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  摘 要:目的 探讨人附睾蛋白4(HE4)对顺铂作用后卵巢癌细胞增殖和迁移的影响及潜在机制。方法 构

建HE4质粒,脂质体Lipofectamine
 

2000转染人卵巢癌细胞系HO8910PM,通过 Western
 

blot验证稳定转染细胞

株构建成功。通过CCK8实验检测HE4过表达对顺铂作用后细胞增殖的影响;通过Transwell实验检测HE4过

表达对顺铂作用后细胞迁移的影响;同时通过 Western
 

blot实验检测促迁移相关蛋白基质金属蛋白酶9(MMP9)
和血管内皮生长因子(VEGF)的表达。结果 过表达HE4人卵巢癌细胞系HO8910PM构建成功;相比于转染空

载体的HO8910PM细胞,HE4可明显降低顺铂对细胞增殖的抑制作用,促进 HO8910细胞的增殖;同时,HE4过

表达细胞中MMP9及VEGF蛋白表达水平也相应提高。结论 HE4可能通过上调 MMP9及VEGF表达降低顺

铂对卵巢癌细胞增殖和迁移的影响。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Human
 

epididymal
 

protein
 

4
 

(HE4)
 

on
 

prolifera-
tion

 

and
 

migration
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

after
 

cisplatin
 

treatment.Methods HE4
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

and
 

Lipo-
fectamine

 

2000
 

was
 

transfected
 

into
 

human
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

HO8910PM.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

successful
 

construction
 

of
 

stable
 

cell
 

line.The
 

effect
 

of
 

HE4
 

overexpression
 

on
 

cisplatin
 

induced
 

cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

assay,the
 

effect
 

of
 

HE4
 

overexpression
 

on
 

cell
 

migration
 

after
 

cisplatin
 

treatment
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

test,and
 

the
 

expression
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

HO8910PM
 

cells
 

transfected
 

with
 

empty
 

vector,HE4
 

could
 

signifi-
cantly

 

reduce
 

the
 

inhibition
 

of
 

cisplatin
 

on
 

cells
 

and
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

HO8910
 

cells.At
 

the
 

same
 

time,the
 

expression
 

of
 

MMP9
 

and
 

VEGF
 

protein
 

in
 

the
 

overexpressed
 

cells
 

of
 

HE4
 

were
 

also
 

increased.Conclusion HE4
 

de-
creases

 

the
 

effect
 

of
 

cisplatin
 

on
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

by
 

up-regulating
 

MMP9
 

and
 

VEGF.
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  卵巢恶性肿瘤是三大女性生殖系统恶性肿瘤之一。
因卵巢位于女性盆腔深处,早期病变通常难以察觉。

70%患者初诊时已是晚期,而晚期卵巢癌恶性肿瘤患者

5年生存率仅为30%,远低于早期卵巢癌患者的5年生

存率(80%)[1-2]。因此,有效的早期诊断,卵巢癌治疗后

转移复发的有效监控并进行早期干预至关重要。

已被食品药品监督管理局(FDA)批准用于临床的

人附睾蛋白4(HE4)是一种新型的血清免疫标志物,在
卵巢癌早期诊断中越来越被重视。HE4属于乳酸蛋白

(WAP)结构域家族蛋白,是一种小分子分泌性蛋白。
在正常卵巢组织中极少表达,而在卵巢上皮癌细胞中,

HE4呈现高表达[3-4]。研究发现,浆液性腺癌和子宫内
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膜样腺癌两类常见的上皮性卵巢癌组织中HE4的阳性

率高达90%~100%。HE4在浆液性上皮性卵巢癌组

织中的阳性表达率在93%~100%,在子宫内膜样上皮

性卵巢癌组织中阳性表达率约为80%~100%,在透明

细胞癌组织中阳性表达率约50%~83%[4]。当前,血
清糖类抗原125(CA125)是临床常用的卵巢癌检测肿瘤

标记物。然而,由于较多良性病变中CA125也呈高表

达,导致很多假阳性产生[5-6]。尽管众多研究表明HE4
相对CA125等指标而言是一个更合适的卵巢上皮性癌

肿瘤标记物[7-8],对于卵巢癌的诊断、监测和预后均具有

较高的临床价值。但是目前尚无法明确卵巢癌发展中

HE4的作用和机制。国内关于 HE4在卵巢癌中生物

学行为的相关研究报道非常少见。HE4是一种与卵巢

癌相关的差异表达基因,HE4具有蛋白酶抑制剂的活

性。本研究在细胞株中表达HE4,旨在探讨HE4基因

对卵巢癌细胞增殖和转移作用的影响及其意义。

1 材料与方法

1.1 细胞株 实验所用细胞株为人上皮性卵巢癌

(EOC)细胞系 HO8910PM,购买自中国科学院上海细

胞所。培养液为RPMI-1640(Gibco,美国),添加10%优

质胎牛血清(Gibco,美国)和双抗(100
 

U/mL,青霉素和

100
 

μg/mL链霉素)。置于37
 

℃,5%
 

CO2 及加湿条件

下的培养箱常规培养。

1.2 实验材料 CCK-8试剂盒购于日本Dojindo公

司。顺铂购买自Sigma公司,Matrigel基质购买自美国

BD公司。抗金属基质蛋白酶9(MMP9)、血管内皮生

长因子(VEGF)、HE4抗体和β-actin抗体购买自Santa
 

Cruz公司。

1.3 实验方法

1.3.1 实验分组 (1)对照组:未作处理的细胞。(2)

