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　　［摘要］　目的　通过检测桥粒胶蛋白３（Ｄｓｃ３）在卵巢癌中的表达以及促卵泡激素（ＦＳＨ）对Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ／Ａｋｔ信号通路

下游分子以及细胞增殖的影响，探讨Ｄｓｃ３是否介导ＦＳＨ通过ＥＧＦＲ／Ａｋｔ信号通路对卵巢癌细胞增殖活性的调控，进而促进

肿瘤的发生。方法　免疫组化检测Ｄｓｃ３在卵巢肿瘤组织中的表达；运用蛋白质印迹分析方法检测Ｄｓｃ３在６种卵巢肿瘤细

胞及卵巢永生化上皮细胞中的表达情况和ＦＳＨ对Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ的调控，以及干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ和应用Ａｋｔ通路阻断剂对信号

通路分子的调控；运用 ＭＴＴ方法检测干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ以及使用Ａｋｔ阻断剂后对卵巢癌细胞增殖活性的影响。结果　（１）

Ｄｓｃ３在卵巢癌及交界性卵巢肿瘤中的阳性表达率均高于良性卵巢肿瘤，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），Ｄｓｃ３在卵巢癌中的

阳性表达率与交界性卵巢肿瘤的差异无统计学意义（犘＞０．０５）；Ｄｓｃ３在某些卵巢癌细胞如 Ｈｅｙ、ＨＯ８９１０中及交界性卵巢肿瘤

细胞 ＭＣＶ１５２中的表达高于卵巢永生化上皮细胞 Ｍｏｏｄｙ；（２）ＦＳＨ 呈剂量时间依赖效应上调Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ的表达；（３）干扰

Ｄｓｃ３后，信号通路分子ＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ受到抑制，Ａｋｔ无明显改变；干扰ＥＧＦＲ后，信号通路分子Ｄｓｃ３、ｐＡｋｔ受到抑制，Ａｋｔ无明

显改变；应用Ａｋｔ通路阻断剂后，Ｄｓｃ３、ｐＡｋｔ受到抑制，Ａｋｔ无明显改变；以上三种处理均可抑制ＦＳＨ 对 Ａｋｔ信号通路的调

控；（４）干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ，及应用Ａｋｔ通路阻断剂均可抑制ＦＳＨ介导的卵巢癌细胞增殖活性（犘＜０．０５）。结论　Ｄｓｃ３介导

ＦＳＨ通过ＥＧＦＲ／Ａｋｔ通路调控的卵巢癌细胞增殖活性，进而促进卵巢癌的发展。

　　［关键词］　卵巢肿瘤；促卵泡刺激素；桥粒胶蛋白３；ＥＧＦＲ／Ａｋｔ通路；细胞增殖
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　　卵巢癌是严重影响女性健康的生殖道恶性肿

