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TUSC3在宫颈癌组织中的表达及其对宫颈癌细胞
上皮间质转化、迁移和侵袭的影响

龙金晶，刘星娅，徐 美

（成都市双流区第一人民医院 妇产科，四川 成都，610200）
摘要：目的 探讨 TUSC3 在宫颈癌组织中的表达及其对宫颈癌细胞上皮间质转化、迁移和侵袭的影响。

方法 采用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测宫颈癌组织中的TUSC3表达水平，分析其表达与宫颈癌临床病理

特征的关系。构建 TUSC3过表达的慢病毒载体（LV11-TUSC3）及对照载体（LV11-NC），选取过表达 TUSC3的

SiHa细胞作为LV11-TUSC3组，感染对照载体的SiHa细胞作为LV11-NC组，未感染慢病毒的SiHa细胞作为Con

组。采用qRT-PCR检测各组细胞中TUSC3的mRNA表达水平，蛋白质免疫印迹法检测TUSC3、E-cadherin、N-

cadherin、GRP78、ATF6的蛋白表达水平，MTT实验检测细胞增殖情况，划痕实验检测细胞迁移能力，Transwell实验

检测细胞侵袭能力。结果 宫颈癌组织中TUSC3 mRNA表达水平显著低于癌旁组织（P<0.05）。TUSC3表达水

平与宫颈癌患者的年龄、肿瘤体积、宫颈浸润深度无关（P>0.05），而与 FIGO 分期、淋巴结转移有关（P<0.05）。与

Con 组和 LV11-NC 组相比较，LV11-TUSC3 组细胞 TUSC3 mRNA 和蛋白表达水平升高，E-cadherin 表达上调，

N-cadherin表达下调，细胞增殖、迁移和侵袭能力降低，内质网应激水平降低，差异均有统计学意义（P<0.05）。结

论 TUSC3在宫颈癌组织中表达下调，上调其表达可抑制人宫颈癌SiHa细胞的增殖、上皮间质转化、迁移和侵袭、

内质网应激。TUSC3可能成为宫颈癌治疗的潜在靶点。
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Abstract: Objective To explore the expression of TUSC3 in cervical cancer tissues and its effects on the epithelial-
mesenchymal transition, migration and invasion of cervical cancer cells. Methods Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
was used to detect the expression level of TUSC3 in cervical cancer tissue, and the relationship between its expression and
clinicopathological characteristics was analyzed. TUSC3 overexpressing lentiviral vector (LV11-TUSC3) and control vector
(LV11-NC) were constructed. SiHa cells overexpressing TUSC3 were selected as the LV11-TUSC3 group, SiHa cells in⁃
fected with the control vector as the LV11-NC group, and those not infected with the lentivirus as the Con group. qRT-PCR
was used to detect the mRNA expression of TUSC3. Western blotting was used to detect the protein expression of TUSC3,
E-cadherin, N-cadherin, GRP78 and ATF6. MTT test was used to detect the proliferation of SiHa cells. Scratch test was
used to detect the migration ability of SiHa cells, and Transwell test was used to detect the invasion ability of SiHa cells.
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Results The expression level of TUSC3 mRNA was lower in cervical cancer tissue than in tumor-adjacent tissue (P<0.05).
The expression level of TUSC3 had no relation with the age, tumor volume and depth of cervical infiltration of patients (P>
0.05), but was related to the FIGO stage and lymph node metastasis of patients (P<0.05). Compared with Con group and
LV11-NC group, the mRNA and protein expressions of TUSC3 in cells of LV11-TUSC3 group were increased, the expres⁃
sion of E-cadherin was up-regulated, the expression of N-cadherin was down-regulated, the cell proliferation, migration
and invasion were reduced, and the level of endoplasmic reticulum stress was decreased (P<0.05). Conclusion The expres⁃
sion of TUSC3 was down-regulated in cervical cancer tissues. Up-regulation of TUSC3 expression can inhibit the prolifera⁃
tion, migration, invasion and endoplasmic reticulum stress of human cervical cancer SiHa cells. TUSC3 may become a po⁃
tential target for cervical cancer treatment.

