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瞬时受体电位 Ｃ１对人卵巢癌细胞 ＥＳ２增殖
和凋亡的影响

高蕾　郁兰芳

　　 【摘要】　目的　探讨瞬时受体电位Ｃ１（ＴＲＰＣ１）对人卵巢癌细胞ＥＳ２增殖和凋亡的影响。方
法　利用荧光定量ＰＣＲ检测人卵巢癌细胞ＥＳ２、ＳＫＯＶ３、ＯＶ１以及ＯＶ２和正常卵巢上皮细胞ＩＯＳＥ８０
中ＴＲＰＣ１的表达水平。设计并合成靶向ＴＲＰＣ１的特异性短发卡ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ），通过脂质体转染ＴＲ
ＰＣ１表达最高的人卵巢癌细胞ＥＳ２以构建稳定低表达ＴＲＰＣ１细胞株ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ，通过蛋白免疫印迹
法和荧光定量ＰＣＲ检测ｓｈＲＮＡ的干扰效率、ＭＴＴ比色法检测干扰后细胞的增殖能力、流式细胞仪检
测细胞凋亡情况、蛋白免疫印迹法检测磷酸化磷脂酰肌醇３激酶 （ｐＰＩ３Ｋ）、细胞周期素Ｄ１（Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１）以及Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）的表达水平。结果　在４种卵巢癌细胞株中，ＥＳ２的ＴＲＰＣ１表达
水平最高。特异性靶向转染ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ能够有效下调 ＥＳ２细胞中 ＴＲＰＣ１表达水平；ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ
细胞的增殖速度较转染空白载体的ＥＳ２／Ｃｏｎ及ＥＳ２细胞明显减慢 （Ｐ＜００１）。ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞的
凋亡率明显高于 ＥＳ２／Ｃｏｎ及 ＥＳ２细胞 （Ｐ＜００１）。ＴＲＰＣ１干扰组细胞的 ｐＰＩ３Ｋ、ＣｙｃｌｉｎＤ１以及
Ｂｃｌ２的蛋白表达强度比ＥＳ２／Ｃｏｎ及ＥＳ２明显减弱。结论　采用ＲＮＡ干扰技术能够有效沉默ＥＳ２细
胞的ＴＲＰＣ１基因，并致使其细胞增殖能力下降以及细胞凋亡率升高，其中可能的机制为通过对细胞
因子ＰＩ３Ｋ的调控影响人卵巢癌细胞的增殖和凋亡。
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　　在女性生殖器官恶性肿瘤中，卵巢癌发病率占
第３位，然而病死率一直位居首位。究其原因，大
多数卵巢癌发病隐匿，约７５％的患者在发现时已
属于晚期。针对晚期卵巢癌，癌细胞减灭术加紫杉

醇或铂类联合化学治疗，能暂时缓解疾病进展，但

是肿瘤复发率却在８０％以上［１４］。因此，迫切需要

寻找卵巢癌的治疗新方法。随着分子生物学的飞速

发展，分子靶向治疗已成为当今卵巢癌防治研究的

热点。瞬时受体电位 Ｃ１（ＴＲＰＣ１）是瞬时受体电
位通道蛋白 （ＴＲＰ）家族中的一员，可通过调节钙
离子内流参与细胞多种生理及病理活动。既往研究

表明，ＴＲＰ与多种肿瘤的发生及预后密切关
联［５６］。本研究拟采用特异性靶向 ＴＲＰＣ１的短发夹
ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）转染卵巢癌细胞株 ＥＳ２，筛选并
构建低表达 ＴＲＰＣ１的稳定细胞株，通过对比转染
空载体的对照组细胞，观察 ＴＲＰＣ１基因表达变化
对ＥＳ２细胞增殖和凋亡的影响，初步探讨 ＴＲＰＣ１
在人卵巢癌细胞中的分子作用机制。

材料与方法

一、细胞培养

人卵巢癌细胞株 ＥＳ２、ＳＫＯＶ３、ＯＶ１以及
ＯＶ２与正常卵巢上皮细胞株 ＩＯＳＥ８０购自中国科学
院上海细胞库。５株细胞培养于含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培基中，并置于５％ＣＯ２以及３７℃培养
箱内培养。倒置显微镜下观察细胞生长情况，待细

