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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ｐ２１ 基因在正常滋养细胞迁移和侵袭中的作用以及可能的机制ꎮ 方法　 通过 ｓｉＲＮＡ 敲

低滋养细胞 ＨＴＲ－８ / ＳＶｎｅｏ 中的 ｐ２１ 基因ꎮ 通过细胞增殖实验、划痕实验以及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室侵袭实验ꎬ来观察 ｐ２１
敲低的滋养细胞迁移和侵袭能力的变化ꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑＰＣＲ)和免疫印记分析(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)ꎬ在
ｍＲＮＡ 和蛋白质水平上检测 ｐ２１ 敲低对 ＥＲＫ３ 和 ＭＭＰ２ 表达的影响ꎮ 结果　 ｐ２１ 敲低的滋养细胞迁移和侵袭能力

显著减弱ꎬ但对细胞增殖无影响ꎮ ＥＲＫ３ 及 ＭＭＰ２ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平上的表达都显著降低ꎮ 结论　 以上结果

说明 ｐ２１ 基因能促进正常滋养细胞的运动能力ꎬ这种作用与调节 ＥＲＫ３ 和 ＭＭＰ２ 的表达有关ꎮ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐ２１ ｇｅｎｅ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ３ ａｎｄ ＭＭＰ２.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐ２１ꎻ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 绒 毛 外 滋 养 细 胞 ( ｅｘｔｒａｖｉｌｌｏｕｓ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔꎬ
ＥＶＴ)侵入母体蜕膜对于胎盘植入和胎儿发育至

关重要ꎬ该过程的失败与多种妊娠疾病有关ꎬ比如

子痫前期( ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａꎬＰＥ)ꎮ ＰＥ 的病理生理学

与细胞功能障碍密切相关ꎬ包括细胞增殖失调、凋
亡增加、分化缺陷、滋养层细胞侵入减弱以及氧化
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应激[１－２] ꎮ ＰＥ 的全球患病率约为 ８％ꎬ是孕产妇和

围产儿死亡的主要原因之一ꎮ 尽管已对 ＰＥ 进行

了数十年的研究ꎬ对其详细的病理生理和分子机

制仍知之甚少ꎮ
细胞周期进程的平衡和控制需要通过不同的

调控 因 子 来 确 保ꎮ ｐ２１ 是 周 期 素 依 赖 性 激 酶

( ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＫ ) 抑 制 剂ꎬ 由

ＣＤＫＮ１Ａ 基因编码ꎮ 作为细胞周期调节因子的重

要成员ꎬｐ２１ 在很多生理过程中都发挥了重要的作

用ꎬ例如:参与细胞周期调控、包括有丝分裂、ＤＮＡ
修复、细胞凋亡、分化、细胞骨架动力学、细胞迁

移、基因转录、诱导性多能干细胞的重新变成、衰
老及衰老起始等[３] ꎮ 在与癌症有关的多项研究

中ꎬｐ２１ 被证实不仅能抑制癌症ꎬ还能作为原癌基

因发挥致癌能力ꎮ 然而ꎬ目前关于 ｐ２１ 在胎盘学

中的调节功能还研究的较少ꎮ 有证据表明ꎬ在整

个正常妊娠期内ꎬｐ２１ 基因都能在包括 ＥＶＴ 在内

的多种滋养细胞类型中表达ꎬ调控其增殖、分化和

侵袭ꎮ 因此ꎬｐ２１ 被认为是细胞周期停滞ꎬ衰老和

凋亡的潜在标志物之一[４－５] ꎮ
本研究希望通过敲低滋养细胞 ＨＴＲ－８ / ＳＶｎｅｏ

中的 ｐ２１ꎬ来探究 ｐ２１ 对正常滋养细胞运动能力的

影响及可能的机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

ＨＴＲ－８ / ＳＶｎｅｏ 细胞与 ＢｅＷｏ 细胞由本院研究

室提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂

靶向 ｐ２１ 的 ｓｉＲＮＡ ( Ｆ: ＡＣＡＣＣＵＣＣＵＣＡＵＧＵ
ＡＣＡＵＡꎬ Ｒ: ＵＡＵＧＵＡＣＡＵＧＡＧＧＡＧＧＵＧＵꎻ 命 名 为

ｓｉｐ２１)、对照 ｓｉＲＮＡ 以及丝裂霉素 Ｃ 均购自 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻＧＡＰＤＨ(ＧＴＸ６２７４０８ꎬ１ ∶１０００)的抗体

