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卵巢癌占妇科恶性肿瘤死亡率首位, 常规治疗

方法为手术和化疗, 但生存率较低。大量研究显示,

卵泡刺激素( Follicle stimulating hormone, FSH) 对卵

巢癌的发生发展具有明显促进作用 [1]。FSH 生理作

用的发挥是通过特异性 G 蛋白偶联受体 ( Follicle-

stimulating hormone receptor, FSHR) 所介导。近年 ,

FSHR 在卵巢中的表达倍受关注。卵巢癌细胞有无

FSHR 过度表达 , 恶性与良性肿瘤细胞间 FSHR 表

达差异等问题, 目前尚不清楚。

20 世纪 80 年代发展起来的反义核酸技术以其

全新的思路和分子生物学手段成为一门新兴的生命

科学技术。反义寡脱氧核苷酸 ( ASODN) 是一段与

mRNA 或 DNA 特异性结合并阻断其基因表达人工

合成的 DNA 分子, 通过封闭或阻断肿瘤细胞和病毒

的关键编码基因特异抑制肿瘤细胞的增殖和病毒的

复制[2]。本工作通过研究 FSHR 反义 ODN 对人卵巢

癌细胞 A2780 FSHR 基因表达的影响, 旨在为卵巢

癌的基因治疗带来新的思路和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人 卵 巢 癌 细 胞 株 A2780 来 源 于 美 国 ATCC。

FSHR 反义链、无义链由上海生工合成 , 序列分别

为 : 5′—GAG CAA GCA AAG CAT TAT—3′; 5′—

ATC GTA AGT GAC ATA GAC—3′, 其碱基均由硫

代磷酸修饰。RPMI- 1640、胰酶购自 GIBCO 公司; 羊

抗人 FSHR 多 克 隆 抗 体 购 自 Santa Cruz; HRP 标 记

的驴抗羊 IgG 为美国 Proteintech 公司产品; SP 试剂

盒购自福州迈新生物公司; FSHR 原位杂交探针( 地

高辛标记) 由北京奥科生物公司合成 , 序列为 : 5′—

ATG CGC TTG GCG ATC CTG GTG TCA CTA GAG

GAG GAC ACG ATG TTG—3′。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及制备细胞爬片 A2780 细胞在含

有 10%胎牛血清, 青霉素 100 U/ml, 链霉素 100μg/ml,

Hepes 10mmol /L 的 RPMI- 1640 完全培养基中, 37℃、

5%CO2、相对湿度 90%条件下培养, 细胞贴壁生长。

取对数生长期细胞 , 0.25%胰酶消化 制 成 单 细

胞悬液 , 接种于 24 孔培养板中 , 板中事先放置多聚

赖氨酸包被过的无菌 1×1㎝盖玻片, 37℃、5%CO2 培养

箱中培养。预培养 24h 后更换新鲜培养基, 加入反义

肿瘤组织的 BRCA1 突变情况。结果表明 BRCA1 基

因外显子 2 和 20 上没有突变。我们的研究结果与柯

玉雄等 [5]报道一致。贾卫华等 [6]对 30 例散发性乳腺

癌患者杂合性缺失的研究表明 , 中国人群的缺失

( 6.12%) 明显低于欧美的研究结果( 30%～70%) 。在

日本进行的一项研究 [7] 中发现该病并不与 BRCA1

位点连锁 , 从而质疑 BRCA1 基因可能不是日本人

的乳腺癌易感基因。以上研究结果均提示东西方女

性在乳腺癌发生机理上可能存在差异。本次实验结

果 显 示 BRCA1 基 因 在 中 国 乳 腺 癌 患 者 中 不 存 在

Ashkenazi 犹太人群中常见的突变热点, 推测外显子

2 和 20 序列对中国散发性乳腺癌患者的致病影响

不大。故尚需扩大样本和检测范围来进一步研究。
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FSHR mRNA 阳性表达定位于胞浆中 , 呈特异

