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'()*+!#,% 在卵巢癌组织中的表达及其
对增殖!迁移与侵袭的影响
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摘 要"%目的& 检测不同卵巢组织中
'()*+!.,%

的表达"并探讨
'()*+!.,%

在卵巢细胞
1234!5

增殖'迁移与侵袭的作用( %方法& 采用定量聚合酶链反应)

678)

*测定正常卵巢组织+卵巢癌旁组
织与卵巢癌卵巢组织的

'()*+!#,%

表达水平"随机将
1234!5

细胞分为正常对照组'空白病毒组
和病毒转染组"分别采用

9::

法测定各组细胞的增殖情况"采用
678)

测定
'()*+!#,%

的表达水
平" 采用划痕实验测定迁移能力" 采用

:;<=>?@AA

小室法测定侵袭能力 , %结果 & 卵巢癌组织
'()*+!.,%

表达水平为
"-%B""-!5

"较卵巢癌旁组织和正常卵巢组织显著性降低!

7C"-"%

*,卵巢癌
组织

'()*+!.,%

表达水平与患者国际妇产科联合会分期和组织分化程度相关!

7C"-"%

*"但与年龄
无关!

7 D"-"%

*,病毒转染组细胞的
'()*+!.,%

表达水平为
,-B5""-,&

"较正常对照组和空白病毒对
照组显著性增加 !

7C"-"%

*, 病毒转染组细胞在培养
!,E

'

,/E

和
&!E

时
3F

值分别为
G-B/""-.%

'

.-.&""-!5

和
.-B!""-!B

"均较正常对照组和空白病毒对照组显著性降低!

7C"-"%

*,病毒转染组细胞
的划痕宽度为

B&%",B!'

"较正常对照组和空白病毒对照组显著性增大!

7C"-"%

*,病毒转染组穿膜
细胞数量为

5B"B

个"较正常对照组和空白病毒对照组显著性降低!

7C"-"%

*,%结论&

'()*+!.,%

低
表达可能与卵巢癌的发生发展有关"过表达

'()*+!.,%

能够抑制卵巢癌细胞株的增殖'迁移和侵
袭,

'()*+!.,%

可以作为治疗卵巢癌的新作用靶点,

主题词"
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=*1>2* ?2@)2+52

>1A<B!9C% D(*E,*F

!

%"! /BGHG/GHGH/GHGGBGH !I"

A2J2*32

!

%"! BGGH//BGHHHH///BGG !I"

KL D(*E,*F

!

%"! /H/G/HH/GG/BG/B/B !I"

A2J2*32

!

%"! BB/G/HH/B/GBBHHHG/GH !I"

>1A<B

是近年来新发现的一类内源性非编码

小
A<B

分子"由
!MN!C

个核苷酸组成#

>1A<B

具有

生物学调节功能"与细胞分裂$增殖$分化$发育等生

物学过程密切相关%

9

&

#

>1A<B

成员中的
>1A<B!9C%

是一种癌细胞抑制基因"可调控多种目的基因%

!

&

"通

过抑制肿瘤细胞分裂$转移等而控制肿瘤的发展%

I

&

#

研究发现" 在乳腺癌$ 前列腺癌等肿瘤中
>1A<B!

9C%

呈低表达 %

C

&

# 本文对采用定量聚合酶链反应

'

@),+O1O,O1J2 P(-7>2*,32 50,1+ *2,5O1(+

"

@=/A

( 检测

卵巢癌中
>1A<B!9C%

表达"并且探讨其对卵巢癌细

胞增殖$迁移和侵袭的影响#

9

材料与方法

!"!

实验材料

细胞株!人卵巢癌细胞株
?Q4:!I

购自中国科学

院上海细胞所"常规细胞培养$传代#

组织样本!

%L

例卵巢癌组织和卵巢癌旁正常组

织及
CR

例正常卵巢癌组织均来自本院病理科"各样

本提取后立刻置于
SR"#

液氮中保存#

%L

例卵巢癌

患者年龄
ICNLR

岁"中位年龄
CR

岁)国际妇产科联

合会分期
!

期
&

例$

"

期
99

例$

#

期
!I

例$

$

期
9%

例)高分化
R

例$中分化
9&

例$低分化
I9

例#

CR

例

正常卵巢组织来自因子宫肌瘤子宫切除术患者"年

龄
I&N&9

岁"中位年龄
%9

岁#

主要试剂!

TUVU

培养基$ 胎牛血清$

W1P(.25!

O,>1+2

购自美国
X+J1O*(62+ G1Y5(

公司)

>1A<B!9C%!

