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卵巢癌组织中 UHRF1蛋白的表达及其与卵巢癌细胞增殖和侵袭的关系 *
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摘要 目的：研究卵巢癌组织中泛素样含 PHD和环指域 1(Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1,UHRF1)蛋白的表达及

UHRF1对卵巢癌细胞增殖、侵袭的影响。方法：选取卵巢癌组织和癌旁正常组织，采用蛋白印迹法(Western blot)检测其 UHRF1的

蛋白表达。体外培养卵巢癌 SKOV-3细胞株，分别转染 UHRF1的 siRNA和阴性对照 siRNA，采用 CCK-8检测细胞活力，Tran-

swell检测细胞侵袭能力，荧光定量聚合酶链式反应法(FQ-PCR)检测 CyclinD1、CDK6、MMP2和MMP9的 mRNA表达。结果：卵

巢癌组织中 UHRF1蛋白表达水平显著高于癌旁正常组织(P＜0.05)；与转染阴性对照 siRNA的 SKOV-3细胞相比，转染 UHRF1

的 siRNA的 SKOV-3细胞活力明显降低、侵袭细胞数目明显减少(P＜0.05)，且细胞中 CyclinD1、CDK6、MMP2和 MMP9基因的

mRNA表达水平显著降低(P＜0.05)。结论：UHRF1蛋白在卵巢癌组织中呈高表达状态，且可促进卵巢癌细胞的增殖和侵袭。
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Expression of UHRF1 Protein in Ovarian Cancer Tissue and Its Correlation
with the Proliferation and Invasion of Ovarian Cancer Cells*

To study the expression of ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 (UHRF1) protein in ovarian

cancer tissue and the effect of UHRF1 on the proliferation and invasion of ovarian cancer cells. Ovarian cancer tissue and adja-

cent normal tissue were collected, the expresion of UHRF1 protein were detected by Westerrn blot. Ovarian cancer SKOV-3 cell was cul-

tured in vitro, UHRF1 siRNA and negative control siRNA were transfected. Then the cell viability was assayed by CCK-8 kit, cell inva-

sion capability was assayed by Transwell. Expressions of CyclinD1, CDK6, MMP2 and MMP9 mRNA were assayed by FQ-PCR.

The expression of UHRF1 protein in ovarian cancer tissue was higher than that in adjacent normal tissue. The cell viability of

SKOV-3 cells and number of migrated cells transfected by UHRF1siRNA was significantly lower than that of SKOV-3 cell transfected

by negative control siRNA, the expressions of CyclinD1, CDK6, MMP2 and MMP9 mRNA were significantly decreased.

The expression of UHRF1 protein was significantly increased in ovarian cancer; UHRF1 could promote the proliferation and invasion of

ovarian cancer cell.
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前言

泛素样含 PHD 和环指域 1 (Ubiquitin-like with PHD and

ring finger domains 1，UHRF1)是近年来新发现的一类参与细胞

生长调控的核蛋白基因，能够通过影响泛素化、甲基化、乙酰化

等分子修饰过程调节多种基因的表达，进一步改变细胞的生物

学行为[1-3]。国内外研究表明[4-6]UHRF1在结肠癌、胃癌、肝癌等

多种消化道恶性肿瘤细胞中表达上调。本研究通过测定卵巢癌

组织中 UHRF1的表达，分析沉默 UHRF1基因对卵巢癌肿瘤

细胞增殖、侵袭的影响，研究 UHRF1蛋白在卵巢癌发生、发展

中的作用，旨在为探究卵巢癌的新的治疗手段提供线索。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选择 2014年 6月 -2016年 10月入浙江省立同德医院接

受卵巢癌手术治疗的 50例患者作为研究对象，34~69 (51.29±

11.18)岁，所有患者均未出现远处转移，术前均未接受化、放疗。

术中收集患者卵巢癌组织和癌旁正常组织，所有标本经免疫组
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化确定组织性质后用生理盐水洗净，吸尽水分后转移进入冻存

