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ｓｉＲＮＡ沉默 Ｂ７Ｈ４基因对人卵巢癌细胞
增殖能力的影响

秦燕霞　李　京　柳新平
（济宁医学院基础医学院，济宁２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨Ｂ７Ｈ４基因的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞生
长及增殖的影响。方法　化学合成Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ，转染ＳＫＯＶ３细胞，ＭＴＴ法检测卵巢癌细胞增殖情况，细胞计
数法计算细胞倍增时间。结果　Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ成功转入ＳＫＯＶ３细胞，Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组细胞生长受到明显抑制，
细胞倍增时间明显长于未转染组、随机乱码组和转染试剂对照组。结论　Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ能沉默 ＳＫＯＶ３细胞中
Ｂ７Ｈ４的表达，抑制ＳＫＯＶ３细胞的生长增殖，Ｂ７Ｈ４可能成为卵巢癌基因治疗的候选靶点。
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　　卵巢癌是妇科３大恶性肿瘤之一，卵巢上皮癌
死亡率占各类妇科肿瘤的首位。其５年存活率不
足３０％［１］。研究发现，ＲＮＡ干扰可以特异性抑制
靶基因表达的同时可以避免对正常组织的毒副作

用。因此，应用ＲＮＡ干扰技术对肿瘤进行基因治
疗是肿瘤治疗的新的策略。Ｂ７Ｈ４（又称 Ｂ７Ｓ１或
Ｂ７ｘ）是Ｂ７家族中新发现的一个成员，与上皮性卵
巢癌的临床分期、病理分型、预后密切相关。目前，

Ｂ７Ｈ４基因沉默对卵巢癌细胞增殖影响的相关报
道比较少。本文应用 ｓｉＲＮＡ干扰技术，抑制人卵
巢癌细胞 Ｂ７Ｈ４的表达，并观察对卵巢癌细胞生
长及增殖的影响，为临床治疗卵巢癌提供实验依

据，并有望为分子靶向个体治疗提供依据［２］。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３购于上海生命科学院

细胞库；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛
血清购于杭州四季青生物制品公司；ＲＮＡ提取试
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剂Ｔｒｉｚｏｌ和转染试剂盒 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＭＴＴ购于Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　细胞培养

卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３在３７℃、含５％ＣＯ２的

培养箱中培养。选择对数生长期的细胞用于实验。

１．３　Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ的设计及合成
根据文献报道［３］，设计 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ序列为

５’ＧＧＵＧＵＵＵＵＡＧＧＣＵＵＧＧＵＣＣ３’，并 经 过

ＢＬＡＳＴ比对，由广州锐博生物科技有限公司合成，
同时合成荧光 ＧＦＰ标记的 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ及 Ｃｔｒｌ
ｓｉＲＮＡ。
１．４　细胞转染及分组

转染前１天，选择生长良好的 ＳＫＯＶ３细胞以
２×１０５／孔的密度接种于６孔板。实验设转染试剂
对照组、Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组、随机乱码组和未转染组，
按转染试剂说明书进行转染，培养４ｈ后换培养基。
１．５　ＭＴＴ法

收集转染试剂对照组、Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组、随机
乱码组和未转染组的细胞，接种于９６孔板，置于
３７℃、含５％ＣＯ２的培养箱中培养。每２４ｈ随机抽
取一块９６孔板，每孔加 ＭＴＴ溶液２０μｌ，继续孵育
４ｈ，终止培养，小心吸弃孔内上清液，每孔加１５０μｌ
ＤＭＳＯ，振荡 １０ｍｉｎ，使结晶物充分融解。选择
４９０ｎｍ波长，在酶联免疫监测仪上测定各孔光吸收
值，记录结果。

１．６　细胞计数法
收集转染试剂对照组、Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组、随机

乱码组和未转染组的细胞，接种于培养瓶，于

３７℃、含５％ＣＯ２的培养箱中培养７ｄ。根据公式计
算增时间。倍增时间（ｈ）＝ｔ×［ｌｇ２／（ｌｇＮｔ－ｌｇ
Ｎｏ）］，ｔ：培养时间，Ｎｏ：首次细胞数，Ｎｔ：ｔ时间后的
细胞数。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＳＫＯＶ３细胞以２×１０５／孔的密度接种于６孔

