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下调TSP1表达抑制宫颈腺癌HeLa细胞生长
及促血管生成能力的研究

张花，潘莹，何全中

新乡医学院第三附属医院妇产科，河南 新乡 453000

【摘要】 目的 研究调控血小板反应蛋白1 (TSP1)的表达对宫颈癌HeLa细胞增殖、迁移、凋亡、侵袭及促进内

皮细胞成血管能力的影响。方法 构建表达TSP1基因的真核表达载体pcDNA3.1-TSP1及 siRNA-TSP1，转染宫颈

癌HeLa细胞，实验共分为TSP1基因过表达组(pcDNA3.1-TSP1转染组)、TSP1基因低表达组(siRNA-TSP1转染组)
和未转染组(阴性对照组)。Real-time PCR、Western blot检测各组细胞TSP1的表达，CCK-8、划痕实验、流式细胞

术、Transwell检测各组细胞生长情况，体外血管形成实验检测各组细胞促血管生成能力。结果 与阴性对照组比

较，pcDNA3.1-TSP1组细胞TSP1 mRNA及蛋白表达上调，siRNA-TSP1组细胞TSP1 mRNA及蛋白表达下调，差异

均有统计学意义(P<0.05)；pcDNA3.1-TSP1组HeLa细胞的增殖、迁移、侵袭及体外促内皮细胞血管形成能力明显增

强，差异均有统计学意义(P<0.05)，但凋亡比例比较差异无统计学意义(P>0.05)，而 siRNA-TSP1组HeLa细胞的增

殖、迁移、侵袭及体外促内皮细胞血管形成能力均降低，凋亡比则增加，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 下调

TSP1的表达可抑制HeLa细胞的增殖、迁移、侵袭及促进内皮细胞成血管能力，促进细胞凋亡。上调TSP1则可促进

HeLa细胞的增殖、迁移、侵袭及体外促血管形成能力，但对细胞凋亡无明显影响。
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Down-regulation of TSP1 expression negatively regulates the biological behavior and angiogenic ability of
cervical cancer HeLa cells. ZHANG Hua, PAN Ying, HE Quan-zhong. Department of Obstetrics and Gynecology, the Third
Hospital of Xinxiang Medical University, Xinxiang 453000, Henan, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the effect of regulating thrombospondin 1 (TSP1) expression on the prolif-
eration, migration, apoptosis, invasion of cervical cancer HeLa cells and its ability to promote endothelial cell angiogene-
sis. Methods Eukaryotic expression vectors pcDNA3.1-TSP1 and siRNA-TSP1 were constructed. They were used to
transfected the cervical cancer HeLa cells. The experiment was divided into TSP1 gene overexpression group (pcD-
NA3.1-TSP1 transfection group), TSP1 gene under-expression group (siRNA-TSP1 transfection group), and non-trans-
fection group (control group). Real-time PCR and Western blot were used to detect the expression of TSP1 in each
group. CCK-8, wound healing assay, flow cytometry, Transwell assay, and matrigel assay were used to determine the
changes of biological behavior of each group. Results Compared with the control group, the expression of TSP1
mRNA and protein was up-regulated in pcDNA3.1-TSP1 group and down-regulated in siRNA-TSP1 group (P<0.05).
Compared with the control group, the proliferation, migration, and invasion of HeLa cells and the ability to promote en-
dothelial cell angiogenesis in vitro were significantly enhanced in pcDNA3.1-TSP1 group (P<0.05); but there was no sig-
nificant difference in the proportion of apoptosis between the two groups (P>0.05). In the siRNA-TSP1 group, the prolif-
eration, migration, and invasion of HeLa cells, and the ability to promote endothelial cell angiogenesis in vitro were sig-
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宫颈癌的高发病率及年轻化趋势使其成为一个日

