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GDF15基因在卵巢上皮性癌组织中的表达及其临床意义 *
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摘要 目的：探讨生长分化因子 GDF15（Growth Differentiation Factor 15）基因在卵巢上皮性癌组织中的表达及其与铂类耐药的相

关性。方法：应用免疫组化、western blot、RT-PCR等方法对 80例原发性卵巢癌组织和卵巢癌顺铂敏感 /耐药株 A2780和 CP70、
SKOV3和 SKOV3/DDP中生长分化因子 GDF15表达水平进行测定。结果：生长分化因子 GDF15的表达强度与卵巢癌铂类耐药

性显著相关。在卵巢癌顺铂耐药株 CP70、SKOV3/DDP中 GDF15表达水平较顺铂敏感株 A2780、SKOV3明显增高。结论：GDF15

表达水平与卵巢癌发生发展及铂类耐药相关，对于卵巢癌患者早期筛选、预测预后具有一定的临床指导价值。
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The Clinical Significance of GDF15 Expression in Human Ovarian Cancer*

To study the relationship of the Growth Differentiation Factor 15 (GDF15) expression in human ovarian

cancer and the resistant of human epithelial ovarian cancer to cisplatin. Expression and location of GDF15 protein was detected

in specimens of 80 human epithelial ovarian cancer patients and 4 human ovarian cancer cell lines. cytoplasmic localization of

GDF15 positive staining could be observed in human epithelial ovarian cancer. The intensity of GDF15 protein was significantly

correlated with FIGO, differentiation, malignant ascites, lymphatic metastasis, and platinum resistance in ovarian cancer. GDF15 mRNA

levels in cisplatin resistant ovarian cancer cell lines CP70 and SKOV3/DDP increased significantly compared to those in cisplatin
sensitive cell lines A2780 and SKOV3. Treated with cisplatin, GDF15 protein levels were up-regulated in both A2780 and CP70 cells.

GDF15 expression appear to differ between platinum sensitive and platinum resistant ovarian cancers. Thus GDF15

expression may be useful biomarker for early screening and predicting prognosis in ovarian cancer patients.
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前言

卵巢癌死亡率位居妇科肿瘤之首。由于缺乏有效的早期诊

断手段，卵巢癌起病隐匿，转移早，手术时往往出现盆腹腔内广

泛转移粘连，彻底清除癌灶难度极大，所以术后基于铂类药物

的联合化疗成为控制疾病进展的关键。然而卵巢癌患者中化疗

耐药时有发生，且耐药往往伴随预后不良。卵巢癌的化疗耐药

已经成为提高患者生存率的瓶颈[1]。铂类是治疗卵巢癌的一线

化疗药物，临床卵巢癌对于铂类耐药己有明确的认识和定义，

然而有关铂类耐药机制的阐明却远远不足。深入认识肿瘤铂类

耐药产生的机制，寻找新的治疗靶点用于耐药肿瘤的治疗对于

改善卵巢癌患者预后具有重要意义。GDF15属于转化生长因

子 -茁（TGF-茁）超家族成员。GDF15 基因定位于染色体
19p13.1，包括 2 个外显子（309bp 和 891bp）和一个内含子
（1820bp）。GDF15前体包含 308个氨基酸，分子量约为 17KD，

包含一个含 29个氨基酸的信号肽、由 167个氨基酸组成的前

肽和一个长度为 112个氨基酸的成熟序列。蛋白前体先是在细

胞内被水解，蛋白酶切除其 N端信号肽序列，再通过二硫键将

修饰后前体连接为分子量约 34KD的二聚体，再送入内质网中

折叠。之后二聚体会被特定的前体蛋白转化酶剪切修饰，并分

泌到细胞外基质中。研究表明，不仅是成熟的 GDF15蛋白能行

使其生物学功能，GDF15的前体分子也可以经由分泌作用进

入细胞外基质，与细胞外基质中某些组分发生反应。GDF15前

体可能通过这种机制，调控 GDF15成熟蛋白在细胞外基质的
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储存与释放，调控 GDF15在外周血中的浓度，影响其生物学活

