
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２２０５１４１

转录组学测序揭示ＷＮＫ２促进体外培养卵巢癌细胞ＲＯＳ产生

李凤杰１，贾永琴１，王延洲１，杜秀蓉１，曹兰琴２，周　丹１，梁志清１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）
第一附属医院妇产科１；４１０００８长沙，中南大学湘雅医院妇科２

　　［摘要］　目的　转录组学测序分析ＷＮＫ２在卵巢癌中调控的生物、代谢过程。方法　在卵巢癌细
胞ＳＫＯＶ３中，使用 ｓｉＲＮＡ干扰 ＷＮＫ２，分为 ｓｉＮＣ和 ｓｉＷＮＫ２２组，每组设置 ３个重复。ｓｉＲＮＡ转染
ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ后收集细胞提取总 ＲＮＡ。验证 ＳＫＯＶ３细胞中的 ＷＮＫ２成功敲降后，将总 ＲＮＡ样品
进行转录组学测序及生物信息分析，筛选ｐａｄｊ＜０．０１，ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１，ＦＰＫＭ＞５００范围内的基因，即 ｓｉＮＣ
与ｓｉＷＮＫ２两组间的差异基因，从而获取在 ＳＫＯＶ３细胞中被 ＷＮＫ２调控的基因。进一步通过
ＤｉｓＧｅＮＥＴ和ＤＯ（ｄｉｓｅａｓｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）富集分析得出差异基因与疾病间的关系；ＧＯ功能富集分析差异基因
调控的细胞功能和代谢过程。通过ＲＴｑＰＣＲ验证活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）通路中１０个差
异基因表达变化是否与测序结果一致，并探究过表达、敲降 ＷＮＫ２后对卵巢癌细胞 ＲＯＳ产生的影响。
结果　ＤｉｓＧｅＮＥＴ以及ＤＯ富集分析表明ＷＮＫ２敲降后，ｓｉＮＣ和ｓｉＷＮＫ２两组的差异基因与多种恶性肿
瘤密切相关（Ｐ＜０．０５）。ＧＯ功能富集分析表明差异基因富集于 ＲＯＳ代谢过程、凋亡信号通路、泛素连
接酶复合物形成、线粒体膜蛋白复合物形成、生长因子结合和转录激活因子活性等生物过程（Ｐ＜０．０５）。
在所有富集通路中，ＲＯＳ代谢相关的生物过程数量最多且差异最为显著（Ｐ＜０．００１）。ＲＴｑＰＣＲ验证
ＷＮＫ２敲降后ＲＯＳ通路中９个差异基因表达变化与测序结果一致，１个基因（ＰＤＧＦＢ）与测序结果相
反，１个基因在两组中无明显变化。在卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３和 ＣＡＯＶ３中敲降 ＷＮＫ２后，ＲＯＳ产生下降；
过表达ＷＮＫ２后，卵巢癌细胞的ＲＯＳ产生增多。结论　ＷＮＫ２可能通过促进 ＲＯＳ代谢过程调控卵巢
癌的恶性进程。
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　　卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤，其病死
率位居妇科恶性肿瘤之首。２０２０年全球新发病例超
过３０万，２０万患者病死［１］。卵巢癌被称为“沉默杀

手”，主要因为卵巢深居盆腔，早期卵巢癌症状隐匿，

约７０％的患者确诊时已为晚期。晚期卵巢癌患者预
后差，５年生存率＜４０％［２］。肿瘤细胞减灭术和以紫
杉醇、卡铂为主的化疗是卵巢癌的传统治疗方法，但

是＞７５％的患者会发生耐药［３］。尽管靶向和免疫治

疗已经兴起，然而近年卵巢癌患者 ５年生存率并无
明显改善（仍在 ３５％～４０％之间）；无进展生存期
（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）仅 １２～１８个月［４－５］。