益加重的全球负担，是在世界范围内仅次于乳腺癌和

结直肠癌的第三大女性恶性肿瘤，据统计，每年约有

56.9万例新发病例[1]。虽然随着近年来宫颈癌筛查及

HPV疫苗的广泛应用，宫颈癌的发病率有所控制，但仍

是严重影响全球女性健康的恶性肿瘤之一[2]。目前临

床上宫颈癌的治疗手段主要为手术、放疗、化疗。患者

的生活质量尤其是晚期患者的生活质量普遍不高。转

移性宫颈癌患者预后均较差，中位生存期为 8~13个
月。因此对于晚期宫颈癌患者急需寻求新的治疗手段

来提高患者生存率及生活质量。血管生成是肿瘤进展

的关键，在治疗晚期宫颈癌方面有巨大应用前景[3-4]。

血小板反应蛋白 1 (thrombospondin 1，TSP1)是一

种内源性血管形成抑制因子，是调控血管形成的关键

分子之一，在肿瘤微环境中发挥重要作用[5]。研究发

现TSP1对肿瘤细胞生物学行为的影响在不同肿瘤中

存在差异，在同一种肿瘤不同组织学类型中发挥的作

用也可不同[6-8]。可能与TSP1在不同的肿瘤微环境中

表达量不同，或与不同的受体结合而产生相反的生物

学效应有关[6]。宫颈癌常见的组织学类型为鳞癌和腺

癌。研究者研究证实在宫颈鳞癌发生发展过程中，

TSP-1的表达逐渐下降，过表达 TSP1可抑制宫颈癌

SiHa细胞的生长[9]。目前TSP1在宫颈腺癌方面的作

用研究较少。

本研究拟通过调控宫颈腺癌HeLa细胞TSP1的表

达量，从细胞水平研究其对HeLa细胞生物学行为的

影响，探索TSP1在宫颈腺癌方面发挥的作用，为晚期

转移性宫颈癌的治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 主要细胞系与试剂 宫颈癌HeLa细胞购自

北京协和医学院基础细胞中心，人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells，HUVECs)购自

武汉 Procell生命科技有限公司，表达TSP1基因的真

核表达载体 pcDNA3.1-TSP1、siRNA-TSP1购自塞默

斯生物科技有限公司，LipofectamineTM3000购自Ther-
moFisher，反转录及 qPCR试剂盒购自 Novoprotein，
Annexin V PE/7-AAD 凋亡检测试剂盒购自Solarbio，
兔抗人TSP1抗体购自Abcam。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 共分为三组，即 TSP1基因过

