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摘 要!%目的& 探讨
CDE'

对卵巢癌干细胞表型的潜在影响以及
CDE'

与干细胞标志蛋白联
合对预后的潜在价值'%方法& 采用肿瘤干细胞球形成实验(荧光定量

FG+HIF

和
J@KL@M8 N5OL

分别检测稳定过表达外源
CDE'

的
PQIRF!-

细胞的自我更新能力和卵巢癌干细胞标志物的
表达情况' 借助生物信息学分析评估

CDE'

在卵巢癌临床样本中与卵巢癌干细胞标志物的相
关性及两者联合对预后预测的价值' %结果& 与空载细胞相比"稳定过表达

CDE'

的
PQIRF!-

细胞自我更新能力增强)

HS,?,,0

*"同时伴随着干细胞标志物
IE**

)

HS,?,,,

*和
RTIU!

)
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,?,,,

*表达水平升高' 经
1FVWXRHV

通路的抑制剂
Y,'!0

下调
1FV'W!

的磷酸化水平后"其
IE**

和
RTIU!

的水平下降'此外"基于两套卵巢癌表达谱芯片数据的生物信息学分析表明"

CDE'

的表达水平与
IE**
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RTIU!
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*表达水平均显著正
相关" 而

CDE'

高表达并且携带干细胞表型的卵巢癌患者总体存活时间最短 )

HS,?,!0

#

HS

,?,,,

*' %结论&

CDE'

可能通过激活
1FVWXRHV

通路诱导卵巢癌细胞出现干细胞特性"

CDE'

与干细胞标志物联合可能具有预后预测意义'
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9=J
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63,6+4 0.+B

6+GG0

卵巢癌缺乏有效的早诊手段! 容易出现早期转

移扩散!对化疗药物易耐受' 因此!深入探索卵巢癌

转移和化疗耐受的分子机理! 寻找潜在的治疗靶标

和预后标志物! 对于制定临床治疗策略具有重要的

指导意义'

肿瘤干细胞
K63,6+4 0.+B 6+GG

!

'('L

是指具有干

细胞特性的肿瘤细胞!表现出强致瘤性(自我更新(

多向分化潜能和耐药性等特点' 普遍认为肿瘤干细

胞是造成肿瘤复发的重要原因' 在卵巢癌细胞中亦

存在卵巢癌干细胞 ! 表达
'E##%

(

'EMM

(

>N'O!

(

N=DP

(

C>CQO

等干细胞标志物)

P

*

' 肿瘤干细胞的形

成与上皮+间质转化
R+)5.*+G53G!B+0+,6*/B3G .43,05!

.5-,

!

9=JS

存在密切关联'

9=J

是上皮性肿瘤发展进

程中的关键事件! 通过促
9=J

转录因子#

9=J!5,!

AH65,8 .43,0645).5-, 136.-4

!

9=J!JT

, 来重塑细胞表

型!使细胞丧失上皮表型而获得间质表型!并表现出

干细胞特性 )

!

*

!进而增强其侵袭转移(抗凋亡(耐药

等能力'

C5A-8+,

家族包括
CDEP

和
CDE!

! 均属于分泌

型糖蛋白' 作为基膜的重要组成成分!

CDEP

通过连

接基膜其它成分&

6-GG38+, !

和
G3B5,5,

,来稳定基膜

的三维结构)

U

*

' 迄今为止!关于
CDEP

在肿瘤中的研

究报道极少'

CDEP

基因的启动子区在胃肠肿瘤中呈

现高频率的甲基化)

M

*

%

CDEP

基因的两个单核苷酸多

态性&

(C?

,位点与黑色素瘤相关 )

V

*

%转录因子
9JWV

直接上调
CDE#

表达来增强子宫内膜癌细胞侵袭转

移能力)

X

*

'

CDE#

促进乳腺癌细胞和黑色素瘤细胞肺

转移)

%

*

' 在前期工作中!我们发现
CDE#

是新的候选

卵巢癌诊断血浆标志物!卵巢癌患者外周血中
CDE#

蛋白水平明显升高)

$

!
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' 我们随后又发现
CDE#

是间

质表型相关基因!它通过激活
9:;<=>?;

通路来诱

导卵巢癌细胞发生不完全
9=J

!从而增强卵巢癌细

胞侵袭转移能力和顺铂耐药性)

#Y

!

