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敲降HE4和PAX8基因对TC方案治疗上皮性卵巢癌细胞恶性生物学行

为的影响

唐海峰，李贤，刘蓓（香港大学深圳医院 妇科，广东 深圳 518055）

[摘 要] 目的：探讨敲降人附睾蛋白4（HE4）和配对盒基因8抗原（PAX8）基因后对紫杉醇药+铂类药（TC方案）治疗的上皮性

卵巢癌OVCAR3细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响。方法：分别设计和合成敲降HE4和PAX8的单靶 siRNA（HE4-siRNA或

PAX8-siRNA）及双靶 siRNA（HE4+PAX8-siRNA）和阴性 siRNA序列，并与质粒载体pGCsi-H1相连形成重组质粒，分别转染人上

皮性卵巢癌OVCAR3细胞形成HE4-siRNA组、PAX8-siRNA组、HE4+PAX8-siRNA组和 siRNA-NC组，同时设立空白对照组（无

任何处理）。用TC方案（紫杉醇3.13 µg/ml +卡铂2.82 µg/ml，）分别处理上述5组细胞后，用MTT法、划痕愈合实验、Transwell侵

袭实验、流式细胞术检测各组细胞的增殖、迁移、侵袭及凋亡能力的变化。结果：敲降HE4和PAX8基因后，与 siRNA-NC组和空

白对照组比较，HE4-siRNA组、PAX8-siRNA组、HE4+PAX8-siRNA组卵巢癌OVCAR3细胞的增殖、迁移和侵袭能力显著降低（均

P<0.01），细胞凋亡率显著升高（P<0.01），尤以同时敲降HE4和PAX8基因的效果更佳。结论: 敲降HE4和PAX8基因均可增强

TC方案抑制上皮性卵巢癌细胞增殖、迁移及侵袭能力并促进其凋亡，尤以HE4和PAX8基因同时敲除的效果更好。
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Effect of HE4 and PAX8 gene knockdown on malignant biological behaviors of
epithelial ovarian cancer cells treated with TC regimen

TANG Haifeng, LI Xian, LIU Bei (Department of Gynaecology, Shenzhen Hospital, the University of Hong Kong, Shenzhen 518055,

Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of human epididymal protein 4 (HE4) and paired box gene 8 (PAX8) gene knockdown

on proliferation, migration, invasion and apoptosis of human epithelial ovarian cancer OVCAR3 cells treated with TC regimen (pacli-

taxel+carboplatin). Methods: Sequences of single-target siRNA (HE4-siRNA or PAX8-siRNA) and double-target siRNA (HE4+PAX8-

siRNA) as well as negative siRNA were respectively designed and synthesized, and then linked with plasmid vector pGCsi-H1 to obtain

the recombinant plasmids. The obtained recombinant plasmids were then transfected into human epithelial ovarian cancer OVCAR3

cells, namely HE4-siRNA group, PAX8-siRNA group, HE4+PAX8-siRNA group and siRNA-NC group, respectively. The blank control

group was also set up (without any treatment). The cells in above five groups were treated with TC regimen (paclitaxel 3.13 g/ml+carbo-

platin 2.82 µg/ml), and the changes in proliferation, migration, invasion and apoptosis of the cells were detected by MTT, wound-heal-

ing assay, Transwell chamber assay, and flow cytometry, respectively. Results: After knocking down the HE4 and PAX8 genes, com-

pared with siRNA-NC group and blank control group, the proliferation, migration and invasion abilities of OVCAR3 cells in HE4-siR-

NA group, PAX8-siRNA group and HE4+PAX8-siRNA group significantly decreased (all P<0.01), and the apoptosis rate significantly

increased (P<0.01), especially in HE4+PAX8-siRNA group. Conclusion: Knockout of either HE4 or PAX8 can enhance the effect of

TC regimen on inhibiting proliferation, migration and invasion as well as promoting apoptosis of epithelial ovarian cancer cells, and the

effect of simultaneous down-regulation of HE4 together with PAX8 is better.

