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　　【摘要】　目的　通过原代培养 ＨＰＶ阳性的宫颈上皮内瘤变Ⅲ度（ＣＩＮⅢ）的 成 纤 维 细 胞 与 ＨＰＶ阴 性 的 小 儿

包皮成纤维细胞，探索ＨＰＶ　Ｅ７在ＤＮＡ损伤应答过程中的作用。方法　选取临床病理确认为ＨＰＶ１６阳性的ＣＩＮ

Ⅲ新鲜宫颈组织和 ＨＰＶ１６阴 性 的 小 儿 包 皮 组 织，组 织 块 经 胶 原 酶 Ａ消 化 后 培 养，用 慢 病 毒 Ｅ７或ｐＬＶ感 染

ＨＰＶ１６－ 成纤维细胞，用离子射线（Ｘ光，２Ｇｙ或５Ｇｙ）分 别 照 射 ＨＰＶ１６阴 性 与 ＨＰＶ１６阳 性 细 胞 以 及 经ｐＬＶ或

Ｅ７慢病毒感染的细胞０～８ｈ，诱导细胞ＤＮＡ双链断裂，采用间接免疫荧光法检测ＤＮＡ双链断裂应答相关蛋白

５３ＢＰ１、ＢＲＣＡ１、ＮＢＳ１、ＲＰＡ３２的 应 答 特 征。结 果　成 功 从 宫 颈 上 皮 内 瘤 变 组 织 及 小 儿 包 皮 组 织 原 代 培 养 出

ＨＰＶ１６阳性及 ＨＰＶ１６阴性 的 成 纤 维 细 胞。间 接 免 疫 荧 光 染 色 发 现 Ｘ光 照 射 后，ＨＰＶ１６阳 性 细 胞 中５３ＢＰ１、

ＢＲＣＡ１、ＮＢＳ１、ＲＰＡ３２灶点多于ＨＰＶ１６阴性细胞（Ｐ＜０．０５），Ｅ７感染细胞中５３ＢＰ１、ＲＰＡ３２、ＮＢＳ１灶点少于ｐＬＶ
感染细胞（Ｐ＜０．０５），均为６ｈ（２Ｇｙ）或４ｈ（５Ｇｙ）达 峰。结 论　利 用 原 代 培 养ＣＩＮ成 纤 维 细 胞 成 功 建 立 了 研 究

ＤＮＡ损伤中Ｅ７作用的模型，在宫颈癌前病变发展过程中，ＨＰＶ　Ｅ７能够抑制ＤＮＡ双链断裂修复应答反应。
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　　宫颈癌是目前最常见的妇科恶性肿瘤，目前大

量研究证明 人 乳 头 瘤 病 毒（ＨＰＶ）是 宫 颈 癌 及 其 癌

前病变宫颈上皮内瘤样病变（ｃｅｒｖｉｃａｌ　ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）的主要危险因素，同时也与肛门 生

＊ 四川省科技厅应用基础项目（Ｎｏ．２０１２ＪＹ００１１）资助

△ 通信作者，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｏｕｊｉａｎｇｙａｎ２＠１６３．ｃｏｍ

殖器癌和头颈部癌密切相关［１ －３］。

　　ＨＰＶ 共 有 一 百 多 种 不 同 的 基 因 型［４］，其 中

ＨＰＶ１６型为宫颈癌最常见的病因。ＨＰＶ基因组结

构可分为早 期（Ｅ）区（包 括Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７
基因）、晚期（Ｌ）区（包括Ｌ１、Ｌ２基因）和上游调控区

