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［摘　要］目的：探讨短发夹ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）干扰趋化因子受体４（ＣＸＣＲ４）表达对卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３侵袭能
力及细胞凋亡的影响。方法：将带有绿色荧光蛋白的慢病毒载体转染卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３，设计特异 ｓｈＲＮＡ
将其连入慢病毒载体；测序及荧光显微镜下观察绿色荧光验证慢病毒载体构建并转染，利用ＲＴｑＰＣＲ检测转染
后细胞株中ＣＸＣＲ４的ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后细胞株中 ＣＸＣＲ４、促凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｂ细胞白血病２
基因（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌｘｌ及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＥ双染色流式细胞术检
测ＳＫＯＶ３细胞凋亡率，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测转染后卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３的侵袭力。结果：测序结果及微下见绿
色荧光蛋白表达，证实成功构建慢病毒载体并转染卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３，成功将特异ｓｈＣＸＣＲ４连入载体；ｓｈＣＸ
ＣＲ４组ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显低于ＮＣ组（Ｐ＜００５）；干扰细胞中ＣＸＣＲ４的表达能提高ＳＫＯＶ３细胞中Ｂａｘ
及Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达量，降低Ｂｃｌｘｌ与Ｂｃｌ２的蛋白表达，干扰后，ＳＫＯＶ３细胞凋亡率，ｓｈＣＸＣＲ４组细
胞凋亡率较ＣＯＮ组和ＮＣ组明显增高（Ｐ＜００５）；穿膜的细胞数明显减少，抑制率为５８９４％，差异有统计学意
义（Ｐ＜００１）。结论：慢病毒干扰载体ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）Ｐｕｒｏ转染卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３，可以下调细胞
株中ＣＸＣＲ４的表达，并能促进卵巢癌细胞的凋亡，并能有效地降低卵巢癌细胞的侵袭能力。
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　　卵巢癌是妇科发病率较高的恶性肿瘤之一，居
妇科肿瘤病死率的首位，一直威胁着妇女的生命健

康［１］。由于卵巢位居盆腔深部使得卵巢癌初期症

状不明显，且缺乏早期诊断依据，易造成浸润转移，

这也是卵巢癌病死率较高的首要原因。趋化因子

（Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ）是一类具备趋化活性的细胞因子，能被
肿瘤细胞所分泌，增进肿瘤细胞的侵袭和转移［２－５］。

趋化因子１２（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１２，ＣＸＣＬ１２），也称基
质细胞衍生因子（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ
１）与趋化因子受体４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸＣｍｏｔｉｆｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＣＸＣＲ４）构成 ＣＸＣＲ４／ＳＤＦ１生物轴，介导细胞
内信号的转导。有研究证实，ＣＸＣＲ４在卵巢癌细
胞中高表达［６］，并且在卵巢癌的浸润中有着重要

的作用。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是目
前分子生物领域兴起的一项干扰技术，能够特异的

降解相应基因的ｍＲＮＡ，使细胞的目的基因缺失或
使其表达量下调［７］；Ｂｃｌ２（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ／Ｌｙｍ
ｐｈｏｍａ２）与 Ｂａｘ（Ｂｃｌ２ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸＰｒｏｔｅｉｎ）基因
是目前已知的在凋亡过程中功能相互对立的一组

调控基因［８－９］，而半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３
（ｃａｓｐａｓｅ３）是凋亡过程中最关键的凋亡执行蛋白
酶，因此，３者的关系已成为进来研究细胞凋亡的
热点。本研究期望能够通过 ＲＮＡｉ技术下调 ＣＸ
ＣＲ４的表达，探讨短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，
ｓｈＲＮＡ）干扰 ＣＸＣＲ４的表达对卵巢癌细胞株 ＳＫ
ＯＶ３侵袭能力以及细胞凋亡的影响，以期为卵巢
癌的治疗找到一个新的靶点。

１　材料和方法

１１　细胞株与慢病毒载体
人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３购于北京北纳生物科

技有限公司；慢病毒载体 ｐＬＶｓｈＲＮＡＥＧＦＰ（２Ａ）
Ｐｕｒｏ，含Ｕ６启动子及绿色荧光蛋白基因，购自北京

英盛茂业生物有限公司。

１２　主要试剂
ＲＰＭＩ１６４０购自 Ｇｉｂｃｏ公司，胰酶购自 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自杭州四季青生物工程材
料有限公司，ＰＢＳ、青霉素／链霉素购自北京鼎盛茂
业生物有限公司，限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ、
Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、蛋
白裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒、一步法ＷＢ
（ＨＲＰ）快速二抗试剂盒（鼠）购自北京康为世纪生
物有限公司，Ｐｏｌｙｆｅｃｔｖ转染试剂购自北京英盛茂
业生物有限公司，去内毒素质粒抽提试剂盒购自美

