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  [摘要] 目的 探讨活化T细胞核因子c2(NFATc2)对人卵巢癌细胞增殖和凋亡的影响,并研究其可能

的机制。方法 选取人上皮性卵巢癌细胞株A2780,分别构建NFATc2过表达(过表达组)和低表达[转染小干

扰RNA(siRNA),NFATc2
 

siRNA组]的A2780细胞株,并设立对照组(不进行任何处理);采用噻唑蓝(MTT)
法检测细胞的增殖水平,采用流式细胞仪检测细胞的凋亡水平;采用 Western

 

blot检测凋亡相关蛋白和CXC
趋化因子配体8(CXCL8)表达水平。分别用正常的A2780细胞(空白组)、转染空白载体的A2780细胞(对照

组)和低表达NFATc2的A2780细胞(NFATc2
 

siRNA组)建立裸鼠皮下移植瘤的卵巢癌模型,测量肿瘤的体

积和质量,用 Western
 

blot检测肿瘤组织中CXCL8的表达水平。结果 与对照组比较,NFATc2
 

siRNA组细

胞增殖率降低,细胞凋亡率升高,半胱氨酸蛋白酶3剪切体(cleaved
 

caspase-3)表达水平增加,Bcl-2/Bax比值降

低,CXCL8表达水平降低,差异均有统计学意义(P<0.01);过表达组细胞株则呈相反效应。NFATc2
 

siRNA
组裸鼠肿瘤质量和体积、CXCL8表达水平均明显低于空白组和对照组(P<0.01)。结论 下调NFATc2可通

过抑制A2780细胞中CXCL8的表达,减少细胞增殖,增加凋亡相关蛋白表达继而促进卵巢癌细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

nuclear
 

factor
 

of
 

activated
 

T
 

cells
 

2
 

(NFATc2)
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

human
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods The
 

human
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

A2780
 

was
 

selected,and
 

the
 

A2780
 

cell
 

lines
 

with
 

over
 

expression
 

(over
 

ex-
pression

 

group)
 

and
 

low
 

expression
 

[transfection
 

of
 

small
 

interfering
 

RNA
 

(siRNA),NFATc2
 

siRNA
 

group]
 

of
 

NFATc2
 

were
 

constructed,respectively.The
 

control
 

group
 

without
 

any
 

treatment
 

was
 

established.Thiazole
 

blue
 

(MTT)
 

and
 

flow
 

cytometry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

levels,respectively.
The

 

expression
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

and
 

CXC
 

chemokine
 

motif
 

ligand
 

8
 

(CXCL8)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Normal
 

A2780
 

cells
 

(the
 

blank
 

group),A2780
 

cells
 

transfected
 

with
 

blank
 

vectors
 

(the
 

con-
trol

 

group)
 

and
 

A2780
 

cells
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

NFATc2
 

(the
 

NFATc2
 

siRNA
 

group)
 

were
 

used
 

to
 

estab-
lish

 

ovarian
 

cancer
 

model
 

with
 

subcutaneous
 

xenograft.The
 

tumor
 

volume
 

and
 

mass
 

were
 

measured,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CXCL8
 

in
 

tumor
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

in
 

the
 

NFATc2
 

siRNA
 

group
 

was
 

decreased,the
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

increased,the
 

cleaved
 

caspase-3
 

expression
 

level
 

was
 

increased,the
 

Bcl-2/Bax
 

ratio
 

was
 

decreased,the
 

CXCL8
 

expression
 

was
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

cell
 

lines
 

in
 

the
 

o-
ver

 

expression
 

group
 

showed
 

the
 

opposite
 

effect.The
 

tumor
 

mass
 

and
 

volume
 

of
 

nude
 

mice,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CXCL8
 

in
 

the
 

NFATc2
 

siRNA
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01).Conclusion Down-regulation
 

of
 

NFATc2
 

could
 

reduce
 

the
 

cell
 

proliferation,increase
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

by
 

inhibiting
 

CXCL8
 

expression
 

in
 

A2780
 

cells,thus
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cells.
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  卵巢癌是女性生殖系统常见恶性肿瘤之一,以上