[Key words] epithelial ovarian cancer; OVCAR3 cell; human epididymal protein 4 (HE4); paired box gene 8 (PAX8); TC regimen;

proliferation; migration; invasion; apoptosis
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上皮性卵巢癌是女性生殖系统最常见恶性肿瘤

之一，其发病率仅次于宫颈癌和子宫体癌，但其致死

率在妇科肿瘤中占据首位；上皮性卵巢癌临床分期

不同，预后差异巨大，据统计早期患者 5年生存率可

达 90%，而晚期仅为 30%[1-2]。手术切除、肿瘤细胞减

灭术和术后紫杉醇联合铂类化疗（TC方案）是晚期患

者的主要治疗手段，尽管近年来以上技术均有明显

提高，但仍无法跳出治疗瓶颈，对复发性卵巢癌最为

无效[3-4]。随着肿瘤基因研究不断深入，大多数学者

认为上皮性卵巢癌的发生是多因素、多步骤、多阶段

综合作用的结果，与一系列基因改变密切相关，基因

成为其诊疗的新“焦点”[5]。人附睾蛋白4（human epi-

didymis protein 4, HE4）为盆腔肿瘤新型高特异性标

志物之一，在不同来源卵巢癌和子宫内膜癌中均有

不同程度高表达[6]。配对盒基因 8 抗原（paired box

gene 8, PAX8）位于人染色体 2q12-q14上，在胎儿器

官形成中具有重要作用[7]。目前有研究[8]提示，PAX8

在判断肿瘤细胞来源及鉴别细胞类型上有一定价

值。但关于两者对上皮性卵巢癌细胞生物学行为及

治疗的影响少见报道。本课题通过在卵巢癌细胞株

OVCAR3中利用 siRNA靶向敲降HE4和PAX8表达，

探讨其对 TC 方案治疗上皮性卵巢癌细胞增殖、迁

移、侵袭及凋亡的影响，旨在为上皮性卵巢癌靶向治

疗提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人上皮性卵巢癌细胞株OVCAR3购自中国科学

院上海细胞研究所。紫杉醇注射液（意大利Bristol-

Myers Squibb S.R.L.生产，批号 20171006，规格 5 ml/

30 mg/支），卡铂注射液（齐鲁制药有限公司生产，批

号 20170519，规格 10 ml/支），RPMI 1640培养基、无

血清培养液、10%胎牛血清、胰蛋白酶、PBS缓冲液、

100 U/ml青霉素及100 mg/链霉素均购自美国Thermo

Fisher Scientific公司，四甲基偶氮唑蓝（MTT）购自美

国Sigma公司，二甲基亚砜（DMSO）购自美国Amres-

co公司，Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司，Transwell小室购自

美国Corning公司。

1.2 细胞培养、载体构建及细胞分组

OVCAR3细胞复苏后接种于含10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基中，于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的