（ＵＲＲ），其中Ｅ６、Ｅ７为病毒癌基因，宫颈癌的发生

发展与 其 表 型 维 持 有 着 重 要 联 系［５ －６］。在 约９０％

DOI:10.13464/j.scuxbyxb.2016.06.004



四川大学学报（医学版） 第４７卷

的宫颈癌中高危型 ＨＰＶ　ＤＮＡ被整合进宿主细胞，
使病毒癌基因Ｅ６、Ｅ７持续高表达，其中重要致癌蛋

白Ｅ７的 过 表 达，能 够 结 合 并 降 解 主 要 抑 癌 蛋 白

ｐＲＢ及ｐＲＢ家族相关的ｐ１０７与ｐ１３０，同时能够抑

制细 胞 周 期 依 赖 激 酶（ＣＤＫ）抑 制 剂 ｐ２１Ｃｉｐ１和

ｐ１７Ｋｉｐ１，使细胞提 前 由 Ｇ１ 期 向Ｓ期 转 变，促 进 细

胞增殖［７ －９］。肿瘤的发生发展是一个ＤＮＡ损伤的

积累过程，染色体不稳定性是恶性肿瘤特别是上皮

来源肿瘤的标志，基因组不稳定性对克隆细胞群体

的快速筛选具有重要意义，这种细胞群体能够克服

癌变进展中的各种不利因素，从而加速癌变。有研

究证明Ｅ７在体内和体外都能够抑制细胞对离子射

线的 正 常 ＤＮＡ损 伤 应 答 反 应［１０］，并 且 促 进 ＤＮＡ
断裂点周围标记细胞ＤＮＡ损伤的γ－Ｈ２ＡＸ灶点的

聚集［１１］，但其下调ＤＮＡ损伤应答反应的调 节 机 制

不甚清楚，并且尚无研究证明Ｅ７参与任何与ＤＮＡ
损伤有关的 内 源 性 酶 活 动［１２］。成 纤 维 细 胞 作 为 基

质细胞的一种，其表达的肝素结合性表皮生长因子

（ＨＢ－ＥＧＦ）已被证实在肿瘤的发生发展中发挥了重

要作 用，能 够 刺 激 细 胞 增 殖 分 化 并 诱 导 细 胞 迁

移［１３ －１４］。本研究利 用 上 皮 内 瘤 变 宫 颈 组 织 与 儿 童

包皮组织原代培养成纤维细胞，探索 ＨＰＶ　Ｅ７应对

ＤＮＡ损 伤 反 应 的 生 物 学 特 性，有 利 于 更 好 地 理 解

ＨＰＶ感染对宫颈上皮细胞的影响，为宫颈上皮内瘤

样病变（ｃｅｒｖｉｃａｌ　ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＣＩＮ）和其

向宫颈癌发展进程的限速或逆转提供理论依据和实

验基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要材料与试剂　２９３Ｔ细胞由四川大学华

西第二医院西部妇幼研究院基因组稳定性实验室提

供，ＤＭＥＭ 培 养 基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎 牛 血 清（ＦＢＳ，

Ｇｉｂｃｏ公司），青 霉 素（１００Ｕ／Ｌ）／链霉素（１００ｍｇ／

Ｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶（Ｅ＋Ｔ，Ｓｉｇｍａ），
胶 原 酶 Ａ （Ｓｉｇｍａ），ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ　２０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，ＲＥＦ３１９８５－０７０），

Ｔｕｒｂｏ（Ｔｈｅｒｍｏ，Ｒ０５３１），Ｅ７重组质粒、ｐＬＶ重组质

粒、聚凝胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）（Ｓｉｇｍａ），体积分数为４％的

多聚 甲 醛（Ｓｉｇｍａ），ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（Ｋｅｙｇｅｎ），兔 抗 人

ｐ５３结合蛋白（５３ＢＰ１，Ｂｅｔｈｙｌ，Ａ３００－２７２Ａ），兔抗人

ＮＢＳ１蛋白（Ｂｅｔｈｙｌ，Ａ３１０－４４８Ａ），兔 抗 人 乳 腺 癌 易

感蛋白１（ＢＲＣＡ１，Ｂｅｔｈｙｌ，Ａ３１０－４７７），兔 抗 人 复 制

因子Ａ蛋 白（ＲＰＡ３２，Ｂｅｔｈｙｌ，Ａ３０４－０８９Ａ），磷 酸 盐

缓冲（ＰＢＳ，海 门），荧 光 素 标 记 山 羊 抗 兔 二 抗ＣＹ３
（Ｓｉｇｍａ），４，６－联 脒－２ 苯 基 吲 哚 （ＤＡＰＩ，Ｖｅｃｔｏｒ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）。