购自 Ｇｅｎｅｔｅｘꎻｐ５３(ｓｃ￣１２６ꎬ１ ∶１０００)的抗体购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻｐ２１ ( ＃２９４７ꎬ１ ∶ １５００)、ＥＲＫ３ ( ＃
４０６７ꎬ１ ∶１０００)以及 ＰＡＲＰ(＃９５４２ꎬ１ ∶１０００)的抗体均

购自 Ｃｅｌｌ ＳｉｇｎａｌｉｎｇꎻＣｅｌｌＴｉｔｅｒ 细胞活力检测试剂盒、
总 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 以 及 反 转 录 试 剂 盒 购 自

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻＧＡＰＤＨ、ｐ２１、ＥＲＫ３、ＭＭＰ２ 的反转录

引物由生工生物工程股份有限公司合成ꎻＲＰＭＩ 培

养基、胎牛血清、青霉素、链霉素均购自生工生物工

程股份有限公司ꎮ 所用引物见表 １ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧＡＰＤＨ Ｆ: ５’￣ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡ￣３’
Ｒ: ５’￣ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＣ￣３’

ｐ２１ Ｆ: ５’￣ＧＡＧＧＧＣＡＡＧＴＡＣＧＡＧＴＧＧＣＡＡ￣３’
Ｒ: ５’￣ＣＴＧＣＧＣＡＴＴＧＣＴＣＣＧＣＴＡＡＣＣ￣３’

ｐ５３ Ｆ: ５’￣ＴＣＣＴＣＣＣＣＡＡＣＡＴＣＴＴＡＴＣＣ￣３’
Ｒ: ５’￣ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＣＧＡＡＣＣＴＣＡＡＡ￣３’

ＥＲＫ３ Ｆ: ５’￣ＴＧＧＣＡＡＡＴＣＴＧＧＣＴＣＡＡＴＴＡＧＡ￣３’
Ｒ: ５’￣ＡＣＡＧＴＣＣＴＣＣＣＣＡＣＣＡＣＴＣＡ￣３’

ＭＭＰ２ Ｆ: ５’￣ＴＧＧＣＡＣＣＡＣＣＧＡＧＧＡＴＴＡＴＧ￣３’
Ｒ: ５’￣ＣＣＡＣＴＴＣＣＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＧＴ￣３’

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养及 ｓｉＲＮＡ 转染

正常人绒毛膜滋养细胞 ＨＴＲ８ / Ｓｖｎｅｏ 与人绒毛

膜癌细胞 ＢｅＷｏ 分别接种于含 ５％胎牛血清(ＦＢＳ)、
１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 链霉素的 ＲＰＭＩ￣
１６４０(标准生长培养基)中进行培养ꎮ 融合前经胰

蛋白酶消化ꎬ然后在 ５％ ＣＯ２、３７℃环境下连续传代

培养ꎮ
用转染试剂 Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 对 １０ ~ ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ

ｓｉＲＮＡ 进行瞬时转染ꎬ转染采用电穿孔法(２５０ Ｖꎬ
２５０ μＦꎬ５００ Ω)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞增殖、迁移和侵袭实验

细胞增殖实验:按照细胞活力检测试剂盒制造

商的说明进行细胞增殖测定ꎮ 细胞划痕实验:将
ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞以 ２􀆰 ０ × １０５ 个 /孔的浓度接种在

２４ 孔板中并培养过夜ꎮ 融合成单层状态时ꎬ用丝裂

霉素 Ｃ 处理细胞ꎬ抑制增殖ꎮ 划动移液枪尖端制造

划痕ꎬ２４ ｈ 后观察并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析划痕愈合情况ꎮ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室侵袭实验:按照细胞侵袭检测试

