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[摘 要] 目的：探讨桥接整合因子 1（BIN1）在上皮性卵巢癌（EOC）组织中的表达及其临床意义，以及 BIN1 对 EOC 细胞

A2780增殖、迁移和侵袭的影响。方法：收集2017年7月至2018年1月河北医科大学第四医院手术切除的67例EOC患者的肿瘤

组织及同期因其他妇科疾病手术切除的30例非肿瘤患者的卵巢组织（正常对照组）标本。用免疫组织化学染色法检测EOC组织

和非肿瘤卵巢组织中BIN1 蛋白的表达水平，χ2 检验分析 BIN1 表达与患者临床病理特征之间的关联，Kaplan-Meier法分析

BIN1表达与患者的无病生存期（DFS）和总生存期（OS）之间的关系。用 qPCR 和 WB 法检测 EOC 细胞 SKOV3、A2780和人

卵巢上皮细胞 IOSE80中BIN1 mRNA和蛋白的表达水平。利用基因转染技术将 BIN1 质粒 CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin-

BIN1 和空载体质粒CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin分别转染到A2780细胞以构建过表达BIN1细胞及其对照，用qPCR和WB

法分别检测转染细胞中BIN1 mRNA和蛋白的表达水平，CCK-8、划痕愈合和Transwell实验分别检测过表达BIN1对A2780细胞

增殖、迁移和侵袭的影响。结果：EOC组织中BIN1阳性表达率显著低于正常卵巢组织（P<0.01）。BIN1表达与EOC患者较晚的

术后病理分期、较差的组织学分级、淋巴结转移及腹膜转移存在正向关联（均 P<0.05）；BIN1 低表达组患者的DFS和OS均

短于BIN1高表达组患者（均P<0.05）。SKOV3和A2780细胞中 BIN1 mRNA 和蛋白的表达水平均显著低于 IOSE80细胞（均

P<0.01）；过表达BIN1显著抑制A2780细胞的增殖、迁移和侵袭（P<0.05或P<0.01）。结论：BIN1在EOC组织和细胞中呈低表达

状态，与患者的不良预后有关；过表达BIN1可降低EOC细胞A2780的增殖、迁移和侵袭能力。
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Expression and clinical significance of bridging intergrator 1 in epithelial ovarian
cancer tissues and cells
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[Abstract] Objective: To investigate the expression and clinical significance of bridging intergrator 1 (BIN1) in epithelial ovarian

cancer (EOC) tissues, and to explore its effect on the proliferation, migration and invasion of ovarian cancer A2780 cells. Methods: The

tumor tissues of 67 patients with EOC who underwent tumor resection in the Fourth Hospital of Hebei Medical University from July

2017 to January 2018 were collected. Ovarian tissues resected from 30 non-tumor patients with other gynecological diseases during the

same period were collected as normal controls. Immunohistochemical staining was used to detect the expression of BIN1 in EOC

tissues and non-tumor ovarian tissues. χ2 test was used to analyze the correlation between the expression of BIN1 and various

clinicopathological factors of EOC patients. Kaplan-Meier method was used to analyze the correlation between the expression of BIN1

and disease-free survival (DFS) or overall survival (OS) of patients. The mRNA and protein expression levels of BIN1 in EOC cells

(SKOV3 and A2780) and human ovarian epithelial IOSE80 cells were detected by qPCR and WB. The BIN1 plasmid CMV-MCS-GFP-

SV40-neomycin-BIN1 and the empty plasmid CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin were respectively transfected into A2780 cells to

construct BIN1 overexpressed cells and its control. The mRNA and protein expression levels of BIN1 in transfected cells were detected

by qPCR and WB, respectively. The effects of BIN1 overexpression on the proliferation, migration and invasion of A2780 cells were

detected by CCK-8 test, wound-healing assay and Transwell test, respectively. Results: The positive expression rate of BIN1 in EOC
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tissues was significantly lower than that in normal ovarian tissues (P<0.01). Low BIN1 expression was positively related with

advanced postoperative pathological stage, worse histological grade, lymph node metastasis and peritoneal metastasis in patients with

EOC (all P<0.05). The DFS and OS of the patients in the low BIN1 expression group were shorter than those in the high BIN1

expression group (all P<0.05). The mRNA and protein expression levels of BIN1 in SKOV3 and A2780 cells were significantly lower

than those in IOSE80 cells (all P<0.01). Overexpression of BIN1 significantly inhibited the proliferation, migration and invasion of

A2780 cells (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: BIN1 is lowly expressed in EOC tissues and cells, and its low expression is related to the

poor prognosis of EOC patients. Overexpression of BIN1 can inhibit the proliferation, migration and invasion ability of ovarian cancer

A2780 cells.

