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摘要:目的 探讨结缔组织生长因子(ＣＴＧＦ)对人卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３ 增殖、迁移能力的影响ꎬ并探索其可能

机制ꎮ 方法 用重组人 ＣＴＧＦ ( ｒｈＣＴＧＦ)处理 ＳＫＯＶ３ 细胞ꎻ利用 ＣＣＫ￣８ 法和集落形成实验检测 ＳＫＯＶ３ 细胞的

增殖ꎻ利用细胞划痕实验检测 ＳＫＯＶ３ 细胞的迁移ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上皮￣间充质转化( ＥＭＴ)相关蛋白表达ꎮ
结果 ｒｈＣＴＧＦ 处理后ꎬＳＫＯＶ３ 细胞的增殖率增高ꎬ集落形成、细胞迁移能力增强( Ｐ< ０ ０５) ꎮ ＥＭＴ 相关蛋白

Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低ꎬ而Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增高(Ｐ<０ ０５) ꎮ 结论 ＣＴＧＦ 能够促进 ＳＫＯＶ３ 细胞的增殖及迁移ꎬ该作

用可能与其调控 ＥＭＴ 有关ꎮ
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Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＫＯＶ３

ＤＯＮＧ Ｌｉｎｇ￣ｌｉｎｇ１∗ꎬ ＧＡＯ Ｙｕｎ２ꎬ ＮＩＵ Ｇｕｏ￣ｙｕ２

(１ Ｔｕｍｏｒ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｗｅｉｆａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎻ

２ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｗｅｉｆａｎｇ ２６１０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＴＧＦ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＫＯＶ３ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＫＯＶ３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＣＴＧＦ (ｒｈＣＴＧＦ).Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＫ￣
ＯＶ３ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＫＯＶ３ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌ￣
ｉｎｇ ａｓｓａｙ.Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｒｈＣＴＧＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＳＫＯＶ３ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｚａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ (Ｐ<０ ０５).Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ
ＥＭＴ(Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＴＧＦ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ＳＫＯＶ３ꎬ ａｎｄ ｔｈａｔ ｍａｙ ｃｏｎ￣
ｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ (ＥＭＴ).
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣＴＧＦꎻ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 上皮性卵巢癌( ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ)由于侵袭性较

强ꎬ大多数患者被确诊时已为晚期[１]ꎮ 临床迫切需

要了解卵巢癌发生发展的分子机制ꎬ并进一步确定

诊断和治疗的分子标记和靶点[２]ꎮ 结缔组织生长

因子( ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＣＴＧＦ)是一种

属于 ＣＣＮ 家族的分泌蛋白ꎬ参与肿瘤的增殖、迁移、
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血管生成和转移等[３￣４]ꎮ 研究发现 ＣＴＧＦ 在卵巢癌的

发生发展中起到重要作用[５￣６]ꎬ但具体机制不清ꎮ 本

研究采用 ｒｈＣＴＧＦ 刺激卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３ꎬ观察

ＳＫＯＶ３ 的增殖、迁移能力以及 ＥＭＴ 相关蛋白的表达

变化ꎬ初步探索 ＣＴＧＦ 在卵巢癌中的作用ꎬ为卵巢癌

寻找新的预后标志物和分子治疗靶点提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料与试剂

重组人 ＣＴＧＦ( ｒｈＣＴＧＦ) (ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司)ꎻ人
卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３(山东大学齐鲁医院肿瘤中心

实验室惠赠)ꎻＣＣＫ８ 试剂盒(日本同仁试剂公司)ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 相关抗体(Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的分组及处理:人卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３
培养于加双抗的含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎮ
置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 及饱和湿度培养箱中培养ꎬ 胰

蛋白酶消化传代细胞ꎮ 实验组用含 ｒｈＣＴＧＦ(终浓度

５００ ｍｇ / Ｌ)的 ＤＭＥＭ 培养基培养ꎬ对照组含同等量

ＰＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基培养ꎮ 每组实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ２　 ＣＣＫ￣８ 检测细胞增殖: 将 ＳＫＯＶ３ 细胞接种

在 ９６ 孔板内ꎬ ５ ０００ 个 /孔ꎬ第 １~７ 天内检测ꎮ 加入

１０％ ＣＣＫ８ 试剂后继续培养 ２ ｈꎬ在酶标仪 ４５０ ｎｍ
处检测各孔吸光度值(Ａ)ꎮ
１ ２ ３　 集落形成检测细胞增殖: 接种 ＳＫＯＶ３ 细胞

５００ 个 /孔在 ６ 孔板ꎬ每组 ２ 个复孔ꎮ 一般培养 １４ ｄ
内ꎮ 集落形成后停止培养ꎬ固定、染色、拍照ꎮ
１ ２ ４　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力: 调整细

胞密度为 ５ ０×１０５ 个 /孔接种于 ６ 孔板中ꎬ待细胞汇

合度达到 ９０％左右时ꎬ用 ２００ μＬ 枪头划线ꎬ ＰＢＳ 清

洗 ３ 次ꎮ 并于划线后 ０、２４ 和 ４８ ｈ 后拍照记录ꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白: 将 ＳＫＯＶ３ 细胞接种

