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鸟嘌呤核苷交换因子Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１在卵巢癌细胞中的共表达
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　　［摘要］　目的　寻找卵巢癌细胞中鸟嘌呤核苷交换因子 Ｄｏｃｋ１８０与 Ｅｌｍｏ１呈相互协同作用的依据。方法　 采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人卵巢癌组织、良性肿瘤组织及正常卵巢组织中的Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１的表达水平；免疫组化检测卵巢癌
组织中Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１的分布；免疫荧光检测Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１在卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３中的定位分布；检测 Ｄｏｃｋ１８０表
达缺失的ＳＫＯＶ３细胞中内源性Ｅｌｍｏ１的表达水平。结果　 Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１在人卵巢癌组织中的表达水平呈明显正相
关（ｒ＝０．８２９，Ｐ＜０．０５），在卵巢癌组织中二者的表达水平显著高于卵巢良性肿瘤组织组和卵巢正常组织组（Ｐ＜０．０５）
［Ｄｏｃｋ１８０：（１．０５４±０．１１４）、（０．５１８±０．１２６）、（０．４２５±０．０７２）；Ｅｌｍｏ１：（０．８６４±０．１１４）、（０．３７４±０．０７６）、（０．３００±
０１０５）］。免疫组化及细胞化学染色均显示二者在人卵巢癌组织和细胞内的分布具有一致性。而且在Ｄｏｃｋ１８０表达缺失
细胞中，Ｅｌｍｏ１的表达水平也同时降低。结论 　Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１在促进卵巢癌的癌变过程中可能具有相互协同作用。
　　［关键词］　 鸟嘌呤核苷交换因子；Ｄｏｃｋ１８０；Ｅｌｍｏ１；卵巢癌
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　　诊断时已广泛浸润转移是卵巢癌高死亡率的一个
主要原因，也是造成卵巢癌治疗困难的一个重要因

素［１］。而目前寻求肿瘤特异性靶标是卵巢癌生物治

疗研究的重点。Ｄｏｃｋ１８０（ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆｃｒｋｗｉｔｈｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｒｗｅｉｇｈｔｏｆ１８０×１０３ｏｆｈｕｍａｎ）即人 Ｃｒｋ下游结合
分子，相对分子质量约１８０×１０３［２］。Ｄｏｃｋ１８０作为小
ＧＴＰ酶 Ｒｈｏ家族的鸟嘌呤核苷交换因子（ｇｕａｎｉｎｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｈａｎｇｅｆａｃｔｏｒ，ＧＥＦ），是调节肌动蛋白细胞
骨架及细胞形态的重要分子［３］。Ｃｒｋ／Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１
信号通路在恶性肿瘤中的作用在头颈部肿瘤、乳癌细

胞中得到验证，我们前期工作中也显示该信号通路，尤

其是ＣｒｋＩ／Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１在卵巢癌的恶性生物学行
为中起着重要的作用［４－５］。Ｅｌｍｏ１（ｅｎｇｕｌｆｍｅｎｔａｎｄｃｅｌｌ
ｍｏｔｉｌｉｔｙ１）即细胞移动吞噬因子１，相对分子质量约为
７２×１０３，是进化上非常保守的序列，无明显催化区域，
作为接合物蛋白参与了与细胞移动有关的多种生理病

理过程，如细胞骨架的重组、上皮迁移，并且与多种上

皮细胞起源的肿瘤发生密切相关［６－９］。为了解 Ｅｌｍｏ１
与Ｄｏｃｋ１８０在卵巢癌是否协同作用共同激活效应靶酶
Ｒａｃ１，我们检测了卵巢癌组织及细胞株中二者的共表
达及定位分布，同时对 Ｄｏｃｋ１８０表达缺失细胞的相关
蛋白表达进行检测。

１　资料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本来源与细胞　　收取２００９年８月至２００９年１２月
我科手术切除的卵巢癌组织２９例（其中浆液性癌１６例，黏液
性癌１０例，子宫内膜样癌２例，低分化腺癌１例；组织学分级
Ⅰ级 ６例，Ⅱ级１２例，Ⅲ级１１例），卵巢良性肿瘤组织１４例
（其中浆液性囊腺瘤６例，黏液性囊腺瘤８例），正常卵巢组织
１０例。所有组织标本均为手术后立即取材并保存于液氮中，相
应临床病历资料完整。所有卵巢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，患者平均年龄５２岁。
ＦＩＧＯ分期 Ｉ～Ⅱ期 ５例，Ⅲ／Ⅳ期 ２４例。良性肿瘤组患者平均
年龄５０岁；正常卵巢组：取相近年龄段因其他原因而行卵巢切
除的正常卵巢组织１０例，患者平均年龄５３岁。标本的收集获
得患者的知情同意，并签订知情同意书。