表达组(pcDNA3.1-TSP1转染组)、TSP1基因低表达组

(siRNA-TSP1转染组)和未转染组(阴性对照组)。
1.2.2 细胞转染 将Hala细胞以5×105细胞/孔的

浓度分别接种于6孔板，10%FBS DMEM培养基37℃、

5%CO2培养 24 h。待细胞融合度达到 80%进行转染。

按照 LipofectamineTM3000试剂说明书，转染 HeLa细
胞，孔板内培养基换成DMEM基础培养基，分别配制

两组体系：DMEM基础培养基 125 μL+Lipofectami-
neTM 3000 3.75 μL、DMEM基础培养基 125 μL+质粒

DNA 2.5 μg+P3000 5 μL/DMEM基础培养基 125 μL+
siRNA 2.5 μg，室温静置 5 min，两组分充分混匀，室温

静置20 min后加入孔板继续培养48 h。
1.2.3 Real-timePCR检测转染效果 常规消化

收集转染 48 h后的 HeLa细胞，Total法提取细胞总

RNA，Real-time PCR法检测各组细胞中 TSP1的表

达。上游引物：TGGTGATGCCTGTGATGATGA，下

游引物：TGTTGTCTGTGTCTGCCTGAT。以 2-ΔΔCt表

示转染后细胞中TSP1 mRNA的相对表达量，ΔΔCT=
(CtTSP-1-Ct内参)转染后-(CtTSP-1-Ct内参)转染前。

1.2.4 Western blot 检查转染后 TSP1 蛋白的表

达 常规消化收集转染 48 h后的HeLa细胞，提取细

胞 总 蛋 白 。 BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 ，依 次 进 行

SDS-PAGE凝胶电泳、转膜、封闭、孵育一抗、二抗，

用 BeyoECL Plus 法在暗室中压片显色。兔抗人

TSP1抗体稀释比例 1∶1 000，内参 PTEN抗体稀释

比例 1∶500。
1.2.5 CCK-8法检测各组细胞增殖能力 将Ha-

La细胞于 1×104细胞/孔的浓度接种 96孔板。每孔

100 μL培养基，同时设空白孔，按上述体系转染，

37℃、5%CO2培养48 h。弃去原培养基，PBS清洗细胞

两遍，每孔加入100 μL新培养基和10 μL CCK-8，37℃
培养2 h。酶标仪测定各孔吸光值OD450。细胞存活率

=[(实验孔－空白孔)/(对照孔－空白孔)]×100%。

1.2.6 细胞划痕实验 将Hala细胞以 5×105细

胞/孔的浓度接种 6孔板，按上述体系转染。48 h后用

200 μL枪头做划痕。用PBS洗细胞 3次，去除划下的

细胞，加入无血清培养基。放入 37℃、5%CO2培养箱

培养，于0 h、6 h、24 h拍照。

1.2.7 流式细胞术检测调控TSP1表达对HeLa细
胞凋亡的影响 取处于对数生长期Hala细胞，接种于

六孔板，按上述体系转染。48 h后收集细胞并计数。

取 1×105个细胞用 500 μL稀释的 1×Binding Buffer悬

nificantly decreased compared with those in the control group, while apoptosis was increased, with statistically signifi-
cant differences (P<0.05). Conclusion Down-regulation of TSP1 expression can inhibit the proliferation, migration
and invasion of HeLa cells, inhibit the ability to promote endothelial cell angiogenesis in vitro, and promote cell apopto-
sis. Up-regulation of TSP1 expression could promote the proliferation, migration and invasion of HeLa cells, improve
the ability to promote endothelial cell angiogenesis in vitro, but has little effect on the apoptosis of HeLa cells.

【Key words】 Cervical cancer; Thrombospondin 1 (TSP1); Overexpression; siRNA; Angiogenesis
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浮细胞。再向管中加入 5 μL Annexin V-PE和 5 μL
7-AAD染液。轻柔混匀，室温避光孵育 10 min。在

1 h内用流式细胞仪检测。

1.2.8 Transwell法检测各组细胞侵袭能力 在

24孔板中预先加入700 μL含10% FBS的DMEM培养

基培养基，并放入Transwell小室，在Transwell上室分

别接入 200 μL转染后各组细胞悬液，37℃、5% CO2培

养箱培养48 h。PBS清洗小室后用干净的棉球将上室

一侧的未迁移的细胞擦干净。经甲醛固定、结晶紫染

色后，于显微镜下观察，拍照。

1.2.9 检测各组细胞促HUVECS成血管能力 取

处于对数生长期HeLa细胞，接种于 0.4 μm Transwell
小室内。按前述方法转染 48 h后将各组细胞的小室

分别放入铺有HUVEC细胞的 24孔板内(提前 30 min
取处于对数生长期的HUVEC细胞，胰酶消化后改用

基础培养基，计数8×104个细胞，接种于预先铺基质胶

的 24孔板内)，同时设置空白对照组，37℃、5% CO2培

养箱共培养。于 4 h拍照观察下室HUVEC细胞成管

情况，统计成管节数和成管长度。

1.3 统计学方法 采用 SPSS13.0软件进行数据

统计学分析。计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，

多组样本均值比较采用单因素方差分析，两样本均

值比较采用独立样本 t检验。以 P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 细胞转染效率 经Real-time PCR法检测结

果显示，pcDNA3.1-TSP1组TSP1的表达明显增加，与

阴性对照组比较差异有统计学意义[(2.268±0.121) vs
(1.002±0.080)，P<0.05]；siRNA-TSP1组 TSP1的表达

明显下调，与阴性对照组比较差异有统计学意义

[(0.828±0.052) vs (1.002±0.080)，P<0.05]，见图1。

2.2 细胞转染后TSP1蛋白水平的表达 Western
blot法检测结果显示，转染 pcDNA3.1-TSP1组 TSP1
蛋白的相对表达较阴性对照组增加[(0.373±0.009) vs
(0.194±0.016)]，而转染 siRNA-TSP1组TSP1的表达下
降[(0.113±0.012) vs (0.194±0.016)]，差异均有统计学

意义(P<0.05)，见图2。

2.3 细胞增殖能力 CCK-8法检测结果显示，
pcDNA3.1-TSP1组较阴性对照组细胞生存能力明显增
加[(1.348±0.006) vs (0.828±0.052)]，而 siRNA-TSP组较
阴性对照组细胞生存能力明显下降[(0.608±0.014) vs
(0.828±0.052)]，差异均有统计学意义(P<0.05)，见图3。

图1 Real-time PCR检测各组细胞TSP1 mRNA的相对表达量

Figure 1 The relative expression of TSP1 mRNA was detected by
Real-time PCR

注：与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.

