
中华流行病学杂志 2021年2月第 42卷第 2期 Chin J Epidemiol, February 2021, Vol. 42, No. 2

hnRNP E1对HPV16早期基因E2、E6的调控
及其对宫颈癌细胞生物学功能的影响
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【摘要】 目的 探讨 hnRNP E1对HPV16早期基因E2、E6表达的调控及宫颈癌细胞生物学功能

的影响。方法 采用体外细胞实验方法，对HPV16阳性人宫颈鳞癌 SiHa细胞株采用 hnRNP E1cDNA
质粒上调 hnRNP E1表达，于上调前、后采用Real-time PCR和Western blot分别检测各组细胞HPV16
E2、E6 mRNA和蛋白表达水平，同时，应用CCK-8法和流式细胞术检测细胞增殖、周期及凋亡。采用

SPSS 22.0和Graphpad Prism 7.0软件进行相关资料分析。结果 随着转染时间的增加（24、48、72 h），

hnRNP E1过表达组的 SiHa细胞活性及处于增殖状态的细胞数逐渐减少（P<0.05），而G0/G1期细胞比

例增高，S、G2/M期细胞比例及增殖指数降低（P<0.05），晚期凋亡率和细胞总凋亡率逐渐增加（P<
0.05）。hnRNP E1过表达组HPV16 E6 mRNA和蛋白表达水平低于空白组和空质粒组，差异有统计学

意义（P<0.05），且随着HPV16 E6 mRNA和蛋白表达水平的降低，SiHa细胞增殖指数下降，而总凋亡率

有增加趋势。3组间HPV16 E2 mRNA表达量差异无统计学意义（P=0.427），HPV16 E2蛋白未被检测

到。结论 hnRNP E1可抑制HPV16 E6的转录和翻译，进而抑制宫颈癌细胞增殖，促使凋亡，hnRNP
E1可作为抑制宫颈癌变的潜在靶标。但本研究未发现hnRNP E1与HPV16 E2在SiHa细胞中的关系。
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【Abstract】 Objective To explore the effects of hnRNP E1 on the expression of early
genes E2, E6 of HPV16 and the biological function in cervical cancer SiHa cell lines. Methods The
cell experiments in vitro were carried out in cervical cancer cell lines SiHa. The expression levels of
E2, E6 mRNA and protein of HPV16 were detected by Real-time PCR and Western blot, respectively,
before and after up-regulating hnRNP E1. Meanwhile, the cell proliferation, cycle and apoptosis were
evaluated by CCK-8 and flow cytometry. Data analyses were performed using SPSS 22.0 and
Graphpad Prism 7.0 software. Results Compared with the blank and the blank plasmid group, the
cells activity and proliferation decreased at 24, 48 and 72 h after up-regulating hnRNP E1 (P<0.05),
while the percentage of cells in G0/G1 phase increased and the percentage in S and G2/M phase and
proliferation index decreased (P<0.05). Moreover, the late apoptotic rate and the total apoptotic rate
increased (P<0.05). The expression levels of E6 mRNA and protein of HPV16 in hnRNP E1
up-regulated group were significantly lower than that in both blank group and blank plasmid group,
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the differences were significant (P<0.05), showing the tendency of cells proliferation index decrease
and total apoptotic rate increase with decreased HPV16 E6 expression. There were no significant
differences in the expression of E2 mRNA of HPV16 among the three groups (P=0.427), and no E2
protein of HPV16 was detected. Conclusions hnRNP E1 could inhibit the transcription and
translation of E6 oncogene of HPV16 and further inhibit the proliferation and promote apoptosis of
cervical cancer cells, suggesting that hnRNP E1 might be a potential target marker to prevent
cervical lesions. But no association between hnRNP E1 and HPV16 E2 was found in SiHa cells.

【Key words】 Cervical cancer; Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins; Human
papillomavirus type

Fund programs: National Natural Science Foundation of China (81872705, 81473060,
81703313); Nonprofit Scientific Research Industry Special Fund of National Health and Family
Planning Commission of China (201402010)

核 内 不 均 一 性 核 糖 核 蛋 白（heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins，hnRNPs）是人细胞内特

