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沉默生物钟基因 Ｔｉｍｅｌｅｓｓ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞
凋亡和侵袭能力的影响
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　　［摘　要］　目的：探讨沉默生物钟基因 Ｔｉｍｅｌｅｓｓ（ＴＩＭ）对人卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞凋亡和侵袭能力的影响。方
法：免疫组化法检测卵巢癌组织及正常卵巢组织中ＴＩＭ蛋白表达，分析ＴＩＭ表达与卵巢癌病理特征的相关性。选
取卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞，随机分为空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和 ＴＩＭ沉默（ＴＩＭｓｉＲＮＡ）组。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＴＩＭ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、ＭＭＰ９、ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达，流式细胞术检测细胞凋亡，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭能力。结果：ＴＩＭ蛋白在正常卵巢组织中呈阴性表达，在卵巢癌组织中呈阳性表
达。卵巢癌组织中ＴＩＭ阳性表达率（８４０％）显著高于正常卵巢组织（１００％；Ｐ＜００１）。ＴＩＭ表达与卵巢癌分化
程度、浸润深度、淋巴结转移及ＴＮＭ分期有关（Ｐ＜００５），而与年龄和病理类型无关（Ｐ＞００５）。ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中
ＴＩＭ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和Ｂｃｌ２的蛋白表达显著低于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１），而 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和
ｃａｓｐａｓｅ９的蛋白表达显著高于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组之间 ＴＩＭ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的差异无统计学显著性（Ｐ＞００５）。ＴＩＭｓｉＲＮＡ组的细
胞凋亡率显著高于空白对照组和ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白对照组和ｓｉＲＮＡ对照组之间细胞凋亡率的比较差
异无统计学显著性（Ｐ＞００５）。ＴＩＭｓｉＲＮＡ组的细胞穿膜数显著低于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空
白对照组和ｓｉＲＮＡ对照组之间细胞穿膜数的差异无统计学显著性（Ｐ＞００５）。结论：利用ｓｉＲＮＡ沉默卵巢癌 ＳＫ
ＯＶ３细胞中ＴＩＭ表达，可促进细胞凋亡，抑制细胞侵袭。
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　　卵巢癌是继子宫内膜癌及宫颈癌发生率居第３
的妇科恶性肿瘤，其死亡率居妇科恶性肿瘤之首［１］。

治疗过程中肿瘤的复发和转移是卵巢癌相关性死亡

的最主要原因［２］。因此，探寻卵巢癌的特异性治疗

靶点具有十分重要的意义。生物钟基因 Ｔｉｍｅｌｅｓｓ（以
下简称 ＴＩＭ）位于人类第 １２号染色体上，长约 ４３
ｋｂ，编码产物为ＴＩＭ蛋白，它可以与另一生物钟基因
Ｐｅｒ形成异二聚体，行使其调节生物节律的功能，是
维持内源性生物钟运作的核心元件［３４］。近年来研

究表明，包括ＴＩＭ在内的多种生物钟基因广泛参与
恶性肿瘤的发生与发展，如乳腺癌［５］、肺癌［６］和肝

癌［７］等。但ＴＩＭ与卵巢癌的相关研究尚未见报道。
本研究采用小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）技术沉默人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞中ＴＩＭ表达，
并分析ＴＩＭ表达下调对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞凋亡和
侵袭能力的影响，初步探讨 ＴＩＭ在卵巢癌治疗中的
靶点作用，以期为卵巢癌的临床治疗提供理论依据。

材　料　和　方　法

１　实验材料
卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞购于美国模式培养物集存

库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＩＭｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ
对照、鼠抗人 ＴＩＭ单克隆抗体、兔抗人 Ｂｃｌ２多克隆
抗体、兔抗人Ｂａｘ多克隆抗体、兔抗人基质金属蛋白
酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）多克隆抗体
和兔抗人 ＭＭＰ９多克隆抗体均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；
ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ；凋亡检测试剂
盒购自ＢＤ。
２　方法
２．１　免疫组化染色　选取５０例卵巢癌组织样本及
５０例正常卵巢组织样本。采用免疫组化染色检测卵
巢癌组织及正常卵巢组织中 ＴＩＭ蛋白的表达。抗原
修复采用煮沸修复法，免疫组化染色采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ
二步法。

２．２　细胞培养　卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞培养于含１％
青霉素和链霉素及１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液

中，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，每天换液１
次。收集对数生长期细胞。

２．３　转染及分组　待细胞生长至８５％ ～９０％汇合
时，收集细胞，调节细胞浓度至２×１０９／Ｌ，将细胞接
种于６孔培养板，每孔１ｍＬ。细胞接种后２４ｈ，将细
胞分为３组，即空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）组、ｓｉＲＮＡ对
照（ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ）组和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组，ｓｉＲＮＡ对照组
和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组分别转染ｓｉＲＮＡ对照和ＴＩＭｓｉＲＮＡ，
空白对照组未转染。转染操作参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００说明书。转染之后，将细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养，６ｈ后取出换液，之后继续培养４８ｈ。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　转染后４８ｈ收集
各组细胞，加入细胞蛋白裂解液提取总蛋白，定量蛋