瘤。高促性腺激素理论认为绝经后高水平的促卵泡

激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）是卵巢癌

发生的高危因素，因此研究了解ＦＳＨ作用的分子生

物学机制对卵巢癌的治疗具有重要的指导意义。桥

粒胶蛋白３（ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３，Ｄｓｃ３）属于钙粘素超家

族，是细胞桥粒的重要组成部分［１］。近年研究表明，

Ｄｓｃ３在某些肿瘤发生发展中起到一定作用
［２６］，但在

卵巢癌中的表达情况尚未见报道。有文献报道Ｄｓｃ３

同家族分子Ｄｓｃ２的缺失能够促进结肠上皮细胞的

体外增殖，并且通过激活表皮生长因子受体（ＥＧ

ＦＲ）／丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（Ａｋｔ）信号通路（ＥＧ

ＦＲ／Ａｋｔ信号通路）促进肿瘤体外生长
［７］。本研究旨

在探究Ｄｓｃ３在卵巢癌中的表达情况，以及Ｄｓｃ３是

否也通过ＥＧＦＲ／Ａｋｔ信号通路促进ＦＳＨ调控的卵

巢癌细胞增殖活性，进而促进肿瘤的发生发展。

１　材料和方法

１．１　标本来源　 收集２００７—２０１１年上海市第一人

民医院病理科７２例患者的石蜡卵巢组织切片标本，

其中３１例为卵巢恶性上皮性肿瘤，２２例为卵巢交界

性上皮性肿瘤，另１９例为良性上皮性肿瘤，所有病

例均有完整的临床病理资料。全部病变组织标本均

经２位有经验的病理医师盲法确定病理诊断及分

级，所有患者术前均签署了实验研究知情同意书。

１．２　细胞株　上皮性卵巢癌细胞株 Ｈｅｙ、ＨＯ８９１０、

ＥＳ２、Ｓｋｏｖ３、Ｓｋｏｖ３ｉｐ，卵巢交界性囊腺瘤细胞株

ＭＣＶ１５２、卵巢永生化上皮细胞株 Ｍｏｏｄｙ由上海市

第一人民医院妇产科丰有吉教授课题组保存。

１．３　主要试剂及材料　正常羊血清购自上海太阳生

物技术有限公司；ＳＳＬＡＢＥＬＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ购自

ＢｉｏＧｅｎｅｘ公司；ＤＡＢ试剂盒购自上海长岛生物科技有

限公司；ＭＣＤＢ１０９／Ｍ１９９培养基、ＤＭＥＭＦ１２培养

基、胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＦＳＨ、四甲基偶氮唑

盐（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）均购自Ｓｉｇｍａ公司；免

疫组化试剂盒自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ｄｓｃ３多克隆抗体

（鼠抗人）、Ｄｓｃ３单克隆抗体（兔抗人）、ＥＧＦＲ单克隆

抗体（兔抗人）、Ａｋｔ单克隆抗体（兔抗人）分别购自

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、Ａｂｃａｍ、Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ、Ｒ＆Ｄ公司，ｐＡｋｔ单克

隆抗体（兔抗人）、ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（兔抗人）购自

Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ｌｉｐｏｆｅｃｅｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；ｓｉＲＮＡ由上海吉玛制药技术有限公司合成；ＥＣＬ

（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，一般用于蛋白质印迹分析）

发光剂购自ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司。

１．４　免疫组织化学检测　应用免疫组织化学ＳＰ法

染色检测Ｄｓｃ３蛋白的表达。常规脱蜡，抗原修复采用

高温加热法：切片浸入柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ６．０）中，

高压锅煮沸１５ｍｉｎ，室温下自然冷却，正常山羊血清

封闭，一抗孵育过夜后二抗孵育，显微镜下ＤＡＢ显色

５～１０ｍｉｎ，苏木精复染２ｍｉｎ，盐酸乙醇分化后脱水、

封片。Ｄｓｃ３鼠抗人多克隆抗体按１∶１０稀释。实验步

骤严格按照免疫组化试剂说明进行操作。每张切片

随机计数５个视野，以淡黄色至棕黄色或棕褐色着色

的卵巢上皮细胞作为阳性细胞，参照Ｒｅｍｍｅｌｅ等
［８］的

评分方法，根据阳性细胞染色百分比及着色深浅评

分：（１）阳性细胞染色百分比≤３０％为１分，３０％～

７０％为２分，＞７０％为３分；（２）无染色为０分，淡黄色

为１分，棕黄色至棕褐色为２分。标本最后评分（１）×

（２），按分值将表达水平分为：０分阴性，１～３分弱阳

性，４～６分强阳性（１～６分为阳性）。选择典型视野，

利用显微照相系统照相。

１．５　细胞培养及处理　Ｍｏｏｄｙ细胞株用含１５％胎

牛血清的 ＭＣＤＢ１０９／Ｍ１９９培养液，余６种细胞用含

１０％胎牛血清、１００Ｕ／Ｌ青霉素和１００Ｕ／Ｌ链霉素

双抗的ＤＭＥＭＦ１２培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞

培养箱中培养。实验用细胞均处于对数生长期。将

７种不同病理类型的卵巢组织细胞于同时间，长满培

养皿后收集细胞，运用蛋白质印迹分析法检测Ｄｓｃ３

分子的表达；Ｈｅｙ、ＨＯ８９１０细胞在血清饥饿２４ｈ

后，经浓度分别为０、２０、４０、８０ＩＵ／Ｌ的ＦＳＨ作用４８
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ｈ及选用最佳作用浓度的ＦＳＨ分别作用０、２４、４８、

