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摘 要!$目的% 探讨
=>?@/#

基因小分子干扰
?<A

对卵巢癌细胞体外增殖的影响& $方
法% 首先利用免疫组化和实时定量

=/?

方法检测不同卵巢病变组织 '卵巢癌( 良性卵巢肿
瘤(交界性卵巢肿瘤和正常卵巢#蜡块中

=>?@/#

蛋白及
G?<A

表达水平"进一步通过构建
裸鼠卵巢癌模型 ! 利用

?<A

干扰技术将
=>?@/#

基因特异性敲除 ! 检测由此导致的
=>?@/#

基因活性的改变) $结果% '

#

#免疫组化结果显示!与正常卵巢组及良性卵巢肿瘤组
相比!卵巢交界性肿瘤组和卵巢癌组

=>?@/#

蛋白的表达显著增高'

=HE;E#

#"'

!

#实时定量
=/?

方法检测结果显示!与良性卵巢病变组'

E;I%&!E;$!D

#相比!卵巢癌组中'

%;D!&!#;%F&

#

=>?@/# G?<A

的表达显著增高! 卵巢癌组
=>?@/# G?<A

表达是良性卵巢肿瘤组的
%;D#

倍'

=HE;E#

#* '

%

#重组载体组细胞中
=>?@/#!G?<A

转染前+后的表达水平分别为
$I;&J!

!;%J

和
!I;CJ!9;&J

!差异有统计学意义,

=HE;ED

#!空载体组和空白对照组
=>?@/9 G?<A

转染前(后表达水平差异无统计学意义,

="E;ED

#* ,

C

# 接种
D

周后!重组载体组裸鼠的肿瘤重
量和体积分别为

E;$!E;C6

和
9I$!!&GG

%

!明显低于空载体组,

!;%!E;C6

和
$FD!%FGG

%

#和空白
对照组的 ,

!;D!E;F6

和
FI&!!!GG

%

%* $结论%

=>?@/9 31?<A

可显著降低卵巢癌细胞中的
=>?@/9

的表达!并对卵巢癌细胞的体外增殖有抑制作用*
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(+ ]*(-1.2*,R1(+ (. (U,*1,+ 5,*51+(G, 1+ U1R*( ,+M 1+ U1U(;
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@2R0(M3

%

\02 2V]*2331(+ (. =>?@/9

]*(R21+ ,+M G?<A ^2*2 M2R25R2M [7 R02 1GG)+(013R(502G15,- R250+1_)2 ,+M *2,-#R1G2 _),+R1R,#

R1U2 =/? 1+ (U,*1,+ 5,+52*

!

[2+16+ (U,*1,+ -231(+3 ,+M +(*G,- (U,*1,+ R133)23; Z)G,+ (U,*1,+

5,*51+(G, /4/# 52--3 ^2*2 1+(5)-,R2M 1+ +)M2 G152

!

,+M R02 =>?@/#! 62+2 ^,3 31-2+52M [7

?<A 1+R2*.2*2+52 1+ U1U(; \02 50,+623 (. =>?@/# 2V]*2331(+ ^2*2 M2R25R2M;

$

?23)-R3

%
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!
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31(+3

,

E;I%&!E;$!D
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^0150 ^2*2 316+1.15,+R-7 -(^2* R0,+ R0(32 1+ R02 2G]R7 U25R(*
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%

` B=HE;ED`;

$

/(+5-)#

31(+

%
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卵巢癌是女性生殖系统中常见的恶性肿瘤!病 死率居妇科肿瘤首位!具有不易早期发现+易转移+

预后差的特点*其发病原因至今不明!且缺乏早期诊

断方法*目前治疗方法主要为手术治疗加术后化疗!
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但现有治疗患者
'

年生存率不高! 同时给患者造成

巨大的经济与精神负担" 因此深入研究卵巢癌相关

的致病基因!有助于探讨卵巢癌的病因学机制!为卵

巢癌的治疗开辟新的前景"

(

材料与方法

!"!

一般材料

选取郑州人民医院于
())'

年
(

月至
!"("

年

(!