１．１．２　标本采集　宫颈组织取自四川大学华西第

二医院手术切除新鲜标本，经术后病理报告证实为

ＨＰＶ１６阳性的高 级 别 宫 颈 上 皮 内 瘤 变（ＣＩＮⅢ）组

织。包皮组织取自四川大学华西医院小儿外科包皮

环切手术的儿童，经病理报告证实为 ＨＰＶ１６阴性，
儿童家属对治疗及实验均签署知情同意书，实验经

医院医学伦理委员会批准。

１．２　方法

１．２．１　培养原代细胞　将收集的新鲜宫颈组织或

儿童包皮组织置于含有青霉素／链霉素的胎牛血清

中，立即带回实验室处理。在严格灭菌的细胞台用

无菌ＰＢＳ缓冲液清洗１０遍，冲洗掉组织 上 的 血 凝

块，修剪周围脂肪组织等，移入另一直径１０ｃｍ的无

菌培养皿中，将其剪碎至１ｍｍ３ 左右，转移至５０ｍＬ
离心管内，加入０．２ｍｇ／ｍＬ胶原酶Ａ溶液１０ｍＬ吹

打均匀，置于３７℃恒温摇床消化２ｈ，待大块组织分

散 成 絮 状 且 消 化 液 混 浊 时，常 温 离 心１０ｍｉｎ，

４　０００ｒ／ｍｉｎ，弃掉上清液，沉淀部分用无菌ＰＢＳ缓

冲液 重 悬３次，再 用１０％ ＦＢＳ重 悬３次 后，添 加

１０％ＦＢＳ及ＤＭＥＭ 培 养 基，用１ｍＬ移 液 枪 将 其

转移至直径３．５ｃｍ培养皿中，细胞培养箱（体积分

数为５％的ＣＯ２，３７℃）内静置至少７ｄ待悬浮组织

块贴壁后换液，据细胞培养基颜色及细胞生长情况

每隔２～３ｄ换 液，待 细 胞 融 合 至８０％左 右 时，

２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶消化传代。

１．２．２　Ｅ７、ｐＬＶ慢病毒包装　将对数生长期２９３Ｔ
细胞以每皿３×１０６ 的 细 胞 密 度 接 种 于 直 径１０ｃｍ
细胞培养皿中，于３７℃、体积分数为５％的ＣＯ２ 细

胞 培 养 箱 中 培 养 过 夜。 利 用 脂 质 体

（ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ　２０００）将 其 中 的 质 粒 成 分 转 染 至

包装细胞２９３Ｔ中，构建慢病毒载体系统，将９μｇ包

装质 粒 和３μｇ重 组 慢 病 毒 质 粒 加 入 至１．５ｍＬ
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ中，在室温下静置孵育５ｍｉｎ后，将混合

质粒和ｔｕｒｂｏ稀释液混合在一起并充分 混 匀（移 液

枪吹打１５次以上），在室温下静 置 孵 育２０ｍｉｎ后，
吸取３ｍＬ质 粒 脂 质 体 混 合 物 加 入 到 细 胞 培 养 皿

中，再添加７ｍＬ含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养基并

充分混匀，在３７℃、体积分数为５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱中孵育４～６ｈ后，更 换 含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养基，４８ｈ后 收 集 细 胞 上 清，常 温 离 心１０ｍｉｎ，

