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[摘 要] 目的:探讨HOPX基因在宫颈癌组织和血清中的表达水平及其对宫颈癌HeLa细胞的作用及其机制，并分析其与肿瘤

标志物CEA和CA125表达的相关性。方法：选取2015 年 6 月至 2017 年12月天津市滨海人民医院和武清区人民医院50例宫颈

癌患者癌组织、癌旁组织和外周血清样本，同时取50例正常人的血清样本。qRT-PCR检测宫颈癌组织和血清中HOPX的表达水

平，免疫组化染色检测宫颈癌患者血清中HOPX 蛋白的表达，通过NCBI-GEO和TCGA数据库收集宫颈癌癌组织标本和患者预

后的相关数据，分析HOPX基因在宫颈癌组织中的表达水平及其与患者预后的相关性。过表达的HOPX和对照的质粒转染HeLa

细胞后，MTT和克隆形成实验检测转染的HeLa细胞的增殖能力，Transwell实验检测HeLa 细胞迁移和侵袭能力，Western blotting

检测其EMT相关蛋白的表达。结果：标本检测和数据库分析均显示，HOPX mRNA和蛋白在宫颈癌肿瘤组织及血清中均低表

达，且与患者生存期呈正相关(r=0.736，P<0.05)；HOPX在组织及血清中表达与CEA和CA125的表达显著负相关（r=-0.678,P<

0.05 ）。过表达HOPX抑制HeLa细胞增殖、迁移和侵袭能力，而且能够促进HeLa细胞中ETM相关的E-cadherin的表达、抑制Vi-

mentin和 ICAM1的表达（均P<0.05或P<0.01）。结论：HOPX基因在宫颈癌组织及血清中相对低表达，且与CEA和CA125水平

呈负相关，与患者的生存期呈正相关。HOPX结合肿瘤标志物CEA/ CA125联合检测可提高宫颈癌患者的早期诊断率，也为宫颈

癌的精准治疗提供一个新的思路。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of HOPX gene in cervical cancer tissues and blood serum as well as its effect on

cervical cancer HeLa cells, and to analyze its correlation to tumor maker CEA and CA125. Methods: 50 pairs of cervical cancer tissues

and para-cancerous tissues as well as the peripheral blood samples from patients with cervical cancer, who were treated at Tianjin Bin-

hai People’s Hospital and Tianjin Wuqing People’s Hospital from June 2015 to December 2017, were collected for this study; in addi-

tion, 50 samples of blood serum from healthy people were used as control. Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) and immumohisto-

chemical staining (IHC) were used to detect mRNA and protein expressions of HOPX in tissue and serum samples, NCBI-GEO data

base and TCGA data base were used to collect the information on HOPX gene and patients’prognosis, and the correlation between

HOPX expression and patients’prognosis was analyzed. Vectors over-expressing HOPX or control vectors were transfected into HeLa

cells; MTT assay and colony formation assay were used to examine the proliferation ability of HeLa cells, Tranwell assay was used to

detect the migration and invasion of HeLa cells, and Western blotting was used to detect the expression of EMT-related proteins. Re-

sults: Both sample examination and data base information showed that the expression level of HOPX was down-regulated in tissue and
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serum samples of cervical cancer patients and was positively related with the survival of patients (r=0.736，P<0.05); while it’s expres-

sion was negatively related to the level of CEA and CA125 in cervical cancer tissues and serum (r=-0.678, P<0.05). HOPX over-expres-

sion inhibited cell proliferation, migration and invasion, promoted the expression of E-cadherin but inhibited the expression of Vimentin

and ICAM1 (all P<0.05 or P<0.001). Conclusion: HOPX is low expressed in cervical cancer tissues and blood samples, and negatively

correlated with CEA and CA125, but positively correlated with the survival of patients. Thus, combination of HOPX and CEA/CA125

may improve the early diagnosis rate of cervical cancer and provide a new strategy for precision treatment of cervical cancer in future.