居高不下的病死率促使研究人员不断探寻有效的卵

巢癌治疗靶点。

　　ＷＮＫ２是近 ２０年才被发现的一个具有双螺旋、
ＰＸＸＰ、ＳＨ３结构域的细胞质蛋白［６］。人 ＷＮＫ２主要
在心脏、大脑和结肠中表达。其异常可能涉及多种疾

病的发生发展，如戈登综合征、颅内出血及肿瘤等疾

病［７－９］。近年来，ＷＮＫ２被发现在多种肿瘤进展中起
着重要调控作用。如启动子异常高甲基化导致人脑胶

质瘤、脑膜瘤、胃癌和结肠癌中的 ＷＮＫ２水平显著降
低，进而促进了肿瘤的增殖以及细胞的迁移和运动。

研究进一步证明 ＷＮＫ２通过调控 ＭＥＫ１／ＥＲＫ１／２，
Ｒａｃ１通路抑制胶质瘤细胞生长［１０－１２］。在宫颈癌中，

ＷＮＫ２通过调控 ＥＲＫ通路抑制了肿瘤细胞的增殖和
侵袭［１３］。然而不同于报道的其他肿瘤，我们前期研究

证明ＷＮＫ２在卵巢癌中高表达，并能促进卵巢癌细胞

增殖、侵袭等恶性生物学行为。磷酸化质谱测序进一

步发现ＷＮＫ２调控卵巢癌细胞骨架形成等生物学过
程。因此ＷＮＫ２在卵巢癌发展中很可能扮演重要促
癌角色［１４－１５］。

　　ＲＮＡＳｅｑ作为新兴测序技术，较其他测序技术具
有明显的优势。其能检测所有的转录本，包括编码

ＲＮＡ （ｍＲＮＡ）和 非 编 码 ＲＮＡ （ｎｃＲＮＡ），如
ｍｉｃｒｏＲＮＡ、长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）、核糖体 ＲＮＡ
（ｒＲＮＡ）和转移 ＲＮＡ（ｔＲＮＡ）［１６］。转录组测序不仅
能发现新的基因，其生成的数据加速了对可变剪接基

因、融合基因、突变／ＳＮＰ、等位基因特异性表达和生物
标志物的了解，并且在研究导致卵巢癌耐药的新机制

上发挥了充分的作用［１７］。

　　为了更全面地探究 ＷＮＫ２在卵巢癌中调控的分
子机制。本研究通过 ＲＮＡＳｅｑ测序获取 ＷＮＫ２在体
外培养卵巢癌细胞中调控的转录本信息，并通过

ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＤＯ、ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析 ＷＮＫ２参与的生
物和代谢等过程，为ＷＮＫ２在卵巢癌中扮演的角色提
供了更有力的证据。

１　材料与方法

１．１　实验试剂和实验仪器
　　人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３、ＣＡＯＶ３购于 ＡＴＣＣ官
网；细胞培养试剂购于衍庆生物技术有限公司；ＲＮＡ
提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ、ＲＴＰＣＲ试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司；
ＲＯＳ检测试剂盒购于索莱宝公司。研究中的转染试
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剂是赛默飞品牌的 ｌｉｐｏ３０００。ＢＸ５３荧光显微镜购自
日本奥林巴斯公司；ＢｉｏＲａｄＰＣＲ仪 ＣＦＸ９６购自美国
伯乐公司。ｓｉＷＮＫ２由广州锐博生物公司设计，序列
为：ＣＡＡＧＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＣＡＴＡ。ＷＮＫ２过表达质粒
由上海吉凯生物技术有限公司构建。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞株及细胞培养　　人卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３
和ＣＡＯＶ３培养于湿润、３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱
中，培养基用 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｉｃｏ，美国）和 １０％的胎牛血
清配制。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ　　将 ＳＫＯＶ３和 ＣＡＯＶ３细胞铺板于
６孔板中，２４ｈ后细胞密度保持 ７０％左右进行转染。
两个ＥＰ管中分别加入５００μＬｏｐｔｉｍｅｍ和２０μｍｏｌ／Ｌ
ｓｉＲＮＡ（５μＬｓｉＷＮＫ２或 ｓｉＮＣ）或５μＬ的 ｌｉｐｏ３０００。
轻轻摇晃混匀后，静置 ５ｍｉｎ。将 ＥＰ管中的 ｓｉＲＮＡ
和转染试剂混合，常温下静置２０ｍｉｎ后加入细胞培养
孔中。３个培养孔作为实验组转染 ｓｉＷＮＫ２，另外
３个孔作为对照组转染ｓｉＮＣ。
１．２．３　质粒转染　　将 ＳＫＯＶ３和 ＣＡＯＶ３细胞铺板
于６孔板中，２４ｈ后细胞密度大约保持７０％左右进行
质粒转染。转染前将培养基换成无血清培养基。两个