　　卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３来自于重庆医科大学病理学教研
室。

１．１．２　试剂　　ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ，ＵＳＡ），胎牛血清（四季青，
中国），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒（碧云天，中国），Ｄｏｃｋ１８０单克隆抗
体（ＢＤｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ＵＳＡ），Ｅｌｍｏ１单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＣＡ，ＵＳＡ），鼠抗 ａｃｔｉｎ单克隆抗体（四正柏，中国），山羊抗兔
（鼠）ＩｇＧ／ＨＲＰ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ／ＦＩＴＣ标记、山羊抗小鼠 ＩｇＧ／
ＴＲＩＴＣ标记（中杉金桥，中国）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＳＫＯＶ３细胞培养在含有１０％的胎牛血

清、１００Ｕ／ｍｌ的青霉素、１００Ｕ／ｍｌ的链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０完全
培养基，置于３７℃、含５％ＣＯ２的混合气体培养箱中常规培养，
选取处于对数生长期细胞作为实验细胞。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　裂解组织或细胞提取总蛋白，ＢＣＡ法
测定总蛋白浓度，每个样本上６０μｇ总蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，转膜，封闭，再依次加入一抗４℃过夜、二抗３７℃反应
９０ｍｉｎ，ＥＣＬｐｌｕｓ试剂盒显影曝光，凝胶成像仪照相后用 Ｑｕａｎ
ｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件计算各组蛋白条带的灰度值，计算目的
蛋白条带的灰度值与 βａｃｔｉｎ灰度值的比值，得出目的蛋白的
相对表达水平。

１．２．３　免疫组化　　４μｍ石蜡连续切片，常规脱蜡、水化，微
波抗原修复，正常山羊血清封闭３０ｍｉｎ。一抗４℃过夜，二抗
３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，显微镜下观察控制显色时间。
以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，以已知阳性切片作为阳性对
照。

１．２．４　免疫荧光　　制备细胞爬片，４％多聚甲醛室温固定
３０ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温作用１５ｍｉｎ，正常山羊血清封闭
３０ｍｉｎ，一抗 ４℃孵育过夜，避光加入荧光二抗后 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ，５０％甘油封片，激光共聚焦观察并摄像。
１．２．５　质粒及Ｄｏｃｋ１８０缺失型稳定转染细胞株的构建　　由
前期工作构建成功［４］。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，行方差
分析和Ｓｐｅｒｍａｎ相关性分析。

２　结果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｏｃｋ１８０与 Ｅｌｍｏ１蛋白在３种
卵巢组织中的表达

　　如图１所示，Ｄｏｃｋ１８０和 Ｅｌｍｏ１蛋白的表达强度表现出明
显正相关（ｒ＝０．８２９，Ｐ＜０．０５）。卵巢癌组织中，Ｄｏｃｋ１８０蛋白
表达水平显著高于卵巢良性肿瘤组织和正常卵巢组织，其相对

灰度值分别为（１．０５４±０．１１４）、（０．５１８±０．１２６）、（０４２５±
００７２），差异显著（Ｐ＜０．０５）；而在卵巢良性肿瘤组织与正常卵
巢组织之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。卵巢癌组织中，Ｅｌｍｏ１蛋
白的表达水平显著高于卵巢良性肿瘤组织和正常卵巢组织，其

相对灰度值分别为（０．８６４±０．１１４）、（０．３７４±０．０７６）、（０３００±
０１０５），差异显著（Ｐ＜０．０５）；而在卵巢良性肿瘤组织与正常卵
巢组织之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。Ｒａｃ１在３种卵巢组织中
的表达水平一致。

! " # $ % &

'()*!+,!!+,!!,

#

"!

-./(!!!#,!!,

#

"!

01)!!"#!!,

#

"!

!"1)234!$"!!,

#

"!