７２ｈ，收集细胞后，用蛋白质印迹分析法检测Ｄｓｃ３、

ＥＧＦＲ等蛋白分子的表达；通过ｓｉＲＮＡ干扰法分别

干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ，以及应用ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路阻断剂

ＬＹ２９４００２（１０μｍｏｌ／Ｌ；购自美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）预处

理细胞１ｈ后，ＦＳＨ再处理细胞４８ｈ，收集细胞，运

用蛋白质印迹分析、ＭＴＴ法检测信号通路分子的表

达及细胞增殖情况。

１．６　蛋白质印迹分析　收集上述处理后的细胞，裂

解后收集上清液，ＢＣＡ蛋白定量法测定蛋白浓度。

将６０μｇ蛋白上样于１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳结束后，

将蛋 白 转 印 至 ＰＶＤＦ 膜 上，应 用 稀 释 的 Ｄｓｃ３

（１∶５０００）、ＥＧＦＲ（１∶１０００）、Ａｋｔ（１∶１０００）、ｐＡ

ｋｔ（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００）于４℃孵育

过夜，经ＴＢＳＴ洗涤后，选择合适的二抗孵育１ｈ，经

ＴＢＳＴ洗涤后，应用ＥＣＬ化学发光法检测目的蛋白

表达情况。实验重复３次。

１．７　ＭＴＴ实验检测细胞增殖活性　收集 Ｈｅｙ、

ＨＯ８９１０细胞，分别接种至９６孔板中，每孔加入

２００μＬ铺板使待测细胞密度为１０００～３０００个／孔，

边缘孔用无菌１×ＰＢＳ填充，用含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养液将各孔的培养液补齐到２００μＬ，５％

ＣＯ２、３７℃孵育，至细胞贴壁。通过ｓｉＲＮＡ干扰法分

别干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ，以及应用ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路阻断

剂ＬＹ２９４００２（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞１ｈ后，ＦＳＨ

再处理细胞４８ｈ，收集细胞，每孔２００μＬ，设６个复

孔。每孔加入２０μＬ ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ，即０．

５％ＭＴＴ），继续放入５％ＣＯ２、３７℃培养４ｈ后，小心

吸去孔内培养液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，置摇床

上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免

疫检测仪４９０ｎｍ处测量各孔的光密度（犇）值。

１．８　ｓｉＲＮＡ干扰实验　实验分组：ｓｉＣｏｎ组为转染

阴性对照序列的实验组，对Ｄｓｃ３或ＥＧＦＲ无干扰作

用；ｓｉＤｓｃ３或ｓｉＥＧＦＲ组：转染特异性干扰Ｄｓｃ３或

ＥＧＦＲ的ｓｉＤｓｃ３或ｓｉＥＧＦＲ序列；ＦＳＨ＋ｓｉＣｏｎ组：

以ＦＳＨ 处理的ｓｉＣｏｎ组；ＦＳＨ＋ｓｉＤｓｃ３、ＦＳＨ＋

ｓｉＥＧＦＲ：以ＦＳＨ 处理的ｓｉＤｓｃ３或ｓｉＥＧＦＲ组。种

植于６孔板中的Ｈｅｙ细胞和ＨＯ８９１０细胞经无血清

的ＯＰＴＩＭＥＭ培养液饥饿２４ｈ后，当细胞密度达

３０％～５０％时，按ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００使用说明书将

配置好的ｓｉＲＮＡ脂质体混合物转染细胞。转染

１２ｈ后加入４０ＩＵ／ＬＦＳＨ处理４８ｈ，提取蛋白，按上

述步骤用蛋白质印迹分析法测定Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ、Ａｋｔ、

ｐＡｋｔ表达；９６ 孔板中相同处理的 Ｈｅｙ 细胞和

ＨＯ８９１０细胞经ＦＳＨ处理４８ｈ后，应用 ＭＴＴ检测

Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ对细胞增殖的影响。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析。免疫组化数据分析采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检

验，ＭＴＴ检测结果的数据分析采用单因素方差分

析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｄｓｃ３在不同卵巢肿瘤组织和细胞株中的表达　

Ｄｓｃ３阳性细胞定位于细胞膜。Ｄｓｃ３在卵巢癌组织

中的阳性表达率为７７．４％（２４／３１），在交界性卵巢肿

瘤中的阳性表达率为８１．８％（１８／２２），均高于在良性

卵巢肿瘤中的表达［１５．８％（３／１９）］，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。Ｄｓｃ３在卵巢癌中的阳性表达率