[Key words] HOPX; cervical cancer; HeLa cell; CEA; CA125; precision medicine

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(12): 1276-1281. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.12.011]

宫颈癌是全球女性中最为恶性的肿瘤类型之

一[1]。有研究[2]显示，宫颈癌每年新发病例约527 600

人，是发展中国家女性癌症相关死亡的主要原因之

一。尽管在放疗、化疗和手术治疗宫颈癌方面取得

了进展，但 III期和 IV期宫颈癌患者的 5年生存率仍

然低于40%[3]。因此，探索宫颈癌发生和发展的分子

机制并确定潜在的精准靶向治疗策略是当务之急。

NCBI-GEO 和 TCGA 数据库分析结果显示，HOPX

（HOP hmeobox）基因又被称为 HOD、HOP、OB1、

LAGY、TOTO、CAMEO、NECC1和 SMAP31，定位在 4

号染色体负链GRCh37的位置，能够编码蛋白质，其

功能与DNA靶定、蛋白复合体加工、细胞分化等信号

通路相关。HOPX在很多肿瘤组织中低表达，包括鼻

咽癌[4]、头颈癌[5]、乳腺癌[6]、肺癌[7]和结直肠癌[8]，起着

抑制肿瘤的作用。但是，目前国内外还没有有关

HOPX基因在宫颈癌中作用的研究报道。因此，本研

究主要探讨HOPX在宫颈癌组织及血清中的表达水

平及其对宫颈癌细胞的作用机制，并分析其与肿瘤

标志物CEA和CA125的相关性，旨在为宫颈癌的诊

断和治疗提供新的参考依据。

1 资料和方法

1.1 临床资料标本来源

选取 2015年 6月至 2017年 12月天津市滨海人

民医院和武清区人民医院50例子宫切除术或宫颈锥

切术宫颈癌患者癌组织、癌旁组织和外周血清样本，

同时取50例正常志愿者的血清样本。50例宫颈癌患

者中，年龄22～65岁，平均（47.6±5.9）岁；CIN Ⅰ期18

例、Ⅱ期 20例、Ⅲ期 12例。所用样本均经组织病理

学检查确诊。所有患者术前未进行放疗、化疗及生

物治疗。本次研究获得患者及其家属的知情同意，

并报知医院伦理委员会批准。

1.2 细胞株及主要试剂

HeLa 细胞购自天津中原公司（ATCC 一级代理

商），HOPX、E-cadherin、ICAM1、Vimentin和GAPDH

蛋白抗体购自 Abcam 公司，即用型 PV6000 试剂及

DBA显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公

司。转染质粒pcDNA3和过表达HPOX质粒pHOPX

购自山东维真生物科技有限公司，TRIzol试剂购自

Sigma公司，逆转录试剂盒及定量PCR相关缓冲液购

自南京诺唯赞公司，ELISA试剂盒购自南京建成生物

工程研究所，PCR引物购自上海吉玛公司，MTT试剂

购自天津鼎国生物技术公司，RPMI 1640培养基购自

Life公司，胎牛血清购自Gibco公司，Transwell小室

购自天津密理博分公司，流式细胞周期试剂盒购自

苏州凯基生物技术公司。

1.3 免疫组化染色检测宫颈癌组织中HOPX的表达

对所选取的石蜡标本连续切片，厚度为4 µm，采

用 PV-6000二步法进行免疫组织化学染色，DAB显

色，所有的操作步骤按试剂盒说明书进行。HOPX蛋

白免疫组化阳性主要表达于细胞质，以胞浆出现棕

黄色颗粒为阳性细胞，其阳性结果判定标准，计算 5

个高倍视野中阳性细胞所占的比例。-：阳性细胞<

5%；+：5%≤阳性细胞<30%；􀳥：30%≤阳性细胞<60%；

􀳦：60%≤阳性细胞。本研究将+、􀳥、􀳦合并为阳性，

以简化数据处理。

1.4 qRT-PCR检测宫颈癌组织和血清中HOPX的表

达水平

样本组织及血清的RNA均采用TRIzol法进行提

取，然后按照说明书使用逆转录试剂盒进行逆转录

反应,然后进行 qRT-PCR实验，PCR反应条件: 94 ℃

条件下，预变性 5 min，后进行 35 次循环(循环条件

为 94 ℃、30 s，58 ℃、30 s，72 ℃、30 s)，在 72 ℃的条

件下延伸10 min，最后4 ℃冷却。所用qRT-PCR引物

序列见表1。实验重复3次。

1.5 ELISA实验检测宫颈癌患者血清中HOPX蛋白

表达水平

ELISA实验严格按照说明书进行操作。检测程

序:准备试剂与样本,配制标准品液，加样，将反应板

充分混匀后 37 ℃置 30 min后，用洗涤液将反应板充

分洗涤3次，在滤纸上印干;加入抗体，将反应板充分

混匀后 37 ℃置 30 min，洗板；加酶标抗体工作液，将

反应板37 ℃置15 min，洗板，加底物工作液，置37 ℃

暗处反应 20 min，加终止液混匀，20 min内用酶标仪

在 450 nm处测光密度（D）值,以标准品为横坐标，D

值为纵坐标，使用软件作图，画出标准曲线；再根据
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样品D值计算出测试HOPX因子的含量。

