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　　［摘要］　目的　探讨ＬＩＭ同源盒基因８（Ｌｈｘ８）对卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３增殖、转移和侵袭的影响。方法　采用

犔犺狓８过表达慢病毒（ＬＶＬｈｘ８）转染卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３构建过表达模型；设阴性对照慢病毒（ＬＶＮＣ）组通过

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ构建细胞干扰模型并设阴性对照序列（ＦＡＭｓｉＲＮＡ；ＮＣ）组；野生（ＷＴ）组细胞仅

给予等量不含病毒或任何干扰片段的转染试剂。通过免疫荧光、蛋白质印迹法和ｑＰＣＲ验证过表达和干扰效果。采用

ＥＤＵ和细胞周期实验检测过表达或干扰犔犺狓８后细胞的增殖能力；采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕实验分别检测转染后细胞的

迁移和侵袭能力。结果　Ｌｈｘ８过表达组ＳＫＯＶ３细胞中Ｌｈｘ８的表达高于ＬＶＮＣ和ＷＴ组（犘＜０．０１），干扰后Ｌｈｘ８
的ｍＲＮＡ和蛋白表达均降低，与ＮＣ和ＷＴ组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１）。与 ＷＴ和ＬＶＮＣ组相比，犔犺狓８过

表达抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖（犘＜０．０１），而干扰犔犺狓８后其增殖能力增加（犘＜０．０１）；细胞周期实验结果示过表达

犔犺狓８能够增加进入Ｇ０／Ｇ１期的细胞数目，从而抑制细胞增殖（犘＜０．０１），干扰犔犺狓８表达后进入Ｓ期的细胞数目多于

ＷＴ和ＮＣ组（犘＜０．０１）。划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果示ＳＫＯＶ３细胞过表达犔犺狓８后其迁移和侵袭能力均低于ＷＴ和

ＬＶＮＣ组（犘＜０．０１），干扰犔犺狓８表达后细胞的迁移和侵袭能力均高于ＷＴ和ＮＣ组（犘＜０．０１）。ＳＫＯＶ３细胞过表达

犔犺狓８后基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２和 ＭＭＰ９的表达均低于 ＷＴ和ＬＶＮＣ组（犘＜０．０１），干扰犔犺狓８后 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９表达均高于ＷＴ和ＮＣ组（犘＜０．０１）。结论　Ｌｈｘ８能够抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖、迁移和侵袭，同时能够下调

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达。
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ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬＶＬｈｘ８ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬＶＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１），ａｎｄｉｔｓ

ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ犔犺狓８（犘＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＷＴ
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第６期．黄　铮，等．ＬＩＭ同源盒基因８对卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３生物学行为的影响

ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＬｈｘ８ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ犔犺狓８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＳｐｈａｓｅ

ｉｎｔｈｅＬｈｘ８ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＷＴａｎｄＮＣｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎｔｈｅＬＶＬｈｘ８ｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＷＴａｎｄＬＶＮＣｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１），ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＬｈｘ８ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｌｈｘ８ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎ

ｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｏｖａｒｉａｎｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ＬＩＭｈｏｍｅｏｂｏｘ８；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｎｅｏｐｌａｓｍｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：７４６７５１］

