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Abstract Objective: The present study investigates the expression and distribution of voltage-gated sodium channels ( VG-

SCs ), as well as its effects on the proliferation and invasion of human cervical cancer cells. Methods: Western blot analysis and immu-

nofluorescence were used to detect the level and intracellular distribution of the VGSC protein in cervical cancer cell lines, respectively.

Methyl thiazolyl tetrazolium assay and Matrigel methods tested the effect of VGSCs on the proliferation and invasion of the cervical

cancer ME180 cells, respectively. The expression of the VGSC subtype in ME180 cells was determined using semi-quantitative poly-

merase chain reaction and ribonucleic acid interference ( RNAi ). Results: Cervical cancer ME180 cells expressed the highest level of

VGSC protein in the four cervical cancer cell lines tested. VGSC protein was primarily found in the plasma membrane and cytoplasm

of the cells. Tetrodotoxin, an inhibitor of VGSCs, had no effect on the proliferation of the ME180 cells, but decreased Matrigel invasion

in a dose-dependent manner ( P < 0.05 ). Three VGSC isoforms ( Nav1.2, Nav1.6, and Nav1.7 ) were identified to be expressed in the

ME180 cells, among which Nav1.6 mRNA was at the highest level ( P < 0.05 ). RNAi targeting Nav1.6 mRNA decreased the invasion

of the cells by 52% ( P < 0.05 ). Conclusion: VGSC subtype Nav1.6 was found to be expressed predominantly in human cervical can-

cer ME180 cells. The expression of Nav1.6 in the cells increases the invasion of the cells in vitro.
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电压门控钠离子通道表达对宫颈癌细胞增殖 侵袭

转移作用的研究*

潘惠艳① 赵 群② 詹 阳③ 赵丽红① 张卫华① 吴玉梅②

摘要 目的：探讨电压门控钠离子通道（voltage-gated sodium channels，VGSCs）在宫颈癌细胞中的表达、分布及其对该细胞

增殖、侵袭能力的影响。方法：用Western blot了解VGSCs在不同宫颈癌细胞株中表达水平，采用免疫荧光检测VGSCs蛋白在细

胞中的定位。分别用MTT法和Matrigel法检测VGSCs对宫颈癌细胞的增生和侵袭作用。以半定量RT-PCR和RNAi方法确认宫

颈癌细胞中VGSC表达亚型及其功能。结果：在检测的4种宫颈癌细胞株中，ME180细胞表达较高水平VGSCs蛋白，其存在于细

胞膜和细胞质中。VGSCs抑制剂-河豚毒素(TTX)对ME180细胞增生无影响（P>0.05），但呈浓度依赖性抑制细胞的Matrigel侵袭

（P<0.05）。在ME180细胞中检测到Nav1.2、Nav1.6和Nav1.7三种VGSCs亚型，其中Nav1.6 mRNA占总mRNA的 78%，RNAi抑制

Nav1.6mRNA表达后可降低细胞侵袭达52%（P<0.05）。结论：VGSCs在宫颈癌ME180细胞株高表达，Nav1.6为其主要表达亚型，

增加了体外癌细胞的侵袭转移。

关键词 宫颈癌 电压门控钠离子通道 侵袭 TTX Nav1.6
doi:10.3969/j.issn.1000-8179.2012.04.003

宫颈癌是女性最常见恶性肿瘤之一，其肿瘤转

移是导致临床治疗失败和死亡的主要原因。电压门

控钠离子通道（voltage-gated sodium channels，VG⁃
SCs）是表达于神经、肌肉等“可兴奋”细胞的细胞膜

糖蛋白，产生和传播动作电位。VGSCs家族由9个成

员组成，分别为Nav1.1～Nav1.9，分布于不同的组织

和细胞类型。近年来发现VGSCs也在传统上被认为

是“非兴奋”的细胞中表达，如在转移的乳腺癌、卵巢
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癌和结肠癌等细胞中表达，其促进癌细胞的侵袭转