ＥＰ管中分别加入５００μＬｏｐｔｉｍｅｍ和３μｇ质粒或５μＬ
ｌｉｐｏ３０００，轻轻摇晃混匀后，静置 ５ｍｉｎ。将 ＥＰ管中
的质粒和转染试剂混合，常温下静置２０ｍｉｎ后加入细
胞培养孔中，转染６ｈ后细胞换液。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ　　细胞转染４８ｈ后，６孔板中的细

胞用ＰＢＳ清洗２次，按照试剂使用说明书提取 ＲＮＡ。
吸取部分ＷＮＫ２敲降实验组和 ＮＣ对照组的 ＲＮＡ进
行ＲＴｑＰＣＲ。取１μｇ的ＲＮＡ进行反转录，合成ｃＤＮＡ
后，用无酶水稀释５倍。取４μＬｃＤＮＡ，５μＬＳＹＢＧ和
１μＬ引物进行 ＲＮＡ检测，验证 ＷＮＫ２的敲降效果以
及差异基因的转录水平变化。本研究中的所有引物由

擎科生物公司合成，引物序列如表１所示。
１．２．５　ＲＮＡｓｅｑ测序　　前期研究发现 ＷＮＫ２在卵
巢癌细胞 ＳＫＯＶ３中表达最高，因此 ＳＫＯＶ３细胞中的
ＷＮＫ２被成功敲降后，将实验组和对照组的ＲＮＡ送至
诺和致源生物科技有限公司进行 ＲＮＡｓｅｑ测序分析。
公司在测序之前，通过琼脂糖凝胶电泳，Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）及Ｄ（２６０）／Ｄ（２３０）的比值等检测，确保 ＲＮＡ
样品符合质检。通过文库构建和上机测序，对基因表

达进行定量分析，再用 ＤＥＳｅｑ２筛选 ＷＮＫ２干扰前后
表达水平显著差异的基因。差异基因筛选标准是

｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜＞０且ｐａｄｊ＜０．０５。
１．２．６　富集分析及验证　　为了得到 ＷＮＫ２在卵巢
癌中调控的代谢过程，ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ软件对差异基因
集进行ＤＯ通路富集分析和 ＧＯ功能富集分析。根据
富集分析结果进行验证。

１．２．７　ＲＯＳ检测　　ＷＮＫ２敲降或过表达４８ｈ后，检
测卵巢癌细胞中的ＲＯＳ水平。使用无血清培养基将荧
光探针稀释１０００倍，再将孔板中的培养基换成荧光探
针稀释液，３７℃孵育３０ｍｉｎ。使用无血清培养基充分
清洗未进入细胞的荧光探针，荧光显微镜下拍照。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列与产物长度

基因名称 引物名称 序列（５′３′）　　　　　 产物长度／ｂｐ
ＶＡＶ１ ＶＡＶ１正义 ＴＣＴＧＣＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＧＧＴＧＴＴＴＣＡ １０８