２４ ｈ 板ꎬ完全汇合后 ｒｈＣＴＧＦ 处理 ２４ ｈꎬ提取细胞总

蛋白ꎬ测定蛋白含量ꎬ制胶、上样、电泳、转膜、洗膜ꎬ
脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ一抗孵育 ４ ℃过夜ꎬ二抗室温反

应 ２ ｈꎬ ＥＣＬ 曝光成像ꎮ
１ ３　 统计学分析

应用 Ｉｍａｊｅ Ｊ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 软件进行

图片及实验数据分析ꎮ 计量资料以均数±标准差

(ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用方差分析ꎬ组内两两比

较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ

２　 结果

２ １　 ｒｈＣＴＧＦ 促进卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖

ｒｈＣＴＧＦ 处理后ꎬＳＫＯＶ３ 细胞的增殖率高于对

照组(Ｐ<０ ０５) (图 １Ａ)ꎮ 细胞培养 １４ ｄ 左右ꎬ实
验组细胞的克隆形成能力高于对照组(Ｐ<０ ０５)
(图 １ＢꎬＣ)ꎮ
２ ２　 ｒｈＣＴＧＦ 促进卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞的迁移

能力

与对照组相比ꎬ实验组 ＳＫＯＶ３ 细胞的迁移率明

显提高(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ
２ ３　 ｒｈＣＴＧＦ 影响 ＥＭＴ 相关蛋白的表达

ｒｈＣＴＧＦ 处理后 ＥＭＴ 相关标志物 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋

白表达水平显著低于对照组(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白表达水平显著高于对照组(Ｐ<０ ０５)(图 ３)ꎮ

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
图 １　 ＣＣＫ８ 法(Ａ)和克隆形成实验(ＢꎬＣ)分别检测 ＳＫＯＶ３ 细胞的增殖和克隆形成能力

Ｆｉｇ １　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＫＯＶ３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ (Ａ) ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｍｇ
　 　 　 ａｓｓａｙ (ＢꎬＣ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 划痕愈合实验检测 ＳＫＯＶ３ 细胞迁移能力

Ｆｉｇ ２　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＫＯＶ３ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ (×１００)

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 蛋白质印迹法检测 ＳＫＯＶ３ 细胞中 ＥＭＴ 相关蛋白的表达

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＥＭＴ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ( ｉｎｃｌｕｄｉｍｇ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ) ｉｎ ＳＫＯＶ３ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
　 　 　 ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨论

上皮性卵巢癌是妇科肿瘤中致死性最高的恶性

肿瘤ꎮ 多年来ꎬ卵巢癌的治疗得到长足的进展ꎬ但晚

期卵巢癌的总体生存期仍不尽人意[７]ꎮ ＣＴＧＦ 在卵

巢癌发生、发展中的作用被很多学者探索ꎬ部分学者

认为它在卵巢癌的发生发展中起到抑制作用[８￣９]ꎬ

但近年来越来越多的证据表明它为促癌因子[１０￣１１]ꎮ
本研究利用外源性 ｒｈＣＴＧＦ 处理卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３
后细胞增殖及迁移能力明显增强ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

下调ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ 的表达上调ꎮ 综上可见ꎬＣＴＧＦ 可能

通过诱导 ＥＭＴ 促进卵巢癌细胞的增殖和迁移ꎬ有望

成为上皮性卵巢癌新的预后标记及分子靶向治疗研

究的新方向ꎮ
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本刊稿件格式要求(１)

１ １　 题名:应与内容相符ꎬ言简意赅ꎬ体现创新点或主要结论ꎬ避免过大、空泛ꎬ一般不超过 ２０ 个汉字ꎬ不用

副标题ꎮ 英文题名应与中文一致ꎬ除专有名词外ꎬ只第 １ 个词的首字母大写ꎬ其他均小写ꎮ
１ ２　 基金:在首页页脚标注所受资助的基金项目及编号ꎮ

例:基金项目:国家自然科学基金(３９４７０３２５)ꎮ
１ ３　 作者:应是对文章做出贡献、能对内容负责者ꎬ一般≤７ 个ꎮ 如有不同单位作者ꎬ在右上角标注不同数

字以区别ꎮ 通信作者以“∗”标注ꎮ 作者英文的“姓”需用全称并且大写ꎬ“名”的第 １ 个字拼音的首字母大

写ꎬ后面均用小写ꎬ两字之间用连字符ꎮ
例:ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｓａｎꎮ

１ ４　 作者单位:
１ ４ １　 中文:写标准全称(由大单位到小单位ꎬ中间用空格隔开)、所在省份、城市及邮编ꎮ 如有不同单位ꎬ
以作者右上角标的数字对应标注单位ꎮ

例:华中科技大学 同济医学院 １  免疫学系ꎻ２ 病理生理学系ꎬ湖北 武汉 ４３００２２
１ ４ ２　 英文:由小单位到大单位ꎬ中间用“ꎬ”隔开ꎬ省份略去ꎮ 每个实义词的首字母大写ꎮ

例:１ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎻ２ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００２２ꎬ Ｃｈｉｎａ
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