表1 qRT-PCR引物序列

Tab. 1 Sequence of qRT-PCR primers

Gene

HOPX

GAPDH

Sequence primer（5’-3’）

F: CAGATCCGTCACAGACTAAG

R: GACTCAAAGGGAAATGCT

F: TCTGACTTCAACAGCGACAC

R: GGTCTACATGGCAACTGTGA

1.6 MTT法检测宫颈癌HeLa细胞增殖活性

取接种有 HeLa 细胞的 96 孔细胞培养板，转染

HOPX的过表达质粒及对照质粒，6 h后换正常培养

液，37 ℃正常培养。每孔加入MTT溶液10 µl（5 mg/

ml），37 ℃孵育 4 h后，每孔再加 100 µl DMSO，振荡

10 min，用酶联免疫检测仪读取每孔 570 nm光密度

（D）值。绘制细胞生长曲线，检测 HOPX诱导细胞增

殖的活性。实验重复3次。

1.7 克隆形成实验检测HeLa细胞集落形成能力

在接种有HeLa细胞的 12孔板中，转染 pcDNA3

和 HOPX 过表达质粒 24 h 后，用 0.05% 胰酶消化细

胞，用移液器将细胞吹打称单个细胞，重悬细胞并计

数，以适当的细胞密度接种于培养皿中，每孔种细胞

300个，使细胞均匀分布于板底，放入培养箱中连续

培养，每 3 d更换 1次培养液。待两周左右至肉眼可

见集落时，弃去原培养液，PBS洗涤 1次后加 10%甲

醛固定 30 min，PBS洗 3次后用结晶紫染色 10 min，

PBS 洗净后晾干，拍照。实验重复3次。

1.8 Transwell实验检测HeLa细胞迁移和侵袭能力

HOPX 过表达质粒及对照质粒转染 HeLa 细胞

24 h后，0.05%的胰酶消化细胞于无血清培养基。重

悬细胞后计数板计数，将含有 6×105/ml HeLa细胞的

200 µl细胞悬液加入铺有基质胶（迁移实验不加基质

胶）的Transwell小室的上室中，下室中加入500 µl含

20% 胎牛血清的培养基，每组设置 3 个复孔，于

37 ℃、5% CO2条件下培养 48 h。取出 Transwell 小

室，用棉签擦掉基质胶及上室未穿膜的HeLa细胞，甲

醇固定 30 min，用 0.1%结晶紫染色 20 min。用显微

镜随机选取 5个视野计数穿膜细胞数目，取均值作

图。实验重复3次。

1.9 流式细胞术实验检测HeLa细胞周期

转染过表达HOPX及其对照载体的HeLa细胞，

正常培养 24 h，经胰酶消化后，用 300 µl PBS缓冲液

悬浮。2 000×g离心3 min，然后按照周期试剂盒实验

步骤进行操作，然后上机进行测试。实验重复3次。

1.10 Western blotting检测HeLa细胞EMT相关蛋白

的表达水平

转染过表达HOPX及其对照载体的HeLa细胞，

正常培养48 h，500 µl PBS缓冲液清洗后，用RIPA（购

自碧云天公司）裂解液裂解细胞。裂解后的细胞加

loading煮沸，按照实验步骤进行Western blotting实验

检测E-cadherin、ICAM-1、Vimentin蛋白水平的变化。

曝片后，进行拍照。GraphPad作图并分析数据。实

验重复3次。

1.11 统计学处理

采用 SPSS18.0 统计学软件，计量资料以 x̄±s 表

示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析及SNK-q检验，相关性分析采用Pearson相

关进行验证，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 宫颈癌组织中低表达的HOPX基因与患者的预