１～４：卵巢癌组织；５：卵巢良性肿瘤组织；６：正常卵巢组织
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｏｃｋ１８０、Ｅｌｍｏ１及Ｒａｃ１蛋白在

３种卵巢组织中的表达
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Ａ：高分化，Ｄｏｃｋ１８０；Ｂ：高分化，Ｅｌｍｏ１；Ｃ：低分化，Ｄｏｃｋ１８０；Ｄ：低分化，Ｅｌｍｏ１
图２　免疫组化检测Ｄｏｃｋ１８０、Ｅｌｍｏ１蛋白在卵巢癌组织中的表达　（ＳＰ×１００）
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Ａ：Ｄｏｃｋ１８０；Ｂ：Ｅｌｍｏ１；Ｃ：二者融合后
图３　激光共聚焦检测Ｄｏｃｋ１８０、Ｅｌｍｏ１蛋白在卵巢癌细胞株中的分布

２．２　免疫组化检测 Ｄｏｃｋ１８０与 Ｅｌｍｏ１蛋白在卵巢癌
组织中表达具有一致性

　　虽说我们没有检测到组织分化程度与 Ｄｏｃｋ１８０及 Ｅｌｍｏ１
表达水平之间具有显著相关性，但同一标本中二者表达强度表

现出明显一致性。如图 ２所示，在卵巢癌组织中检测到
Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１蛋白的表达，并且这两种蛋白均主要定位于
细胞膜和细胞质，为棕黄色或棕色颗粒，呈弥漫性分布。

２．３　Ｄｏｃｋ１８０与 Ｅｌｍｏ１在卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３中的
定位分布

　　如图３所示，Ｄｏｃｋ１８０主要分布于细胞膜以及细胞膜皱褶
等特化结构，细胞质中也有少量分布。同时Ｅｌｍｏ１也表现出相
似的分布。二者融合以后，定位重叠，其细胞内定位分布表现

出一致性。

２．４　Ｄｏｃｋ１８０表达缺失型 ＳＫＯＶ３细胞中 Ｄｏｃｋ１８０、
Ｅｌｍｏ１蛋白表达及相互关系

　　用ｓｉＲＮＡ干扰ＳＫＯＶ３细胞株中内源性表达的 Ｄｏｃｋ１８０蛋
白，建 立 Ｄｏｃｋ１８０表 达 缺 失 型 细 胞 株 Ｄｏｃｋ１８０ｉＳＫＯＶ３。
Ｄｏｃｋ１８０ｉＳＫＯＶ３细胞中Ｄｏｃｋ１８０的表达（０．２２５±０．１０１）与对
照组（１．０６４±０．１３１）相比，蛋白降低７８．８５％。Ｄｏｃｋ１８０表达
缺失型细胞株构建成功（图４）。在 Ｄｏｃｋ１８０表达缺失的细胞
中，我们检测到Ｅｌｍｏ１的表达水平也随之降低，Ｄｏｃｋ１８０ｉ组中
Ｅｌｍｏ１蛋白表达水平（０．２０２±０．１０３）与对照组（０．７６６±
０１７５）相比，蛋白降低７３．６％。在 Ｄｏｃｋ１８０ｉＳＫＯＶ３细胞株中
Ｄｏｃｋ１８０和Ｅｌｍｏ１的表达水平呈正相关（ｒ＝０．５３１，Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组 ＳＫＯＶ３；２：阴性质粒 ＳＫＯＶ３；３：空质粒 ＳＫＯＶ３；
４：Ｄｏｃｋ１８０ｉＳＫＯＶ３
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｏｃｋ１８０、Ｅｌｍｏ１蛋白在ＳＫＯＶ３

细胞中的表达

３　讨论

　　恶性肿瘤发生浸润和转移的首要条件是肿瘤细胞
动力的增加，而这种变化与细胞信号传导有着密切关

系［１］。小分子ＧＴＰ连接酶Ｒａｃ１参与了细胞移动的调
控，在细胞丝状伪足、片状伪足、粘着斑的形成中具有

重要的作用。鸟嘌呤核苷交换因子 Ｄｏｃｋｌ８０位于细胞
内信号结合物蛋白 Ｃｒｋ的上游，能与 Ｃｒｋ的 ＳＨ３结构
域特异性的结合，将上游的细胞内信号传递给下游的

