
 

• 基础研究 •

缺氧诱导的 UCHL5增强宫颈癌
Hela细胞辐射抗性

焦圣元    高巧慧    达飞    郭利    王晋    郭娟    李静    刘军叶

空军军医大学军事预防医学系辐射防护医学教研室，西安 710032
通信作者：刘军叶，Email：junyeliu@fmmu.edu.cn

【摘要】   目的    研究缺氧诱导的泛素羧基末端水解酶 L5（UCHL5）在调节宫颈癌 Hela细胞

辐射敏感性中的作用。方法      以宫颈癌 Hela细胞为研究对象，1% O2 条件下培养观察

UCHL5表达水平的变化。采用 Western blot和实时定量聚合酶链反应（PCR）检测慢病毒载体感

染 Hela细胞后稳定调变 UCHL5的效率，转录本分为空白对照组、过表达对照组、过表达

UCHL5组转录本 1~4和沉默对照组、沉默 UCHL5组转录本 1~2。将实验所用的细胞分为过表

达对照组、过表达 UCHL5组、沉默对照组和沉默 UCHL5组。采用流式细胞术检测 8 Gy γ射线

照射 48 h后细胞的凋亡率；采用细胞克隆形成实验检测 0、2、4、6 Gy γ射线单次照射培养

2周后 4组细胞的克隆形成率；采用 3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐（MTT）实
验检测 4组细胞培养 1周后的增殖率以及联合 0、2、4、6、8、10 Gy γ射线照射后的增殖率。

使用基因表达谱数据动态分析癌症基因组图谱数据库宫颈癌组织和正常组织中抗缺氧诱导因子

1α（HIF-1α）与 UCHL5表达的相关性。采用双荧光素酶报告基因实验观察 HIF-1α对 UCHL5的

激活作用。组间比较采用单样本 t 检验，采用 Pearson检验进行相关性分析。结果    缺氧可诱导

宫颈癌 Hela细胞 UCHL5的表达。Western blot和实时定量 PCR结果显示，感染后的 Hela细胞

可显著上调或下调 UCHL5的表达，其中，过表达 UCHL5组转录本 2和沉默 UCHL5组转录本

2的表达均较高，所以选择此 2种转录本进行后续实验。克隆形成实验结果显示，与接受相同

剂量照射的过表达对照组相比，上调 UCHL5增加了 Hela细胞的克隆形成率，在 0 、2、4、6 Gy
剂量照射后克隆形成率的差异均有统计学意义（t=14.16、19.22、8.76、6.79，均 P<0.05）。 流
式细胞术结果显示，与沉默对照组相比，沉默  UCHL5 促进了  Hela 细胞的凋亡（ t=10.29，
P<0.05），增加了 γ 射线诱导的细胞凋亡率 (t=52.01, P<0.05)。MTT 实验结果显示，与过表达对

