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Ｒａｃ１蛋白在卵巢癌组织中的表达及其对卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３增殖及迁移的作用
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　　［摘要］　目的　研究Ｒａｃ１蛋白在人卵巢浆液性腺癌组织中的表达及其对卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３恶性增殖和迁移的
影响。方法　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人卵巢浆液性腺癌组织、卵巢良性浆液性囊腺瘤组织及卵巢正常组织中Ｒａｃ１蛋白的表达
水平；构建Ｒａｃ１表达缺失的细胞株 ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ；分别用细胞划痕实验、ＭＴＴ及平板克隆实验检测 ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞迁
移能力、细胞增殖及克隆形成能力。结果　 卵巢浆液性腺癌组织中Ｒａｃ１蛋白表达水平显著高于卵巢良性浆液性囊腺瘤
组织［（０．８９±０．１７）ｖｓ（０．６９±０．２４），Ｐ＜０．０５］和卵巢正常组织［（０．８９±０．１７）ｖｓ（０．７２±０．１２），Ｐ＜０．０５］；与亲代细
胞相比，ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞表现出迁移能力减弱（Ｐ＜０．０５）和增殖能力明显受限（Ｐ＜０．０５）。结论　 Ｒａｃ１在人卵巢浆液
性腺癌组织中呈高表达，其可能是通过影响细胞迁移能力及细胞的增殖而促进卵巢癌细胞的恶性生物行为。
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　　卵巢癌是我国女性生殖系统中常见肿瘤，死亡率
高居妇科恶性肿瘤第１位［１］。由于缺乏有效的早期诊

断工具，大多数患者确诊时已经出现扩散转移［２］，因

此了解卵巢癌细胞扩散转移的机制至关重要。肿瘤细

胞的扩散转移是一个复杂的过程，其中包括肿瘤细胞

从原发灶的迁移及定居位点的增殖，而Ｒａｃ１蛋白在调
节细胞的迁移和增殖中起到关键作用［３］。Ｒａｃ１蛋白
在胰腺癌［４］、乳腺癌［５］、胃肠道肿瘤细胞系［６］及肝

癌［７］中高表达，其表达水平与肿瘤的转移呈正相关。
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但是尚少见有关Ｒａｃ１蛋白在卵巢癌中表达情况及其
作用的研究。本课题旨在研究 Ｒａｃ１在卵巢浆液性腺
癌组织中的表达情况，并通过体外实验研究其与卵巢

癌细胞株ＳＫＯＶ３迁移和增殖的关系，为卵巢癌的治疗
寻找新的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本来源　　收集我院２０１０年６月至２０１１年６月收
治的卵巢肿瘤标本３０例，其中卵巢浆液性腺癌组织２０例，卵
巢良性浆液性囊腺瘤组织１０例。并收集正常卵巢组织７例。
所有卵巢浆液性腺癌患者均为初治手术，术前未接受放化疗，

未合并其他系统恶性肿瘤。

１．１．２　细胞株　　人卵巢浆液性囊腺癌细胞株 ＳＫＯＶ３来自
于重庆医科大学基础医学院病理学教研室。

１．１．３　试剂　　ｐＳＲＧＦＰ／ｎｅｏ质粒购自美国 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公
司。阴性质粒 ｐＳＲＧＦＰ／ｎｅｏＮＴ质粒由课题组前期构建［８］。

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞来自于重庆医科大学附属第一医院实
验中心。Ｒａｃ１单克隆抗体为美国 ＭｅｒｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ、ａｃｔｉｎ抗体为
江苏碧云天、山羊抗鼠ＩｇＧ／ＨＲＰ二抗购于北京中杉金桥，其他
所用试剂均购于北京鼎国公司。

１．２　实验方法
１．２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人卵巢组织中 Ｒａｃ１蛋白的表达　　
裂解组织或细胞提取蛋白，免疫印迹检测目标蛋白条带，Ｑｕａｎ
ｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果。目的蛋白条带与β肌动蛋白条带光密
度的比值表示目的蛋白的相对表达量。