月病理诊断归档的石蜡标本
$*

例用于
+,-./(

蛋白的免疫组化分析" 其中卵巢上皮性癌标本
%'

例!按
012

分类标准进行肿瘤组织分型!包括浆液

性腺癌
!"

例!粘液性癌
)

例!子宫内膜样腺癌
3

例!

透明细胞癌
!

例" 还包括正常卵巢组织标本
(&

例!

良性卵巢肿瘤
('

例!交界性肿瘤
(!

例!年龄
!!!3)

岁!平均年龄
%&

岁"另取
("

例因妇科良性疾病切除

的卵巢新鲜标本和
!"

例卵巢上皮性癌瘤核数大于

*""

以 上 的 新 鲜 标 本 ! 行 实 时 定 量
+/-

分 析

+,-./(

基因的
4-56

表达水平"

人卵巢癌细胞系
/2/(

购自上海艾研生物科技

有限公司" 裸鼠购自郑州大学动物研究所!

37&

周

龄!体重
($8"7!%8!9

!雌性!无特殊病原体#

:+;

$条件

下饲养%

!"#

方 法

(8!8( +,-./(

蛋白免疫组化分析

免疫组化一步法检测蛋白的表达水平! 石蜡标

本
3!4

连续切片!切片常规脱蜡水化" 采用染色强

度结合阳性细胞百分比法 &

3

'判读结果(每例标本高

倍镜
<#3==>

视野下随机选取
'

个视野!每个视野观

察细胞数不少于
!==

个! 细胞胞浆内出现棕黄色颗

粒计
%

分)出现黄色颗粒计
!

分)出现淡黄色颗粒计

(

分)无黄色颗粒出现计
=

分% 以胞浆出现棕黄色或

黄色或淡黄色颗粒为阳性细胞! 计算阳性细胞百分

比( 阳性细胞百分比
? &@

计
=

分!

'@!!'@

计
(

分!

!'@!'=@

计
!

分!

'=@!$'@

计
%

分!

!$'@

计
3

分%

!

项分值的乘积为最后的免疫积分!免疫积分
!%

分

为阳性表达病例%

(8!8! +,-./( 4-56

实时定量
+/-

分析

实时定量
+/-

方法分析
+,-./(

基因
4-56

在良性卵巢病变组和卵巢癌组的表达水平!

(8'"

琼

脂糖胶电泳总
-56

!以鉴定
-56

质量%用
ABC.BD"

-EFEGHE AGBDHIGJKLJMD -EB9EDLH <64NJMD

公司!美国
>

逆转录合成
IO56

!按照产品使用说明混合
ABC.BD"

,EDE PQKGEHHJMD .BHLEG .JQ

和
+,-./# ABC.BD"

,EDE PQKGEHHJMD 6HHBR<64NJMD>

% 人
AS+ <A6A6 NMQ

NJDTJD9 KGMLEJD>

内源基因对照试剂 #

64NJMD

$ 作为

+,-./#

基因分析的内参对照基因% 如参考文献&

!

!

%

'

所述!结果以相对量表示%对每个样本的逆转录反应

平行做
%

个
+/-

扩增反应%

#8!8%

细胞培养与实验分组

人卵巢癌细胞株
/2/#

细胞培养于含
#=@

新生

牛血清的
-+.U #&3=

培养基中! 加入
'=VW4X

青霉

素*

'=9WY

链霉素!置于
%$8=$

*

'@/2

!

培养箱中行传

代培养!

!%%T

传代一次%

#8!83 +,-./#

基因表达载体的构建

+,-./#

基 因
HJ-56

片 段 设 计 与 合 成 ( 人

+,-./#

基因的
HJ-56

由广州锐博生物科技公司

设计并合成% 正义链(

'&',/66VV,66V,V/,V,V/V

TATA'%&

)反义链(

%&'TATA /,VV66/VV6/6,/6/6'

,6''&

) 干扰的靶序列为(

'&',/66AA,66A,A/,A'

,A/A'%&

%

HJ-56

序列两端包含
.HK"

*

:4M"

酶切位

点) 将合成的
+,-./# HJ-56

序列! 互补退火!用

A3O56

连接酶分别接入
KIO56%8#6

载体中的
.HK"

*

:4M"

酶切位点之间! 构建表达
+,-./#

基因的重

组载体
KIO56%8#6' +,-./#

质粒!通过
+/-

技术

鉴定和阳性克隆测序验证! 测序由广州锐博生物科

技公司完成%

#8!8'

脂质体介导的质粒转染与筛选

脂 质 体
YJKMZEILB4JDE!===

与
+:16+-UY

按

#(#8!'