胞长至约８０％用含依地酸二钠 （ＥＤＴＡ）的胰酶消
化并传代培养。取对数生长期的细胞进行实验。

二、ＴＲＰＣ１的特异性ｓｈＲＮＡ转染
ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司 （Ｃａｔ

ｓｃ２７０４６７ＳＨ）。采用脂质体转染技术，具体操作
流程参照英韦创津公司的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００产品说明
书。转染 ４８ｈ后加入筛选抗生素 Ｇ４１８，浓度为
４００μｇ／ｍｌ，维持培养６ｄ后，Ｇ４１８浓度改为２００
μｇ／ｍｌ；细胞扩增后，提取蛋白和ＲＮＡ，进行荧光
定量ＰＣＲ和蛋白免疫印迹法鉴定。

三、ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ表达水平的检测
采用荧光定量 ＰＣＲ法检测。稳定转染后，用

Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，计算各组 ＲＮＡ浓度和纯度，
根据试剂盒说明书进行逆转录反应：４２℃反应６０
ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，４℃ ５ｍｉｎ。荧光定量 ＰＣＲ：将
反应管置入 ＡＢＩ７５００系统中，设置反应条件为：
９５℃ ３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，共４５个循环。引
物序列如下：ＴＲＰＣ１上游 ５ＧＡＴＧＴＧＣＴＴＧＧＧＡ

ＧＡＡＡＴＧＣ３，下游 ５ＣＡＡＧＡＣＧＡＡＡＣＣＴＧＧＡＡＴ
ＧＣ３，长度２３２ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ上游５ＡＣＣＡ
ＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３，下游５ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴ
ＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３，长度４５２ｂｐ。该实验重复３次。

四、ＴＲＰＣ１蛋白表达水平的检测
采用蛋白免疫印迹法检测。ＴＲＰＣ１、磷酸化磷

脂酰肌醇３激酶 （ｐＰＩ３Ｋ）、细胞周期素Ｄ１（Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）以及ＧＡＰＤＨ抗
体均购自美国ａｂｃａｍ公司。提取细胞总蛋白后，采
用ＢＣＡ法定量计算总蛋白浓度，蛋白质凝胶电泳
后转膜，室温封闭 １ｈ，加入第一抗体 （ＴＲＰＣ１、
ｐＰＩ３Ｋ、ＣｙｃｌｉｎＤ１以及 Ｂｃｌ２），４℃孵育过夜，加
入二抗，室温孵育１ｈ。采用化学发光法检测相关
蛋白表达并进行灰度分析。该实验重复３次。

五、ＭＴＴ比色法检测细胞增殖能力
取对数生长期的稳定转染 ＴＲＰＣ１特异性 ｓｈＲ

ＮＡ的ＥＳ２细胞，经胰酶消化后，对其进行细胞计
数，以每孔５×１０３个细胞接种于９６孔培养板中，
ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ、ＥＳ２／Ｃｏｎ及ＥＳ２细胞分别设置３个
复孔，并设空白对照孔 （不加 ｓｈＲＮＡ，仅加培养
基），分别培养２４、４８、７２ｈ。用 ＭＴＴ法检测５７０
ｎｍ波长处各个小孔的光密度 （ＯＤ）值，并绘制生
长曲线。

六、细胞凋亡实验

ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ、ＥＳ２／Ｃｏｎ及ＥＳ２细胞分别接种
于６孔板的小孔中：弃 ＲＰＭＩ１６４０培养基，使用磷
酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）清洗细胞，胰酶消化细胞，收
集于小离心管中，低速离心５ｍｉｎ，弃上清液。按
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡试剂盒说明书操作，
完成后用流式细胞仪检测。实验重复３次。

七、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３０统计软件进行数据统计。计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，体外细胞增殖能力的组间比较
采用重复测量资料的方差分析；ｍＲＮＡ、蛋白定量
及凋亡能力的组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

结　　果

一、细胞ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ表达水平
相对于正常卵巢上皮细胞 ＩＯＳＥ８０（设定为

１），４株人卵巢癌细胞 （ＥＳ２、ＳＫＯＶ３、ＯＶ１以及
ＯＶ２细胞）的 ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ的相对表达量分别为
５０２±００８、３２３±００５、１７８±００８、２１３±
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００４，见图１。因 ＥＳ２的 ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ表达水平
最高，故选择ＥＳ２作为研究对象进行下一步实验。