照组相比，上调 UCHL5 可升高宫颈癌 Hela 细胞的增殖率，增殖率在第 3天时差异有统计学意

义 (t=3.905，P<0.05)；与过表达对照组相比，等剂量照射 UCHL5 上调组升高了受照细胞的增殖

率，在剂量为 6、8、10 Gy时，细胞的增殖率差异均有统计学意义（t=3.40、4.06、3.68，均

P<0.05）。宫颈癌组织中 HIF-1α 表达水平和 UCHL5 表达水平呈正相关（R=0.31，P<0.01），双荧

光素酶报告基因结果显示  HIF-1α 结合并激活  UCHL5 启动子的活性，其活性增加了 2.5倍

（t=30.47，P<0.05）。结论    缺氧条件下，宫颈癌 Hela细胞中 UHCL5的诱导表达降低了细胞的

辐射敏感性，其潜在的机制可能与 HIF-1α转录激活 UCHL5的表达有关。
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Hypoxia-induced UCHL5 expression enhanced radioresistance of Hela cells in cervical cancer
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【Abstract】   Objective    To  investigate  the  role  of  hypoxia-induced  ubiquitin  carboxyl-
terminal hydrolase isozyme L5 (UCHL5) in the regulation of radiosensitivity of Hela cells  in cervical
cancer. Methods      UCHL5  levels  were  detected  in  Hela  cells  cultured  under  1%  O2  condition.
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Western  blot  and  qRT-PCR  analyses  verified  the  efficiency  of  lentiviral  vector  infection  on  stable
UCHL5  modulation  in  HeLa  cells,  including  oe-vector,  oe-UCHL5-1,  oe-UCHL5-2,  oe-UCHL5-3,
oe-UCHL5-4  and  sh-vector,  sh-UCHL5-1  and  sh-UCHL5-2.  The  cells used  in  the  experiment were
divided  into  the  following  groups:  oe-vector,  oe-UCHL5,  sh-vector and  sh-UCHL5.  Cell  colony-
formation rate and radiosensitivity were detected by colony-formation assay combined with single-dose
(0, 2, 4 and 6 Gy) γ-ray irradiation after culturing for 2 weeks. The effect of radiation on cell apoptosis
was determined by flow cytometry after 48 h of 8 Gy γ-ray irradiation. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,
5-diphenyltetrazolium  bromide  assay  was  used  to  detect  the  cell  viability  of  down-  or  up-regulated
UCHL5 cells  before  and after  0,  2,  4,  6,  8  and 10 Gy of  γ-ray irradiation.  Gene expression profiling
interactive  analysis  was  used  to  analyze  the  correlated  expression  between  UCHL5  and  hypoxia
inducible factor-1α (HIF-1α). The transcriptional activation effect of UCHL5 by HIF-1α was detected
using dual-luciferase reporter-gene assay. Differences between groups were compared by single-sample
t  test,  and Pearson test was used for correlation analysis. Results    UCHL5 was significantly induced
by  hypoxia  after  culturing  at  different  time  points.  Hela  cell  lines  with  stably  overexpressed  and
silenced  UCHL5  were  successfully  constructed,  with  oe-UCHL5-2  and  sh-UCHL5-2  having  the
highest regulatory efficiency. These two groups were selected for subsequent experiments. Compared
with the control group that received the same dose of irradiation, significant differences existed at doses
of  0,  2,  4  and  6  Gy  (t=14.16,  19.22,  8.76,  6.79,  all P<0.05),  respectively.  Knock-down  of  UCHL5
promoted  apoptosis  (t=10.29,  P<0.05)  and  radiation-induced  apoptosis  (t=52.01,  P<0.05).  UCHL5
up-regulation promoted cell proliferation, and the proliferation rate was statistically significant on the
third  day  (t=3.905, P<0.05).  Furthermore,  UCHL5  strengthened  the  viability  (t=3.40,  4.06,  3.68,  all
P<0.05) of irradiated Hela cells, with significant differences at doses of 6, 8 and 10 Gy (t=3.40, 4.06,
3.68, all P<0.05), respectively. The expression levels of HIF-1α and UCHL5 in cervical cancer tissues
were  positively  correlated (R=0.31,  P<0.01).  Additionally,  HIF-1α  was  a  potential  transcriptional
activator of UCHL5 in Hela cells, and its activity increased 2.5 times (t=30.47, P<0.05). Conclusions
  The induced expression of UHCL5 in cervical cancer Hela cells under hypoxia condition can reduce
the  radiation  sensitivity  of  cells.  The  underlying  mechanism  may  be  related  to  the  HIF-1α
transcriptional activation of UCHL5 expression.

【Key words】   Hypoxia;  Uterine  cervical  neoplasms;  Radioresistance;  Deubiquitinase;
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5
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宫颈癌是在全球女性疾病中普遍存在的、发病

率和致死率最高的癌症之一[1]。放疗适用于各期宫

颈癌的治疗，是局部晚期宫颈癌不可替代的治疗手

段，而辐射抗性是导致宫颈癌放疗后局部复发和远

处转移的重要原因。

缺氧导致的肿瘤辐射抗性是影响放疗疗效的重

要因素，缺氧诱导因子 α家族（hypoxia-inducible
factor-α family，HIFs）在其中发挥着关键作用。缺

氧作为应激源可以调节去泛素化酶（deubiquitinase，
DUB），泛素羧基末端水解酶 L5（ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase isozyme L5，UCHL5）是 DUB泛

素羧基末端水解酶家族成员，它可影响肿瘤细胞

的 DNA损伤修复[2]、周期调控[3]、凋亡[4] 和增殖等

生物进程。本研究旨在观察缺氧对宫颈癌 Hela细

胞 UCHL5表达的影响，进一步探讨 UCHL5对宫

颈癌 Hela细胞辐射敏感性的作用。

1    材料与方法

1.1    细胞系

人宫颈癌 Hela细胞和人肾上皮 293T细胞购自

中国科学院上海细胞生物研究所。

1.2    试剂及仪器

高糖 DMEM培养基、胰蛋白酶、二甲基亚

砜（DMSO）、P8340蛋白酶抑制剂 Cocktail和牛血

清白蛋白均购自美国 Sigma公司；胎牛血清购自

杭州四季青生物工程材料有限公司；嘌呤霉素

（Puromycin）购自美国 Gibco公司；MTT购自上海

索莱宝生物科技有限公司；11668-019 lipofectamine
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2000、31985-062 Opti-MEM和10296010 TRIzol™均