剂盒制造商的说明ꎬ进行细胞侵袭测定ꎮ 简单说

来ꎬ先将 ５００ μＬ 无血清培养基添加到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的
上室中ꎬ再将 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞以 ７􀆰 ５ × １０４ 个 /孔
的浓度接种到培养基中ꎬ并在下室中加入 ７５０ μＬ 无

血清培养基ꎮ １６ ｈ 后ꎬ去除下室中的培养基ꎬ添加

含有 １０％胎牛血清的培养基ꎬ开始侵袭测定ꎮ ２４ ｈ
后ꎬ用甲醇固定侵袭的细胞ꎬ并用结晶紫染色ꎮ 用

显微镜对侵袭的细胞进行成像分析ꎬ并进行细胞

计数ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)

按照总 ＲＮＡ 提取试剂盒制造商的说明提取总

ＲＮＡꎬ并按照反转录试剂盒制造商的说明对 ＲＮＡ 进

行反转录ꎬ 使用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ 进行实时荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应条件如下:

６４６
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９４℃ ５ ｍｉｎ
９４℃ ２０ ｓ
５４℃ ２０ ｓ
７２℃ ２０ ｓ
７２℃ １ ｍｉｎ

　
　 }共 ４０ 个循环

使用 ＳｔｅｐＯｎｅ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ２􀆰 ２􀆰 ２ 分析数据ꎬ通过

２－ΔΔＣｔ法计算基因相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 蛋白印记分析(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)

先使用 ＲＩＰＡ 缓冲液和蛋白酶抑制剂制备细胞

裂解物ꎬ然后采用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 法测量蛋白质浓度ꎮ 用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离总蛋白并转移到聚偏二氟乙烯膜

上ꎬ将膜用 ５％ ＢＳＡ 在 ４℃下过夜封闭ꎬ与各一抗在

室温下孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ用 ＰＢＳ 将膜冲洗 ３ 次ꎬ然后与二

抗在室温下孵育 １ ｈꎬ再用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎮ 以

ＧＡＰＨＤ 作为内参ꎬ使用化学发光检测试剂盒检测

各蛋白表达ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对蛋白质印迹分析进行

定量分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计分

析ꎮ 所有数据均以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ用
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ 检验进行组间差异比较ꎮ 当 Ｐ < ０􀆰 ０５
时ꎬ被认为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ｐ２１ 和 ｐ５３ 在滋养细胞中的表达

由图 １ 所示ꎬ与人绒毛膜癌细胞株 ＢｅＷｏ 结果

相反ꎬ在 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平上ꎬ正常滋养细

胞 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞 ｐ５３ 的表达水平较高ꎬ而 ｐ２１
表达则都较低(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 说明滋养细胞 ｐ２１ 及其