Keywords: TUSC3; Cervical cancer; Epithelia-mesenchymal transition; Migration; Invasion; Endoplasmic reticulum stress

前言

宫颈癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤之

一，全球每年新增病例约 50万，死亡病例超过 20
万，我国新增病例约占全球的 1/3［1-2］。由于早期诊

断技术的进步和手术策略的改善，近年来，早期和

中期宫颈癌患者的死亡率呈现下降趋势，但晚期宫

颈癌的预后仍然很差，主要与其较高的复发和转移

率有关［3］。因此，了解宫颈癌发生发展的作用机制

对于开发针对性治疗措施非常必要。

肿瘤抑制候选基因 3（tumor suppressor candi⁃
date 3，TUSC3）也被称作M33、N33、MRT7，于 1996
年被发现，位于人类染色体 8p22，可编码含 348个氨

基酸的蛋白，主要表达于内质网与细胞膜上［4-5］。研

究发现，TUSC3基因缺失或突变与精神发育迟滞、

前列腺癌等疾病的发生有关［6-7］。然而，TUSC3基因

与宫颈癌的关系目前尚无报道，本研究拟探讨

TUSC3在宫颈癌组织中的表达及其对宫颈癌细胞

生物学行为的影响。

1 资料与方法

1.1 研究资料

1.1.1 临床资料 收集 2017年 3月至 2019年 12月
期间我院妇产科收治的68例接受宫颈癌根治术患者

的癌组织及癌旁组织标本。所有患者术前均未接受

过放化疗，临床病理资料完整。术中获取的组织标

本立即用液氮冷冻，随后置于-80 ℃冰箱中保存，用

于后续实验。本研究已获本院医学伦理委员会批

准，所有患者均签署知情同意书。

1.1.2 细胞系 3种人宫颈癌细胞HeLa、SiHa、CaS⁃
ki和人正常宫颈细胞Ect1/E6E7均购于中国科学院上

海细胞库，使用含10%胎牛血清的DMEM培养基，置

于37 ℃、5% CO2细胞培养箱中进行培养。

1.1.3 主要试剂 胎牛血清、DMEM培养基、G418
购自美国Gibco公司；TRIzol试剂购自德国QIAGEN
公司；逆转录试剂盒购自美国ABI公司；SYBR pre⁃
mix Ex Taq Ⅱ试剂盒购自日本 TaKaRa公司；RIPA
裂解液、BCA蛋白定量试剂盒、ECL显色液购自上海

碧云天生物技术有限公司；PVDF膜购自美国Milli⁃
pore公司；MTT购自美国 Sigma公司；Transwell小室

购自美国Corning Costar公司；BD Matrigel基质胶购

自美国 BD公司；抗 TUSC3抗体、抗 E-cadherin抗

体、抗 N-cadherin抗体、抗 GRP78抗体、抗 ATF6抗
体购自英国Abcam公司。

1.2 研究方法

1.2.1 TUSC3过表达慢病毒载体的构建及实验分

组 设计合成 TUSC3基因片段，将其克隆重组至慢

病毒质粒 LV11中，构建含目的基因 TUSC3的重组

质粒LV11-TUSC3。上述实验由上海吉玛制药技术

有限公司完成。将重组质粒LV11-TUSC3和空白质

粒 LV11-NC分别与包装质粒共转染至 293T细胞进

行病毒包装，并测定滴度。采用过表达载体（LV11-
TUSC3）和对照载体（LV11-NC）分别转染人宫颈癌

SiHa细胞，通过G418筛选获得稳转细胞，采用实时

荧 光 定 量 PCR（quantitative real-time PCR，qRT-
PCR）和蛋白质免疫印迹法（western blotting，WB）分

别检测 TUSC3 mRNA和蛋白质的表达水平。选取

过表达 TUSC3的 SiHa细胞作为 LV11-TUSC3组，感

染对照载体的 SiHa细胞作为 LV11-NC组，未感染

慢病毒的SiHa细胞作为Con组。

1.2.2 qRT-PCR 检 测 组 织 和 细 胞 中 TUSC3
mRNA表达 采用 TRIzol法提取组织和细胞中的

RNA，逆转录试剂盒将其反转录为 cDNA，然后采用

SYBR premix Ex Taq Ⅱ试剂盒进行 PCR反应。PCR
反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，共
进行 40个循环。TUSC3基因引物序列：上游 5′-
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AGACGGATAATTTGCCTAGTGGG-3′ ，下 游 5′-
AGTGCCATGGTCCAAATCACA-3′；内参 GAPDH的

引物序列：上游 5′-TGGACTCCACGACGTACTCAG-
3′，下游5′-CGGGAAGCTTGTCATCAATGGAA-3′。
1.2.3 WB 检测细胞中 TUSC3、E-cadherin、N-
cadherin、GRP78、ATF6蛋白表达 向收集的细胞

