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摘 要!%目的& 探讨
5%&!!"!

靶向调节
'()&

介导的
*+,-./-0

信号通路在紫杉醇治疗卵巢癌中
的作用机制' %方法& 以人卵巢癌细胞株

/!36"

细胞作为研究对象" 分别转染
5%&!78

(

5%&!!"!

5%5%9:

及
:;'()&

' 采用
<00

和
0=>?:@ABB

实验检测各组细胞增殖(迁移及侵袭能力' 采用
C&0D

*8&

检测细胞中
5%&!!"!

和
'()& 5&7/

表达量' 采用
EA:FA=? GBHF

检测
'()&

(

I!*+,-

(

*+,-

(

I!

/-0

和
/-0

蛋白水平' %结果&

C&0D*8&

结果显示"与正常人卵巢上皮细胞
JKL'I%8

相比"

5%&!

!"!

在卵巢癌细胞
/!36".E0

及
/!36".*0M

中明显低表达 )

*N"4"O

*#

'()& 5&7/

水平显著性上
调)

*N"4"O

*'转染
5%&!!"! 5%5%9:

后"卵巢癌细胞中
5%&!!"!

相对表达量显著性高于
5%&!78

组和
:;'()&

组)

*N"4"O

*#而
5%&!!"! 5%5%9:

组和
:;'()&

组
'()& 5&7/

含量显著性低于
5%&!78

组
)

*N"4"O

*' 过表达
5%&!!"!

及转染
:;'()&

后"

5%&!!"! 5%5%9:

组和
:;'()&

组细胞增殖能力较
5%&!78

组均显著性降低)

*N"4"O

*#迁移细胞和侵袭数目也随之减少)

*N"4"O

*#且对紫杉醇的半数
抑制浓度

+8

O"

降低)

*N"4"O

*' 免疫印迹测定结果显示"

5%&!!"! 5%5%9:

组和
:;'()&

组中
'()&

蛋
白(

I!*+,-.*+,-

及
I!/-0./-0

磷酸化水平较
5%&!78

组明显下调)

*N"4"O

*' %结论&

5%&!!"!

能靶
向调节

'()&

表达"并且影响卵巢癌细胞的增殖(迁移及侵袭过程"其作用机制是通过抑制
'()&

下游
*+,-./-0

信号通路从而发挥抑癌作用"为临床治疗提供了新方向'

主题词!

'()&

#

*+,-./-0

信号通路#卵巢癌#
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卵巢癌对女性患者的生命健康造成巨大威胁!

:

"

#

目前# 临床上卵巢癌治疗以手术切除和放$ 化疗为

主#其中紫杉醇作为一线化疗药物发挥了重要作用#

然而部分患者长期使用紫杉醇治疗后易出现耐药#

导致预后较差!

!;<

"

% 因此#深入研究卵巢癌及紫杉醇

耐药性的调控机制#对靶向治疗具有重要意义%前期

研究证实#

=>?@ABC<DAEDF

信号通路在乳腺癌$ 结肠

癌$宫颈癌$卵巢癌等肿瘤疾病中发挥了重要作用!

G;H

"

%

表皮生长因子受体&

0I/J0(K*+ 4(&LF. ,*3F&( (030IF&(

#

=>?@

' 磷 酸 化 可 使 磷 脂 酰 肌 醇
!<

激 酶
MI.&1!

I.*F/J5+/)&1/F&+ <!N/)*10

#

BC<DO

活化 #进而激活通路

下游信号分子#促进肿瘤细胞增殖$浸润和转移#从

而增强对化疗药物的抵抗# 产生耐受性 !

#;P

"

%

Q/!

3(&@9E

&

K/@9E

'可通过与靶基因
<"

非编码区结合

诱导
K@9E

降解#进而调控肿瘤发生$发展进程#扮

演抑癌基因或促癌基因的角色!

R;$

"

% 本研究探讨
K/@!

!"!

通过下调
=?>@

#靶向介导
BC<DAEDS

信号通路

发挥抗癌作用#从而抑制卵巢癌的发生$发展%

:

材料与方法

!"!