购自美国 Invitrogen公司；Dual-Luciferase® Reporter
Assay System E1910报告基因检测系统购自美国

Promega公司。过表达 UCHL5组、过表达对照

组、沉默 UCHL5组、沉默对照组慢病毒载体和聚

凝胺（polybrene）均由上海吉凯基因化学技术有限公

司构建；mRNA提取试剂盒和 Taqman mRNA试

剂盒均购自天根生化科技（北京）有限公司；G4507
姬姆萨染液购自德国 Merck公司； 559763  PE
Annexin V凋亡检测试剂盒购自美国 BD公司；

RIPA细胞裂解液购自中国（北京）Solarbio公司；

BCA蛋白检测试剂盒购自中国碧云天公司；增强

的化学发光（ECL）试剂和聚偏氟乙烯膜（PVDF）均
购自美国Millipore公司；抗 UCHL5抗体、抗缺氧

诱导因子 1α（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）
抗体均购自美国 Abcam公司；抗 β-actin抗体、抗

Bcl-2抗体和抗兔 HRP标记的二抗均购自美国 Cell
Signaling Technology公司；其他试剂均为国产分

析纯。60Co辐照源由空军军医大学辐照中心提供，

辐照剂量率为 1 Gy/min；CytoFLEX流式细胞分析

仪购自美国 Beckman Coulter公司。

1.3    细胞培养及乏氧处理

常氧培养：将 Hela细胞置于高糖 DMEM培养

基中（含 10% 胎牛血清），在 37℃、5% CO2 培养

箱中培养。乏氧培养：将 Hela细胞置于 37℃、1%
O2、5% CO2 、94% N2 中，分别培养 0、1、2、4、
6、8、24 h后提取细胞总蛋白。

1.4    慢病毒载体构建及感染 Hela细胞

慢病毒载体委托上海吉凯基因化学技术有限公

司构建。转录本分为空白对照组、过表达对照组、

过表达 UCHL5 组转录本 1~4 和沉默对照组、沉默

UCHL5组转录本 1~2。将处于对数生长期的 Hela
细胞用 0.25%的胰蛋白酶消化后计数，将密度为

4×104 个/mL的细胞接种于 6孔培养板中，37℃ 培

养过夜。培养至细胞融合度为 70%~80%时，根据

病毒感染复数值计算病毒和聚凝胺浓度，然后将其

加入至细胞培养基中，感染 12 h后，更换新鲜培

养液，继续培养 48 h后，更换含 2 μg/mL嘌呤霉

素的 DMEM完全培养基，筛选细胞 1周。

1.5    实时定量 PCR
使用 TRIzol™和 mRNA提取试剂盒提取细胞

总 RNA，实时定量 PCR检测 UCHL5 mRNA的表

达。引物由杨凌天润奥科生物科技有限公司合成，

具体如下。UCHL5正向：GAGTGGTGCCTCATGG
AAAG，反向：CAAGTCGAGTCCTGAACC；β-actin
正向：CCTGGGCATGGAGTCCTGTG，反向：TCTT
CATTGTGCTGGGTGCC。PCR反应条件：50℃、

2 min，95℃、10 min，95℃、15 s，60℃、1 min，
共 40个循环；使用循环阈值量化对照组和实验

组细胞的 UCHL5 mRNA水平。采用 2−△△CT 方法

比较对照组和实验组的差异，β肌动蛋白（β-actin）
作为内参基因。

1.6    平板克隆形成实验

实验分组为过表达对照组、过表达 UCHL5组、

沉默对照组和沉默 UCHL5组。取处于对数生长期

的 Hela细胞，分别以 100、100、200、400个/孔
接种于 6孔培养板中，24 h后分别接受单次 0、
2、4、6 Gy γ射线照射，培养 2周后弃去培养基，

加甲醇固定 15  min，姬姆萨染色 20  min，计数

50个细胞以上的克隆并计算克隆形成率。克隆形

成率=（克隆形成数/铺板细胞数）×100%。

1.7    MTT实验

取处于对数生长期的过表达和沉默 UCHL5细

胞及其各自对照组细胞，分别以 1000个/孔的数量

接种于 96孔培养板中，设置 5个复孔；分别给予

0、2、4、6、8、10 Gy γ射线照射，于 0、3、5、
7 d后每孔加入 20 μL 5 g/L的 MTT，37℃ 培养 4 h
后吸去培养基，加入 150 μL 二甲基亚砜，置于摇

