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eIF3A和 eIF4E协同调控子宫颈癌细胞的增殖与凋亡 *

热汗古丽·库尔班 潘 静 吐松古·艾买尔 阿娜尔古丽 玛依拉 薄晓莉△
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摘要 目的：探讨 eIF3A和 eIF4E协同调控子宫颈癌细胞增殖与凋亡的相关机制。方法：选择对数生长期的人子宫颈癌细胞系

HeLa、SiHa和正常宫颈上皮细胞 HcerEpic，分别采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Western blot检测 eIF 3A和 eIF4E mRNA

以及蛋白表达量。然后构建 eIF 3A和 eIF4E表达沉默的慢病毒载体，转染 SiHa细胞后 qRT-PCR和Western blot筛选稳定表达

株。最后将 SiHa细胞分为 4组，即空白对照组、eIF 3A沉默组、eIF 4E沉默组和 eIF 3A+eIF4E沉默组，连续培养 48 h后 CCK8实

验检测细胞增殖率，流式细胞术检测细胞凋亡率，Western blot检测 Ki-67和 cleaved-Caspase-3蛋白表达量。结果：① 与正常宫颈

细胞相比，HeLa和 SiHa中 eIF 3A、eIF4E mRNA以及蛋白表达量均显著升高（P＜0.05）。② 与对照组相比，eIF 3A沉默组 eIF 3A

mRNA和蛋白表达量显著降低；eIF 4E沉默组 eIF 4EmRNA和蛋白表达量显著降低；eIF 3A+eIF4E沉默组 eIF 3A和 eIF4E mR-

NA及蛋白表达量均显著降低（P＜0.05）。③ 与对照组相比，eIF 3A沉默组、eIF 4E沉默组及 eIF 3A+eIF4E沉默组细胞增殖率和

Ki-67蛋白表达量下降，细胞凋亡率和 cleaved-Caspase-3蛋白表达量升高，且 eIF 3A+eIF4E沉默组细胞幅度最大（P＜0.05）。结

论：子宫颈癌中 eIF 3A和 eIF4E可能协同发挥调控细胞增殖与凋亡的生物学功能。
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eIF3A and eIF4E Synergistically Regulate Proliferation and Apoptosis of

Cervical Cancer Cells*

To investigate the synergistic regulation of cervical cancer cell proliferation and apoptosis by eIF3A and

eIF4E. Firstly, human cervical cancer cell lines HeLa, SiHa and normal cervical epithelial cell HcerEpic with logarithmic

growth phase were selected. Real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) and Western blot were used to detect eIF 3A, eIF4E

mRNA and protein expression levels, respectively. Then lentiviral vectors for silent expression of eIF 3A and eIF4E were constructed and

transfected SiHa cell, stable expression strains were screened using qRT-PCR and Western blot. Finally, SiHa cells were divided into four

groups, namely the control group, eIF 3A low-expression group, eIF 4E low-expression group, and eIF 3A+eIF4E low-expression group.

After continuous cultivation for 48 hours, cell proliferation rate was measured using CCK8 assay, cell apoptosis rate was measured using

flow cytometry, and the expression levels of Ki-67 and cleared-Caspase-3 proteins were detected using Western blot. ① Com-

pared with normal cervical cells, the expression levels of eIF 3A, eIF4E mRNA and protein in HeLa and SiHa were significantly higher

(P<0.05). ② Compared with the control group, the eIF 3A low-expression group significantly reduced the expression of eIF 3A mRNA

and protein; the expression levels of eIF 4E mRNA and protein were significantly less in the eIF 4E low-expression group; the expression

levels of eIF 3A, eIF4E mRNA and protein were both significantly lower in the eIF 3A+eIF4E low-expression group (P<0.05). ③ Com-

pared with the control group, the eIF 3A low-expression group, eIF 4E low-expression group and the eIF 3A+eIF4E low-expression

group showed decrease of cell proliferation rate, increase of cell apoptosis rate, less of Ki-67 protein expression, and higher of

cleared-Casase-3 protein expression (P<0.05). eIF 3A and eIF4E may synergistically exert biological functions in regulating

cell proliferation and apoptosis of cervical cancer.
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前言