１．２．２　构建稳定转染细胞株　　设计的 ｓｉＲＮＡ靶序列由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）生物有限公司合成，连接入ｐＳＲＧＦＰ／ｎｅｏ质粒
获得目标质粒，转染细胞后经Ｇ４１８筛选获得稳定转染的细胞，
筛选细胞经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 Ｒａｃ１表达缺失细胞即为构建的
目的细胞株（ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ）。
１．２．３　细胞划痕实验　　将细胞分为实验组（ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ）
和野生组ＷＴ（野生型 ＳＫＯＶ３），分别取对数生长期细胞（５×
１０５／孔）种植于６孔板内，用含丝裂霉素Ｃ的培养基培养细胞，
并且用小无菌枪头在孔板底部划痕，换液后置于孵箱中培养，

分别在０、２４、４８、７２ｈ观察划痕变化，于在固定的范围取样拍
照，用直尺测量同一部位的划痕宽度的变化。

１．２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖　　收集对数生长期的细胞（野生
型ＷＴ、阴性对照组ＮＴ及实验组ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ），制备细胞悬液
（细胞浓度为１×１０４／ｍＬ），按每孔２×１０３个细胞接种。常规条
件下培养 ７ｄ，每天每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ（噻唑蓝）溶液
２０μＬ，培养４ｈ后更换为ＤＭＳＯ（二甲亚砜）２００μＬ，室温下低
速振荡１０ｍｉｎ。记录５７０ｎｍ波长处每孔的光密度值，绘制生
长曲线。

１．２．５　平板克隆形成实验（ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ）　　制备细
胞悬液后，每孔接种细胞１００个左右（重复４孔），常规条件下
培养１０～１４ｄ。４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，姬姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）
染色室温２５～３０ｍｉｎ。显微镜下观察，计数克隆（细胞数＞５０个
的细胞团），平均细胞克隆形成率＝（平均细胞克隆数／接种细
胞数）×１００％。重复３次。

１．３　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，组间均数比较进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　Ｒａｃ１蛋白在卵巢组织中的表达
　　如图１所示，在人卵巢浆液性腺癌组织、卵巢良性浆液性
囊腺瘤组织及卵巢正常组织中均检测到Ｒａｃ１蛋白的表达，其相
对表达水平为分别为（０．８９８２±０．１７１４）、（０．６９０７±０．２４４３）、
（０．７２３１±０．１１７３）。其中卵巢浆液性腺癌组织中 Ｒａｃ１蛋白
表达水平显著高于卵巢良性浆液性囊腺瘤组织及卵巢正常组

织，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而卵巢良性浆液性囊腺瘤
组织及卵巢正常组织中 Ｒａｃ１的表达水平接近，差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。
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１－３、６－８：卵巢浆液性腺癌组织；４：卵巢正常组织；５：卵巢良性浆
液性囊腺瘤组织

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｃ１蛋白在卵巢组织中的表达

２．２　构建Ｒａｃ１缺失性表达细胞株
　　为了沉默内源性 Ｒａｃ１的表达，我们采用了 ｓｉＲＮＡ干扰技
术。将设计合成的３条 Ｒａｃ１干扰片段分别与空质粒载体连
接，即合成重组质粒。重组质粒经过双酶切鉴定（图２Ａ）、测序
（上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物公司），以检测质粒是否构建成功。
　　将构建成功的３条 Ｒａｃ１干扰质粒分别转染细胞，７２ｈ后
提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各载体对 Ｒａｃ１蛋白的抑制率。
如图 ２Ｂ所示：与阴性质粒比较，１号片段质粒的抑制率为
１２５９％，２号片段质粒为５６．４８％，３号片段质粒为７３．６８％。
故选取载体抑制效果较好的３号片段质粒命名为ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ
在后续实验中使用。
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Ａ：重组质粒双酶切电泳结果　Ｍ：标准；１：阴性质粒；２：１号片段质
粒；３：２号片段质粒；４：３号片段质粒　　Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３个
干扰片段的干扰效果　１：野生型ＳＫＯＶ３；２：阴性质粒ＳＫＯＶ３；３：１号
Ｒａｃ１干扰质粒片段；４：２号 Ｒａｃ１干扰质粒片段；５：３号 Ｒａｃ１干扰
质粒片段

