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MLL3基因对宫颈癌细胞放射敏感性和 DNA损伤修复能力的影响 *
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摘要 目的：探究髓系 /淋巴系或混合谱系白血病 3基因（myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3，MLL3）对宫颈癌细胞生

长、转移、放射敏感性的影响。方法：选择 60例宫颈鳞癌患者的癌组织及配对癌旁组织，采用实时定量聚合酶链式反应

（qRT-PCR）检测检测MLL3 mRNA水平。体外培养 SiHa细胞，将其分为以下 5组：Control组（不转染）、NC-sh组（转染阴性对照

shRNA慢病毒）、MLL3-sh组（转染MLL3 shRNA慢病毒）、NC-OE组（转染阴性对照过表达慢病毒）和 MLL3-OE组（转染MLL3

过表达慢病毒）。进一步采用 2300EX直线加速器 9 MeV 茁射线照射细胞建立放射抵抗 SiHa细胞（SiHaR），然后将其分为：NC-sh

组、MLL3-sh组、8 Gy+NC-sh组和 8 Gy+MLL3-sh组。NC-sh组和MLL3-sh组细胞不照射，8 Gy+NC-sh组和 8 Gy+MLL3-sh组细

胞用 9 MeV 茁射线照射 8 Gy。采用MTT法检测细胞增殖情况；Annexin V-FITC/PI双染色法检测细胞凋亡；Transwell检测细胞侵

袭能力；qRT-PCR检测 MLL3、共济失调毛细血管扩张征突变基因（ATM）、ATM-Rad3相关基因（ATR）、乳腺癌易感基因（BR-

CA1）和 RAD50双链断裂修复蛋白（RAD50）的 mRNA水平；Western blot检测 MLL3、Bcl-2相关 X蛋白基因（Bax）、B细胞淋巴

瘤 /白血病 -2基因（Bcl-2）、cleaved caspase 3、基质金属蛋白酶（MMP）2、MMP9和酌-H2AX的表达；免疫荧光染色检测 酌-H2AX
的表达。结果：与癌旁组织相比，宫颈鳞癌组织中的MLL3 mRNA水平显著降低（P<0.001）。与 NC-sh组比较，MLL3-sh组 SiHa细

胞的MLL3 mRNA和蛋白相对表达量降低，细胞活力升高，细胞凋亡率、Bax和 cleaved caspase 3蛋白相对表达量降低，Bcl-2蛋

白相对表达量升高，侵袭细胞数量、MMP2和MMP9蛋白相对表达量升高（P<0.05）。与 NC-OE组比较，MLL3-OE组 SiHa细胞的

MLL3 mRNA和蛋白相对表达量升高，细胞活力降低，细胞凋亡率、Bax和 cleaved caspase 3蛋白相对表达量升高，Bcl-2蛋白相对

表达量降低，侵袭细胞数量、MMP2和MMP9蛋白相对表达量降低（P<0.05）。与 SiHa细胞相比，SiHaR细胞中的MLL3 mRNA和

蛋白相对表达量均升高（P<0.001）。与 8 Gy+NC-sh组比较，8 Gy+MLL3-sh组 SiHaR细胞的细胞活力降低，酌-H2AX的蛋白相对表
达量和酌-H2AX foci数目升高，ATM、ATR、BRCA1和 RAD50的 mRNA水平降低（P<0.05）。结论：宫颈癌细胞MLL3的表达下调

促进了其生长和转移，但降低 DNA损伤修复能力，提高宫颈癌细胞的放射敏感性。
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Effects of MLL3 Gene on Radiosensitivity and DNA Damage Repair of
Cervical Cancer Cells*

To explore the effects of myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3 (MLL3) gene on the growth,

metastasis, radiosensitivity and DNA damage repair of cervical cancer cells. Quantitative real-time polymerase chain reaction

(qRT-PCR) was used to detect the level of MLL3 mRNA in 60 patients with cervical squamous cell carcinoma and their adjacent tissues.

