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!!'摘要(!目的!研究泛素化酶*Z[&蛋白复合体家族成员*Z[&:DW&%重复序列结构域蛋白S%!DWZS%"在

卵巢癌细胞中的WQU修复功能#以及卵巢癌组织中该泛素化酶基因的突变规律*方法!利用免疫荧光方法#检测

*Z[&骨架蛋白11L!及(1MS%基因特异性沉默的卵巢癌细胞与其对应的对照组细胞在化疗药物或放射线照射

诱导产生WQU双链断裂后#组蛋白 "̀U_!0̀ "U_"及单链WQU结合蛋白'"!ZBU'""磷酸化灶点显示的差异&

M5/O标记和染色实验检测(1MS%基因对WQU复制是否存在影响#同时利用免疫组化染色检测卵巢癌组织临床

病理标本及正常卵巢组织标本中的 DWZS%和组蛋白 "̀M单泛素化!0̀ "M"染色差异#以阐明*Z[&的WQU损伤

应答特征#ZJ:B*Z测定卵巢癌组织中(1MS%的基因表达水平#并采用WQU测序确定(1MS%突变位点*结果

免疫荧光染色结果显示#*Z[&:DWZS%的不同蛋白亚基!WWM!)DWZS%"在细胞周期检验点激活和 0̀ "M介导的

WQU末端回切过程中起着不同的作用$WWM!参与以上两个机制的调控#而 DWZS%只促进末端回切)ZBU'"在

WQU断裂点的招募和同源重组修复*M5/O标记和染色结果显示(1MS%基因对WQU复制并不存在影响*免疫

组化结果显示#卵巢癌组织临床病理标本及正常卵巢组织标本中的 DWZS%和 0̀ "M表达存在差异*ZJ:B*Z结

果显示(1MS%基因的全长))m和'm转录本水平在)%P的卵巢癌组织中水平减低#出现多处外显子突变位点*

结论!*Z[&在WQU修复过程中具有促进 "̀M单泛素化)促进WQU末端回切和激活细胞周期检验点等多种重

要功能#是维持基因组稳定性)遏阻卵巢癌发生的重要抗癌机制*
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!!'H,EI;=-8(!! "̀M;4-40G1I0181-2814-!!*Z[&!!WQU/2;2.,5,674-6,6!!VC2512-A2-A,5

!!人体细胞的基因组WQU会因为各种物理化学

因素导致突变积累#造成细胞死亡)肿瘤发生和器官

异常发育
,! '-*真核细胞进化出一系列的分子机制

以快速消除异常的WQU结构并维持基因组的稳定

性
,&-*其中#依赖UJN和UJZ激酶的细胞周期检

查点机制可以在极短时间内识别WQU损伤#激活

*̀ !̂和 *̀ "̂检验点#使细胞周期停滞#防止损

伤的WQU进入复制或有丝分裂期
,) S-*对 WQU

双链断裂而言#同源重组修复是维持基因组稳定性

最重要的修复方式#它与非同源末端链接修复方式

!Q 9̀T"相竞争#该过程中核酸酶对WQU末端进行

回切加工#形成由单链WQU结合蛋白!ZBU"包裹

的单链WQU纤维#再由重组酶ZUW)!介导有效的

同源重组修复
,(-*WQU末端回切是同源重组的重

要调控步骤#一旦回切启动#Q 9̀T就不能发挥功

能
,Y !%-*

*Z[&是一类泛素化酶#由*O[&:WWM!骨架

蛋白和一组底物适配蛋白构成
,!!-*近期研究发现

*Z[&是调控WQU复制和修复的重要因子#*Z[&:

DW&%重复序列结构域蛋白S%!DWZS%"调控组蛋

白 "̀M单泛素化!0̀ "M"修饰)WQU末端回切和同

源重组修复
,!"-*目前公认的乳腺癌)卵巢癌和子宫

内膜癌存在频繁的同源重组修复缺陷!̀ ZW"#均表

现出基因组大规模重组和高突变倾向
,!' !&-*目前

还有接近一半的 `ZW患者未发现致病基因#可能

有未知的同源重组修复通路的突变参与这些肿瘤的

发生
,!)-*

本研究分析了*Z[&泛素化酶的不同亚基在卵

巢癌细胞中的WQU修复功能#针对具有组蛋白修

饰和同源重组修复功能的 DWZS%进行了 ;ZQU

水平的突变分析#以期揭示新发现的*Z[&泛素化

酶介导的损伤修复机制与卵巢癌发生间的重要联

系*

1!材料和方法

1@1!材料

WN9N 培 养 液 !H1.;2"#胎 牛 血 清 !LMH#

31GA4"#%@")P 胰 蛋 白 酶 !H1.;2"#J5184-_:!%%

!̂,F.,-"#反转录酶!B54;,.2"#!+N酶!Z4A+,"#

小干 扰 ZQU!61ZQU"转 染 试 剂 !J05G4L,A8JN

J52-6>,A814- Z,2.,-8#J+,5;4"#喜 树 碱 !*BJ#

H1.;2"#&%.0[多聚甲醛!BLU#H1.;2"#):溴脱氧

尿嘧啶核苷!M5/O#H1.;2"#磷酸化组蛋白 "̀U_

!5̀ "U_"鼠抗人抗体!*,<<H1.-2<1-."#DWZS%兔

抗人抗体!M,8+F<"#噻唑蓝!NJJ#H1.;2"#ZBU'"

丝氨酸''的磷酸化位点!ZBU'":7H''"兔抗人抗体

!QVaOH"#鼠抗人 0̀ "M抗体!UG-4C2"#荧光素

*F'标记抗兔二抗!H1.;2"#荧光素L]J*标记抗鼠

二抗 !H2-82"#&m#$:二脒基:":苯基吲哚 !WUB]#

a,A845"#荧光显微镜!V<F;706#M_)!"等*"Y'J

人肾上皮细胞株#Ĥ Va')Va*UZ:(JZ卵巢癌细

胞株和宫颈癌细胞 ,̀[2为本实验室保存*引物由

成都擎科梓熙生物技术有限公司合成*

1@/!细胞培养

Va*UZ:(JZ)"Y'J单层细胞采用含!%PLMH

和!P抗生素的WN9N 完全培养基传代*细胞长

满后#弃去细胞培养瓶中培养基#BMH清洗后用

%#")P胰蛋白酶消化'");1-#完全培养基!体积

为胰酶的!%倍"终止消化#!)%%50;1-离心);1-#

弃上清用完全培养基稀释细胞!计算细胞数量"后铺

盘*

1@J!基因沉默

待转染 Va*UZ:(JZ卵巢癌细胞接种于预置

好爬片的"&孔细胞板中!爬片上细胞密度控制为

'%P")%P"*!(""&+后进行61ZQU转染*转染

步骤如下$'%/[孵育缓冲液V781:N9N#!31GA4"