ＶＡＶ１反义 ＴＴＣＧＴＧＡＧＣＴＣＣＡＣＡＡＴＧＴＣＴＣＣＡ；
ＤＤＩＴ４ ＤＤＩＴ４正义 ＡＧＧＧＧＴＴＴＧＡＣＣＧＣＴＣＣＡ ９９

ＤＤＩＴ４反义 ＣＣＡＧＧＴＡＡＧＣＣＧＴＧＴＣＴＴＣＣ
ＳＥＳＮ２ ＳＥＳＮ２正义 ＡＡＧＡＣＣＣＴＡＣＴＴＴＣＧＧＡ １５９

ＳＥＳＮ２反义 ＣＴＧＣＣＴＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＡＴ
ＣＹＲ６１ ＣＹＲ６１正义 ＣＴＣＣＣＴＧＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴＧＧＡ ２４１

ＣＹＲ６１反义 ＴＧＧＴＣＴＴＧＣＴＧＣＡＴＴＴＣＴＴＧ
ＧＡＤＤ４５Ａ ＧＡＤＤ４５Ａ正义 ＴＴＴＧＣＡＡＴＡＴＧＡＣＴＴＴＧＧＡＧＧＡ ７２

ＧＡＤＤ４５Ａ反义 ＣＡＴＣＣＣＣＣＡＣＣＴＴＡＴＣＣＡＴ
ＫＬＦ４ ＫＬＦ４正义 ＡＣＣＴＡＣＡＣＡＡＡＧＡＧＴＴＣＣＣＡＴＣ １３６

ＫＬＦ４反义 ＴＧＴＧＴＴＴＡＣＧＧＴＡＧＴＧＣＣＴＧ
ＣＤＫＮ１ ＣＤＫＮ１正义 ＧＣＡＧＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＣＡＧＡＴＴＴ ７０

ＣＤＫＮ１反义 ＧＧＡＴＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＧＡ
ＤＤＡＨ２ ＤＤＡＨ２正义 ＧＧＴＣＧＡＴＧＧＡＧＴＣＣＧＣＡＡＡＧ １００

ＤＤＡＨ２反义 ＧＧＴＧＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＣＡＧＴＧＣ
ＰＤＧＦＢ ＣＤＫＮ１正义 ＡＡＴＴＣＡＡＧＣＡＣＡＣＧＣＡＴＧＡＣ ８７

ＣＤＫＮ１反义 ＡＴＡＡＣＣＣＴＧＣＣＣＡＣＡＣＡＣＴＣ
Ｒｏｍｏ１ ＣＤＫＮ１正义 ＣＴＧＴＣＴＣＡＧＧＡＴＣＧＧＡＡＴＧＣＧ １１４

ＣＤＫＮ１反义 ＣＡＴＣＧＧＡＴＧＣＣＣＡＴＣＣＣＡＡＴＧ
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１．３　统计学方法
　　本研究的统计学分析借助于软件 ＳＰＳＳ２２．０完
成，ｔ检验用于检测两组样品均值，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　主成分分析及聚类热图
　　为了评估样本组间差异及组内重复情况，本研究
对所有样本的基因表达值（ｆｒａｇｍｅｎｔｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｏｆ
ｅｘｏｎｍｏｄｅｌｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ＦＰＫＭ）进行
主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。结
果所示，组间样本分散，组内样本聚在一起（图 １Ａ）。
所有进行聚类分析的基因阈值为 ｐａｄｊ＜０．０５。图 １Ｂ

为差异表达基因聚类热图，图中横坐标为样品名，纵坐

标为差异基因 ＦＰＫＭ归一化后的数值，颜色越红，表
达量越高；越绿，表达量越低。结果显示组内样品聚在

一起，样品重复性较好。

２．２　富集分析
２．２．１　ＤｉｓＧｅＮＥＴ及 ＤＯ富集分析　　为了探究
ＷＮＫ２调控的基因与哪些疾病关系密切，本研究进行
了ＤｉｓＧｅＮＥＴ和ＤＯ富集分析。ＤｉｓＧｅＮＥＴ富集分析表
明ＷＮＫ２影响的差异基因与子宫内膜癌、宫体癌、头
颈癌、肝癌、胆道癌等恶性肿瘤相关（图２Ａ），ＤＯ富集
分析显示差异基因与结缔组织、生殖细胞、泌尿系统、