国ＯＭＥＧＡ公司，封闭蛋白干粉购自博士德公司，
ＴＲＩＺＯＬ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＭｉｘ购自 ＴＯＹＯＢＯ公司，Ｂａｘ鼠抗人多克隆
抗体、Ｂｃｌ２鼠抗人多克隆抗体、Ｂｃｌｘｌ鼠抗人多克
隆抗体、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３兔抗人多克隆抗体购于
美国ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，含有基质胶的
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，引物合成及
基因测序由北京鼎盛茂业生物有限公司完成。

１３　实验分组
实验分为 ３组：ＣＯＮ组（空白组）转染 ｐＬＶ

ｓｈＲＮＡＥＧＦＰ（２Ａ）Ｐｕｒｏ的卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３，
ＮＣ组（阴性组）转染无义序列的ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧ
ＦＰ（２Ａ）Ｐｕｒｏ的卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３和 ｓｈＣＸＣＲ４
组 （实验组）转染ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）Ｐｕｒｏ卵
巢癌细胞株ＳＫＯＶ３。
１４　实验方法
１４１　ＣＸＣＲ４特异性干扰序列　Ｇｅｎｅｂａｎｋ检测
ＣＸＣＲ４（序列号 ＮＭ＿００３４６７）基因序列，ＴｈｅＲＮＡｉ
Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ网站设计干扰序列４条（其中１条为阴
性序列，３条为特异性干扰序列，）经美国国立生物
技术信息中心数据库进行序列检索，检测基因序列

无同源性后交由北京鼎盛茂业生物有限公司合成

（表１）。
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表１　Ｏｌｉｇｏ序列
Ｔａｂ．１　 Ｏｌｉｇｏｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｏｌｉｇｏ ５′－３′
ｓｈＣＸＣＲ４－１Ｆ ＴＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡＴＴＧＣＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＧＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＴＴＴＴＴＣ
ｓｈＣＸＣＲ４－１Ｒ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡＴＴＧＣＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＧＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＡ
ｓｈＣＸＣＲ４－２Ｆ ＣＣＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴＴＡＡＣＴＧＧＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＴＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＣＸＣＲ４－２Ｒ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴＴＡＡＣＴＧＧＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＴＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧ
ｓｈＣＸＣＲ４－３Ｆ ＣＣＧＧＧＣＴＧＣＣＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＧＧＧＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＣＣＣＡＡＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＣＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＣＸＣＲ４－３Ｒ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＣＣＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＧＧＧＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＣＣＣＡＡＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＣ
ｓｈＣＸＣＲ４－ＮＦ ＣＣＧＧＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣＡＣＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＧＧＧＡＡＧＣＧＴＧＡＴＧＡＣＡＡＡＧＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＣＸＣＲ４－ＮＲ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＣＴＴＴＧＴＣＡＣＡＴＣＧＣＴＴＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＣＧＴＧＡＴＧＡＣＡＡＡＧ

１４２　构建 ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）Ｐｕｒｏ载体、
病毒的包装及滴度测定　将合成的ＣＸＣＲ４干扰序
列互补双链退火，慢病毒载体 ｐＬＶｓｈＲＮＡＥＧＦＰ
（２Ａ）Ｐｕｒｏ进行ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切，将退火的
双链连入酶切的载体，转化 ＤＨ５α感受态细菌，挑
取克隆送测序。测序无误后进行病毒包装及滴度