PP

*

'

CDEP

与卵巢癌

干细胞之间的联系并不清楚! 但卵巢癌干细胞和

9=J

之间的密切关联提示
CDEP

极可能通过
9=J

诱导卵巢癌细胞出现干细胞特性! 进而使其转移能

力和耐药性增强'

本研究以稳定过表达外源
CDEP

的卵巢癌细胞

系
QW'>:!U

为模型!探讨
CDEP

对卵巢癌干细胞表

型的潜在影响以及
CDEP

与干细胞表型联合对预后

预测的潜在价值! 为深入探讨同时靶向
CDEP

和干

细胞表型的卵巢癌细胞的治疗策略提供研究基础'

P

材料与方法

)*)

细胞与试剂

前期在人浆液型卵巢癌细胞株
QW'>:!U

的基

础上已成功构建稳定过表达外源
CDEP

的单克隆细

胞株 &命名为
QW'>:!U!CDEP!='

, 和稳定转染

OWPMM

质粒的细胞株&命名为
QW'>:!U!2+6.-4

,

)

PP

*

!

其中
QW'>:!U!2+6.-4

作为阴性对照' 常规细胞培养

相关试剂购自
Z/6G-,+

公司! 包括
:?=D!PXMY

培养

基(胰蛋白酶&

YI!V[

,(胎牛血清和青霉素+链霉素

溶液&内含
PYF\<BG

青霉素和
PYB8<BG

链霉素,' 无

血清细胞培养相关试剂包括血清细胞培养添加剂

N!!%RVY"L

&

O576-

公司,(超低吸附
X

孔细胞培养板

&

'-4,5,8

公司,( 重组人成纤维细胞生长因子
7TOT

&

'+GG (58,3G5,8 J+6*,-G-8/

公司,( 重组人表皮生长

因子
9OT

&

'+GG (58,3G5,8 J+6*,-G-8/

公司,和肝素
]

生

工生物工程&上海,股份有限公司
^

' 总
:C>

提取及

:J_?':

相关试剂包括总
:C>

提取试剂盒
J-.3G

:C> ;5."

&

QB+83 N5-!J+F

公司,( 反转录试剂盒

?45B+(645). P

0.

(.3,A 6EC> (/,.*+050 ;5.

&

J3;3:3

公

司 , 和荧光定量
?':

试剂盒
(`N:! ?4+B5a 9a

J3b

J=

&

J3;3:3

公司,'

c+0.+4, 7G-.

相关试剂包括

(E(!?>O9

凝胶制备试剂盒 &碧云天生物技术有限

公司,( 细胞裂解液 &碧云天生物技术有限公司,(

?=(T

&碧云天生物技术有限公司,(

(E(!?>O9
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公司"# 鼠抗人
234#

单克隆抗体

!
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公司"# 兔抗人
<4>>

多克隆抗体

!武汉博士德生物工程有限公司"# 兔抗人
;@<'!

多克隆抗体!武汉博士德生物工程有限公司"#兔抗

人
';*4A

多克隆抗体 !杭州贤至生物科技有限公

司 "# 兔抗人
R*H5T!

单克隆抗体 !

<(NN J,M)FN,)M

:(1I)DNDMG

公司 "# 兔抗人
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单克隆抗体

!
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公司"#
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细胞培养与细胞成球实验

采用含
5"V

胎牛血清的
=*S3"5?>"

培养基!包

含
5"" WT-N

青霉素和
5""!MT-N

链霉素" 培养
XY"

<;="7"2345"S<

细胞和
XY<;="7"Z(1ED+

细胞 %置

于
<X

!

培养箱!

7% $

&

9V<X

!

"$ 收集对数生长期的

XY<;="7"2345"S<

和
XY<;="7"Z(1ED+

细胞% 消化

成单细胞悬液%

$""+T-,)

离心
9-,)

去血清%弃上清%

加入
*@J

洗涤
5[!