肌肉骨骼系统等恶性肿瘤相关（图２Ｂ）。
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Ａ：主成分分析；Ｂ：差异表达基因聚类热图

图１　主成分分析及聚类热图
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Ａ：ＤｉｓＧｅＮＥＴ富集分析；Ｂ：Ｄｏ富集分析

图２　差异基因疾病富集分析
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２．２．２　ＧＯ功能富集　　本研究进一步将差异基因
进行ＧＯ功能富集分析，结果显示 ＷＮＫ２的敲降引起
多个代谢过程相关基因表达下降，其中 ＲＯＳ代谢、线
粒体蛋白复合物、凋亡等过程是差异基因富集最明显

的ＧＯ功能，并且 ＲＯＳ代谢是差异基因富集最为显著
的过程（图３）。表 ２是 ＲＯＳ代谢相关过程中的差异
基因信息。

２．２．３　ＧＯ功能富集　　ＷＮＫ２正调控的差异基因富
集于 ＲＯＳ代谢过程、凋亡信号通路、内质网应激中
ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的转录调控、细胞黏附调控等生物过
程。细胞组成上参与泛素连接酶复合物、线粒体膜蛋

白复合物、细胞色素复合物等的形成。并参与生长因

子结合、转录激活因子活性、中性氨基酸跨膜转运蛋白

活性等分子功能（图４）。
２．２．４　差异基因的 ＰＰＩ网络图　　Ｓｔｒｉｎｇ数据库构
建差异蛋白互作网络图，如图５所示，差异基因间有着
丰富的相互作用，其中与ＲＯＳ相关的ＣＤＫＮ１、ＧＡＤＤ４５Ａ、

ＫＬＦ４、ＣＹＲ６１、ＲＯＭＯ１蛋白位于蛋白网络中心位置。

图３　差异基因ＧＯ富集分析

表２　ＲＯＳ代谢相关的ＧＯ富集分析

ＧＯＩＤ号 代谢过程 校正Ｐ值 差异基因数 下调基因 上调基因

００７２５９３ 活性氧代谢过程 ０．０００１６２９４１ １４

ＳＥＳＮ２／ＣＹＲ６１／ＧＡＤＤ４５Ａ
／ＫＬＦ４／ＣＤＫＮ１／

ＶＡＶ１／ＰＤＧＦＢ／ＲＯＭＯ１／
ＤＤＡＨ２／ＤＤＩＴ４／ＡＴＰ５ＩＦ１／

ＣＴＧＦ／ＮＯＸＡ１

ＨＳＰ９０ＡＡ１

２０００３７９ 活性氧代谢正向调控 ０．００４７８２７６７ ７
ＧＡＤＤ４５Ａ／ＫＬＦ４／ＣＤＫＮ１
／ＰＤＧＦＢ／ＲＯＭＯ１／ＤＤＡＨ２

０

２０００３７７ 活性氧代谢调控 ０．０３３２９９６９８ ８
ＧＡＤＤ４５Ａ／ＫＬＦ４／ＣＤＫＮ１

／ＰＤＧＦＢ／ＲＯＭＯ１／ＤＤＡＨ２／ＮＯＸＡ１
ＨＳＰ９０ＡＡ１
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Ａ：ＧＯ富集分析柱状图；Ｂ：ＧＯ富集分析气泡图

图４　ＷＮＫ２正调控的差异基因ＧＯ富集分析
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图５　差异基因的ＰＰＩ网络图
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图６　ＲＴｑＰＣＲ检测ＷＮＫ２敲降后ＳＫＯＶ３细胞ＲＯＳ代谢差异基因的变化