HE4过表达组:HE4基因PcDNA3.1/HFA载体质粒

转染。(3)空载体组。

1.3.2 质粒转染 实验细胞接种6孔板,待细胞密度

为70%~80%后,按lip2000质粒转染试剂盒说明书操

作,转染6
 

h后吸出含质粒和脂质体Lipofectamine
 

2000
的培养液,更换新鲜培养液,继续培养24

 

h或48
 

h。蛋

白裂解液提取细胞总蛋白,BCA蛋白定量试剂盒测定

蛋白浓度,-80
 

℃保存,进行后续实验。

1.3.3 Western
 

blot检测 一抗及稀释度分别为HE4
抗体(1∶500)、抗α-tubulin抗体(1∶200)、MMP9抗体

(1∶200)和VEGF抗体(1∶200)。

1.3.4 CCK-8细胞增殖抑制实验 按试剂盒说明书操

作,细胞按照1
 

000/孔/100
 

μL的密度接种96孔板,质
粒转染后作用24

 

h,在各组细胞按1∶10比例加入

CCK-8试剂,37
 

℃孵育2
 

h。酶标仪测定450
 

nm处的

吸光度值A450,按下列公式计算细胞存活率。细胞存活

率=(A实验组-A空白组)/(A对照组-A空白组)×
 

100%。

1.3.5 Transwell迁移实验 在Transwell小室的上室

中加入200
 

μL细胞悬液,Matrigel置于小室下层,浓度

1∶50,置于常温培养箱内,继续培养24
 

h后取出细胞

板。4%多聚甲醛固定后,结晶紫染色,晾干后于200倍

视野下随机选取5个视野拍照,计算穿出小室的细

胞数。

1.4 统计学处理 将所有数据输入到Excel软件,计
量资料采用x±s表示,多组间比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用LSD法,独立因素的两组间比较

常用t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 HE4高表达稳转细胞株 HO8910PM 的构建 
HE4基因载体质粒转染HO8910PM细胞后,继续培养

24
 

h和48
 

h后,如图1所示,对照组的 HE4蛋白相对

表达量为0.81±0.13,空载体组24
 

h
 

HE4的相对表达

量为0.97±0.15,过表达组24
 

h
 

HE4的相对表达量为

6.75±0.83和过表达组48
 

h
 

HE4的相对表达量为

9.41±0.96。空载体24
 

h组 HE4蛋白的相对表达量

与对照组比较差异无统计学意义(t=1.360,P>0.05),
而HE4过表达组24

 

h(t=12.231,P<0.01)和HE4过

表达组48
 

h(t=15.362,P<0.01)的 HE4蛋白相对表

达量明显高于对照组,HE4蛋白相对表达量分别是对

照组的8.32倍和11.59倍,说明 HE4转染已经成功。
考虑到24

 

h和48
 

h的HE4相对表达量差异无统计学

意义(P>0.05)。故后续实验选用转染24
 

h后的细胞

进行。

  注:与对照比较,**P<0.001。

图1  在HO8910PM细胞中通过 Western
 

blot及RT-PCR
验证HE4过表达细胞株构建成功

2.2 HE4过表达显著降低顺铂对细胞增殖的影响 
从表1和图2可知,低浓度顺铂(10

 

μmol/L)对HE4过

表达组和空载体组细胞的增殖抑制作用不明显,两组间

细胞存活率比较差异无统计学意义(P>0.05)。高浓

度顺铂(30、60、100
 

μmol/L)处理后,细胞增殖出现明显

的抑制,HE4过表达组和空载体组比较细胞存活率差
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异有统计学意义(P<0.01),HE4过表达使顺铂对细胞 的增殖抑制作用明显缓解。

表1  HE4过表达显著降低顺铂对细胞增殖的影响(%,x±s)