中加入RIPA裂解液充分裂解后，10 000 r·min-1离心

10 min，收集上清液进行BCA蛋白定量。取30 μg蛋
白样品进行 SDS-PAGE电泳，将目的蛋白电转印至

PVDF膜上，室温封闭1 h，加入1∶1 000稀释的一抗，

4 ℃孵育过夜。次日，加入二抗室温孵育 1 h，洗涤

后进行ECL显色，凝胶电泳仪下曝光和拍照。使用

Image J软件进行灰度值定量。

1.2.4 MTT实验检测细胞增殖情况 将各组细胞

以 3×103个/孔接种至 96孔板，分别培养 1、3、5 d后，

避光加入 10 μL MTT试剂，置于培养箱中孵育 4 h，
吸弃培养液，加入 150 μL DMSO溶解结晶物，用酶

联免疫检测仪在 492 nm波长处测定光密度（optical
density，OD）值。

1.2.5 划痕实验检测细胞迁移能力 将各组细胞

接种至 6孔板，培养至融合度 80%，吸弃培养液，PBS
洗涤，用 10 μL枪头沿孔中线划线，加入无血清培养

液继续培养 24 h，分别在划线后 0 h和 24 h时用倒置

显微镜观察和拍照。

1.2.6 Transwell实验检测细胞侵袭能力 将 BD
Matrigel胶置于 4 ℃下融化后，与无血清培养液按照

1∶4的比例混合，取 30 μL加入 Transwell上室，置于

培养箱中过夜。向上室中加入 100 μL密度为 104
个/mL的细胞悬液，向下室中加入 500 μL含 15%胎

牛血清的 DMEM培养液，置于培养箱中培养 48 h。
吸弃下室培养液，PBS洗涤，4%多聚甲醛固定，结晶

紫染色30 min，倒置显微镜下观察和拍照。

1.3 统计学分析

数据处理采用 SPSS 17.0统计软件。计量资料

以均数±标准差（x̄±s）表示，两组间比较采用独立样

本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 LSD检验，以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 TUSC3在宫颈癌组织中的表达 宫颈癌组织

中 TUSC3 mRNA相对表达量为（0.35±0.11），低于癌

旁 组 织 的（1.29±0.14），差 异 具 有 统 计 学 意 义

（t=43.540，P<0.001）（图1）。

2.2 TUSC3表达与宫颈癌患者临床病理特征的

关系 宫颈癌患者癌组织中 TUSC3表达水平与年

龄、肿瘤大小、宫颈浸润深度无关（P>0.05），而与FI⁃
GO分期、淋巴结转移有关（P<0.05）。FIGO分期高、

有淋巴结转移的患者癌组织中 TUSC3表达水平低

于 FIGO分期低、无淋巴结转移的患者，差异具有统

计学意义（P<0.05），（表1）。

2.3 TUSC3在宫颈癌细胞系中的表达 3种人宫

颈癌细胞系中的 TUSC3 mRNA相对表达量［HeLa
（0.53±0.21）、SiHa（0.26±0.12）、CaSki（0.35±0.16）］均

低于人正常宫颈细胞株 Ect1/E6E7（1.00±0.17），差

异具有统计学意义（F=38.480，P<0.001）；3种人宫

图1 TUSC3在宫颈癌组织中的表达水平

Fig. 1 Expression levels of TUSC3 in cervical cancer tissues

表1 TUSC3表达与宫颈癌患者临床病理特征的关系

Tab. 1 Relationship between TUSC3 expression and

clinicopathological characteristics of cervical cancer patients

临床病理特征

年龄

<45岁
≥45岁

肿瘤大小

<4 cm
≥4 cm

FIGO分期

Ⅰb-Ⅱa
Ⅱb-Ⅲa

淋巴结转移

无

有

宫颈浸润深度

<2/3
≥2/3

例数

32
36

31
37

29
39

46
22

31
37

相对表达量

0.37±0.13
0.34±0.10

0.34±0.13
0.36±0.10

0.39±0.11
0.32±0.11

0.38±0.11
0.31±0.12

0.38±0.12
0.33±0.11

t

1.073

0.717

2.595

2.384

1.791

P

0.287

0.476

0.012

0.020

0.078
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颈癌细胞系中的 TUSC3蛋白相对表达量［HeLa
（0.49±0.24）、SiHa（0.23±0.15）、CaSki（0.33±0.16）］亦低

于Ect1/E6E7（1.00±0.22），差异具有统计学意义（F=
30.390，P<0.001）（图2）。

2.4 TUSC3在 SiHa细胞中的表达 选取 TUSC3
相对表达量最低的 SiHa 细胞进行后续研究。

LV11-TUSC3组 TUSC3 mRNA相对表达量（4.25±
0.31）高于 LV11-NC组（0.96±0.18）和 Con组（1.00±
0.15），差异具有统计学意义（F=708.200，P<0.001）。