次%离心后以干细胞条件培养基

!添加
!")MT-N R'6

&

!")MT-N \6'6

&

>!MT-N

肝素&

!V

@!%

&

5""WT-N

青霉素&

5""!MT-N

链霉素的
=*S35?>"

培养基"悬浮培养于超低吸附
?

孔细胞培养板中%并

静置培养于
<X

!

培养箱
]7%$

&

9V<X

!

^

$ 以
7___

细

胞
T

孔的数量接种%每组细胞设置
7

个复孔$ 每隔
!`

观察细胞成球情况%

%`

后计数并拍照直径
%5__!-

的聚合紧密的细胞球$

!"$

抑制剂
W_5!?

处理细胞

将
XY<;="7"2345"S<

细胞加入
?

孔板正常培

养%待细胞融合度达到
$_V

时!次日"%加入
W_5!?

试剂!使其终浓度为
9_!-DNTa

"$ 等体积
4SJX

溶剂

加入对照组$

!>I

后%提取细胞总蛋白$

!"%

总
=2;

提取与荧光定量
=:b*<=

检测

按照总
=2;

提取试剂盒说明书提取细胞总

=2;

%并参考反转录试剂盒说明书对
9__)M

总
=2;

进行反转录$将反转录
142;

产物稀释
!_

倍后作为

*<=

的模板%进行荧光定量
*<=

检测$

2345

基因的

反应程序如下'
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预变性
5_.

(

&9$

变性
9.

%

9$$

退

火
59.

%

%!$

延伸
59.

% 总共
7&

个循环(

%!$

至
&9$

融解曲线分析
9.

$其他基因的反应程序如下'
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预
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退 火
7_.
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延伸

59.

% 总共
7&

个循环(

?9$

至
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融解曲线分析
9.

$

采用
!

b""<E 分析定量
*<=

的结果$反应体系为
5_!N

%

每组样品设置
7

个重复$ 引物序列见表
5]:F\N( 5C

$

!"&

总蛋白提取和
O(.E(+) \NDE

实验

收集对数生长期的细胞% 用
5#*@J

洗涤数次

后%加入含
5V*SJ6

的细胞裂解液%置于冰上裂解

7_-,)

$

5! ___+T-,)

&

>$

离心
59-,)

%取上清液$ 测定

细胞总蛋白浓度后% 制备蛋白电泳样品%

5__$

加热

5_-,)

$ 随后依次进行电泳&湿转&室温封闭
!I

&一抗

>$

孵育过夜&洗膜&二抗!稀释比
5&9___

"

7%$

孵育

5I

&洗膜&显影曝光$ 其中%一抗的稀释比分别是'

;@<'!]5 &9__C

&

<4>>]5 &5___C

&

2345]5 &9__C

&

R=H5T!

]5&!___C

&

L"R=H5T!]5&!___C

&

';*4A]5&7___C

$

!"'

统计学处理

两份卵巢癌相关基因表达谱芯片数据!

'JR!?%5!

)

5!

*

和
'JR5>%?>

)

57

*

" 均 下 载 自
2FE,D)FN <()E(+ KD+

@,DE(1I)DNDMG 3)KD+-FE,D)

!

2<@3

"的
'()( RcL+(..,D)

X-),\0.

!

'RX

"数据库+ 所有数据均采用
J*JJ 5%d"

统计软件进行处理%结果以
!'.

表示%

*("d"9

为差异

具有统计学意义+两组间成球数量的比较#两组间基

因表达水平的比较均采用非配对
E

检验+ 表达谱芯

片 数 据 用 于
2345

与
<4>>

#

;@<'!

表 达 水 平 的

*(F+.D)

相关分析和
HFLNF)bS(,(+

生存分析 + 在

HFLNF)bS(,(+

生存分析中% 以各自的中位数分别划

分
2345

#

<4>>

和
;@<'!

三者的高表达组和低表达

组+

2345

处于高表达水平定义为,

2345e

-%否则定

位为,

234#b

-+

<4>>

和
;@<'!