子宫颈癌是妇科的常见恶性肿瘤，早期恶性程度高，临床

预后差，随着我国人口老龄化的加剧，发病率也逐年升高。研究

证实[1]，子宫颈癌的发生和发展往往与多因素共同参与、多步

骤、长时间作用的结果，在此过程中基因突变、转录、翻译异常

等发挥着十分重要的作用。蛋白翻译作为蛋白合成的最后一

步，也是基因表达的一个关键步骤，对于蛋白质的表达及功能

实现具有重要的意义。研究发现[2]，作为蛋白翻译（包括起始、延

伸、终止以及核糖体回收等过程）的第一步，翻译起始阶段需要

受到多种因子的调节。因此，蛋白翻译起始过程受到了众多研

究者的广泛关注。真核翻译起始因子（eukaryotic translation

factors, eIFs）是起始阶段最重要的调控因子，多种类型的恶性

肿瘤中多种 eIFs可高表达，其中 eIF3A和 eIF4E的研究最为深

入和广泛，在多种疾病中发挥作用[3]。最近有研究发现，eIF3A

和 eIF4E在宫颈癌组织中高表达，与肿瘤恶性临床病理特征有

关[3-6]，但是，eIF 3A和 eIF4E与子宫颈癌的确切关系及其分子

机制还不是很清楚。此外，eIF 3A与 eIF4E之间如何调控宫颈

癌进展的？这些问题尚不清楚。基于此，本研究旨在探讨 eIF3A

和 eIF4E是否可以协同发挥调控子宫颈癌细胞的增殖与凋亡

活性的作用，为宫颈癌的干预提供分子。

1 材料与方法

1.1 细胞来源及培养

首先选择对数生长期的人子宫颈癌细胞系 HeLa、SiHa和

正常宫颈上皮细胞 HcerEpic，均购自上海中科院细胞库，细胞

复苏后使用 10%胎牛血清 +1%青链霉素的 1640培养基（中国

赛默飞世尔科技有限公司）进行培养，置于 37℃ 5%CO2的培

养箱中，隔天换液，待细胞体积达到 85%后胰酶消化，终止培

养，分装后保存。连续培养 48 h后，分别采用实时荧光定量PCR

（qRT-PCR）和 Western blot检测各组细胞中 eIF 3A和 eIF4E

mRNA以及蛋白表达量。

1.2 慢病毒转染

然后构建 eIF 3A和 eIF4E沉默表达的慢病毒载体，质粒序

列 分 别 为 5'-ACCTGTGCGATGC-3' 和 5'-TGCGTGACA-

CATG-3'（由合元生物技术股份有限公司设计合成），根据脂质

体 LipofectamineTM2000 转染试剂盒（日本 TaKaRa 公司）说明

书步骤，依次转染 SiHa细胞。连续培养 48 h后，采用 qRT-PCR

和Western blot筛选稳定表达株进行下一步实验。

1.3 细胞分组

最后将 SiHa细胞分为 4组，即对照组、eIF 3A沉默组、eIF

4E沉默组和 eIF 3A+eIF4E沉默组，连续培养 48 h。采用 CCK8

实验检测细胞增殖率，流式细胞术检测细胞凋亡率，Western

blot检测 Ki-67和 cleaved-Caspase-3蛋白表达量。

1.4 检测方法

1.4.1 qRT-PCR检测 eIF 3A和 eIF4E mRNA 各组反应结束

后加入胰酶消化，1000 r/min 离心 5 min，去上清，加入 TRIzol

试剂 1 mL提取总 RNA，上机检测 RNA浓度和纯度，使用

TaqMan誖 miRNA试剂盒（日本 TaKaRa公司）进行逆转录合成

cDNA，然后进行 PCR 扩增，反应体系：SYBR誖 Premix Ex

TaqTM（2× ）12.5 滋L+上下游引物 10 滋M 各 1 滋L+DEPC 水
11.5 滋L，总体积 25 滋L。循环条件为 95℃预变性 10 min，然后

95℃变性 15 s、60℃退火 60 s、68℃延伸 30 s，共 40 个循环，

75℃构建溶解曲线。2-△ △ Ct法计算目标引物 mRNA的相对表达

量。结果重复 3次，选取 U6作为内参。引物序列：eIF 3A（F）

5'-CCAAATCCCAGGCA-3'，（R）5'-AAGCGACAACCCA-3'；eIF

4E （F）5'-ATGGTGGGAATGG-3'，（R）5'-TCTCCATGTCAGC-

CA-3'；U6（F）5'-TGCGCGACATGCGC-3'，（R）5'-GCGCGTGT-

GCGACG-3'。

1.4.2 Western blot 检测 eIF 3A、eIF4E、Ki-67 和 cleaved-Cas-

pase-3蛋白 各组反应结束后去除培养基，加入裂解液，离心

后取上层液体 10 滋L待测。配制 3%胶、点样、SDS-PAGE电泳

2 h，转膜、切膜、5 %脱脂奶粉封闭 1 h；加入鼠抗人 eIF 3A、

eIF4E、Ki-67 和 cleaved-Caspase-3 及 茁-actin（稀释浓度均为
1:1000，上海碧云天生物技术有限公司）单克隆抗体 4℃孵育过