图3 CCK-8法检测TSP1对HeLa细胞增殖的影响

Figure 3 The effect of TSP1 on the proliferation of HeLa cells was
detected by CCK-8 assay

注：与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.

图 2 Western blot 检测各组细胞 TSP1 蛋白相对表达量 (TSP1/
GAPDH)

Figure 2 The relative expression of TSP1 protein (TSP1/GAPDH) in
each group was determined by Western blot

注：A，Western blot法检测各组细胞TSP1蛋白的表达；B，Quantity-one
软件分析目的条带灰度值，计算TSP1的相对表达量，TSP1的相对

表达量以TSP1/GAPDH表示，与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: A, The expression of TSP1 protein in each group was detected by

western blot. B, Quantity-one software was used to analyze the
grayscale value of the target strip. The relative expression of TSP1
was expressed as TSP1/GAPDH, aP<0.05 vs control group.
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图5 细胞划痕实验结果

Figure 5 The results of cell scratch test
注：A，各组细胞不同时间划痕愈合情况；B，各组细胞不同时间点划痕面积比率，6 h及24 h划痕面积/0 h划痕面积。与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: A, Scratch healing ability of cells in each group at different time; B, Ratio of scratch area at different time in each group, 6 h and 24 h scratch area /

0 h scratch area. Compared with the control group, aP<0.05.

2.4 下调TSP1基因表达后的细胞凋亡情况 流

式细胞术结果(图 4)显示，pcDNA3.1-TSP1组细胞凋

亡比例与阴性对照组比较[(0.330±0.031) vs (0.745±
0.025)，P>0.05]差异无统计学意义。siRNA-TSP1组细

胞凋亡比例与阴性对照组比较则明显增加[(10.843±
0.628) vs (0.745±0.025)]，差异有统计学意义(P<0.05)。

2.5 下调TSP1基因表达后的细胞迁移能力 细

胞划痕实验结果 (图 5)显示，随时间增加，转染

pcDNA3.1-TSP1组划痕间距比阴性对照组小 [6 h：
(0.697±0.004) vs (0.769±0.033)；24 h：(0.268±0.014) vs
(0.370±0.012)]，转染 siRNA-TSP1组则较阴性对照组大

[6 h：(0.882±0.003) vs (0.769±0.033)；24 h：(0.438±0.016)
vs (0.370±0.012)]，差异均有统计学意义(P<0.05)。

2.6 下调 TSP1 基因表达后的 HeLa 细胞侵袭

能力 Transwell结果(图 6)显示，pcDNA3.1-TSP1组

迁移和侵袭到Transwell小室下层的细胞数量较阴性

对照组多[(854 390.333±60 371.128) vs (542 680.000±
31 301.518)]，而转染 siRNA-TSP1组则少于阴性对照组

[(174 924.000±5 639.139) vs (542 680.000±31 301.518)]，
差异均有统计学意义(P<0.05)。

2.7 下调 TSP1 表达后 HeLa 细胞体外促 HU-
VECs成血管能力 如图 7所示，体外成血管实验结

果显示，pcDNA3.1-TSP1组细胞与HUVECs共培养

后形成血管数目及成管长度较阴性对照组明显增加

[成管节数：(36.000±1.000) vs (26.667±2.404)；成管长

度：(321.667±2.333) vs (264.667±7.535)，P<0.01)]，而
siRNA-TSP1组细胞与HUVECs共培养后成管节数和

成管长度较阴性对照组降低 [成管节数：(15.000±
1.528) vs (26.667±2.404)；成管长度：(203.333±3.930)
vs (264.667±7.535)，P<0.01)，差异均具有统计学意

义(P<0.05)。

图4 流式细胞术检测各组细胞凋亡率

Figure 4 The apoptosis rate was detected by flow cytometry
注：与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.

··771



海南医学2023年3月第34卷第6期 Hainan Med J, Mar. 2023, Vol. 34, No. 6

图7 调控TSP1表达对HeLa细胞体外促进HUVECs成血管能力的影响

Figure 7 Effects of regulation of TSP1 expression on HeLa cells' ability to promote angiogenesis of HUVECs in vitro
注：与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.