管中，在液氮中短暂冷冻 10-15 min，-80℃冰箱保存备用。

1.2 实验材料

UHRF1兔抗人抗体(Santa Cruze公司)、羊抗兔二抗(MBL

公司 )、ECL 发光试剂 (Pierce Biotechnology 公司 )、卵巢癌

SKOV-3细胞株(中科院细胞库)、UHRF1的 siRNA(吉玛公司)、

阴性对照 siRNA(吉玛公司)、转染试剂(Thermo 公司)、CCK-8

细胞毒性分析试剂盒 (碧云天公司)、RPMI1640培养基(Sigma

公司)、细胞培养用胎牛血清(Sigma公司)、DAPI细胞核免疫荧

光试剂盒(碧云天公司)、RNA提取试剂盒(北京天根生物公司)、

SYRBPremixExTaqTMII荧光PCR反应试剂盒(TaKARa公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 Western blot检测蛋白表达 取卵巢组织标本，加入 RI-

PA蛋白裂解液后匀浆得到组织蛋白标本；取转染 siRNA的细

胞标本，加入 RIPA蛋白裂解液后用细胞刮刀刮碎细胞、得到

细胞蛋白标本。取适量蛋白标本，加入上样缓冲液后进行高温

变性，将变性后的标本加入预先配置好的 SDS-PAGE凝胶中，

依次进行垂直电泳、电转膜、抗原位点封闭。加入 UHRF1多克

隆抗体(1:2000)和 茁-actin 的兔抗人抗体(1:800)4℃孵育过夜，

TBST洗膜三次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1:

2000)室温下孵育 2 h，TBST洗膜三次后 ECL显影，X片曝光。

采用 Image J软件对条带灰度值进行分析，以 茁-actin为内参照
对蛋白含量进行半定量分析。

1.3.2 卵巢癌细胞株的处理 常规培养卵巢癌细胞株

SKOV-3，传代并分瓶培养，取对数期生长的细胞进行处理。处

理方法如下：用转染试剂分别将 UHRF1的 siRNA和阴性对照

siRNA转染进入细胞，siRNA的终浓度为 20 nmol/L。

1.3.3 卵巢癌细胞活力的检测 细胞转染后 0 h、12 h、18 h、24

h时，弃去培养基并在无菌条件下加入 CCK-8检测试剂，培养

箱中继续孵育 4 h后，在多功能酶标仪读取 450 nm波长处的

吸光值(OD值)。

1.3.4 卵巢癌细胞侵袭细胞数目的检测 取 Transwell培养板

(Corning公司)，在 Transwell小室中加入基质胶，后加入 200

滋L消化后的细胞悬液。细胞贴壁生长 24 h后，弃去培养基，

RPMI1640培养基清洗两遍，按细胞转染方法将 UHRF1的 siR-

NA和阴性对照 siRNA转染进入细胞；在细胞孔内加入 500 滋L
含有 10%胎牛血清的 RPMI1640培养基，处理 24 h后，取出

Transwell小室并取下薄膜。多聚甲醛固定 5 min后用 PBS洗

涤 3遍，最后用 DAPI染色液进行染色并在荧光显微镜下观察

高倍视野下的细胞数目。

1.3.5 FQ-PCR检测 mRNA表达 取转染 siRNA的卵巢癌细

胞标本 2 g，采用 TRIzol RNA提取试剂盒抽提组织和细胞中的

总 RNA。将纯度高、完整性好的总 RNA根据试剂盒要求逆转

录合成 cDNA，采用荧光定量 PCR试剂盒进行 PCR扩增，扩增

基因包括 CyclinD1、CDK6、MMP2、MMP9以及 茁-actin。反应体
系为 20 滋L(SYRB Premix Ex TaqTM II 10 滋L、引物上游 0.8 滋L、
引物下游 0.8 滋L、ROX Reference Dye 0.4 滋L、cDNA 2 滋L、
ddH2O 6 滋L)，依次 95℃预变性 30 min、95℃变性 5 s、60℃退火