[Key words] bridging intergrator 1 (BIN1); epithelial ovarian cancer (EOC); A2780 cell; proliferation; migration; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2022, 29(1): 43-49. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.01.007]

卵巢癌在全球妇科恶性肿瘤中发病率居第三

位，病死率居第一位，最常见的病理类型是上皮性卵

巢癌（epithelial ovarian cancer，EOC）[1-4]。约 80% 的

EOC患者确诊时已为晚期（Ⅲ/Ⅳ期），患者 5年生存

率仅 30%[5-7]。目前，参与EOC发生发展的分子机制

仍不明确，制约着新型药物的研发及新治疗策略的

确立。桥接整合因子 1（bridging intergrator 1，BIN1）

是一种与 MYC 相互作用的接头蛋白，具有抑瘤作

用，在多种类型肿瘤中低表达[8-11]。本课题组前期研

究结果[12-17]表明，BIN1可以通过NF-κB途径降低非小

细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）细胞的

侵袭与迁移能力，通过AKT-mTOR通路诱导NSCLC

细胞周期阻滞，还可以抑制PD-L1介导的肿瘤免疫逃

逸；BIN1通过诱导细胞周期阻滞而抑制食管鳞状细

胞癌（esophageal squamous cell cancer，ESCC）细胞的

增殖。然而，目前尚少见 BIN1 在 EOC 中的研究报

道。本研究检测BIN1在EOC组织中的表达，明确其

表达与EOC患者临床病理特征和预后的关联，并观

察过表达BIN1对卵巢癌A2780细胞增殖、侵袭和迁

移的影响，旨在为阐明BIN1在EOC发生发展中的作

用及其机制提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2017年 7月至 2018年 1月河北医科大学第

四医院手术切除的67例EOC患者的肿瘤组织，所有

肿瘤组织均经 2名以上病理医师确诊为EOC。患者

年龄 22～70岁。术后病理分期：Ⅰ+Ⅱ期 20例，Ⅲ+

Ⅳ期 47例；组织学分级：中、高分化 25 例，低分化 42

例；淋巴结转移：43例有淋巴结转移，24例无淋巴结

转移；腹膜转移：27例有腹膜转移，40例无腹膜转移。

同期收集了因其他妇科疾病而手术切除的30例非肿

瘤卵巢组织作为对照组。所有组织离体后迅速置于

液氮中，-80 ℃保存。患者术前均被告知并签署知情

同意书。本研究方案征得所在医院医学伦理委员会

的批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人EOC细胞A2780、SKOV3和人卵巢上皮细胞

IOSE80均购自中国科学院细胞库。胎牛血清购自美

国Gemini公司，DMEM培养基及胰蛋白酶购自美国

Gibco公司，TRIzol、逆转录试剂和SYBR Green实时

荧光定量PCR 试剂均购自美国Thermo Fisher公司，

转染试剂 Lipofectamine 2000 购自美国 Invitrogen 公

司，Transwell小室购自美国康宁公司，CCK-8试剂盒

购自北京索莱宝公司，引物由上海生物工程有限公

司合成，质粒提取试剂盒购自北京天根生化科

技有限公司，真核表达重组质粒 CMV-MCS-GFP-

SV40-Neomycin-BIN1 和 空 载 体 质 粒 CMV-MCS-

GFP-SV40-Neomycin 均购自上海吉凯基因科技有

限公司，ECL 化学发光试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司，鼠抗人 BIN1 单克隆抗体购自

Merck Millipore 公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记

的兔抗鼠二抗购自美国Abcam公司。

1.3 细胞培养、转染与分组

SKOV3、A2780 细胞和 IOSE80 细胞均在含 1%

双抗和 10% 胎牛血清的 DMEM 完全培养基中，于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养。选取生长状况良好的