的测定。

１４３　细胞培养　卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３于 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基中常规培养，细胞呈贴壁生长，２～
３ｄ换液传代，取对数生长期细胞用于实验。
１４４　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达　取对数生长期的ＳＫ
ＯＶ３细胞，细胞密度为１×１０１０／Ｌ进行转染。病毒
滴度为１×１０９ＴＵ／Ｌ，按 ＭＯＩ＝病毒滴度 ×需加入
的体积／细胞浓度，在３组细胞中分别加入５０μＬ病
毒液，常规培养６ｈ后再次加入培养基。转染前先
计数细胞数，转染２４ｈ后，利用荧光显微镜观察细
胞内ＧＦＰ表达，ＧＦＰ阳性细胞表达绿色荧光，计数
ＧＦＰ阳性细胞，选取转染效率高的一组 ＣＸＣＲ４阳
性序列进行下一步实验。转染２４ｈ后以 ＴＲＩＺＯＬ
法提取总 ＲＮＡ进行逆转录，并进行定量 ＰＣＲ反
应。待测基因引物序列ＣＸＣＲ４Ｆ为ＧＧＴＣＴＡＴＧＴ
ＴＧＧＣＧＴＣＴＧＧＡＴ，Ｒ为 ＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＴ
ＴＧＡＧβａｃｔｉｎＦ为 ＣＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧ，Ｒ
为ＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ。
１４５　ＣＸＣＲ４、Ｂａｘ、ＢＣＬｘｌ、Ｂｃｌ２及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
３蛋白表达　将转染后的３组细胞常规培养２４ｈ后
收集细胞，ＢＣＡ试剂盒对细胞裂解进行蛋白定量，
并测定总蛋白浓度，以３０μＬ／泳道上样，按常规方
法进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１４６　ＳｉＲＮＡ对 ＳＫＯＶ３细胞凋亡的影响　消化
收集各组细胞，细胞浓度约为１×１０７个／Ｌ，用 ＰＢＳ
重悬细胞，吹打均匀后加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ溶液混匀，室
温避光孵育１０～１５ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ洗涤细胞，重悬

细胞，加入ＰＥ染色细胞，４℃下避光孵育２０ｍｉｎ，
流式细胞仪分析凋亡率。

１４７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞侵袭能力　将 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室放入培养板中，在上室加入３００μＬ预
温的无血清培养基，室温下静置１５～３０ｍｉｎ，使基
质胶再水化，２０ｍｉｎ后吸去培养液。病毒转染细胞
后常规培养２４ｈ，撤去培养基中的血清使细胞饥饿
１２ｈ，调整细胞密度至 １×１０８个／Ｌ，不超过５×１０８

个／Ｌ，上室加入细胞悬液，下室加入含有趋化因子
及血清的培养基，常规培养２４ｈ后，弃去培养液，
ＰＢＳ清洗滤膜表面，固定细胞，倒置 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，自然风干后细胞染色计数。

１５　统计学方法
全部数据经软件ＳＰＳＳ１１５进行统计学分析，

计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较用
单因素方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）ｐｕｒｏ载体测序

将插入干扰序列的载体送测序，测序结果与设

计的靶序列完全相符（图 １），表明靶向沉默基因
ｓｈＣＸＣＲ４表达载体构建成功。
２２　ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）ｐｕｒｏ转染ＳＫＯＶ３

载体 ｐＬＶｓｈＣＸＣＲ４ＥＧＦＰ（２Ａ）ｐｕｒｏ携带绿色
荧光表达基因，在荧光显微镜下观察到绿色荧光表

达。选取转染效率较高的 ｓｈＣＸＣＲ４３组（图２）及
ＮＣ组进行下一步实验。
２３　特异性 ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ对 ＳＫＯＶ３细胞 ＣＸ
ＣＲ４ｍＲＮＡ表达的抑制作用

ＲＴｑＰＣＲ和２－ΔΔＣＴ法分析ＳＫＯＶ３中ＣＸＣＲ４
的ｍＲＮＡ相对表达量，ｓｈＣＸＣＲ４组较ＮＣ组的ｍＲ
ＮＡ的表达量降低，差异有统计学意义（Ｐ＝００２）；
ＮＣ组与ＣＯＮ组比较，差异无统计学意义（图３）。
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图１　构建的ｓｈＣＸＣＲ４表达载体测序结果
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｅｄｉｕｍｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｈＣＸＣＲ４

注：Ａ为转染前倒置显微镜下ＳＫＯＶ３细胞，Ｂ为转染２４ｈ后荧光显微镜下ＳＫＯＶ３细胞

图２　慢病毒干扰载体转染ＳＫＯＶ３细胞 （１０×）
Ｆｉｇ．２　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ

（１）与ＮＣ组相比，Ｐ＜００５

图３　ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ对卵巢癌ＳＫＯＶ３
细胞ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ

２４　特异性 ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ对 ＳＫＯＶ３细胞 ＣＸ
ＣＲ４、Ｂａｘ、Ｂｃｌｘｌ、Ｂｃｌ２及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表
达的影响

与ＮＣ组比较，ｓｈＣＸＣＲ４组 ＣＸＣＲ４蛋白表达
水平明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；

ＣＯＮ组与 ＮＣ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），见图４；与 ＮＣ组比较，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
３蛋白表达升高，而 Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ蛋白表达水平降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图５。
２５　下调ＣＸＣＲ４对ＳＫＯＶ３细胞凋亡的影响

