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Ｎｅｋ２基因沉默对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力的影响

范婷婷，唐良萏　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院妇产科）

　　［摘要］　目的　研究ＲＮＡ干扰Ｎｅｋ２表达对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力的影响以及相关的分子机制。方法　 设计
合成３条针对Ｎｅｋ２基因的ｓｉＲＮＡ，转染至ＳＫＯＶ３细胞中，采用ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术筛选出抑制效率最
高的Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列，用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法检测转染该序列的 ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力的改变，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测
Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染后ＳＫＯＶ３细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ１蛋白表达的变化。结果 　①ＲＮＡ干扰序列２对ＳＫＯＶ３细胞
中Ｎｅｋ２的抑制效果最明显；②与未转染组和阴性对照组相比，转染了Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ的ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力明显下降（Ｐ＜
０．０１）；③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明，与未转染组和阴性对照组相比，Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后 ＳＫＯＶ３细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
的表达明显下调，而ＴＩＭＰ１的表达明显上调（Ｐ＜０．０１）。结论 　Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ能有效得沉默ＳＫＯＶ３细胞中Ｎｅｋ２的表达，
通过下调ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，上调ＴＩＭＰ１的表达，从而抑制ＳＫＯＶ３细胞的侵袭转移。
　　［关键词］　 ＮＩＭＡ相关激酶；ＲＮＡ干扰；卵巢癌；侵袭
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇＮＩＭＡｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２（Ｎｅｋ２）ｖｉａＲＮＡｉ
ｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴｈｒｅｅｐａｉｒｓｏｆｓｉＲＮＡｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄ
ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＮｅｋ２ｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ．Ｉｎ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｓｉＲＮＡｓｉｎｔｏｔｈｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ，ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＮｅｋ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏａｓｔｏｓｃｒｅｅｎｔｈｅｍｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｉＲＮＡ．Ｔｈｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｗｅｒｅｅｖａｌｕ
ａｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｔｅｓｔ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９
ａｎｄＴＩＭＰ１ａｆｔｅｒＮｅｋ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔ
Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡｎｏｔａｂｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＮｅｋ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｂｏｔｈｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．Ｔｈｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｉｎｖａｓｉｏｎｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＮｅｋ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＭＰ１，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓＮｅｋ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｒｅｓｔｒａｉｎｓｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｃａｐａｃｉｔｉｅｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３
ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴＩＭＰ１ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｎｅｋ２；ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ；ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＤｏｃｔｏｒａｌＦｕｎｄｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ（２００８０６３１０００１）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＹＸＪＪ２００９０５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴａｎｇＬｉａｎｇｄａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｌｄｔａｎｇ２００２＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　卵巢癌的病死率居妇科恶性肿瘤之首，主要因为
卵巢癌发病比较隐蔽，７０％以上的卵巢癌在诊断时，病
变已属晚期（Ⅲ／Ⅳ期）［１］。目前，从分子生物学水平
寻找早期诊断和治疗卵巢癌的标志物已成为研究的热

点。在前期实验中，我们通过反捕获抗体芯片技术筛

查发现 ＮＩＭＡ相关激酶 ２（ＮＩＭＡｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２，
Ｎｅｋ２）在卵巢癌中高表达。
　　Ｎｅｋ２属于丝氨酸苏氨酸激酶，它集中于中心体，
通过底物磷酸化调节纺锤体的形成和分离［２］。近年

来的研究表明，Ｎｅｋ２在多种肿瘤细胞系中高表达，如
乳腺癌、宫颈癌、前列腺癌及恶性淋巴瘤等。Ｈａｙｗａｒｄ
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等［３］通过免疫组化发现浸润性乳腺癌细胞能高表达

Ｎｅｋ２。Ｔｏｓｈｉｏ等［４］发现，在胆管癌腹膜播散动物模型

中，抑制Ｎｅｋ２的表达可明显延长小鼠生命。Ｔｓｕｎｏｄａ
等［５］发现，用 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｎｅｋ２的表达不仅能抑制乳
腺癌细胞的生长和克隆形成，而且还能抑制乳腺癌细