皮性癌为主,具有高复发率和高致死率[1-2]。大多数卵

巢癌患者诊断时已发生扩散,80%以上的患者在晚期才

接受治疗,缺乏早期的诊断方法是导致卵巢癌恶化及扩

散的主要原因[3]。目前化疗和手术切除使得卵巢癌的

治愈率有所提高,但复发率仍居高不下,且复发后的治

疗有效率显著降低[4-5]。活化T细胞核因子(nuclear
 

factor
 

of
 

activated
 

T
 

cells,NFAT)在免疫反应中可诱

导基因转录,在多种免疫细胞中均有表达,可参与调

控多种细胞生长和发育过程中关键基因的表达[6]。
NFATc2是 NFAT家族的四大成员之一,大量研究

证据表明 NFATc2参与调控多种肿瘤的发生和发

展[7-8]。BAUMGART等[9]研究发现,NFATc2可有

效抑制胰腺癌细胞的凋亡,增加肿瘤细胞对化疗药物

的耐药性。但在卵巢癌中尚无相关报道,仅LIEBER
等[10]研究发现肿瘤微环境中NFATc1表达水平升高

可能与卵巢癌的生存期缩短相关。基于NFAT家族

另一重要成员NFATc1促卵巢癌细胞生长等研究,作
者推测NFATc2可能是促进卵巢癌发生、发展的重要

因子[10-13]。促炎因子CXC家族的CXC趋化因子配

体8(CXC
 

chemokine
 

motif
 

ligand
 

8,CXCL8)在多种

肿瘤细胞中的表达水平明显升高,通过与细胞表面G
蛋白偶联受体结合进而发挥促进肿瘤细胞增殖的作

用[14]。另有研究发现,食管癌细胞中吲哚加双氧酶1
通过上调 NFATc2激活CXCL8促进中性粒细胞的

招募[15]。因此,本研究拟通过细胞和动物水平探讨

NFATc2对卵巢癌细胞增殖和凋亡的影响,并探讨

CXCL8在其中的可能机制,为选择卵巢癌治疗的新

靶点提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 细胞培养和分组

人上皮性卵巢癌细胞株A2780购于美国模式培养

集存库(American
 

Type
 

Culture
 

Collection,ATCC),细
胞复苏后用含10%胎牛血清的RPMI1640培养基(美
国Invitrogen公司)置于37

 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中

进行培养,待细胞长至对数生长期时(细胞密度约

80%)进行传代,传至第3代后调整细胞数量为1×
105/孔,接种于6孔板继续培养,长至80%左右时用

于实验。分别设立对照组(不进行任何处理)、转染小

干 扰 RNA (small
 

interfering
 

RNA,siRNA)的

NFATc2
 

siRNA组(低表达NFATc2)和过表达组(过
表达NFATc2)。
1.2 方法

1.2.1 NFATc2低表达细胞株的构建

采用单向导RNA(single-guide
 

RNA,sgRNA)质
粒转染的方法在A2780细胞中敲除 NFTAc2。调整

A2780细胞密度为5×104/mL并接种于24孔板中,
置于37

 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中进行培养,待细胞长

至对数生长期,分别配置混合液 A:每孔50
 

μL
 

RP-
MI1640和2

 

μL脂质体(英国Invitrogen公司);混合

液B:每孔50
 

μL
 

RPMI1640和1
 

μL脂质体。将A液

和B液混合后加入细胞中使其与细胞充分接触,置于

37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中继续培养24
 

h。采用定量

PCR(quantitative
 

PCR,qPCR)鉴定NFATc2低表达

细胞株是否构建成功。
1.2.2 NFATc2过表达细胞株的构建

NFATc2过表达细胞株的构建和鉴定由上海吉

玛生物科技有限公司提供支持,获得细 胞 后 采 用

qPCR鉴定NFATc2过表达细胞株是否构建成功。
1.2.3 噻唑蓝(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium

 

bromide,MTT)法检测细胞的增殖

选择转染成功后的细胞继续培养至对数生长期,
各组细胞均调整细胞数量为1×104/孔接种于96孔

板中,加入无血清的RPMI1640培养基,置于37
 

℃、
5%

 

CO2 的培养箱中培养24
 

h,加入0.5
 

mg/mL
 

MTT,继续培养4
 

h,弃去培养基,加入150
 

μL二甲基

亚砜(dimethyl
 

sulfoxide,DMSO),置于酶标仪上测

定吸光度值,计算各组细胞的增殖情况。
1.2.4 流式细胞仪检测细胞的凋亡

选择转染成功后的细胞继续培养至对数生长期,
将各组细胞分别接种于6孔板中,调整细胞数量为

5×105/孔,加入无血清的 RPMI1640培养基,置于

37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中培养24
 

h,弃去培养基,将
细胞转移至 EP管中,用磷酸盐缓冲液(phosphate

 

buffer
 

solution,PBS)清洗细胞3次,收集细胞,用流

式凋亡检测试剂盒(德国BD公司)检测各组细胞的凋

亡水平:每管细胞中加入磷脂酰乙醇胺(phosphati-
dylethanolamine,PE)抗体和7-氨基放线菌素 D(7-
aminoactinomycin