中加入"/[61ZQU!工作浓度为)%-;4<0["#混匀

后加入转染试剂#孵育 !) ;1-#每孔细胞换入

&S%/[WN9N完全培养基后加入转染混合物*所

有转染用 61ZQU 购于 Z1G4G14 公 司#61(1MS%

!613!!!S!'%Y"S#)m:*O3**U3UUO33UU3*UO

U:'m"&6111L! !61M%Y)'!!&!Y%&#)m:**O3OO3

UOO3**UUUUU*:'m"&阴性对照随机转染序列

!HA52;G<,#61Q%)(!)!""!&S"*

1@3!免疫荧光和免疫组化

将 转 染 61(1MS% 或 6111L! 后 &( + 的

Va*UZ:(JZ卵巢癌细胞用离子射线!)3F#&+"或

*BJ!"/;4<0[#"+"处理后收样#以转染随机转染

序列的Va*UZ:(JZ细胞为对照*用&%.0[BLU

固定!%;1-#%@'P J5184-K:!%%通透!%;1-和'P

LMH封闭'%;1-*加入一抗3鼠抗人0̀ "U_#兔抗

人磷酸化ZBU'"!即兔抗人ZBU'":7H''"4'Sn孵

育'%;1-*BMH清洗后加入荧光标记*F'的抗兔

或荧光标记L]J*的抗鼠的二抗'Sn孵育'%;1-*

&Y$
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加含有WUB]的抗荧光淬灭剂#于荧光显微镜下观

察结果并拍照*!%%%倍视野下每张爬片取!%个视

野采图#计数可形成磷酸化ZBU'"及0̀ "U_灶点

的细胞在总数中所占百分比*

免疫组化采用来源于我院妇产科的卵巢癌临床

病理标本的石蜡组织切片#切片脱水后加 !P

J5184-:!%%处理!);1-#BMH清洗再加'P "̀V"

!"(P甲醇配制"避光处理!);1-*抗原修复!柠檬

酸缓冲液#Y) n#&%;1-#自然冷却至室温"后用

!%P羊血清封闭'%;1-*加一抗!兔抗人 DWZS%#

鼠抗人0̀ "M"&n过夜*BMH清洗'次后加生物素

标记的山羊抗兔抗体)过氧化物酶链亲和素'Sn各

孵育'%;1-#WUM显色#并用苏木素复染'%6*显

微镜下观察结果并拍照*

1Z5!P=-)标记和染色

沉默 (1MS%基因的"Y'J 细胞及对照组用

!/;4<0[M5/O处理'%;1-后#样品用h"%n预

冷的甲醇于h"% n固定 "% ;1-*BMH洗'次#

%@&;4<0[ *̀<变性处理");1-#其后按免疫荧光

标准实验步骤进行通透及孵育*以B]染色标记所

有细胞核#M5/O掺入效率为!%%个B]阳性细胞中

M5/O免疫荧光阳性细胞所占百分比*

1Z6!M<OAKM检测$%&20基因的表达及基因突变

分析

收取提前!/在'@)A;培养皿中培养好的卵

巢癌细胞!Ĥ Va')Va*UZ:(JZ"及宫颈癌细胞

,̀<2或卵巢癌相关组织标本!包括"例正常卵巢组

织和(例卵巢癌肿瘤标本#来源于四川大学华西第

二医院妇产科"速冻于液氮中#然后在研钵中研磨至

粉末#并 转 运 至 干 净 无 ZQU 酶 的 !@) ;[

977,-/4>>管内*加入!;[J51e4<#充分混匀后室

温放置);1-*加入"%%/[氯仿#剧烈震荡混匀

'%6后!&%%%50;1-离心!%;1-*将上层液体转移

至新的977,-/4>>管中#加入等体积的异丙醇#混匀

后室温放置!%;1-#!&%%%50;1-离心!%;1-*弃

掉上清#用S%P酒精洗涤沉淀!次#室温干燥);1-

后加入)%/[W9B*处理后的水溶解ZQU*利用

逆转录试剂盒!B54;,.2"将提取的ZQU用74<F/J

逆转录成AWQU#设计(1MS%全长基因的上)下游

引物!L45=25/$)m:U*U3*J33U3UU33U*U3:

'm&Z,C,56,$)m:JJJ*U*J3*J3*J*3JUJ*:'m"#

B*Z扩增(1MS%条带!反应程序为Y)n';1-#

其后进行')个循环反应$Y&n '%6#)) n '%6#

S"n";1-#循环结束后S"n 延伸);1-"#测序

!上海生工"并鉴定(1MS%突变或缺失情况*设计

(1MS%基因)m区域的上)下游引物!L45=25/$)m:

*J333***U3*3UU3J3U*U:'m&Z,C,56,$)m:

3UJU*3U3*U3*U3J3UUU:'m"以及'm区域的

上)下游引物!L45=25/$)m:J33UU***U*333

33*U*J*:'m&Z,C,56,$)m:33*J*UJJ*JJJ3

*JJ**J*:'m"#采用以上与全长基因同样的方法

扩增其)m及'm片段!循环反应中延伸时间为'%6#其

余反应条件同全长基因扩增条件"*所有半定量

B*Z内参基因选用1:2A81-!引物序列为L45=25/$

)m:*J*JJ**U3**JJ**JJ**J:'m&Z,C,56,$)m:

U3*U*J3J3JJ33*3JU*U3:'m"*

1@2!统计学方法

组间比较采用4检验#B$%@%)为差异有统计

学意义*

/!结果

/Z1!KMY3复合体不同亚基对细胞周期检查点和

单链9T7形成的差异影响

化疗药物*BJ处理11L!基因特异性沉默的

卵巢癌细胞 Va*UZ:(JZ中 "̀U_及 ZBU'"磷

酸化程度相比对照组下降!对照组药物处理后

0̀ "U_及ZBU'"磷酸化灶点阳性细胞比例分别

为()P和Y%P#11L!基因特异性沉默的卵巢癌细

胞中比例为"%P及!%P"#差异有统计学意义!B$

%@%)"#提示WWM!功能缺失细胞系中WQU双链断

裂后周期检查点激活及单链 WQU 形成存在缺陷

!图!U"**Z[&底物适配蛋白(1MS%基因沉默

的卵巢癌细胞 Va*UZ:(JZ 中不能有效地形成

ZBU'"磷酸化蛋白的灶点#但 "̀U_磷酸化未受

抑制!对照组射线处理后0̀ "U_及ZBU'"磷酸化

灶点阳性细胞比例分别为(SP和Y!P#(1MS%基

因特异性沉默的卵巢癌细胞中比例为 ('P 及

!%P"#两组间ZBU'"磷酸化灶点阳性细胞比例差

异有统计学意义!B$%@%)"#但 0̀ "U_磷酸化灶

点阳性细胞比例差异无统计学意义#提示 DWZS%

与检查点活化无关!图!M"*

/Z/!b9M20对9T7复制的影响

瞬时M5/O 掺入法检测 (1MS%基因沉默的

"Y'J细胞中M5/O的掺入效率为")P#对照组为

"&P#二者相比差异无统计学意义#说明细胞WQU

复制效率未降低!图""*

/ZJ!b9M20在正常卵巢上皮和卵巢癌中的组织

分布及表达

)Y$
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免疫组化实验显示#0̀ "M及 DWZS%蛋白在

正常卵巢上皮组织及多数卵巢癌组织样本中染色呈

强阳性#提示二者在卵巢上皮组织中发挥功能&但部

分肿瘤样本完全失去免疫组化的信号#提示这部分

肿瘤可能存在0̀ "M单泛素化依赖的同源重组修复

的缺陷!图'"*

ZJ:B*Z结果显示#正常卵巢组织)Ĥ Va'及

,̀[2细胞中(1MS%转录水平正常#而 Va*UZ:

(JZ细胞系中(1MS%基因表达缺失!图&"#提示

Va*UZ:(JZ细胞系中可能存在 DWZS%和 "̀M单

泛素化的功能缺陷*进一步测试"例正常卵巢组织

及(例卵巢癌肿瘤标本中(1MS%基因)m和'm转录

本的水平#结果显示)%P肿瘤样本!样本编号$&S#&(#

&Y#!S"中(1MS%基因存在转录缺失!图)"#同时在

图1!KMY3Ob9M20泛素化酶不同亚基在L_K7MO4<M细胞9T7损伤应答机制中的功能差异*间接免疫荧光染色!`1000!!!图/!

b9M20对/SJ<细胞9T7复制的影响*间接免疫荧光染色! /̀00!!!图J!b9M20及&]/P在正常卵巢上皮和卵巢癌组织中的定位和

表达*"A! /̀00

F#:1!9#@@,=,(>#'B@&($>#;(;@KMY3Ob9M20&G#\&#>#(B#:'8,#(9T7-'?':,=,8Q;(8,8#(L_K7MO4<M$,BB8ZCF8>'#(#(:! 1̀000!!!F#:/!