3 讨论

目前研究认为肿瘤的发生、发展以及转移均依赖

新生血管形成[10]。肿瘤血管生成是一个复杂的过程。

新生血管的调控机制目前尚未完全阐明，目前认为血

管新生需要效应细胞与细胞外基质之间相互作用，同

时受血管生成因子和抑制因子的双重调节。子宫颈

癌患者死亡的主要原因之一就是肿瘤细胞的浸润和

转移。而浸润和转移的过程与癌细胞大量增殖后对

周围正常细胞进行蛋白水解有关，同时也和肿瘤组织

内大量新生血管形成有关。研究结果显示子宫颈癌

中存在活跃的血管生成，且随着TNM分期的增高，微

血管密度逐渐增高。

TSP1是 1978年由 Lawler等 [11]首次报道，是一种

分子量为 450 kD三聚体细胞外基质糖蛋白。多种正

常细胞和肿瘤细胞均可分泌TSP-1。TSP1具有调节

血小板聚集、细胞黏附、运动和生长的功能，能抑制血

管内皮生长和运动，减少内皮细胞黏附，减低其形成

管状结构的能力，从而发挥抑制血管生成的作用[12]。

TSP1与肿瘤细胞的生物学行为的关系在不同肿

瘤中存在差异。在一些腺癌中TSP1与肿瘤学恶性行

为呈正相关，而在如前列腺癌、肝癌等肿瘤则呈现负

相关性[7，13]。而且研究者发现在不同组织类型乳腺癌

中TSP1的表达也存在差异，TSP1在侵袭性小叶癌中

呈现高表达，而在侵袭性导管癌中则表达较低[14]。Hu

图6 Transwell法检测各组细胞侵袭能力

Figure 6 The cell invasion ability of each group was detected by Transwell method
注：A，Transwell法检测各组细胞侵袭能力；B，侵袭至Transwell小室下层细胞计数；与阴性对照组比较，aP<0.05。
Note: A, Transwell method was used to detect cell invasion ability of each group; B, Cell count in the substratum of Transwell. Compared with the

control group, aP<0.05.
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等[15]的研究结果显示TSP1通过FAK依赖途径促进骨

肉瘤的细胞迁移、侵袭和肺转移。而 Jian等[16]的研究

结果显示TSP1上调促进了骨肉瘤MG-63细胞中血管

抑素的表达，TSP1过表达抑制血管生成和肿瘤生长。

在宫颈癌方面，常见的组织学类型包括鳞癌和腺

癌。有研究者研究不同程度宫颈鳞状上皮病变手术

标本中TSP-1的表达量，结果证实在宫颈鳞癌发生发

展过程中，TSP-1的表达逐渐下降[17]。Wu等[9]用表达

TSP1蛋白的质粒转染宫颈癌 SiHa细胞，结果显示上

调 TSP1的表达可抑制 SiHa细胞体外促进HUVECs
成血管的能力。动物模型实验也证实上调TSP1的表

达可抑制严重联合免疫缺陷小鼠的肿瘤的生长。目

前TSP1在宫颈腺癌方面的作用研究较少。在本研究

中，我们采用基因干扰的方法调控TSP1在宫颈腺癌

HeLa细胞中的表达，研究TSP1对HeLa细胞增殖、迁

移、侵袭、凋亡及体外促HUVECs成管能力生物学行

为的影响。结果显示下调 TSP1的表达可抑制HeLa
细胞的增殖、迁移、侵袭及促进内皮细胞成血管能力，

促进细胞凋亡。上调TSP1则可促进HeLa细胞生长及

体外促内皮细胞成血管能力，但对细胞凋亡无明显影

响。有关TSP1的具体作用机制目前还不明确。目前

研究者认为其在肿瘤细胞中的表达及发挥作用的机

制受一些生长因子、癌基因和抑癌基因，如 ras、src、
TGF-β等的影响，在不同的肿瘤环境中表达量、或受体

表达不同，从而与不同的受体结合而产生相反的生物

学效应[6]。

TSP1作为肿瘤血管生成重要的调控因子之一，在

肿瘤防治方面有举足轻重的作用。因此，明确TSP1
在不同组织学类型宫颈癌发生发展中所起的作用，有

助于我们更好地治疗宫颈癌。本课题研究结果显示

特异性抑制TSP1的表达有助于抑制宫颈腺癌HeLa细
胞的生长、转移，降低其促进内皮细胞形成血管的能

力。有望为宫颈腺癌尤其是晚期转移性癌症患者的

治疗提供新的靶点。有关TSP1在宫颈腺癌细胞中具

体参与调控的机制有待进一步研究。
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