与交界性卵巢肿瘤比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。代表性的免疫组化染色结果见图１。

图１　免疫组化染色检测犇狊犮３在不同卵巢肿瘤组织中的表达（犛犘法）

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犇狊犮３犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狅狏犪狉犻犪狀狋犻狊狊狌犲狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵（犛犘犿犲狋犺狅犱）

Ａ：Ｂｅｎｉｇｎｏｖａｒｉａｎｃｙｓｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅｏｖａｒｉａｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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　　用蛋白质印迹分析法检测Ｄｓｃ３在７种不同卵

巢组织细胞株中的蛋白表达情况，结果（图２）表明

Ｄｓｃ３在卵巢癌细胞株 Ｈｅｙ、ＨＯ８９１０、Ｓｋｏｖ３、Ｓｋ

ｏｖ３ｉｐ以及在卵巢交界性囊腺瘤细胞株 ＭＣＶ１５２中

的表达均高于卵巢永生化上皮细胞株 Ｍｏｏｄｙ和卵

巢癌细胞株ＥＳ２。

图２　蛋白质印迹分析检测犇狊犮３在

不同卵巢组织细胞株中的表达

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犇狊犮３犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狅狏犪狉犻犪狀犮犲犾犾

犾犻狀犲狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

１：ＥＳ２；２：ＨＯ８９１０；３：Ｓｋｏｖ３ｉｐ；４：Ｓｋｏｖ３；５：ＭＣＶ１５２；

６：Ｈｅｙ；７：Ｍｏｏｄｙ

２．２　不同浓度ＦＳＨ对Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ表达的影响　

蛋白质印迹分析结果（图３）显示，不同浓度的ＦＳＨ

作用于Ｈｅｙ细胞和ＨＯ８９１０细胞４８ｈ后，两种细胞

的Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ表达随ＦＳＨ 浓度的升高而逐渐增

加，在一定范围内呈剂量依赖性。Ｄｓｃ３在ＦＳＨ 浓

度为４０ＩＵ／Ｌ时表达量最高，浓度为８０ＩＵ／Ｌ时略

有下降。

图３　蛋白质印迹分析检测不同浓度犉犛犎

对犇狊犮３、犈犌犉犚表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犉犛犎狅狀犇狊犮３

犪狀犱犈犌犉犚犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；Ｄｓｃ３：Ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３；

ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ

２．３　不同作用时间的ＦＳＨ对Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ表达的

影响　蛋白质印迹分析结果（图４）显示，选择ＦＳＨ

的最佳浓度４０ＩＵ／Ｌ，分别作用于 Ｈｅｙ细胞和

ＨＯ８９１０细胞２４、４８ｈ后，两种细胞的Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ

的表达随ＦＳＨ作用时间的延长而逐渐增加，呈时间

依赖性，４８ｈ时Ｄｓｃ３表达最高，７２ｈ时有所下降。

图４　蛋白质印迹分析检测不同作用时间的犉犛犎

（４０犐犝／犔）对犇狊犮３、犈犌犉犚表达的影响

犉犻犵４　犇狊犮３犪狀犱犈犌犉犚犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎犲狔犮犲犾犾狊犪狀犱

犎犗８９１０犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犉犛犎（４０犐犝／犔）

犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犲狉犻狅犱狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；Ｄｓｃ３：Ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３；

ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ

２．４　干扰Ｄｓｃ３对ＦＳＨ 调控的 ＡＫＴ信号通路蛋

白分子表达的影响　蛋白质印迹分析结果（图５）显

示，干扰Ｄｓｃ３对 Ｈｅｙ细胞和 ＨＯ８９１０细胞的ＥＧ

ＦＲ、ｐＡｋｔ在蛋白水平的表达有抑制作用，对Ａｋｔ作

用不明显，且ＦＳＨ（４０ＩＵ／Ｌ）对ＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ的上

调作用被抑制，对Ａｋｔ作用不明显。

２．５　干扰ＥＧＦＲ对ＦＳＨ调控的ＡＫＴ信号通路蛋

白分子表达的影响　蛋白质印迹分析结果（图６）显

示，干扰 ＥＧＦＲ 对 Ｈｅｙ细胞和 ＨＯ８９１０细胞的

ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３蛋白水平的表达有抑制作用，对Ａｋｔ作

用不明显，ＦＳＨ（４０ＩＵ／Ｌ）对ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３的上调作

用被抑制，对Ａｋｔ作用不明显。

２．６　阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路对ＦＳＨ调控的通路信号

分子蛋白表达的影响　蛋白质印迹分析结果（图７）
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图５　蛋白质印迹分析检测干扰犇狊犮３对犉犛犎（４０犐犝／犔）