夜，洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠二抗（1:1000）

37℃孵育 1h。Bio-Rad成像仪曝光成像，Photoshop 8.0测定光

密度。所有实验均重复 3 次。结果以目的蛋白与内参蛋白

茁-actin电泳条带的灰度值比值进行表示。
1.4.3 CCK8实验检测细胞增殖率 将 5× 103个 /孔接种于

96孔板，48 h后加入 100 滋L CCK-8溶液，37℃孵育 4 h，吸取

培养基，加入 200 滋L二甲基亚砜，孵育 10 min，酶标仪检测

490 nm波长处的光密度(OD)值。

1.4.4 流式细胞术检测细胞凋亡率 反应结束后 PBS清洗 2

次，参照凋亡试剂盒（美国 Invitrogen公司）说明书操作，加入

500 滋L 预冷 1× 结合缓冲液混合细胞，加入 10 滋L Annexin

Ⅴ-FITC，室温暗处孵育 10 min，加入 5 滋L PI混匀染色，立即上

机检测。

1.5 统计学方法

采用 SPSS20.0统计软件对计量资料（均数± 标准差）组间

比较采用单因素 NOVA分析，两两比较采用 LSD-t法检验，

Graph Prism 8软件绘制图片。以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞 eIF 3A、eIF4E mRNA和蛋白表达

与正常宫颈细胞相比，HeLa和 SiHa中 eIF 3A、eIF4E mR-

NA以及蛋白表达量均显著升高（P＜0.05）；与 HeLa相比，SiHa

中 eIF 3A、eIF4EmRNA以及蛋白表达量升高（P＜0.05）；见图1。

2.2 细胞转染后 eIF 3A、eIF4E mRNA和蛋白表达

与对照组相比，eIF 3A沉默组 eIF 3A mRNA和蛋白表达

量显著降低；eIF 4E沉默组 eIF 4EmRNA和蛋白表达量显著降

低；eIF 3A+eIF4E沉默组 eIF 3A 和 eIF4E mRNA 及蛋白表达

量均显著降低（P＜0.05），见图 2。

2.3 细胞增殖率

与对照组相比，eIF 3A沉默组和 eIF 4E沉默组细胞增殖率

下降，eIF 3A+eIF4E沉默组细胞增殖率最低（P＜0.05），见图 3。

2.4 细胞凋亡率

与对照组相比，eIF 3A沉默组和 eIF 4E沉默组细胞凋亡率

升高，eIF 3A+eIF4E沉默组细胞凋亡率最高（P＜0.05），见图 4。
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图 1 三种细胞 eIF 3A、eIF4E mRNA和蛋白表达量的比较

A，qRT-PCR结果；B，Western blot典型图像及统计学结果；a，与 HcerEpic细胞比较，P＜0.001；b，与 HeLa细胞比较，P＜0.05。

Fig.1 Comparison of eIF 3A and eIF4E mRNA and protein levels in cells

Note: A: qRT PCR results; B: Western blot typical images and statistical results. aP<0.001, compared to HcerEpic cells; bP<0.05, compared to HeLa cells.

图 2 细胞转染后 eIF 3A、eIF4E mRNA和蛋白表达量的比较

Fig.2 Comparison of mRNA and protein levels of eIF 3A and eIF4E after cell transfection.

Note: A: The results of qRT PCR; B: Western blot typical images and statistical results. a P<0.001, compared to the control group; b P<0.001, compared
to the eIF 3A silencing group; c P<0.001, compared to the eIF 4E silencing group.

图 3 各组细胞增殖率的比较

Fig.3 Comparison of cell proliferation rates.

Note: aP<0.001, compared to the control group; bP<0.05, compared to the
eIF 3A silencing group; cP<0.05, compared to the eIF 4E silencing group.