细胞及培养

人卵巢癌野生型细胞
E!PR"ATS

及其耐紫杉醇

细胞
E!PR"ABSU

$正常人卵巢上皮细胞
V2W=I/-

均

购自中科院上海细胞库# 并在
<P#

$

HX-2

!

恒温培

养箱条件下培养于
:"X

胎牛血清的
@BQC :#G"

培

养基&含
:""YAK+

青霉素和
:""!4AK+

链霉素'%

!"#

试 剂

胎牛血清$

@BQC :#G"

培养基均购自
>/Z3&

公

司(

"8!HX

胰蛋白酶购自海门碧云天生物有限公司(

紫杉醇粉末购自山东齐鲁制药有限公司(

QSS

试剂

盒购自武汉碧云天生物有限公司(

S(*)1L0++

小室购

自美国
[\

公司( 蛋白提取试剂盒和
W\W;BE>=

凝

胶快速制备试剂盒均购自美国
[/&!@*J

公司# 免疫

印迹一抗 &抗
!=?>@

$

BC<D

$

I!BC<D

$

I!ENF

和
ENF

抗

体' 均购自美国
EZ3*K

公司(

"!*3F/)

抗体购买于安

特捷公司(

S(/]&+

试剂盒购买于北京碧云天生物技术

研究所(

^B-@ B&L0(YI

SQ

W_[@!>(00) Q*1F0( Q/`

^B-@

试剂盒购自
EII+/0J [/&151F0K1

公司 %

K/@!

!"! K/K/31

及其阴性对照$

1.=>?@

由上海吉玛公司

设计合成#

a/I&!!"""

转染试剂盒购自美国
C)b/F(&!

40)

公司%

!"$

细胞转染及分组

取对数生长期的
E!PR"ABSU

细胞#胰酶消化后

继续培养#将细胞接种于
#

孔板#每个孔板加
!K+

细

胞悬液于
<P$

$

HX-2

!

恒温培养箱中培养
!G.

%当细

胞融合
R"X

时# 参照
V/I0(?03F F(*)1,03F/&) @0*40)F

转染试剂说明书进行
K/@!!"! K/K/31

及其阴性对

照
K/@!9-

$

1.=>?@

转染# 取转染成功细胞进行后

续实验% 根据转染情况不同分成
K/@!9-

组$

K/@!

!"! K/K/31

组和
1.=>?@

组三个组%

!"% QSS

检测细胞增殖实验

收集对数生长期
E!PR"ABSU

细胞#调整细胞个

数为
:%:"

H 个
AK+

#接种于
GR

孔板中#于
<P$

$

HX-2

!

恒温培养箱中培养
".

$

!G.

$

GR.

和
P!.

后#每个孔加

入
!"!+ QSS

溶液# 孵育
Gc#.

后取上清液# 溶于

:H"!+

二甲基亚砜# 酶标仪测定
HP")K

处光密度

&

2\

'值#计算细胞增殖水平%

取培养
GR.

细胞加入不同浓度梯度含紫杉醇的

培养液溶液# 设定空白对照# 同
QSS

步骤测定
2\

值#测定
2\

值以计算细胞抑制率%抑制率
d:;

&实验

孔
A

不加药孔'

%:""X

# 然后应用软件统计半数抑制

浓度&

C-

H"

'%

!"& S(*)1L0++

迁移!侵袭实验

胰酶消化后收集各组细胞# 将
<%:"

G 个细胞置

于
S(*)1L0++

上室中#下室填充无血清
@BQC :#G"

培

养基#细胞在
S(*)1L0++

小室中培养
GR.

后测定迁移

情况#对被
:X

结晶紫染色的迁移细胞进行计数% 侵

袭实验则将融化的基质胶与血清培养基混匀后加入

!G

孔
S(*)1L0++

小室#其余步骤同迁移实验#染色后

显微镜下计细胞数%

!"' ^@S;B-@

检测细胞
K/@!!"!

及
=>?@ K@9E

利用
S(/]&+

裂解法提取细胞中总
@9E

# 检测

@9E

浓度及纯度后#采用
E++!/)!2)0

SQ

K/@9E ?/(1F!

