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卵巢癌肿瘤问质中癌相关成纤维细胞全基因表达谱分析 

侯靓思，叶小琳 ，令狐 华 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：寻找上皮性卵巢癌(epithelial ovarian cancer，EOC)癌相关成纤维细胞 cancer associated fibroblasts，CAFs)和正常 

成纤维细胞 normal fibroblasts，NFs)中差异表达的mRNA并进行分析，为进一步阐明肿瘤间质中癌相关成纤维细胞影响卵巢癌 

细胞恶性行为的机制提供依据。方法：分别提取3例上皮性卵巢癌的CAFs及3例正常卵巢组织的NFs。抽提总RNA。进行全基 

因表达谱分析。对差异基因进行基因本体论 Gene Ontology，GO)富集及信号通路联合分析，推定相关差异基因生物学功能， 

并对MDM2、NR3C1等6个上调的差异基因进行荧光定量 PCR验证。结果：对芯片结果的分析显示差异基因共 1 636个。qR 

PCR对 MDM2、NR3C1等6个差异基因的验证结果与芯片结果相符。生物信息学分析显示上述差异基因与癌相关通路、肌动蛋 

白细胞骨架重塑通路等有关，提示可能参与了对卵巢癌细胞恶性行为的促进作用。结论：EOC肿瘤间质中的成纤维细胞存在调 

控癌细胞的差异基因，分析这些差异基因为进一步研究卵巢癌成纤维细胞调控癌细胞生物学行为的分子机制提供了基本依据。 
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DNA microarray screening for ovarian cancer associated fibroblasts 

Hou Liangsi，Ye Xiaolin，Linghu Hua 
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【Abstract]Objectlve：To seek the differential genes of cancer associated fibroblasts(CAFs)from normal fibroblasts(NFs)that might 

function in regulating the malignancy of cancer cells of EOC．Methods：CAFs and NFs were isolated from fresh ovarian tissue of pa— 

tients of epithelial ovarian cancer(EOC)( =3)and with benign diseases(n=3)．Total RNAs were extracted for detecting the differen- 

tially expressed genes between CAFs and NFs through DNA microarray．Gene Ontology and KEGG pathway analysis were conducted 

using DAVID to analyze the biological function of the deferentially expressed genes．qRT-PCR was applied to verify the reliability of 

DNA mieroarray result．Results：Totally 1 636 genes changed were identified in CAFs．qRT-PCR analysis of 6 genes validated the 

array results．Bioinformatics analysis indicated the likely involvement of these differential genes in carcinogenesis and regulation of 

actin cytoskeleton，which might promote the malignant behavior of EOC．Conclusion：Differentially expressed genes found in CAFs of 

EOC provide a basis for further studying the pmmotive role of CAFs for EOC． 
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上皮性卵巢癌(epithelial ovarian cancer，EOC) 

是目前死亡率最高的妇科恶性肿瘤。由于缺乏早期 

筛查手段，70％以上的患者诊断时已出现广泛的盆 

腹腔转移ll】。虽然给予了手术治疗辅助放化疗，复发 

率仍高达8O％翻。 
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癌症的进展过程不仅依赖于癌细胞本身的特 

性，更与肿瘤微环境的特性相关[31。肿瘤微环境包括 

细胞外基质(extracellular matrix，ECM)、巨噬细胞、 

炎症细胞、上皮细胞以及癌相关成纤维细胞 cancer 

associated fibroblasts，CAFs)，其中CAFs是微环境的 

主要细胞成分。相较于正常成纤维细胞 normal fi— 

broblasts。NFs)可以抑制肿瘤细胞的生长阄．CAFs可 

以促进肿瘤的恶性表型改变，比如化疗耐药、抗凋 

亡、侵袭转移等。这在乳腺癌、前列腺癌、膀胱癌等 

多种肿瘤中都得到证实[5-111。本课题组前期证实CAFs 
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可以促进 EOC细胞迁移侵袭。但 CAFs如何调控 