４　０００ｒ／ｍｉｎ，离心后去除上清，将其分装小管，放置

８３８
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于－８０℃冰箱保存备用。

１．２．３　Ｅ７、ｐＬＶ慢病毒感染 ＨＰＶ－ 原代成纤维细

胞　ＨＰＶ１６阴性的成纤维细胞以每孔１×１０５ 的细

胞密度接种于２４孔板中，置于３７℃孵箱中培养；次
日将１．２．２中 制 备 的 病 毒 液 常 温 下 融 解 后 感 染 细

胞，感染时所用添加了１０％ＦＢＳ及ＤＭＥＭ 的培养

基中预先 加 入 聚 凝 胺（１∶１　０００）提 高 转 染 效 率，

２４ｈ后 去 除 含 慢 病 毒 的 培 养 基，加 入２ｍＬ完 全 培

养基；４８～７２ｈ在 荧 光 倒 置 相 差 显 微 镜 下 观 察Ｅ７
或ｐＬＶ感染后各孔中ＥＧＦＰ细胞阳性率，以确定是

否转染成功。

１．２．４　照 射 Ｘ射 线　传 代 后 细 胞 融 合 至８０％左

右，选取其中细胞生长状况良好的爬片，所有成纤维

细胞（未经慢病毒感染的 ＨＰＶ１６阳性与 ＨＰＶ１６阴

性的细胞，经Ｅ７或ｐＬＶ慢 病 毒 感 染 的 ＨＰＶ１６阴

性细胞）均 分 为 对 照 组 和 实 验 组，对 照 组 不 照 射 Ｘ
射线，实 验 组 置 于 Ｘ射 线 照 射 仪 中 照 射２Ｇｙ或

５Ｇｙ，１～８ｈ后收样，于４℃冰箱内保存。

１．２．５　间接细胞免疫荧光　利用间接细胞免疫荧

光染色 检 测ＤＮＡ损 伤 检 验 点 分 子５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、

ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２灶 点（灶 点 代 表ＤＮＡ双 链 断 裂 及

复制 应 激，数 量 和 大 小 与 ＤＮＡ 双 链 断 裂 数 量 一

致）。照射 Ｘ射 线 后 于 不 同 时 间 点（０ｈ、４ｈ、６ｈ、

８ｈ）分别将 收 集 好 的 细 胞 爬 片 用ＰＢＳ缓 冲 液 洗３
遍，加入０．３ｍＬ／Ｌ　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤（同前），用封闭血清Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍＬ／Ｌ
驴血清，３０ｇ／Ｌ牛血清白蛋白，０．３ｍＬ／Ｌ　ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００，ＰＢＳ稀释）封 闭３０ｍｉｎ，分 别 加 入 兔 抗 人 一 抗

５３ＢＰ１（１∶２　０００），兔抗人一抗ＮＢＳ１（１∶３　０００），兔
抗人一抗ＢＲＣＡ１（１∶１００）或 兔 抗 人 一 抗 ＲＰＡ３２
（１∶１　０００），３７℃恒 温 箱 孵 育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 涤３
次，加入ＣＹ３标记的山羊抗兔荧光标记抗体，３７℃
恒温箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，用ＤＡＰＩ抗淬灭

溶液封片。荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＢＸ５１）观察结果

并拍照。高倍镜下（×１００倍）每例标本计数４次成

纤维 细 胞 内５３ＢＰ１免 疫 荧 光 染 色 灶 点，每 次 观 察

１００个细胞，计算每１００个细胞含有的平均灶点数。

高倍镜下（×１００倍）每例标本计数１００个细胞内阳

性细胞（细胞内分别有明确免疫荧光染色的ＮＢＳ１、

ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２灶点数≥５个 的 细 胞）所 占 的 比 例

（％），计算４次，取平均值。

１．２．６　统计学方法　数据用珚ｘ±ｓ表示。每两组间

比较采用独立样本ｔ检 验，Ｐ＜０．０５表 示 差 异 有 统

计学意义。

２　结果

２．１　细胞原代培养

原代培养的成纤维细胞接种至少７ｄ后倒置显

微镜下观察 可 有 大 量 细 胞 游 出，并 开 始 贴 壁 延 伸，

７～９ｄ时 细 胞 生 长 繁 殖 旺 盛，相 互 融 合 成 片，９～
１３ｄ后长满细 胞 瓶 底，进 行 细 胞 传 代。传 代 后 倒 置

镜下见细胞生长良好，细胞大多呈长梭形，部分呈扁

三角形（图１）。

图１　原代培养的ＨＰＶ１６阴性的小儿包皮组织（Ａ）和ＨＰＶ１６阳 性

的ＣＩＮ组织（Ｂ）

Ｆｉｇ　１　Ｐｒｉｍａｒｙ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃｈｉｌｄｒｅｎ　ｆｏｒｅｓｋｉｎ　ｔｉｓｓｕｅ（ＨＰＶ－）（Ａ）ａｎｄ