　　卵巢癌是妇科目前第二常见、病死率最高的肿

瘤，据统计全世界每年新增２３８７００例卵巢癌患

者［１］。大部分卵巢癌患者在就诊时已处于晚期［国

际妇产科联盟大会（ＦＩＧＯ）Ⅲ～Ⅳ期］，且多数发生

腹腔内转移［２］。发生转移是卵巢癌患者的主要病死

原因，但不幸的是其转移机制仍不清楚。

同源盒基因是指含有１８０ｂｐ的高度保守的同

源盒ＤＮＡ序列的基因，能够通过同源域蛋白抑制

或者激活靶基因的表达，在调节细胞分化、生长和发

育过程中发挥重要作用［３］。ＬＩＭ 同源盒基因８

（ＬＩＭｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ８，Ｌｈｘ８）含有２个重复串联

的富含半胱氨酸的双锌指结构（ＬＩＭ结构域）和１个

ＤＮＡ结合的同源结构域，参与了多种组织的分化过

程［３］。在早期卵子分裂时，Ｌｈｘ８在卵母细胞分化和

维持过程中扮演着重要角色［４］；并且对裸鼠模型研

究发现，Ｌｈｘ８是牙胚间充质细胞生存的重要因

素［５］。Ｌｈｘ８对基底前脑胆碱能神经元的形成和功

能维持具有重要作用［６］。目前研究显示Ｌｈｘ家族

的一些成员与肿瘤发生有关［３４］，然而尚无研究报道

Ｌｈｘ８在卵巢癌细胞生物行为过程中的作用。本研

究通过在人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３中过表达或干扰

犔犺狓８，探讨Ｌｈｘ８对卵巢癌细胞增殖、迁移和侵袭的

影响。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３购自广

州行知生物科技有限公司。细胞用含１０％胎牛血

清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ

链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ）培养于３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中。细胞融合率达９０％时进行传

代，第２～３代细胞用于实验。

１．２　犔犺狓８过表达细胞模型构建　使用ＧＶ２８７慢

病毒表达系统（上海吉玛制药技术有限公司）构建

犔犺狓８过表达慢病毒（ＬＶＬｈｘ８）和阴性对照慢病毒

（ＬＶＮＣ）。将ＳＫＯＶ３细胞种植于６孔板中，细胞

密度为１×１０５／孔，培养２４ｈ后分别加入ＬＶＬｈｘ８、

ＬＶＮＣ转染细胞，野生（ＷＴ）组细胞给予等量不含

病毒的转染试剂处理，４８ｈ后收集细胞。通过免疫

荧光和蛋白质印迹法观察过表达效果。

１．３　犔犺狓８干扰细胞模型构建　合成３种目的基因

的ｓｉＲＮＡ序列。Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ１：ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＵＧＣＵ

ＣＡＵ ＵＣＡＣＣＡ ＡＣＡ ＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＵＵＧ

ＵＵＧＧＵＧＡＡＵＧＡＧＣＡＵＣＴＴ３′；Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ２：

ｓｅｎｓｅ５′ＣＣＡＣＣＣＡＵＧＵＵＡＧＡＡＧＡＡＡＴＴ３′，

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＵＵＵＣＵＵＣＵＡＡＣＡＵＧＧＧＵＧＧＴＴ

３′；Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ３：ｓｅｎｓｅ５′ＧＣＡ ＵＧＣ ＵＧＧ ＡＵＡ

ＡＵＵＵＡＡＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＵＵＵＡＡＡＵＵＡ

ＵＣＣＡＧＣＡＵＧＣＴＴ３′。同时合成标记羧基荧光素

（ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｍｉｘｅｄｉｓｏｍｅｒｓ，ＦＡＭ）的阴性

对照 序 列 （ＦＡＭｓｉＲＮＡ）。培 养 细 胞，使 用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将３种Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ和ＦＡＭ

ｓｉＲＮＡ分别转入ＳＫＯＶ３细胞，ＷＴ组细胞仅给予

不加任何干扰片段的转染试剂处理。于培养６ｈ和

２４ｈ后分别采用ｑＰＣＲ和蛋白质印迹法验证干扰

效果。

１．４　蛋白质印迹法　按照胞核胞质蛋白制备试剂

盒（北京普利莱基因技术有限公司）说明书操作说明

提取细胞的胞质胞核蛋白。利用ＢＣＡ蛋白浓度测

定试剂盒（上海碧云天生物技术研究所）蛋白定量

后，进行ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜（ＮＣ膜）；用１％的小牛血

清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）室温封闭

ＮＣ膜１ｈ；然后４℃过夜标记一抗：Ｌｈｘ８（稀释比例

１∶５００，Ａｂｃａｍ）、基 质 金 属 蛋 白 酶 （ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）２（稀释比例１∶１０００，