EOC癌细胞生物学行为的分子机制尚不清楚。CAFs 

和NFs中基因的不同表达可能是由后天因素造成 

的，也可能是由于遗传学的改变[12_ 。许多关于基质 

成分(成纤维细胞、炎症细胞、内皮细胞)的全基因 

表达谱分析表明，基质中的基因表达可能有效预测 

临床预后和治疗反应性_l5_5 16]。 

本研究运用全基因表达谱芯片技术，对原代培 

养的卵巢癌 CAFs(n=3)及正常卵巢组织的NFs(n= 

3)进行分析 。寻找卵巢 CAFs和 NFs中的差异表达 

基因并进行验证，对相关基因的功能进行深人分析。 

为进一步研究卵巢癌成纤维细胞调控癌细胞生物 

学行为的分子机制提供基础证据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂和仪器 

DMEM—F12培养基(美国 Hyclone公司 )、1V型胶原酶 

(美国SIGMA公司)、免疫组化染色试剂盒(北京中杉金桥公 

司)、鼠源 a—SMA抗体(武汉博士德公司)、兔源 vimentin 

(北京博奥森生物技术有限公司)，表达谱芯片分析采用 

Affymetrix 901838．由上海吉凯基因化学技术有限公司完成。 

1．2 标本来源 

标本来源于重庆医科大学附属第一医院妇科 2015年 3 

月至2015年 12月患者，无吸烟饮酒史，未接触过放射性物 

质和生物化学毒物等可能导致基因突变的物质，且未合并其 

他癌症及免疫缺陷疾病。3例正常卵巢组织为其他妇科良性 

病变同时行卵巢切除者，年龄为(54．00±7．07)岁，病检结果 

示：正常卵巢；3例卵巢癌组织为初治的原发EOC患者，术前 

未行放化疗，年龄为(48．25±7．41)岁，病检结果示：卵巢高级 

别(低分化)浆液性乳头状腺癌。 

1．3 原代成纤维细胞的提取、培养及分离 

组织剪至 1 cmx 1 cmx 1 cm大小，0．1％IV型胶原酶消 

化(37℃)4～8 h至组织成絮状样。离心后弃上清，加入培养 

基混匀，种于T25培养瓶中，在细胞培养箱中静置30 min。镜 

下观察 ，大部分细胞已贴壁，将悬浮细胞移至另一培养瓶中 

继续培养 30 min，重复上述操作，直至细胞基本分离完全。 

1．4 原代成纤维细胞的鉴定 

原代成纤维细胞消化重悬后计数．种于24孔板中的爬 

片中。经4％多聚甲醛固定，3％H20 37。c孵育20 min；山羊 

血清封闭(37℃，30 min)，加一抗 4 oC过夜。加生物素标记的 

二抗(37℃，45 min)，辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素 

(SABR，37℃，30 min)后 DAB反应染色。 

1．5 表达谱芯片分析 (由上海吉凯基因化学技术有限公司 

完成 ) 

采用Trizol法进行样品的总RNA抽提。总RNA样品通过 

Agilent 2100分析后，通过一链合成得到 cDNA，进一步经过 

二链合成得到双链 DNA模板，然后通过体外反转获得带生 

物素标记的amplified RNA(aRNA)。将aRNA进行纯化，然后 

将其片段化后与芯片探针杂交。杂交完成后 ，对芯片进行洗 

染，最后扫描得到图片和原始数据。 

1．6 生物信息学分析 

通过Affymetrix官网提供的Affymetrix Expression Con— 

sole软件进行质量控制和解析，使用R—project进行双样本非 

成对t检验，经过显著性分析，Benjamini—Hochberg算法进行 

校正，获得最终的差异基因。根据芯片原始数据结果，通过 

database for annotation，visualization and integrated discovery 

(DAVID)v 6．7对差异基因进行基因本体论 (gene ontology， 

co)分析及Pathway富集分析。 

1．7 qRT-PCR验证芯片结果 

为验证芯片结果的可靠性，重新提取4例 CAFs和4例 

NFs．对差异基 因中可能和 ECM重塑相关的 6个基因进行 

qRT—PCR检测。按照说明书使用TaKaRa的 TRIzol试剂盒 

分别从各个细胞中提取总 RNA，然后取 2 g的 RNA在 2O 

的反应体系中按照TaKaRa说明书加入逆转录试剂盒中 

试剂，将RNA逆转录成cDNA。PCR扩增体系为 10 体系， 

冰上于八排管中加入 5 L SYBR Green、2 ILL X 0．2 g cDNA、 

0．4 上游引物、0．4 txL下游引物、2．2~LDEPC水，混匀放入 

CFX96TM Real—Time系统(Bio—Rad)反应，内参为Actin。循 

环过程为 95℃ 30 S，95 oC 5 s，60 oC 30 S，40个循环。反应结 

束后，于PCR仪上读取样品孑L中的终点荧光，利用分析软件 

确定各个样本的基因表达量结果。所得NF表达量取平均值， 

计算CAFs表达量与NFs表达量均值的比值，比较 CAFs相对 

于 NFs的改变。其中PCR引物使用 Primeor3．0设计，见表 1。 

表 1 荧光定量 PCR的引物 

Tab．1 Quantitative real-time PCR primers 
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2I3 qRT—PCR验证部分芯片结果 