>1>15

购自上海吉玛制药技术有限公司) 四甲基偶

氮唑盐'

UHH

($胰蛋白酶购自美国
?16>,

公司"

H*1!

Z(-

试剂$逆转录试剂盒购自天根生化科技'北京(有

限公司#

>1A<B!9C%

及内参
KL

引物设计与合成由

天根生化科技 '北京( 有限公司完成" 引物序列见

H,Y-2 9

#

!"#

实验方法

9;!;9

卵巢组织
>1A<B!9C%

表达水平的测定

将保存于
SRM$

冰箱中的卵巢癌组织$卵巢癌旁

正常组织或正常卵巢组织各
%M>6

用
C$

预冷的磷

酸缓冲液'

P0(3P0,O2 Y)..2* 3(-)O1(+

"

=[?

(冲洗"然后

置于
/*7(>1--

全自动冷冻研磨仪" 加入液氮维持低

温"研碎组织成为微细颗粒状'约
%%>

("使用
H*1Z(-

总
A<B

提取试剂盒
A<B

" 采用
V\WRMR

全自动酶

标仪测定
!LM+>

和
!RM+>

的吸光度 '

B

(值 "控制

B!LM]B!R"

在
9;$N!;9

"

A<B

电泳检测其完整性# 检

测浓度及纯度后采用逆转录试剂盒合成第一链
5T!

<B

" 将逆转录所得
5T<B

纯化后进行
@=/A

扩增#

取
!%6

总
A<B

" 根据逆转录试剂盒说明书" 以总

A<B

为模板进行逆转录反应得
5T<B

#逆转录条件!

9L$ I">1+

)

C!$ I">1+

)

R%$ %>1+

# 将将逆转录所

得
5T<B

纯化后进行
=/A

扩增 # 反应总体积为

!"%-

!

9;%%- 5T<B

模板 "

9%- >1A!9C%

或
KL

引物 "

9"%- >1A<B @=/A U1^

"

&;%%- _

!

4

#

=/A

反应条件!

$C$

预变性
I>1+

"然后以
$C$ !M3

$

LM$ !M3

和
&!$

CM3

"

CM

个循环# 以
KL

为参照" 采用
!

S

⊿⊿
/O 计算

>1A<B!9C%

的相对表达量#

9;!;!

卵巢癌细胞株
?Q4:!I

培养

从液氮中取出冻存的卵巢癌细胞
?Q4:!I

迅速

复苏后转入培养瓶" 用含
9M`

'

:]:

( 胎牛血清的

TUVU

培养基在
/4

!

培养箱于
%`/4

!

$

I&$

条件下

培养"每
CR0

更换
9

次培养基"当细胞长满
$"`

时

进行消化$传代"取第
I

代细胞用于实验#

9;!;I

卵巢癌细胞株
?Q4:!I >1A<B!9C%

表达测定

取卵巢癌细胞
?Q4:!I

"以
%%9"

% 密度接种于培

养板"将细胞随机分为正常对照组$空白病毒组和病

毒转染组# 病毒转染组细胞加入
>1A<B!9C%!>1>15

'

9;"%6]>-

("空白病毒组加入等体积空白病毒质粒"

正常对照组加入等体积生理盐水"培养
L0

"更换为

含
9"`

'

:]:

(胎牛血清的
TUVU

培养基在
I&$

$

%`

/4

!

$

I&$

条件下继续培养至
!C0

"收获各组细胞# 用

H*1Z(-

液提取
A<B

" 采用
V\WR"R

全自动酶标仪测

定
C%"+>

的吸光度
4T

值"控制
B!L"]B!R"

在
9;$N

!;9

"

A<B

电泳检测其完整性# 检测浓度及纯度后采

用逆转录试剂盒合成第一链
5T<B

" 将逆转录所得

5T<B

纯化后进行
=/A

扩增 #

=/A

过程具体见

9;!;9

#

9;!;C

卵巢癌细胞株
?Q4:!I

增殖实验

取卵巢癌细胞
?Q4:!I

"以
%%9"

% 的密度接种于

$L

孔培养板"将细胞随机分为正常对照组$空白病

毒组和病毒转染组# 病毒转染组细胞加入
>1A<B!

$%&'( ! )*+,(* -(./(01(

L"R
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"#空白病毒组加入等体积空白

病毒质粒# 正常对照组加入等体积生理盐水# 培养

01

#更换为含
'"2

!

3.3

"胎牛血清的
4565

培养基

在
7&"

$

%289

!

$

7&"

条件下继续培养至
!:1

$

((1

和

0;1

% 每孔加入
%)-.)/ 5<<

溶液
!:!/

#继续培养
(1

后弃上清液#加
45=9 '%:!/.