性 棕 黄 色 。 空 白 对 照 A2780 细 胞 中 可 见 FSHR

mRNA 呈阳性表达。10μmol /L 反义 ODN 作用细胞

后, FSHR mRNA 平均吸光度值逐渐降低 , 呈时间依

赖性。各处理组 FSHR mRNA 表达水平与空白对照

组相比均有显著性差异( P<0.01) ; 无义 ODN 组与空

白对照组比较, 差异无显著性( P>0.05) ( 表 2) 。

表 2 10μmol/L 反义及无义 ODN 处理 A2780 细胞不 同 时

间对 FSHR mRNA 平均吸光度值的影响 ( x±s)

3 讨论

卵巢癌的发病机理目前尚不清楚。流行病学研

究提示, 妊娠、哺乳和使用口服避孕药具有显著降低

卵巢癌发生的趋势。更年期和绝经后妇女体内高浓

度 FSH 有可能诱发卵巢肿瘤 [3, 4]。结果提示高水平促

性腺激素对卵巢表面上皮( OSE) 的作用是卵巢上皮

癌发生发展的潜在因素 [5]。

FSHR 属于 G 蛋白偶联受体超家族中糖蛋白亚

家族成员。人 FSHR 蛋白由 695 个氨基酸组成 [6] , 分

子结构由胞外区、跨膜区和胞内区组成。其中跨膜区

由 7 个高度保守的 α螺旋组成, 具有 G 蛋白偶联受

体家族的共有特征。

20 世纪 80 年代 , 有学者发现 , 包括灵长类 , 卵

巢上皮组织中有丰富的 FSHR 分布 [7]。NaKano 等 [8]

的研究表明, 许多卵巢癌细胞中也存在 FSH 结合的

位点。本研究结果显示 , 卵巢癌细胞株 A2780 中

FSHR 在核酸与蛋白水平均有表达 , 结果具有一致

性。结果提示 FSHR 较高水平的表达可能对卵巢癌

的发病起到一定作用。

本 实 验 用 FSHR 反 义 ODN 作 用 于 A2780 细

胞 , 免疫细胞化学结果显示 , 低浓度反义 ODN 作用

ODN 使其终浓度分别为 5, 10, 20μmol /L。每个浓度

设 3 个复孔。作用 12, 24, 48h 时收集细胞爬片。相同

条件下以无义 ODN 作为阴性对照, 未加处理的 A2780

细胞作为空白对照。于各个时间点收集爬片, 4%多

聚甲醛 ( 原位杂交含 1‰ DEPC) 固 定 15min, - 20℃

保存或直接进行免疫细胞化学和原位杂交检测。

1.2.2 免疫细胞化学检测 3%H2O2→正常动物非

免疫血清→滴加 FSHR 一抗 ( 1 : 100) →加生物素标

记 的 二 抗 、→HRP 标 记 的 链 霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白→

DAB 显色→苏木素复染→常规脱水、透明、封片。以

非免疫血清代替一抗作为阴性对照。

结果判断: 光学显微镜下 , FSHR 阳性表达细胞

的胞浆和( 或) 胞膜呈现特异性棕褐色。阳性表达率=

( 500 个细胞内阳性细胞数 /500) ×100%。

1.2.3 原位杂交检测 原位杂交试剂盒购自博士德

生物公司。程序为: 3%H2O2→20μl 预杂交液→20μl

杂交液→杂交后洗涤→滴加封闭液→加生物素化鼠

抗 地 高 辛→加 SABC→加 生 物 素 化 过 氧 化 物 酶→

DAB 避光显色→苏木素复染→常规脱水 , 透明 , 封

片。以预杂交液代替杂交液作为阴性对照。FSHR

mRNA 阳性表达细胞胞浆着色呈棕黄色。

对 FSHR mRNA 表达水平进行图像分析, 每张

玻片随机采集 5 个视野( ×200) , 获得每个视野积分

光密度值, 求出每张玻片平均灰度值( 以 x±s 表示) ,

作为该样本染色强度代表值。

1.3 统计学方法

采用 t 检验, 应用 SPSS11.0 软件进行统计学分析。

2 结果

光镜下 , FSHR 阳性颗粒呈棕褐色定位于胞浆

和( 或) 胞膜, 以胞浆为主。各浓度反义 ODN 作用后,

随着浓度增大 , FSHR 阳性表达率逐步降低 , 并呈时

间依赖性。与空白对照组比较, 有显著差异( P<0.05) ;