床上室温避光震荡 10 min，使其充分溶解，酶标

仪检测 490 nm处的吸光度（optical density，OD）值。

细胞增殖率=（实验组 OD值−空白对照组 OD值）/
（对照组 OD值−空白对照组 OD值）×100%。

1.8    流式细胞术检测细胞凋亡

分别取处于对数生长期的过表达 UCHL5组、

过表达对照组、沉默 UCHL5组和沉默对照组细

胞，以 5×105 个/孔接种于 6孔培养板；分别给予 0 Gy
和 8 Gy  γ射线照射 48 h后，以 1000  r/min离心

10 min（离心半径为 7 cm）后，收集样本，用 PBS
洗 2次，加入 559763 PE Annexin V 凋亡检测试剂

盒里的 Binding Buffer和 Annexin V-PE 混匀后，避

光反应 20 min，检测前 5 min再加入 7-氨基放线菌

素 D（7-AAD），用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.9    双荧光素酶报告基因分析

JASPAR靶 基 因 预 测 数 据 库 （ http://jaspar.
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genereg.net）检测结果发现，HIF-1α在 UCHL5的

启动子区存在互补结合位点。为进一步验证 HIF-1α
和 UCHL5之间的靶向关系，构建了野生型

（pGL4.10-UCHL5 Promoter Wt）和突变型（pGL4.10-
UCHL5 Promoter Mut）UCHL5荧光素酶重组质粒，

将野生型 UCHL5（UCHL5Wt）质粒和突变型 UCHL5
（UCHL5Mut）质粒分别与过表达 HIF-1α对照组及

过表达 HIF-1α组的质粒共转染人肾上皮 293T细

胞 48 h后，采用 Dual-Luciferase®报告基因检测系

统检测各处理组 293T细胞的双荧光素酶活性。

1.10    Western blot
用 RIPA细胞裂解液从 Hela细胞中提取蛋白

质，并添加 P8340蛋白酶抑制剂 Cocktail进行

Western  blot分析。随后在 4℃ 下以 13 500 r/min
离心 15 min（离心半径为 5 cm），收集上清液，并

用 BCA蛋白检测试剂盒进行定量。采用聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）（10%凝胶）分离蛋白质样

品（20 μg）。将蛋白质转移至聚偏氟乙烯膜上，并

在室温下用 5% 牛血清白蛋白封闭 2 h。温育后，

使用抗 UCHL5抗体、抗 HIF-1α抗体、抗 β-actin
抗体、抗 Bcl-2抗体在 PBS中于 4℃ 过夜孵育。将

该膜与抗兔 HRP标记的二抗在室温下孵育 2 h（稀
释比例为 1∶1000）。采用增强的化学发光试剂进

行显影，通过 Quantity one软件系统拍照获得免疫

印迹带。

1.11    宫颈癌组织芯片数据收集及分析

从癌症基因组图谱（官方网站 https://portal.
gdc.cancer.gov）中获得了宫颈癌和正常组织的基因

表达数据，其中包括 306个宫颈癌组织和 13个

宫颈正常组织。使用基因表达谱数据动态分析（官

方网站 http://gepia.cancer-pku.cn）进行基因相关性

分析。

1.12    统计学分析

采用 SPSS 24.0软件进行统计学分析。数据均

符合正态分布、方差齐性检验后，组间差异比较采

用单样本 t 检验；采用 Pearson检验进行相关性分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    缺氧对宫颈癌 Hela细胞 UCHL5表达的影响

宫颈癌 Hela细胞在缺氧条件下分别培养 0、
1、2、4、6、8、24 h后，观察发现 UCHL5的表

达水平出现上调，且在 8 h时最明显（图 1），这说

明缺氧可诱导其表达。HIF-1α表达的改变趋势与

UCHL5一致。

2.2    Western blot和实时定量 PCR的结果

Western blot和实时定量 PCR结果显示，慢病

毒载体感染 Hela细胞后可显著上调或下调 UCHL5
的表达。其中，过表达 UCHL5组转录本 2和沉默

UCHL5组转录本 2的调控效率在蛋白和 RNA水

平上均较高（图 2），所以选择此 2种转录本进行后

续实验。

2.3    UCHL5过表达对宫颈癌 Hela细胞辐射抗性

的影响

图 3的细胞克隆形成实验结果显示，与对照组

（0 Gy）相比，分别给予 2、4、6 Gy γ射线照射

后，Hela细胞的克隆形成数目呈剂量依赖性减少

（均 P<0.05）。与过表达对照组相比，等剂量照

UCHL5

HIF-1α

β-actin

0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 8 h 24 h

 

图 1    缺氧（1% O2）对宫颈癌 Hela 细胞 UHCL5 和 HIF-1α 的
表达影响    UCHL5为泛素羧基末端水解酶 L5；HIF-1α为抗