图２　构建Ｒａｃ１缺失性表达细胞株

２．３　ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞迁移能力的变化
　　与对照组相比，ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ实验组细胞迁移速率明显降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３、４。
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图３　倒置显微镜观察各时间点细胞划痕宽度的变化　（×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图４　划痕实验检测ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞迁移能力变化

２．４　ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞增殖能力的变化
　　为了研究Ｒａｃ１对ＳＫＯＶ３细胞增殖的影响，我们采用ＭＴＴ
和平板克隆形成实验来检测 ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞增殖的改变。
如图５所示，野生型组、对照组细胞增殖能力无显著差异（Ｐ＞
０．０５），ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ组和野生型组、对照组比较，细胞增殖速
度明显降低（Ｐ＜０．０５）。平板克隆实验结果提示：野生型组、对
照组、ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ组细胞克隆形成率分别为 ０．５２、０．４７、
００７，ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ组细胞克隆形成能力显著降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。上述结果表明，Ｒａｃ１表达降低后，ＳＫＯＶ３
细胞的增殖受到抑制。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与野生型（ＷＴ）及阴性对照组（ＮＴ）比较
图５　ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞生长曲线

３　讨论

　　与其他恶性肿瘤一样，超过９０％的卵巢癌患者最
终死于转移，对其转移机制的探讨就十分必要。Ｒａｃ
蛋白属于Ｒａｓ超家族中的Ｒｈｏ亚家族，含有３个亚型，
Ｒａｃ１、Ｒａｃ２、Ｒａｃ３。其中Ｒａｃ１蛋白广泛表达于机体各
组织，并可以结合或水解 ＧＴＰ核苷酸，从而在 ＧＴＰ结
合形式（活性形式）和ＧＤＰ结合形式（无活性形式）之
间进行相互转换［９］。活性形式的 Ｒａｃ１蛋白参与调节
细胞丝状伪足的生成以及膜皱缩，从而调节细胞的运

动［３，９－１０］。

　　前期我们已经证实 Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路
在卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３恶性潜能中的作用［８，１１－１２］，研

究发现Ｃｒｋ、Ｄｏｃｋ１８０作为信号通路的上游分子调控
Ｒａｃ１蛋白的活性，从而发挥对卵巢细胞的促癌作用。
在此我们检测了卵巢组织中Ｒａｃ１蛋白的表达，结果发
现Ｒａｃ１蛋白在卵巢组织中均有较高的表达，其中上皮
性卵巢癌组织中Ｒａｃ１蛋白的表达是高于卵巢良性肿
瘤组和卵巢正常组的，而卵巢良性肿瘤组和卵巢正常

组之间的表达差异无统计学意义，提示Ｒａｃ１分子本身
在上皮性卵巢癌的发生和发展中可能起到不可忽视的

作用。而已有文献报道，卵巢恶性肿瘤组织中Ｒａｃ１蛋
白的表达较高可能与整合素、细胞因子和钙粘蛋白等

多条信号途径均可激活 Ｒａｃ１蛋白相关［１３］，但具体机

制还待进一步研究。

　　为了了解Ｒａｃ１蛋白在卵巢癌发生发展中作用，我
们引用了 ｓｉＲＮＡ技术沉默内源性 Ｒａｃ１的表达，进而
检测细胞迁移及增殖能力的改变。我们发现，与对照

细胞相比，ＳＫＯＶ３Ｒａｃ１ｉ细胞的迁移和增殖能力明显
下降，提示Ｒａｃ１蛋白可能是通过调节细胞的迁移及增
殖能力而参与卵巢癌的扩散转移。
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　　虽然目前针对卵巢癌治疗有很大进步，包括手术治
疗、化疗、放疗或多方案的联合应用，但是患者５年生存
率仍然很低。靶向治疗是目前研究的热点，可以通过特

