-tubulin（T5201，Sigma）1︰3 000稀释。电泳

条带用Alpha Inlagel-2000图像分析系统摄像分析，

计算灰度值，然后以pRb和β-tubulin蛋白条带的相

对灰度值（pRb/β-tubulin灰度值比值）作为其相对

表达量记录。所有实验均重复3遍。

7 .  逆转录聚合酶链式反应（ r e v e r s e 
transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）
技术检测转染siRNAs后各细胞LIN9 mRNA表达，

明确E7低表达后对LIN9 mRNA表达的影响，具体

步骤见方法1。 
三、统计学处理  
所有数据采用SPSS 22.0软件包进行统计分

析，LIN9 mRNA表达水平和pRb蛋白表达水平均为

计量资料且呈正态分布，以 x ± s表示，组间比较

采用成组设计资料t检验。以P ＜ 0.05为差异具有

统计学意义。

结    果

一、人永生化表皮细胞株HaCaT和人宫颈癌细

胞株（CasKi和HeLa）中LIN9 mRNA表达差异

提取不同细胞的总RNA，反转录为cDNA，荧

光实时定量RT-PCR检测LIN9的表达，发现与HaCaT
细胞相比（绝对表达水平：1 ± 0.22），人宫颈癌细

胞CasKi（绝对表达水平：2.55 ± 0.25）中LIN9表达

水平为HaCaT组的2.55倍，HeLa（绝对表达水平：

2.38 ± 0.17）中LIN9表达水平为HaCaT组的2.38倍，

差异有统计学意义（CasKi组：t = 22.63、P = 0.026；
HeLa组：t = 21.21、P = 0.031），见图1。

二、Western blot免疫印迹法检测转染效果

已知E7可通过降解pRb发挥致癌作用，为

验证转染效果，采用Western blot蛋白印记分析

法检测pcDNA3.1（－）-HPV16E7及pcDNA3.1
（－）-HPV18E7转染HaCaT细胞、siRNA-HPV16E7
转染CasKi细胞、siRNA-HPV 18E7转染HeLa细胞后

pRb蛋白的表达，结果显示与pcDNA3.1（－）空载

质粒对照组相比，在HaCaT细胞中转染pcDNA3.1 
（－）-HPV16E7及pcDNA3.1（－）-HPV18E7后，

细胞pRb蛋白表达水平显著降低（HPV16E7：t = 
33.94、P = 0.026；HPV18E7：t = 56.80、P = 0.013）
（图2A）；与si-NS对照组相比，在CasKi和HeLa细
胞中分别转染siRNA-HPV16E7及siRNA-HPV18 E7
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后，细胞pRb蛋白表达水平显著增高（CasKi组：t = 
44.10、P = 0.0003；HeLa组：t = 42.49、P = 0.0009）
（图2B和2C），提示在3种细胞中过表达或沉默E7
取得理想的效果。

三、HaCaT细胞中转染pcDNA3.1（－）- HPV16E7
及pcDNA3.1（－）-HPV18E7后LIN9的mRNA表达

转染pcDNA3.1（－）-HPV16E7、pcDNA3.1
（－）-HPV18E7及pcDNA3.1（－）于HaCaT细胞

48 h后分别提取各组细胞总RNA，反转录为cDNA，

荧光实时定量RT-PCR检测LIN9的表达，发现与对

照组（绝对表达水平为1 ± 0.14）相比，pcDNA3.1
（－）-HPV16E7（绝对表达水平：1.65 ± 0.16）
组LIN9表达水平为对照组的1.65倍，pcDNA3.1
（－）-HPV18E7组（绝对表达水平为1.61 ± 0.08）
LIN9表达水平为对照组的1.61倍。（HPV16E7组：