移 [1-3]。有报道称在宫颈癌原代培养细胞中检测到

VGSCs电流 [4]，但对于VGSC在宫颈癌中的作用及其

与癌症转移的关系仍不清楚。

为探讨VGSCs在宫颈癌转移中的作用，本研究

检测了VGSCs在宫颈癌不同细胞株中的表达水平，

又进一步在VGSC高表达的ME180细胞中，检测了

VGSCs与细胞增殖、侵袭的关系及其表达亚型，对探

讨VGSCs在宫颈癌细胞中作用及宫颈癌转移的机制

具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

人正常宫颈上皮细胞来自宫颈组织的原代培

养。宫颈癌Caski、HeLa和SiHa细胞株购自中国医学

科学院基础研究所，宫颈癌ME180细胞株购自上海

复祥生物技术公司。兔抗人pan-VGSC多克隆抗体、

VGSC抑制剂 TTX（Tetrodotoxin）购自Alomone labs公
司；MTT购自美国Gibco公司：Trizol、LipofectamineTM2
000购自美国 Invitrogen公司；RT-PCR试剂盒购自日

本 Toyobo 公司；DispaseII 酶、抗β-actin 抗体以及

FITC标记的Concanavalin A（ConA）购自 Sigma公司；

Alexa567标记的二抗（羊抗兔）购自Pierce公司；Tran⁃
swell小室购自美国Coring Costar公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人正常宫颈上皮细胞来自临床手