有的一类 RNA结合蛋白，已被发现 20余种［1］。

hnRNP E1作为 hnRNPs家族中的重要成员，含有

3个高度保守的K同源域（K homology，KH），通过

其与RNA结合或者特异性与多种基因启动子序列

相互作用，参与基因的可变剪接，以及基因转录调

节、翻译调控、信号转导、细胞代谢等一系列生物学

转化过程［2］。研究显示，hnRNP E1与胃癌、肺癌、

甲状腺癌、宫颈癌等多种肿瘤的发生密切相关［3］。

高危型人乳头瘤病毒（HR-HPV）感染是宫颈癌发

生最主要的病因，其中HPV16感染与宫颈癌的发

生最为密切［4］，而HPV16 E2和E6基因在癌症的发

生发展过程中起着重要作用［5-6］。值得关注的是，

HPV16基因中含有多个与hnRNP E1特异结合的位

点，而 hnRNP E1具有的 KH域提供了与HPV16基
因发生特异性结合的独特分子结构，据此我们推测

hnRNP E1可能对HPV16早期基因E2、E6的表达具

有调控作用，进而影响宫颈癌细胞的生物学功能。

为此，本研究在课题组前期研究基础上［7］，采用体

外实验方法，深入探讨上调 hnRNP E1对 HPV16
E2、E6的调控作用及宫颈癌细胞生物学功能的影

响，以期为宫颈癌变病因及机制研究提供一定的理

论依据。

材料与方法

1. 细胞来源及培养：HPV16阳性宫颈鳞癌

SiHa细胞株购自中国医学科学院基础医学研究所

细胞资源中心，在本实验室保存。用含10%胎牛血

清和 1%青、链霉素的 DMEM高糖培养基，置于

37 ℃、5%CO2、95%湿度培养箱中常规培养。

2. hnRNP E1质粒转染及分组：调整细胞密度

为 2×105个/ml，以每孔 1 ml接种至 24孔板，常规培

养细胞汇合度达到 75%左右时进行转染。根据转

染 试 剂（X-treme GENE HP DNA Transfection
Reagent，德国Roche公司）说明书配制转染复合剂，

转染试剂（μl）与含绿色荧光蛋白（GFP）报告基因

的质粒 DNA（μg）按不同比例（1∶1、2∶1、3∶1、4∶1）
进行转染，计算转染后不同时间（6、12、24、48、72 h）
转染效率，筛选出转染试剂与质粒最佳转染比例和

时间。采用含有 hnRNP E1 cDNA的过表达质粒

（CMV-MCS-IRES-EGFP-SV40-Neomycin，上海吉凯

基因化学技术有限公司）上调 hnRNP E1，形成空白

组（仅用转染试剂处理）、空质粒组（空质粒转染）、

hnRNP E1过表达组（hnRNP E1过表达质粒转染）

进行后续实验。每组均设 3个复孔，所有实验重

复3次。

3.实验方法：

（1）Real-time PCR法检测目的基因mRNA表达

水平：hnRNP E1、HPV16 E2、E6和β-actin的基因特

异引物序列及扩增片段长度见表 1。常规消化、收

集各组细胞，按照 TransZol说明书（中国北京全式

金生物技术有限公司）提取细胞总 RNA。按照

TransScript One-Step gDNA Removal and cDNA
Synthesis SuperMix（中国北京全式金生物技术有限

公 司）和 QuantiFast SYBR Green RT-PCR（德 国

Qiagen公司）说明书进行反转录、扩增。扩增程序：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40个循环；熔解

曲线程序：95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s。以 2-ΔΔct
值反映实验组目的基因mRNA的表达相对于对照

组的变化倍数。

（2）Western blot法检测细胞中 hnRNP E1和

HPV16 E2、E6蛋白表达水平：常规消化、收集细胞，

加入含 PMSF的RIPA裂解液（100 μl/106个细胞），

冰上裂解 25 min，4 ℃、15 294 g离心 15 min，收集上
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清。采用二喹啉甲酸法进行蛋白定量，参照课题组