２．２．５　ＲＴｑＰＣＲ验证转录组测序结果　　ＧＯ功能
分析表明差异基因富集最明显的是ＲＯＳ代谢过程，并
且ＰＰＩ网络图显示 ＲＯＳ相关蛋白均位于核心位置。
本研究组用 ＲＴｑＰＣＲ验证 ＲＯＳ代谢过程的基因
ＳＥＳＮ２、ＣＹＲ６１、ＧＡＤＤ４５Ａ、ＫＬＦ４、ＣＤＫＮ１、ＶＡＶ１、
ＰＤＧＦＢ、ＲＯＭＯ１、ＤＤＡＨ２、ＤＤＩＴ４是否被 ＷＮＫ２调控，
结果显示（图６），ＷＮＫ２敲降引起大部分 ＲＯＳ代谢过
程的基因如 ＳＥＳＮ２、ＣＹＲ６１、ＧＡＤＤ４５Ａ、ＫＬＦ４、ＣＤＫＮ１、
ＶＡＶ１、ＤＤＩＴ４的下调，推测 ＷＮＫ２极可能影响卵巢癌
细胞的ＲＯＳ代谢过程。
２．２．６　ＷＮＫ２对卵巢癌细胞 ＲＯＳ代谢的影响　　为
了检测ＷＮＫ２是否影响卵巢癌细胞的ＲＯＳ生成，本研
究组在卵巢癌细胞系ＣＡＯＶ３和ＳＫＯＶ３中过表达和敲
降 ＷＮＫ２后检测 ＲＯＳ的变化（图 ７、８）。结果显示

ＷＮＫ２过表达后，卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、ＣＡＯＶ３中的
ＲＯＳ生成增多；ＷＮＫ２敲降后，卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、
ＣＡＯＶ３中的ＲＯＳ生成减少。

３　讨论

　　卵巢癌是病死率最高的妇科恶性肿瘤，目前治疗
方法难以提高其５年生存率，寻找有效诊治卵巢癌的
分子靶点是迫在眉睫的任务。作为近２０余年新发现
的蛋白，ＷＮＫ２能调控多种肿瘤的恶性进展。本课题
组前期证明ＷＮＫ２促进卵巢癌细胞的恶性行为［１４－１５］，

为进一步挖掘该激酶在卵巢癌中扮演的角色，本研究

利用转录组测序探究 ＷＮＫ２在卵巢癌中调控的生物
和代谢过程。

５３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３中ＷＮＫ２被成功敲降和过表达
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Ａ：ＷＮＫ２过表达后卵巢癌细胞ＲＯＳ的变化；Ｂ：ＷＮＫ２敲降后卵巢癌细胞ＲＯＳ的变化

图８　免疫荧光检测ＷＮＫ２对卵巢癌细胞中ＲＯＳ形成的影响

　　转录组测序检测包括编码 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）和非编
码 ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）在内的所有转录本信息，能更全面
地了解 ＷＮＫ２在卵巢癌中调控的生物和代谢过程。
鉴于ＳＫＯＶ３细胞中ＷＮＫ２表达最高［１４］，因此用ｓｉＲＮＡ
将卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３中的 ＷＮＫ２敲降后，提取总
的ＲＮＡ进行转录组测序，并分析 ＷＮＫ２在卵巢癌细
胞中调控的所有转录信息。通过对差异基因进行

ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＤＯ和ＧＯ富集，获取 ＷＮＫ２在卵巢癌细胞
中调控的生物功能和代谢过程。分析表明差异基因与