板。转染后继续培养４８ｈ，吸弃上清，预冷 ＰＢＳ清
洗细胞，刮脱细胞收集至离心管，离心。加入细胞

裂解液，反复吹打至蛋白析出，ＢＣＡ法测 浓度。调
整上样量为１０μｌ／孔，经电泳、转膜、封闭，一抗Ｂ７
Ｈ４（１∶１０００）４℃过夜，加入二抗（１∶２０００），化学发
光显色。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理。

２　结果

２．１　Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ转染 ＳＫＯＶ３细胞效率的结果
观察

Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ分别以 ５０、８０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ转染
ＳＫＯＶ３细胞，转染后在荧光倒置显微镜下可观察
到细胞内有绿色荧光出现，表明转染成功（图１）。
２４ｈ后在２００倍镜下随机选取５个视野，计数细胞
总数量和荧光细胞数量，计算转染效率。本试验转

染效率为８０％，结果显示８０ｎｍｏｌ／Ｌ转染时转染效
率最高，因此，本实验中选择８０ｎｍｏｌ／Ｌ作为 ｓｉＲＮＡ
的转染浓度。

Ａ：转染Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ前ＳＫＯＶ３细胞图

Ｂ：转染成功Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ后ＳＫＯＶ３细胞图

图１　Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ成功转染ＳＫＯＶ３细胞（２００×）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组Ｂ７Ｈ４蛋白表达下降，与未转

染组、随机乱码组和转染试剂对照组相比具有明显

差异（Ｐ＜０．０５）。见图２。
２．３　ＭＴＴ法检测ＳＫＯＶ３细胞增殖的结果

Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组与转染试剂对照组、随机乱码
组和未转染组相比，细胞生长抑制作用明显，有显

著性差异（Ｐ＜０．０５），而转染试剂对照组、随机乱
码组和未转染组之间均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
见表１。
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注：Ａ．Ｂ７Ｈ４蛋白印迹表达图，Ｂ．Ｂ７Ｈ４蛋白表达柱状图（与未转染组相比，Ｐ＜０．０５）

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中Ｂ７Ｈ４蛋白的表达

表１　ＭＴＴ法检测ＳＫＯＶ３细胞增殖

　　组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ

未转染组 ０．０８±０．０２ ０．３３±０．０７ ０．６１±０．１４ ０．７４±０．１７ ０．９４±０．２１ １．０１±０．２３ １．１１±０．２４

Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ ０．０３±０．０１ ０．１６±０．０３ ０．２１±０．０５ ０．４１±０．１０ ０．５４±０．１１ ０．６１±０．１４ ０．７１±０．１６

随机乱码组 ０．０７±０．０２ ０．２４±０．０５ ０．５５±０．１３ ０．７２±０．１６ ０．８８±０．２０ ０．９４±０．２２ １．０５±０．２３

转染试剂对照组 ０．０６±０．０１ ０．３１±０．０７ ０．５２±０．１３ ０．６９±０．１４ ０．８５±０．２０ ０．８８±０．２３ １．０１±０．２３

　　Ｆ值 ８．１０ ４．６１ ６．７６ ３．８０ ３．３１ ９．１３ ５．４５

　　Ｐ ０．００３ ０．０４８ ０．００６ ０．０３１ ０．０２２ ０．００２ ０．０２９

　　注：与未转染组相比，Ｐ＜０．０５

２．４　细胞计数法计算细胞倍增时间的结果
Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ抑制ＳＫＯＶ３细胞生长明显，细

胞计数计算倍增时间，结果显示 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ转
染４８ｈ后 ＳＫＯＶ３细胞的倍增时间为（３４．６５±０．
２５）ｈ，与转染试剂对照组（２６．８７±０．１７）ｈ、随机乱
码组（２７．２３±０．１９）ｈ和未转染组（２８．６５±０．１３）
ｈ相比，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。可见，Ｂ７Ｈ４
ｓｉＲＮＡ能明显抑制ＳＫＯＶ３细胞的生长。见表２。

