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Ｅａｇ１ 钾离子通道在卵巢癌组织中的表达及意义

陈　 慧１，张　 兰１，郭以河２，林月丽１，洪丽玲１

　 　 ［摘要］ 　 目的　 检测 Ｅｔｈｅｒ à ｇｏ⁃ｇｏ １（Ｅａｇ１） 钾离子通道在人卵巢癌中的表达，对人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３ 的影响及与卵

巢癌患者临床特征的关系。 方法　 用实时定量逆转录⁃聚合酶链反应 （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 检测卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３ 中 Ｅａｇ１ 的表达；用
噻唑蓝比色法 （ＭＴＴ） 检测 Ｅａｇ１ 钾离子通道抑制剂阿司咪唑 （Ａｓｔｅｍｉｚｏｌｅ） 对 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖的影响；用流式细胞仪检测阿

司咪唑对对 ＳＫＯＶ３ 细周期的影响；用蛋白印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 和免疫组织化学的方法检测 ３６ 例卵巢癌组织中 Ｅａｇ１ 蛋白的

表达并结合临床病例资料进行分析。 结果　 阿司咪唑可明显抑制 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖，阻滞细胞周期于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。 在卵巢癌标

本中，Ｅａｇ１ 蛋白的阳性表达率明显高于正常卵巢组织。 其在不同的临床分期方面差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　 Ｅａｇ１
钾离子通道异常表达于人卵巢癌组织中，并可能成为卵巢癌诊断和治疗的靶点。
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　 　 卵巢恶性肿瘤是妇产科常见的恶性肿瘤之

一［１⁃２］。 其发病率仅此于子宫体癌和子宫颈癌，但
其致死率却为妇科恶性肿瘤首位［３］，因为卵巢解剖

位置深，且缺乏早期诊断和晚期治疗的方法。 Ｅａｇ１
是 ＥＡＧ（ｅｔｈｅｒ à ｇｏ⁃ｇｏ）钾离子通道家族的成员［４］，
近期研究发现 Ｅａｇ１ 在肿瘤组织和相应起源的正常

组织中差异性表达，不仅可能参与了肿瘤发生和发

展的过程［５］，还可能成为预测肿瘤发生、提示肿瘤

预后的标志和治疗靶点［６⁃１１］。 本研究首先用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 Ｅａｇ１ 在卵巢中的表达，

之后用 ＭＴＴ 和流式细胞仪检测了 Ｅａｇ１ 抑制剂对卵

巢癌细胞增殖和周期的影响，最后用免疫组化法检

测 Ｅａｇ１ 在不同临床分期的卵巢癌组织中的表达情

况，以期探讨其表达水平与卵巢癌患者预后之间的

关系。

１　 材料与方法

１．１　 临床资料　 选取 ２００８ 年 １ 月－２０１０ 年 １２ 月在

厦门大学附属东南医院妇产科进行卵巢癌手术切

除的卵巢恶性肿瘤标本 ３６ 例。 另取因子宫肌瘤行

附件切除的正常卵巢组织标本 １０ 例及 １ 例进行乳

腺癌手术切除的乳腺癌标本。 按 ２００６ 年 ＦＩＧＯ 卵

巢恶性肿瘤的手术病理分期进行临床分期［１］，Ⅰ期

６ 例，Ⅱ期 ８ 例，Ⅲ期 ２０ 例（其中Ⅲａ 期 ５ 例，Ⅲｂ 期

７ 例，Ⅲｃ 期 ８ 例），Ⅳ期 ２ 例。 研究前所有患者均已

签署知情同意书，并通过医院伦理委员会审核。
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１．２　 材料　 人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３、人乳腺癌细胞

株 ＭＣＦ⁃７ 和人胚肾细胞株 ＨＥＫ ２９３ 购自中国科学

院上海细胞库；ＲＰＭＩ １６４０ 培养基和小牛血清购自

美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；反转录试剂盒、 ＭＴＴ、 Ｍａｒｋｅｒ⁃
ＤＬ２０００、琼脂糖、二甲基亚砜、二氨基联苯胺（ＤＡＢ）
染色剂购自西安舟鼎国公司；ＲＩＰＡ 裂解液购自上海

碧云天公司；兔抗 β⁃肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）单克隆抗体

购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；辣根过氧化物酶偶联山羊抗

兔 ＩｇＧ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ＥＣＬ 化学发

光显色试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； 兔抗人

ＥＡＧ１ 单克隆抗体购买自以色列 Ａｌｏｍｏｎｅ 公司，
ＭａｘＶｉｓｉｏｎ 试剂盒购自福州迈新公司。
１．３　 方法

１．３．１　 细胞培养　 ３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下，ＲＰＭ⁃１６４０
培养基（含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００
μｇ ／ ｍＬ 链霉素）培养人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３、人乳

腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７ 和人胚肾细胞株 ＨＥＫ ２９３。
１．３．２ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组细胞的总

ＲＮＡ，按照反转录试剂盒说明书的步骤制备 ｃＤＮＡ，
引物序列如下：Ｅａｇ １，上游：５′⁃ＧＣＴ ＴＴＴ ＧＡＧ ＡＡＣ
ＧＴＧ ＧＡＴ ＧＡＧ⁃３′， 下游： ５′⁃ＣＧＡ ＡＧＡ ＴＧＧ ＴＧＧ
ＣＡＴ ＡＧＡ ＧＡＡ⁃３′，４７５ｂｐ，５６ ℃；β⁃ａｃｔｉｎ，上游：５′⁃
ＴＣＣ ＡＣＣ ＴＴＣ ＣＡＧ ＣＡＧ ＡＴＧ ＴＧ⁃３′，下游：５′⁃ＧＣＡ
ＴＴＴ ＧＣＧ ＧＴＧ ＧＡＣ ＧＡＴ⁃３′，７５ ｂｐ，５４ ℃。 反应体