后相关

qRT-PCR检测结果（图1A）显示，宫颈癌癌组织

中 HOPX mRNA 的表达水平明显低于癌旁组织

（P<0.05）。NCBI-GEO（GDS3233）数据库分析结果

（图 1B）显示，HOPX基因测序水平在宫颈癌癌组织

及宫颈癌细胞系（C4 - I、CasKi、C33A、HT-3、SiHa、

SW756、MS751、ME180、HeLa）内 呈 现 低丰度。

TCGA 数据库分析结果（图 1C）显示，HOPX mRNA

水平在宫颈癌癌组织内低表达（P<0.05）。TCGA数

据库的生存曲线分析结果（图 1D）显示，HOPX高表

达组的肿瘤患者的生存期是高于HOPX低表达组肿

瘤患者（r=0.736，P<0.05）。

2.2 宫颈癌组织中低表达的HOPX蛋白与癌症分期

相关

免疫组化染色分析结果（图2）显示，宫颈癌患者

肿瘤分期越高HOPX蛋白染色的阳性率越低，表明随

着肿瘤恶性程度的升高，HOPX蛋白染色的阳性率是

逐渐降低（P<0.05或P<0.01）。

2.3 宫颈癌患者血清中HOPX mRNA和蛋白低表达

qRT-PCP检测结果（图 3A）显示，宫颈癌患者血

清中HOPX mRNA 表达水平较正常人血清明显低

（P<0.01）。ELISA检测结果（图 3B）显示，宫颈癌患

者血清中HOPX蛋白表达水平较正常人血清明显低

表达（P<0.01）。

2.4 宫颈癌患者组织与癌旁组织中HOPX、CEA及

CA125的表达

ELISA检测结果（表 2）显示，HOPX 在宫颈癌组

织中表达阳性率明显低于癌旁组织，CEA和CA125

在宫颈癌组织中表达阳性率均明显高于癌旁组织

（均P<0.05）。
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*P<0.05, **P<0.01

A：Expression of HOPX mRNA in cervical cancer tissues by qRT-PCR; B: NCBI-GEO database was used to analyze the sequencing

of HOPX gene; C: Analysis of HOPX mRNA expression level by TCGA database; D: Analysis of survival rate of cervical cancer

patients by TCGA database

图1 HOPX基因在宫颈癌肿瘤组织中低表达且与患者生存期相关

Fig.1 HOPX gene was low expressed in cervical cancer tissues and correlated with survival of patients

*P<0.05，**P<0.01 vs Paracancer tissues group

图2 宫颈癌组织中HOPX表达与癌症分期相关（（×200））

Fig. 2 HOPX expression in cervical cancer tissues and its correlation to tumor stage（（×200））

2.5 宫颈癌组织中 HOPX 的表达水平与 CEA、

CA125呈负相关

在CEA、CA125蛋白过度表达阳性的 30例宫颈

癌组织中，有 25 例 HOPX 蛋白表达为阴性；10 例

CEA、CA125 阴性（-）中，7 例 HOPX 蛋白表达阳性

（+），Pearson相关性分析结果显示，两者呈明显负相

关（r=-0.678，P<0.05）。

2.6 过表达HOPX抑制HeLa细胞增殖能力和阻滞

细胞周期于G1期

MTT实验和克隆形成实验结果（图4A、B）显示，

过表达HOPX能够抑制HeLa的细胞活性及克隆形成

能力（P<0.05）。流式细胞术检测细胞周期结果（图
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5C）显示，过表达HOPX能够显著阻滞HeLa细胞由

G1期向S期、G2期的发展（P<0.01）。

2.7 过表达HOPX影响HeLa细胞迁移、侵袭能力和

EMT相关蛋白的表达

Transwell迁移和侵袭实验结果（图5A、B）显示，

过表达 HOPX 能够抑制 HeLa 细胞迁移和侵袭能力

（P<0.01）。Western blotting检测结果（图5C）显示，过

表达HOPX后，能够促进EMT相关的上皮标志物E-

cadherin 的表达水平、抑制间质标志物 Vimentin 和

ICAM1的表达水平（P<0.05或P<0.01）。

**P<0.01
A: Expression level of HOPX mRNA;
B: Expression level of HOPX protein

图3 HOPX mRNA和蛋白在宫颈癌患者血清中的表达

Fig. 3 Expressions of HOPX mRNA and protein in serum of
patients with cervical cancer