Ａｂｃａｍ）、ＭＭＰ９（稀释比例１∶１０００，Ａｂｃａｍ），以

βａｃｔｉｎ（稀释比例１∶１５０００，Ｓｉｇｍａ）作为内参蛋白；

次日标记相应二抗。采用自动电泳凝胶成像分析仪

（ＢｉｏＲａｄ）采集结果并计算灰度值。

１．５　ＲＮＡ的提取和ｑＰＣＲ反应　使用ＴＲＩｚｏｌ试

剂（ＴａＫａＲａ）提取细胞总ＲＮＡ。采用反转录试剂盒

（ＴａＫａＲａ）反转录获得ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板、采

用ＣｏｒｂｅｔｔＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６０００ｑＰＣＲ仪进行ｑＰＣＲ反

应。引物序列：犔犺狓８ｓｅｎｓｅ５′ＧＴＡ ＴＣＡ ＣＴＴ

ＧＧＣＴＴＧＣＴＴ３′、ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＡＴＴＡＣＣＧＴＴ
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ＣＴＣＣＡＣＴＴＣ３′，内参基因犌犃犘犇犎ｓｅｎｓｅ５′

ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′、ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。反应条

件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、５６℃３０ｓ、７２℃４０ｓ，

４０个循环；７２～９５℃收集荧光信号行熔解曲线分

析。计算Ｃｔ值，采用Ｐｆａｆｆｌ法
［７］分析结果，将犔犺狓８

和犌犃犘犇犎比值作为犔犺狓８基因ｍＲＮＡ的相对表

达量。

１．６　ＥＤＵ实验　将ＳＫＯＶ３细胞种植于２４孔板，

调整细胞密度为２×１０４／孔。培养２４ｈ后，加入

５０μｍｏｌ／ＬＥＤＵ孵育２ｈ，然后用Ａｐｏｌｌｏ５６７荧光染

料染色３０ｍｉｎ，Ｈｏｅｃｈｓｔ对细胞核进行复染。使用

Ｏｌｙｍｐｕｓ激光共聚焦显微镜观察细胞荧光表达情况。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　将ＳＫＯＶ３细胞悬浮于含