调控的犃犓犜信号通路蛋白分子表达的影响

犉犻犵５　犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犇狊犮３狉犲犵狌犾犪狋犲狊犘犐３犓／犃犽狋狊犻犵狀犪犾犻狀犵

狆犪狋犺狑犪狔狆狉狅狋犲犻狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱犫狔犉犛犎（４０犐犝／犔）犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；Ｄｓｃ３：Ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３；

ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ａｋｔ：Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅ

ｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ｐＡｋｔ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ．１：ｓｉＣｏｎ；２：ｓｉＤｓｃ３；３：ｓｉＣｏｎ＋ＦＳＨ；４：

ｓｉＤｓｃ３＋ＦＳＨ

显示，应用ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路阻断剂ＬＹ２９４００２阻断

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路后，ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３蛋白表达下调，Ａｋｔ

蛋白表达持平，ＦＳＨ（４０ＩＵ／Ｌ）对ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３的上

调作用被抑制，对Ａｋｔ作用无明显变化。

２．７　分别干扰Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ以及应用ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通

路阻断剂对卵巢癌细胞增殖的抑制作用　ＭＴＴ检

测结果（图８）显示，ｓｉＤｓｃ３、ｓｉＥＧＦＲ、ＬＹ２９４００２分

别与ｓｉＣｏｎ比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；

ｓｉＤｓｃ３＋ＦＳＨ、ｓｉＥＧＦＲ＋ＦＳＨ、ＬＹ２９４００２＋ＦＳＨ分

别与ｓｉＣｏｎ＋ＦＳＨ比较，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；ｓｉＣｏｎ＋ＦＳＨ与ｓｉＣｏｎ、ｓｉＤｓｃ３＋ＦＳＨ与ｓｉＤ

ｓｃ３、ｓｉＥＧＦＲ＋ＦＳＨ 与ＥＧＦＲ、ＬＹ２９４００２＋ＦＳＨ 与

ＬＹ２９４００２比较，差异亦均有统计学意义 （犘＜

０．０５）。结果表 明 分 别 干 扰 Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ，应 用

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路阻断剂ＬＹ２９４００２后，对卵巢癌细胞

增殖有抑制作用，同时也减弱了ＦＳＨ对卵巢癌细胞

的增殖作用。

图６　蛋白质印迹分析检测干扰犈犌犉犚对犉犛犎

（４０犐犝／犔）调控的犃犓犜信号通路蛋白分子表达的影响

犉犻犵６　犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犈犌犉犚狉犲犵狌犾犪狋犲狊犘犐３犓／犃犽狋

狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔狉犲犵狌犾犪狋犲犱犫狔犉犛犎（４０犐犝／犔）

犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；Ｄｓｃ３：Ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３；

ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ａｋｔ：Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅ

ｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ｐＡｋｔ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ．１：ｓｉＣｏｎ；２：ｓｉＤｓｃ３；３：ｓｉＣｏｎ＋ＦＳＨ；４：

ｓｉＥＧＦＲ＋ＦＳＨ

３　讨　论

卵巢癌在妇科恶性肿瘤中的病死率高居首位，

主要由于卵巢深藏盆腔，难以早期发现病变，缺乏早

期预警，以致确诊时多数已属晚期。因此，了解卵巢

癌发病的分子基础，寻找早期诊断方法，将有助于针

对特定靶点的药物研发和进行有效的治疗。卵巢是

ＦＳＨ的主要靶器官体
［９］，ＦＳＨ促进正常卵巢细胞和

卵巢癌细胞增殖；流行病学研究显示绝经后妇女的

卵巢癌发病率明显高于生育期妇女［１０］，围绝经和绝

经妇女体内血清高ＦＳＨ 浓度与卵巢癌发生发展密

切相关，李连香等［１１］的研究表明，在良性与恶性上

皮性卵巢肿瘤患者、良性与交界性上皮性卵巢肿瘤

患者的血清和肿瘤组织液之间，ＦＳＨ浓度均存在显

著差异（犘＜０．０５），且随着恶性程度的增高，ＦＳＨ浓

度也呈增高趋势。ＦＳＨ在促进卵巢癌发展中的作用
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图７　蛋白质印迹分析检测阻断犘犐３犓／犃犽狋通路对犉犛犎

