
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）１１１０３１０４ 论著

Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１和Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路在卵巢癌浸润中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨鸟嘌呤核苷酸交换因子Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１酶和鸟嘌呤核苷酸交换因子Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１酶信号通路在卵
巢癌浸润中的可能作用。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｏｃｋ１８０沉默的卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３中 Ｃ３Ｇ的表达，验证上皮性卵巢癌
组织中Ｄｏｃｋ１８０与Ｃ３Ｇ的表达相关性；免疫组化比较卵巢癌组织中Ｄｏｃｋ１８０与Ｃ３Ｇ的表达趋势；免疫荧光观察ＳＫＯＶ３中
Ｄｏｃｋ１８０与Ｃ３Ｇ及它们各自的下游蛋白Ｒａｃ１／Ｒａｐ１的定位。结果　Ｄｏｃｋ１８０基因沉默的细胞中 Ｃ３Ｇ表达明显增强（Ｐ＜
０．０５）；Ｄｏｃｋ１８０与Ｃ３Ｇ在卵巢癌组织中的表达呈现相反趋势（Ｐ＜００５）；Ｃ３Ｇ／Ｄｏｃｋ１８０均主要分布于细胞质，下游效应蛋
白Ｒａｐ１／Ｒａｃ１在细胞膜和细胞质都有表达，但Ｒａｐ１以细胞质为主，而Ｒａｃ１可以伸展至细胞膜及细胞膜皱褶。结论　卵巢
癌细胞和组织中Ｃ３Ｇ与Ｄｏｃｋ１８０表达呈相反趋势，下游蛋白 Ｒａｐ１与 Ｒａｃ１在细胞内的定位分布差异，可能与 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１
和Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路在卵巢肿瘤浸润中的不同作用有关。
　　［关键词］　鸟嘌呤核苷酸释放因子２；ｒａｐ１ＧＴＰ结合蛋白质类；卵巢肿瘤；肿瘤细胞，培养的；肿瘤浸润
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　　浸润和转移是影响上皮性卵巢癌预后的最主要因
素之一，而肿瘤细胞内的各种信号通路在肿瘤的浸润

和转移过程中扮演着重要的角色。在人类的许多恶性

肿瘤中，信号接合物 Ｃｒｋ在其 ｍＲＮＡ及蛋白水平出现
了高表达［１］。与 Ｃｒｋ结合的下游效应分子主要有
Ｄｏｃｋ１８０和Ｃ３Ｇ，二者分别是小分子ＧＴＰ连接酶 Ｒａｃ１
和Ｒａｐ１的鸟嘌呤核苷交换因子（ｇｕａｎｉｎｅｅｘｃｈａｎｇｅ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＥＦ）［２－３］。鸟嘌呤核苷酸交换因子参与将跨膜
受体和细胞内ＧＴＰａｓｅ家族成员联系起来的信号通路，
从而调控许多细胞作用，如细胞增殖、分化、黏附、凋亡

等。研究［４］证实，Ｒａｐ１和Ｒａｃ１在细胞的迁移、黏附等
方面发挥重要作用。Ｒａｐ１与整合素介导的黏附、扩散
和迁移密切相关［５］，而 Ｒａｃ１是板状伪足形成所必需
的［６］。前期的研究［７－８］明确显示 Ｃｒｋ在卵巢癌浸润、
转移等致肿瘤作用中的意义，并发现 Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０／
Ｒａｃ１参与了卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３细胞的增殖、转移
和侵袭。本研究对前期工作［７－８］构建之Ｄｏｃｋ１８０表达
缺失性 ＳＫＯＶ３细胞中 Ｃｒｋ的另一个下游结合分子
Ｃ３Ｇ进行检测发现其表达有增强，之后对卵巢癌组织
中该两个指标的表达水平及细胞定位进行了检测，拟

阐明 Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１和 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１信号途径在卵巢癌
浸润中的可能作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　细胞来源　　卵巢浆液性囊腺癌细胞株 ＳＫＯＶ３购于
重庆医科大学病理学教研室，且在前期工作中，本课题组已建

立了ＳＫＯＶ３Ｄｏｃｋ１８０ＲＮＡｉ稳定转染细胞株，空载体（Ｅｍｐｔｙ）
和阴性质粒（ＮＴ）转染细胞株［８］。

１．１．２　组织标本来源　　选取重庆医科大学附属第一医院妇
产科２００９年９月至２０１０年８月手术切除的卵巢标本，其中浆
液性卵巢癌组织标本１２例，患者平均年龄５２岁；卵巢良性肿
瘤组织标本１０例，患者平均年龄４９岁；另选同期因子宫肌瘤
而需行卵巢切除的正常卵巢组织标本１０例，患者平均年龄５３
岁。标本切除离体立即置于液氮中保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测；用于免疫组织化学检测的石蜡包埋块来自重庆医科大学病