ＣＩＮ　ｔｉｓｓｕｅ（ＨＰＶ＋）（Ｂ）

２．２　培养的原代成纤维细胞内源性ＤＮＡ损伤的观

察

２．２．１　ＨＰＶ１６阴性与 ＨＰＶ１６阳性成纤维细胞内

源性ＤＮＡ损伤的观察　如图２、图３所示，０ｈ未经

Ｘ射线照射处理时，ＨＰＶ阳性和 ＨＰＶ阴性细胞均

有５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２的灶点聚集，提示

细胞均存在内源性ＤＮＡ损伤。２Ｇｙ（或５Ｇｙ）射线

照射后６ｈ（或４ｈ），灶点数达高峰，ＨＰＶ阳性细胞

中５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２的灶点相对 ＨＰＶ
阴性细胞增多（Ｐ＜０．０５）。２Ｇｙ（或５Ｇｙ）射线照射

后８ｈ，各 组 灶 点 数 均 明 显 减 少。实 验 结 果 提 示

ＨＰＶ１６阳性 细 胞 对Ｘ射 线 应 激 过 强，未 进 入 正 常

修复程序，可能存在细胞ＤＮＡ损伤修复障碍。

２．２．２　ｐＬＶ与Ｅ７慢病毒感染的ＨＰＶ１６阴性成纤

维细胞中的ＤＮＡ损伤观察　如图４、图５所示，０ｈ
未经Ｘ射线照射处理时，Ｅ７和ｐＬＶ慢病毒感染细

胞中均有５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２的 灶 点 聚

集。２Ｇｙ（或５Ｇｙ）射线照射后６ｈ（或４ｈ），灶点数

达高 峰，Ｅ７ 感 染 细 胞 中 ５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１、

ＲＰＡ３２灶 点 或 阳 性 细 胞 比 例 少 于ｐＬＶ 感 染 细 胞

（Ｐ＜０．０５）。２Ｇｙ（或５Ｇｙ）射线照射后８ｈ，两组灶

９３８
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图２　Ｘ线照射后，ＨＰＶ１６阴性与ＨＰＶ１６阳性细胞内５３ＢＰ１（Ａ）、ＮＢＳ１（Ｂ）、ＢＲＣＡ１（Ｃ）、ＲＰＡ３２（Ｄ）灶点或阳性细胞比例的变化。间接细胞免

疫荧光染色　×１　０００

Ｆｉｇ　２　Ａｆｔｅｒ　Ｘ－ｒａｙ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　５３ＢＰ１（Ａ），ＲＰＡ３２（Ｂ），ＢＲＣＡ１（Ｃ），ＮＢＳ１（Ｄ）ｉｎ　ＨＰＶ１６－ ａｎｄ　ＨＰＶ１６＋ ｃｅｌｌｓ．Ｉｍｍｕｍｏｈｉｓｔｏ－

ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　×１　０００

Ａ：２Ｇｙ；Ｂ－Ｄ：５Ｇｙ

图３　Ｘ线照射后，ｐＬＶ或Ｅ７感染的细胞内５３ＢＰ１（Ａ）、ＮＢＳ１（Ｂ）、ＢＲＣＡ１（Ｃ）、ＲＰＡ３２（Ｄ）灶点或阳性细胞比例的变化。间接细胞免疫荧光染

色　×１　０００

Ｆｉｇ　３　Ａｆｔｅｒ　Ｘ－ｒａｙ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　５３ＢＰ１ （Ａ），ＮＢＳ１（Ｂ），ＢＲＣＡ１ （Ｃ），ＲＰＡ３２ （Ｄ）ｉｎ　ｐＬＶ　ｏｒ　Ｅ７ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｃｅｌｌｓ．

Ｉｍｍｕｍｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　×１　０００

Ａ：２Ｇｙ；Ｂ－Ｄ：５Ｇｙ

点数或阳性细胞比例均明显减少。实验结果显示射

线照射后Ｅ７感 染 的 细 胞 可 能 存 在 应 激 障 碍，细 胞

周期检验点分子不能受到激活进而迅速对ＤＮＡ损

伤点进行定位。

３　讨论

肿瘤的 发 生 发 展 是 一 个 ＤＮＡ 损 伤 的 积 累 过

程，ＤＮＡ损伤包括ＤＮＡ双链断裂，碱基缺失、替换

或插 入 等［１５］。这 些 改 变 能 够 共 同 作 用，在 包 括

ＨＰＶ相关的宫颈癌的许多上皮性肿瘤细胞中造成

遗传学异常［１６］。当 各 种 内 源 或 外 源 性 理 化 有 害 因

素造成ＤＮＡ双 链 断 裂 后，真 核 生 物 通 过 一 系 列 复

杂的信号转导通路激活ＤＮＡ损伤反应启动修复程

序，同源重组修复（ＨＲ）和非同源末端连接（ＮＨＥＪ）

是ＤＮＡ双链断裂的两条重要的修复通路，其中ＨＲ
在真核生物ＤＮＡ修复中占主导地位［１７］。研究证实

ＨＲ修 复 通 路 中，ＭＲＮ 复 合 物（Ｍｒｅ１１，Ｒａｄ５０，

ＮＢＳ１）［１８］能对ＤＮＡ断 裂 末 端 进 行 切 割 加 工，暴 露

出３′单 链ＤＮＡ的 末 端，相 对 分 子 质 量 为３２×１０３

大小的ＲＰＡ３２包 裹 单 链ＤＮＡ中 间 体 保 护 其 稳 定

性从而进行 进 一 步 修 复。ＡＴＭ 与 ＡＴＲ通 路 的 激

活使众多下 游 分 子 发 生 磷 酸 化、泛 素 化 等，通 过 激

０４８
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发、放 大 等 启 动 ＤＮＡ 损 伤 级 联 反 应，磷 酸 化

ＢＲＣＡ１，激 活 ｐ５３ 和 下 游 检 验 点 激 酶 （ｃｈｋ１ 或

ｃｈｋ２），向ＤＮＡ断裂点招募损伤修复蛋白质［１９ －２０］。

５３ＢＰ１促使修 复 途 径 进 入 ＮＨＥＪ，而ＢＲＣＡ１能 够

竞争 性 抑 制５３ＢＰ１的 作 用 使 得 修 复 机 制 进 入 ＨＲ
途径［２１］。ＤＮＡ双链断裂修复途径在此过程中对于

防止肿瘤的发生、发展起着至关重要的作用。ＤＮＡ
双链断裂 修 复 能 够 帮 助 恢 复 ＤＮＡ 序 列 的 正 常 结

构，从而维持复制、转录的准确性，保护遗传信息的

相对稳定性。以上ＤＮＡ损 伤 信 号 分 子 和ＤＮＡ修

复蛋白的失活或抑制都可能造成ＤＮＡ损伤应答失

调，造成ＤＮＡ损伤的累积，增加细胞基因组不稳定

性，促进肿瘤癌变进展。
各种理 化 因 素 均 可 造 成 细 胞ＤＮＡ损 伤，其 中

离子 射 线 造 成 的 ＤＮＡ 双 链 断 裂 作 为 最 严 重 的

ＤＮＡ损伤，能够诱导细胞凋亡。本研究中０ｈ未经

处理细胞 中 均 有５３ＢＰ１、ＲＰＡ３２、ＢＲＣＡ１、ＮＢＳ１的

灶点 聚 集，提 示 细 胞 均 有 内 源 性 ＤＮＡ双 链 断 裂，

ＨＰＶ１６阴性细胞中出现灶点表明其存在某些因素

导致基因组不稳定性，如某些内源性因素包括细胞

代谢过程如脱水、氧化等。经过２Ｇｙ（或５Ｇｙ）射线

照射后６ｈ（或４ｈ），各 细 胞 灶 点 数 达 到 顶 峰，表 明

射线造成的ＤＮＡ双链断裂具有累积效应。ＨＰＶ１６
阳性细胞 中５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１及ＲＰＡ３２灶 点