（４０犐犝／犔）调控的通路信号分子蛋白表达的影响

犉犻犵７　犈犳犳犲犮狋狅犳犫犾狅犮犽犻狀犵犘犐３犓／犃犽狋狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔狅狀狆狉狅

狋犲犻狀狅犳犉犛犎（４０犐犝／犔）狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋

犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；Ｄｓｃ３：

Ｄｅｓｍｏｃｏｌｌｉｎ３；Ａｋｔ：Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ｐＡｋｔ：Ｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ．１：Ｃｏｎ；

２：Ｌｙ２９４００２；３：Ｃｏｎ＋ＦＳＨ；４：Ｌｙ２９４００２＋ＦＳＨ

图８　犕犜犜法检测卵巢癌细胞增殖活性

犉犻犵８　犗狏犪狉犻犪狀犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犕犜犜

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ．Ａ：Ｈｅｙｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ＨＯ８９１０ｃｅｌｌｓ．犘＜０．０５ｖｓｓｉＣｏｎｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｔｈｅ

ｓａｍｅｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔＦＳＨ．狀＝８，珔狓±狊

机制，已有很多文献报道，如盛林等［１２］研究发现，

ＦＳＨ通过蛋白激酶Ｃ介导的信号转导途径，可刺激

卵巢上皮癌细胞增殖；冯怡雯等［１３］研究表明，ＦＳＨ

通过特异 ＡＴ序列结合蛋白１调控上皮性卵巢癌

ＥＳ２细胞的增殖和侵袭活性等。有关ＦＳＨ作用机

制的研究虽多，但仍未完全阐明。

近年研究表明，Ｄｓｃ３与某些肿瘤的发生发展可

能有一定的相关性［１４１５］。Ｄｓｃ３的ＤＮＡ甲基化可导

致其在结直肠癌中表达下调［２］；Ｄｓｃ３的缺失导致Ｋ

Ｒａｓ原癌基因介导的皮肤肿瘤发生率增高
［３］；Ｄｓｃ３

在低分化的胰腺导管癌［５］及在近半数未分化的肺大

细胞癌［６］中高表达。然而，Ｄｓｃ３在卵巢癌中的表达

情况较少有报道，故本研究对此进行了探讨。本研

究预实验结果表明，Ｄｓｃ３在卵巢癌及交界性卵巢肿

瘤中的阳性表达率均高于良性卵巢肿瘤（犘＜

０．０５）。选用卵巢永生化上皮细胞、交界性卵巢肿瘤

细胞及卵巢癌细胞共７种进行Ｄｓｃ３的蛋白质印迹

分析发现，Ｄｓｃ３在卵巢癌细胞株 Ｈｅｙ、ＨＯ８９１０、Ｓｋ

ｏｖ３、Ｓｋｏｖ３ｉｐ 以及在卵巢交界性囊腺瘤细胞株

ＭＣＶ１５２中表达均高于卵巢永生化上皮细胞 Ｍｏｏｄ

ｙ和卵巢癌细胞株ＥＳ２（犘＜０．０５）。

有文献报道，Ｄｓｃ３同族分子Ｄｓｃ２的缺失可通

过激活ＥＧＦＲ／Ａｋｔ信号通路使结肠上皮细胞体外

增殖，并转化为恶性表型［７］。本课题旨在探究Ｄｓｃ３

在卵巢癌中是否也通过ＥＧＦＲ／Ａｋｔ信号通路促进

ＦＳＨ调控的卵巢癌细胞增殖活性，进而促进肿瘤发

生发展。本研究首先运用蛋白质印迹分析方法检测

ＦＳＨ对Ｄｓｃ３以及信号通路分子ＥＧＦＲ在蛋白水平

的影响。流行病学调查发现，卵巢癌在伴有ＦＳＨ增

高的人群中发病率增高；在正常月经中，排卵前