孔#振荡溶解
'%)*>

#

立即用酶标仪测定在
(%:>)

波长处的
94

值#各组

细胞的增殖活力用
94

值衡量%

',!,%

卵巢癌细胞株
=?93!7

迁移实验

取卵巢癌细胞
=?93!7

# 以
%#':

% 个
.

孔培养至

细胞铺满单层#用
!:!/

移液枪头沿培养板底部垂直

划线#用
@A=

冲洗
7

次% 将细胞随机分为正常对照

组$ 空白病毒组和病毒转染组% 病毒转染组细胞加

入
)*BCD!'(%!)*)*+

!

',:!-.)/

"#空白病毒组加入等

体积空白病毒质粒# 正常对照组加入等体积生理盐

水#培养
01

#更换为含
':2

!

3.3

"胎牛血清的
4565

培养基在
7&"

$

%289

!

$

7&"

条件下继续培养至
!(1

拍照#测量间距% 各组设
0

个复孔%

',!,0

卵巢癌细胞株
=?93!7

细胞侵袭实验

取卵巢癌细胞
=?93!7

#以
%#':

% 密度接种于培

养板#将细胞随机分为正常对照组$空白病毒组和病

毒转染组% 病毒转染组细胞加入
)*BCD!'(%!)*)*+

!

',:!-.)/

"#空白病毒组加入等体积空白病毒质粒#

正常对照组加入等体积生理盐水#培养
01

#更换为

含
':2

!

3.3

"胎牛血清的
4565

培养基在
7&"

$

%2

89

!

$

7&"

条件下继续培养至
!(1

#收获各组细胞% 制

备
<EF>GHI//

小室!上室"#加入
#::!/

密度为
#:

% 个
.

)/

对数生长期的各组细胞#将上室放入细胞培养板

孔!下室"%下室加入含
#:2

胎牛血清的
4565

培养

基% 培养
!(1

后取出上室# 用棉签将上室内细胞刮

除#用多聚甲醛固定#染色#双蒸水冲洗上室#在相差

显微镜下进行细胞计数% 各组设
0

个复孔%

!"#

统计学处理

数据分析采用
=@== !!,:

统计软件% 测量结果

以平均值
$

标准差表示# 组间分析采用单因素方差

J=4!K

检验分析%

@%:,:%

为差异有统计学意义%

!

结 果

$"!

不同卵巢组织
)*BCD!#(%

水平比较

卵巢癌组织$卵巢癌旁组织和正常卵巢组
)*B!

CD!#(%

表达水平分别为
:,%0$:,!7

$

!,77$:,!$

和

!,7&$:,!;

%卵巢癌组织
)*BCD!#(%

表达水平较卵巢

癌旁组织和正常卵巢组织显著性降低!

KL70,#$:

#

@M

:,::#

&

KL7%,&;0

#

@M:,::#

"% 卵巢癌旁组织和正常卵

巢组织中
)*BCD!#(%

差异均无统计学意义 !

K L

:,&#!

#

@L:,:%0

"!

N*-OEI '

"%

$"$

卵巢癌组织
)*BCD!'(%

表达和临床参数相关性

卵巢癌组织
)*BCD!'(%

表达水平与国际妇产

科联合会分期和组织分化程度相关!

@M","%

"#但与

年龄无关!

@P","%

"

Q<FR/I !S

%

$"#

不同组卵巢癌细胞株
=?93!7)*BCD!'(%

表达比较

病毒转染组细胞的
)*BCD!'(%

表达水平较正

常对照组和空白病毒对照组显著性增加!

KL'!,;';

#

@M:,::'

"% 正常对照组和空白病毒对照组细胞的

)*BCD!'(%

表达水平差异均无统计学意义!
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

=*()> "0 !?0 ?@0 &!0

/(+A*(- 6*()> ";?&!";99 9;9?!";!9 9;&?!";!@ !;?&!";B9

C-,+D E1*)3 6*()> ";%9!";9B 9;"F!G;9$ 9;F$!";!% !;?9!";!@

:1*)3 A*,+3.25A1(+ 6*()> ";?$!";9! ";F@!";9% 9;9&!";!B 9;F!!";!F

!"#$% & '()$*+%(",*)- )+ )."(*"- /"(/*-)0" /%$$ 1234!& *- 5*++%(%-, 6()78

HI";""9

!"

J16)*2 !