SiHa cells were cultured in vitro and divided into the following 5 groups: Control group (no transfection), NC-sh group (transfection of

negative control shRNA lentivirus), MLL3-sh group (transfection of MLL3shRNA lentivirus), NC-OE group (transfection of negative

control overexpression lentivirus) and MLL3-OE group (transfection of MLL3 overexpression lentivirus). Radio-resistant SiHa cells (Si-

HaR) were further established by using 2300EX linear accelerator 9 MeV 茁 irradiation, and then divided into NC-sh group, MLL3-sh

group, 8Gy+NC-sh group and 8Gy+MLL3-sh group. The cells in NC-sh group and MLL3-sh group were not irradiated, while the cells in
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8Gy+NC-sh group and 8Gy+MLL3-sh group were irradiated with 9 MeV 茁 rays for 8 Gy. Cell proliferation was detected by MTT

method. Apoptosis was detected by AnnexinV-FITC/PI double staining. Cell invasion was detected by Transwell. The levels of MLL3,

ataxia-telangiectasia mutated gene (ATM), ATM -Rad3-Related (ATR), breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) and RAD50 double

strand break repair protein (RAD50) mRNA were detected by qRT-PCR. The expression of MLL3, B-cellymphoma -2 (Bcl-2), Bcl-2 as-

sociated X protein (Bax), cleaved caspase3, matrix metalloproteinase (MMP) 2, MMP9 and 酌-H2AX was detected by Western blot. The

expression level of 酌-H2AX was detected by immunofluorescence staining. Compared with the adjacent tissues, the level of

MLL3 mRNA in cervical squamous cell carcinoma decreased significantly (P<0.001). Compared with NC-sh group, the relative expres-
sion of MLL3 mRNA and protein decreased, the cell viability increased, the apoptosis rate, the relative expression of Bax and cleaved

caspase3 protein decreased, the relative expression of Bcl-2 protein increased, the number of invasive cells and the relative expression of

MMP2 and MMP9 protein of SiHa cells increased in MLL3-sh group (P<0.05). Compared with NC-OE group, the relative expression of

MLL3 mRNA and protein increased, the cell viability decreased, the apoptosis rate, the relative expression of Bax and cleaved caspase3

protein increased, the relative expression of Bcl-2 protein decreased, the number of invasive cells and the relative expression of MMP2

and MMP9 protein of SiHa cells decreased in MLL3-OE group(P<0.05). Compared with SiHa cells, the relative expression of MLL3 mR-

NA and protein in SiHaR cells increased (t=18.476, P<0.001; t=29.126, P<0.001). Compared with 8Gy+NC-sh group, the cell viability
decreased, the relative expression of 酌-H2AX protein and the number of 酌-H2AX foci increased, and the levels of ATM, ATR, BRCA1

and RAD50 mRNA of SiHaR cells decreased in 8Gy+MLL3-sh group (P<0.05). The downregulation of MLL3 expression

promotes the growth and metastasis of cervical cancer cells, but reduces the ability of DNA damage repair and improves the radiosensi-

tivity of cervical cancer cells.

Cervical cancer; Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3; Growth; Metastasis; Radiosensitivity; DNA damage