理科。所有标本的病理诊断均由病理科医师阅片证实。所有

患者的临床病历资料均完整收集。

　　卵巢癌患者均未合并其他系统恶性肿瘤，术前未进行放化疗。
标本收集均在获得患者知情同意并签订知情同意书后进行。

１．１．３　主要试剂　　鼠抗 Ｄｏｃｋ１８０单克隆抗体、兔抗 Ｃ３Ｇ单
克隆抗体、鼠抗Ｒａｃ１单克隆抗体、兔抗Ｒａｐ１单克隆抗体、兔抗
βａｃｔｉｎ多克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＳＰ免疫组化试
剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物有限公司；
ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞实验
１．２．１．１　细胞培养　　实验所用细胞分为 ＳＫＯＶ３野生型组
（ＷＴ组）、空载体转染组（Ｅｍｐｔｙ组）、阴性质粒转染组（ＮＴ组）、

Ｄｏｃｋ１８０沉默组（Ｄｏｃｋ１８０ｉ１组、Ｄｏｃｋ１８０ｉ２组），均于３７℃、含５％
ＣＯ２的混合气体培养箱中，用含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青
霉素、１００Ｕ／ｍｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基常规培养，０．０２％
ＥＤＴＡ＋０．２５％胰酶消化传代，取对数生长期细胞进行实验。
１．２．１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　裂解各组细胞提取总蛋白，用
Ｂｉｏｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。每个上样孔取６０μｇ总蛋白进行聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转膜，５％脱脂奶粉室温封闭
９０ｍｉｎ后加一抗 ４℃过夜，弃去一抗后加入二抗，室温孵育
１ｈ，ＥＣＬ显色。用凝胶成像仪照相后保存图片，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
图像分析软件计算各组蛋白条带的灰度值。每种蛋白条带的

灰度值与内参灰度值的比值代表该种蛋白的相对表达量。

１．２．１．３　免疫荧光染色　　将 ＳＫＯＶ３细胞培养于０．８ｃｍ×
０．８ｃｍ的盖玻片上，于３７℃、含５％ ＣＯ２的混合气体培养箱中
生长２４ｈ后，４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，３７℃封闭３０ｍｉｎ，
一抗４℃过夜，二抗 ＴＲＩＴＣ标记（红色荧光）的羊抗兔以及
ＦＩＴＣ标记（绿色荧光）的羊抗鼠抗体，先后分别室温孵育１ｈ，
封片，激光共聚焦显微镜下观察荧光染色结果，并照相记录。

１．２．２　组织标本检测　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测卵巢癌组织
相关信号蛋白的表达，并选取卵巢上皮性良性肿瘤及正常卵巢

组织进行比较。

１．２．３　免疫组织化学染色方法　　采用免疫组化 ＳＰ法，
４μｍ石蜡连续切片，常规脱蜡、水化，一抗４℃过夜，二抗３７℃
孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性树脂封片，光镜下观
察，成像。以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，以已知卵巢癌阳性切
片作阳性对照。结果判定：Ｃ３Ｇ、Ｄｏｃｋ１８０蛋白定位于细胞质和
细胞膜，以出现明显的棕黄色颗粒细胞判定为阳性。采用 Ｂｉｏ
ｓｅｎｓＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｓＶ１．６软件分析阳性产物光密度值。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间
均数比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　Ｄｏｃｋ１８０沉默的卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３中Ｃ３Ｇ的表达
　　如图 １所示：与 ＷＴ组、Ｅｍｐｔｙ组、ＮＴ组相比，Ｄｏｃｋ１８０ｉ１
组、Ｄｏｃｋ１８０ｉ２组细胞中Ｄｏｃｋ１８０表达水平下降，而Ｃ３Ｇ的表达
明显增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而在ＷＴ组、Ｅｍｐｔｙ
组、ＮＴ组之间均未发现明显差异（Ｐ＞０．０５）。
２．２　卵巢癌组织中两条信号途径中相关信号蛋白

Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１以及Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１蛋白的表达
　　与卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织相比，卵巢癌组织中
Ｄｏｃｋ１８０的表达呈现上调（Ｐ＜０．０５），见图２Ａ、Ｂ。Ｃ３Ｇ的表达
水平则不完全一致。我们观察到二者在卵巢癌中的表达呈相