图１　ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ在４株人卵巢癌细胞和
１株正常卵巢上皮细胞中的表达水平

　　二、特异性靶向 ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ稳定转染 ＥＳ２
细胞后ＴＲＰＣ１的表达

特异性靶向ＴＲＰＣ１稳定转染 ＥＳ２细胞后，使
用ＰＣＲ及蛋白免疫印迹法验证沉默效率。结果显
示，转染 ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ的 ＥＳ２细胞 （ＥＳ２／ｓｈＲ
ＮＡ）、转染空载体的ＥＳ２细胞 （ＥＳ２／Ｃｏｎ）、未转
染的ＥＳ２细胞间ＴＲＰＣ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平比
较差异有统计学意义 （Ｆ分别为４８３７４、４２５４２，
Ｐ均＜０００１）；与未转染及转染空载体的 ＥＳ２细
胞相比，转染 ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ的 ＥＳ２细胞 ｍＲＮＡ
（ｔ分别为１０４５３、９６４９，Ｐ均＜００１，图２Ｂ）及
蛋白表达水平均明显降低 （ｔ分别为 ９４８８、
８８４５，Ｐ均＜００１，图２Ｃ）。

图２　ｓｈＲＮＡ明显抑制ＥＳ２细胞的ＴＲＰＣ１表达
Ａ：蛋白免疫印迹法检测结果；Ｂ：ｍＲＮＡ定量结果；Ｃ：蛋白定量结果；与ＥＳ２及ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞比较，Ｐ＜００１

　　三、ＴＲＰＣ１基因沉默对 ＥＳ２细胞增殖能力的
影响

ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ、ＥＳ２／Ｃｏｎ、ＥＳ２的增殖速度比
较差异均有统计学意义 （Ｆ＝５３２５１，Ｐ＜０００１），
ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞的增殖速度比 ＥＳ２／Ｃｏｎ及 ＥＳ２
细胞明显减慢 （Ｆ分别为４８８５７、３７４１３，Ｐ均＜
０００１），ＥＳ２／Ｃｏｎ与ＥＳ２细胞的增殖速度比较差
异无统计学意义 （Ｆ＝０６４５，Ｐ＝０４８１），见
图３。

图３　ＴＲＰＣ１对ＥＳ２细胞体外增殖能力的影响
与ＥＳ２及ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞比较，Ｐ＜００１

四、ＴＲＰＣ１基因沉默对ＥＳ２细胞凋亡的影响
ＥＳ２、ＥＳ２／Ｃｏｎ和ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞的凋亡率

分别为 （１７２±３４）％、（１８３±２５）％，（３４１
±４７）％，３组细胞的凋亡率比较差异有统计学意
义 （Ｆ＝３２２２０，Ｐ＜０００１）。ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞凋
亡率明显高于 ＥＳ２及 ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞 （ｔ分别为
５０４６、５１４１，Ｐ均＜００１）。ＥＳ２细胞凋亡率与
ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞比较差异无统计学意义 （ｔ＝０４５１，
Ｐ＝０６７５），见图４。

五、ＴＲＰＣ１基因沉默对 ＥＳ２细胞的 ＰＩ３Ｋ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１以及Ｂｃｌ２表达强度的影响

ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞的 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ｐＰＩ３Ｋ
的表达均较ＥＳ２和ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞减弱，见图５。

讨　　论

卵巢癌是一种常见的妇科恶性肿瘤。由于卵巢

癌早期缺少症状，症状缺乏特异性，筛查的作用有

限，因此早期诊断比较困难，多数患者在就诊时已

为晚期，而晚期病例的疗效欠佳。因此，卵巢癌的

早期诊断显得非常重要［７］。钙离子是细胞内信号

传导过程中重要的第二信使，细胞内钙离子平衡的
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图４　ＴＲＰＣ１对ＥＳ２细胞凋亡率的影响
Ａ：ＥＳ２细胞；Ｂ：ＥＳ２／Ｃｏｎ细胞；Ｃ：ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞

图５　ＴＲＰＣ１对ＥＳ２细胞中ＰＩ３Ｋ、

ＣｙｃｌｉｎＤ１以及Ｂｃｌ２表达的影响

紊乱参与肿瘤细胞的多种生物学行为，如肿瘤的生

长、转移、侵袭和分化，是恶性肿瘤细胞发生、发

展的重要因素［８］。ＴＲＰ可通过介导钙离子内流调
节肿瘤细胞的生物学行为。ＴＲＰＣ１是一种非选择
性的阳离子通道，已被证实在前列腺癌、肺癌及乳

腺癌等多种恶性肿瘤中表达升高，并预示预后较

差［９１２］。本研究表明，在人卵巢癌细胞中，ＴＲＰＣ１
表达升高；通过ＲＮＡ干扰法成功构建 ＴＲＰＣ１低表
达的ＥＳ２细胞株后，发现 ＥＳ２／ｓｈＲＮＡ细胞的增
殖能力较 ＥＳ２／Ｃｏｎ和 ＥＳ２细胞下降。此外，ＥＳ
２／ｓｈＲＮＡ细胞的凋亡率比ＥＳ２／Ｃｏｎ和ＥＳ２细胞升
高。由此推测，ＴＲＰＣ１可能是卵巢癌的促癌基因。

ＰＩ３Ｋ／蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）信号通路已被证实
和肿瘤的发生、发展密切相关。ＰＩ３Ｋ作为 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路中重要的调节因子，其在肿瘤细胞增殖
和凋亡过程中起着关键作用［１３１４］。一方面，ＰＩ３Ｋ
对ＣｙｃｌｉｎＤ１有着间接调节作用，其磷酸化之后可
活化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）从而增加
ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ翻译，进而促进细胞增殖；另一
方面，ＰＩ３Ｋ磷酸化后活化 ＡＫＴ能够直接磷酸化促

凋亡分子 ＢＡＤ，而磷酸化的 ＢＡＤ与 Ｂｃｌ２发生结
聚，从而使游离的 Ｂｃｌ２发挥抗凋亡作用；此外，
ＰＩ３Ｋ还能通过磷酸化 ｆｏｒｋｈｅａｄ家族转录因子，从
而抑制凋亡相关基因如ＦａｓＬ、ＩＧＦＢＰ１和Ｂｉｍ的转
录［１５］。因此，我们推测 ＴＲＰＣ１调控人卵巢癌细胞
的增殖以及凋亡可能与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路相关。

为了验证以上猜测，本研究检测了人卵巢癌细

胞ＥＳ２细胞在 ＴＲＰＣ１下调后，ｐＰＩ３Ｋ、ＣｙｃｌｉｎＤ１
以及 Ｂｃｌ２的表达水平均比２个对照组明显下降。
提示了ＴＲＰＣ１调节人卵巢癌细胞的恶性行为的部
分机制可能是通过对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的调控，
从而调节增殖以及凋亡相关因子的表达水平。然而

值得注意的是，肿瘤发生、发展与多条信号通路相

关，且这些信号通路之间可能还存在着交叉作用，

下一步我们将对 ＴＲＰＣ１在卵巢癌中的分子机制进
行更全面及深入的研究。

综上所述，本研究探讨了 ＴＲＰＣ１对人卵巢癌
细胞增殖及凋亡的影响，发现 ＴＲＰＣ１可通过活化
ＰＩ３Ｋ等因子促进肿瘤细胞的增殖及抑制其凋亡。
这为进一步揭示 ＴＲＰＣ１基因与卵巢癌的关系提供
新的实验依据，更为进一步探索卵巢癌发生、发展

的分子机制提供了新的思路。
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ｇｒｏｗｔｈａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓＦｒｏｎｔＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２０１５，３：２４

［１４］ 廖山婴，朱小波，王蓓蓓，马娟，沙卫红ＰＰＡＲγ、ＰＴＥＮ、

Ａｋｔ在胃癌中的表达及其与胃癌生物学行为的关系新医

学，２０１４，４５（２）：３９４３９８

［１５］ ＮｉｋｏｌｅｔｏｐｏｕｌｏｕＶ，ＭａｒｋａｋｉＭ，ＰａｌｉｋａｒａｓＫ，ＴａｖｅｒｎａｒａｋｉｓＮ

Ｃｒｏｓｓｔａｌｋｂｅｔｗｅｅｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙＢｉｏｃｈｉｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１３，１８３３（１２）：３４４８３４５９

（收稿日期：２０１５０８０２）

（本文编辑：林燕薇）
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