repair

前言

宫颈癌（Cervical cancer，CC）是全世界妇女中第四常见的

癌症[1-3]。人类乳头瘤病毒（Humanpa pilloma virus，HPV）感染是

宫颈癌的主要危险因素[1]。HPV疫苗和筛查项目的应用大大降

低了宫颈癌的发病率[4,5]。然而，宫颈癌在发展中国家仍然是女

性癌症相关死亡的第二大常见原因[6]。尽管早期宫颈癌可以采

用手术或放射治疗，但复发或转移的宫颈癌仍然无法治愈，迫

切需要新的治疗方法[7]。

髓系 /淋巴系或混合谱系白血病 3（Myeloid/lymphoid or

mixed-lineage leukemia 3，MLL3）又称赖氨酸甲基转移酶 2C

（Lysinemethyltransferase 2C，KMT2C），是MLL家族的成员[8,9,11]，

参与调节组蛋白甲基化修饰并参与转录共激活，可将组蛋白

H3第 4位赖氨酸（Lysine4 of histone3，H3K4）末端甲基化[10]。研

究表明小细胞肺癌中MLL3发生缺失突变，MLL3缺陷型小细

胞肺癌表现为组蛋白和 DNA低甲基化，MLL3通过组蛋白甲

基化调节 DNA甲基转移酶 3A（DNA methyltransferase3A，DN-

MT3A）的表达进而影响小细胞肺癌的进展，DNMT3A的过表

达抑制了MLL3缺陷型小细胞肺癌的转移[8]。MLL3与多种癌

症的进展有关，MLL3基因突变的前列腺癌患者的无病生存率

更低[12]。MLL3是急性髓系白血病、尿路上皮癌等癌症中的肿瘤

抑制因子[13,14]。多项研究报道MLL3在宫颈癌样本中发生缺失

突变 [15-18]。然而，目前尚不清楚 MLL3对宫颈癌进展的影响。

DNA损伤是肿瘤放射治疗的基本原理，有研究显示 MLL3在

调控 DNA损伤修复方面具有重要作用[19,20]。基于此，本研究从

细胞功能、放射敏感性和 DNA损伤修复等不同角度探讨了

MLL3在宫颈癌发生发展中的具体作用，旨在为宫颈癌的治疗

提供新分子靶标。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 标本收集 收集 2020年 1月至 2022年 6月陕西省第

二人民医院妇产科确诊的 60例宫颈鳞癌患者的癌组织（设为

CC组）及配对癌旁组织（设为 Normal组）样本，患者均为原发

宫颈鳞癌，未接受任何治疗，临床资料完整。本研究获得陕西省

第二人民医院医学伦理委员会的批准（伦批 2019-LC-046），入

组患者样本采集前均签署知情同意书。

1.1.2 实验细胞 人宫颈鳞癌细胞系 SiHa（货号：HTB-35）购

自美国 ATCC。将 SiHa 细胞在含有 10% FBS、1%双抗的

DMEM培养基中培养，培养条件为 37℃、5% CO2。

1.1.3 实验材料 阴性对照 shRNA 慢病毒（NC-sh）、MLL3

shRNA慢病毒（MLL3-sh）、阴性对照过表达慢病毒（NC-OE）、

MLL3过表达慢病毒（MLL3-OE）购自吉玛基因。DMEM培养

基 （货号：31600）、MTT 试剂盒 （货号：M1020）、Annexin

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒（货号：CA1020）购自北京索莱宝科

技有限公司。Transwell（8 滋m孔径购自货号：3422）购自美国
Corning公司。RT reagent Kit with gDNA Eraser（货号：RR047Q）

和 TB Green Premix Ex Taq II（货号：RR820B）购自日本 Takara

公司。Bax（货号：ab32503）、Bcl-2（货号：ab32124）、cleaved cas-

pase 3 一抗（货号：ab32042）、基质金属蛋白酶（MMP）2 一抗

（ab92536）、MMP9 一抗（ab76003）、酌-H2AX（货号：ab26350）、
GAPDH 一抗（货号：ab8245）、IgG H&L（Alexa Fluor誖 594）二

抗（货号：ab150080）、购自英国 Abcam公司。MLL3一抗（货号：

53641）、HRP标记的 IgG二抗（货号：7074）购自美国 Cell Sig-
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naling Technology公司。