组别 未加顺铂组 10
 

μmol/L顺铂 30
 

μmol/L顺铂 60
 

μmol/L顺铂 100
 

μmol/L顺铂

HE4过表达组 98.34±9.35 97.32±13.18 88.37±8.43 51.61±3.33 50.37±5.16

空载体组 99.18±8.29 95.35±11.35 52.68±9.65 35.38±4.37 26.34±4.38

t 0.116 0.196 4.824 5.117 6.149

P 0.913 0.854 0.004 0.007 0.004

  注:与空载体组24
 

h比较,**P<0.01。

图2  空载体组及过表达HE4组细胞在不同

浓度顺铂处理下的细胞存活率

2.3 HE4过表达显著减弱顺铂对细胞迁移的影

响 与对照组[(3.16±0.68)%]比较,60
 

μmol/L顺铂

可显著抑制HO8910PM细胞迁移,空载体组+顺铂的

抑制率为(52.34±12.65)%,较对照组明显升高,差异

有统计学意义(t=6.724,P<0.01);HE4过表达组+
顺铂迁移抑制率为(23.65±8.65)%,较空载体组+顺

铂明显降低,差异有统计学意义(t=3.243,P<0.05)。
见图3。

  注:A表示迁移出transwell小室后细胞结晶紫染色图片;B表示细

胞迁移抑制率统计图;与对照组比较,**P<0.01;与空载体组比较,
#P<0.05。

图3  HE4过表达对顺铂处理细胞迁移的影响

2.4 HE4过表达后迁移相关蛋白表达改变 在 HE4
过表达组,MMP9及VEGF相对表达量比对照组显著

升高(P<0.05),见图4。由此可见,HE4通过促进

MMP9及VEGF表达起到削弱顺铂对细胞增殖和迁移

的抑制影响。

  注:与对照组比较,**P<0.01。

图4  HE4过表达对 MMP9及VEGF蛋白表达的影响

3 讨  论

  HE4基因首次在人的附睾远端上皮细胞中被发

现。随后,国内外的研究表明,HE4与卵巢癌的早期诊

断及预测复发方面具有重要的临床价值[9-10]。基于此,
笔者提出血清中 HE4检测可以用于卵巢癌,尤其是上

皮性卵巢癌早期诊断和复发的监测。
关于血HE4在卵巢癌诊断中的应用价值及组织学

方面临床研究较多。但对HE4基因表达与卵巢癌细胞

增殖和转移的相关性的研究较少见。国内学者陈瑶

等[11]和 KONG 等[12]采 用 质 粒 转 染 方 法 分 别 在
 

HO8910和SKOV3卵巢癌细胞系中过表达HE4蛋白,
陈瑶等[11]的研究显示 HE4过表达对细胞增殖无明显

影响,而KONG等[12]研究发现 HE4过表达显著抑制

SKOV3细胞增殖,结论不一致。研究还发现HE4通过

抑制PI3K/AKT和ERK1/2/MAPK细胞信号转导通

路的激活,参与抑制细胞增殖,此外,JNK/SAPK和

p38/MAPK信号通路也可能参与这一过程。LU等[13]

通过沉默SKOV3细胞 HE4表达和过表达 HE4,研究

了HE4对卵巢癌细胞增殖及黏附能力的影响,结果表

明HE4能够影响ERK1/2的磷酸化水平。以上研究均

证明,HE4表达与卵巢癌细胞增殖有直接关系。
研究显示,低浓度顺铂对 HE4过表达组细胞增殖

抑制不明显,而相比于对照组,高浓度顺铂对细胞增殖

产生明显的抑制,而HE4过表达HO8910PM细胞的增

殖抑制作用明显的缓解。这表明HE4可明显降低顺铂

对细胞的抑制,促进 HO8910细胞的增殖。该结果与

MOORE等[14]研究结果较一致。微阵列分析显示,
HE4过表达抑制顺铂介导的Egr1/MAPK上调,该信

号通路参与促进细胞凋亡的基因调控。
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MMP9基因位于染色体20q11.1~13.1、26~27
 

kbp,具有13个外显子和9个内含子,属于基质金属蛋

白酶家族主要功能是降解和重塑细胞外基质的动态平

衡。MMP9可通过促进VEGF释放参与细胞增殖、转
移和血管形成[15]。肿瘤细胞分泌VEGF和 MMP9,可
促毛细血管形成,进而促进肿瘤快速生长及转移[16]。
本研究首次观察到 HE4高表达的同时,VEGF和

MMP9均有高表达的现象。具体机制尚不明确,有待

进一步研究确认。有研究通过对卵巢癌患者血清中

VEGF,HE4和CA125水平检测发现,CA125联合HE4
可以作为卵巢癌早期诊断的指标。而VEGF对早期卵

巢癌诊断无参考价值,仅对原位有症状而未发生转移的

卵巢癌有诊断价值[17]。本次研究中,笔者对HE4高表

达削弱顺铂对细胞增殖和迁移影响的机制进行了进一

步的研究。结果研究发现,在HE4过表达HO8910PM
细胞中,MMP9及 VEGF表达水平显著升高。表明

HE4通过促进 MMP9及VEGF表达削弱了顺铂对细

胞增殖和迁移的抑制作用。
4 结  论

HE4在卵巢癌组织中有特异性高表达,HE4过表

达后拮抗顺铂对细胞增殖的抑制作用,同时对顺铂引起

的细胞迁移抑制也有减弱作用。HE4过表达的同时,
新生血管形成相关的蛋白VEGF和MMP9也有相应的

高表达,表明HE4可能有促血管生成活性。潜在作用

机制有待进一步研究确定。
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