通过 ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＥ双重标记后上流式检测
结果显示，ｓｈＣＸＣＲ４组转染后凋亡率（１３５３±
２６９）％较ＣＯＮ组（４９７±１７１）％和ＮＣ组（４６３
±１１０）％明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而ＣＯＮ组及ＮＣ组的细胞凋亡率分布无统
计学意义（Ｐ＞００５），见图６。
２６　干扰ＣＸＣＲ４表达对卵巢癌细胞侵袭能力的
影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测干扰 ＣＸＣＲ４表达后，细胞
的穿膜数，ｓｈＣＸＣＲ４组每视野为 （２２１８４±
２１８５），抑制率为 ５８９４％，抑制率明显高出 ＮＣ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＮＣ组（５７１３３
±３２１４）抑制率为 －５７８％，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５），ｓｈＣＸＣＲ４组 ＳＫＯＶ３细胞的穿膜数较
ＮＣ组明显降低（Ｐ＜００５），见图７。
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（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图４　ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞ＣＸＣＲ４蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图５　Ｂａｘ与Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平
Ｆｉｇ．５　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＣＸＣＲ４，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎｓＢａｘ与Ｂｃｌ２，Ｂｃｌｘｌａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

图６　ＳＫＯＶ３细胞凋亡率（ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＥ双标流式细胞仪）
Ｆｉｇ．６　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＳＫＯＶ３

３　讨论

卵巢癌是女性生殖系统肿瘤，发病率较高，占

女性恶性肿瘤的五分之一，因其易发生浸润及远处

转移，致死率位居妇科肿瘤的首位，５年存活率低

于５０％［１０］。趋化因子能够增加内皮细胞的聚集，

下调免疫监视，调整肿瘤细胞的外形从而使肿瘤细

胞躲避免疫监视，增进自身的发展，以此获取远处

转移能力［１１］；ＣＸＣＲ４能产生趋化性，并伴随着细
胞重排、肌动蛋白聚合、极化、形成伪足和黏附作

用，影响肿瘤的发生和发展［１２］，ＣＸＣＲ４在多种恶
７５６
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图７　干扰ＣＸＣＲ４表达后ＳＫＯＶ３细胞的穿膜数（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室）
Ｆｉｇ．７　ＴｒａｎｓｗｅｌｌｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４

性肿瘤中被检测出，且存在高表达，被证实与肿瘤

的浸润转移密切相关［１３］。研究发现，正常卵巢组

织及卵巢良性肿瘤中较少或无 ＣＸＣＲ４表达，而在
卵巢上皮性囊腺癌及其转移灶中存在ＣＸＣＲ４的高
表达，且在卵巢癌转移灶中表达趋势明显高于原发

灶［１４］；并且与卵巢癌淋巴结的转移存在正相

关［１５－１６］。本研究采用卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３进行
实验，证实了在卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３上存在 ＣＸ
ＣＲ４的高表达，并且该表达能够被特异性干扰片段
下调。这与蒋玉萍等［１７］采用 ＣＸＣＲ４阻断剂在体
外能够阻断其表达相一致，这表明，在卵巢癌细胞

上高表达的 ＣＸＣＲ４能够被特异性 ＳｉＲＮＡ及 ＣＸ
ＣＲ４拮抗剂下调。

细胞凋亡是由基因控制的细胞自主的有序性

死亡，细胞凋亡与胚胎发育、自身免疫耐受、肿瘤发

生、病毒感染等生理、病理过程密切相关。细胞凋

亡可通过流式细胞仪、ＤＮＡ凝胶电泳等多种方法
检测。在细胞凋亡过程中，Ｂｃｌ家族成员起着至关
重要的作用。其分为２大类，一类是抗凋亡的主要
有Ｂｃｌ２，Ｂｃｌｘｌ，另一类是促细胞死亡的，主要包括
Ｂａｘ，ＢｃｌＸＳ等，Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ是目前研究较深入的
凋亡调控基因，Ｂｃｌ２是凋亡抑制基因，其活性增
高，可抑制细胞凋亡，延长细胞生命［１８］。Ｂａｘ是一
种促凋亡基因，抑制细胞增值，因此通过这两种基

因表达的检测，能反映出细胞的凋亡［１９］。本实验

通过流式细胞仪检测细胞凋亡结果显示，在下调

ＣＸＣＲ４的表达后，ｓｈＣＸＣＲ４组的细胞凋亡率
（１３５３±２６９）％明显高于ＮＣ组（４６３±１１０）％
及ＣＯＮ组（４９７±１７１）％，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），而在ＷＢ检测Ｂａｘ、Ｂｃｌｘｌ、Ｂｃｌ２及ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的结果中得出，在 ｓｈＣＸＣＲ４组
抗凋亡基因 Ｂｃｌ２及 Ｂｃｌｘｌ的蛋白表达较 ＣＯＮ组
及ＮＣ组明显减少，而 Ｂａｘ在 ｓｈＣＸＣＲ４的表达则
反之；凋亡是一个发生在由 ｃａｓｐａｓｅ家族成员介导
的蛋白酶级联反应过程，即 ｃａｓｐａｓｅ在凋亡信号的