的比例混合! 并用
+S:

配制成相应工作浓度

的转染液% 实验分为
%

组( 重组载体组即由
KIO'

56%8#6' +,-./#

质粒转染
/2/#

细胞) 空载体组

即仅转染空载体
KIO56%8#6

质粒)空白组即未转染

质粒组% 具体过程(转染前
#T

!将对数生长期贴壁细

胞)

!3[

内细胞生长汇合达
&=@%$=@

时进行转染%

分别转染以上
%

组! 操作步骤按
YJKMZEILB4JDE!===

说明书进行% 转染
#![

换为完全培养基继续培养

!3[

! 加入浓度为
'==!9W4X

的
,3#*

筛选!

%

周后筛

选出多个单集落!扩大培养!

%

组分别获得稳定转染

的细胞系%

#8!8& -A\+/-

技术检测转染前! 后
%

组细胞中的

+,-./( 4-56

的表达

应用
AGJ]MX<JDFELGM9ED

公司!美国
>

加
4J-5EBHR

'=)
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=*()> + ?5(*2

@(31A1)2

2B>*231(+CDE

<(*F,- (G,*1,+ 9& ";!"!";$9 9C &;!"E

H2616+ (G,*1,+ A)F(* 9I ";$I!9;9! JC!&;$E

H(*K2*-1+2 (G,*1,+ A)F(*3 9! %;&L!9;9J

M!

NC&&;&$E

M!

4G,*1,+ A)F(*3 %I $;%"!!;9!

M!

%9CNN;I$E

M!

OP!

!

&N;$I NI;%!%

@ !

﹤
L;LL# QL;LL#

R1+1 S1A CT1,62+

公司!美国
E

提取和分离组织中总

U<V

!

<,+(W*(> !"""5

分光光度计 "

X02*F( O1302*

?512+A1.15

!美国#测量总
U<V

质量!

9;I"

琼脂糖胶电

泳总
U<V

! 以鉴定
U<V

质量$ 用
X,YR,+" U2#

G2*32 X*,+35*1>A1(+ U2,62+A3

"

VFZ1(+

公司!美国%反

转录合成
5W<V

!按照产品使用说明混合
X,YR,+"

=2+2 [B>*2331(+ R,3A2* R1B

和
@=UR/9 X,YR,+"

=2+2 [B>*2331(+ V33,7 CVFZ1(+E

! 配制
@/U

扩增体

系! 反应体积为
!L"-

! 利用
$%LL U2,-#X1F2 @/U

?73A2F

"

V>>-12K H1(373A2F3

公司 !美国 %行
@/U

扩

增! 扩增条件&

IL$ !F1+

!

\I$ 9LF1+

'

\I$ 9I3

!

&L$

9F1+

!

JL

个反应周期 $ 人
XH@

(

XVXV Z(B Z1+K1+6

>*(A21+

%内源基因对照试剂)

VFZ1(+

%作为
@=UR/9

基因分析的内参对照基因$ 如文献 *

J

!

I

+所述!结果以

相对量表示, 对每个样本的反转录反应平行做
%

个

@/U

扩增反应$ 实验重复
I

次!取平均值$

9;!;$

裸鼠成瘤实验检测转染后裸鼠的成瘤能力

选取
J%&

周 龄 雌 性 裸 鼠
9I

只 ! 随 机 分 为

@=UR/9 31U<V

组-空载体组和空白对照组!每组
I

只, 待瘤体积达到
9LLFF

%

%!LLFF

% 时!分别向
%

组

裸鼠瘤块内注射
@=UR/9 31U<V

- 空载体和
@H?

液,每
!K

注射
9

次!处理
!