为了验证表达谱芯片测得与ECM重塑可能相关的上述 

6个基因是否具有普适性。重新分别提取4例 CAFs和4例 

NFs，对6个上调的基因进行了荧光定量PCR实验 结果显 

示 。HIFI~、MDM2、NR3C1、SNAI2、NUDT21和 SMAD2均在 

CAFs中呈现不同倍数的增加。其结果与芯片改变倍数基本一 

致。其中 F为4例NFs取平均值。CAF1／NF表示第 1例CAF 

相应基因相对于 NF的相对表达量(改变倍数)，CAF2／NF表 

示第 2例 CAF相应基因相对于NF的相对表达量(改变倍 

数)，以此类推(图4)。 

图4 qRT—PCR验证部分差异基因 

Fig．4 Six of differential genes were analyzed by qRT-PCR 

inCAFs andNFs 

3 讨 论 

EOC死亡率位于妇科肿瘤之首，五年生存率仅 

为20％～30％t” 81。由于EOC组织类型多且相同组织 

类型内部也存在高度异质性，很难找到针对所有类 

型EOC的普适性治疗方案。相比于EOC癌细胞，成 

纤维细胞位于肿瘤间质，异质性较小、遗传背景相 

对稳定。更有利于研究其调控癌症进展的机制。CAFs 

作为肿瘤微环境的重要组成部分，能够调控 ECM 

的重塑，分泌许多细胞因子【19-2O]，如 SDF一1、TGF一 

，还能够促进癌细胞的迁移侵袭能力。前期实验也 

提示CAFs可以促进 EOC癌细胞的迁移侵袭【 ”，然 

而机制尚不清楚。 

近年来，在关于结直肠癌、乳腺癌、小细胞肺癌 

等肿瘤的报道中，对 CAFs和 NFs差异性表达的基因 

有一定研究[22-2~。在对乳腺癌CAFs进行基因分析后 

发现和肿瘤能量代谢相关的基因，如葡萄糖转运蛋 

白1和 3’磷酸肌醇依赖的激酶 1。可以通过增加 

CAFs的糖酵解作用，参与调控细胞代谢[221。在小细 

胞肺癌中。部分 CAFs内差异表达的基因参与 TGF一 

仅信号通路的调控闭。文献报道，乳腺癌中的CAFs 

可以分泌TGF一仪，通过激活 EMT过程促进癌细胞 

的恶性生物学行为 ，也可通过分泌 SDF一1来促进 

癌细胞的生长[231。 

为了探讨卵巢癌中CAFs如何调控癌细胞的恶 

性行为，本研究提取卵巢原代成纤维细胞并进行培 

养鉴定．运用全基因表达谱芯片对 CAFs和NFs进 

行分析，寻找差异基因。尽管成纤维细胞的异质性 

较肿瘤细胞弱，但两者之间仍然有 1 636个差异性 

表达的基因，其中CAFs中上调的基因有 1 001个， 

下调的有635个。对差异倍数大于 1．5及趋同性较 

好的差异基因进行了GO功能注释分析，结果表明 

差异基因的功能集中在调节细胞代谢、信号传导、 

生物学行为等。通过对筛选出有统计学差异且趋化 

性一致的 6个上调的基因，HIFlot、MDM2、NR3C1、 

SNAI2、NUDT21和 SMAD2进行 GO分析，发现这些 

基因涉及肿瘤的增殖、凋亡、迁移、侵袭及代谢，并 

且对ECM降解有一定调控作用。 

上调的基因中，NR3C1为糖皮质激素受体，与 

细胞代谢相关，研究发现可能与早期三阴性乳腺癌 

细胞的耐药相关，而且其在癌细胞中高表达增加了 

癌症复发的可能性 。有研究显示，在雌激素受体阴 

性的乳腺癌间质中NR3C1的表达与乳腺癌分级呈 

正相关 。MDM2和HIFlot在多种癌症中均报道与 

促进肿瘤恶性生物学行为相关，包括增殖、迁移 

等[29 ”。在前列腺癌中，HIF1可以调控间质细胞和 

癌细胞的能量代谢弼。HIFla能够增加胃癌 CAFs分 

泌基质细胞衍生因子 1(stromal cell—derived factor 1， 

SDF一1)的能力l331，从而可能影响癌细胞的生物学行 

为。SNAI2作为EMT的主要调节蛋白，其表达水平和 

E-cadherin的转录相关[341．提示可能与微环境中ECM 

降解相关。在乳腺癌、肺癌、结肠癌和胰腺癌中， 

SNAI2的高表达均提示预后不良f3 。然而这些因 

子如何调控卵巢癌CAFs促进癌细胞的作用，还需 

后续实验进一步证实。 

本文利用全基因表达谱对卵巢癌 CAFs进行了 

检测．通过 GO分析和Pathway分析找到可能参与 

卵巢癌进展的差异表达基因，为后续研究卵巢癌 

CAFs对EOC癌细胞生物学行为影响的机制提供了 

基本依据。 
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