C(@B&,($,;(9T7=,QB#$'>#;(;@b9M20#(/SJ<$,BB8ZCF8>'#(#(:!`/00!!!F#:J!9#8>=#G&>#;('(-:,(,,XQ=,88#;(;@b9M20#((;=?'B

;*'=#'(,Q#>%,B#&?'(-$'($,=G#;Q8#,8Z"A! /̀00

L1.!$U$11L!.,-,=2661<,-A,/GF61ZQU1-Va*UZ:(JZA,<<6@*,<<6=,5,8+,-A+2<<,-.,/=18+*BJ>45"+2>8,5&(+4>852-6>,A814-@

B+467+45F<28,/ZBU'"!7ZBU'"#5,/"2-/ "̀U_ !0̀ "U_#.5,,-"6+4=,/<4A2<1e2814-84WQU G5,2?6&M$Va*UZ:(JZA,<<6=,5,

852-6>,A8,/=18+61(1MS%2-/1-60<8,/GF14-1e1-.52/12814-!)3F"@L1."$"Y'JA,<<6=,5,852-6>,A8,/=18+61(1MS%2-/70<6,A+26,/=18+

M5/O>45'%;1-@Z,7<1A281-.A,<<6=,5,;25?,/GF/,-2805,/6821-1-.>45M5/O !.5,,-"#=+1<,2<<-0A<,1=,5,C1602<1e,/GF75471/10; !B]#

5,/"@L1.'$*4:<4A2<1e2814-4>DWZS%2-/0̀ "M1--45;2<4C2512-,718+,<120;!2554=+,2/6"@J+,6,8=47548,1-6=,5,2<64746181C,<F6821-,/

1-4C2512-A2-A,562;7<,!Va!!""#G08/1;1-16+,/1-260G.54074>A2-A,562;7<,6!Va(("@]L$]-/15,A81;;0-4><045,6A,-8&*4-854<$

Z2-/4;6;2<<ZQU26A4-854<>451-/1A28,/67,A1>1A61ZQU

$Y$
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图3!$%&20在正常卵巢组织及不同细胞系中的表达!!!图5!$%&20基因5c区域和Jc区域在不同卵巢组织和细胞系中的表达

F#:3! ,̂(,,XQ=,88#;(;@$%&20#((;=?'B;*'=#'(>#88&,'(--#@@,=,(>$,BBB#(,8!B;I,=G'(-8#(-#$'>,8-,$'E,-$%&20>='(8$=#Q>8&FY$F&BB

B,(:>%"!!! F#:5!Jc'(-5c>='(8$=#Q>8;@$%&20#(;*'=#'($'($,=8'?QB,8'(-J$,BBB#(,8

Ĥ Va'及 ,̀[2细胞中(1MS%)m和'm转录水平

正常#而Va*UZ:(JZ细胞系缺失#提示部分卵巢

癌组织中存在(1MS%基因表达缺陷*

/Z3!卵巢癌组织中$%&20基因的突变分析

与正常卵巢组织中序列比对分析#结果显示

'%P复染肿瘤样本中(1MS%转录本序列存在点突

变)缺失或者;ZQU异常剪切等情况!图$"*

图6!$%&20基因在卵巢癌中的突变鉴定

F#:6!+&>'>#;('B8>&-E#(;*'=#'($'($,=

J+,.,-4;1A<4A064>(1MS%.,-,A4-821-6!(,K4-6@J+,5,

=,5,8+5,,8F7,64>AWQU C2512-864>(1MS%AWQU$67<1A1-.