同时处于高表达水

平定义为,

<J<e

-%否则定义为,

<J<b

-%综合考虑

234#

和卵巢癌干细胞标志物的表达情况%最终将表

达谱芯片数据划分为三组% 分别是
234#bT<J<b

#

234#eT<J<e

#

234#e]bCT<J<b]eC

+

()*+, ! -./0,.1 21,3 45. 62)78/8)8/9, -:; )7)+<1/1
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!

结 果

!"#

稳定过表达外源
'()*

增强
+,-./!0

细胞的

自我更新能力

首先采用肿瘤干细胞球形成实验检测稳定过表

达外源
'()*

的
+,-./!0

细胞的自我更新能力!该

单克隆细胞株的鉴定已在前期工作中完成 "

**

#

$% 如

图
*.1234567 *.8

所示 &

+,-./!0!'()#!9-

细胞的

成球直径明显大于
+,-./!0!:7;<=6

细胞% 与此同

时&与
+,-./!0!:7;<=6

细胞'

>!"!

(相比&

+,-./!0!

'()*!9-

细胞形成的肿瘤球数量显著增加 )

?%"$

(

!

@A"BCC?

(!

234567 *D

(% 这些结果提示&

'()*

可增强

卵巢癌细胞
+,-./!0

的自我更新能力%

!"!

稳定过表达外源
'()*

促进
+,-./!0

细胞表

达卵巢癌干细胞标志物

鉴于自我更新能力是肿瘤干细胞的特性之一&

我们进一步检测了
+,-./!0!'()*!9-

细胞中卵巢

癌干细胞标志物!

-)>>

和
.D-E!

(的表达情况% 定

量
/FG@-/

和
H7I<76J KL=<

的结果均显示 & 较之

+,-./!0!:7;<=6

细 胞 &

+,-./!0!

'()*!9-

细胞中
-)>>

和
.D-E!

的

M/'.

!

'()*

*

@ ACBCC*

+

-)>>

*

@ N

CBCC#

+

.D-E!

*

@NCBCC#

( 和蛋白质水

平均升高)

234567 !.

&

!D

(, 以上结果

表明 &

'()#

可促进卵巢癌细胞
+,!

-./!0

出现干细胞特性%

!"$ '()#

通过
O/PQ9.@P

通路影响

+,-./!0

细胞表达卵巢癌干细胞标志物

已发表的工作证实
'()*

通过激

活
O/PQ9.@P

通路来诱导卵巢癌细

胞发生不完全
O9F

&从而增强卵巢癌

细胞侵袭转移能力和顺铂耐药性 "

**

#

&因此我们进一

步检测了
O/PQ9.@P

通路对卵巢癌干细胞标志物

表达的影响% 我们采用
O/PQ9.@P

通路的抑制剂

RC*!?

处理
+,-./!0!'()*!9-

细胞& 其
-)>>

和

.D-E!

的蛋白水平均降低)

234567 0

(% 以上结果提

示&

'()*

极可能通过
O/PQ9.@P

通路来增强卵巢

癌细胞
+,-./!0

的干细胞潜能%

!%&

生物信息学分析研究
'()#

是与卵巢癌干细

胞标志物相关的预后因子

为了评估
'()*

在卵巢癌临床样本中与卵巢癌

干细胞标志物以及预后的关系& 我们从
'-D(

的

EO+

数据库中下载两份卵巢癌肿瘤组织相关的表

达谱芯片数据
ESO!?%*!

"

*!

#和
ESO*>%?>

"

*0

#

&分别包

含
*$T

例和
$C

例卵巢癌患者%

@7U6I=J

相关分析显

示&在这两份表达谱芯片数据中&卵巢癌干细胞标志

物
-)>>

)

@ACBCC?

+

@ACBC0?

(和
.D-E!

)

@ACBCCC

+

@A

CBCCC

( 表达水平均与
'()*

的表达水平显著正相关

)

234567 >.

&

>-

(% 与此同时&基于这两份表达谱芯片

数据的
PUVLUJG97376

生存分析均显示& 与
'()#GQ

-S-G

组的卵巢癌患者比较&

'()#WQ-S-W

组的卵巢癌

*+,-./ # 012./33+45 46 '()7 +5 89:;<!$ /5=>5?/@

32=/./ 64.A>B+45

.