 

D,7-AAD)抗体各20
 

μL后加入

1
 

mL稀释液,混匀细胞,置于暗处反应15
 

min,上机
(德国BD公司流式细胞仪)检测各组细胞的凋亡水

平。所有样品均应在1
 

h内检测完毕。
1.2.5 qPCR实验

收集细胞并加入300
 

μL
 

TRIzol(RNA
 

纯化剂,
美国Thermo

 

Fisher公司),冰浴下孵育5
 

min,加入

700
 

μL氯仿并反复震摇10次,4
 

℃、10
 

000×g离心

10
 

min,吸 取 上 清 液,加 入 等 体 积 异 丙 醇,4
 

℃、
10

 

000×g离心10
 

min,弃去上清液,加入1
 

mL新配

置的75%乙醇洗涤,反复震摇,4
 

℃、12
 

000×g离心

5
 

min,弃去上清液,打开盖子自然风干。加入30
 

μL
无核酸酶水(diethyl

 

pyrocarbonate,DEPC)溶解即为

总RNA,采用琼脂糖凝胶验证 RNA 质量,并检测

RNA浓度,备用,提示RNA质量良好,则可用于后续

实验。严格按照逆转录试剂盒(美国Invitrogen公

司)说明书配置反应体系,调整逆转录条件为85
 

℃
 

12
 

min,37
 

℃
 

5
 

min,逆转录得到cDNA。配置qPCR
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反应体系,调整qPCR的反应条件为:92
 

℃预变性

45
 

s;95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退火30
 

s,共进行35个循环;
72

 

℃再延伸5
 

min。在qRCR仪上进行扩增,引物由吉

玛基因(上海)公司合成,以3-磷酸甘油醛脱氢酶(glyc-
eraldehyde-3-phosphate

 

dehydrogenase,GAPDH)为 内

参,引物序列见表1。以2-ΔΔCt计算NFATc2
 

mRNA相

对表达水平。
表1  引物序列

目的基因 方向 引物序列(3'-5')

NFATc2 正向 CCA
 

UUA
 

AAC
 

AGG
 

AGC
 

AGA
 

A

反向 GCC
 

ACT
 

CGG
 

AAA
 

AAG
 

ACC
 

TC

GAPDH 正向 AGC
 

CAC
 

ATC
 

GCT
 

CAG
 

ACA
 

C

反向 GCC
 

CAA
 

TAC
 

GAC
 

CAA
 

ATC
 

C

1.2.6 动物模型的建立

6周龄裸鼠30只购于广东省动物实验中心,将其

置于无特殊病原体(specific
 

pathogen
 

free,SPF)环境

下饲养,收集正常A2780细胞、转染空白载体 A2780
细胞及低表达 NFATc2的 A2780细胞,制备单细胞

悬液,调整细胞密度为1×107/mL,在裸鼠皮下注射

0.2
 

mL细胞悬液,构建皮下移植瘤的裸鼠模型,实验

分为空白组、对照组和 NFATc2
 

siRNA组,每组10
只。观察各组大鼠肿瘤的生长情况,造模后30

 

d取出

肿瘤,测量大小,称重,用 Western
 

blot检测肿瘤组织

中CXCL8的表达水平。
1.2.7 Western

 

blot实验

收集转染后的各组细胞和肿瘤组织标本,分别按

1
 

mg∶1
 

mL的比例加入放射免疫沉淀法(radioim-
munoprecipitation

 

assay,RIPA)裂解液(含1%的蛋

白酶抑制剂和1%的磷酸酶抑制剂),用超声匀浆仪对

各组细胞和组织在冰浴条件下匀浆,4
 

℃、12
 

000×g
离心10

 

min,收集上清液即为总蛋白。用BCA蛋白

测定试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)测定各

组样品蛋白水平,各组样品加入上样缓冲液,制备等

浓度的上样体系,95
 

℃煮沸15
 

min。配置十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sul-
fate-polyacrylamide

 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)
凝胶,80

 

V恒压电泳,经转膜将蛋白转移至聚偏氟乙烯
(polyvinylidene

 

fluoride,PVDF)膜(IPVH00010,美 国

Millipore公司)上,封闭2
 

h后切下目的条带,4
 

℃冰箱

中孵育一抗过夜,分别孵育半胱氨酸蛋白酶3剪切体
(cleaved

 

caspase-3)、Bcl-2、Bax、CXCL8和GAPDH(所
有一抗均购于美国CST公司,以1∶1

 