前期建立的方法［8］检测 hnRNP E1、HPV16 E2和

E6蛋白表达水平。一抗分别为兔抗人 hnRNP
E1 蛋 白（1∶1 000，英 国 Abcam 公 司）、兔 抗 人

HPV16 E2蛋白（1∶100，英国Abcam公司）、鼠抗人

HPV16 E6蛋白（1∶500，英国Abcam公司），设内参

对照为鼠抗人 β-actin抗体（1∶300，英国 Abcam公

司），分别在 43、42、18、43 kDa处获得 hnRNP E1、
HPV16 E2、HPV16 E6和β-actin特异性抗体结合蛋

白条带。利用 Image Lab软件分析条带灰度值，以

目的条带与内参 β-actin条带灰度值的比值作为

hnRNP E1、HPV16 E2、E6蛋白的相对表达量。

（3）CCK-8法检测细胞增殖：于 96孔板接种

SiHa细胞（3×103个/100 μl），常规培养 24 h后进行

转染，在转染 0、12、24、48、72 h 后，加入 10 μl
CCK-8试剂，继续培养2 h，测定450 nm处的A值。

（4）流式细胞术检测细胞周期和凋亡：细胞周

期分布：3组细胞培养 48 h，将细胞样品提取、离心，

调整细胞密度为 2×105个/ml。取 1 ml单细胞悬液，

离心后弃上清，在细胞中加入 500 μl 70% 乙醇，

4 ℃固定 12 h，离心去乙醇并用 PBS漂洗，加 100 μl
RNaseA于 37 ℃水浴 30 min，再加入 400 μl碘化丙

啶染色混匀，4 ℃避光 30 min，1 h内于流式细胞仪

完成检测。细胞凋亡检测：转染 48 h后收集 3组细

胞，调整细胞密度为 2×105个/ml，将收集后的细胞

以 106 g 离心 5 min，弃上清，加 500 μl Binding
Buffer重悬细胞，加 Annexin V-APC和碘化丙啶各

5 μl混匀，室温避光 15 min，1 h内于流式细胞仪检

测细胞凋亡率。

4. 统计学分析：利用 SPSS 22.0和 Graphpad
Prism 7.0软件分别完成统计分析和作图。符合正

态分布的计量资料采用 x±s描述，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用Bonferroni法，

不符合正态分布的定量资料采用M（QR）进行描述，

多组间比较采用非参数检验，组间两两比

较采用 Wilcoxon 秩和检验。检验水准

α=0.05。

结 果

1. hnRNP E1转染条件优化及效果评

价：：转染试剂与质粒DNA比例在 3∶1、转染

48 h时，转染效率最高，平均可达 70%
（图 1），故以此作为后续实验的转染条件。

由图 2可见，过表达组 hnRNP E1 mRNA表达量显

著高于空白组和空质粒组，空白组与空质粒组

mRNA相对表达量差异无统计学意义（P=0.513）。

Western blot结果显示，hnRNP E1过表达组蛋白表

达水平是空白组与空质粒组的近 4倍，空白组和空

质粒组蛋白表达水平差异无统计学意义（P=
0.827）。表明hnRNP E1 cDNA转染成功。

2. hnRNP E1 对HPV16 E6基因表达的抑制作

用：HPV16 E6基因的mRNA表达量在空白组、空质

粒组和过表达组差异有统计学意义（F=19.062，P=
0.003），hnRNP E1过表达组HPV16 E6 mRNA水平

低于空白组与空质粒组，差异有统计学意义（P<

注：转染试剂与质粒比例：Ⓐ：1∶1；Ⓑ：2∶1；Ⓒ：3∶1；Ⓓ：

4∶1（左：荧光光源；右：普通光源）

图1 空质粒转染SiHa细胞48 h时效果（×200）

表1 目的基因引物序列及扩增长度

基因名称

hnRNP E1

HPV16 E2

HPV16 E6

β-actin

引物序列（5'~3'）
FP：TCA ACA GCT CCA TGA CCA AC
RP：GAT CTT ACA CCC GCC TTT CC
FP：TGG AAA CAC ATG CGC CTA GAA
RP：GAT ACA GCC AGT GTT GGC AC
FP：AGC GAC CCA GAA AGT TAC CA
RP：GCA TAA ATC CCG AAA AGC AA
FP：TGG CAC CCA GCA CAA TGA A
RP：CTA AGT CAT AGT CCG CCT AGA AGC A

扩增片段长度（bp）
113

98

134

186
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0.05）；3组HPV16 E2 mRNA表达量差异无统计学

意义（H=1.703，P=0.427）。见图 3。HPV16 E6蛋
白表达水平在空白组、空质粒组和过表达组差异有

统计学意义（F=9.595，P=0.014），hnRNP E1过表达

组HPV16 E6蛋白表达水平显著低于空白组和空质

粒组，差异有统计学意义（均 P<0.05），但 HPV16
E2蛋白在3组中均未检测到，见图3。

3. hnRNP E1过表达对SiHa细胞生物学功能的

影响：在 24、48、72 h时，hnRNP E1过表达组细胞活

性低于空白组和空质粒组，差异有统计学意义（P<
0.05），空白组和空质粒组在不同时点细胞活性差

异无统计学意义（P>0.05），hnRNP E1对 SiHa细胞

的生长表现为抑制作用。见图4。
空白组、空质粒组和过表达组间处于G0/G1期

和G2/M期的细胞数目及增殖指数（PI）总体差异有

统计学意义（均 P<0.05），与空白组和空质粒组相

比，过表达组G0/G1期的细胞比例显著升高，而 S、
G2/M期细胞比例及PI下降。空白组和空质粒组各

周期细胞比例相比，差异无统计学意义（均 P>
0.05）。见图5。

注：aP<0.05
图4 hnRNP E1过表达对SiHa细胞增殖的影响

图2 转染前后hnRNP E1相对表达水平

图3 hnRNP E1过表达对HPV16 E2、E6 mRNA和蛋白

表达水平的影响

注：aP<0.01
图5 hnRNP E1过表达对SiHa细胞周期的影响
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hnRNP E1表达上调后，细胞晚期凋亡率和总

