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前言

卵巢癌死亡率占妇科肿瘤第一位，其中 90 %为上皮性卵

巢癌[1，2]。目前对卵巢癌的主要治疗方法为外科手术及放、化疗
[3]。由于缺乏早期检测手段、卵巢位于盆腔深处、早期症状不明

显，仅 19%的卵巢癌患者能在癌组织突破卵巢前发现，大多数

患者就诊时已处于晚期，且卵巢癌易腹腔转移及复发，对化疗

药物耐药[4，5]。另外，卵巢上皮性癌组织类型多，包括浆液性癌、

粘液性癌、子宫内膜样癌、透明细胞癌等，而每种类型又有其独

特的发病机制，这些都导致上皮性卵巢癌预后差，5年生存率

低。因此卵巢癌的早期诊断与早期治疗成为改善预后的关键[6]。

DKK3 隶属于 DKK 家族，DKKs 家族还包括 DKK1，2，4

及 soggy, DKK3基因位于 11p15.1，分子量为 38kDa，由两个富

含半胱氨酸的 Cys1区域和 Cys2区域组成，两个区域间由 13

个氨基酸长度的可变区分隔[7]。DKK3与 DKK家族其它成员不

同，它不与 Wnt受体 LRP5/6 发生作用[8]，而与受体 Krm1/2 结

合[9]。目前研究表明，DKK3在某些永生化细胞和某些肿瘤细胞

系中的表达呈下降趋势[10，11]，DKK3在如肝癌、宫颈癌、急性淋

巴细胞白血病、胰腺癌和髓母细胞瘤等多种恶性肿瘤中表达减

少[12-16]。另外，在某些肿瘤细胞系中 DKK3表现出抗激增的活
性，这提示 DKK3也许是种肿瘤抑制因子。然而，DKK3在上皮

性卵巢癌中的表达情况至今仍为空白，本次实验将利用免疫组

织化学方法首次检测 DKK3在不同卵巢组织中的表达，并对
DKK3的表达与卵巢癌临床病理分期及组织分化程度的联系

进行初步探讨。

1 材料与方法

1.1 材料来源

收集哈尔滨医科大学附属第一医院 2006-2013 年经手术

治疗并于术后病理证实的卵巢良、恶性肿瘤组织：88例卵巢癌

组织石蜡切片，其中包括 67例浆液性卵巢上皮性癌，7例粘液
性卵巢上皮性癌，8例卵巢子宫内膜样癌及 6例透明细胞癌。
39例卵巢上皮良性肿瘤组织石蜡切片及 46例因宫颈癌、子宫

内膜癌切除卵巢的正常卵巢组织石蜡切片。

1.2 样本资料
88例卵巢癌患者，平均年龄 53岁；卵巢良性肿瘤患者，平

均年龄 39岁；46例正常卵巢组织患者，平均年龄 51岁。根据
FIGO临床病理分期标准，早期 ( FIGO I-II期)卵巢癌 43例，

中、晚期( FIGO III-IV期)卵巢癌 45例；按分化程度分类：高分
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No (%) Yes (%) P

N 19 (41.3 %) 27 (58.7 %) 0.0022

B 11 (28.21 %) 28 (71.79 %)

C 53 (60.23 %) 35 (39.77 %)

表 1 DKK3在卵巢不同组织中的表达情况

Table 1 DKK3 expression among different ovarian tissues

注：N=正常卵巢组织（normal ovarian tissue）, B=卵巢良性肿瘤(benign ovarian tumor), C=卵巢癌组织(EOC)