性和细胞应答功能的发挥[10，11]。许多细胞实验结果显示，在细胞

被给予放化疗、炎症介质等应激刺激后，其 GDF15的表达会出

现明显上升，且伴随诸多凋亡相关通路的激活（如 P53/P21，
NF-资B）[1，2]。

在人体内 GDF15的表达具有组织特异性，例如 GDF15在

胎盘和前列腺中呈高表达；在肾脏和胰腺中可检测到 GDF15

表达但水平不高；而在其他组织和器官中 GDF15 几乎不表

达[10]。人们发现在多种恶性肿瘤中均出现 GDF15表达水平异

常增高[3-5]。同时还有研究显示，在结肠癌、前列腺癌、子宫内膜

癌等多种肿瘤中血清 GDF15浓度与肿瘤复发转移及不良预后

有关[6-8]。研究显示，GDF15的促癌作用与以下三个机制密切相

关：①GDF15能激活 Akt活性，促进 GSK-3茁磷酸化，从而促进
肿瘤细胞 DNA增殖[12]；②通过 ERK1/2通路上调 UPA系统增

强肿瘤细胞的侵袭性[13，14]；③诱导 ErbB2受体酪氨酸激酶在肿
瘤细胞中过度表达，从而激活酪氨酸激酶活性参与恶性肿瘤的

发生发展[15]。本研究采用免疫组织化学技术对原发性卵巢癌手

术切除标本和卵巢癌细胞株 A2780 和 CP70、SKOV3 和
SKOV3/DDP中 GDF15的表达状况进行研究，探讨 GDF15与

卵巢上皮性癌临床病理因素及铂类耐药的相关性。

1 材料与方法

1.1 资料
1.1.1 临床资料 在符合知情同意及校医学伦理委员会批准

下，收集第四军医大学西京医院妇产科收治的初诊卵巢癌患者

80例，按 3个细胞学分级分类，每种级别的标本收集不少于 40

例。取卵巢癌转移组织标本作为配对标本。详细录入症状体征、

病理类型、细胞学分级、FIGO手术分期、淋巴结转移及腹水情

况、血清 CA125水平、术后治疗及随访等临床资料。以上病例

的病理切片均由同一病理医师查看以复核诊断。

1.1.2 卵巢癌细胞系 卵巢癌顺铂敏感 / 耐药株 A2780 和
CP70、SKOV3和 SKOV3/DDP两对卵巢癌细胞株由第四军医
大学西京医院妇产科实验室保存，以上细胞用含 10%胎牛血清

和 1%青、链霉素双抗的 1640培养基培养，并于 37 ℃恒温，5%

CO2，饱和湿度的细胞培养箱中传代培养。

1.2 主要试剂
GDF15单克隆抗体（鼠抗人）购自美国 Sigma公司，茁-actin

多克隆抗体（兔抗人）、IgG-HRP二抗（羊抗兔）、ECL发光液均

购自美国 Thermo公司。免疫组化试剂盒（SP法）、DAB显色试

剂盒、苏木精均购自北京中杉金桥生物技术公司。1640培养基
购自 Hyclone 公司，PVDF 膜购自 Millipore 公司；电泳仪为
Biorad公司 PowerPacTM通用电泳仪。

1.3 免疫组化染色

所有组织标本甲醛脱水固定、石蜡包被后，5 滋m厚度切

片，二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，PBS洗 5 min× 3次，0.3%过氧

化氢 -甲醇溶液浸泡 30 min以封闭内源性过氧化物酶，PBS漂
洗 5 min× 3 次，枸橼酸缓冲液 95℃微波抗原修复 15 min 后
PBS洗 5 min× 3次，滴加正常山羊血清室温封闭 20 min，滴加