t = 13.12、P = 0.036；HPV18E7组：t = 11.21、P = 
0.039），见图3。

四、CasKi细胞中转染siRNA-HPV16E7后LIN9 
mRNA表达

二次转染siRNA-HPV16E7和siRNA-NS于CasKi
细胞24 h后，分别提取各组细胞总RNA，反转录为

cDNA，荧光实时定量RT-PCR检测LIN9的表达，发

现与siRNA-NS组（绝对表达水平：1 ± 0.07）相比，

siRNA-HPV16E7组（绝对表达水平：0.50 ± 0.05）LIN9
表达降低为0.5倍（t = 12. 73、P = 0.032，图4A）。

五、HeLa细胞中转染pcDNA3.1（－）-HPV18E7
和siRNA-HPV18E7后LIN9的mRNA表达

转染siRNA-HPV18E6，siRNA-HPV18E7及
siRNA-NS于HeLa细胞24 h后，分别提取各组细胞

总RNA，反转录为cDNA，荧光实时定量RT-PCR
检测LIN9的表达，发现与siRNA-NS组（绝对表达

水平：1 ± 0.03）相比，siRNA-HPV18E7组（绝对

表达水平：0.57 ± 0.11）LIN9表达降低为0.57倍
（t = 14.30、P = 0.035），图4B。

图1  siRNA检测人宫颈癌细胞系中LIN9基因的表达水平 图3  qRT-PCR检测HaCaT细胞转染HPV16/18E7过表达质粒

后LIN9基因的表达水平

注：A：HaCaT细胞转染HPV16/18E7过表达后；B：CasKi细胞转染siRNA-HPV16E7后；C：HeLa细胞转染siRNA-HPV18E7后；

D～F：Western blot条带灰度值 

图2  Western blot免疫印迹验证pRb表达
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讨     论