术取得的正常宫颈上皮组织，经DispaseII 酶消化法

行原代上皮细胞的培养，其步骤如下：将组织剪成碎

片后加入DispaseII酶（1 :5稀释）孵育于37℃、5%CO2饱

和湿度的培养箱中10min，再置于37℃水浴摇床摇动

1h。取上层液，离心后弃上清，沉淀加入 3mL含有

10%胎牛血清DMEM培养基混悬，接种于 25mL培养

瓶中培养 4～5d用于实验。人宫颈癌细胞株Caski、
HeLa、SiHa和ME180细胞孵育于37℃、5%CO2、饱和湿

度的培养箱及含有 10%胎牛血清的 DMEM培养液

中，经0.25%胰蛋白酶消化后传代。

1.2.2 Western blot 检测 VGSCs 蛋白的表达 采用

RIPA强裂解液提取正常宫颈上皮细胞和宫颈癌不同

细胞株的总蛋白，每泳道以 50μg蛋白质样品进行

6% SDS-PAGE。转膜后，用兔抗人 pan-VGSCα多克

隆抗体于4℃培育过夜（1 : 500）。HRP标记的羊抗兔

二抗温育，最后经ECL系统曝光显影。通过凝胶分

析系统分析蛋白的表达，β-actin 为内对照。VGSCα
蛋白的相对含量 = VGSCα蛋白条带吸光度值/β-ac⁃
tin (内对照)条带吸光度值。

1.2.3 免疫荧光检测VGSCs蛋白的定位 将ME180
细胞和对照Caski细胞消化后置于预先铺有盖玻片的

6孔板中，待细胞密度达50%左右时，取出玻片，4%多

聚甲醛溶液固定，细胞用FITC标记的ConA孵育。兔

抗人 pan-VGSCα多克隆抗体（1 : 50）于培育过夜，Al⁃
exa 567标记羊抗兔 IgG室温避光孵育 1 h,激光共聚

焦显微（Leica TCS-NT）镜下观察ConA及VGSC蛋白

在细胞中的染色。分别使用Ar（波长为488 nm）和Kr
（波长为568 nm）激发FITC和Alexa 567，镜下FITC染

色显示为绿光，Alexa 567显示为红光。

1.2.4 MTT法测定细胞增殖实验 将对数生长期的

ME180等细胞以每孔1×105个/mL的密度接种于96孔
板中，分别加入 0.01、0.1、1.0 和 10 μmoL/L的TTX培

养48 h后，每孔加入MTT 5 mg/mL试剂，37℃继续孵育

4 h，加入 150 μL/孔的DMSO溶液，在 Bio-Rad M450
酶标仪测定 492 nm波长处各孔的吸光度值（OD）。

各种细胞增殖率 =（实验组 OD值/对照组 OD值）×
100%。

1.2.5 Matrigel侵袭实验 在 12孔板 Transwell上室

加入1 g/L的Matrigel胶50 μL，胶凝固后，下室加入含

10%胎牛血清的DMEM培养液 500 μL，上室加入含

10%胎牛血清的DMEM培养液 200 μL及含有 2×105

个/孔细胞，置 37 ℃、5%CO2饱和湿度培养箱中培养

24 h，取出上室后，下室以 95%乙醇固定 15 min，HE
法染色，计数侵入至下室的细胞。细胞的侵袭指数

（invasion index）（%）=（下室细胞数/上室接种细胞

数）×100%。

1.2.6 siRNA转染 VGSC Na1.6亚型基因序列来自

GenBank，设计并合成 siRNA(序列 a：5'-GUCCGAGU⁃
GUCACAAUCCA-3'，4 196～4 214 bp)。合成的阴性

对照 siRNA（NC）序列为 5'-GATCCTTCTCCGAAC⁃
GTCTCAC-3',此顺序与人类基因无同源性。在

ME180细胞以5×105个/孔细胞接种于6孔板培养48h
后，利用脂质体 LipofectamineTM2000 将体外合成的

siRNA转染细胞。siRNA浓度是 2.5 μg/孔。取转染

后48 h的细胞进行VGSC mRNA和蛋白水平检测，以

及细胞Matrigel侵袭实验。每次实验分为4个组：空

白对照组（未转染组）、脂质体组（Lipo组）、转染阴性

对照组（NC组）和Nav1.6RNAi转染组。

1.2.7 半定量 RT-PCR 检测 VGSC 亚型表达 以

β-actin为内对照。以Nav1.1～Nav 1.9亚型引物序列

参考文献[2]为准，合成有关 9对引物。用Trizol提取

总RNA为模板，进行半定量RT-PCR反应，反应条件

为94 ℃ 3 min后，94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40
个循环。3 μL PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶中电泳，

结果用溴化乙锭染色后扫描分析，以 VGSC 亚型/
β-actin条带的光密度值进行VGSC亚型mRNA表达

水平半定量分析。
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1.3 统计学方法

数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，用 t 检验和单

因素方差分析检验 SPSS 11.5软件上分析，P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 VGSCs蛋白在不同宫颈癌细胞株中的表达

Western blot 结果显示，正常宫颈上皮细胞（细胞

经CK17角蛋白免疫染色证实为鳞状上皮细胞）仅有

微量VGSCα蛋白表达（图 1）。在宫颈癌细胞株中，

Caski细胞中亦能检测到微量VGSCα蛋白，其与正常

上皮细胞比较无显著性差异（P>0.05）。HeLa和SiHa
细胞株表达大量的VGSC蛋白，两者之间差异无统

计学意义（P>0.05），但均高于正常宫颈上皮细胞和

Caski细胞（P<0.05）。ME180细胞有最大量的VGSC
α蛋白表达，其高于正常宫颈上皮和其他三种癌细

胞（P<0.05）。

图1 VGSCα蛋白在宫颈上皮细胞和不同宫颈癌细胞株中的表达水平

Figure 1 Expression level of the VGSCα protein in normal cervical cells
and in four cervical cancer cell lines

2.2 VGSCs在ME180细胞中的定位

使用免疫荧光标记VGSCα,以ME180细胞为实

验细胞，Caski细胞为对照细胞，激光共聚焦显微镜观

察结果显示VGSCα蛋白存在于ME180细胞的胞膜

上，细胞质中也有不少着色，而且在两者的分布均明

显高于对照Caski细胞(图2)。

图 2 VGSCα在宫颈癌ME180和Caski细胞中的分布

Figure 2 Cellular distribution of VGSCα in cervical cancer cell lines of
ME180 and Caski cells (scale bar=10 μm). ConA (FITC/green) marked
the membrane of cells. Alexa567 (red) marked the VGSCα in the cells.
Scale bar is applicable to all panels

2.3 VGSCs对ME180细胞增殖无影响

MTT法检测结果显示，使用0.01、0.1、1.0、10μmoL/L
TTX孵育细胞48h后，各浓度组吸光度值与对照组无

显著性差异（P>0.05），提示VGSCs活性对ME180细

胞增殖无明显的作用（表1）。
表1 TTX对ME180细胞增殖能力的影响

Table 1 Effects of TTX on the proliferation of ME180 cells

2.4 VGSCs促使宫颈癌ME180细胞的侵袭

Matrigel实验结果表明TTX（tetrodoloxin.TTX）抑制

ME180细胞的侵袭呈浓度依赖性（图3）。0.01 μmoL/L
TTX组细胞侵袭指数较对照组降低(19±4)%（P<0.05）。
0.05 μmoL/L TTX 时细胞侵袭指数较对照组降低