小分子ＧＴＰ酶Ｒａｃ１，并通过激活 Ｒａｃ１而参与调节细
胞骨架、细胞增殖等重要生理过程，如果在细胞信号传

导中出现效应酶Ｒａｃ１异常激活，则可能会导致肿瘤的
发生［１２－１３］。我们的实验结果显示卵巢组织中总的
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Ｒａｃ１表达水平都不低，与Ｄｏｃｋ１８０及Ｅｌｍｏ１表达强度
似乎没有关联。提示作为二者下游蛋白的 Ｒａｃ１，其
表达总量是不受上游激活蛋白Ｄｏｃｋ１８０／Ｅｌｍｏ１的影响
的。受影响的应该是与 ＧＴＰ结合的活性形式。因为
Ｒａｃ１酶活性测定需要新鲜卵巢癌组织或新鲜提取的
细胞，我们目前还没能在组织中证实 Ｄｏｃｋ１８０／Ｅｌｍｏ１
的共表达与 Ｒａｃ１酶活性之间的相关性。不过，
Ｄｏｃｋ１８０／Ｅｌｍｏ１共表达与 Ｒａｃ１酶活性之间的正相关
在Ｄｏｃｋ１８０表达缺失型ＳＫＯＶ３细胞中已得到验证（参
考文献［４］及本研究）。
　　既往研究［１０］认为 Ｅｌｍｏ１通过不同的途径激活并
稳定细胞内Ｄｏｃｋ１８０的活性，包括：协助Ｄｏｃｋ１８０稳定
Ｒａｃ，缓减Ｄｏｃｋ１８０的自我抑制并促进Ｄｏｃｋ１８０定位于
细胞膜以便于更容易接近其靶向目标 Ｒａｃ；以及作为
Ｄｏｃｋ１８０泛素化抑制剂，延缓细胞内 Ｄｏｃｋ１８０的降
解［１１］。而Ｄｏｃｋ１８０对 Ｅｌｍｏ１是否具有调控作用则没
有相关报道。我们前期免疫组化结果提示，鸟嘌呤核

苷交换因子Ｄｏｃｋｌ８０在卵巢交界性肿瘤中表达开始逐
渐增高，在卵巢癌中明显增高，提示Ｄｏｃｋ１８０可能参与
了卵巢癌癌变的早期过程［１４］。通过ＲＮＡ沉默敲低卵
巢癌细胞 ＳＫＯＶ３的内源性 Ｄｏｃｋ１８０表达阐明 Ｃｒｋ／
Ｄｏｃｋ１８０／Ｒａｃ１信号通路在卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３恶性潜
能中的作用［４－５］。考虑到Ｅｌｍｏ１对Ｄｏｃｋ１８０的正向调
节作用以及二者协同作用对恶性肿瘤侵蚀能力的促进

作用［１５－１６］，我们对这两种蛋白在卵巢癌细胞／组织 中
的表达进行了检测。结果验证了二者在卵巢癌细胞及

组织均存在共表达且卵巢癌组织中表达明显高于卵巢

良性肿瘤及正常卵巢组织，二者在卵巢癌细胞中的定

位分布也是一致的，提示 Ｄｏｃｋ１８０与 Ｅｌｍｏ１蛋白在卵
巢癌发生发展中的协同作用。

　　此外，我们对前期构建 Ｄｏｃｋ１８０表达缺失ＳＫＯＶ３
细胞的 Ｅｌｍｏ１蛋白进行检测，发现对 Ｄｏｃｋ１８０表达敲
低后，其协同蛋白 Ｅｌｍｏ１表达也明显受阻。该现象提
示，Ｄｏｃｋ１８０与Ｅｌｍｏ１之间的协同作用应该是相互的，
除了已知的 Ｅｌｍｏ１对 Ｄｏｃｋ１８０的促进作用［１６］，

Ｄｏｃｋ１８０对Ｅｌｍｏ１同样具有正向调节作用。但其正向
调节作用的具体机理还有待进一步阐明。

　　Ｅｌｍｏ１与 Ｄｏｃｋ１８０在卵巢癌组织中共表达，及卵
巢癌细胞中二者相同的定位分布，提示在卵巢癌发生

发展过程中，二者可能对对方的细胞内活性维持都具

有正向调控作用。
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