30 s，共 40个循环周期；每个循环周期结束后进行荧光检测，采

用 ABI StepOne 软件进行数据收集，对 CyclinD1、CDK6、

MMP2、MMP9基因的 mRNA表达水平进行相对定量计算。

1.4 统计学方法

统计学软件采用 SPSS 20.0分析，计量资料使用 x± s表

示，两组间比较采用 t检验、组内不同时间点的比较采用重复

测量的方差分析，P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 卵巢癌组织和癌旁正常组织中 UHRF1的蛋白表达

采用 western blot 检测卵巢癌组织及癌旁正常组织中的

UHRF1的蛋白表达，结果显示：卵巢癌组织中 UHRF1的蛋白

表达明显高于癌旁正常组织(P＜0.05)，见图 1。

图 1 卵巢癌组织和癌旁正常组织中 UHRF1的蛋白表达

Fig.1 Expression of UHRF1 protein in the ovarian cancer tissues and adjacent normal tissues

2.2 转染 UHRF1-siRNA后 SKOV-3细胞中 UHRF1蛋白的表

达

转染 UHRF1 的 siRNA 后，SKOV-3 细胞中 UHRF1 的蛋

白表达显著低于转染阴性对照 siRNA 的 SKOV-3 细胞，

UHRF1蛋白的抑制率为 77.8% (P＜0.05)。

2.3 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞活力的影响
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转染 12 h、18 h、24 h时，转染 UHRF1 siRNA的细胞 OD

值在各个时间点均低于转染阴性对照 siRNA的细胞(P＜0.05)，

且在 24 h内细胞 OD值逐渐降低，结果见表 1。

Note: aP<0.05, compared with the negative control siRNA group.

表 1 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞活力的影响

Table 1 Influence of downregulation of UHRF1 expression on the viability of SKOV-3 cells

CyclinD1 CDK6 MMP2 MMP9

Negative control siRNA 100± 14.85 100± 12.59 100± 13.47 100± 15.03

UHRF1siRNA 16.69± 1.95a 32.45± 4.49a 28.58± 3.49a 40.19± 5.59a

2.4 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞侵袭的影响

转染 siRNA12 h、18 h、24 h时，转染 UHRF1 siRNA的细胞

侵袭数目在各个时间点均少于转染阴性对照 siRNA 的细胞

(P＜0.05)，结果见表 2。

Note: aP<0.05, compared with the negative control siRNA group.

表 2 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞侵袭的影响

Table 2 Influence of downregulation of UHRF1 expression on the invasion of SKOV-3 cells

0 h 12 h 18 h 24 h

Negative control siRNA 1.49± 0.18 1.26± 0.15 1.53± 0.12 1.94± 0.20

UHRF1siRNA 1.52± 0.16 0.92± 0.10a 0.68± 0.08a 0.42± 0.06a

2.5 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞增殖和侵袭相关基因的

mRNA表达的影响

转染 UHRF1 siRNA 的 SKOV-3 细胞 CyclinD1、CDK6、

MMP2 和 MMP9的 mRNA表达明显低于转染阴性对照 siR-

NA的细胞(P＜0.05)，结果见表 3。

Note: aP<0.05, compared with the negative control siRNA group.

表 3 UHRF1表达下调对 SKOV-3细胞 CyclinD1、CDK6、MMP2、MMP9 mRNA表达的影响

Table 3 Influence of downregulation of UHRF1 expression on the expressions of CyclinD1, CDK6, MMP2, MMP9 mRNA in SKOV-3 cells