一抗 4 ℃孵育过夜，PBS洗 5 min× 3 次，滴加二抗室温封闭
1h，PBS洗 5 min× 3次，DAB显色在显微镜下掌握染色程度。

PBS或自来水冲洗，苏木精复染，盐酸酒精分化，常规梯度酒精

脱水，二甲苯透明后封片镜检。用 PBS代替一抗作为阴性对
照，用已知 GDF15阳性的乳腺癌病理切片作为阳性对照。镜下

所见棕黄色颗粒为免疫阳性信号。利用 Image-pro Plus5.1图像
分析系统，自动选取镜下阳性区域，计算 IOD值（累积光密度

值）。根据 IOD值高低，划分 GDF15表达强度（弱阳性、阳性和

强阳性）。

1.4 实时定量 PCR (qRT-PCR)检测 GDF15在卵巢癌细胞株中

表达

对数生长期的卵巢癌细胞，提取总 RNA，反转录后得到
cDNA，作为反应模板。反转录条件见表 1，2。

查询 GeneBank上已有的 GDF15引物。GDF15的引物序

列为：5'-GACCCTCAGAGTTGCACTCC-3' 和 5'-GCCTGGT-

TAGCAGGTCCTC -3', 内 参 照 茁-actin 的 引 物 序 列 为 ：
5'-TGACGTGGACATCCGCAAAG-3' 和 5'-CTGGAAGGTG-

GACAGCGAGG -3'。以之前反转录获得的 cDNA作为反应模

板，按下列反应体系混合 20 滋LPCR体系，加入 PCR八联管

中，在 Prism 7500 real time-PCR仪 (ABI)上进行反应。反应体系

和反应条件见表 3，4。

反应完成后，用 ABI Prism 7500 SDS软件分析数据。

37℃

85℃

4℃

15min

5S

∞

Temperature Time

表 1 反转录反应条件

Table 1 Reverse transcription steps

5× Primer Script Buffer

Primer Script TM RT

RNase Free dH2O

Oligo dT Primer (50 滋M)

Random 6 mers (100 滋M)

Total RNA

4 滋L

1 滋L

11 滋L

1 滋L

1 滋L

2 滋L

Reagents Volume

表 2 反转录反应体系

Table 2 Reagents and volume for Reverse transcription

SYBR Primix EX TaqTMⅡ

PCR forward Primer

PCR reverse Primer

ROX reference Dye

template

ddH2O

10 滋L

0.8 滋L

0.8 滋L

0.4 滋L

2 滋L

6 滋L

Reagents Volume

表 3 qRT-PCR反应体系

Table 3 reagents and volume for qRT-PCR

5666窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.29 OCT.2014

1.5 Western blot检测 GDF15在卵巢癌细胞株中表达
RIPA细胞裂解液 100 滋L，冰上放置 30 min裂解细胞，低

温 12 000 r/min离心 10 min，取上清即为蛋白样品。为确保蛋

白上样量一致，样品中蛋白经 BCA法定量后，加入 5× SDS凝
胶加样缓冲液，100 ℃煮沸变性 5 min，-20 ℃保存备用。各取
250 滋g蛋白样品行 SDS-PAGE 电泳，100V 恒压湿转 1 h，5%

BSA室温封闭 1 h，加入兔抗人 GDF15抗体(1∶ 1000)和兔抗

人 茁- actin抗体 (1:3000)，4 ℃孵育 16 h，用 TBST漂洗 10 mi-
n× 3次，加入 HRP标记的抗兔二抗（1:3000），室温孵育 1 h，用
TBST 漂洗 5 min× 3 次；加入 ECL发光液（Thermo 公司），常