作用下，启动型 ｃａｓｐａｓｅ先通过结合特异辅因子而
激活，发挥水解蛋白的作用，从而激活下游效应型

ｃａｓｐａｓｅ，一旦效应ｃａｓｐａｓｅ被激活，便大范围的水解
细胞内靶物质，从而降解细胞内蛋白，最终使细胞

不可逆走向死亡［２０］，而 ｃａｓｐａｓｅ３就位于级联反应
的下游，执行剪切细胞结构蛋白的作用，直接使细

胞发生死亡；在本实验中，下调 ＣＸＣＲ４后，ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３被激活，降解肿瘤细胞内蛋白，促使细胞
凋亡的发生。Ｋａｔｋｏｏｒｉ［２１］的研究显示，在实验中利
用ＣＸＣＲ４的拮抗剂下调ＣＸＣＲ４后，能够诱导乳腺
癌细胞及直肠癌细胞的凋亡，并能有效地降低其增

殖与迁移能力；在Ｈａｍｄａｎ［２２］对尤文氏肉瘤的研究
中，利用ＡＭＤ３１００拮抗ＣＸＣＲ４的表达能够引起骨
髓细胞的凋亡的同时能够减少肿瘤血管的灌注；我

们的结果与其他的研究结果相同，下调 ＣＸＣＲ４可
诱导细胞的凋亡。

ＣＸＣＲ４在卵巢癌中的作用还与其促进肿瘤细
胞的转移和侵袭能力有关［２３］。细胞外基质是肿瘤

转移的重要屏障，其主要由基底膜和细胞间质组

成。ＣＸＣＲ４可以诱导动员细胞内钙离子，活化细
胞外信号调节激酶（ＥＲＫ１／２），使 ＭＭＰ９分泌增
加，ＩＶ型胶原酶纤维被降解，破坏基底膜并诱导新
生血管的形成，肿瘤局部的微环境被重新建立，使

肿瘤细胞更易获得转移性［２４］。本研究在实验中下

调了卵巢癌细胞上 ＣＸＣＲ４的表达，在此基础上又
进行了侵袭能力的检验，ｓｈＣＸＣＲ４组细胞穿膜数
（２２１８４±２１８５），与ＣＯＮ组 （５４０１８±２３６８）及
ＮＣ组（５７１３３±３２１４）相比明显减少，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１）；由此可得出，肿瘤细胞上
ＣＸＣＲ４的表达降低后其侵袭能力较未干扰前有了
明显降低，这与之前关于下调 ＣＸＣＲ４降低肿瘤细
胞侵袭能力的研究结论相符。

卵巢癌是妇科高发的恶性肿瘤之一，治疗后易

复发的特点是临床治疗的一个难点。本研究表明，

利用特异性ｓｈＲＮＡ能够对ＣＸＣＲ４进行有效干扰，
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这或许能成为卵巢癌治疗的一个新的理论依据。
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ａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｃｏｌｏｎａｎｄ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５（２９）：５８２１－５８２５．

［２２］ＨａｍｄａｎＲ，ＺｈｏｕＺ，ＫｌｅｉｎｅｒｍａｎＥＳ．ＢｌｏｃｋｉｎｇＳＤＦ１α／
ＣＸＣＲ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓＰＤＧＦＢａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｄｅｒｉｖｅｄｐｅｒｉｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｔｕｍｏｒｖａｓｃｕｌａｒｅｘｐａｎ
ｓｉｏｎｉｎＥｗｉｎｇｔｕｍｏｒｓ．［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｎｃｅｒＴｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃｓ，２０１４（２）：４８３－４９１．

［２３］张焱，李巧玉，袁志诚，等．缺氧诱导因子１α对恶性
肿瘤细胞侵袭性生长的影响［Ｊ］．中华实验外科杂
志，２０１１（２）：２５８－２６０．

［２４］ＫｒｏｏｋＭＡ，ＮｉｃｈｏｌｌｓＬＡ，ＳｃａｎｎｅｌｌＣＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓｉｎ
ｄｕｃｅｄＣＸＣＲ４ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｅｗｉｎｇ
ｓａｒｃｏｍａ．［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４（６）：
６０１－６０６．

（２０１６－０３－０５收稿，２０１６－０５－２１修回）
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