培养箱中培养，根据细胞密度进行换液及传代。

HE4、PAX8 单靶 siRNA（HE4-siRNA 和 PAX8-

siRNA）、双靶 siRNA（HE4+PAX8-siRNA）和阴性 siR-

NA序列的设计及合成均委托广州锐博生物科技有

限公司完成，并与 pGCsi-H1质粒载体相连构成重组

质粒。将上述质粒分别转染对数生长期OVCAR3细

胞，构建HE4-siRNA组、PAX8-siRNA组、HE4+PAX8-

siRNA组和阴性 siRNA对照（siRNA-NC）组，同时设

立空白对照组（无任何处理）。

1.3 TC方案处理各组卵巢癌OVCAR3细胞

将上述5组细胞继续培养至对数生长期，将现配

TC方案药液（紫杉醇3.13 µg/ml+卡铂2.82 µg/ml）分

别加入其中，继续培养24 h后进行后续实验。

1.4 MTT法检测卵巢癌OVCAR3细胞的增殖能力

收集对数生长期细胞并调整期密度，以每孔 2×

103个细胞接种于96孔板，每组设置3个复孔，共培养

5 d。于第 1、2、3、4 和第 5 天分别向每孔加入 20 µl

MTT溶液，继续培养 4 h后弃废液，PBS缓冲液洗 2

遍，弃废液后每孔加入150 µl DMSO液，低速振荡10

min，使其充分溶解。然后，用酶联免疫检测仪于波

长490 nm处检测各孔的光密度（D）值，以各组第1天

所测D值为参照，依次计算各组第 2、3、4和 5天的D

值与第1天的D值的比值。

1.5 Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测卵巢癌

OVCAR3细胞的凋亡能力

收集对数生长期细胞并调整期密度，以每孔 2×

103个细胞接种于96孔板，每组设置3个复孔，共培养

5 d。于第 3、5天分别加入 150 µl的Annexin V-FITC

溶液，充分混匀，再加入10 µl的PI染色液，混匀后避

光冰浴 20 min 后，上流式细胞仪检测，采用 Cell

Quest Software软件进行分析，并计算细胞的凋亡率

（细胞凋亡率=凋亡细胞/细胞总数×100%）。

1.6 划痕愈合实验检测卵巢癌OVCAR3细胞的迁

移能力

将上述5组对数生长期细胞接种于6孔板（2×103

个/孔）中过夜培养，使细胞汇合度达 90%。用 10 µl

无菌枪头沿培养基底部划一横线，用无血清培养液

洗 2次，除去被划下细胞，加入无血清RPMI 1640培

养液后继续培养。分别于 12、24 h后用倒置相差显

微镜下摄片并测量其迁移距离。将空白对照组细胞

迁移距离为标准（设为 100%），分别计算其他 4组细

胞的迁移能力（实验组细胞迁移距离/空白对照组细

胞迁移距离×100%）。

1.7 Transwell 实验检测卵巢癌 OVCAR3 细胞的侵

袭能力

将Transwell小室上室置于 24孔板上，下室用滤

膜隔开，并放入500 µl完全培养液，以每孔2×103个细

胞将上述5组对数生长期细胞接种上小室，继续培养

48 h。取出小室，用棉签擦去上室留存细胞，4%甲醛

溶液固定 30 min，0.5%结晶紫染色 15 min，PBS清洗
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3次后待其自然晾干后，显微镜下观察、摄片并计数

细胞数（随机计数 5个视野）。以空白对照组侵袭细

胞数为标准（设为 100%），分别计算其他 4组细胞的

侵袭细胞数。细胞侵袭率=侵袭细胞数/空白对照组

侵袭细胞数×100%。

1.8 统计学处理

细胞增殖、凋亡、划痕愈合、Transwell实验均重

复 3次。所有数据均用SPSS20.0统计学软件进行分

析。计量资料以 x̄±s表示；细胞增殖、凋亡及迁移实

验用重复测量方差分析进行比较，其他则采用单因

素方差分析或 t检验进行比较。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 敲降HE4和PAX8基因后卵巢癌OVCAR3细胞

的增殖能力显著降低

MTT检测结果（表1）显示，敲降HE4和PAX8基

因后第 2 天起，HE4 - siRNA 组、PAX8-siRNA 组和

HE4+PAX8-siRNA组OVCAR3细胞的增殖能力显著

低于 siRNA-NC组和空白对照组细胞（F=15.931，P<

0.01），且以HE4+PAX8-siRNA组细胞增殖能力下降

最为显著。

表1 敲降HE4和PAX8基因对卵巢癌OVCAR3细胞增殖能力的影响

Tab.1 Effect of HE4 and PAX8 gene knockdown on proliferation of ovarian cancer OVCAR3 cells