规压 X片显影，用灰度分析软件分析目的蛋白的丰度。
1.6 疗效评价

我们将卵巢癌患者分为两组：铂类化疗敏感组和铂类化疗

耐药组，分组标准参照 GOG(美国妇科肿瘤学组)分型。卵巢癌

铂类化疗敏感组：初次采用基于铂类药物的联合化疗，临床证

实疾病缓解，停药 6个月以上出现复发灶。卵巢癌铂类化疗耐

药组：初次化疗有效，但在完成化疗 6个月内出现复发[5]。

1.7 资料分析及统计学处理

采用 SPSS17.0软件，分组资料间比较采用 X2检验，等级

资料间比较采用秩和检验，P＜ 0.05差异为有统计学意义。

2 结果

2.1 GDF15在卵巢癌组织中的表达
在卵巢上皮癌组织中 GDF15均有表达，主要为胞浆定位，

但染色强弱不等。对临床病理因素的分析表明，GDF15的表达

水平随着卵巢癌手术分期的进展也逐渐升高，有统计学差异

（X2=15.86，P=0.015）。此外，卵巢癌组织中 GDF15的表达强度

与卵巢癌细胞分化程度、腹水及淋巴结转移显著有关（P＜

0.001）（表 5）。
2.2 卵巢癌 GDF15表达与卵巢癌铂类药物化疗敏感性的关系

48例铂类敏感组中 77.0%为 GDF15低表达，高表达仅为
6.3%，而 32例耐药组中 GDF15高表达者为 46.9%，低表达者

仅为 15.6%，GDF15高表达在铂类耐药组中比例显著高于铂类
敏感组，两者差异有统计学意义（P<0.01）（表 2）。
2.3 实时定量 PCR (qRT-PCR)检测 GDF15在卵巢癌细胞株中

表达

我们用实时定量 PCR检测了两对不同顺铂敏感性的卵巢

癌细胞株 A2780 和 CP70、SKOV3 和 SKOV3/DDP 中 GDF15

mRNA水平。结果显示 CP70中 GDF15 mRNA水平是 A2780

细胞的 9.09 倍，而 SKOV3/DDP 中 GDF15 mRNA 水平是
SKOV3细胞的 3.46倍。卵巢癌顺铂耐药细胞中 GDF15 mRNA

水平显著升高提示 GDF15 的表达水平与卵巢癌顺铂耐药性

有关。

2.4 Western blot检测卵巢癌细胞株中 GDF15蛋白表达
为了进一步验证 GDF15 与卵巢癌细胞顺铂耐药的相关

性，我们用 20 滋M顺铂分别处理卵巢癌 A2780和 CP70细胞，

分别在 24 h和 48 h收集细胞并提取蛋白，Western blot检测顺

铂处理对 GDF15蛋白表达水平的影响。结果表明，与顺铂敏感

株 A2780相比，顺铂耐药株 CP70中 GDF15蛋白表达水平有
显著增高。给予同样浓度的顺铂刺激后，A2780和 CP70细胞中
GDF15 蛋白表达水平随着顺铂作用时间增加而增强，提示
GDF15的表达水平可能参与了卵巢癌顺铂耐药的形成（图 3）。