主调控因子 ｐ５３ 的表达在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平上

相互对应ꎬ二者在正常滋养细胞与肿瘤细胞中表现

出相反的表达水平ꎮ
２􀆰 ２　 细胞增殖

为了探究 ｐ２１ 在滋养细胞增殖中的作用ꎬ用针

对 ｐ２１ 的 ｓｉＲＮＡ(ｓｉｐ２１)在 ＨＴＲ 细胞中敲低了 ｐ２１
的表达ꎬ然后进行 ４８ ｈ 的细胞活力分析ꎮ 与对照

ｓｉＲＮＡ(ｓｉＣｔｒｌ)相比ꎬ用 ｓｉｐ２１ 处理的细胞在增殖上

无显著差异(Ｐ> ０􀆰 ０５ꎬ图 ２Ａ)ꎮ ＰＡＲＰ 是细胞凋亡

核心成员半胱天冬酶(ｃａｓｐａｓｅ)的切割底物ꎬ可作为

凋亡的标志此外ꎮ 用免疫印迹分析检查了 ＰＡＲＰ 及

其裂解产物ꎬ结果在 ｐ２１ 敲低的细胞与对照组细胞

之间也未观察到显著差异(图 ２Ｂ)ꎮ 这说明 ｐ２１ 可

能对正常滋养细胞的增殖和凋亡没有显著影响ꎮ
２􀆰 ３　 细胞迁移

为了探究 ｐ２１ 对正常滋养细胞运动的影响ꎬ进
行了细胞划痕实验来观察 ｐ２１ 敲低后ꎬ滋养细胞迁

移能力的变化ꎮ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬｐ２１ 敲低

后的滋养细胞迁移率显著降低(图 ３ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说

明 ｐ２１ 能影响正常滋养细胞的迁移能力ꎮ
２􀆰 ４　 细胞侵袭

通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室侵袭实验ꎬ观察 ｐ２１ 敲低后

正常滋养细胞侵袭能力的变化ꎮ 结果显示ꎬ与对照

相比ꎬｐ２１ 敲低后的滋养细胞侵袭能力显著降低(图
４ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎬ说明 ｐ２１ 能影响正常滋养细胞的侵袭

能力ꎮ

注: Ａ:ｑＰＣＲ 检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果ꎮ 与 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 正常滋养细胞 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 与人绒毛膜癌细胞 ＢｅＷｏ 中 ｐ２１ 和 ｐ５３ 的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ. Ｂꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ２１ ａｎｄ ｐ５３ ｉｎ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ ａｎｄ ＢｅＷｏ ｃｅｌｌｓ

７４６
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注:Ａ:细胞活力ꎻＢ:蛋白印记分析检测 ＰＡＲＰ 在 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞中的表达ꎮ

图 ２　 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞增殖及凋亡

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. Ｂꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＲＰ ｉｎ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ

注:与 ｓｉＣｔｒｌ 比较ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)

图 ３　 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞迁移能力变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＣｔｒｌꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

图 ４　 ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ 细胞侵袭能力变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＨＴＲ８ / ＳＶｎｅｏ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

２􀆰 ５　 ＥＲＫ３ 的表达水平

ＥＲＫ３ 是有丝分裂原激活的蛋白激酶(ＭＡＰＫ)
超家族的远亲成员ꎬ参与细胞的分化和迁移ꎮ 为了

探究 ｐ２１ 影响滋养细胞运动能力的可能机制ꎬ分别

检测了 ｐ２１ 敲低后 ＥＲＫ３ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平上

的变化ꎮ 结果表明ꎬ与对照组比较ꎬ在 ｐ２１ 敲低的滋

养细胞中ꎬＥＲＫ３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均显

著降低(图 ５ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说明 ｐ２１ 可能通过调控

ＥＲＫ３ 相关信号路径来影响滋养细胞的运动能力ꎮ
２􀆰 ６　 ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ 的表达水平

基质金属蛋白酶能够降解细胞外基质(ＥＣＭ)ꎬ
因此滋养细胞的侵袭与基质金属蛋白酶(ＭＭＰ)的

８４６
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表达密切相关ꎮ 其中ꎬＭＭＰ２ 被认为是在滋养层细

胞侵袭过程中的关键酶ꎬ且受 ＥＲＫ３ 表达的影响ꎮ
通过 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测了 ｐ２１ 敲低后

ＭＭＰ２ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平的变化ꎮ 结果显示ꎬ

与对照组比较ꎬＭＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平

均显著降低(图 ６ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 该结果进一步证实了

ｐ２１ 可能通过调控 ＥＲＫ３ / ＭＭＰ２ 信号路径来影响滋

养细胞的运动能力ꎮ

注:Ａ:ｑＰＣＲ 结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果ꎮ

图 ５　 ｐ２１ 和 ＥＲＫ３ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质上平上的的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ. Ｂꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ２１ ａｎｄ ＥＲＫ３ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ

注:Ａ:ｑＰＣＲ 结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果ꎮ

图 ６　 ＭＭＰ２ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质上平上的的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ. Ｂꎬ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ２ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ

３　 讨论

ｐ２１ 在细胞运动中的作用是多方面的ꎬ取决于

不同的细胞环境ꎮ 核 ｐ２１ 能作为转录因子 /辅因子ꎬ
在转化生长因子 β(ＴＧＦ￣β)介导的乳腺癌细胞的迁

移和侵袭有必不可少的作用ꎬ当其基因被沉默后ꎬ
虽然对细胞生长和增殖没有显著影响ꎬ但能抑制乳

腺脂肪垫异种移植小鼠和其他多种乳腺癌细胞的

侵袭ꎮ Ｄａｉ 等[６]指出 ｐ２１ 的高表达与促进癌细胞的

迁移 /侵袭进而降低乳腺癌患者的存活率有关ꎮ
Ｑｉａｎ 等[７]关于肿瘤小鼠模型的研究则发现ꎬ肿瘤的

侵袭伴随着 ｐ２１ 的上调ꎬ而 ｐ２１ 基因敲除的小鼠ꎬ其

肿瘤转移受到明显的抑制ꎬ当 ｐ２１ 重新表达后ꎬ该抑

制现象被逆转ꎮ 细胞质 ｐ２１ 被发现能通过抑制

Ｒｈｏ / ＲＯＣＫ / ＬＩＭ 途径来促进小鼠胚胎成纤维细胞

的运动能力[８]ꎮ 也有报道指出ꎬ细胞质 ｐ２１ 和 ｐ５３
的复合物能通过诱导细胞凋亡来抑制侵袭[９]ꎮ 同

时ꎬ滋养细胞必须在侵袭过程发生之前就结束细胞

周期ꎬ包括 ｐ２１ 的激活[１０]ꎮ
本研究的结果显示ꎬｐ２１ 的敲低造成了正常滋

养细胞迁移能力和侵袭能力的减弱ꎬ但对细胞增殖

或凋亡诱导则无影响ꎮ 与对照相比ꎬｐ２１ 敲低的滋

养细胞迁移率显著降低ꎬ仅为 ５３％(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而
侵袭细胞的数量则比对照减少了 ２１％(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ

９４６
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此外ꎬ在 ｐ２１ 敲低的滋养细胞中ꎬ ＥＫＲ３ 不论在

ｍＲＮＡ 水平还是蛋白质水平上的表达都显著降低ꎬ
这提示了滋养细胞运动能力和侵袭能力的减弱可

能在一定程度上是由减少 ＥＲＫ３ 的表达来介导的ꎮ
ＥＲＫ３ 在细胞增殖ꎬ细胞周期进程和分化中都发挥

了作用ꎮ ＥＲＫ３ 可以激活其第一个被鉴定的底物

ＰＲＡＫꎬ从而影响肌动蛋白的重塑和细胞迁移[１１]ꎮ
与 ｐ２１ 一样ꎬＥＲＫ３ 也是细胞有丝分裂过程中 Ｃｄｋ１
的底物ꎬ其磷酸化受到 Ｃｄｋ１ 的调节[１２]ꎮ ＥＲＫ３ 促

进癌细胞的迁移 /侵袭和肿瘤的转移ꎬ其表达在乳

腺癌、肺癌、头颈癌等多种癌症中受到上调[１３]ꎮ 除

ＥＲＫ３ 外ꎬｐ２１ 的敲低还与 ＭＭＰ２ 表达减少有关ꎮ
ＥＲＫ３ 通过激活癌蛋白 ＳＲＣ３ 的磷酸化ꎬ引起包括

ＭＭＰ２ 在内的不同 ＭＭＰ 基因的上调ꎬ从而在体外和

体内刺激肺癌细胞的侵袭ꎮ 敲低 ＥＲＫ３ 则能够抑制

肺癌细胞的侵袭[１４]ꎮ 本研究的结果证实ꎬ敲低 ｐ２１
后 ＭＭＰ２ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白质水平上也都表现出显

著的降低ꎬ进一步证实了 ｐ２１ 可能通过调控 ＥＲＫ３ /
ＭＭＰ２ 信号路径来影响滋养细胞的运动能力ꎮ 但到

目前为止ꎬ关于 ＥＲＫ３ 与 ｐ２１ 间的直接相关性的研

究还十分缺乏ꎮ
综上所述ꎬ本研究的结果表明 ｐ２１ 与正常滋养

细胞的运动有关ꎬｐ２１ 缺乏会减弱滋养细胞的迁移

能力和侵袭能力ꎮ 此外ꎬｐ２１ 缺乏还会降低 ＥＲＫ３
和 ＭＭＰ２ 的表达ꎮ 但与二者间的联系到底是直接

的还是间接的ꎬ目前还尚未可知ꎬ有待进一步的

研究ꎮ
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