1.1.4 实验仪器 ELX800酶标仪购自美国 BIO-TEK公司。

FACSCalibur流式细胞仪购自美国 BD公司。NanoDrop 2000

超微量分光光度计购自美国 Thermo Scientific公司。7500实时

荧光定量 PCR仪购自美国 ABI公司。2300EX直线加速器购自

美国瓦里安公司。

1.2 方法

1.2.1 SiHa细胞分组和转染 将 SiHa细胞分为 Control组、

NC-sh组、MLL3-sh组、NC-OE组和 MLL3-OE组。将 SiHa细

胞按照 2× 105个细胞 /孔的密度接种于 6孔板，培养至 60%汇

合。Control组细胞不进行转染。NC-sh组、MLL3-sh组、NC-OE

组和 MLL3-OE组细胞使用 Lipofectamine 2000试剂分别转染

NC-sh、MLL3-sh、NC-OE 和 MLL3-OE，转染时间为 48 h。

RT-qPCR验证转染效率。

1.2.2 放射抵抗 SiHa 细胞的建立 参考文献 [21] 方法采用

2300EX 直线加速器 9 MeV 茁 射线照射细胞建立放射抵抗
SiHa细胞。将 SiHa细胞按 3× 104细胞 /培养皿的密度接种到

60 mm培养皿中。照射条件如下：源靶距：100 cm，剂量率：4

Gy/min。将对数生长期的 SiHa细胞用胰蛋白酶消化成单细胞

悬液，按照 1× 106/cm2接种于 25 cm2培养瓶中，贴壁后依次用

9 MeV 茁射线照射 2、4、6、8、10 Gy。每次照射后常规培养 2~3

代，稳定生长后进行后续照射，总剂量 30 Gy。将存活的放射抵

抗 SiHa细胞命名为 SiHaR细胞。SiHaR细胞不再进行照射，传

代 5代后用于转染和后续实验。

1.2.3 SiHaR 细胞转染和分组处理 将 SiHaR 细胞分为

NC-sh组、MLL3-sh组、8 Gy+NC-sh组和 8 Gy+MLL3-sh组，使

用 Lipofectamine 2000试剂分别转染 NC-sh和 MLL3-sh 48 h。

转染后的 NC-sh组和 MLL3-sh组细胞不照射，8 Gy+NC-sh组

和 8 Gy+MLL3-sh组细胞用 9 MeV 茁射线照射 8 Gy。

1.2.4 MTT法检测细胞增殖 细胞按 5× 103个细胞 /孔的密

度接种到 96孔板中培养 48 h。然后加入 10 滋LMTT培养 4 h。

弃上清，加入 Formazan溶解液振荡 10 min，酶标仪检测 490 nm

处光密度值（OD）。

1.2.5 Annexin V-FITC/PI双染色法检测细胞凋亡 胰酶消化

细胞，1000 rpm离心 5 min。沉淀的细胞用 PBS重悬，离心弃上

清。然后用 1× 结合缓冲液重悬，调整细胞浓度至 1× 106/mL。

取 100 滋L 细胞悬液与 5 滋L Annexin V-FITC 室温避光孵育

5 min。然后加入 400 滋L PBS和 5滋L PI，流式细胞仪上机检测。
1.2.6 Transwell检测 SiHa 细胞侵袭 Transwell上室底部首

先用 50 滋L Matrigel（250 滋g/mL）包被。胰酶消化细胞，无血清
培养基重悬，调整 SiHa细胞浓度至 1× 105/mL。然后在上室中

加入 200 滋L细胞悬液。下室加入 800 滋L含 20% FBS的培养

液。孵育 48 h后，4%多聚甲醛固定 30 min，0.1%结晶紫染色

15 min。倒置显微镜下观察并计数细胞。

1.2.7 qRT-PCR检测基因表达量 TRIzol提取总 RNA，使用

逆转录试剂盒将总 RNA逆转录为 cDNA。然后使用 TB Green

Premix Ex Taq II在 PCR仪上扩增，扩增条件为：95℃ 5 min；

95℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 60 s，32个循环；72℃ 10 min。引物序