化 24例，中分化 23例、低分化 41例;所有上皮性卵巢癌患者

术前均未接受任何激素治疗、化疗及放疗，也无合并其他肿瘤。

由两名病理科医师复阅病理切片，选取存档标本石蜡块进行切

片。

实验试剂：一抗：DKK3 兔抗人抗体 bs-2686R (BEIJING
BIOSYNTHESIS BIOTECHNOLOGY CO.LTD, Beijing, Chi-

na），二抗：PV-9000及 DAB显色剂（北京中杉金桥公司）。
1.3 实验方法

按照试剂说明书操作实行免疫组化法，蜡块切片厚 3 滋m，
脱蜡至水，放入 60 ℃烤箱中，至少 2 h以上，用 PBS( pH 7.4)冲

洗 3 min× 3次。每张切片加过氧化物酶抑制剂，以阻断内源性

过氧化物酶的活性，室温下孵育 20 min。进行抗原修复:将标本

放置在修复液 (枸橼酸盐缓冲溶液 pH 6.0, 95 ℃，10 min)中，

用微波炉高火加热 10 min，室温下自来水冷却 10 min，以 1：
200 比例的一抗处理切片，PBS 冲洗 3 min× 3 次。去除 PBS

液，4 ℃冰箱中过夜，PBS冲洗 3 min× 3次，去除 PBS液，滴加

二抗，室温下孵育 20 min，PBS冲洗 3 min× 3次，去除 PBS液，

再加新鲜配置的 DAB 溶液，显微镜下观察 3 -10 min，阳性染

色为棕黄色，显色完成后，自来水冲洗，苏木精复染，封片。

1.4 判断标准

免疫组化判断标准：所有切片均由资深医师病理医师，在

相同条件下观察并作出判断，DKK3免疫组化阳性染色为肿瘤

细胞胞质内出现棕黄色颗粒或团块。判断方法：采用二次计分

法，每例标本随机计数 3个高倍视野(× 400)，计数每个高倍视

野中阳性细胞百分比并计分，首先按染色强度计分: 0分为无
色，1分为淡黄色，2分为棕黄色，3分为棕褐色；再按阳性细胞

百分比计分，0分为阴性，阳性细胞数＜ 10 %为 1分，11 % ～

50 %为 2分，51 %～ 75 %为 3分，＞ 75 %为 4分。上述两项得

分的乘积作为最终结果，积分≤ 2为阴性表达，积分＞ 2为阳性

表达。

1.5 统计学分析
SAS 9.13 统计学软件，运用卡方检验和 Fisher 检验，当

P＜ 0.05则判定为有统计学意义。

2 结果

2.1 DKK3在上卵巢癌组织中表达下降
DKK3 主要在卵巢癌组织的胞浆中表达，有些切片中

DKK3也在细胞核中表达。46例正常卵巢组织中有 27例样本

呈阳性表达（阳性率为 58.7 %）。39例卵巢良性肿瘤切片中，28

例为阳性（阳性率为 71.9 %）。88例卵巢癌组织中有 35例为阳

性（阳性率为 39.7 %）。免疫组织结果显示，DKK3在三种卵巢

组织中的表达有明显差异（图 1,2,3)，DKK3在卵巢癌组织中的

表达明显下降,其差异有统计学意义(P＜ 0.05)(表 1)。研究同时
发现，DKK3在所有卵巢组织周围的血管中也呈阳性表达（图
2）。卵巢癌组织的四种病理亚型间的 DKK3阳性率也进行了比
较，差异无统计学意义（P＞ 0.05），见图 1，4，5，6及表 2。
2.2 DKK3与上皮性卵巢癌临床病理因素间的关系