缺氧诱导因子 1α；β-actin为 β肌动蛋白

Figure 1    Effect  of  hypoxia  (1%  O2)  on  the  expression  of
ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase isozyme L5  and  hypoxia-
inducible factor 1α in Hela cells of cervical cancer
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图 2    上 调 （ A） 和 下 调 （ B）UCHL5后其蛋白的表达量和

mRNA的相对含量     1为空白对照组；2为过表达对照组；

3为过表达 UCHL5组转录本 1；4为过表达 UCHL5组转录

本 2；5为过表达 UCHL5组转录本 3；6为过表达 UCHL5组

转录本 4；7为沉默对照组；8为沉默 UCHL5组转录本 1；
9为沉默 UCHL5组转录本 2。UCHL5为泛素羧基末端水解

酶 L5；β-actin为 β肌动蛋白

Figure 2    The  protein  expression  and  relative  mRNA  levels  of
up-regulated  (A)  and  down-regulated  (B)  ubiquitin  carboxyl-
terminal hydrolase isozyme L5
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射+过表达 UCHL5组的细胞克隆形成率均增加，

且差异有统计学意义（均 P<0.05，图 3A）；与沉默

对照组相比，等剂量照射+沉默 UCHL5组的细胞

克隆形成率均降低，且差异有统计学意义（均 P<
0.05，图 3B）。
2.4    UCHL5的表达对宫颈癌 Hela细胞凋亡的影响

图 4的流式细胞术检测结果显示，与沉默对照

组相比，沉默 UCHL5组的细胞凋亡率明显增加

（P<0.05）；与过表达对照组相比，过表达 UCHL5

组的细胞凋亡无明显变化，可能的原因是 UCHL5
在宫颈癌 Hela细胞中表达的本底值较高，上调

UCHL5表达后产生的效应不明显。以上结果表明，

UCHL5低表达可促进宫颈癌 Hela细胞的凋亡。

2.5    UCHL5低表达联合 γ射线照射对宫颈癌 Hela
细胞凋亡的影响

由图 5可见，与沉默对照+照射组相比，沉默

UCHL5+照射组宫颈癌 Hela细胞的凋亡率明显增

加，且差异有统计学意义（P<0.05）；与过表达对
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图 3    上调（A）和下调（B）UCHL5 在不同剂量 γ 射线照射后宫颈癌 Hela 细胞的克隆形成率    a 表示与对照组（0 Gy）相比，Hela细胞

的克隆形成数目呈剂量依赖性减少 (t=4.54、14.00、18.39、8.25、12.00，均 P<0.05)；b 表示与过表达对照组相比，细胞克隆形成率均

增加 (t=14.16、19.22、8.76、6.79，均 P<0.05)；c 表示与沉默对照组相比，细胞克隆形成率均降低（t=5.23、6.50、12.01、13.29，均

P<0.05）。UCHL5为泛素羧基末端水解酶 L5

Figure 3    Colony  formation  rate  of  up-regulated  (A)  and  down-regulated  (B)  ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase isozyme L5  expression
levels on cervical cancer Hela cells after different doses of γ-ray irradiation
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图 4    上调和下调 UCHL5的宫颈癌 Hela 细胞凋亡率    a 表示与沉默对照组相比，差异有统计学意义（t=10.29，P<0.05）。UCHL5为

泛素羧基末端水解酶 L5；7-ADD为 7-氨基放线菌素 D；Annexin V-PE为藻红蛋白标记的钙离子依赖性磷脂结合蛋白

Figure 4    Cell  apoptosis  rate  of  up-regulation and  down-regulation of  ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase  isozyme L5  in  cervical  cancer
Hela cells
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照+照射组相比，过表达 UCHL5+照射组宫颈癌