列见表 1。通过 2-△ △ Ct方法计算基因相对表达量。GAPDH作为

内参基因。

1.2.8 Western blot检测蛋白表达量 RIPA裂解提取总蛋白，

将总蛋白在 10% SDS-PAGE上电泳，然后转移到 PVDF膜上，

5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，将膜与 MLL3（1:1000）、Bcl-2相关

X蛋白基因（Bcl-2 associated X protein，Bax）（1:2000）、B细胞

淋巴瘤 /白血病 -2 基因（B-cellymphoma -2，Bcl-2）（1:2000）、

cleaved caspase 3 （1:1000）、MMP2 （1:500）、MMP9（1:500）、

酌-H2AX（1:1000）和 GAPDH（1:1000）一抗 4℃孵育过夜。然后

将膜与 HRP标记的二抗（1:1000）室温孵育 2 h。ECL显影。

GAPDH作为对照。ImageJ软件分析条带灰度值。

1.2.9 免疫荧光染色 将细胞接种于 24孔板中的圆形盖玻片

上，根据分组情况用 9 MeV 茁射线照射 8 Gy。处理后的细胞用

4%多聚甲醛固定 20 min，0.2% Triton X-100渗透 15 min。PBS

洗涤细胞，用 5%牛血清白蛋白室温封闭 30 min。将抗 酌-H2AX
一抗（1:500）滴加到盖玻片上 4℃孵育过夜。然后将荧光二抗

（1:500）滴加到盖玻片上在 37℃孵育 1 h。DAPI染色 10 min，共

聚焦显微镜下计数 酌-H2AX foci数目。

1.3 统计学分析

采用 SPSS22.0软件分析数据。宫颈鳞癌组织与配对的癌

旁组织中的MLL3 mRNA水平比较采用配对 t检验。SiHa细胞

和 SiHaR细胞中的MLL3 mRNA和蛋白水平比较采用 t检验。

多组数据的整体差异比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 LSD检验。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 宫颈鳞癌组织中MLL3 mRNA的水平

与癌旁组织相比，宫颈鳞癌组织中的MLL3 mRNA水平降

低（P<0.001）。见图 1。

2.2 MLL3对 SiHa细胞增殖的影响

与 NC-sh 组比较，MLL3-sh组 SiHa 细胞的 MLL3 mRNA

和蛋白相对表达量降低（P<0.05）；与 NC-OE组比较，MLL3-OE

组 SiHa 细胞的 MLL3 mRNA 和蛋白相对表达量升高（P<0.
05）。与 NC-sh组比较，MLL3-sh组 SiHa细胞的相对细胞活力

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

Gene Primer sequence

MLL3
F: 5'-CAGAACCGGGGTGTGTACAT-3'

R: 5'-TTCAGCCACACAGTTAGGGG-3'

ATM
F: 5'-TGAAACCACTATCCAATGTGTG-3'

R: 5'-CTTGAGCATCCCTTGTGTTCT-3'

ATR
F: 5'-TTCTGTGAGGGTGAAGATGATG-3'

R: 5'-ATCCAGGCAGCGAACAAA-3'

BRCA1
F: 5'-AGTGTCCCATCTGTCTGGAGTT-3'

R: 5'-GCCCTTTCTTCTGGTTGAGA-3'

RAD50
F: 5'-AAAGTGCCAAAGTATGCCTGAC-3'

R: 5'-TTCTCTTGTTTCTCCTGGTTGA-3'

GAPDH
F: 5'-GCCTGCTTCACCACCTTCT-3'

R: 5'-GAACGGGAAGCTCACTGG-3'
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图 1 癌组织（CC组）及癌旁组织（Normal组）中MLL3 mRNA的相对

表达量

Fig. 1 Relative expression of MLL3 mRNA in cancer tissue (CC group)

and paracancer tissue (Normal group)

Note: Compared with Normal group, ***P<0.001.