相对 ＨＰＶ１６阴性 细 胞 明 显 增 多，同 时 部 分 细 胞 还

出现泛核磷 酸 化，提 示 ＨＰＶ１６阳 性 细 胞 对 射 线 有

更高的敏感性，因此对离子射线有强烈的应激反应，
大量灶点的聚集提示其可能存在ＤＮＡ双链断裂修

复障 碍，ＲＩＥＣＫＭＡＮＮ［２２］和 ＫＩＭＰＬＥ 等［２３］证 实

ＨＰＶ阳性的上 皮 性 肿 瘤 存 在ＤＮＡ双 链 断 裂 修 复

的延迟。ｐＬＶ感 染 细 胞 作 为 慢 病 毒 感 染 细 胞 的 阴

性对照，其５３ＢＰ１、ＮＢＳ１、ＢＲＣＡ１、ＲＰＡ３２灶点明显

多于Ｅ７感染细胞，提示Ｅ７感染细胞对射线的敏感

性不如对照组强烈，Ｅ７可能抑制了细胞ＤＮＡ双链

断裂修复反应ＰＡＲＫ等［２４］也有类似观点。说明可

能有其他因 素 参 与 了ＲＰＡ３２在ＤＮＡ双 链 断 裂 修

复反应中的作用。经过２Ｇｙ（或５Ｇｙ）离子射线照

射后８ｈ，各组灶点数均明显减少，细胞已经启动修

复程序，离子 射 线 造 成 的ＤＮＡ双 链 断 裂 减 少。本

实验结果表明Ｅ７抑制了细胞的ＤＮＡ损伤应答，并
且可能还有其他因素参与此过程。

大量研究证实Ｅ７作为 ＨＰＶ的重要致癌基因，
在体内和体 外 均 能 够 影 响 射 线 导 致 的 细 胞 正 常 的

ＤＮＡ损伤反应，因 此 利 用ＣＩＮ的 组 织 原 代 培 养 建

立一个基因 不 稳 定 性 细 胞 模 型 研 究 具 有 重 要 的 意

义［２５］，原代 细 胞 特 性 相 比 细 胞 系 更 加 贴 近 人 体 细

胞。高危型Ｅ７癌蛋白能够结合视网膜母细胞瘤抑

制蛋白（ｐＲＢ）并促其降解，造成Ｅ２Ｆ转录因子的持

续激活，造成凋亡失调，阻止细胞周期停滞，通过中

心体复制错误和其他机制造成基因组不稳定性［１０］。
有研究表明 ＨＰＶ高危型Ｅ６癌 蛋 白 能 与 宿 主 细 胞

蛋白（Ｅ６ＡＰ）形 成 复 合 物，促 进ｐ５３抑 癌 蛋 白 的 降

解。同时，Ｅ６表达细胞因持续Ｓ期阻滞会造成复制

叉的崩塌，ＤＮＡ双链断裂标记物的产生及对紫外杀

伤力的敏感性增加。这些证据提示，Ｅ６与Ｅ７共同

参与细胞ＤＮＡ双链断裂修复反应。近年来大量的

研究和临床试验已经证实ＤＮＡ双链断裂修复是抵

抗癌 症 的 关 键 因 素［２６ －２７］，Ｅ７作 为 ＨＰＶ１６病 毒 持

续高表达的癌 基 因，其 在ＤＮＡ损 伤 应 答 方 面 的 作

用 受 到 广 泛 关 注。表 达 Ｅ７癌 蛋 白 的 细 胞 内 损 伤

ＤＮＡ的持续累积和基因组不稳定性，增加了其癌变

潜能和促进癌变进展。
本研究通过原代培养构建了基因不稳定性细胞

模型，证实了Ｅ７在ＤＮＡ损伤应答过程中的抑制作

用，为进一步针对宫颈癌及癌前病变基因组不稳定

性的预防或治疗手段提供了依据，但Ｅ７在 ＨＰＶ阳

性肿瘤中的完整功能及其抑制ＤＮＡ损伤应答反应

的确切机制仍有待进一步研究。
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