*

93;6=I;=V3; :37XI =Y <Z7 I5IV7JI3=J IVZ767I =Y +,-./!0!'()*!

9- UJ[ +,-./!0!:7;<=6 ;7LLI 1!CC#

&

S;UL7 KU6

&

*CC!M8B

D

*

'5MK76 =Y IVZ767I 1[3UM7<76 *CC!M8 Y=6M7[ K\ +,-./!0!'()*!

9- UJ[ +,-./!0!:7;<=6 ;7LLI 3J 7U;Z X7LLB

.

D

+,-./!0!:7;<=6 +,-./!0!'()*!9-

+,-./!0!:7;<=6 +,-./!0!'()*!9-

$C

?C

>C

!C

C

'
5
M
K
7
6
=
Y
I
V
Z
7
6
7
I
1
]
*
C
C
!
M
8

@ACBCC?

+,-./!0

!:7;<=6

+,-./!0

!'()*!9-

+,-./!0!:7;<=6

+,-./!0!'()*!9-

.

*

^5UJ<3<U<3:7 /FG@-/ Y=6 '()#

&

-)>> UJ[ .D-E! 3J +,-./!0!:7;<=6 UJ[ +,-./!0!

'()#!9- ;7LLIB D

*

H7I<76J KL=< Y=6 '()#

&

-)>> UJ[ .D-E! 3J +,-./!0!:7;<=6 ;7LLIB

. D

'()#

-)>>

.D-E!

E.@)_

'()# -)>> .D-E!

@NCBC#

@NCBCC# @NCBCC#

0CC0

!CC0

#CC0

0

0

!

#

C

2
=
L
[
;
Z
U
J
4
7

*+,-./ ! 012./33+45 46 '()7 +5 89:;< ?/CC3 +5?./>3/@ B=/ /12./33+45

46 4D>.+>5 ?>5?/. 3B/A ?/CC A>.E/.3
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!"#$%& ' ()*+)%, -./+ 0/% 123456

!

7!183456

!

9:;<

=,> ?@AB6 ", +/+=. C&.. .D*=+)* /E FGAH2!I!JK:4!LA

C&..* =E+&% MN46O +%)=+P&,+

患者总体存活时间显著缩短 !

'(")*!+

"

'(*,"""

#

!

-./012 34

$

35

#% 这些结果提示$

675#

是与卵巢癌

干细胞标志物相关的预后分子$ 并且两者同时高表

达的卵巢癌患者预后差%

8

讨 论

缺乏早期诊断标志物& 容易出现转移扩散以及

对化疗药物耐受是卵巢癌死亡率高的重要因素 %

9:;

通过参与肿瘤细胞远处转移和治疗耐受这两

方面来影响肿瘤致死性$而这两方面又与
9:;

诱导

肿瘤细胞出现干细胞特性存在关联'

<3

(

% 现普遍认为

肿瘤细胞通过
9:;

增强其干细胞特性$藉此促进自

身生长& 转移和耐药性等 '

!

$

<3=<%

(

$ 比如卵巢癌细胞

9:;

表型便与其干细胞特性&耐药性等正相关'

<$=!<

(

%

在前期工作中$ 我们发现
675<

是间质表型相

关基因$它诱导卵巢癌细胞发生不完全
9:;

$进而

增强卵巢癌细胞侵袭转移能力和顺铂耐药性'

<<

(

% 本

研究继续揭示
675<

可促进卵巢癌细胞出现干细胞

特性$表现为自我更新能力的增强)

-./012 <

*和卵巢

癌干细胞标志物的表达 )

-./012 !

*% 以上结果证实

675<

极可能通过诱导卵巢癌细胞
9:;

来促使其向

肿瘤干细胞转变$ 继而出现转移能力和耐药性的增

强% 表型可塑性模型)

>?2@ABC>2 >DEFB.G.BC HAI2D

*认

为分化的肿瘤细胞可通过
9:;

逆转为未分化的肿

瘤干细胞$ 后者可处于上皮细胞状态或间质细胞状

态$分别称作
9:;!JKJ

和
:9;!JKJ

$两者可相互转

变% 比如
9:;!JKJ

位于肿瘤侵袭前沿$+引领,肿瘤

扩张+版图,"

:9;!JKJ

位于肿瘤内部$加速肿瘤细

J533

L4JM!