升高（P<0.05）；与 NC-OE组比较，MLL3-OE组 SiHa细胞的相

对细胞活力降低（P<0.05）。见图 2。

2.3 MLL3对 SiHa细胞凋亡的影响

与 NC-sh 组比较，MLL3-sh 组 SiHa 细胞的细胞凋亡率、

Bax和 cleaved caspase 3蛋白相对表达量降低，Bcl-2蛋白相对

表达量升高（P<0.05）；与 NC-OE组比较，MLL3-OE组 SiHa细

胞的细胞凋亡率、Bax和 cleaved caspase 3蛋白相对表达量升

高，Bcl-2蛋白相对表达量降低（P<0.05）。见图 3和图 4。

2.4 MLL3对 SiHa细胞侵袭的影响

与 NC-sh 组比较，MLL3-sh 组 SiHa 细胞的侵袭数量、

MMP2和MMP9蛋白相对表达量升高（P<0.05）；与 NC-OE 组

比较，MLL3-OE组 SiHa细胞的侵袭数量、MMP2和 MMP9蛋

白相对表达量降低（P<0.05）。见图 5和图 6。

2.5 MLL3对 SiHaR细胞放射敏感性的影响

与 SiHa细胞相比，SiHaR细胞中的 MLL3 mRNA和蛋白

相对表达量均升高（t=18.476，P<0.001；t=29.126，P<0.001）。与
NC-sh 组比较，MLL3-sh 组 SiHaR 细胞的相对细胞活力升高

（P<0.05）；与 NC-sh组和 MLL3-sh组比较，8 Gy+NC-sh组和 8

Gy+MLL3-sh组 SiHaR细胞的相对细胞活力降低（P<0.05）；与
8 Gy+NC-sh组比较，8 Gy+MLL3-sh组 SiHaR细胞的相对细胞

活力降低（P<0.05）。见图 7。

2.6 MLL3对 SiHaR细胞 DNA损伤修复的影响

NC-sh组和 MLL3-sh组 SiHaR细胞的 酌-H2AX的蛋白相
对表达量和 酌-H2AX foci数目差异无统计学意义（P>0.05）。与
NC-sh组和MLL3-sh组比较，8 Gy+NC-sh组和 8 Gy+MLL3-sh

组 SiHaR细胞的 酌-H2AX的蛋白相对表达量和 酌-H2AX foci

数目升高（P<0.05）；与 8 Gy+NC-sh 组比较，8 Gy+MLL3-sh 组

SiHaR细胞的 酌-H2AX 的蛋白相对表达量和 酌-H2AX foci 数

目升高（P<0.05）。见图 8。

NC-sh 组和 MLL3-sh 组 SiHaR 细胞的 ATM、ATR、BR-

CA1和 RAD50的 mRNA相对表达量差异无统计学意义（P>0.
05）。与 NC-sh 组和 MLL3-sh 组比较，8 Gy+NC-sh 组和 8

Gy+MLL3-sh组 SiHaR 细胞的 ATM、ATR、BRCA1 和 RAD50

的 mRNA相对表达量升高（P<0.05）；与 8 Gy+NC-sh组比较，8

Gy+MLL3-sh组 SiHaR 细胞的 ATM、ATR、BRCA1 和 RAD50

的 mRNA相对表达量降低（P<0.05）。见图 9。

图 2 MLL3对 SiHa细胞增殖的影响

Fig. 2 Effect of MLL3 on the cell viability of SiHa cells

Note: A and B: Relative expression levels of MLL3 mRNA and protein; C: Relative cell viability; Compared with Control group, *P<0.05; Compared with
NC-sh group, #P<0.05; Compared with NC-OE group, &P<0.05.

3 讨论

染色质在转录、复制和 DNA修复过程中通过组蛋白的翻

译后修饰进行重塑。组蛋白甲基化与基因的转录活性以及癌症

的发生发展密切相关[22,23]。MLL3可催化 H3K4末端甲基化，主

要包括 H3K4三甲基化（Trimethylation of lysine 4 on histone H3

protein subunit，H3K4me3）[10]。H3K4me3主要富集于活跃转录

基因的启动子区域，为转录激活因子提供染色质结合位点，

MLL3表达水平降低与 H3K4me3水平的降低有关[24]。研究表

明，MLL3是宫颈鳞癌中的常见突变基因，MLL3基因突变是高
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图 3 MLL3对 SiHa细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effect of MLL3 on the apoptosis of SiHa cells

Note: Compared with Control group, *P<0.05; Compared with NC-sh group, #P<0.05; Compared with NC-OE group, &P<0.05.