3 讨论

作为一种常见的妇科肿瘤，上皮性卵巢癌的死亡率在女性

恶性肿瘤居第 5位。由于卵巢癌早期大多无特异性临床表现，

许多患者初次就诊时已为进展期，5年生存率仅为 15%~30% [9]。

寻找卵巢癌发生发展中的关键因子将为卵巢癌的早期发现、早

期治疗提供理论依据，具有重大临床意义。

众多相关研究表明，内稳态失衡，细胞应激，炎症刺激或遗

传突变，往往导致 GDF-15表达增强和其介导的信号通路的异

常活化，进而导致许多疾病发生的风险增加，尤其是 GDF-15

表达水平的增高往往出现在进展期癌症中，更具体地说，在黑

素瘤，口腔鳞状细胞癌和胃癌，结肠直肠癌，胰腺癌，前列腺

癌，乳腺癌和宫颈癌上皮癌中都发现了 GDF15表达水平的增

高[11,14,16-21]。已观察到在许多癌症的侵袭进展期，无论是在恶性

组织中，癌细胞中还是血浆中，与正常人相比，均能检测出

GDF15表达水平和外分泌 GDF15蛋白浓度的大幅上升[14,16-21]。

癌症患者血清中检出 GDF15 高水平表达往往预示着不良预

后，与患者的无进展生存期密切相关[20,21]。本研究对 80例卵巢

上皮性癌病理组织进行免疫组化分析表明，卵巢上皮癌

GDF15表达主要呈胞浆表达，且染色强弱不等。对临床病理因

素的分析表明，GDF15 的表达水平随着卵巢癌手术分期的进

展也逐渐升高，有统计学差异（X2=15.86，P=0.015）。此外，卵巢

癌组织中 GDF15的表达强度与卵巢癌细胞分化程度、腹水及

1

2

95℃

95℃

60℃

30s

5s

34s

1

40

40

Stages Temperature Time Reps

表 4 qRT-PCR反应条件

Table 4 qRT-PCR steps

图 1 卵巢上皮性癌免疫组化染色（× 400）

Fig.1 Immunostaining of primary epithelial ovarian cancers（× 400）

*注：卵巢上皮性癌中 GDF15呈胞浆表达。

*Note：Representative of GDF15 immunostaining of primary epithelial

ovarian cancers locate in the cytoplasm.
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*P<0.05，#P<0.01.

*注：Total：总例数；High：高表达例数 /百分比；Middle：中表达例数 /百分比；Low：低表达例数 /百分比；FIGO stage：

国际妇产科联盟手术病理分期。

*Note：Total：the total cases number；High：High expression cases number/%；Middle：Middle expression cases number/%；Low：Low expression cases

number/%；FIGO stage：The federal of international Gynecology and Obstetrics surgical and pathology stage.

Groups Total（n） High n (%) Middle n (%) Low n (%)

Pathological type

Serous carcinoma

Mucinous adenocarcinoma

Endometrioid carcinoma

The other type

FIGO stage

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Differentiation Level

High level

Middle level

Low level

Ascites

None

Yes

Lymph node metastasis

None

Yes

29

28

15

8

8

12

37

23

21

28

31

26

54

23

57

15(51.7)

17(60.7)

7(46.7)

4(50.0)

1(12.5)

1(8.3)

7(18.9)

13(56.5)

2(9.5)

11(39.3)

14(45.2)

11(42.3)

37(68.5)

4(72.6)

27(47.4)

6(20.7)

6(21.4)

4(33.3)

2(25.0)

2(25.0)

4(33.3)

14(43.2)

6(26.1)

10(47.6)

7(25.0)

8(25.8)

8(30.8)

7(13.0)

7(11.0)

13(22.8)

8(27.6)

5(17.9)

4(33.3)

2(25.0)

5(62.5)

7(58.3)

14(37.8)

4(17.4)*

9(45.9)

10(35.7)

9(29.0) #

7(26.9)

10(18.5) #

12(16.4)

17(29.8)#

表 5 GDF15表达水平与临床病理因素间的关系[n(%)]

Table 5 The relationship between GDF15 expression and clinical pathologic factors in primary epithelial ovarian cancers[n(%)]

Sensitive

Resistance

3（6.3）

15（46.9）

8（16.7）

12（37.5）

37（77.0）

5（15.6）

Groups High n (%) Middle n (%) Low n (%)

表 6 GDF15表达与卵巢癌铂类药物化疗敏感性的关系[n(%)]

Table 6 The relationship between GDF15 expression and chemosensitivity in primary epithelial ovarian cancers. [n(%)]

*注：Sensitive：敏感组；Resistance：耐药组；High：高表达例数 /百分比；Middle：中表达例数 /百分比；Low：低表达例数 /百分比。