子宫内膜癌、宫体癌、头颈癌、肝癌、胆道癌以及结缔组

织、生殖细胞、泌尿系统、肌肉骨骼系统等恶性肿瘤密

切相关。ＧＯ功能富集分析表明差异蛋白富集于 ＲＯＳ
代谢过程、凋亡信号通路和细胞黏附等生物过程。细

胞组成上ＷＮＫ２调控的蛋白参与泛素连接酶复合物、
线粒体膜蛋白复合物以及细胞色素复合物等的形成。

众所周知，ＲＯＳ代谢过程是促发肿瘤，引起肿瘤进展
的一个重要因素［１８］。凋亡和细胞黏附也与肿瘤细胞

生长和侵袭两大恶性行为密不可分。泛素连接酶影响

各种蛋白酶解，在细胞各种生命活动中起着至关重要

的调控作用［１９］。线粒体作为供能细胞器，影响细胞分

化、生长、凋亡、信号传递等过程［２０］。线粒体膜蛋白复

合物作为线粒体的重要组成成分，细胞色素复合物作

为呼吸链的一部分，均调控包括细胞凋亡，细胞周期和

细胞增殖在内的多种生物学过程［２１］。

　　ＲＯＳ代谢是差异基因富集最为显著的过程，ＲＯＳ
相关蛋白均位于ＰＰＩ蛋白网络中心位置。ＷＮＫ２敲降
后，该生物过程绝大部分差异基因转录水平下降，

ＲＮＡｓｅｑ测序结果可信。其中 ＰＤＧＦＢ和 ＲＯＭＯ１转
录水平未下降。我们推测可能是因为检测方法不同造

成的差异。ＲＮＡｓｅｑ测序是通过检测基因全长定量，
而ｑＰＣＲ检测则是通过引物扩增基因特定区域，因此
定量基因表达时，难以避免产生差异。此外，两株经典

的卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３和 ＣＡＯＶ３验证实验表明
ＷＮＫ２促进卵巢癌细胞 ＲＯＳ产生。ＲＯＳ通过激活癌
基因影响肿瘤发生发展中几乎所有过程，它通过损伤

ＤＮＡ，促使肿瘤发生，还通过影响血管生成、上皮间充
质转变、细胞黏附等过程，促进肿瘤细胞的增殖、侵

袭［２２］。卵巢癌是由输卵管上皮细胞长期暴露于 ＲＯＳ

６３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



演变而来的，高水平的ＲＯＳ是导致卵巢癌恶性进程的
重要原因［２３－２４］。ＣＹＲ６１、ＶＡＶ１、ＰＤＧＦＢ、ＤＤＩＴ４促进
ＲＯＳ的产生和积聚，ＳＥＳＮ２则抑制 ＲＯＳ的产生。
ＫＬＦ４在不同情况下既可促进也可抑制 ＲＯＳ的产
生［２５－３２］，这代表 ＷＮＫ２促进卵巢癌细胞 ＲＯＳ是多种
因素共同促进 ＲＯＳ产生和积聚增加的结果。研究发
现，ＲＯＳ能促进 ＧＡＤＤ４５Ａ、ＣＤＫＮ１的表达［３３－３４］，那么

ＧＡＤＤ４５Ａ、ＣＤＫＮ１的变化是由 ＷＮＫ２还是由 ＲＯＳ的
改变引起的呢？后续需设计实验研究具体原因。

　　综上所述，本研究通过 ＲＮＡｓｅｑ测序和活性氧检
测证明了 ＷＮＫ２促进卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３和 ＣＡＯＶ３
中ＲＯＳ形成，为ＷＮＫ２在卵巢癌中扮演的重要角色提
供了更多的证据，也为下一步 ＷＮＫ２发展为卵巢癌新
的治疗靶点提供了思路。
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１１０１７１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｂｉ．２０２２．１１０１７１．

［３４］ＺＨＯＵＸＹ，ＺＨＡＮＧＪ，ＬＩＹ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｕｃｅＧ１／Ｇ０ｐｈａｓｅａｒｒｅｓｔｉｎｏｖａｒｉａｎｇｒａｎ
ｕｌｏｓａｃｅｌｌｓｖｉａｔｈｅＲＯＳＪＮＫ／ｐ３８ＭＡＰＫｐ２１ｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅｏｖａｒｉａｎｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．ＯｘｉｄＭｅｄＣｅｌｌＬｏｎｇｅｖ，
２０２１，２０２１：６６３４７１８．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０２１／６６３４７１８．

（收稿：２０２２０５２６；修回：２０２２０７２０）

（编辑　张艺霖）

８３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