图 4 MLL3对 SiHa细胞中凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of MLL3 on apoptosis-related protein expression in SiHa cells

Note: A-C: Relative expression levels of Bax, Bcl-2 and cleaved caspase 3; Compared with Control group, *P<0.05;
Compared with NC-sh group, #P<0.05; Compared with NC-OE group, &P<0.05.

肿瘤突变负荷的独立预测因素[16]。编码MLL3的基因在 77.8%

（7/9）的宫颈癌样本中存在基因功能缺失突变[15]。Femi等人发

现 309例宫颈癌标本中 194例有基因突变，其中 23例（11.9%）

发生MLL3突变[17]。Xu等发现 284例宫颈癌患者中 MLL3突

变率为 20%[25]。Wen等利用下一代测序技术分析了 618个选定

的基因在 129例宫颈癌患者样本中的基因组变化，并将中国患

者与癌症基因组图谱（The cancer genome atlas，TCGA）数据库

下载的西方患者的突变数据进行了比较，结果显示MLL3是最

常见的突变基因之一，中国患者和 TCGA患者中 MLL3的突

变率存在显著差异（3.88% vs 18.56%）[18]。目前，MLL3在宫颈癌

进展中的具体作用尚无文献报道。本研究结果显示宫颈鳞癌组

织和细胞系中的MLL3转录水平显著降低，提示MLL3参与了

宫颈癌的发生发展。

既往研究表明 MLL3的缺失不仅可促进前列腺癌小鼠的

肿瘤生长和转移[12]，也可通过 DNMT3A介导的表观遗传重编

程促进小细胞肺癌癌症转移[8]及乳腺癌细胞的 EMT[26]。本研究

结果显示MLL3表达下调减少 SiHa细胞促凋亡蛋白 Bax的表

达和 caspase 3的剪切，并增加抗凋亡蛋白 Bcl-2、侵袭相关蛋

白MMP2和MMP9的表达，最终促进细胞增殖和侵袭。因此，

宫颈癌细胞中MLL3的表达缺失可能抑制了细胞凋亡途径，促

进了癌细胞的侵袭，从而促进的宫颈癌的进展。

放疗的基本原理是通过破坏 DNA杀伤肿瘤细胞，而肿瘤

细胞的放射抵抗性与 DNA损伤修复能力增强有关。DNA损伤

可触发细胞内的一系列级联反应，根据损伤程度决定细胞命
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图 5 MLL3对 SiHa细胞侵袭的影响（× 400）

Fig.5 Effect of MLL3 on the invasion of SiHa cells(× 400)

Note: Compared with Control group, *P<0.05; Compared with NC-sh group, #P<0.05; Compared with NC-OE group, &P<0.05.

图 6 MLL3对 SiHa细胞侵袭相关蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of MLL3 on the expression of invasion-related proteins in SiHa cells

Note: A and B: Relative expression levels of MMP2 and MMP9 proteins; Compared with Control group, *P<0.05;
Compared with NC-sh group, #P<0.05; Compared with NC-OE group, &P<0.05.