000配置)。用

含0.05%Tween-20的PBS(PBS-T)洗涤后孵育辣根

过氧化物酶共轭的二抗(1∶5
 

000配置,上海银海圣

生物科技有限公司),室温孵育1
 

h后用PBST清洗,
加入电化学发光法(electrogenerated

 

chemilumines-
cence,ECL)发光液(美国 Millipore公司),经显影、曝
光后晾干胶片,扫描后计算相关蛋白的表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计分析,计量资料以

x±s表示,多组间比较采用方差分析,组间两两比较

采用LSD-t检验;计数资料以频数或百分比表示,比
较采用χ2 检验;以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 NFATc2过表达和低表达细胞株的构建

采用qPCR检测 NFATc2过表达和低表达细胞

株中NFATc2
 

mRNA表达水平,结果显示:NFATc2
 

siRNA组细胞中NFATc2
 

mRNA表达水平明显低于

对照组(P<0.01),过表达组细胞中NFATc2
 

mRNA
表达水平明显高于对照组(P<0.01),可用于后续实

验,见图1。
2.2 NFATc2对细胞增殖的影响

采用 MTT检测NFATc2对细胞增殖的影响,结
果显示:NFATc2

 

siRNA组细胞增殖率明显低于对照

组(P<0.01),过表达组细胞增殖率明显高于对照组

(P<0.01),见图2。

  a:P<0.01,与对照组比较。
 

图1  细胞中NFATc2
 

mRNA相对表达水平比较

  a:P<0.01,与对照组比较。
 

图2  各组细胞增殖率比较

2.3 NFATc2对细胞凋亡的影响

采用流式细胞仪检测细胞凋亡水平,结果显示:
NFATc2

 

siRNA组细胞凋亡率明显高于对照组(P<
0.01),过表达组细胞凋亡率明显低于对照组(P<
0.05),见图3。
2.4 NFATc2对凋亡蛋白表达的影响

采用 Western
 

blot检测各组细胞中凋亡相关蛋白

的表 达 水 平,结 果 显 示:NFATc2
 

siRNA 组 细 胞 中

cleaved
 

caspase-3表达水平明显高于对照组(P<0.01),
Bcl-2/Bax比值明显低于对照组(P<0.01);过表达组

细胞中cleaved
 

caspase-3表达水平明显低于对照组
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(P<0.01),Bcl-2/Bax比 值 明 显 高 于 对 照 组(P<
0.01),见图4。
2.5 NFATc2对CXCL8信号通路相关蛋白的影响

采用 Western
 

blot检测各组细胞中CXCL8的表

达水平,结果显示:NFATc2
 

siRNA组细胞中CXCL8
表达水平均明显低于对照组(P<0.01),过表达组细

胞中CXCL8表达水平明显高于对照组(P<0.01),
见图5。

  A~C:分别为对照组、NFATc2
 

siRNA组及过表达组的流式细胞图;D:各组细胞亡率的统计图;a:P<0.01,b:P<0.05,与对照组比较。

图3  各组细胞凋亡水平

  A:蛋白条带;B:各组细胞cleaved
 

caspase-3表达水平的统计图;C:各组细胞Bcl-2/Bax比值的统计图;a:P<0.01,与对照组比较。

图4  各组细胞cleaved
 

caspase-3、Bax和Bcl-2表达水平

  A:蛋白条带;B:各组CXCL8表达水平的统计图;a:P<0.01,与对照组比较。

图5  各组细胞CXCL8表达水平
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2.6 各组裸鼠体外瘤的质量和体积

建立裸鼠体外瘤模型,3组裸鼠30
 

d后均存活,
取出各组肿瘤,测量和称量各组肿瘤的体积和质量,
结果显示:NFATc2

 