!#

9:;

不同组卵巢癌细胞株
KL4:"B

的增殖实验结果

病毒转染组细胞在培养
!?0

$

?@0

和
&!0

时
4M

值均较正常对照组和空白病毒对照组显著性降低

"

HI";"%

!# 正常对照组和空白病毒对照组细胞在培

养
!?0

$

?@0

和
&!0

时
4M

值差异均无统计学意义

"

HNG;G%

!"

O,P-2 B

!#

9:<

不同组卵巢癌细胞株
KL4:"B

细胞迁移情况

病毒转染组细胞的划痕宽度较正常对照组和空

白病毒对照组显著性增大"

AQ9!;F?9

%

HIG;GG9

!#正常

对照组和空白病毒对照组细胞的划痕宽度差异均无

统计学意义"

AQ9!;!FF

%

HIG;GG9

!"

J16)*2 B

!#

9:=

不同组卵巢癌细胞株
KL4:"B

细胞侵袭情况

病毒转染组穿膜细胞数量较正常对照组和空白

病毒对照组显著性降低"

AQ9G;BF!

%

HIG;GG9

!#正常对

照组和空白病毒对照组穿膜细胞数量差异均无统计

学意义"

AQ@;%&B

%

HIG;GG9

!"

J16)*2 ?

!#

B

讨 论

卵巢癌是女性生殖系统中常见

的恶性肿瘤&

%

'

# 约
&%R

患者是在晚期

及转移遍布腹膜$胸膜或肝脏后才被
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

确诊!

'

"

#

()*+,

由
!-.!/

个核苷酸短序列组成$长度约

为
#$.!%01

$本身十分保守$无开放阅读框架% 大部

分
()*+,2

通过抑制靶基因切割或者翻译而广泛参

与基因的表达调控& 在多种癌症的发生发展中起着

重要的作用!

&

"

%

()*+,!#/%

位于人类
%

号染色体&长

度约
/3-456

&不编码蛋白质&不包含开放阅读框架%

()*+,!#/%

是一种抑癌基因& 多种肿瘤中呈低表

达%

()*+,!#/%

可抑制
7!89:

和
;*<!#

表达而抑制

肿瘤细胞生长&通过下调
,=,8 >&

'

8?:)0!>

'

@<7+!>

表

达来抑制细胞转移和侵袭!

4

"

#因此&

()*!A/%

在肿瘤的

发生进展过程中通过多种不同途径抑制细胞增殖!

$

"

#

已有研究显示
()*!A/%

在卵巢浆液性癌中的表达亦

显著性下降 !

A"

"

# 本研究结果显示&卵巢癌组织
()*!

+,!A/%

较卵巢癌旁组织和正常卵巢组织降低 (

BC

"3"%

)&说明卵巢癌组织中
()*!A/%

表达下降&与文献

报道结果一致%

()*+,!A/%

表达水平与患者临床参

数相关性结果显示& 与患者国际妇产科联合会分期

和组织分化程度相关& 随着临床分期的增加以及组

织分化程度降低&

()*+,!A/%

表达水平降低& 但是

卵巢癌组织
()*+,!A/%

的表达水平与年龄无关% 进

一步体外研究显示&卵巢癌细胞
<DEF!G

经
()*+,!

A/%!()():

作用后
()*+,!A/%

表达显著性增加 (

BC

-3-%

)& 并且病毒转染组细胞在培养
!/H

'

/4H

和
&!H

的
E=

值均较正常对照组和空白病毒对照组显著性

降低 (

BC-3-%

)& 说明卵巢癌细胞
<DEF!G ()*+,!

A/%

表达增加则其增殖受到抑制%

侵袭是肿瘤细胞降解细胞外基质向局部邻近组

织的浸润& 而迁移是肿瘤细胞突破血管膜或淋巴管

膜并在其他器官生长% 侵袭和迁移与肿瘤细胞侵袭

性增强'黏附能力下降有关&此外与肿瘤血管生成'

细胞外基质降解以及间质重构等密切相关!

AA

"

% 在本

研究中& 病毒转染组卵巢癌细胞
<DEF!G

的划痕宽

度较正常对照组和空白病毒对照组增大(

BC-3-%

)&

病毒转染组穿膜细胞数量较正常对照组和空白病毒

对照组降低(

BC-3-%

)&说明病毒转染组卵巢癌细胞

<DEF!G

转移和侵袭能力降低% 增加卵巢癌细胞

<DEF!G ()*+,!A/%

可以抑制其转移和侵袭能力%

总之&

()*+,!A/%

低表达可能与卵巢癌的发生

发展有关&过表达
()*+,!A/%

能够抑制卵巢癌细胞

株的增殖' 迁移和侵袭&

()*+,!A/%

可以作为治疗

卵巢癌的新作用靶点%
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