
PTEN基因是定位于染色体 10q23.3的抑癌基 因，于 1997年被首次克隆［1］。 PTEN是目前为止人

类发现的最容易突变的抑癌基因之一，其在肿瘤的

发生发展中起着至关重要的作用。PTEN基因突变或

缺失可见于人类多种器官肿瘤，包括前列腺、乳腺、甲

状腺、子宫内膜、宫颈以及神经系统等［1-2］。

干扰PTEN基因表达对人宫颈癌细胞系HeLa细胞周期的影响
及相关机制研究
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［摘 要］ 目的：研究干扰PTEN表达对HeLa细胞细胞周期分布的影响并探索其相关机制。方法：以人宫颈癌细胞系HeLa为
实验对象，利用慢病毒转染技术导入PTEN⁃特异性短发卡RNA（short hairpin RNA，shRNA）干扰PTEN表达，采用实时荧光定量

PCR和Western blot技术检测转染前后PTEN及细胞周期蛋白Cyclin B1 mRNA和蛋白的表达，流式细胞术检测细胞周期分布变

化，蛋白酶体抑制剂MG⁃132处理细胞后利用Western blot检测Cyclin B1蛋白稳定性变化。结果：PTEN shRNA作用HeLa细胞

后，PTEN mRNA及蛋白表达水平较对照组显著降低；下调PTEN表达后，细胞周期中G2/M期细胞比例与对照组相比明显增

加，Cyclin B1蛋白表达水平下降，但Cyclin B1 mRNA水平与对照组相比无明显差异。MG⁃132处理细胞后，PTEN干扰组中Cy⁃
clin B1蛋白表达与未处理组相比明显增加。结论：在HeLa细胞中干扰PTEN表达会导致细胞周期阻滞于G2/M期，这可能与细

胞周期相关蛋白Cyclin B1表达水平降低有关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of down⁃regulating PTEN on cell cycle in HeLa cells and to explore its underlying
mechanism. Methods：PTEN⁃specific short hairpin RNA（shRNA）was synthesized and introduced into HeLa cells via lentivirus. The
mRNA and protein expression of PTEN and Cyclin B1 were detected by qPCR and Western blot assay，respectively. Cell cycle
distribution was determined by flow cytometry. Cyclin B1 protein expression was examined by Western blot after proteasome inhibitor
MG⁃132 treatment to evaluate its protein stability. Results：Compared to the control group，both mRNA and protein levels of PTEN were
decreased in HeLa cells transfected with PTEN⁃specific shRNA. PTEN down⁃regulation in HeLa cells induced cell cycle arrest in G2/M
phase，decreased Cyclin B1 protein level，but had no effect on Cyclin B1 mRNA level. After MG⁃132 treatment，the expression of Cyclin
B1 protein in the PTEN interference group was significantly elevated. Conclusion：Inhibition of PTEN expression in HeLa cells led to
cell cycle arrest in G2/M phase，which could be caused by decreased expression level of cell cycle related proteins（Cyclin B1）.
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PTEN蛋白含有两个主要的功能结构域，氨基

端的磷酸酶结构域和羧基端的C2结构域。其氨基

端磷酸酶结构域是 PTEN的主要功能结构域，具有

脂质和蛋白双重磷酸酶活性，可将细胞质中的磷脂

酰肌醇 3，4，5三磷酸［phosphatidylinositol⁃（3，4，5）⁃
triphosphate，PIP3］去磷酸化生成磷脂酰肌醇4，5二
磷酸［phosphatidylinositol⁃（4，5）⁃bisphosphate，PIP2］，
从而抑制PI3K⁃Akt信号通路，抑制细胞增殖、存活，