LV11-TUSC3组TUSC3蛋白相对表达量（4.80±0.53）
高于 LV11-NC组（1.05±0.22）和 Con组（1.00±0.19）
细 胞 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（F=390.100，P<
0.001）（图3）。

2.5 上调 TUSC3表达抑制 SiHa细胞增殖 细胞

培养第3、5 d时，LV11-TUSC3组SiHa细胞的OD值分

别为（0.54±0.10）、（0.72±0.14），均低于Con组［（0.65±
0.09）、（1.03±0.14）］和 LV11-NC 组［（0.68±0.08）、

（0.98±0.16）］，差异具有统计学意义（F=6.653，P=
0.005；F=12.820，P<0.001）（图4）。
2.6 上调 TUSC3表达抑制 SiHa细胞上皮间质转

化 LV11-TUSC3组 SiHa细胞的E-cadherin表达量

（4.63±0.52）高于 Con组（1.00±0.17）和 LV11-NC组

（0.94±0.20），N-cadherin 表达量（0.29±0.15）低于

Con组（1.00±0.18）和 LV11-NC组（1.04±0.22），差异

具有统计学意义（F=394.900，P<0.001；F=51.700，P
<0.001）（图5）。

2.7 上调 TUSC3 表达抑制 SiHa 细胞的迁移和

侵袭 24 h时，LV11-TUSC3组、Con组、LV11-NC
组 SiHa细胞的划痕愈合率分别为（43.22±6.13）%、

（89.60±7.15）%、（86.44±7.90）%，LV11-TUSC3组显

著低于Con组和 LV11-NC组，差异具有统计学意义

（F=133.300，P<0.001）（图 6A、6B）。LV11-TUSC3
组、Con组、LV11-NC组穿过基底膜的 SiHa细胞数

分别为（28.26±5.33）、（55.00±6.08）、（51.38±5.80）
个，LV11-TUSC3组明显少于Con组和LV11-NC组，

差 异 具 有 统 计 学 意 义（F=63.760，P<0.001）（图

6C、6D）。

2.8 上调 TUSC3 表达抑制 SiHa 细胞的内质网

应激 LV11-TUSC3组GRP78、ATF6相对表达量分

别 为（0.35±0.13）、（0.40±0.15），均 低 于 Con 组

［（1.00±0.22）、（1.00±0.19）］和 LV11-NC组［（1.04±
0.23）、（0.98±0.16）］，差异均具有统计学意义（F=
38.080，P<0.001；F=41.380，P<0.001）（图7）。

图2 TUSC3蛋白在各宫颈癌细胞系中的表达

Fig. 2 Expression of TUSC3 protein in cervical cancer cell lines

注：LV11-TUSC3组与 Con组比较，*P<0.05；LV11-TUSC3组与

LV11-NC组比较，#P<0.05。
Note: Comparison between LV11-TUSC3 group and Con group, *P<

0.05; Comparison between LV11-TUSC3 group and LV11-NC group,
#P<0.05.

图4 上调TUSC3表达对SiHa细胞增殖的影响

Fig. 4 Effects of up-regulated TUSC3 expression on
proliferation of SiHa cells

图3 SiHa细胞中TUSC3蛋白相对表达量

Fig. 3 Expression of TUSC3 protein in three groups of SiHa cells

图5 上调TUSC3表达对SiHa细胞上皮间质转化的影响

Fig. 5 Effects of up-regulated TUSC3 expression on epithelial-
mesenchymal transition of SiHa cells
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3 讨论