０．２％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，取２００μＬ（含

２×１０４细胞）加入２４孔Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室；下室加入

５００μＬ含１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液。在

３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ后，用棉签去除上

室底部未侵袭细胞，膜滤器固定，结晶紫染色，用

Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置显微镜随机取４个视野观察、计数。

１．８　划痕实验　细胞接种于２４孔板中，生长融合到

８０％～９０％，用枪头进行划痕、ＰＢＳ清洗。分别在划

痕后和培养１８ｈ时进行拍照，以评估细胞迁移能力。

１．９　免疫荧光染色　细胞培养２４ｈ后，依次用２％

甲醛固定、ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）冲洗１５ｍｉｎ、ＴｒｉｔｏｎＸ

１００透化、ＰＢＳ冲洗１ｍｉｎ、３％ＢＳＡ封闭１ｈ，然后

４℃过夜标记 Ｌｈｘ８兔单抗（稀释比例１∶３００，

Ａｂｃａｍ）。室温下标记ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

５９４二抗（稀释比

例１∶１０００，ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）１ｈ后，Ｈｏｅｃｈｓｔ染核

２０ｍｉｎ。利用激光共聚焦显微镜观察并采集图像。

１．１０　细胞周期实验　细胞于６孔板培养２４ｈ后，

用１ｍｍｏｌ／Ｌ胸苷（Ｓｉｇｍａ）处理细胞２４ｈ使同步在

Ｇ１／Ｓ交界期。然后用无血清培养液培养２４ｈ，胰酶

消化，预冷ＰＢＳ清洗２次，乙醇４℃过夜固定，然后

用ＰＢＳ清洗２次。在室温下，用含０．２ｍｇ／ｍＬ

ＲＮａｓｅＡ 和２０μｇ／ｍＬ碘化丙啶（ＰＩ）的ＰＢＳ孵育

１５ｍｉｎ。最后用流式细胞仪（ＢＤ）分析细胞周期。

１．１１　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据

分析。数据以珔狓±狊表示，多样本均值的比较采用方

差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　过表达和干扰效果鉴定　为明确Ｌｈｘ８对卵

巢癌细胞生物学行为的影响，我们用ＬＶＬｈｘ８转染

ＳＫＯＶ３细胞，同时设置ＬＶＮＣ和 ＷＴ型为对照

组。转染４８ｈ后通过免疫荧光染色检测，结果显示

ＬＶＬｈｘ８组Ｌｈｘ８的表达多于ＬＶＮＣ、ＷＴ组（犘＜

０．０１，图１Ａ、１Ｂ），同时蛋白质印迹法结果显示，ＬＶ

Ｌｈｘ８组Ｌｈｘ８蛋白表达较ＬＶＮＣ和ＷＴ组相比上

调（犘＜０．０１，图１Ｃ）。

此外，我们分别转染 ３ 种 Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ 对

ＳＫＯＶ３细胞进行干扰，干扰后Ｌｈｘ８蛋白和ｍＲＮＡ

的表达均低于ＮＣ和 ＷＴ组，且以 Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ３

降低最为明显（犘＜０．０１，图１Ｄ、１Ｅ），因此将Ｌｈｘ８

ｓｉＲＮＡ３干扰的细胞模型用于后续实验。

图１　犔犺狓８过表达和干扰后犛犓犗犞３细胞犔犐犕同源盒基因８的表达情况

犉犻犵１　犔犐犕犺狅犿犲狅犫狅狓犵犲狀犲８（犔犺狓８）犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犛犓犗犞３犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犔犞犔犺狓８狅狉犔犺狓８狊犻犚犖犃

Ａ，Ｂ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｈｘ８；Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｈｘ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄ

犔犺狓８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＬＶＬｈｘ８）；Ｄ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犔犺狓８ｍＲＮＡｎｏｒｍａｌｉｂｉｚｅｄｂｙＮＣｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｈｘ８

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犔犺狓８ｔａｒｇｅｔｅｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ）．犘＜０．０１ｖｓＬＶＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ

１Ｂａｎｄ１Ｃ，ａｎｄｖｓＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ１Ｄａｎｄ１Ｅ．狀＝３，珔狓±狊
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第６期．黄　铮，等．ＬＩＭ同源盒基因８对卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３生物学行为的影响

２．２　Ｌｈｘ８对ＳＫＯＶ３细胞增殖的影响　与ＬＶＮＣ

和ＷＴ组相比，ＬＶＬｈｘ８组ＳＫＯＶ３细胞的增殖能力

降低（犘＜０．０１，图２Ａ、２Ｃ），而干扰犔犺狓８表达后细胞

的增殖能力高于ＮＣ和ＷＴ组（犘＜０．０１，图２Ｂ、２Ｄ），

提示犔犺狓８过表达可抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖。

为了进一步验证Ｌｈｘ８对于ＳＫＯＶ３细胞增殖

的影响，我们利用流式细胞仪分析过表达或者干扰

Ｌｈｘ８后 的 细 胞 周 期 变 化。ＬＶＬｈｘ８ 转 染 的

ＳＫＯＶ３细胞处于Ｇ０／Ｇ１ 期细胞数目的比例高于

ＬＶＮＣ和 ＷＴ组（犘＜０．０１，图２Ｅ）。然而，采用

ｓｉＲＮＡ干扰Ｌｈｘ８表达后，ＳＫＯＶ３细胞处于Ｓ期的

细胞数目的比例高于ＮＣ和 ＷＴ组（犘＜０．０１，图

２Ｆ）。提示Ｌｈｘ８可通过增加进入Ｇ０／Ｇ１期的细胞

数目抑制ＳＫＯＶ３细胞增殖。

图２　过表达和干扰犔犺狓８后犛犓犗犞３细胞增殖能力的变化

犉犻犵２　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犛犓犗犞３犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犔犞犔犺狓８狅狉犔犺狓８狊犻犚犖犃