表 2 HOPX、、CEA及CA125在宫颈癌组织与癌旁组织的表达情况（（n））

Tab. 2 Expression of HOPX, CEA and CA125 in cervical cancer tissues and adjacent tissues (n)

Group

Cancer tissues
Paracancer tissues

χ2

P

N

35
25

HOPX

Low

28
4

24.0

<0.05

High

7
21

CEA

Low

6
22

29.418

<0.05

High

29
3

CA125

Low

10
20

15.429

<0.05

High

25
3

*P<0.05，**P<0.01vs pcDNA3 group

A: The effect of over-expression of HOPX on the proliferation activity of HeLa cells was detected by MTT; B: Effect of over-

expression of HOPX on colony formation of HeLa cells by colony forming assay; C: Effect of HOPX over-expression on cell cycle of

HeLa cells by flow cytometry

图4 过表达HOPX对HeLa细胞增殖和细胞周期的影响

Fig. 4 Effect of HOPX over-expression on proliferation and cell cycle of HeLa cells

*P<0.05，**P<0.01vs pcDNA3 group

A：Transwell migration assay was used to detect the effect of HOPX on migration of HeLa cells（×200）；B：Effect of HOPX on invasion

of HeLa cells was detected by Transwell invasion assay（×200）; C: Western blotting assay was used to detect the effect of HOPX on the

expression of EMT-related proteins (E-cadherin, ICAM1 and Vimentin)

图5 过表达HOPX对HeLa细胞迁移、侵袭能力及EMT相关蛋白表达的影响

Fig. 5 Effects of HOPX over-expression on migration, invasion and expression of EMT-related proteins in HeLa cells
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3 讨 论

目前，大量研究[9-13]报道，宫颈癌的发生发展是与

某些基因的上调或下调密切相关。HOPX作为肿瘤

抑制因子通过增强 SNAIL 基因启动子中的组蛋白

H3K9去乙酰化来介导 SNAIL转录的表观遗传沉默，

为鼻咽癌转移和治疗提供了潜在的生物标志物[4]。

另外，HOPX在头颈癌细胞中能够抑制细胞增殖、平

板效率和迁移，并增强对UVA诱导的细胞凋亡的敏

感性；HOPX 在头颈癌中作为肿瘤抑制因子发挥作

用，并提示HOPX在抑制上皮细胞癌发生中起重要作

用[5]。CHEN等[7]研究显示，HOPX的下调与DNA甲

基化有关，并且在肺癌细胞中通过发挥肿瘤抑制活

性。但是，HOPX的异常表达是否与宫颈癌的发生发

展有关还未可知。本研究中发现，HOPX的表达水平

在宫颈癌组织和血清中都是下降的，其表达水平与

宫颈癌的恶性程度呈负相关；并且NCBI-GEO数据

库及TCGA数据库分析HOPX的表达水平发现，其在

宫颈癌中的表达水平也是下降的，这与本研究的检

测结果相一致。另外，本研究发现，过表达HOPX后

能够抑制HeLa细胞的增殖、迁移和侵袭，能够显著抑

制HeLa细胞的周期进程。根据上述已经发表的文献

内容并结合本实验结果，推测HOPX基因作为肿瘤的

抑制因子，在很多肿瘤的发生发展中起到重要的调

控作用。在不久的将来，很可能会作为临床早期诊

断的肿瘤标志物。

多年来，在临床检验诊断学中，CEA和CA125作

为肿瘤标志物用来检测患者是否患有肿瘤的可能

性[14-17]，但是，其检出效率较低，而且特异性不明显。

本研究发现，HOPX 的表达水平在宫颈癌组织中与

CEA、CA125表达水平呈负相关。因此，推测HOPX

联合CEA和CA125进行检测，会提升宫颈癌早期诊

断的效率及特异性。

综上，本研究结果显示，HOPX在宫颈癌组织和

细胞株中是低表达的，其可作为一个抑癌基因发挥

着重要作用；HOPX的表达水平与CEA和CA125呈

负相关，其与CEA/CA125联合检测，有望在临床上提

高宫颈癌早期诊断率；同时，HOPX也将可能为肿瘤

的精准医疗提供一个新的治疗靶点。
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