高危型HPV16/18为宫颈癌的主要致病因子，通

常HPV与宿主的早期接触会被免疫系统清除，呈无

症状的一过性感染；若清除失败，HPV会导致持续

感染诱发癌前病变甚至最终整合进入宿主DNA、诱

发癌变[1, 14]。感染过程中病毒蛋白E7可干扰细胞适

应性、代谢过程、细胞因子信号转导和有丝分裂活

性，对建立和维持促致癌基因表型发挥必要作用。

然而E7本身并不具备任何酶学特性，其转化活性均

是通过与宿主细胞蛋白的相互作用介导。E7可以

同RB家族中的3个成员pRb、p107（RBL1）和p130
（RBL2）发生结合，其最主要的致癌途径为通过

CR2区的LxcxE序列与pRb结合并使之降解，从而释

放活化的E2F转录因子，诱发细胞从G1期进入S期，

激发细胞周期蛋白（Cyclins）、细胞分裂周期蛋白

（cell division cycle proteins，CDCs）和微小染色体

维持蛋白（minichromosome maintenance proteins，
MCMs）等表达，促使p16INK4A表达上调，并且可

在无E6蛋白的条件下，阻断p53诱导的DREAM复合

物靶基因下调，破坏p53依赖性细胞周期检查点，导

致细胞过度增殖[15-16]。此外，E7可利用其N端的残基

促进蛋白酶体介导的p107/p130降解，而p107/p130是
细胞分裂静止期关键调控物DREAM复合物的重要

组成部分，降解导致DREAM复合物破坏，释放出

MuvB复合物及E2F4，加速癌变进程[8]。

MuvB复合物是DREAM复合物的核心蛋白

组分，由LIN9、LIN37、LIN52、LIN54、视网膜

母细胞瘤结合蛋白48（retinoblastoma associated 
protein 48，RBAP48）共5种蛋白组成，可在细胞

周期的不同阶段通过与不同转录因子的结合，调

控E7靶蛋白的表达[10]。在G0/G1期，MuvB复合物

主要与E2F转录因子4（E2F transcription Factor 4，

E2F4）、DP1及p130/p107结合，构成DREAM复

合物，进而抑制基因的转录和表达使细胞周期停

滞；进入G1/S转换期后，则在细胞周期蛋白依赖

性激酶2（cyclin-dependent kinase 2，CDK2）及细

胞周期蛋白依赖性激酶4（cyclin-dependent kinase 
4，CDK4）的磷酸化作用下从DREAM复合物中释

放，启动B-Myb和叉头框转录因子M1（fork-head 
box transcription factor M1，FoxM1）等早期细胞周

期基因转录；而在S期，与B-Myb结合形成转录激

活复合物MMB，启动S期基因的表达；S/G2转换

期后，则通过与FoxM1结合进一步推进细胞周期的

进行[17-18]。HPV感染的细胞中，E7不仅可同MuvB
竞争与p107/p130的结合，扰乱DREAM复合物的形

成，还可与G2及M期关键调控因子B-Myb及FoxM1
结合，引发细胞周期后期的基因表达失调，导致癌

细胞的异常增殖和预后不良[8, 10, 19-20]。

而LIN9是组成MuvB复合物的支架蛋白，目

前已证实可在癌变过程中发挥3个重要作用：首先

参与、调控MuvB及DREAM复合物的合成。其过

度消耗不仅可直接减少二者合成，还可导致MuvB
复合物中的其他组分LIN37和LIN54表达下调，进

一步影响合成，而LIN9自身的表达也受上游启动

子及DREAM复合物间相互作用的反馈调节[21]。其

次，作为抑癌基因，不仅可通过与pRb的结合发挥

协同作用抑制肿瘤发生及癌变，还可激活p53信号

转导通路介导细胞凋亡，抑制肿瘤细胞的快速增

殖、防止免疫逃逸[22]。其抑癌作用不受pRb介导的

细胞周期抑制及E2F依赖性反向激活的影响，在

pRb发生突变时依然能够保持激活转录、促进分化

的能力[23]。最后，可与B-Myb、FoxM1等E7的反应

物发生作用，干预有丝分裂和细胞周期。LIN9不仅

能够与B-Myb结合激活G2/M转换期的启动因子、促

进有丝分裂基因的转录，还能与FoxM1结合形成有

注：A：CasKi细胞转染siRNA-HPV16E7；B：HeLa细胞转染siRNA-HPV18E7

图4  qRT-PCR检测人宫颈癌细胞低表达HPVE7后LIN9基因的表达水平
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丝分裂基因表达所需的复合物，在有丝分裂和细胞

周期调控中发挥关键作用，敲除LIN9可减少B-Myb
的转录，使下游基因表达减少、增殖受损[21, 24]。

以往研究表明LIN9与多种癌症相关，不仅可抑

制肺癌、卵巢癌等癌细胞的集落形成能力及肝癌表型

的发生，还是乳腺癌预后的基因标志物，但其与E7在
宫颈癌中的相互作用关系尚不明确[11, 13, 25-26]。而本研

究结果显示，当HaCaT细胞过表达E7时，LIN9 mRNA
表达水平显著升高；当CasKi及HeLa细胞沉默E7表达

后，其表达水平又显著下降，表明LIN9在宫颈癌中的

表达水平受HPV E7的显著影响。其原因可能是LIN9
作为重要的抑癌基因，当HPV在宿主细胞中启动早期

蛋白E7表达时，其表达即可敏感地受到激发并迅速发

生上调，因此能够在感染初期及时抑制E7的转录，并

在短时间内迅速达到平衡，对致癌因子E7的早期清除

发挥作用；而当E7转录水平降低时，LIN9的表达水

平也相应降低，利于维持免疫微环境的平衡。此时，

Western blot分析显示pRb蛋白的表达水平显著降低，

进一步印证LIN9的转录激活及抑癌作用可以为非pRb
依赖性的，并且当pRb通路受到抑制时，能够发挥

重要的候补作用。当CasKi和HeLa细胞内的E7因转染

siRNA发生沉默时，LIN9表达也随之下调，提示其抑

癌作用可随E7表达量的降低或清除而趋于正常。 
综上，在后续的临床及科研工作中，可考虑

将LIN9作为监测宫颈细胞HPV早期感染及宫颈癌

疗效的重要生物学标志物。  
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