无义 ODN 各处理组 FSHR 阳性表达率与空白对照

组相比, 差异无显著性( P>0.05) ( 表 1) 。

组别 剂量( μmol /L) 例数
处理时间( h)

12 24 48

空白对照组 6 67.1±0.89 67.1±1.42 70.1±1.78

反义 ODN 组

5 3 61.5±1.95* 60.3±0.81* 59.4±2.09*

10 3 54.4±2.10* 52.3±1.79* 51.5±1.41*

20 3 47.4±1.06* 46.9±0.61* 39.4±1.15*

无义 ODN 组

5 3 67.1±1.25 66.3±0.51 69.5±1.09

10 3 66.1±1.10 65.7±1.07 68.6±0.45

20 3 65.8±0.79 65.2±1.18 67.5±1.41

与空白对照组相比 , *P<0.05

表 1 各浓度反义及无义 ODN 处理 A2780 细胞不同时间对 FSHR 表达率[ ( x±s) %] 的影响

组别
例

数

处理时间( h)

12 24 48

空白对照组 6 0.236±0.019 0.250±0.012 0.281±0.011

反义 ODN 组 3 0.183±0.007* 0.175±0.013* 0.158±0.017*

无义 ODN 组 3 0.229±0.016 0.247±0.004 0.271±0.013

与空白对照组相比 , *P<0.01
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12h 至 高 浓 度 作 用 48h, FSHR 蛋 白 阳 性 表 达 率 从

61.5±1.95 降至 39.4±1.15。随着反义 ODN 浓度的增

大和作用时间的延长 , FSHR 阳性表达率逐步降低 ,

表现为时间与剂量依赖性。与空白对照组相比, 均有

显著性差异 ( P<0.05) ( 表 1) 。原位杂交结果显示 ,

FSHR mRNA 阳性表达颗粒呈特异性棕黄色 , 定位

于胞浆中。10μmol /L 反义 ODN 作用不同时间后 ,

FSHR mRNA 平均吸光度值显著降低 ( P<0.01) ( 表

2) , FSHR mRNA 表达水平明显减弱。说明反义 ODN

作用后 , FSHR 在转录水平表达下调。但 ZHU 等用

pFSHR 反义 ODN10μmol /L 处理表达重组猪 FSHR

的 CHO 细胞系后 , 用定量 RT- PCR 检测到 pFSHR

mRNA 的表达明显上调 ( P<0.05) , 分析可能是由于

pFSHR 蛋白翻译受到抑制从而诱导 pFSHR mRNA

合成的上调 [9]。本实验结果与上述学者的报道相异,

可能与细胞间种属差异和被检物不同有关。

本实验中, 相同条件下用不同浓度无义 ODN 处

理 A2780 细胞 , FSHR 蛋白和 mRNA 表达水平与空

白对照组相比, 无显著差异(P>0.05) , 说明 FSHR 反义

ODN 作用后可能特异性抑制了 FSHR 基因的表达。

本实验结果初步证实 , FSHR 反义 ODN 通过封

闭 FSHR 基因的表达, 抑制 FSHR mRNA 转录及蛋

白的翻译, 导致特异性受体的结合降低。提示FSHR

反义 ODN 可以作为基因治疗卵巢癌目的基因之一。

最 近 , Kene 等 [10] 的 研 究 表 明 人 FSHR 的 胞 外 区

( ECD) 是激素选择性结合的重要决定簇 , 285- 300

和 297- 310 氨基酸序列能有效抑制人 FSH 与 FSHR

的结合。针对这些序列设计特异性反义 ODN 能否更

为有效地降低 FSHR 基因的表达及与激素的特异性

结合, 从而减少卵巢癌的发生, 有待进一步的研究。
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甲状腺髓样癌( MTC) 是中等恶性程度的内分泌

肿瘤 , 其恶性程度高于甲状腺乳头状腺癌 ( PTC) 和

甲状腺滤泡状腺癌( FTC) ,但发病率低于二者。本病

例提示我们如有双侧甲状腺肿物的患者需要询问其

家族史, 注意有无遗传性 MTC 情况。

1 临床资料

遗传型甲状腺髓样癌 1 例分析
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