对数生长期细胞，按照转染试剂Lipofectamine 2000

说明书的步骤，将BIN1过表达质粒CMV-MCS-GFP-

SV40-Neomycin-BIN1(CMV-BIN1）和 空 载 体 质 粒

CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin（CMV-NC）转染至

A2780细胞。实验分组：空白对照组（NC组）、BIN1

过表达组（CMV-BIN1组）和空载体质粒组（CMV-NC

组）。培养 6~8 h后，更换成完全培养基继续培养

48 h，进行后续实验。

1.4 免疫组织化学染色法检测EOC组织及非肿瘤

卵巢组织中BIN1阳性表达率

将石蜡切片常规脱蜡水化，H2O2封闭内源性过

氧化物酶，加入BIN1（1∶200）抗体 4 ℃过夜。次日，

加入二抗工作液和辣根酶标记链霉卵白素工作液，

DAB显色，复染，脱水，封片。每个标本均随机选择5

个视野（×200）计算：（1）阳性细胞百分率计分：<25%
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为 0分，25%~<50%为 1分，50%~<75%为 2分，≥75%

为3分；（2）按照阳性细胞染色程度计分：无显色为

0分，浅棕黄色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分。

将上述2项得分相加，0分为“-”，1～2分为“+”，3～4

分为“++”，5～6分为“+++”，将“++”和“+++”判定为

阳性表达，将“-”和“+”判定为阴性表达。

1.5 qPCR 法检测 EOC 细胞中 BIN1 mRNA 的表达

水平

用TRIzol提取EOC细胞的总RNA。将RNA浓度

稀释至500 ng/mL，进行逆转录，将获得的cDNA作为模

板扩增 BIN1 及内参。引物序列：BIN1 上游为 5'-

CAAGTCCCCATCTCAGCCAG-3'，下游为 5'-GGATCA

CCAGCACCACATCA-3'；GAPDH上游为 5'-GTCACC

TTCACCGTTCCAGTTTT-3'，下 游 为 5'-CTTAGT

TGCGTTACACCCTTTCTT-3'。PCR 反应条件：95 ℃

10 min；95 ℃ 15 s，59 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 35 个

循环。根据每孔荧光信号达到阈值时经历的循环

数作为 Ct 值，以 2-∆∆Ct 法计算 BIN1 mRNA 的相对表

达量。

1.6 WB法检测EOC细胞中BIN1蛋白的表达水平

取A2780、SKOV3细胞及 IOSE80细胞分别加入

细胞裂解液及蛋白酶抑制剂，提取总蛋白。BCA法

定量蛋白后，进行 SDS-PAGE 分离蛋白，以湿转法

将分离的蛋白质转至 PVDF 膜，在 5% 脱脂牛奶

中在室温下封闭60 min。加入抗BIN1（1∶2 000）、抗

GAPDH（1∶2 500）抗体，4 ℃过夜。TBST清洗膜 3次

（15 min/次），加入HRP标记的兔抗鼠二抗（1∶1 000），

室温处理60 min；TBST清洗膜后滴加ECL发光液显

影，以GAPDH为内参，用 ImageJ软件分析蛋白条带

的灰度值，并计算BIN1蛋白的相对表达量。

1.7 CCK-8法检测过表达BIN1对A2780细胞增殖

的影响

将各组A2780细胞消化后按照每孔1×103个细胞接

种于96孔板中，将培养板放入培养箱中培养24、48、72、

96 h后，向每孔加入10 μL CCK-8试剂，4 h后上酶标仪

检测每孔波长450 nm处的光密度（D）值，并绘制细胞

增殖曲线。

1.8 划痕愈合实验检测过表达BIN1对A2780细胞迁

移能力的影响

将各组A2780 细胞接种于 6 孔板（5×105/孔），

在培养板背面画 5 条平行线作为标记，24 h 后用

200 μL 无菌移液器吸头在细胞层中划 2 条垂直

于背面平行线的直线，用 PBS洗3次，加入2 mL无

血清培养基继续培养，于 0、24 h在倒置显微镜下观

察测量细胞向划痕区域的迁移距离并拍照。

1.9 Transwell实验检测过表达BIN1对A2780细胞侵

袭能力的影响

将各组A2780细胞按照每孔2×105个细胞加入预

铺人工基膜的Transwell小室的上室，下室加入700 μL

含 10% FBS 的 DMEM 培养基。培养 24 h 后取出小

室，经过PBS冲洗后，用棉签将上室中残存的细胞擦

去，用 4%多聚甲醛固定 20 min，PBS清洗 3次后，用

0.1%结晶紫染色15 min，PBS冲洗后风干，在高倍显

微镜（×200）下拍照并随机选取 10个视野计数侵袭

细胞。

1.10 统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 22.0

统计软件对实验数据进行分析，符合正态分布的计

量资料以 x̄±s 表示，两组间数据比较采取 t检验，χ2检

验分析 BIN1 表达与临床病理特征的关系，Kaplan-

Meier法分析BIN1表达与患者无病生存（DFS）和总

生存（OS）的关系，以P<0.05或P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 BIN1在EOC组织中呈低表达