胞的侵袭能力，这可能与 Ｎｅｋ２的微管调节作用有关。
以上研究结果提示，Ｎｅｋ２不仅与肿瘤细胞的生长有
关，也可能与肿瘤的侵袭转移有关。为此，本研究借助

于ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术，合成Ｎｅｋ２基因的小分子干
扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），转染至卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞，观察其
对卵巢癌细胞侵袭能力的影响，并初步探讨其可能的

机制，为进一步研究 Ｎｅｋ２与卵巢癌发生、发展的关系
奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料来源
　　卵巢浆液性乳头状囊腺癌细胞株ＳＫＯＶ３细胞由第三军医
大学大坪医院野战外科研究所馈赠。Ｎｅｋ２抗体、ＭＭＰ２抗体、
ＭＭＰ９抗体、ＴＩＭＰ１抗体购自 ＡＢｃａｍ公司。Ｔｒｉｚｏｌ、Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ试剂盒
购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。根据Ｎｅｋ２基因序列，设计３对Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ
序列，由上海吉玛公司合成，Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列 １正义链：
５′ＧＧＧＣＵＡＧＣＵＡＧＡＡＵＡＵＵＡＡＴＴ３′，反义链：５′ＵＵＡＡＵＡＵＵ
ＣＵＡＧＣＵＡＧＣＣＣＴＴ３′；Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列 ２正义链：５′ＧＧＣＡ
ＣＡＣＣＵＵＡＵＵＡＣＡＵＧＵＴＴ３′，反义链：５′ＡＣＡＵＧＵＡＡＵＡＡＧＧＵ
ＧＵＧＣＣＴＴ３′；Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列 ３正义链：５′ＧＡＵＣＵＧＧＣ
ＵＡＧＵＧＵＡＡＵＵＡＴＴ３′，反义链：５′ＵＡＡＵＵＡＣＡＣＵＡＧＣＣＡＧＡＵ
ＣＴＴ３′，阴性对照与任何编码序列无同源性。

１．２　细胞转染及分组
　　ＳＫＯＶ３细胞在含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于
３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养。取对数生长期细胞用
胰酶消化，制成细胞悬液，按３０％ ～５０％密度接种细胞于６孔
板，培养过夜。转染过程：首先制备 ｓｉＲＮＡ／脂质体复合物，室
温放置２０ｍｉｎ；然后转染细胞，混匀，放入培养箱培养，２４ｈ后
观察转染情况。

　　将实验分为３组：转染 Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ的 ＳＫＯＶ３细胞为干扰
组，转染阴性对照序列的ＳＫＯＶ３细胞阴性对照组，未经任何处
理的ＳＫＯＶ３细胞为空白对照组。在转染４８ｈ后用胰酶消化收
集细胞，进行以下实验。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测Ｎｅｋ２基因表达
　　收集转染后４８ｈ的各组细胞，以 Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，
按照说明书进行逆转录。Ｎｅｋ２基因引物上游序列：５′ＣＣＡＧＣ
ＣＣＴＧＴＡＴＴＧＡＧＴＧ３′，下游引物序列：５′ＡＣＴＴＣＣＧＴＴＣＣＴＴ
ＴＡＧＣＡ３′，取１个样品的ｃＤＮＡ模板进行βａｃｔｉｎ的ＰＣＲ扩增，
产品做１０倍比稀释，制成标准模板系列，然后在全定量ＰＣＲ仪
上行ＰＣＲ。反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，５３℃ ３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，４０个循环，每个样本重复３次检测。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＫ２蛋白及转染后的 ＳＫＯＶ３
细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ１蛋白表达的变化

　　提取各组总蛋白，进行蛋白定量，取等量样本３０μｇ上样
于１０％的聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后进行转膜。取出转移好的
ＰＶＤＦ膜，判断转移成功后，封闭，加 Ｎｅｋ２抗体（１∶２００）或
βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００），４℃过夜。加入二抗（１∶５０００），室温下
摇床上摇９０ｍｉｎ，化学发光显影。最后利用柯达数字科学图像
分析软件测定蛋白印迹条带净灰度值，以 βａｃｔｉｎ为内参照，计
算两者的比值即为ＮＥＫ２蛋白的相对表达水平。