WF(*)J 3\9E W5)F.01/1 D/F

&

K/@9E

逆转录试剂盒'

进行逆转录获得
3\9E

% 以
>EB\V

为内参# 进行

^@S;B-@

&设备
a/4.F-53+0(eGR"

#

@&3.0

公司'测定

K/@!!"!

及
=>?@ K@9E

水平#引物由上海吉玛基因

公司提供% 反应条件如下)

$H$

预变性
<K/)

#

$H$

变

性
!"1

#

H!$

退火
<"1

#

P!$

延伸
:H1

(循环
G"

次% 采

用
!

;##-S 计算
K@9E

相对表达量%

>EB\V

引 物 序 列
?

)

H" !->-SEE-ES-EEE!

S>>>>S>!<"

#

@

)

H"!SS>-S>E-EES-SS>E>>>E>!<"

%

R"G
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引物序列
(

!

)"!*+,**-*-*+,-,-***+!."

"

'

!

)"!++,+--*-*-*+,,**,,***!."

#

/*('

引物

序列
(

!

)"!**,+,,*--**+,*,++--+*!."

"

'

!

)"!

++,+--*-*-*+,,**,,***!."

#

!"# 0123145 6783

检测各组细胞
/*('

!

9:.;

!

<!9:.;

!

-;,

!

<!-;,

蛋白表达

取各组细胞用
9=>

冲洗"加入含有蛋白酶和碱

性磷酸酶抑制剂的
':9-

裂解液#

?#

孵育
."%&5

"收

集细胞裂解液"

@" """4A%&5

离心
@B%&5

取上清# 采

用
=+-

试剂盒$武汉拜意尔公司%测定上清液蛋白

含量后定量处理" 加入
)$

上样染料沸水浴
C"%&5

&

取
C)!7

样品上样进行
C"D>E>F

聚丙酰胺凝胶电泳

$

>E>G

聚丙烯酰胺试剂盒"武汉拜意尔公司%跑胶分

离蛋白"电湿法转膜"

)D

脱脂奶粉封闭
CH

& 再分别

加入
,=>,

稀释的
/*('

'

9:.;

'

<!9:.;

'

-;,

'

<!-;,

'

"!IJ3&5

抗体"

?%

孵育过夜"

,=>,

洗膜
.K)

次后"加

入
L'9

标记的二抗室温孵育"

,=>,

洗膜
/+M

化学

发光显影"获得条带分析蛋白含量#

!"$

统计学处理

采用
>9>> !NO"

统计软件处理实验数据# 所有

实验独立重复
.

次"计量资料以
!&2

表示"两组间均

数比较采用
3

检验" 多组间数据比较采用单因素方

差分析# 应用
*4I<H9IP 94&2% Q

对实验数据进行相

关图片的绘制#

9R"O")

表示差异有统计学意义#

!

结 果

%"! %&'!!"!

及
/*('

在各细胞系中的表达

S',G9+'

结果表明" 与正常人卵巢上皮细胞

LT>/<&+

相比"

%&'!!"!

在卵巢癌细胞
-!QU"A0,

及

-!QU"A9,V

中呈现明显低表达(

9RNON)

%)同时"

/*('

%'W-

水平在卵巢癌细胞
-!QUNX0,

及
-!QU"A9,V

中显著性上调(

9R"O")

%&

-!QU"A9,V

中
%&'!!"!

表达

相对较低"而
/*(' %'W-

相对较高(

(&YZ41 C

%&

%"% %&'!!N! %&%&J2

及
2H/*('

检测结果

S',G9+'

检测发现"转染
%&'!!N! %&%&J2

的卵

巢癌细胞中
%&'!!N!

相对表达量显著性高于
%&'!W+

组和
2H/*('

组 (

9RNON)

%

[(&YZ41 !\

" 说明
%&'!!N!

%&%&J2
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%&'!!N! %&%&J2

组和
2H/*('

组
/*(' %'W-

含量显著性低于
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%)
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/*('

在
%&'!

!N! %&%&J2
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组中的蛋白表达较
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W+
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(&YZ41 .
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%"& ],,
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CQ?O#!&.BOCU

%和(
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!QOQ?
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!QUO.Q&?#O#U

%"差异均
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-&?@*(0A B/C. ?/D!9- 4(&'@

!