Group

Blank control

siRNA-NC

HE4-siRNA

PAX8-siRNA

HE4+PAX8-siRNA

2 d

5.29±0.21

4.94±0.07

2.56±0.21*

2.43±0.37*

1.85±0.11**△△

3 d

10.08±0.45

9.64±0.34

3.83±0.24**

3.70±0.20**

2.51±0.12**△△

4 d

14.64±0.07

13.89±0.37

4.95±0.07**

4.78±0.18**

3.14±0.10**△△

5 d

19.52±0.18

19.03±0.12

6.51±0.33**

5.82±0.22**

3.56±0.08**△△

*P<0.01，**P<0.01vs siRNA-NC group；△△P<0.01 vs PAX8-siRNA or HE4-siRNA group

2.2 敲降HE4和PAX8基因后促进卵巢癌OVCAR3

细胞的凋亡

流式细胞术检测检测结果（图1）显示，敲低HE4

和PAX8后第 3天开始，HE4-siRNA组、PAX8-siRNA

组和HE4+PAX8-siRNA组卵巢癌OVCAR3细胞凋亡

率显著高于 siRNA-NC 组和空白对照组（F=18.932，

P<0.01）；且以HE4+PAX8-siRNA组细胞凋亡率增高

最明显。

**P<0.01 vs siRNA-NC group；△△P<0.01 vs PAX8-siRNA or

HE4-siRNA group

图1 敲降HE4和PAX8基因后促进卵巢癌OVCAR3细胞凋亡

Fig.1 Down-regulation of HE4 and PAX8 gene promoted

apoptosis of ovarian cancer OVCAR3 cells

2.3 敲降HE4和PAX8基因后抑制卵巢癌OVCAR3

细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图2A、C）显示，敲降HE4和

PAX8基因后第12 h起，HE4-siRNA组、PAX8-siRNA

组和HE4+PAX8-siRNA组OVCAR3细胞的迁移能力

显著低于 siRNA -NC 组和空白对照组细胞（F=

18.635，P<0.01），且以HE4+PAX8-siRNA组细胞迁移

能力下降最为显著。

2.4 敲降HE4和PAX8基因后抑制卵巢癌OVCAR3

细胞的侵袭能力

Transwell 侵袭实验结果（图 2B、D）显示，敲降

HE4和PAX8基因后，HE4-siRNA组、PAX8-siRNA组

和HE4+PAX8-siRNA组OVCAR3细胞的侵袭能力显

著低于 siRNA-NC 组和空白对照组细胞（F=18.635，

P<0.01），且以HE4+PAX8-siRNA组细胞侵袭能力下

降最为显著。

3 讨 论

HE4 基因位于人染色体 20q12-13.1，最早由

KIRCHHOFF等[9]于 1991年在人附睾远端上皮细胞

克隆得到，认为其与精子成熟及天然免疫密切相关。

1999年确定了其与卵巢癌的关系，发现其在子宫内

膜样卵巢癌、浆液性卵巢癌和透明细胞卵巢癌中表

达率分别达 100%、93%和 50%[10]。在HE4和卵巢癌
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的临床研究[11-12]中发现，HE4在早期卵巢癌诊断中灵

敏度和特异度较高，在一定程度上可有效提高早期

诊断率，为患者争取更多有效治疗时间；此外，其还

可作为黏液性卵巢癌与非黏液性卵巢癌及妇科良性

疾病与恶性疾病的有效鉴别指标。但关于其与上皮

性卵巢癌药物的相关研究较少。

**P<0.01 vs siRNA-NC group；△△P<0.01 vs PAX8-siRNA or HE4-siRNA group

图2 敲降HE4和PAX8基因后抑制卵巢癌OVCAR3细胞的迁移（（A、、C））及侵袭（（B、、D)能力（结晶紫染色，×200））

Fig.2 Down-regulation of HE4 and PAX8 gene inhibited migration (A,C) and invasion (B,D) of

ovarian cancer OVCAR3 cells (crystal violet staining，，×200))

PAX8属于PAX家族，通过限制基因转录在维持

细胞功能上扮演重要角色，近年受到学者们的广泛

关注。研究[13]发现，PAX8在苗勒上皮来源恶性肿瘤

中高表达，对输卵管上皮源性恶性肿瘤尤为重要。

但关于其在上皮性卵巢癌中的表达观点不一致，有

人认为PAX8不在上皮性卵巢癌中明显表达；而有人

则认为其不仅在卵巢癌中呈阳性表达，还可作为上

皮来源和盆腔间皮来源卵巢癌的重要鉴别标志[14-15]。

但关于其与上皮性卵巢癌药物的相关研究也鲜见

报道。

在本研究中，采用RNA干扰技术分别沉默HE4、

PAX8及HE4+PAX8基因，成功构建HE4-siRNA组、

PAX8-siRNA 组和 HE4+PAX8-siRNA 组卵巢癌 OV-

CAR3 细胞，并同时建立阴性 siRNA 对照组以排除

siRNA对细胞的影响，以及建立空白对照组以作为参

照。用TC方案药物处理后，分别采用MTT法、流式

细胞术、划痕愈合实验及Transwell侵袭实验检测各

组细胞的增殖、凋亡、迁移及侵袭能力发现，敲降HE4

和PAX8基因后，显著抑制OVCAR3细胞增殖、迁移

及侵袭能力，促进其凋亡。其中，以两种基因同时敲

降后的效果更佳。实验结果提示，靶向沉默HE4和

PAX8基因可增强卵巢癌细胞的化疗敏感性，为上皮

性卵巢癌的个体化精准治疗治疗提供了实验依据，

但具体机制研究尚待后续深入研究。

综上，靶向敲降HE4和 PAX8基因均可增强TC

方案抑制上皮性卵巢癌细胞增殖、迁移及侵袭能力

并促进其凋亡，以HE4和PAX8基因双靶联合沉默效

果则更好。
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