异性的干扰某些基因的表达，达到治疗疾病，并且文献

［１４］报道已有 ＲＮＡｉ药物进入Ⅰ期临床研究。我们的
研究结果提示Ｒａｃ１蛋白在卵巢癌发生、发展中的重要
作用，它作为 Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路的下游调节
卵巢癌细胞的增殖和迁移，通过抑制内源性Ｒａｃ１基因
的表达而抑制卵巢癌细胞的增殖及迁移，或许能成为一

个治疗卵巢癌或抑制其浸润、转移的新途径。
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　　（上接１４０１页）
１．５　术后观察及护理
　　病情观察：严密观察生命体征变化，去枕平卧６～８ｈ，持续
心电监护，每１ｈ测心率、呼吸、血压１次，吸氧２Ｌ／ｍｉｎ。观察
患者有无腹痛及腹痛性质、观察大便的颜色、性质及量。一旦

发现大便带暗红色血，应立即报告医师，积极配合处理。本例

患者未见黑便等并发症的发生。

　　术后护理：①心理护理：及时告知患者及家属手术的成功
性，消除患者的恐惧、紧张心理。在术后并发症的预防及处理

上取得患者及家属的配合。②疼痛护理：因结直肠肠壁较薄，
穿孔更为常见。如患者出现突然剧烈腹痛、有压痛和反跳痛、

肌紧张者，考虑为术后穿孔的表现，应立即报告医生并紧急处

理。本例患者未见上述明显症状，腹痛即考虑为手术过程中注

入气体过多所致胀气腹痛，予曲马多０．１ｇ肌注后缓解。③饮
食护理：此患者因手术创面大，恢复慢，需禁食４８ｈ，术后第３天
肛门排气后，仍无特殊病情变化，嘱其进食少量流质饮食，如稀

饭、酸奶等，少量多餐。逐步过渡到半流质和普食。④出院指
导：嘱患者养成良好的生活习惯，保持心情舒畅，注意劳逸结

合、适量运动，选择易消化、高维生素、无刺激性食物，保持大便

通畅，戒烟酒，３～６个月定期到医院复查肠镜。

２　讨论

　　ＬＳＴ的治疗方法主要有ＥＭＲ、ＥＰＭＲ、ＥＳＤ和外科手术。考
虑巨大的ＬＳＴ与直肠癌关系密切，做 ＥＰＭＲ治疗后，可能残留
病变，引起复发，复发的病变再做 ＥＭＲ、ＥＰＭＲ或 ＥＳＤ较为困
难，且易发生出血和穿孔等并发症。因此，为一次性完整电切

除病变，近年多数学者主张巨大的 ＬＳＴ做 ＥＳＤ治疗［４］。本例

ＬＳＴ患者因病灶大小受限制，患者又不愿意选择创面大，风险
高的外科手术治疗，经过科主任及主刀医师详细评估后决定采

用ＥＳＤ进行治疗。本科室内镜中心ＥＳＤ治疗ＬＳＴ的操作技术
相对成熟，用时７ｈ将此巨大 ＬＳＴ整个病灶完全切除，残留率
低，治愈率高。在治疗此巨大 ＬＳＴ的围手术期护理过程中，我
们采取一对一的个案跟踪护理，有计划、有针对性地对患者实

施各项护理措施，定期与经管医师进行病情商讨。术前有效的

与患者沟通，使患者对此手术的方法及过程有更详尽的了解，

术后密切观察病情变化，进行出院康复指导这是手术成功的重

要保证。
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