白浓度，行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ，转至 ＰＶＤＦ膜，５％封闭
液４℃封闭２ｈ，加入 Ｉ抗（ＴＩＭ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ
３、ｃａｓｐａｓｅ９、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和 βａｃｔｉｎ，均１∶１００），４
℃摇床孵育过夜，加入 ＩＩ抗（１∶１０００）室温孵育２ｈ，
ＥＣＬ反应 １～３ｍｉｎ，暗室曝光，显影、定影处理，
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析数据。
２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　转染后４８ｈ收集
各组细胞，预冷 ＰＢＳ缓冲液漂洗，调整细胞浓度至
１×１０６个，离心、弃上清，加入５００μＬ结合缓冲液重
悬细胞，依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏ
ｄｉｄｅ各５μＬ，室温避光孵育１５ｍｉｎ，上流式细胞仪检
测细胞凋亡。

２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭能力　于小
室上室铺上５０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ（Ｆ１２Ｋ培养基１∶３稀释），
收集转染４８ｈ后细胞，并将１００μＬ单细胞悬液加入
上室，下室加入５００μＬ含２０％ＦＢＳ的 Ｆ１２Ｋ完全培
养基，将细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２培养４８ｈ。弃上室
液体，用棉签擦拭聚碳酸酯膜上层的细胞及 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ，用４％多聚甲醛固定滤膜下层，ＨＥ染色，倒置显
微镜下观察，取５个视野，２００倍镜下计数穿膜细胞。
３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２００分析。计量资料以均数 ±标准
差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多组间比较用单因素方差分析
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正的
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ｔ检验；计数资料用例数（百分比）［ｎ（％）］表示，组
间比较采用 ２检验。以 Ｐ＜００５为差异具有统计
学意义。

结　　果

１　免疫组织化学染色观察
ＴＩＭ在正常卵巢组织中呈阴性表达，而在卵巢

癌组织中呈阳性表达，表现为棕黄色着色，主要分布

在细胞质及细胞周围，见图１。５０例卵巢癌组织中
ＴＩＭ阳性表达率为８４０％（４２／５０），５０例正常卵巢
组织中ＴＩＭ阳性表达率为１００％（５／５０），卵巢癌组
织中 ＴＩＭ阳性表达率显著高于正常卵巢组织（Ｐ＜
００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴＩＭｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌｏｖａｒｉａｎａｎｄｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（×１００）．
图１　正常卵巢和卵巢癌组织中ＴＩＭ表达的免疫组化检测结果

２　ＴＩＭ表达与卵巢癌临床病理特征的关系
ＴＩＭ蛋白表达与卵巢癌分化程度、浸润深度、淋

巴结转移及 ＴＮＭ分期有关（Ｐ＜００５），而与年龄和
病理类型无关（Ｐ＞００５），见表１。

表１　ＴＩＭ表达与卵巢癌临床病理特征的关系
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＴＩＭｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［ｎ（％）］

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓ　　　 ｎ ＴＩＭｐｏｓｉｔｉｖｅ
Ａｇｅ
　＞５０ｙｅａｒｓ ２９ ２５（８６．２）
　≤５０ｙｅａｒｓ ２１ １７（８０．９）
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｔｔｅｒｎ
　Ｓｅｒｏｕｓｔｙｐｅ ２７ ２２（８１．５）
　Ｍｕｃｉｎｏｕｓｔｙｐｅ ２３ ２０（８６．９）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ
　Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ２６２６（１００．０）

　Ｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ／ｍｉｄｄｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ２４ １６（６６．７）
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｔｈ
　Ｔ１＋Ｔ２ １２ ５（４１．７）

　Ｔ３＋Ｔ４ ３８ ３７（９７．４）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １４ ９（６４．３）

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ３６ ３３（９１．７）
ＴＮＭ
　Ⅰ＋Ⅱ １８ １２（６６．７）

　Ⅲ＋Ⅳ ３２ ３０（９３．８）

　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ．

３　各组卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞中ＴＩＭ蛋白的表达
ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中ＴＩＭ的蛋白表达显著低于空白

对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白对照组和
ｓｉＲＮＡ对照组之间ＴＩＭ蛋白表达水平的差异无统计
学显著性（Ｐ＞００５），见图２。
４　沉默 ＴＩＭ基因的表达对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞凋
亡的影响

ＴＩＭｓｉＲＮＡ组细胞凋亡率显著高于空白对照组
和ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白对照组和 ｓｉＲＮＡ
对照组之间细胞凋亡率的差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见图３。
５　沉默 ＴＩＭ基因的表达对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞中
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的影响

ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中 Ｂｃｌ２蛋白表达显著低于空白
对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１），而 Ｂａｘ蛋白表
达显著高于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜
００１）；空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组之间 Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ蛋白表达水平的差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见图４。
６　沉默 ＴＩＭ基因的表达对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞侵
袭能力的影响