１．５　ＳＫＯＶ３细胞体外侵袭能力检测
　　５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ１∶８稀释包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ底部膜的上室面，
４℃风干。水化基底膜，下室加入５００μｌ含ＦＢＳ或趋化因子的
培养基。取转染 ４８ｈ后的 ＳＫＯＶ３细胞悬液（１×１０６／ｍｌ）
２００μｌ加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。培养２４ｈ后，用棉签擦去基质胶
和上室内的细胞，固定，染色，２００倍光镜下随机计数５个视野
的穿膜细胞数，取均值。

１．６　统计学分析
　　实验数据采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分析，实验结果以
珋ｘ±ｓ表示。多组比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ干扰后Ｎｅｋ２基因水平表达的变化
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析表明人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３中
Ｎｅｋ２基因在 ｍＲＮＡ水平高表达。ＲＮＡ干扰４８ｈ后，Ｎｅｋ２在
ｍＲＮＡ水平的表达受到明显的抑制，其中干扰组２（Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ
序列２）与空白对照组相比的抑制最为明显（Ｐ＜０．０１）。空白
对照组与阴性对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见
图１。
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１：空白对照组；２：阴性对照组；３～５：干扰组１～３　ａ：Ｐ＜０．０１，与

空白对照组比较

图１　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测Ｎｅｋ２在ＳＫＯＶ３细胞中的表达

２．２　Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ干扰后ＮＥＫ２蛋白水平表达的变化
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３中ＮＥＫ２蛋白
呈高表达，ＲＮＡ干扰４８ｈ后，ＮＥＫ２的蛋白表达水平显著降低，
其中干扰组２（Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列２）与空白对照组相比，蛋白表
达水平的下降最为明显（Ｐ＜０．０１）。空白对照组与阴性对照组
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相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，干扰组２
（Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列２）对ＮＥＫ２在卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３中的表
达抑制效果最为明显，因此后续实验选择 Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ序列２
作为干扰组。
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１：空白对照组；２：阴性对照组；３～５：干扰组１～３　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＫ２在ＳＫＯＶ３细胞中的表达

２．３　Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ对卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３侵袭能力
的影响

　　在Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染后７２ｈ，通过侵袭实验来检测 ＳＫＯＶ３
细胞侵袭能力的变化，结果显示：空白对照组、阴性对照组和干

扰组的穿膜细胞数分别为（３４０．０±１７．３）、（３２９．３±１３．６）、
（２７．３±５．１），干扰组与空白对照组相比侵袭细胞数明显下降
（Ｐ＜００１），而空白对照组与阴性对照组相比，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。见图３。

２．４　转染后ＳＫＯＶ３细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ１
蛋白表达的变化

　　Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染 ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ后，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的
表达明显下调，ＴＩＭＰ１的表达明显上调。见图４。
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１：空白对照组；２：阴性对照组；３：干扰组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结

果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＫＯＶ３细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、

ＴＩＭＰ１蛋白的表达

３　讨论

　　Ｎｅｋ激酶（ＮＩＭＡｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ）为哺乳动物细胞
中ＮＩＭＡ相关激酶，包括１１个家族成员（Ｎｅｋ１～１１），
其中Ｎｅｋ２与ＮＩＭＡ的同源性最高而备受关注，其相对
分子质量为（４４～４８）×１０３。随着对 Ｎｅｋ２研究的深
入，发现它与多种肿瘤的发生、发展密切相关。目前，

该基因在卵巢癌细胞侵袭转移中的作用及相关分子机

制尚不完全清楚，为此实验针对 Ｎｅｋ２基因序列设计
合成了 ３条 ｓｉＲＮＡ序列，并分别转染卵巢癌细胞株
ＳＫＯＶ３细胞。转染４８ｈ后，分别从基因水平和蛋白水
平检测Ｎｅｋ２的表达情况，结果表明：在未转染 Ｎｅｋ２
ｓｉＲＮＡ的空白对照组中Ｎｅｋ２高表达，而转染了Ｎｅｋ２

!