ＦＳＨ在血中浓度约为５～２０ＩＵ／Ｌ，而排卵前升高亦

不超过３０ＩＵ／Ｌ，绝经后或卵巢功能衰退患者血

ＦＳＨ浓度可≥４０ＩＵ／Ｌ
［１６］，而 Ｈａｌｐｅｒｉｎ等

［１７］发现，

卵巢癌患者血清中ＦＳＨ浓度达（２４．７４±１８．７）ＩＵ／

Ｌ。Ｚｈｅｎｇ等
［１８］和宋光辉等［１９］研究了两种卵巢癌细

胞株在ＦＳＨ浓度＜１６０ＩＵ／Ｌ范围内的细胞增殖情

况，发现均在ＦＳＨ浓度为４０ＩＵ／Ｌ时最强；其后，随

ＦＳＨ浓度增加各细胞株增殖并不进一步增加。因

此，本研究选取２０、４０、８０ＩＵ／Ｌ为ＦＳＨ对卵巢癌细

胞的作用浓度。在胡琢瑛等［２０］的研究中，不同浓度

的ＦＳＨ作用于卵巢癌细胞株２４、４８、７２ｈ后，通过
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ＭＴＴ比色法显示，细胞增殖活性均较对照组升高，

但仅４０ＩＵ／Ｌ浓度的ＦＳＨ作用４８ｈ时差异有统计

学意义。因此本实验选２４、４８、７２ｈ作为ＦＳＨ作用

的时间点。本研究结果表明ＦＳＨ 对 Ｄｓｃ３、ＥＧＦＲ

的表达有上调作用，并呈一定的剂量时间依赖性，

选取ＦＳＨ对Ｄｓｃ３表达影响的较佳浓度４０ＩＵ／Ｌ与

较佳时间４８ｈ进行后续实验。本研究又通过分别

干扰Ｄｓｃ３和ＥＧＦＲ，研究这两个分子是否对信号通

路分子产生影响，结果表明干扰Ｄｓｃ３后对ＥＧＦＲ、

ｐＡｋｔ在蛋白水平的表达有抑制作用，对Ａｋｔ无明显

作用，ＦＳＨ 对ＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ的上调作用被抑制，对

Ａｋｔ作用不明显；干扰ＥＧＦＲ后对ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３在蛋

白水平的表达有抑制作用，对 Ａｋｔ无明显作用，

ＦＳＨ对ｐＡｋｔ的上调作用被抑制，对Ａｋｔ作用不明

显。同样，将干扰实验应用到 ＭＴＴ检测细胞增殖

情况，结果表明分别干扰Ｄｓｃ３和ＥＧＦＲ后，对卵巢

癌细胞增殖有抑制，并且ＦＳＨ作用后能明显促进细

胞增殖（犘＜０．０５）。之后进一步实验证明通过

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是否能影响细胞增殖，故应用该信

号通路阻断剂ＬＹ２９４００２处理细胞，蛋白质印迹分

析结果表明阻断该通路后ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３表达下调，

Ａｋｔ无明显变化，ＦＳＨ对ｐＡｋｔ、Ｄｓｃ３的上调作用被

抑制，对Ａｋｔ无明显影响，ＭＴＴ实验进一步证实阻

断该通路后，卵巢癌细胞的增殖相比对照受抑制，

ＦＳＨ作用后增殖活性较对照明显升高（犘＜０．０５），

从而说明ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路确实介导了卵巢癌细

胞的增殖。

综上所述，本研究结果表明Ｄｓｃ３确实介导了

ＦＳＨ通过ＥＧＦＲ／Ａｋｔ通路并调控的卵巢癌细胞增

殖活性，进而促进卵巢癌的发展。但是，Ｄｓｃ３是否

会影响卵巢癌或者其他肿瘤细胞的侵袭、凋亡、增殖

等，本实验并未进行研究并且目前尚少有研究及报

道，另外该家族的蛋白在肿瘤细胞发生发展中所起

的作用，文献记载也不多，这是我们今后可以考虑的

研究方向。通过我们的进一步研究，如果能证实

Ｄｓｃ３对肿瘤细胞的调控的机制，将更有效的指导临

床应用。
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