ＴＩＭｓｉＲＮＡ组的细胞穿膜数显著低于空白对照
组和ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白对照组和ｓｉＲＮＡ
对照组之间细胞穿膜数的差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见图５。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅＴＩＭｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡ
ｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭ ｓｉＲＮＡ组中ＴＩＭ蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｍｅａｎ
±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭ ｓｉＲＮＡ组细胞凋亡率的流式细胞术检测结果

７　沉默 ＴＩＭ基因的表达对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞中
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达的影响

ＴＩＭｓｉＲＮＡ组 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达显著

低于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜００１）；空白
对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组之间 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白
表达水平的差异无统计学显著性，见图６。

·２７１１·



Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ
ｔｅｓｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图５　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组细胞侵袭能力的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测结果

８　沉默ＴＩＭ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３和
ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的影响

ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表

达显著高于空白对照组和 ｓｉＲＮＡ对照组（Ｐ＜
００１），见图７。
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图６　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ７．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＩＭｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图７　空白对照组、ｓｉＲＮＡ对照组和ＴＩＭｓｉＲＮＡ组中ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

讨　　论

卵巢癌发病隐匿，缺乏早期的典型症状，故早期

诊断困难，大多数患者确诊时已为晚期，并出现广泛

的腹腔转移，根治手术难以实施。同时，由于化疗耐

药等原因，卵巢癌５年生存率较低。当前，卵巢癌的
临床诊疗存在“２个７０％”：超过７０％的卵巢癌患者
确诊时已为晚期，约７０％的卵巢癌患者在治疗后２
年内复发［８］。因此，迫切需要明确卵巢癌的发病机

制，提高其临床诊疗水平。

生物钟节律是指生物体对其所生存的周期性环

境作出的一系列适应性反应。生物钟作为一种内源

性定时体系，它可使机体行为和生理呈现近似２４ｈ
的节律，并以此调节血压、睡眠、激素分泌和免疫活

动等生理过程。当机体受到外界环境影响时，如应

激、辐射和药物等，可引起 ＤＮＡ损伤而使生物钟节
律重新设置［９］。生物钟紊乱会增加包括恶性肿瘤在

内的多种疾病的发生风险［１０］。生物钟基因是产生和

维持生物昼夜节律的分子基础，而 ＴＩＭ则是生物钟
基因家族的重要成员之一［１１］。Ｃｈｉ等［１２］研究表明，
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过表达ＴＩＭ有助于提高恶性肿瘤的存活及增殖，提
示ＴＩＭ表达上调对于促进肿瘤的发生发展具有重要
作用。为了初步阐明 Ｔｉｍｅｌｅｓｓ在卵巢癌中的作用及
机制，我们将 ＴＩＭ的特异性 ｓｉＲＮＡ转染至卵巢癌
ＳＫＯＶ３细胞，结果发现 ＴＩＭｓｉＲＮＡ能显著下调卵巢
癌ＳＫＯＶ３细胞中ＴＩＭ蛋白表达，该结果为进一步研
究ＴＩＭ在卵巢癌中的功能奠定了基础。

凋亡抵抗是多种恶性肿瘤共有的特性，也是导

致放化疗效果不佳的主要因素。Ｅｌｇｏｈａｒｙ等［１３］研究

显示，ＴＩＭ表达下调可显著诱导肝癌细胞凋亡，提示
ＴＩＭ对肝癌细胞凋亡具有调控作用。本研究中，为
探讨ＴＩＭ对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞凋亡的调控作用，我
们分析了沉默 ＴＩＭ后卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞凋亡率的
变化。结果发现，转染 ＴＩＭｓｉＲＮＡ可显著诱导卵巢
癌ＳＫＯＶ３细胞凋亡。进一步分析凋亡相关蛋白Ｂｃｌ
２和Ｂａｘ表达变化发现，转染ＴＩＭｓｉＲＮＡ能显著降低
Ｂｃｌ２的蛋白表达，并提高Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９
蛋白表达。上述结果提示，沉默 ＴＩＭ可诱导卵巢癌
ＳＫＯＶ３细胞凋亡，表现为抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达下
调，同时促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达上调，其机制可能与
ｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ９介导的凋亡信号通路启动有关。
远处侵袭是肿瘤细胞最典型的生物学特征之一，在

该过程中，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，
ＭＭＰ）参与其中，并发挥侵袭诱导作用。Ｒｅｓｚｋａ
等［１４］研究表明，在乳腺癌组织中，Ｐｅｒ、Ｃｒｙ及 Ｃｌｏｃｋ
等大多数生物钟基因均呈现低表达，但 ＴＩＭ在其中
却呈高表达，且在侵袭性乳腺癌中其表达上调更为

显著，提示ＴＩＭ可能具有介导肿瘤细胞远处侵袭的
作用。本研究结果显示，转染 ＴＩＭｓｉＲＮＡ可显著抑
制卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞侵袭水平，同时可显著降低
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达水平。上述结果提示，沉
默ＴＩＭ可降低卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞侵袭能力，且机制
可能与下调ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达有关。

综上所述，利用ｓｉＲＮＡ沉默卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞
中ＴＩＭ表达，可促进细胞凋亡，抑制细胞侵袭。
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