>!9NO<P!

9NO<P!

ML'5Q

R

S

J

L

N

!

8

!

6

7

5

<

!

:

J

T

5

:
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J

L

N

!

8

!
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5

#

!

:

J
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*

#

!

+

Q"R$%& ; A/%%&.=+"/, /0 JK:4 S"+T /U=%"=, AVA P=%W)%* =,X +T) 7%/R,/*"* /E /U=%"=, Y=,Y)%

L

$

4

-

'2E1FA@ GA112DEB.A@ B2FB VLW E@I F01X.XED E@EDCF.F V4W AY 675<

$

J533 E@I L4JM! .@ MK9!+%<! IEBEF2B,

J

$

5

-

'2E1FA@ GA112DEB.A@ B2FB VJW E@I F01X.XED E@EDCF.F V5W AY 675<

$

J533 E@I L4JM! .@ MK9<3%+3 IEBEF2B,

8,Z 3," 3,Z Z," Z,Z +," +,Z

675< 2[>12FF.A@ D2X2D

J533V1(",!""

$

'"",""+W
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$

'"","""W

&

$

%

+

Z

3

J
5
3
3
A
1
L
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!
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2
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$
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$

'"","""W

<!

<<
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&
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胞生长!当肿瘤前沿变成肿瘤内部"两类肿瘤干细胞

将相互切换模式#

'%

$

! 考虑到
()*'

仅诱导卵巢细胞

发生不完全
+,-

"随之产生的肿瘤干细胞很可能处

于
+,-!./.

和
,+-!./.

之间的状态" 即同时携带

上皮细胞和间质细胞特征!

鉴于
()*'

通过激活
+012,341

通路来诱导

卵巢癌细胞发生不完全
+,-

#

##

$以及
+,-

和肿瘤干

细胞之间的关联" 我们进一步确认
()*#

通过激活

+012,341

通路增强卵巢癌细胞的干细胞特性"表

现之一便是采用
,+1#2!

的抑制剂
56#!7

下 调

89.30!:!()*#!,.

细胞
+01#;!

的磷酸化水平后"

其卵巢癌干细胞标志物
.*<<

和
3=.>!

均表达下

降 %

?@ABCD :

&! 已有一系列文献报道在肿瘤细胞中

+01;,341

通路调控
.*<<

和
3=.>!

的表达 #

!!E!%

$

!

至于
+01;,341

通路调控
.*<<

和
3=.>!

表达的

分子机制"值得深入研究!

+,-

和肿瘤干细胞的关联提示肿瘤细胞
+,-

将对肿瘤患者造成双重伤害!一方面"肿瘤细胞通过

+,-

获得一系列恶性表型"包括转移侵袭'抵抗凋

亡'治疗耐受等(另一方面"肿瘤细胞通过
+,-

获得

干细胞特性"利于自身在新环境中形成转移灶#

!$

"

!&

$

!

我们发现
()*#

低表达同时未表现卵巢癌干细胞特

性的卵巢癌患者的总体存活时间最长%

?@ABCD <

&!靶

向肿瘤干细胞的治疗通过清除肿瘤干细胞来遏制肿

瘤"但残留的非肿瘤干细胞可通过
+,-

转变为肿瘤

干细胞"最后导致复发和转移! 因此"在制定靶向治

疗策略时"应考虑到肿瘤细胞的这种表型可塑性"同

时靶向具有干细胞特性和
+,-

表型的肿瘤细胞"更

能提高治疗效果#

#%

$

!

综上所述" 本研究初步证实
()*#

可能诱导卵

巢癌细胞出现干细胞特性"其中涉及
+01;,341

通

路的活化" 因此
()*#

极可能藉此来增强卵巢癌细

胞的转移能力和耐药性! 与此同时"

()*#

与卵巢癌

干细胞标志物具有显著的联合预测预后意义" 这为

深入研究同时靶向
()*#

与卵巢癌干细胞的治疗策

略的潜在价值提供了重要的理论依据!
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