" #

Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：干扰组

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力的改变　（结晶紫染色 ×２００）
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ｓｉＲＮＡ的ＳＫＯＶ３细胞中Ｎｅｋ２表达受到明显抑制，其中
序列２的抑制效果最为明显。这说明该条ＲＮＡ干扰序
列可作为进一步研究Ｎｅｋ２在卵巢癌发生、发展中的作
用的有效工具。

　　侵袭和转移是恶性肿瘤的基本特征，也是其复发
和致死的主要原因。本研究利用体外侵袭实验 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ方法检测转染前后 ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力的变
化。结果表明，转染了Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ的细胞与未转染组
比较，侵袭能力明显下降。这说明 Ｎｅｋ２基因在卵巢
癌的侵袭转移行为中扮演重要作用。

　　肿瘤的浸润包括：黏附、降解和移动，其中癌细胞
对细胞外基质的降解和血管基底膜的破坏是肿瘤浸润

转移的先决条件，而这一降解过程依靠蛋白水解酶，包

括丝氨酸蛋白酶类、半胱氨酸蛋白酶类和基质金属蛋

白酶类 （ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）［６］。ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９是ＭＭＰｓ中两个重要成员，它们高表达降解基
底膜主要成分Ⅳ型胶原，促进癌细胞的侵袭转移，还能
促进肿瘤血管的生成，从而加速肿瘤的生长和转

移［７－８］。金属蛋白酶组织抑制剂（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＴＩＭＰｓ）为 ＭＭＰｓ的拮抗物，其家族
成员有 ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ３、ＴＩＭＰ４，它们具有共
同的结构特征，通过与 ＭＭＰｓ形成复合物来抑制
ＭＭＰｓ的基质蛋白分解作用。
　　有研究发现 ＭＭＰ２在卵巢癌转移中是一种早期
反应蛋白，当肿瘤细胞黏附时，ＭＭＰ２表达增加，基质
蛋白分解作用也增强；在体内实验中抑制ＭＭＰ２的表
达可以明显减少转移灶的数量［９］。Ｓａｋａｔａ等［１０］对基

质金属蛋白酶在卵巢癌病例中的表达进行研究发现

ＭＭＰ２、ＭＴ１ＭＭＰ、ＴＩＭＰ２的过表达及 ＴＩＭＰ１的下调
与卵巢癌的分级有一定关系，淋巴结转移病例中

ＭＭＰ９的表达要高于无淋巴结的转移的病例，并且所
有ＭＭＰ９阳性区域，其 ＴＩＭＰ的表达都是阴性，提示
ＭＭＰ９的过表达和ＴＩＭＰ１的低表达可能促进了卵巢
癌发生淋巴结转移。

　　为阐明Ｎｅｋ２参与卵巢癌细胞侵袭转移的相关分
子机制，本研究检测了 Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染前后 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９和 ＴＩＭＰ１蛋白表达水平的变化，结果表明
Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达明显
下降，而ＴＩＭＰ１的表达显著上调。有研究［１１－１２］发现

Ｎｅｋ２能维持细胞微管网状结构的稳定性，而细胞微管
结构与胞内ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和 ＴＩＭＰ的囊泡运输和分
泌有关［１３］。Ｓｃｈｎａｅｋｅｒ等［１４］对ＭＭＰｓ在黑色素瘤细胞
内的储存、运输和胞吐进行研究发现，抑制微管功能可

下调ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的分泌，从而减弱细胞的侵袭
能力。由此推测，通过抑制 Ｎｅｋ２的表达可影响细胞
微管结构的稳定性，调节胞内 ＭＭＰｓ及 ＴＩＭＰｓ的囊泡

运输和分泌，从而抑制卵巢癌细胞的侵袭和转移。

　　综上所述，Ｎｅｋ２参与了卵巢癌的侵袭转移，通过
Ｎｅｋ２ｓｉＲＮＡ下调其表达可以明显抑制卵巢癌细胞的
侵袭能力，这可为研究卵巢癌侵袭转移的抑制剂打下

理论基础。同时可通过对 Ｎｅｋ２基因的进一步研究，
可为临床监测卵巢癌进展和预后评估提供实验依据。
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