Ａ，Ｃ：ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄ犔犺狓８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＬＶＬｈｘ８）ｂｙＥＤＵａｓｓａｙ；Ｂ，Ｄ：Ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犔犺狓８ｔａｒｇｅｔｅｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ）ｂｙＥＤＵａｓｓａｙ；Ｅ：Ｔｈｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ

ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＶＬｈｘ８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｆ：ＴｈｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．犘＜０．０１ｖｓＬＶＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ２Ｃａｎｄ２Ｅ，ａｎｄｖｓＮＣａｎｄＷＴ

ｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ２Ｄａｎｄ２Ｆ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　Ｌｈｘ８对ＳＫＯＶ３细胞迁移和侵袭的影响　相

比ＬＶＮＣ、ＷＴ组，过表达犔犺狓８抑制ＳＫＯＶ３细胞

的迁移（犘＜０．０１，图３Ａ、３Ｂ）和侵袭 （犘＜０．０１，图

３Ｃ、３Ｄ）。干扰犔犺狓８表达后则ＳＫＯＶ３细胞迁移

（犘＜０．０１，图３Ｅ、３Ｆ）和侵袭能力高于ＮＣ和 ＷＴ

组（犘＜０．０１，图３Ｇ、３Ｈ）。

２．４　Ｌｈｘ８对 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达的影响　由

于ＭＭＰ在肿瘤侵袭转移中发挥关键作用，因此我

们通过蛋白质印迹法检测了过表达或干扰犔犺狓８后

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达。结果显示在ＬＶＬｈｘ８组

ＳＫＯＶ３细胞中ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达低于ＬＶ

ＮＣ和 ＷＴ组 （犘＜０．０１，图４Ａ）。然而用ｓｉＲＮＡ

干扰犔犺狓８的表达后，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的蛋白表

达均上调，与ＮＣ和 ＷＴ组相比差异有统计学意义

（犘＜０．０１，图４Ｂ）。
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图３　过表达或干扰犔犺狓８后犛犓犗犞３细胞迁移和侵袭能力的变化

犉犻犵３　犕犻犵狉犪狋犻狅狀犪狀犱犻狀狏犪狊犻狅狀犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犛犓犗犞３犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犔犞犔犺狓８狅狉犔犺狓８狊犻犚犖犃

Ａ，Ｂ：ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｙｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄ犔犺狓８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＬＶＬｈｘ８）；Ｃ，Ｄ：Ｉｎｖａｓｉｏｎ

ａｂｉｌｉｔｙｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｉｎｔｈｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＶＬｈｘ８；Ｅ，Ｆ：ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｙｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈ犔犺狓８ｔａｒｇｅｔｅｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ）；Ｇ，Ｈ：ＩｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｉｎｔｈｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

Ｌｈｘ８ｓｉＲＮＡ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ）．犘＜０．０１ｖｓＬＶＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ３Ｂａｎｄ３Ｄ，ａｎｄｖｓＮＣａｎｄＷＴ

ｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ３Ｆａｎｄ３Ｈ．狀＝３，珔狓±狊

图４　蛋白质印迹法检测过表达或干扰犔犺狓８后犛犓犗犞３

细胞中犕犕犘２和犕犕犘９的蛋白表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕犕犘２犪狀犱犕犕犘９犻狀犛犓犗犞３犮犲犾犾狊

狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犔犞犔犺狓８狅狉犔犺狓８狊犻犚犖犃犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

ＭＭＰ：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓＬＶＮＣａｎｄＷＴ

ｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ４Ａ，ａｎｄｖｓＮＣａｎｄＷＴｇｒｏｕｐｓｉｎＦｉｇ４Ｂ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＬＩＭ结构域被认为是蛋白质相互作用的功能