表２　细胞计数法计算细胞倍增时间

　　组别 ４８ｈ　

未转染组 ２８．６５±０．１３

Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ ３４．６５±０．２５

随机乱码组 ２７．２３±０．１９

转染试剂对照组 ２６．８７±０．１７

　　Ｆ值 　１１．１６

　　Ｐ 　０．００１

　　注：与未转染组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＲＮＡ干扰是由双链 ＲＮＡ介导的、在转录后
ｍＲＮＡ水平关闭相应基因表达，从而导致靶基因的
表达沉默，产生相应的功能表型缺失的现象。ｓｉＲ
ＮＡ干扰技术具有高效、高特异性、低毒性等优点，
已广泛应用于肿瘤的研究，可以特异的抑制癌症相

关基因、癌基因等的过度表达，并成为肿瘤基因研

究的新方法。

Ｂ７Ｈ４是 Ｂ７家族中新发现的成员，它能通过
抑制Ｔ细胞的增殖，抑制细胞因子产生和细胞周
期的进程负性调控Ｔ细胞的免疫应答［４５］。Ｂ７Ｈ４
在人体正常组织和良性肿瘤中不表达，在许多肿瘤

组织中高表达，包括乳腺癌、非小细胞肺癌、卵巢

癌、子宫内膜癌、肾癌、前列腺癌以及脑肿瘤等，提

示可能与肿瘤的形成和发展密切相关［６］。张羽

等［７］发现Ｂ７Ｈ４蛋白表达定位于肿瘤细胞的细胞
膜和胞浆中，在正常卵巢组织、良性卵巢肿瘤及交

界性卵巢肿瘤中均不表达，而在上皮性卵巢癌组织

中阳性率为８６．４％。Ｂ７Ｈ４在浆液性囊腺癌、黏
液性囊腺癌、子宫内膜样癌和透明细胞癌组织中的

阳性表达率分别为１００．０％、５０．０％、９０．０％和８７．
５％，其阳性表达率均明显高于黏液性囊腺癌组织
（Ｐ＜０．０５），血清Ｂ７Ｈ４表达与上皮性卵巢癌的临
床分期、病理分型、预后密切相关。在 ＳＣＩＤ小鼠
荷瘤实验中Ｂ７Ｈ４过度表达可以促进卵巢癌细胞
的增殖，小鼠肿瘤生长明显加快，高表达还能防止

上皮细胞失巢凋亡，敲除 Ｂ７Ｈ４基因，荷瘤鼠的存
活率提高。

有学者发现 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ可以抑制结肠癌细
胞ＬＯＶＯ的增殖、迁移和浸润［８］。Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ不
仅可以抑制胰腺癌细胞的增殖、迁移和克隆形成，

·２２３·
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而且还可以通过提高 ｃａｓｐａｓｅ的活性或降低 Ｅｒｋ１／
２的磷酸化作用使胰腺癌细胞凋亡增加［９］。转染

了Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ的间充质干细胞株Ｃ３Ｈ１０与小鼠
淋巴瘤细胞株ＥＬ４共培养，结果发现Ｃ３Ｈ１０能抑
制ＥＬ４的增殖［１０］。

本研究人工设计并合成Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ，成功转
染卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞，采用 ＭＴＴ法检测 ｓｉＲＮＡ
对细胞生长的抑制作用，细胞计数法计算细胞倍增

时间，结果显示 Ｂ７Ｈ４ｓｉＲＮＡ组与转染试剂对照
组、随机乱码组和未转染组相比，细胞生长抑制作

用明显，细胞倍增时间延长，提示 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｂ７
Ｈ４基因能明显抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖能力。

综上所述，利用 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｂ７Ｈ４基因能明
显抑制卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３的增殖能力，可以使
细胞生长受到抑制，倍增时间延长，特异性干扰

Ｂ７Ｈ４基因的表达有望成为治疗卵巢癌的一种新
手段。
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