TUSC3基因含有 349 435个核苷酸，编码的蛋

白质分子量为 39.7 kD，广泛表达于脑、心脏、肝脏等

组织器官。TUSC3蛋白被认为是酵母寡糖基转移

酶（oligosaccharyl transferase，OST）复合物的一个亚

基，参与调节内质网N-糖基化过程，在折叠、稳定等

蛋白质翻译后修饰中发挥重要作用［8］。早期研究发

现，TUSC3基因缺失或突变是常染色体隐性精神发

育迟滞的重要因素；进一步机制研究证实，TUSC3
可通过蛋白磷酸酶 1调节镁离子转运系统，从而影

响学习记忆功能［9］。近年来，TUSC3与人类癌症相

关性的报道逐渐增多。TUSC3在大部分肿瘤组织

中表达下调，包括前列腺癌、肝癌、肾癌等，且与患

者不良预后密切相关，被认为是一种抑癌基因［10-11］。

然而，在部分肿瘤类型中却发现了相反的结果，如

在大肠癌、非小细胞肺癌中，TUSC3表达水平显著

升高［12-13］。迄今为止，TUSC3基因在宫颈癌中的作

用尚无报道，因此，本研究分别从临床组织及体外

细胞两个层面探讨TUSC3与宫颈癌的关系。

本研究首先通过 qRT-PCR检测到宫颈癌组织

中 TUSC3 mRNA表达水平显著低于癌旁组织，并与

宫颈癌患者的 FIGO分期、淋巴结转移有关，提示

TUSC3可能在宫颈癌中发挥抑癌作用。为进一步探

讨 TUSC3对宫颈癌细胞生物学功能的影响，本研究

构建了 TUSC3过表达慢病毒载体，并选取相对表达

量最低的 SiHa细胞作为研究对象，结果显示，上调

TUSC3表达可抑制 SiHa细胞增殖、上调上皮标志物

E-cadherin的表达、下调间质标志物 N-cadherin的
表达、抑制细胞迁移和侵袭，提示TUSC3在宫颈癌细

胞增殖、迁移和侵袭中发挥着重要的调控作用。

关于 TUSC3表达下调在宫颈癌中的病理机制，

我们推测可能与蛋白质糖基化不足导致的内质网

应激相关。内质网N-糖基化过程紊乱在肿瘤发生

发展中发挥重要作用，主要表现为糖基化靶蛋白的

合成受到影响，包括大量免疫调节因子、细胞表皮

生长因子受体及细胞外基质受体等，严重干扰下游

信号转导通路，使正常细胞发生转化或癌细胞失去

控制［14］。此外，TUSC3蛋白表达水平降低可使细胞

注：（A）细胞划痕实验检测SiHa细胞迁移能力；（B）各组划痕愈合率；（C）Transwell实验检测SiHa细胞侵袭能力；（D）各组穿过基底膜细胞

数。LV11-TUSC3组与Con组比较，*P<0.05；LV11-TUSC3组与LV11-NC组比较，#P<0.05。
Note: (A) The migration ability of SiHa cells detected by scratch test; (B) Comparison of healing rates; (C) The invasion ability of SiHa cells detect⁃

ed by Transwell test; (D) Comparison of cells across basement membrane. Comparison between LV11-TUSC3 group and Con group, *P<0.05; Compari⁃
son between LV11-TUSC3 group and LV11-NC group, #P<0.05.

图6 上调TUSC3表达对SiHa细胞迁移和侵袭的影响

Fig. 6 Effects of up-regulated TUSC3 expression on migration and invasion of SiHa cells

图7 上调TUSC3表达对SiHa细胞内质网应激的影响

Fig. 7 Effects of up-regulated TUSC3 expression on endoplas⁃
mic reticulum stress in SiHa cells
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无法释放未折叠蛋白质，堆积于内质网中，导致内

质网应激长期存在，进而通过细胞凋亡、自噬等途

径影响癌细胞的生物学功能［15-16］。本研究结果显

示，上调 TUSC3表达可抑制内质网应激标志蛋白

GRP78 和 ATF6 表达，表明内质网应激可能是

TUSC3蛋白介导宫颈癌生物学行为的机制。

本研究还有一些科学问题尚待进一步解决和完

善：（1）导致 TUSC3表达下调的上游机制仍不清楚，

且在不同类型癌细胞中的调节机制不同。例如，在

前列腺癌中，TUSC3基因的纯合或杂合缺失是关键

原因，但在卵巢癌中，其主要机制是TUSC3启动子区

域的高度甲基化［17-18］。（2）本研究仅开展了体外细胞

学实验，结论尚缺乏动物实验数据支持，未来需要构

建移植瘤裸鼠模型，进一步验证本研究结论。

综上所述，本研究通过检测 TUSC3 mRNA在宫

颈癌及癌旁组织中的表达，并分析其表达水平与临

床病理特征的关系，证实 TUSC3在宫颈癌组织中表

达异常降低，与 FIGO分期、淋巴结转移有关。更为

重要的是，通过构建 TUSC3过表达慢病毒载体并转

染宫颈癌细胞，发现上调 TUSC3表达可抑制人宫颈

癌 SiHa细胞的增殖、上皮间质转化、迁移和侵袭、内

质网应激。本研究结果提示，TUSC3在宫颈癌发生

发展中发挥抑制效应，可能成为宫颈癌治疗的潜在

靶点。
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