模型，与其他蛋白结构域相互作用，介导功能复合物

成员之间的特异性接触以及调节某些组成蛋白的活

性［８］。研究表明，犔犐犕 基因在肿瘤发生、发展过程

中扮演重要角色，而且多种ＬＩＭ同源盒基因与不同

类型的肿瘤发生有关［３４］。犔犺狓８基因编码高保守

ＬＩＭ同源结构域（ＬＩＭＨＤ），犔犐犕犎犇 基因在组织

分化中发挥重要作用，尤其是神经组织和生殖细

胞［７，９１１］。Ｃｈｏｉ等
［４］研究发现，小鼠犔犺狓８基因敲除

不能生成原始卵泡，也不会出现从原始卵泡到成熟

卵泡转化过程，最后导致卵母细胞特异基因犌犱犳９、

犘狅狌５犳１和 犖狅犫狅狓 表达缺失。Ｌｉ等
［１２］研究发现

Ｌｈｘ８能够抑制嗜铬细胞瘤ＰＣ１２细胞的增殖，且过

表达Ｌｈｘ８能够使ＰＣ１２细胞增殖停留在Ｇ１期。我

们的研究结果显示过表达犔犺狓８能够使ＳＫＯＶ３细

胞发育停留在Ｇ１／Ｇ０ 期，从而使细胞增殖能力降

低，和Ｌｉ等
［１２］的研究结果一致。

此外，细胞的增殖、迁移、侵袭能力是肿瘤恶性

程度的主要评价指标。如Ｄｏｒｍｏｙ等
［１３］研究发现，

犔犐犕１的沉默能够减少肾细胞癌的迁移和侵袭，但

是Ｌｈｘ９不能直接影响细胞增殖和凋亡。我们的研

究结果显示，犔犺狓８过表达抑制ＳＫＯＶ３细胞的增

殖、迁移和侵袭，而干扰 犔犺狓８表达则可促进

ＳＫＯＶ３细胞增殖、迁移和侵袭；这与肾细胞癌中

ＬＩＭ１的研究结果
［１３］不同，但是与Ｌｈｘ８对ＰＣ１２细

胞增殖能力的研究结果［１２］一致。由此可见，虽然

ＬＩＭ１、Ｌｈｘ８、Ｌｈｘ９属于同一个家族，但是它们的作

用机制并不完全一致。更详细的机制仍需要更多的

体内外实验进一步阐明。

ＭＭＰ通过激活蛋白１转录因子途径介导肿瘤

细胞的迁移和侵袭［１４］。在裸鼠体内使用ｓｉＲＮＡ或

封闭抗体下调ＭＭＰ２的表达能够降低异种肿瘤体

积并减少转移灶［１５］。肿瘤发生转移后，可通过封闭

ＭＭＰ２抑制肿瘤生长，这提示ＭＭＰ２能够抑制早

期卵巢癌转移［１６１７］。在体外研究中 ＭＭＰ９主要参

与路易斯肺癌的转移［１８］。而且细丝蛋白Ａ结合蛋

白１（ＦＩＬＩＰ１Ｌ）可能通过减少βｃａｔｅｎｉｎ水平使

ＷＮＴ靶基因的转录水平下调，如犕犕犘９，最终抑

制转移［１９］。因此，我们通过蛋白质印迹法检测

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白的表达水平研究Ｌｈｘ８与

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９之间的关系，结果显示在ＳＫＯＶ３

·０５７·
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细胞中过表达犔犺狓８减少了 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表

达，干扰犔犺狓８后结果相反。

总之，犔犺狓８过表达能够抑制ＳＫＯＶ３细胞增

殖、迁移、侵袭，反之，干扰犔犺狓８能够促进细胞增

殖、迁移和侵袭，并且能够下调 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９

的蛋白表达；这一研究结论将为进一步研究卵巢癌

转移机制提供依据。
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