Hela细胞的凋亡率下降，但差异无统计学意义

（t=1.15，P>0.05）。这说明低表达 UCHL5可以促

进辐射诱导的细胞凋亡。

2.6    UCHL5对 Bcl-2表达的影响

Western blot结果显示，过表达 UCHL5组的

Hela细胞中 Bcl-2表达水平上升，沉默 UCHL5
组的 Bcl-2表达水平下降（图 6A）。8 Gy γ射线照

射后 48 h，过表达 UCHL5组的 Bcl-2表达水平相

对于过表达对照组上升，沉默 UCHL5组的 Bcl-2
表达水平相对于沉默对照组的变化不明显（图 6B）。
这说明 UCHL5促进宫颈癌 Hela细胞凋亡的发生

可以通过促进抑制凋亡相关分子 Bcl-2的表达水平

而发挥作用。

2.7    UCHL5的低表达对宫颈癌 Hela细胞增殖的

影响

图 7的 MTT实验结果显示，与过表达对照组

相比，过表达 UCHL5组的 Hela细胞增殖率较

高，增殖率只有在第 3天时的差异有统计学意义

（P<0.05），这可能与 UCHL5在 Hela细胞中的表

达的本底值较高有关；沉默 UCHL5组的 Hela细

胞增殖率随着照射时间的延长均较沉默对照组降

低，且差异有统计学意义（均 P<0.05）。与单纯照

射组相比，给予不同剂量 γ射线照射后，细胞的活

力均呈剂量依赖性下降，过表达 UCHL5组的

Hela细胞的增殖率高于过表达对照组，且差异有

统计学意义（均 P<0.05）；相反，沉默 UCHL5组的

细胞增殖率降低，且差异有统计学意义（均 P<
0.05）（图 7），这表明降低 UCHL5的表达可抑制

Hela细胞的增殖。

2.8    HIF-1α对 UCHL5启动子活性的影响

基因表达谱数据动态分析癌症基因组图谱数据

显示，宫颈癌组织中 HIF-1α的表达水平和 UCHL5
的表达水平呈正相关（P<0.01，图 8A）。图 8B的

双荧光素酶报告基因结果表明，过表达 HIF-1α可

促进 UCHL5启动子 3′UTR（非翻译区）的荧光素酶

活性，与 UCHL5Wt+过表达 HIF-1α对照组相比，

UCHL5Wt+过表达 HIF-1α组的活性增加了 2.5倍，

且差异有统计学意义（P<0.05），这说明 HIF-1α
可通过该结合位点调控 UCHL5启动子的活性；而

在结合位点突变后，UCHL5Mut+过表达 HIF-1α组

的活性高于 UCHL5Mut+过表达 HIF-1α对照组，且

差异有统计学意义（P<0.05），这说明 HIF-1α对

UCHL5突变型的荧光素酶表达仍具有部分激活作
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图 5    上调和下调 UCHL5 在 8 Gy γ 射线照射 48 h后宫颈癌 Hela 细胞凋亡率    a 表示与沉默对照组+照射组相比，差异有统计学意义

（t=52.01，P＜0.05）。UCHL5为泛素羧基末端水解酶 L5；7-ADD为 7-氨基放线菌素 D；Annexin V-PE为藻红蛋白标记的钙离子依

赖性磷脂结合蛋白

Figure 5    Up-regulated and down-regulated ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 apoptosis rate of cervical cancer Hela cells after
8 Gy γ-ray irradiation 48 h
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用。以上结果表明，除突变的结合位点外，可能还

存在其他非典型的结合位点。

3    讨论

宫颈癌是全球女性中第四大最常见的癌症，由

于发展中国家宫颈癌的筛查普及率较低，大多数患

者就诊时病情已进展至晚期或预后不良阶段[5]。目

前，放疗仍是不可替代的治疗局部晚期宫颈癌的方

法。随着科学技术的发展，放疗靶点的精确性不断

提高[6]。但是，根治性放疗后宫颈癌患者的淋巴结

复发率仍然高达 10%~20%[7]。所以，辐射抗性细

胞的存在仍是影响宫颈癌放疗疗效的重要因素。

实体瘤中普遍存在缺氧情况[8]。缺氧是影响肿

瘤发生发展和治疗耐受性的重要原因。对于某些癌

症，例如头颈鳞状细胞癌，缺氧是导致局部放疗失

败的主要因素[9-10]。Gray等[11] 首次发现，经高压氧

处理后，荷瘤小鼠对辐射的敏感性显著增加，在氧

合良好的条件下照射时，肿瘤细胞对 X射线的灵

敏度是缺氧条件下的 3倍。我们课题组的前期研究

结果表明，对 Hela细胞进行缺氧预处理可以增强
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图 6    上调和下调 UCHL5 在 8 Gy γ 射线照射前（A）、48 h后

（B）宫颈癌 Hela 细胞 Bcl-2 的表达量   UCHL5为泛素羧基末

端水解酶 L5；Bcl-2为 B细胞淋巴瘤 2；β-actin为 β肌动蛋白

Figure 6    Bcl-2 expression levels  before (A) and after  (B) 48 h
8  Gy  γ-ray  irradiation  of  up-regulated  and  down-regulated
ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase  isozyme  L5  expression
levels in cervical cancer Hela cells
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图 7    上调和下调 UCHL5 在不同时间或不同剂量 γ 射线照射后宫颈癌 Hela 细胞增殖率    a 表示与同一时间点的过表达对照组比较，