反趋势，在Ｄｏｃｋ１８０表达水平较强的卵巢癌组织内，其 Ｃ３Ｇ的
表达偏低（本实验检测的 １２例卵巢癌组织中有 ７例）；而在
Ｄｏｃｋ１８０表达水平最低的卵巢癌组织中，其 Ｃ３Ｇ表达较强（本
实验检测的１２例卵巢癌组织中有５例），见图２Ｃ。而在卵巢
癌、卵巢良性肿瘤、正常卵巢组织中，Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０的下游信
号分子 Ｒａｐ１和 Ｒａｃ１的表达水平未发现明显差异［Ｒａｐ１：
（０８９０±０．０４８）ｖｓ（０．８７９±０．０５０）ｖｓ（０．８５３±０．０２２），
Ｒａｃ１：（０．８１４±０．０１９）ｖｓ（０．８０８±０．０２０）ｖｓ（０．８０６±０．０１２），
Ｐ＞０．０５］。
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１：ＷＴ组；２：Ｅｍｐｔｙ组；３：ＮＴ组；４：Ｄｏｃｋ１８０ｉ１组；５：Ｄｏｃｋ１８０ｉ２组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＴ、Ｅｍｐｔｙ、ＮＴ组
比较

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｏｃｋ１８０表达缺失的卵巢癌细胞
ＳＫＯＶ３中Ｃ３Ｇ的表达

２．３　免疫组化观察Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０蛋白在卵巢癌组
织中的表达

　　Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０蛋白阳性染色都集中于细胞质和细胞膜，
呈棕黄色颗粒状，如图 ３。在 Ｃ３Ｇ表达较少的标本 １中，
Ｄｏｃｋ１８０的表达较强（Ｃ３Ｇ：０．４３２±０．０４０，Ｄｏｃｋ１８０：０．５７２±
０．０３０）；而在Ｃ３Ｇ表达较强的标本２中，Ｄｏｃｋ１８０的表达则相
对较弱（Ｃ３Ｇ：０．６６７±０．０２０，Ｄｏｃｋ１８０：０．４４０±０．０３２），差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３中 Ｃ３Ｇ／Ｄｏｃｋ１８０及 Ｒａｐ１／

Ｒａｃ１的定位
　　通过免疫荧光技术对 Ｃ３Ｇ／Ｄｏｃｋ１８０及 Ｒａｐ１／Ｒａｃ１进行荧
光标记，然后在激光共聚焦显微镜下进行观察（图 ４），发现
Ｃ３Ｇ／Ｄｏｃｋ１８０均主要定位于细胞质，Ｒａｐ１（红色）和 Ｒａｃ１（绿
色）在细胞质和细胞膜都有表达，但Ｒａｐ１的表达在细胞质更为
明显，而Ｒａｃ１可以延伸至细胞膜的特化结构如细胞膜褶皱，如
图４Ｅ箭头所示。

３　讨论

　　类Ｒａｓ家族成员，如Ｒａｐ１等作为分子开关参与调
节多种信号通路，包括细胞的增殖、分化、形态发生和凋
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　１～４：卵巢癌组织；５：卵巢良性肿瘤组织；６：正常卵巢组织；Ｂ：３种组织中Ｄｏｃｋ１８０、Ｃ３Ｇ蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０５，
与卵巢癌组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与正常卵巢组织比较；Ｃ：１２例卵巢癌组织中Ｄｏｃｋ１８０、Ｃ３Ｇ蛋白表达趋势相反　ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｄｏｃｋ１８０表达水平较强的７例卵巢癌卵巢癌组织比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测卵巢癌、卵巢良性肿瘤和正常卵巢组织中Ｄｏｃｋ１８０、Ｃ３Ｇ的表达
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Ａ：标本１Ｃ３Ｇ表达；Ｂ：标本１Ｄｏｃｋ１８０表达；Ｃ：标本２Ｃ３Ｇ表达；Ｄ：标本２Ｄｏｃｋ１８０表达
图３　Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０在卵巢癌组织中的表达　（ＳＰ×４００）
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Ａ：Ｃ３Ｇ；Ｂ：Ｄｏｃｋ１８０；Ｃ：Ｒａｃ１；Ｄ：Ｒａｐ１；Ｅ：Ｃ、Ｄ图合成图　↑：细胞膜褶皱
图４　激光共聚焦显微镜下观察Ｃ３Ｇ／Ｄｏｃｋ１８０及Ｒａｐ１／Ｒａｃ１在ＳＫＯＶ３细胞的亚细胞定位　（×８００）
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亡等过程。有研究发现 Ｒａｐ１过度表达可以抑制 Ｒａｓ
的转化作用，而且在Ｃ３Ｇ逆转化成功的细胞中分离得
到的 Ｃｒｋ突变细胞株还提示正常 ＣｒｋＣ３ＧＲａｐ１信号
通路可能有着抗转化的机理［９］。另有人发现在大鼠