免疫组织化学染色结果（图1）显示，BIN1表达定

位在细胞核中。EOC 组织中 BIN1 阳性表达率明

显低于非肿瘤卵巢组织[32.84%（22/67）vs 80.00%

（24/30），χ2=15.105，P<0.01]。

2.2 BIN1表达与EOC患者临床病理特征的关系

χ2检验分析BIN1表达与EOC患者临床病理特征

的关系，结果（表1）发现，BIN1低表达与EOC患者较

晚的术后病理分期、较差的组织学分级、淋巴结转移

和腹膜转移存在正向关联（均P<0.05），而与年龄无

关联（P>0.05）。

2.3 BIN1表达与EOC患者预后的关系

中位随访时间为 39 个月，随访终止时间点为

2021年 4月 30日。在随访期间，获访患者中有 26例

死亡。Kaplan-Meier生存分析结果（图 2）显示，BIN1

低表达患者的DFS和OS均显著短于BIN1高表达患

者（均P<0.05）。

2.4 EOC细胞中BIN1 mRNA和蛋白均低表达

qPCR 法检测结果（图 3A）显示 ，EOC 细胞

SKOV3和A2780中BIN1 mRNA表达水平均显著低

于正常卵巢上皮细胞 IOSE80（均P<0.01）。WB实验

结果（图 3B）显示，SKOV3和A2780细胞中BIN1蛋

白表达水平均显著低于 IOSE80 细胞（均 P<0.01）。

结果提示，EOC细胞中BIN1 mRNA和蛋白均呈低表

达。相较于SKOV3细胞，A2780细胞中BIN1 mRNA

和蛋白的表达水平更低（均P<0.05），因此后续实验

选用A2780细胞。
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图1 EOC组织及非肿瘤卵巢组织中BIN1的表达（免疫组织化学染色，×200）

表1 EOC组织中BIN1表达水平及其与患者临床病理特征的关系[n (%)]

临床病理特征

年龄（岁）

≤60

>60

FIGO分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

分化程度

好+中

差

淋巴结转移

有

无

腹膜转移

有

无

N

43

24

20

47

25

42

43

24

27

40

BIN1高表达

13（30.2）

9（37.5）

14（70.0）

8（17.0）

16（64.0）

6（14.3）

10（23.3）

12（50.0）

5（18.5）

17（42.5）

BIN1低表达

30（69.8）

15（62.5）

6（30.0）

39（83.0）

9（36.0）

36（85.7）

33（76.7）

12（50.0）

22（81.5）

23（57.5）

χ2

0.369

17.855

17.562

4.995

4.203

P

0.544

<0.001

<0.001

0.025

0.040

图2 Kaplan-Meier法分析BIN1表达对EOC患者DFS和OS的影响

与 IOSE80细胞比较，**P<0.01；与SKOV3细胞比较，△P<0.05

图3 不同EOC细胞中BIN1 mRNA（A）和蛋白（B）的表达
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2.5 过表达BIN1显著抑制A2780细胞的增殖、迁移