细胞增殖率增高（ t=3.905，P<0.05）； b 表示与同一时间点的沉默对照组比较，细胞增殖率降低（ t=6.542、9.359、6.526，均

P<0.05）；c 表示与相同照射剂量的过表达对照组比较，细胞增殖率增高（t=3.40、4.06、3.68，均 P<0.05）；d 表示与相同照射剂量

的沉默对照组比较，细胞增殖率降低（t=20.17、2.50、9.14，均 P<0.05）。UCHL5为泛素羧基末端水解酶 L5；MTT为 3-（4，5-二
甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐

Figure 7    Cell proliferation rate at different times or different doses of up-regulated and down-regulated ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L5 expression levels in cervical cancer Hela cells
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细胞的辐射抵抗能力，氧增强比为 2.31±0.36[12]。
UCHL5在多种肿瘤中的表达上调，包括胃癌[13]、

乳腺癌[14]、卵巢癌[15]、肝癌[16]、食管癌[17] 以及宫颈

癌[18]，且提示预后不良。有研究报道，DUB在肿

瘤辐射敏感性调节中发挥着重要作用：泛素特异性

蛋白酶（ubiquitin-specific protease，USP）28通过稳

定 c-Myc/HIF-1α通路可以增强食管癌细胞的辐射

抗性 [19]；卵巢肿瘤结构域蛋白 4通过促进 ATM
（毛细血管扩张突变基因）/Chk2（细胞周期检测点激

酶 2）/p53信号通路和同源重组修复 DNA双链损

伤，增强非小细胞肺癌细胞的辐射抗性[20]；USP38
与组蛋白去乙酰化酶直接相互作用，稳定表达，促

进组蛋白去乙酰化酶对组蛋白 H3第 56位氨基酸

的乙酰化修饰，增强了非同源末端的连接效率，促

进了肿瘤细胞的辐射抗性[21]。目前，关于 UCHL5
对肿瘤辐射敏感性影响的研究未见报道。缺氧作为

应激源可以调节 DUB，比如缺氧时，肺癌 A549
细胞的 USP28表达下调[22]；USP46在缺氧条件下

的表达下调，导致结肠癌中肿瘤抑制因子 PHLPP
丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶的降解，使得多种结肠

癌细胞系的化疗耐药性增加 [23]；在缺氧条件下，

USP47去泛素化 β链蛋白也被诱导表达，进而增

强直肠癌细胞上皮间质转化 [24-25]。本研究结果显

示，缺氧诱导宫颈癌 Hela细胞 UCHL5的表达，

提示该基因产物可能是缺氧影响宫颈癌肿瘤辐射敏

感性的重要因子。此外，低表达 UCHL5降低了

Hela细胞的增殖能力，增加了细胞的辐射敏感

性，促进了 Hela细胞的凋亡以及 γ射线诱导的凋

亡。这表明 UCHL5可以促进宫颈癌的辐射抗性，

并且通过促进细胞增殖和抑制细胞凋亡发挥作用。

有研究报道，HIFs直接参与缺氧介导的 UCHL1
过表达，HIF-1α和 HIF-2α可以结合 UCHL1启动

子中潜在的缺氧反应元件 （HRE）位点，导致

UCHL1的转录增加，从而促进缺氧诱导的神经元

损伤细胞的凋亡[26]。但是，HIF-1α对 UCHL5的调

控作用尚未见报道，本研究结果显示，宫颈癌组织

中 HIF-1α的表达与 UCHL5有关，在非氧气依赖

的条件下，HIF-1α对 UCHL5的转录有激活作用，

这表明 UCHL5在缺氧条件下表达水平升高可能是

通过 HIF-1α转录激活的方式实现的。

近年来，DUB成为热门的癌症治疗靶标，如

果简单地认为促进低氧性癌症中 HIF-α的降解是有

益的，那么使用 DUB抑制剂拮抗 E3泛素连接酶

对 HIF-α的降解将具有重要的临床意义。然而，连

接酶 E3和 DUB也受缺氧的调节，使得这一作用

机制变得复杂。此外，DUB的作用不仅限于缺氧

信号传导，还存在于其他信号传导途径，如 DNA
损伤修复、细胞周期调控等。所以，UCHL5在

HIF信号通路之内或之外以及两者之间的联系需要

进一步探索。
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图 8    宫颈癌 UCHL5和 HIF-1α 表达水平的相关性（A）、UCHL5在人肾上皮 293T细胞中对 HIF-1α的靶向调控作用（B）    a 表示与

UCHL5Wt+过表达 HIF-1α对照组相比，UCHL5Wt+过表达 HIF-1α组的活性较高（t=30.47，P<0.05）；b 表示与 UCHL5 Mut+过表达 HIF-
1α对照组相比，UCHL5 Mut+过表达 HIF-1α组的活性较高（t=11.31，P<0.05）。UCHL5为泛素羧基末端水解酶 L5；HIF-1α为抗缺氧