进而抑制肿瘤发生和发展。这也是公认的PTEN抑

制肿瘤的经典机制。但是随着人们对PTEN研究的

深入，近年来越来越多的 PTEN功能被发现，其中

PTEN对细胞周期的调控也逐渐引起人们的重视。

本研究以人宫颈癌细胞系HeLa为研究对象，通过慢

病毒干扰技术抑制HeLa细胞中PTEN的表达，采用

流式细胞分析技术检测干扰PTEN表达后细胞周期

的变化，并探索其可能机制。

1 材料和方法

1.1 材料

人宫颈癌细胞系HeLa（中国科学院上海生命科

学院细胞资源中心）；PTEN基因干扰 shRNA（short
hairpin RNA，shRNA）序列 5′ ⁃GACAAAGCCAACC⁃
GATACTTT⁃3′（上海吉玛制药技术有限公司）；高糖

DMEM培养基（Hyclone公司，美国），胎牛血清（杭州

四季青生物工程材料有限公司），青霉素⁃链霉素双

抗、TRIzol Reagent、定量 PCR 试剂盒（Invitrogen 公

司，美国），RNA逆转录试剂盒（Promega公司，美国），

细胞周期检测试剂盒（南京凯基生物公司），胞浆胞核

分离试剂盒（南京凯基生物公司）；蛋白酶体抑制剂

MG132（Sigma公司，美国）；抗PTEN抗体（Cell Signal⁃
ing公司，美国），抗Cyclin B1抗体（Santa Cruz公司，美

国），抗CDK1抗体、抗p⁃CDK1（Y15）抗体（Abcam公

司，美国），抗GAPDH抗体（Proteintech公司，美国），

抗Lamin B1抗体（南京恩晶生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物处理

细胞生长于含 10%胎牛血清、1%青霉素⁃链霉

素双抗的高糖DMEM培养基中，置于含 5% CO2的

37 ℃培养箱中常规孵育，取对数生长期的细胞进行

相关实验。需要蛋白酶体抑制剂MG⁃132处理的细

胞以终浓度 10 μmol/L加入培养基，处理 4 h后收集

细胞进行相关实验。

1.2.2 细胞分组及慢病毒感染

将 HeLa 细胞制成细胞悬液，接种至 24孔板

中。实验分为 2 组：对照组（shControl组，转染Con⁃
trol shRNA）、PTEN干扰组（shPTEN组，转染 PTEN⁃
特异性 shRNA）。根据慢病毒使用说明，将处于对

数生长期的细胞接种于 24孔板，至汇合度为 40%~
60%，移除培养基，加入稀释后的病毒液（培养基

400 μL+慢病毒原液30 μL +终浓度5 μg/mL的poly⁃
brene），放于 37 ℃含 5% CO2的培养箱中继续孵育，

24 h后移除病毒液，加入 0.5 mL培养基继续培养，

48 h后可检测PTEN表达，进行相关实验。

1.2.3 实时荧光定量PCR
根据TRIzol Reagent使用说明书提取HeLa细胞

总RNA，测定浓度后根据反转录试剂盒说明反转录

为cDNA。根据定量PCR试剂盒说明书配制20 μL反
应体系后进行PCR扩增，反应条件采用二步法：第１

步95 ℃ 10 min；第２步95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，40个循

环。在分析系统中读取各组Ct值，以2-ΔΔCt法对结果

进行分析。所用引物序列如下：PTEN 上游 5′ ⁃
TAGAGGAGCCGTCAAATC⁃3′，下游5′⁃ATCAGAGT⁃
CAGTGGTGTC⁃3′；Cyclin B1 上游 5′ ⁃CGGGAAGT⁃
CACTGGAAACAT ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ AAACATGGCAGT⁃
GACACCAA⁃3′。
1.2.4 Western blot检测蛋白表达