(33±5)%，明显强于0.01 μmoL/LTTX的作用（P<0.05）。
同样，0.1 μmoL/L TTX时细胞侵袭指数较对照组降低

（55±4）%，明显强于 0.05μmoL/L 的 TTX（P<0.05）。

1.0和10 μmoL/L TTX抑制细胞的侵袭分别为（56±6）%
和（55±4）%，与0.1 μmoL/L TTX对细胞的侵袭作用比

较无显著性差异（P>0.05）。提示当TTX浓度增加至

1.0 μmoL以上时，细胞的侵袭无进一步降低，涉及

ME180 细胞侵袭的 VGSC 亚型可能为 TTX 敏感型

(TTX-S)。

图3 Matrigel检测VGSC抑制剂TTX对ME180细胞侵袭作用的抑制

Figure 3 Effect of TTX on the migration of ME180 cells tested using the
Matrigel method
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2.5 高侵袭ME180细胞中主要的钠离子通道蛋白为

Nav1.6 亚型

使用RT-PCR方法，在ME180细胞和Caski细胞

中检测到Nav1.6、Nav1.7和Nav1.2三种亚型（图4A），

总VGSCs mRNA水平在ME180细胞较 Caski细胞约

高 96倍（P<0.05），其中Nav1.6亚型约占总mRNA的

78%（图 4B），Nav1.7和Nav1.2在ME180细胞分别占

总mRNA的 16%和 8%。Caski细胞总VGSCs mRNA
处于极低水平。

图4 在ME180细胞中表达的VGSC亚型

Figure 4 Expression of the VGSC isoform in cervical cancer ME180 and
Caski cells

2.6 针对Nav1.6亚型的RNAi抑制了ME180细胞的

侵袭

针对 Nav1.6 亚型的 RNAi 处理 ME180 细胞后

48h，RT-PCR结果观察到RNAi转染组mRNA水平较

未转染组降低 59%(P<0.05），Lipo组和NC组ME180
细胞内Nav1.6 mRNA表达水平与未转染组相比无显

著性差异（P>0.05）。
Western bolt 结果显示，RNAi 转染组处理后的

ME180细胞，Nav1.6蛋白水平较未转染组下降 42%
（P<0.05），Lipo组和NC组ME180细胞内Nav1.6蛋白

水平与未转染组相比无显著性差异（P>0.05）。实验

结果提示RNAi转染能有效抑制Nav1.6蛋白表达。

Matrigel 实验显示，RNAi阻止Nav1.6表达后，细

胞的侵袭下降52%，RNAi及TTX（0.1μmoL/L）共同处

理细胞后，细胞的侵袭指数无进一步降低。Lipo组和

NC组对ME180细胞的侵袭无影响。

3 讨论

VGSCs为多亚基的跨膜糖蛋白,其通常由一个α
亚单位和多个β亚单位组成。α亚单位是主要的功能

单位，包含了VGSCs功能所需的必要结构。β亚单位

是一个辅助分子，对α亚单位具有调节作用。根据对

VGSC特异性抑制剂 TTX敏感性不同，VGSCs分为

TTX-敏感型（TTX-S）和TTX-耐受型(TTX-R)。毫微

摩尔浓度的TTX能阻断VGSC功能的被称为TTX-S，
而毫微摩尔浓度的TTX不能阻断VGSC功能，需微摩

尔浓度的 TTX阻断VGSC功能的被称为 TTX-R。已

确定 Nav1.5、Nav1.8、Nav1.9 为 TTX-R，其他亚型为

TTX-S。近来发现VGSCs在乳腺癌、卵巢癌、结肠癌

等细胞中表达，其与癌症的侵袭转移密切相关[ 1-3 ]。

本研究发现，正常宫颈上皮细胞VGSC蛋白表达

微弱，这与生理情况下VGSCs表达于神经、肌肉和神

经内分泌细胞等可兴奋细胞结果相一致。在宫颈癌

不同细胞株中，VGSCs蛋白表达水平有所不同。发现