诱导因子 1α；TPM为 transcripts per million；UCHL5Wt 为野生型泛素羧基末端水解酶 L5；UCHL5Mut 为突变型泛素羧基末端水解酶 L5

Figure 8    The correlation between the expression levels of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 and hypoxia-inducible factor 1α
in  cervical  cancer  tissues  (A)  and  targeted  regulation  of  ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase isozyme L5  on  hypoxia-inducible  factor  1α  in
human renal epitheliar 293T cells (B)
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综上所述，本研究证实了缺氧诱导宫颈癌 Hela
细胞 UCHL5的表达；过表达 UCHL5能增强细胞

的增殖能力，抑制细胞凋亡，增强细胞的辐射抗

性。在生物机制上，缺氧诱导的 HIF-1α可以激活

UCHL5转录。因此，靶向缺氧诱导的 UCHL5的

特异性抑制剂可能成为一种潜在的放疗增敏剂，但

缺氧诱导 UCHL5的表达进而影响宫颈癌辐射敏感

性的机制还需深入研究。
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ATP(adenosine-triphosphate)，三磷酸腺苷 RNA(ribonucleic acid)，核糖核酸

AUC（area under curve），曲线下面积 ROC（receiver operator characteristic），受试者工作特征

CI（confidence interval），可变区间 ROI（region of interest），感兴趣区

CT（computed bomography），计算机体层摄影术 SER（sensitization enhancement ratio），放射增敏比

CV（coefficient of variation），变异系数

DNA(deoxyribonucleic acid)，脱氧核糖核酸

SPECT(single photon emission computed tomography)，单光

　子发射计算机体层摄影术

DTC（differentiated thyroid cancer），分化型甲状腺癌 SUV（standardized uptake value），标准化摄取值

DTPA（diethylene-triaminepentaacetic acid），二亚乙基三胺

　五乙酸

SUVmax（maximum standardized uptake value），最大标准化

　摄取值

FDG（fluorodeoxyglucose），氟脱氧葡萄糖

MDP（methylenediphosphonate），亚甲基二膦酸盐

SUVmin（minimum standardized uptake value），最小标准化

　摄取值

MIBI（methoxyisobutylisonitrile），甲氧基异丁基异腈 T3（triiodothyronine），三碘甲腺原氨酸

MRI(magnetic resonance imaging)，磁共振成像 T4（thyroxine），甲状腺素

MTT（3-（4，5-dimethylthiazol-2-yl）-2，5-diphenyltetrazolium
　bromide），3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐

TNF（tumor necrosis factor），肿瘤坏死因子

TNM（tumor, node, metastasis），肿瘤、淋巴结、转移

PBS（phosphate-buffered solution），磷酸盐缓冲液 T/NT（the ratio of target to non-target），靶/非靶比值

PCR(polymerase chain reaction)，聚合酶链反应 TSH（thyroid-stimulating hormone），促甲状腺激素

PET(positron emission tomography)，正电子发射断层显像术 WBC（white blood cell count），白细胞计数

RBC(red blood cell)，红细胞

40 国际放射医学核医学杂志    2021年 1月第 45卷第 1期    Int  J  Radiat  Med  Nucl  Med,  January  2021,  Vol.45,  No.1 

https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1186/s12935-019-0816-z
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-2149
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0008531
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00695-13
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00373-15
https://www.nature.com/articles/s41598-017-15139-5
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15139-5

	1 材料与方法
	1.1 细胞系
	1.2 试剂及仪器
	1.3 细胞培养及乏氧处理
	1.4 慢病毒载体构建及感染Hela细胞
	1.5 实时定量PCR
	1.6 平板克隆形成实验
	1.7 MTT实验
	1.8 流式细胞术检测细胞凋亡
	1.9 双荧光素酶报告基因分析
	1.10 Western blot
	1.11 宫颈癌组织芯片数据收集及分析
	1.12 统计学分析

	2 结果
	2.1 缺氧对宫颈癌Hela细胞UCHL5表达的影响
	2.2 Western blot和实时定量PCR的结果
	2.3 UCHL5过表达对宫颈癌Hela细胞辐射抗性的影响
	2.4 UCHL5的表达对宫颈癌Hela细胞凋亡的影响
	2.5 UCHL5低表达联合γ射线照射对宫颈癌Hela细胞凋亡的影响
	2.6 UCHL5对Bcl-2表达的影响
	2.7 UCHL5的低表达对宫颈癌Hela细胞增殖的影响
	2.8 HIF-1α对UCHL5启动子活性的影响

	3 讨论