收集各组细胞提取细胞总蛋白（如需提取胞核

蛋白，按照胞浆胞核分离试剂盒说明书的步骤进行

操作），Bradford 法测定蛋白浓度。 10%的 SDS ⁃
PAGE胶进行蛋白质分离，湿转法将蛋白质转移到

PVDF膜上，5%脱脂奶粉溶液室温封闭1 h。分别加

入一抗 4 ℃孵育过夜，HRP标记二抗室温孵育 2 h。
洗膜后滴加 ECL发光液进行曝光。采用 Quantity
One软件计算各组灰度值与对照组内参蛋白的比

值，定量分析蛋白表达水平。

1.2.5 流式细胞术检测细胞周期分布

将各组细胞用适量胰酶消化，离心收集细胞，

PBS冲洗制成细胞悬液，调整浓度为1×106个/mL。取

1 mL细胞悬液，离心去除上清后加入 500 μL预冷

70%乙醇，4 ℃固定 1~4 h，离心除去固定液，加入

100 μL RNase A于37 ℃水浴30 min，再加入400 μL
PI混匀，避光染色 30 min后上流式细胞仪检测，分

析细胞周期变化。

1.3 统计学方法

用 SPSS16.0进行统计分析，计量资料以均数±
标准差（x ± s）表示，计数资料以百分率（%）表示；计

量资料两组间比较采用 t检验，多组间均数比较采

用 one⁃way ANOVA分析，两两比较采用 SNK法；计
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A：HeLa细胞转染PTEN shRNA后显著抑制PTEN mRNA表达；B：HeLa细胞转染PTEN shRNA后显著抑制PTEN蛋白表达。与 shControl
组比较，*P＜0.05，n=3。

图1 转染PTEN shRNA后HeLa细胞中PTEN的表达

Figure 1 PTEN expression after transfected with PTEN shRNA in HeLa cells

数资料两组间比较采用卡方检验，P ≤ 0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 HeLa 细胞转染 PTEN shRNA 后 PTEN 表达水

平的变化

为了研究 PTEN低表达对HeLa细胞周期的影

响，利用慢病毒干扰技术构建了PTEN低表达HeLa
细胞（shPTEN）及其对照组细胞（shControl）。病毒

转染 48 h 后，收集各组细胞，通过荧光实时定量

PCR实验检测PTEN mRNA的表达水平。结果显示

shPTEN 组中 PTEN mRNA 相对表达量为 0.35 ±
0.06，较 shControl组显著降低，差异有统计学意义

（P＜0.05，图1A）。Western blot实验也显示 shPTEN
组中 PTEN蛋白表达水平较 shControl组明显减少，

差异有统计学意义（P＜0.05，图1B）。
2.2 干扰PTEN表达对HeLa细胞周期的影响

为了解PTEN干扰对HeLa细胞周期的影响，通

过流式细胞术检测各组细胞的细胞周期分布。结

果显示，与对照组相比，转染PTEN shRNA后，HeLa
细胞中处于G0/G1期及S期的细胞比例无明显变化，

但处于G2/M期细胞的比例由12.24%增加至17.60%，

差异有统计学意义（P＜0.01，图 2），表明PTEN基因

表达下调后HeLa细胞被阻滞于G2/M期，提示PTEN
参与了HeLa细胞的细胞周期调控。

2.3 干扰 PTEN会抑制细胞周期蛋白 Cyclin B1的

表达

为了探索PTEN参与细胞周期调控的可能分子

机制，通过Western blot实验检测了 shControl组及

shPTEN组中细胞周期相关蛋白Cyclin B1及CDK1、
pCDK1的表达情况。实验结果显示与 shControl组
相比，shPTEN组中Cyclin B1、CDK1及 p⁃CDK1的蛋

白水平均显著降低，差异有统计学意义（P＜0.05，图
3A、B）。Cyclin B1/CDK1复合体只有进入细胞核内

才能发挥功能，因此还检测了细胞核内Cyclin B1和
CDK1蛋白的表达。Western blot结果显示与 shCon⁃

与 shControl组比较，*P＜0.01，n=3。
图2 转染PTEN shRNA后HeLa细胞被阻滞于G2/M期

Figure 2 PTEN shRNA induced cell cycle arrest in G2/M phase in HeLa cells
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A B C

A：细胞浆中Cyclin B1蛋白表达水平；B：细胞浆中CDK1、p⁃CDK1蛋白表达水平；C：细胞核中Cyclin B1、CDK1、p⁃CDK1蛋白表达水平。与

shControl组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，n=3。
图3 转染PTEN shRNA后HeLa细胞中Cyclin B1、CKD1蛋白表达减少