ME180细胞表达高水平VGSC蛋白，Caski细胞的VG⁃
SC则明显处于低表达。在VGSC抑制剂TTX存在下，

宫颈癌细胞的增殖无变化，说明VGSC蛋白与宫颈癌

细胞的增殖无关,但VGSC抑制剂TTX能有效地抑制

ME180细胞Magrigel侵袭。有报道称ME180细胞来

自转移至大网膜的宫颈癌细胞，其在裸鼠中具有较

强的致瘤性 [5]，而Caski细胞来自局部宫颈癌。本实

验结果证实ME180细胞中 VGSCs的表达明显高于

Caski细胞，表明高转移潜能的癌细胞表达的VGSCs
可能涉及细胞侵袭表型的形成。Fraser 等 [6]报道称

VGSC 电 流 存 在 于 高 转 移 能 力 的 乳 腺 癌

MDA-MB-231中，而在弱转移能力MCF-7细胞未检

测到Na+电流，TTX降低MDA-MB-231细胞Transwell
实验的迁移能力，而对弱转移能力、低表达VGSC的

MCF-7细胞无作用。在人前列腺癌LNCap细胞及其

子细胞系C4和C4-2研究中发现，随着转移能力的增

加，VGSC蛋白表达升高，而TTX 阻滞了高转移C4和
C4-2细胞侵袭能力，但对弱转移LNCap细胞无影响[7]。

这些结果支持目前在宫颈癌细胞中的发现，即VGSCs
蛋白表达于高转移潜能的宫颈癌ME180细胞。

在ME180细胞中的定位研究中，证实VGSC存在

于胞膜和细胞质中，细胞质的VGSC蛋白可能是新合

成的蛋白分子，只有定位于细胞膜上的VGSC才可能

具有功能活性。在高转移乳腺癌MDA-MB-231细胞

细胞膜和细胞质中均存在VGSC蛋白，细胞膜VGSC
表达与细胞侵袭明显相关 [8]。在大鼠前列腺癌

Mat-Lylu细胞，NGF增加细胞的侵袭是通过促使细胞
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质Nav1.7蛋白运输至细胞膜，而细胞总Nav1.7蛋白

水平未改变[9]。

本研究发现TTX抑制ME180细胞的侵袭呈浓度

依赖，这与在人内皮细胞观察的结果一致 [10]，而且

TTX有效浓度在毫微摩尔之间，提示涉及细胞侵袭的

VGSC亚型属于 TTX-S。而在半定量 PCR实验观察

到ME180细胞存在 Nav1.2、Nav1.6和 Nav1.7三种亚

型，均为TTX-S，这支持Matrigel实验结果，即TTX-S
的VGSCs在ME180细胞表达。本研究发现Nav1.6是
主要表达亚型，约占总mRNA的 78%，在RNAi阻止

Nav1.6 mRNA表达后，细胞侵袭能力有明显下降，再

加入TTX后细胞侵袭无进一步降低，说明RNAi完全

阻滞Nav1.6对细胞的侵袭作用，该结果支持Nav1.6
亚型在ME180细胞中涉及侵袭能力的增强。有报道

称在结肠癌HT29细胞、SW480细胞及结肠癌组织

中，检测到Nav1.5亚型，其与癌细胞侵袭转移明显相

关 [3]。近来在内皮细胞中检测到Nav1.5和Nav1.7亚

型，RNAi阻止Nav1.5 mRNA表达后，细胞增生、血管

的形成受到抑制，而RNAi阻止Nav1.7 mRNA表达，

可抑制细胞的趋向运动[10]。

VGSCs促使肿瘤细胞侵袭转移考虑可能机制有

两个方面[11-12]：1）VGSCs表达可引起Na+流入细胞内，

使细胞内Ca2+增加（Na+/Ca2+交换增多）及Na+依赖的

酶，例如 PKA等激活, 这些可引起癌细胞运动、分泌

增加。2）VGSCα或β亚单位可与细胞膜/或细胞质内

蛋白结合。例如VGSCβ1可与 tenascin-C相结合，参

与同类细胞的黏附，最终影响细胞的转移。

总之，本研究探讨了 VGSC在宫颈癌细胞中表

达、分布及在转移中的作用，这将对VGSCs能否作为

宫颈癌进展的肿瘤标记物及药物治疗靶点具有重要

意义。
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