图 2 四种卵巢癌细胞株中GDF15 mRNA水平的比较

Fig.2 The relative GDF15 mRNA levels in four ovarian cancer cell lines
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淋巴结转移显著有关（P＜ 0.001）。我们还发现，在铂类耐药组

中，GDF15 高表达者的比例为 46.9%，大大高于铂类敏感组
（6.3%），两者差异有统计学意义（P<0.01）。上述结果提示
GDF15表达强度不仅与卵巢癌发生发展相关，而且与卵巢癌

铂类耐药相关，检测 GDF15表达水平对前瞻性预测化疗药物
敏感性和判断化疗疗效具有一定的临床指导价值。

在癌症进展中，通过改变某些基因的表达，癌细胞获得对

放化疗的抵抗力。GDF15的过表达被发现在多种类型的肿瘤

细胞，如乳腺癌、前列腺癌、肺癌和结肠癌细胞中，表现为细胞

保护作用以及获得性化疗药物耐药功能[20,22-24]。有学者通过基因

芯片，对比分析顺铂处理后的 NCI- H226和 NCI- H2170肺癌

细胞基因表达情况变化，发现 GDF15表达增强与顺铂耐药事
件的发生存在正相关关系[23]。对高危型局限性前列腺癌患者采

用新辅助化疗方案的（包括米托蒽醌和多西紫杉醇）一项 II期

临床试验结果表明，GDF15转录水平的提高往往伴随前列腺

癌化疗耐受事件的发生，表明 GDF15能诱导癌细胞产生获得

性耐药[22]。体外实验证实了这一点，上调 GDF-15在前列腺癌细

胞系 PC3和 DU145中的表达，或者向细胞培养基中加入外源
性人重组 GDF15蛋白，都起到增强细胞对米托蒽醌和多西紫

杉醇的耐药能力的作用[22]。用包括如奥沙利铂、5-氟尿嘧啶在

内的常用一线化疗药物处理结肠癌细胞系，我们发现结肠癌细

胞中 GDF15mRNA水平大幅增加[25]。

由此看来，GDF15的过表达促进癌细胞的分化，侵袭，转

移，与化疗药物耐药能力的获得存在某种关联。为了弄清楚

GDF15表达水平与卵巢癌铂类耐药的发生是否存在关联，我

们选取了两对不同顺铂敏感性的卵巢癌细胞株 A2780 和
CP70、SKOV3 和 SKOV3/DDP 作为研究对象，其中 A2780、
SKOV3为顺铂敏感细胞株，而 CP70、SKOV3/DDP为长期诱导
获得的卵巢癌顺铂耐药细胞株。我们用实时定量 PCR检测了

两对卵巢癌细胞中 GDF15 mRNA 水平。结果显示 CP70 中
GDF15 mRNA水平是 A2780细胞的 9.09倍，而 SKOV3/DDP

中 GDF15 mRNA水平是 SKOV3细胞的 3.46倍。这与临床资

料的统计结果一致，提示 GDF15表达水平与卵巢癌细胞对铂
类药物的敏感性差异有关，GDF15 可能在卵巢癌铂类耐药机

制的形成中发挥一定的作用。

此外，我们用 Western blot 检测顺铂不同处理时间对
GDF15蛋白表达水平的影响。结果表明，与顺铂敏感株 A2780

相比，给予同样浓度的顺铂刺激后，顺铂耐药株 CP70 中
GDF15蛋白表达水平出现明显上调，且 GDF15蛋白表达水平

随着顺铂作用时间增加而增强，提示 GDF15的表达水平变化

可能参与了卵巢癌顺铂耐药的形成。

综上所述，我们的研究结果表明，GDF15的表达水平不仅
与卵巢上皮性癌发生发展相关，而且还参与了卵巢癌细胞化疗

耐药的形成。GDF15可能成为卵巢上皮性癌患者进行早期筛
选、监测病情，预测预后的有效分子标志物。
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