Figure 3 PTEN shRNA decreased the expression of Cyclin B1 and CDK1 in HeLa cells
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trol组相比，shPTEN组细胞核内的Cyclin B1、CDK1
及 p⁃CDK1的表达水平也显著降低，差异有统计学

意义（P＜0.05，图3C）。
这些结果表明PTEN低表达不仅会导致细胞总

蛋白中的Cyclin B1、CDK1、p⁃CDK1表达水平降低，

还会减少其在细胞核内的表达，从而影响Cyclin B1/

CDK1复合体的功能，提示PTEN可能通过影响细胞

周期相关蛋白Cyclin B1、CDK1的表达水平参与对

细胞周期的调控。

2.4 干扰PTEN促进Cyclin B1蛋白的降解

为了进一步研究PTEN影响Cyclin B1蛋白水平

的分子机制，首先通过实时荧光定量PCR实验检测

了 PTEN干扰对Cyclin B1 mRNA表达水平的影响。

结果显示，与 shControl组相比，shPTEN组中 Cyclin
B1 mRNA相对表达量无明显变化，提示PTEN不是

在转录水平影响Cyclin B1的表达（图4A）。
进一步猜测PTEN可能通过影响Cyclin B1蛋白

稳定性调节其蛋白表达水平，因此使用蛋白酶体抑

制剂MG132（终浓度10 μmol/L）分别处理两组细胞，

4 h后收集细胞，提取蛋白，检测Cyclin B1蛋白的表

达水平。Western blot结果显示，未加MG132处理

时，shPTEN组Cyclin B1的蛋白水平比shControl组显

著减少（P＜0.05）；但在MG132处理 4 h后，shPTEN
组Cyclin B1的蛋白水平较未处理组明显增多（P＜

0.05），而与MG132处理后的 shControl组相比无明

显差异（P＞0.05，图4B）。这一结果表明 shPTEN组

中Cyclin B1蛋白水平减少是由于其降解增多所致，

提示PTEN低表达可能会造成Cyclin B1蛋白稳定性

降低，继而影响细胞周期分布。

3 讨 论

PTEN是一个重要的抑癌基因，其突变或缺失

可见于包括乳腺癌、甲状腺癌、前列腺癌、宫颈癌在

内的多种肿瘤中；PTEN基因的胚系突变还可造成

一系列遗传综合征，如 Cowden综合征、Lhermitte⁃
Duclos病和 Bannayan⁃Zonana综合征等［3-4］；而在小

鼠模型中，PTEN基因杂合缺失或突变则会导致小

鼠自发形成包括乳腺癌、甲状腺癌、淋巴瘤在内的

多种肿瘤［5］。这些研究结果都表明了PTEN作为抑

癌基因的重要性及多功能性。

多年研究发现 PTEN可以抑制细胞增殖［6］、促

进细胞凋亡［7-8］、影响DNA复制［9-10］、维持基因组稳

定［11］、调控细胞迁移等［12］，调控细胞周期也是PTEN
的一项重要功能。早年研究已经证实PTEN可以通
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A：HeLa细胞转染PTEN shRNA后Cyclin B1 mRNA表达情况；B：MG132处理前后 shControl组及 shPTEN组中Cyclin B1蛋白表达情况。与

shControl组比较，*P＜0.05；与 shPTEN组比较，#P＜0.01，n=3。
图4 转染PTEN shRNA对Cyclin B1 mRNA水平及蛋白稳定性的影响

Figure 4 Effect of PTEN shRNA on the mRNA level and protein stability of Cyclin B1 in HeLa cells