及侵袭能力

转染BIN1后，qPCR和WB法检测结果（图 4A、

B）显示，与 NC 组和 CMV-BIN1 组相比，CMV-BIN1

组A2780细胞中BIN1 mRNA和蛋白的表达水平均

显著升高（均P<0.01）。结果提示，成功建立BIN1过

表达的A2780细胞系。过表达BIN1后，CCK-8法实

验结果（图 4C）显示，在 48、72和 96 h时A2780细胞

的增殖能力显著降低（P<0.05或P<0.01）；划痕愈合

实验结果（图 4D）显示，A2780细胞的迁移能力显著

降低（P<0.01）；Transwell 实验结果（图 4E）显示，

A2780细胞的侵袭能力显著降低（P<0.01）。实验结

果表明，过表达BIN1可显著抑制卵巢癌A2780细胞

的增殖、迁移和侵袭。

与NC或CMV-NC组比较，*P<0.05，**P<0.01

A: qPCR检测BIN1 mRNA的表达；B: WB法检测BIN1蛋白的表达；C: CCK-8法检测细胞增殖；

D:划痕愈合实验检测细胞的迁移（×40）；E: Transwell实验检测细胞的侵袭（×200）

图4 过表达BIN1对A2780细胞增殖、迁移和侵袭的影响

3 讨 论

EOC是国内外发病率和病死率较高的妇科恶性

肿瘤之一，其侵袭性强、易复发和转移是预后不佳的

主要原因；缺乏有效的治疗靶点也是临床治疗过程

中制约EOC患者预后改善的主要瓶颈之一。因此，

亟须深入研究EOC进展过程中的相关分子机制，为

寻找其新的治疗靶点提供依据。

肿瘤细胞的无限增殖、侵袭和转移能力是肿瘤

致死的主要原因。BIN1是机体中具有抑癌作用的配

体蛋白，已被证实在多种类型肿瘤中表达缺失。

BIN1基因缺失可加速诱导RAS介导的小鼠恶性肿

瘤的形成，且用Cre-Lox技术敲除BIN1基因，18~20

个月后 50%的小鼠自发性地发生肺癌，10%的小鼠

自发性地发生肝癌[18]。ZHOU等[19]研究发现，在结直

肠癌中 BIN1 蛋白水平受 miR-744 的负向调控，且

BIN1 过表达可以抑制 miR-744 诱导的奥沙利铂耐

药，提示 miR-744 可能通过抑制结直肠癌细胞中

BIN1表达而诱导奥沙利铂的耐药。HU等[20]研究结

果证实，在肝癌中BIN1基因异常剪接可导致其丧失

抑癌功能，而HX9-NONO-SFPQ复合物是导致BIN1

异常剪接的关键调节因子。研究结果[21]表明，在

BIN1缺失的肿瘤细胞中，E2F1激活ATM从而导致

顺铂耐药。多项研究结果[8-9,22]显示，BIN1可以通过直

接与 c-MYC结合逆转 c-MYC介导的恶性转化，从而

抑制肿瘤细胞的增殖能力。MULLER等[23]通过皮肤

癌模型发现，BIN1 缺失可以通过影响 STAT1 和

NF-κB通路促进 IDO表达，肿瘤浸润淋巴细胞的数量

显著减少，进而诱导肿瘤免疫逃逸。本课题组在前

期的研究[15,24-26]中发现，BIN1在ESCC及NSCLC中呈
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低表达，且其低表达与肿瘤的临床分期、淋巴结转

移、远处转移和OS呈负相关关系。进一步研究BIN1

在肿瘤细胞中的功能，结果发现BIN1缺失能够提高

肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

鉴于目前BIN1在EOC中的表达及其生物学功

能尚未明了，本研究着重探讨了 BIN1 对 EOC 的影

响。首先，通过免疫组织化学染色法检测EOC组织

和非肿瘤卵巢组织中BIN1表达水平，结果发现EOC

组织中BIN1的表达水平显著低于非肿瘤卵巢组织，

提示 BIN1 在 EOC 发生发展中可能发挥抑癌作用。

为明确BIN1在EOC中的临床意义，本研究进一步对

BIN1表达与EOC患者临床病理特征的关系进行分

析，结果发现BIN1低表达与患者较晚的术后病理分

期、较差的组织学分级、淋巴结转移及腹膜转移有

关；Kaplan-Meier 生存分析结果表明，BIN1 高表达

EOC患者的术后DFS和OS显著长于BIN1低表达患

者，提示BIN1低表达可独立作为EOC患者不良预后

的生物标志物。

为了进一步研究BIN1在EOC中的生物学功能，

本研究针对BIN1在EOC中的抑癌作用开展体外实

验，结果表明，过表达 BIN1 能够显著降低 EOC

A2780细胞的增殖、迁移和侵袭能力。由于EOC细

胞的异常增殖、侵袭和转移是影响患者预后的重要

因素，本研究结果提示，BIN1可能通过抑制EOC细

胞的恶性生物学行为而改善患者的预后。但BIN1是

通过何种具体的分子机制来发挥抑癌作用有待深入

研究。

综上所述，BIN1在EOC组织和细胞中低表达，

且与 EOC 患者的多个临床病理特征有关。过表达

BIN1能够显著抑制EOC细胞A2780的增殖、迁移和

侵袭，说明BIN1在EOC的恶性进展过程中发挥了抑

癌作用。本课题组后续将继续深入研究 BIN1 在

EOC中发挥抑癌作用的具体机制，为寻找EOC的治

疗靶点提供理论依据。
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