2.5 细胞 Ki-67和 cleaved-Caspase-3蛋白表达

与对照组相比，eIF 3A沉默组和 eIF 4E沉默组 Ki-67蛋白

表达量下降，cleaved-Caspase-3蛋白表达量升高；eIF 3A+eIF4E

沉默组 Ki-67蛋白表达量最小，cleaved-Caspase-3蛋白表达量

最大（P＜0.05），见图 5。

3 讨论

蛋白质作为细胞的功能单位，其表达水平可反映细胞的当

前状态；而蛋白质的翻译受到 RNA控制[7,8]。因此，从蛋白质水

平研究子宫颈癌对于疾病的早期预警、合理干预具有非常重

要的意义。真核生物细胞中 mRNA 的翻译与真核起始因子

（eukaryotic initiation fac tor, eIF）密切有关[9,10]。研究发现，起始

因子 eIF3的亚基 eIF3A参与了 mRNA翻译的调控过程[11,12]。并

且 eIF3A在很多肿瘤组织中差异表达，参与调控肿瘤各种生物学

活动[13-15]。elF4E位于 20号染色体，其编码的多肽分布于胞浆及

细胞核[16]。eIF4E可识别mRNA启动子帽状结构，启动复合体[17]。

本研究显示，与正常宫颈细胞相比，宫颈癌细胞系 HeLa和

SiHa中 eIF 3A、eIF4E mRNA以及蛋白表达量均显著升高，提

示eIF 3A和 eIF4E可能与子宫颈癌有关。Zhong Y等[18]研究发

现，eIF 3D的过表达通过抑制 GRP78的降解并激活 FAK，进而

诱导宫颈干细胞样特性和转移来促进子宫颈癌的发生及进展。

Zhu P等[19]研究指出，宫颈鳞癌患者肿瘤组织中 EIF3B高表达，

并与 FIGO分期、淋巴结转移和不良生存状况密切相关。Zhu Y

等[20]指出，eIF4E在肿瘤细胞中能够被应激反应激活，主要通过

癌细胞而非正常细胞中MAP激酶相互作用的丝氨酸 /苏氨酸

激酶（MNK）进行调节。尾孢素酰胺通过抑制MNK优先抑制

宫颈癌细胞中 eIF4E表达活性，继而克服化疗的耐药性产生。

吴科等[21]研究证实，子宫内膜样腺癌组织中 eIF3A高表达参与

了肿瘤的发生及进展，可能对肿瘤细胞的增殖与凋亡有一定的

调控作用，其表达水平与 K-ras基因突变有关，并可作为预测患

者临床预后的重要指标。研究发现[22,23]，eIF 3A和 eIF4E高表达

能够导致宫颈癌细胞中 m6A甲基化程度增加，糖酵解关键分

子 ENO1的蛋白翻译过程从依赖于 eIF 4E的帽扫描翻译过程

转变为主要依赖于 eIF 3A的非帽子翻译过程。结合国内外研

究结果及本研究结果，我们推测 eIF 3A和 eIF4E在宫颈癌的发

生过程中均扮演重要的角色。

本研究进一步通过构建了 eIF 3A和 eIF4E 沉默载体并进

行转染宫颈癌细胞后发现，与对照组相比，eIF 3A沉默组 eIF

3A mRNA和蛋白表达量显著降低，但 eIF 4EmRNA和蛋白表
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达量降低不明显；eIF 4E沉默组 eIF 4EmRNA和蛋白表达量显

著降低，但 eIF 3A mRNA 和蛋白表达量下降不明显；eIF

3A+eIF4E 沉默组 eIF 3A和 eIF4E mRNA及蛋白表达量均显

著降低，提示 eIF3A和 eIF4E的蛋白翻译过程可能相互独立[24,25]。

eIF与细胞周期密切相关，而细胞周期与细胞凋亡等有关，

因此，课题组进一步探索了 eIF 3A、eIF 4与凋亡的关系，结果

显示，与对照组相比，eIF 3A沉默组和 eIF 4E沉默组细胞增殖

率下降，细胞凋亡率升高，Ki-67蛋白表达量下降，cleaved-Cas-

pase-3蛋白表达量升高。进一步研究结果显示，eIF 3A+eIF4E

沉默组细胞增殖率最低，凋亡率最高，Ki-67蛋白表达量最小，

cleaved-Caspase-3蛋白表达量最大，说明 eIF 3A和 eIF4E对宫

颈癌细胞的增殖与凋亡活性影响是协同作用[26,27]。多项研究表

明，eIF 3A和 eIF4E可通过多种通路调控肿瘤细胞凋亡[28-30]，这

与本次研究结果基本一致。

本研究不仅探讨了 eIF 3A和 eIF4E与宫颈癌细胞生物学

活性之间的关系，同时还创新性的发现两者在自身翻译过程中

表现出一定的独立性，但是对调节宫颈癌细胞恶性行为能力方

面却又表现出协同作用，对指导下一步的分子机制探索以及临

床针对性治疗提供了极为重要的理论依据。

综上所述，子宫颈癌中 eIF 3A和 eIF4E可能协同发挥调控

细胞增殖与凋亡的生物学功能。
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