过抑制PI3K/Akt通路使细胞周期阻滞于G1期。近

年来也不断有研究发现PTEN调控细胞周期的新机

制［13-15］。但目前研究多集中于PTEN高表达所致G1
期阻滞，而关于PTEN低表达或缺失对细胞周期的影

响研究较少。为了进一步明确PTEN在细胞周期调

控中的作用，本研究采用RNA干扰技术抑制HeLa细
胞中PTEN的表达，继而通过流式细胞仪检测细胞周

期改变，结果显示HeLa细胞中PTEN低表达会使细

胞周期阻滞于G2/M期。这一结果也提示 PTEN低

表达可能通过不同的机制参与细胞周期调控。

细胞周期蛋白是参与细胞周期调控的主要蛋

白，其表达水平在细胞周期中呈周期性变化，且与

细胞周期进程密切相关。目前已经发现的细胞周

期蛋白超过 10种，作用于G1期的主要有Cyclin C、
D、E，作用于M期的主要有Cyclin A、B［16］。文献报

道Cyclin D1在 PTEN高表达导致的G1期阻滞中起

着重要作用［13］。而本研究发现PTEN低表达会导致

HeLa细胞G2/M期阻滞，因此推测作用于M期的Cy⁃
clin B1可能在其中扮演重要角色。Cyclin B1主要

参与有丝分裂的起始和退出调控，Cyclin B1的蛋白

表达水平对于细胞能否顺利进入和退出有丝分裂

期至关重要。本研究采用Western blot检测了干扰

PTEN后Cyclin B1蛋白的表达，结果发现干扰PTEN
表达会造成Cycin B1蛋白水平降低。而Cylin B1低
表达则会导致细胞无法正常进入M期，从而被阻滞

于G2/M期，这与流式细胞周期结果中G2/M期细胞

比例增多相吻合。CDK1是另一个非常重要的细胞

周期相关蛋白，Cyclin B1可与其结合形成Cyclin B1/
CDK1复合体参与细胞周期调控。CDK1的活性与

其磷酸化状态相关，T161位磷酸化会激活CDK1，而
T14与Y15位磷酸化则会抑制其活性。本研究发现

干扰 PTEN 会导致 p⁃CDK1（Y15）水平降低，说明

PTEN可能并非通过影响 Y15位的磷酸化来调节

CDK1的功能。

Cyclin B1蛋白的表达受多种因素调控。Krause
等［17］就曾报道p53可以抑制Cyclin B1的转录从而导

致G2/M阻滞。Chung等［18］研究也表明PTEN可以调

节另一个细胞周期蛋白Cyclin D1的转录。因此为

了进一步研究PTEN低表达导致Cyclin B1蛋白水平

降低的分子机制，本研究首先通过实时荧光定量

PCR检测了Cyclin B1 mRNA的表达情况。实验结

果显示PTEN低表达对Cyclin B1 mRNA的表达水平

无影响，提示 PTEN 可能是通过其他机制调节 Cy⁃
clin B1蛋白的表达水平。影响Cyclin B1蛋白水平的

另外一个重要因素是蛋白降解。有文献报道Cyclin
B1蛋白稳定性降低、降解增加可导致其蛋白水平减

少［19］。而 Choi等［20］研究则显示PTEN干扰会导致有

丝分裂后期Cyclin B1降解速度加快；Song等［21］研究

也显示PTEN能够影响APC⁃CDH1的活性，而APC⁃
CDH1则能使Cyclin B1泛素化促其降解。这些结果

都提示PTEN可能会影响Cyclin B1蛋白的降解。因

此本研究用蛋白酶体抑制剂MG132处理细胞，抑制

蛋白降解，之后再检测Cyclin B1的蛋白水平，发现

其在 shPTEN组中的水平显著升高，这一结果直接

证明了HeLa细胞中 PTEN 低表达会促进Cyclin B1
降解，有力支撑了上述猜测。

综上所述，PTEN作为最著名的抑癌基因之一，

在细胞周期调控中的作用非常重要。越来越多的
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研究表明PTEN高表达与低表达可以通过不同的机

制对细胞周期造成不同影响。本研究在细胞水平

上考察了干扰 PTEN 表达对 HeLa 细胞周期的影

响，提出PTEN低表达可能通过促进Cyclin B1降解

造成细胞 G2/M期阻滞，为更深入地理解 PTEN在

细胞周期调控中的作用提供了新的实验依据与研

究视点。
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