周!每次注射前测量瘤块

体积!绘制瘤块体积随注射时间的变化曲线,治疗期

间!每天观察裸鼠的生存状况, 于注射结束后
9

周!

切取裸鼠肿瘤组织! 称量瘤块重量及体积并计算肿

瘤生长抑制率 , 肿瘤 生长抑制率
]

"

9^@=UR/9

31U<V

组平均瘤重
&

空白对照组平均瘤重%

'9LLD

,

!"#

统计学处理

实验数据采用
?@?? 9$;L

统计软件进行分析,

组间
@=UR/9

表达差异采用独立样本
!

检验!免疫

组化组间免疫积分的比较采用单因素方差分析!组

间阳性率的比较采用
!

! 检验!两组间的倍数差异用

##/X

方法进行计算! 转染前后实验所得数据用均

数
!

标准差"

"!3

%表示'

@QL;LI

为差异有统计学意义,

!

结 果

$"! @=UR/9

蛋白在不同卵巢病变中表达及其与

病理参数间的关系

正常卵巢组织仅在其基底部上皮细胞胞膜上偶

可见少量淡黄色颗粒,随着病变程度的加重!细胞染

色强度逐渐加深!阳性染色细胞比例逐渐增加!细胞

膜及胞浆出现明显阳性着色, 卵巢癌细胞胞膜和胞

浆中均可见黄色或棕黄色颗粒沉着, 与正常卵巢组

及良性卵巢肿瘤组相比! 卵巢交界性肿瘤组和卵巢

癌组
@=UR/9

蛋白的表达显著增高 "

@QL;L9

%'见

O16)*2 9

-

!

!

X,Z-2 9

,

@=UR/9

表达与卵巢肿瘤组织类

M

!

/(F>,*2K _1A0 +(*F(- (G,*1,+ 6*()>

"

@ QL;L9

#

!

!

/(F>,*2K

_1A0 Z2616+ (G,*1,+ A)F(* 6*()>

"

@QL;L9;

%&'() ! *+,-)../01 02 34567! /1 8&-/09. 08&-/&1 ()./01.

:/;9-) ! *+,-)../01 02 34567! ,-0<)/1 /1 ');/;1

08&-/&1 <9=0- </..9).

!

!$>>

"

:/;9-) $ *+,-)../01 02 34567! ,-0<)/1 /1 ),/<?)(/&(

08&-/&1 @&1@)- </..9).
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!"I"
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!

GLI"
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E
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LI"

"

型#分化程度#临床病理分期#淋巴

结转移显著相关$见
Q.R(3 !

%

!"!

卵巢癌
789:'E C9>S

表

达水平的改变

与良性卵巢肿瘤组 !

"IG%&!

"I$!L

"相比$卵巢癌组中
789:'E

C9>S

的表达显著增高 !

%IL!&!

EI%F&

"$卵巢癌组
789:'E C9>S

表达是良性卵巢肿瘤组的
%ILE

倍

!

7T"I"E

"% 见
U)1453 %

%

!"#

转 染 前 ! 后
%

组 细 胞 中

789:'E C9>S

表达情况

转染前# 后细胞中
789:'E

C9>S

表达水平$重组载体组细胞

中
789:'E C9>S

的表达水平分

别为
$GI&V!!I%=

和
!GIJ=!EI&=

$

两者比较$差异有统计学意义!

7T

"I"L

"& 空载体组的表达水平分别

为
$!I%=!"IG=

和
&FIJ=!EI&=

$两

者比较$ 差异无统计学意义 !

7"

"I"L

"&空白组分别为
$"IE=!EI!=

和
&!IF=!"I$=

$两者比较$差异无

统计学意义!

7""I"L

"%转染后细胞

中
789:'E C9>S

表达水平 $重

组载体组明显低于空载体组和空

白对照组!

7T"I"L

"% 而空载体组

与空白组间比较$ 差异无统计学

意义!

7""I"L

"% 见
U)1453 J

%

!"$

转染前! 后
%

组细胞的增殖

情况

转染
JF0

内$

%

组间细胞增殖

速度比较差异无统计学意义 !