膀胱癌细胞 ＮＢＴⅡ中 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１信号通路的激活引
起了ｐａｘｉｌｌｉｎ／Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０复合物以及Ｒａｃ１酶活性的
降低［１０］。我们的前期研究［８］发现在 ＳＫＯＶ３细胞中
Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路可以促进细胞的生长和
迁移，从而促进侵袭和转移。而 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１在卵巢癌
中的作用国内外未见有报道。

　　为明确 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１和 Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１两条信号通
路在卵巢癌细胞中的关系，我们使用了本课题组前期

构建的 ＳＫＯＶ３Ｄｏｃｋ１８０ＲＮＡｉ稳定转染细胞株，检测
在Ｄｏｃｋ１８０基因沉默的条件下，Ｃ３Ｇ表达水平的变化。
结果发现，在Ｄｏｃｋ１８０基因沉默的细胞株中，Ｃ３Ｇ的表
达水平明显升高；而在没有进行沉默的野生型细胞株

和转入空质粒和阴性质粒的ＳＫＯＶ３细胞株中，Ｃ３Ｇ的
表达水平则呈低水平表达。为证实在卵巢癌中二者这

种表达关系存在普遍性，我们通过蛋白质印迹法检测

了卵巢癌组织中 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１和 Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１两条信
号途径中Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０的表达，结果发现与良性卵
巢肿瘤和正常卵巢组织相比，卵巢癌中的 Ｄｏｃｋ１８０表
达水平上调。而 Ｄｏｃｋ１８０表达最强的卵巢癌组织中，
其Ｃ３Ｇ表达水平最低，而Ｃ３Ｇ表达多的组织，Ｄｏｃｋ１８０
的表达较少，即在卵巢癌组织中二者的表达趋势也相

反，提示二者在卵巢癌的生长、浸润和迁移等过程中可

能起着相反的作用。本研究主要在细胞水平探讨

Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１和 Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１两条信号途径在卵巢癌
恶性浸润行为中的可能作用。至于二者在不同卵巢癌

组织中的表达相关性是否预示着肿瘤不同的恶性程度

及预后，还需扩大样本量并结合患者临床病理资料及

预后随访结果进一步加以验证。

　　实验过程中我们还发现，Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０的下游效
应蛋白Ｒａｐ１和Ｒａｃ１的表达水平似乎并没有明显的改
变，提示卵巢癌细胞中作为Ｒａｐ１和Ｒａｃ１被激活产生效
应可能主要靠上游的鸟嘌呤核苷酸交换因子 Ｃ３Ｇ和
Ｄｏｃｋ１８０的作用。我们采用免疫荧光分别标记 Ｃ３Ｇ／
Ｄｏｃｋ１８０以及Ｒａｐ１／Ｒａｃ１，通过激光共聚焦显微镜观察
到，Ｃ３Ｇ和 Ｄｏｃｋ１８０都主要位于在卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３
细胞质，Ｒａｐ１和Ｒａｃ１在细胞膜和细胞质中都有表达，
但存在区别：Ｒａｐ１的表达定位主要限于细胞质，相比之
下Ｒａｃ１的表达在细胞膜，尤其是细胞膜的特化结构如
细胞膜褶皱表达更为明显，而且主要在细胞伸展的前缘

聚集，这与前人的发现是一致的［１１－１２］。我们可以推测，

Ｒａｐ１和Ｒａｃ１在细胞的迁移、黏附等方面发挥的作用不
同，可能正是由其亚细胞定位不同所导致。

　　有研究发现，Ｒａｐ１的激活参与了上皮的形成［１０］，

而这与上皮间质的恶性转化过程正好相反［１３］，由此

我们推测Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１信号途径可能具有内在的肿瘤抑
制作用，而卵巢癌中 Ｄｏｃｋ１８０基因表达的增强以及其
介导之 Ｒａｃ１酶活性的激活可能抑制了 Ｃ３Ｇ的表达，
从而抑制了由其介导之 Ｒａｐ１酶活性，这可能就是卵
巢癌癌变的重要机理之一。

　　综上所述，在卵巢癌组织与细胞中，Ｄｏｃｋ１８０与
Ｃ３Ｇ的表达呈相反趋势，二者可能通过相互抑制作用
来影响卵巢癌的发生、发展；而 Ｒａｐ１和 Ｒａｃ１分别作
为Ｃ３Ｇ和Ｄｏｃｋ１８０的下游效应因子，二者在亚细胞结
构中分布的差异，可能是导致卵巢癌中 Ｃ３Ｇ／Ｒａｐ１和
Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１两个信号通路最终功能差异的重要原
因。对二者相互作用机理的深入探讨，可能为卵巢癌

的治疗提供新的思路。
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