运，即 DNA损伤反应（DNA-damage respons，DDR）[27-29]。DDR

涉及检查点激活和 DNA损伤修复，这依赖于将 DDR因子组

装到受损位点[30]。文献报道MLL3参与调节 DNA损伤修复过

程，MLL3失活可降低同源重组介导的 DNA修复活性[19,20]。本

研究通过建立放射抵抗 SiHa细胞（SiHaR细胞），发现 SiHaR

细胞中的 MLL3表达水平较 SiHaR细胞上调，且具有更高的

内源性 DNA损伤和基因组不稳定性[20]。本研究对 SiHaR细胞

转染MLL3-shRNA慢病毒下调了MLL3的表达，结果显示下

调 MLL3进一步降低了 SiHaR细胞的相对细胞活力，升高了

酌-H2AX 的表达水平，抑制了 ATM、ATR、BRCA1 和 RAD50

的转录。酌-H2AX是 DNA双链断裂的标志，DNA双链断裂迅

速启动H2AX的丝氨酸 139处的磷酸化，从而形成 酌-H2AX[31]。

ATM 和 ATR 是 DDR 关键成分，BRCA1 和 RAD50 是 HR

DNA修复途径成分[20]。本研究结果说明下调MLL3提高了 Si-

HaR细胞的放射敏感性，降低了 DNA损伤修复能力。分析其

原因，MLL3被 DNA损伤反应 RNA和 Argonaute 2直接募集

到 DNA损伤位点，MLL3与 Argonaute 2形成复合体，进一步

介导 H3K4一甲基化和染色质松弛，允许募集 DDR因子并放

大检查点激活和 DNA损伤修复所需的 DDR信号[19]。MLL3沉

默与 ATM、ATR、BRCA1、RAD50的表达减少有关[20]。在MLL3

表达水平降低后，参与 DNA损伤修复的上述基因下调，其原因

可能是由于MLL3与这些基因的近端启动子上失去了结合[20]。
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图 7 MLL3对 SiHaR细胞放射敏感性的影响

Fig.7 Effect of MLL3 on radiosensitivity of SiHaR cells

Note: A and B: Relative expression levels of MLL3 mRNA and protein in SiHa and SiHaR cells, compared with SiHa cell, ***P<0.001;
C: Relative cell viability; Compared with NC-sh group, *P<0.05; Compared with MLL3-sh group, #P<0.05; Compared with 8 Gy+NC-sh group, &P<0.05.

图 8 MLL3对 SiHaR细胞 酌-H2AX表达的影响
Fig.8 Effect of MLL3 on 酌-H2AX expression in SiHaR cells

Note: A: The relative expression of 酌-H2AX protein; B: 酌-H2AX foci number; C: Immunofluorescence staining images of 酌-H2AX (× 1000); Compared

with NC-sh group, *P<0.05; Compared with MLL3-sh group, #P<0.05; Compared with 8 Gy+NC-sh group, &P<0.05.

本研究结果表明MLL3一方面发挥抗癌基因作用，另一方

面发挥放疗抵抗基因作用，分析其原因，可能是 MLL3影响宫

颈癌存活和放疗敏感性的机制不同。一方面，MLL3的缺失导

致细胞凋亡途径被抑制而侵袭相关基因被上调，从而增强了宫

颈癌细胞的存活和侵袭。另一方面，放疗是通过破坏 DNA杀伤

肿瘤细胞，放疗敏感性与肿瘤细胞的 DNA修复活性密切相关，

而 MLL3是一种 DNA损伤修复相关基因，MLL3的缺失导致

同源重组介导的 DNA修复活性降低，从而提高了宫颈癌细胞
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图 9 MLL3对 SiHaR细胞 DNA损伤修复相关基因转录的影响

Fig.9 Effect of MLL3 on transcription of DNA damage repair related genes in SiHaR cells

Note: A-D: Relative mRNA expression levels of ATM, ATR, BRCA1 and RAD50, respectively; Compared with NC-sh group, *P<0.05;
Compared with MLL3-sh group, #P<0.05; Compared with 8 Gy+NC-sh group, &P<0.05.

的放射敏感性。

综上所述，本研究表明宫颈癌细胞MLL3的表达下调促进

了其生长和转移，但降低 DNA损伤修复能力，提高宫颈癌细胞

的放射敏感性。因此，MLL3可能是宫颈癌治疗的潜在靶标。
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