EFG"8";

>?'

过表达
?/D!!"!

及转染
1.HIJD

后细胞对紫杉醇

的敏感性

K/D!9-

组
L!>="MFNO

细胞对紫杉醇的
:-

;"

为

"

PP8!<"!8"Q

#

!4M?+

$

?/D!!"! ?/?/31

组和
1.HIJD

组

:-

;"

则分别降低至%

Q=8<P"!8=#

&

!4M?+

和%

Q>8>;"!8!<

&

!4M?+

!说明过表达
?/D!!"!

及转染
1.HIJD

有助于

促进
L!>="MFNO

对紫杉醇的敏感性
RJ/4'(0 <ST

'

>?@ ?/D!!"!

靶向调控
HIJD

介导
F:PUMLUN

信号

通路相关蛋白的表达

免疫印迹测定各蛋白结果显示!

?/D!!"! ?/?/31

组和
1.HIJD

组
@!F:PUMF:PU

及
@!LUNMLUN

蛋白水

平比值显著性低于
?/D!9-

组"

FG"8";

&!磷酸化水

平降低"

J/4'(0 P

&'

P

讨 论

K/D9L

作为非编码小分子短序列单链
D9L

!可

通过与目标
?D9L

的碱基互补配对抑制翻译或转录水

平!从而参与肿瘤细胞的分化(增殖及迁移等过程)

Q"VQQ

*

'

既往研究报道!

?/D!!"!

在胰腺癌(食管癌(肺癌中

可靶向调控
HIJD

!从而发挥抑癌作用)

Q!VQP

*

'

本研究从
WDNVF-D

结果发现! 与正常人卵巢

上皮细胞
X2YH@/-

相比 !

?/D!!"!

在卵巢癌细胞

L!>="MZN

及
L!>="MFNO

中呈明显低表达%

FG"8";

&$

而
HIJD ?D9L

水平则显著性上调%

FG"8";

&!且耐

紫杉醇卵巢癌细胞
L!>="MFNO

中
?/D!!"!

表达相

对较低!而
HIJD ?D9L

相对较高!提示耐药癌细胞

中
HIJD

活性更高 !

HIJD

作为原癌

基因
3!0([SQ

的表达产物! 可激活下

游
F:PUMLUN

信号通路! 进一步促进

肿瘤细胞的增殖及迁移等过程 )

Q<VQ#

*

'

本研究通过转染
?/D!!"! ?/?/31

构建

了
?/D!!"!

过表达模型! 结果显示转

染
?/D!!"! ?/?/31
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癌细胞中!

HIJD ?D9L

含量和阳性

对照
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!"!
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中
HIJD

蛋白水平! 提示
?/D!!"!

在

卵巢癌中可靶向调控
HIJD
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袭! 即肿瘤细胞降解细胞外基质向局

部邻近组织的浸润$与此同时!肿瘤细

胞突破血管膜或淋巴管膜迁移' 本文

KNN

和
N(*)1B0++

实验也论证了
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!"!
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和侵袭过程 '
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和
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表达活性后! 细胞迁移
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抑制了卵巢癌细胞的增殖!迁移和侵袭"并且提高了

卵巢癌细胞对紫杉醇的敏感性#

为进一步分析
%&'!!"!

影响卵巢癌
(!)*"+,-.

细胞增殖!侵袭的分子机制"采用免疫印迹法检测了

/!,012

!

,012

!

/!(2-

和
(2-

蛋白水平" 结果发现"

%&'!!"!

过表达和敲低
345'

能下调
/!,012+,012

及
/!(2-+(2-

的磷酸化$

,6"7"8

%"证实
%&'!!"!

通

过靶向调节
345'

表达" 抑制了卵巢癌
,012+(2-

信号通路" 进而阻断下游肿瘤相关因子的转录和翻

译过程"最终发挥抑癌作用"与报道一致&

9):9*

'

(

综上所述"

%&'!!"!

能靶向调节
345'

表达"进

而影响卵巢癌细胞的增殖!迁移及侵袭过程"主要是

通过抑制
345'

下游
,012+(2-

信号通路发挥抑癌

作用(
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