凋亡率均高于空白组和空质粒组，差异有统计学意

义（均P<0.05），而空白组和空质粒组间早、晚期凋

亡率及总凋亡率差异无统计学意义（均 P>0.05）。

见图6。
4. HPV16 E6基因与 SiHa细胞生物学功能的

关系：基于前述上调 hnRNP E1对HPV16 E6基因的

表达及细胞生物学功能均有影响的基础上，进一步

分析了 hnRNP E1上调前后HPV16 E6基因表达与

细胞增殖和凋亡的关系。结果显示，从 hnRNP
E1空白组、空质粒组到过表达组，随着HPV16 E6
mRNA和蛋白表达水平的降低，SiHa细胞 PI下降

（P<0.01），而总凋亡率逐渐增加（P<0.01），尤其在

hnRNP E1过表达组，它们之间的关联性更为明显

（P<0.01）。见图7。

讨 论

宫颈癌是全球女性第四大常见肿瘤，病死率居

女性肿瘤之首［9］。高危型HPV持续感染是导致宫

颈癌的主要病因。HPV E6、E7是主要的癌基因，不

仅可直接转化细胞，还可干扰正常的细胞周期调

控，引起癌变，特别是E6基因与癌变发生的关系更

为紧密。E6可与许多蛋白相互作用并使相应蛋白

失活，而这些蛋白在调节细胞凋亡、肿瘤抑制基因

转录和控制细胞增殖方面发挥关键作用。E2蛋白

可调节病毒mRNA转录及 DNA复制，对 E6、E7基
因的转录进行调控［10-14］。

然而，越来越多的研究提示HPV致癌过程中，

其基因的表达可能受到诸多因素的调节。hnRNP
E1广泛分布于人体组织和细胞，其特有的KH结构

域具有多聚胞嘧啶结合特性，可通过与RNA结合

或者特异性与多种基因启动子序列相互作用，调

控 mRNA 的稳定性及表达，受调控的基因涉及免

疫应答、上皮细胞恶性转化、肿瘤形成与进展等多

个过程［1］。hnRNP E1与调控细胞周期的原癌基因

c-myc的 IRES 区域结合以调控 c-myc的转录水平，

从而可能影响细胞周期进程［15］。Wang等［16］发现

hnRNP E1通过下调 PRL-3 的翻译抑制肿瘤的形

成。Zhang等［17］研究发现，在营养缺乏条件下，

hnRNP E1过表达可抑制人结直肠癌细胞和卵巢癌

细胞增殖，促进凋亡。已有研究显示，hnRNP E1低
表达可增加宫颈癌发病风险［18-19］。本结果表明，上

调 hnRNP E1可抑制宫颈癌细胞增殖及细胞周期向

G2/M期转变，促进细胞凋亡，提示 hnRNP E1对宫

颈癌变的发生具有抑制作用，可作为宫颈病变生物

治疗的潜在靶点。

Collier等［20］研究发现 hnRNP E1对 HPV16 晚

期基因 L2 mRNA的翻译具有抑制作用，但 hnRNP
E1对HPV16早期基因是否具有调控作用国内外鲜

注：aP<0.01
图6 hnRNP E1过表达对SiHa细胞凋亡的影响
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见报道。本研究结果显示，上调 hnRNP E1可降低

HPV16 E6 mRNA和蛋白表达水平。E6是病毒感

染后最早表达的基因之一，含有 hnRNP E1选择性

结合位点［10］。hnRNP E1结构中存在的KH结构域

可能通过与 HPV16 E6基因调控元件结合，降低

HPV16 E6蛋白的表达［21］。本研究结果显示，随着

HPV16 E6 mRNA和蛋白表达水平的降低，SiHa细
胞增殖指数下降，总凋亡率增加，而值得关注的是，

上调 hnRNP E1 后，这种效应更为显著。提示

HPV16 E6的低表达可抑制宫颈癌细胞增殖，促进

其凋亡，而这种效应可能受到 hnRNP E1的调控。

上调 hnRNP E1，特别是结合HPV16感染的控制模

式，可能为宫颈癌的防治开拓新思路。研究显示，

HPV16 E2可编码调节病毒DNA转录的蛋白质，在

细胞转化、启动和抑制凋亡、转录调控以及调控

HPV的永生化转化潜能等方面发挥重要作用［22］。

本研究中未发现 hnRNP E1与HPV16 E2在 SiHa细
胞中的关系，可能与 SiHa细胞中HPV16主要以整

合形式存在，而整合时HPV16 E2 DNA缺失，进而

导致蛋白不表达有关。当然，本研究结果尚不能提

供 hnRNP E1在宫颈癌进展中调控HPV16基因、影

响细胞增殖和凋亡的直接证据，其详细机制尚需深

入研究。
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注：a与空白组和空质粒组相比，P<0.01
图7 HPV16 E6基因表达与SiHa细胞增殖和凋亡的关系
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