0 h 12 h 18 h 24 h

Negative control siRNA 24.62± 4.18 52.26± 6.23 76.12± 8.95 104.34± 12.45

UHRF1siRNA 23.15± 3.79 41.34± 5.24a 49.34± 5.95a 61.49± 7.73a

3 讨论

卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤，每年我国新发卵

巢癌 5.21万例，死亡病例约为 2.25万人，死亡率居妇科恶性肿

瘤的首位[7,8]。传统的手术治疗、化疗、放疗、生物治疗等综合治

疗手段在一定程度上提高了卵巢癌患者的生存率，但卵巢癌细

胞具有极强的增殖和侵袭倾向，能够造成肿瘤发生远处转移以

及术后复发，影响了卵巢癌的治疗效果，故亟需在基因水平阐

明卵巢癌发生、发展的机制。

泛素样含 PHD和环指域 1(UHRF1)是近年来新发现的一

类与细胞生长密切相关的核蛋白基因，所编码的蛋白 ICBP90

包含 N末端的 UBL结构域、亮氨酸拉链结构域、PHD型锌指

结构域、SRA-YDG结构域以及 C末端的环状锌指结构域[9-12]。

国内外研究显示 [13,14]UHRF1基因的表达具有细胞周期特异性

且与细胞增殖能力相关，由 UHRF1编码的蛋白能够参与以下

生物学过程：(1)对 PEST含核蛋白进行泛素化并影响细胞周期

相关蛋白的表达[15]；(2)通过 SRA结构域、PHD结构域与 DNA

甲基转移酶、组蛋白去乙酰化酶相互作用，调节 DNA甲基化过

程、组蛋白乙酰化过程，进而保证 DNA正确复制、调控染色质

功能[16,17]。研究表明[18,19]胃癌组织和食管癌组织中 UHRF1的表

达显著升高且与肿瘤的分化程度、TNM分期、淋巴结转移、远

处转移等情况密切相关。UHRF1基因表达增多可能通过增强

细胞增殖能力、加速细胞周期 G1/S期和 G2/M期的转换、抑制

细胞凋亡过程并使细胞逃避机体免疫监视等机制来造成正常

细胞癌变并发生免疫逃逸[20-22]。

本研究为了明确 UHRF1与卵巢癌发生发展的关系，我们

首先检测了卵巢癌组织和癌旁正常组织中 UHRF1蛋白的表

达，结果显示卵巢癌组织中 UHRF1的蛋白含量高于癌旁正常

组织，说明 UHRF1蛋白高表达状态与卵巢癌的发生有关。为了

进一步明确 UHRF1蛋白与卵巢癌细胞恶性生物学行为的关

系，我们采用 SKOV-3细胞株通过转染 UHRF1 siRNA的方式

来降低 UHRF1基因表达，其能够显著降低卵巢癌肿瘤细胞活

力、降低发生侵袭的细胞数目，同时这种趋势在 24 h内呈时间

依懒性。以上结果提示 UHRF1蛋白高表达状态参与卵巢癌的

发生，降低 UHRF1蛋白的表达水平能够抑制卵巢癌肿瘤细胞

的增殖和侵袭。

细胞周期蛋白参与细胞周期的调控，进而影响细胞的增殖

过程。金属蛋白酶能够降解细胞外基质成分，进而促进细胞的

侵袭过程[23]。目前，国内外研究显示 CyclinD1以及 CDK6参与

卵巢癌细胞的细胞周期调控，MMP2和 MMP9参与卵巢癌细

胞的侵袭过程调控[24-26]。如前所述，UHRF1基因所编码的蛋白

可能同过泛素化、甲基化以及乙酰化等途径来调节多种分子的
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表达。为了明确 UHRF1调节卵巢癌细胞增殖、侵袭过程的分子

机制，我们通过荧光定量 PCR的方法检测了与细胞增殖、侵袭

相关基因 CyclinD1、CDK6、MMP2 和 MMP9 的 mRNA 的表

达。结果显示转染 UHRF1 siRNA能够显著降低卵巢癌肿瘤细

胞中 CyclinD1、CDK6、MMP2和MMP9的 mRNA表达，提示

UHRF1蛋白可能通过调节 CyclinD1、CDK6、MMP2和 MMP9

等参与细胞增殖、侵袭过程的基因的表达，进而改变肿瘤细胞

的恶性生物学行为，参与卵巢癌肿瘤发生、发展的过程。

综上所述，UHRF1高表达通过 CyclinD1、CDK6、MMP2和

MMP9等分子调控卵巢癌细胞的增殖、侵袭过程，参与卵巢癌

的浸润、转移等恶性生物学行为，UHRF1可能作为卵巢癌个体

化治疗的新的作用靶点，为卵巢癌的治疗提供新的思路。
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