;082-8!.!!#.""2-/.'!"#741-8;082814-!.)S"2-/6;2<<

/,<,814-!.)#."'2-/.&%"

J!讨论

WQU损伤应答是维护基因组稳定性)抑制肿瘤

发生的重要分子机制#该信号网络不仅包括细胞周

期检验点和WQU修复的核心应答分子#还需要辅

助机制帮助其达到最佳应答或修复的效果**Z[&

家族是由*O[&:WWM!骨架蛋白与底物适配蛋白构

成的多功能泛素化酶#参与多种WQU损伤应答的

调控#包括WQU复制)/QJB合成)组蛋白修饰和

同源重组修复等
,!$-*在此基础上#本研究重点阐明

*Z[&:DWZS%泛素化酶在 WQU 损伤应答机制中

的功能特征及其与卵巢癌发生之间的关联*

*Z[&是一类蛋白复合体#其骨架蛋白!*O[&:

WWM!"参与所有的生化功能#而底物适配蛋白

!*WJ!)DWZS%等"则介导特异性的生化功能*本

研究结果证明WWM!参与WQU末端回切和细胞周

期检验点的激活#适配蛋白 DWZS%则参与末端回

切和同源重组修复的功能&同时M5/O掺入法证明

DWZS%不参与 WQU 复制*前期研究结果显示

DWZS%具有较窄的功能范围#特异性地调控WQU

修复网络中的一个信号机制#其功能缺陷导致抑癌

机制的特异性丢失#但不影响更多的细胞功能#是一

个很好的肿瘤相关候选基因!如!B)'和LM<"!"&

另一方面#11L!基因由于功能较多#其基因突变会

抑制多方面细胞功能#甚至直接抑制肿瘤细胞WQU

复制)增殖和恶性转化#因此成为肿瘤发生驱动基因

可能性较小
,!' !&-*本研究还检测了(1MS%基因

在卵巢癌中的定位和突变情况#结果表明 DWZS%

和组蛋白O "̀M在卵巢上皮中表达#在部分卵巢癌

中水平减低#提示(1MS%可能具有抑癌基因的功

能*

前期研究已经证明*Z[&:DWZS%促进组蛋白

"̀M依赖的WQU回切和同源重组修复#阻断 "̀M

单泛素化和 DWZS%功能均能够降低WQU修复功

能#造成基因组不稳定性,!"-*卵巢癌与乳腺癌和前

列腺癌相似#约'%P"&%P的患者表现为 Z̀W
,!&-*

既往研究阐明LM<"!)LM<""和<=R!是造成这

些肿瘤修复缺陷的主要遗传因素#但是仍有一部分

具有修复缺陷指征的患者并不携带上述突变基因*

结合 DWZS%和 O "̀M在同源重组修复过程中的

功能特征!未发表"#可以推测 (1MS%的功能与

LM<"!基因不同但非常类似#其功能丧失带来的

SY$
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疾病后果和类型也可能相似*本研究结果部分证

实$DWZS%蛋白和 O "̀M在正常卵巢上皮中大量

存在#部分卵巢癌则丢失这些蛋白&(1MS%基因表

达在部分肿瘤中减低#并出现多种突变#这些突变可

能导致(1MS%转录本稳定性降低#翻译移位或提

前终止#最终导致 DWZS%蛋白功能丧失#O "̀M水

平降低和同源重组缺陷*上述结果均提示 DWZS%:

O "̀M在卵巢上皮细胞中发挥功能#参与维持其基

因组的稳定性&而部分卵巢癌在发生过程中丢失此

功能#表明 DWZS%和 O "̀M机制是一个类似于

MZ*U!的潜在抗癌信号通路*

综上 所 述#本 研 究 证 实 *Z[&:DWZS% 和

O "̀M信号通路在一部分卵巢癌中功能减低#是一

个潜在的同源重组修复相关的抗癌机制*
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