siRNA组裸鼠肿瘤的体积和质量

均明显低于空白组和对照组(P<0.01),见图6。

2.7 肿瘤组织中蛋白的表达水平

取出各组裸鼠的肿瘤组织,用 Western
 

blot检测

各组肿瘤组织CXCL8表达水平,结果显示:NFATc2
 

siRNA组肿瘤组织中CXCL8表达水平均明显低于空

白组和对照组(P<0.01),见图7。

  A:裸鼠肿瘤;B:肿瘤质量的统计图;C:肿瘤体积的统计图;a:P<0.01。

图6  各组裸鼠肿瘤的体积和质量

  A:蛋白条带;B:CXCL8表达水平的统计图;a:P<0.01。

图7  各组裸鼠肿瘤组织中CXCL8的表达水平

3 讨  论

  卵巢癌的死亡率居女性生殖器肿瘤首位,发病初

期缺乏明显的临床症状导致患者往往在发病后期才

接受治疗,大部分患者的肿瘤已发生转移,这也是卵

巢癌复发率高且生存率低的原因[16]。肿瘤的治疗均

以促进凋亡,抑制肿瘤细胞的增殖为方向[17-18],手术

切除并辅助顺铂等化疗药物是目前卵巢癌治疗的主

要方案。
NFAT作为特有的细胞信号转录因子,在多种细

胞的生长发育过程中发挥着至关重要的作用,其可诱

导淋巴细胞的产生和活化。NFATc1为NFAT家族

成员,研究发现NFATc1在上皮性卵巢癌组织中高表

达,在卵巢癌SKOV-3细胞中下调其表达后,细胞的

增殖、侵袭减少,凋亡增加,构建的小鼠卵巢癌异种移

植瘤模型肿瘤生长速度减缓、肿瘤的体积及质量均减

小,新生血管的密度亦降低[11-12]。另一项研究检测了

24例上皮性卵巢癌和24例年龄匹配的健康对照外周

血全基因组的485
 

000个CpG位点,确定了96个显

著差异的甲基化位点,随后在206例上皮性卵巢癌和

205例健康对照者中验证分析出6个可用于早期预测

卵巢肿瘤良恶性的甲基化位点及与这6个位点密切

相关的3个基因,其中就包括NFATc1[13]。NFATc2
为NFAT家族的另一重要成员,有研究发现肿瘤微

环境中 NFATc2表达水平的增加会减少CD8+T淋

巴细胞对细胞因子CXC趋化因子配体9(CXC
 

che-
mokine

 

motif
 

ligand
 

9,CXCL9)的吸附,继而减少腹

水中CD8+T淋巴细胞的聚集,从而导致上皮性卵巢

癌的生存期缩短[10]。因此,作者设想 NFATc2可能

参与卵巢癌的发生、发展,研究该基因的作用及机制

可能为卵巢癌的治疗提供一个新的作用靶点。
GERLACH等[19]研究发现NFATc2高表达可促

进结肠癌细胞的迁移和侵袭,沉默NFATc2可明显降

低结肠癌细胞的增殖和迁移能力,ZUO等[20]研究发

现微 RNA-454-3p可通过下 调 胶 质 母 细 胞 瘤 中 的

NFATc2表达,发挥抑制肿瘤细胞增殖的作用。本研

究采用siRNA 下调卵巢癌细胞 A2780中 NFATc2
的表达,可明显降低细胞的增殖能力,促进细胞的凋

亡,同时促凋亡相关蛋白cleaved
 

caspase-3和Bax的

表达水平明显增加,抑制凋亡蛋白Bcl-2的表达水平

明显降 低。建 立 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 的 卵 巢 癌 模 型,
NFATc2

 

siRNA组(低表达NFATc2)裸鼠肿瘤的体

积和质量均明显低于对照组,上述细胞实验和动物实

验结果均表明下调NFATc2可抑制肿瘤细胞的增殖,
促进细胞的凋亡。

越来越多的研究表明,肿瘤微环境中的可溶性因

子与肿瘤细胞的侵袭性生长和远处转移密切相关。
CXCL8是常见的免疫抑制因子,可有效促进肝癌、直
肠癌细胞的增殖、侵袭和转移[21]。FISHER等[22]研
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究表明,结肠癌患者癌组织中CXCL8表达水平明显

高于健康对照者,激活CXCL8可促进肿瘤细胞的增

殖和侵袭。SMYCZ-KUBAÑSKA等[23]研究发现,卵
巢癌细胞通过趋化因子CXCL8招募免疫细胞至肿瘤

组织内,调控肿瘤细胞的增殖和凋亡过程。曹玲[15]在

体内外实验中均证实食管癌细胞中吲哚加双氧酶1
通过活化NFATc2,直接与CXCL8的启动子区域相

结合激活该通路,继而促进中性粒细胞的招募。本研

究发现,沉默NFATc2可使卵巢癌细胞和肿瘤组织中

CXCL8表达水平明显降低,卵巢癌细胞的增殖能力

明显降低,细胞凋亡水平明显增加;同时,本研究还发

现过表达NFATc2可有效促进卵巢癌细胞中CXCL8
的表达,活化 CXCL8信 号 通 路,促 进 肿 瘤 细 胞 的

增殖。
综上所述,本研究通过体内和体外实验验证了沉

默NFATc2可明显降低卵巢癌细胞的增殖,促进其凋
亡,其可能的机制是抑制肿瘤细胞中CXCL8表达。
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