7"

"I"L

"&转染
$!0

开始$重组载体组

增殖速度明显慢于空载体组和空

白对照组!

7T"I"L

"$其增殖速度趋

于平缓上升趋势& 转染
JF0

内$空

载体组细胞的增殖速度低于空白对照组$ 转染
$!0

开始明显低于空白对照组!

7T"I"L

"$但明显高于重

组载体组!

7T"I"L

"% 见
U)1453 L

%

!"%

接种转染后细胞的
%

组裸鼠成瘤能力比较

重组载体组裸鼠的成瘤时间为
LIF!"I$B

$ 与空

载体组的
EEIG!"ILB

和空白对照组的
E!I&!"IGB

比

较$差异均有统计学意义!

7T"I"L

"&而空载体组与空

白对照组比较$差异无统计学意义!

7""I"L

"% 接种
L

周后$ 重组载体组裸鼠的肿瘤重量和体积分别为

"I$!"IJ1

和
EG$!!&CC

%

$ 明显低于空载体组 !

!I%!

"IJ1

和
$FL!%FCC

%

" 和空白对照组 !

!IL!"IF1

和

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

%

讨 论

=>?@/9

作为孕酮结合复合物的一个元件发挥

重要的作用! 不仅与孕酮结合! 还可以与其他的甾

类"非甾类物质结合!它的结合因子有
=AB"

蛋白"

=CD?!E=D

"胰岛素诱导基因和非特异性激素
F

药物结

合蛋白!通过活化
=AB"

蛋白
/7GB9F7

羊毛固醇的去

甲基化来控制固醇的合成#

=2-)3(

等$

!

!

%

%和
@1+

等$

H

%

研究发现
=>?@/9

在促进卵巢癌细胞增殖方面作

用很重要!敲除
=>?@/9

基因的卵巢癌组织!其增

殖活性受到明显抑制!且化疗敏感性增强!并且提出

以减弱
=>?@/9

作用为目的的靶向治疗可作为辅

助化疗的一部分# 对于卵巢癌病变病理研究发现!

=>?@/9

的表达与卵巢病变的严重程度显著相关!

抑制细胞内
=>?@/9

基因的表达可导致卵巢癌细

胞的死亡$

&

!

$

!

I

%

!该基因具有典型癌基因的特点# 鉴于

以上研究! 我们利用免疫组化和实时定量
=/?

方

法!对不同卵巢病变中的
=>?@/9

蛋白和
J?<C

的

表达情况进行了分析!发现卵巢癌中
=>?@/9

蛋白

和
J?<C

的表达均较良性卵巢病变组织显著增加!

且
=>?@/9

基因蛋白表达与卵巢癌病理参数如分

化程度&临床病理分期&淋巴结有无转移相关!说明

随着卵巢组织恶变程度的升高!

=>?@/9

表达水平

也随之升高# 由此我们可以推论
=>?@/9

基因在卵

巢癌的发生&发展中起着重要作用!并可做为判断其

恶性程度的有效指标#

?<C1

是一种强有力的沉默哺乳动物基因表达

的技术! 可以作为一种基因治疗和基因功能的研究

方法 $

9

!

A

!

B

%

# 本研究中!通过
?KL=/?

技术在
J?<C

水平检测! 我们发现稳定转染可以显著抑制卵巢癌

细胞中
=>?@/#!

基因的表达#通过与空载体组及空

白对照组的比较!更加明确了
=>?@/# 31?<C

下调

=>?@/#

基因表达的意义# 本研究我们成功构建了

裸鼠卵巢癌动物模型!利用
?<C1

技术!通过裸鼠移

植瘤内注射
=>?@/# 31?<C

后!

=>?@/# J?<C

的

相对表达量显著低于空载体组和空白对照组
M=N

O;OBP

#我们还发现!

=>?@/9 31?<C

组的肿瘤生长速

度明显减慢!实验结束后!取出瘤块称重!

=>?@/9

31?<C

组的瘤块重量明显低于空载体组和空白对照

组# 说明
=>?@/9 31?<C

可能降低细胞的成瘤能

力!从而降低肿瘤细胞的恶性程度#
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