本研究表明 29例 FIGO I期中，11例为阳性；14例 FIGO

II期中，6例显示阳性；38例 FIGO III期中，16例样本表现为阳

性；7例 FIGO IV期有 2例为阳性。统计学分析表明早期卵巢

癌（FIGO I/II）与晚期卵巢癌（FIGO III/IV）DKK3的阳性率差异

无统计学意义。而且，DKK3的表达与组织分化程度无关（P＞
0.05）。研究还提示 DKK3的表达与年龄亦无统计学关联（表
2）。

3 讨论

本研究首次探寻了 DKK3在上皮性卵巢癌中呈衰减式表
达，此结果与此前关于宫颈癌和胰腺癌的研究相一致[13，15]。然

而，在某些鳞状细胞癌中 DKK3表达呈增高态势，如食管鳞状

细胞癌细胞系 [21]。但本研究未对 DKK3 表达下调的机制及
DKK3在Wnt通路中发挥作用的机制作进一步的探究。基于现

有的知识，DKK3在乳腺癌中表达减少是由于 DKK3甲基化导
致，并且该研究阐述 DKK3的缺失可能会刺激非经典Wnt通

路 -PCP通路的活性，从而增强肿瘤的侵袭性[22]。在宫颈癌中，

DKK3阻断 茁-catenin核转录从而拮抗Wnt通路[13]。DKK3在恶

性胶质瘤中也通过抑制 茁-catenin来抑制Wnt通路。Tatsuro等

人已经证明 DKK3 a亚型 DNA甲基化导致 DKK3 沉默表达。

在急性淋巴细胞白血病，CpG 岛的甲基化导致 DKK3 减少
[24，25]。

本研究发现 DKK3在上皮性卵巢癌及其中的浆液性癌中

的表达在年龄上是有差异的，然而，这种差异并没有统计学意

义。这与 Jü rgen Veeck此前对乳腺癌中 DKK3与年龄有关的

研究不同[26]。同时，发现 DKK3的表达水平与卵巢癌的临床病
理分期之间并无统计学差异。这个结果与肝细胞癌[12]和恶性胶

质瘤的结果相反 [23]。揭示 DKK3的表达与分化程度有一定关

联，即分化程度越高，其阳性表达也越高。然而，可能由于样本

倒数不足，这种差异在统计学上没有意义。DKK3的表达水平

可能有预测肿瘤分化的意义。另外，受样本例数的影响，DKK3

在卵巢癌组织各种亚型间的表达亦无统计学差异。

应强调的是，本研究只是研究出了卵巢癌中 DKK3的表达
水平，并没有阐明其表达的机制。尽管只是初步的探索，这次研

究仍清晰的证明了 DKK3表达与卵巢癌组织间存在关联。我们
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图 4 DKK3在高分化子宫内膜样卵巢癌中阳性表达(SP× 400)

Fig. 4 DKK3 presented positively in high differentiation endometriosis

ovarian cancer (SP× 400)

表 2 DKK3表达与卵巢癌临床病理的联系

Table 2 DKK3 expression with clinicopathological factor

No (%) Yes (%) P

FIGO

I-II
26 (60.47 %) 17 (39.53 %) 0.9645

III-IV 27 (60 %) 18 (40 %)

分化程度 Differeciation

低分化 Low 28 68.29 % 13 (31.71 %) 0.2026

中分化Mediate 14 (60.87 %) 9 (39.13 %)

高分化 High 11 (45.83 %) 13 (54.17 %)

年龄 Age

≤ 53 26 (55.32 %) 21 (44.68 %) 0.3138

>53 27 (65.85 %) 14 (34.15 %)

组织类型 Subtype

浆液性癌 Serous 41 (61.19 %) 26 (38.81 %) 0.9214

粘液性癌Mucious 4 (57.14 %) 3 (42.86 %)

子宫内膜样癌 Endometriosis 4 (50 %) 4 (50 %)

透明细胞癌 Clear cell 4 (66.67 %) 2 (33.33 %)

图 1 DKK3在低分化浆液性卵巢癌中阳性表达(SP× 400)

Fig.1 DKK3 positive expression in low differentiation serous ovarian

carcinomas (SP× 400)

图 2 DKK3在卵巢良性浆液性肿瘤中阳性表达(SP× 400)

Fig. 2 DKK3 expressed positively in benign serous tumor (SP× 400)

图 3 DKK3在卵巢正常组织中阳性表达(SP× 400)

Fig.3 The positive expression of DKK3 in normal ovarian tissue (SP×

400)
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接下来的目标是探求 DKK3在卵巢癌组织中的表达机制及卵

巢癌的化疗抵抗和耐药。使用去甲基化试剂使 DKK3复表达已

经应用于某些恶性肿瘤细胞系，包括胃癌、前列腺癌、肺癌和淋

巴瘤等[27]。这些结果也为卵巢癌的治疗提供了新的突破口。现

已证明 DKK3与胰腺癌对吉西他宾的耐药有关。所有的信息都

证明 DKK3有成为卵巢癌治疗靶点的潜能。
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