系：０． ５ μＬ ｃＤＮＡ，７． ５ μＬ 超纯水，上下游引物各

１．０ μＬ，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ １０．０ μＬ，共计 ２０ μＬ。 反应条

件：①预变性 ９４ ℃，４ ｍｉｎ：②变性：９４ ℃，４５ ｓ；③退

火：５４ ℃，４５ ｓ；④延伸：７２ ℃，４５ ｓ，循环 ３０ 次。
１．３．３　 四氮唑蓝（ＭＴＴ）比色实验　 １００ μＬ 细胞悬

液 （１ × １０５ ／ ｍＬ） 均匀分布于 ９６ 孔培养板中，在
３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下培养 ２４ ｈ 后孔中加入 １００ μＬ
阿司咪唑溶液（１０ μＭ）。 继续培养 ４８ ｈ 后，加入

２０ μＬ ＭＴＴ 溶液（５ ｍｇ ／ ｍＬ），继续孵育 ４ ｈ 终止培

养，小心吸弃孔内培养上清液，为防止药物与 ＭＴＴ
反应，小心用 ＰＢＳ 清洗每孔 ２ 次。 之后每孔加 １５０
μＬ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡 １０ ｍｉｎ。 选择 ４９０ ｎｍ
波长，用酶联免疫监测仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）测定

各孔吸光值。 按照公式：细胞存活率 ＝实验组吸光

值 ／阳性对照吸光值×１００％。 为提高实验结果的准

确性，每组设置 １０ 个复孔。 与实验平行，加细胞、培
养基不加抑制剂的组为阳性对照组；与实验平行，
只加培养基不加细胞的孔设置为空白对照组，比色

时空白对照组调零。
１．３．４　 流式细胞仪检测细胞周期 　 加入阿司咪唑

溶液后细胞在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下继续培养７２ ｈ。

１×１０６细胞中加入 １ ｍＬ ７０％冰甲醇，３０ ｍｉｎ 后离心，
去上清。 ４ ℃，ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 加入 １００ μＬ ＰＢＳ、
１００ μＬ 核糖核酸酶，加入碘化丙锭（ＰＩ）染色，使其

最终浓度达到 ５０ μｇ ／ ｍＬ。 染色后的细胞于４ ℃、避
光处保存 ２ ｈ 后在流式细胞仪 （ 美 国 Ｂｅｃｔｏｎ⁃
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司）上检测，结果用 ＣＥＬＬＱＵＥＳＴ 软件

分析。
１．３．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅａｇ１ 的表达　 冷 ＰＢＳ 洗涤

不同组织，各培养皿加入适量 ４℃的 ＲＩＰＡ 裂解液，
冰上孵育 ４０ ｍｉｎ。 收集裂解物，超声匀浆， ４ ℃，
１２ ０００×ｇ 离心 ２５ ｍｉｎ，取上清－８０ ℃保存。 根据样

品蛋白浓度，按蛋白总量 ３０ μｇ 计算体积。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 垂 直 电 泳， 转 移 至 硝 酸 纤 维 素 膜

（Ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ， ＮＣ）。 使用 ５％
脱脂奶粉（溶于 ＴＢＳ⁃Ｔ 缓冲液）室温封闭 １ ｈ，兔抗

Ｅａｇ１ 一抗 （１ ∶ ２００），兔抗 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗 （１ ∶２０００），
４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳ⁃Ｔ 振荡清洗 ５ ｍｉｎ ×３ 次。 室温

下相应加入山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶１０ ０００） 或山羊

抗兔 ＩｇＧ 抗体（１ ∶８０００）孵育 １ ｈ，同前法洗膜 ３ 次，
用 ＥＣＬ 化学发光法显色，Ｘ 光片曝光显影。
１．３．６　 免疫组化 　 按试剂盒说明书进行免疫组化

操作。 染色结果判定以靠近细胞核的胞浆染色为

主，浅黄色、棕黄色、棕褐色均为阳性着色，随机观

察 ４ 个高倍视野 ２００ 个细胞，计数阳性细胞数，阳性

细胞所占比例大于 １０％即认定为阳性表达［６］。
１．４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １８．０ 软件对统计结果

进行分析。 Ｅａｇ１ 在不同组织中表达水平的比较、抑
制剂对细胞增殖的影响采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验

和 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。 卵巢癌不同分期各组率之

间的比较采用 χ２检验和 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ 精确概率法检验。
以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 Ｅａｇ１ 蛋白在卵巢癌组织中的表达　 研究已证

实 Ｅａｇ１ 在人乳腺癌细胞和组织中高表达［７］，因此

将其作为阳性对照。 人胚肾细胞株 ＨＥＫ ２９３ 和人

正常卵巢组织作为正常对照。 图 １ 示 Ｅａｇ１ ｍＲＮＡ
在人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３ 中的表达水平与其在人

乳腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７ 表达水平相似（Ｐ＞０．０５），均明

显高于其在人胚肾细胞株 ＨＥＫ ２９３ 的表达水平（Ｐ＜
０．０５）。 图 ２ 示 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｅａｇ１ 蛋白在人卵

巢癌组织中的表达水平与其在人乳腺癌组织的表

达水平相似，均明显高于在正常卵巢组织的表达。
２．２　 阿司咪唑对 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖的影响　 与对照

组（１００． ００ ± ３． ６１）％ 相比，阿司咪唑可明显抑制
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与阴性对照组 ＨＥＫ ２９３ 细胞相比，∗Ｐ＜０．０５
图 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ检测三株细胞中 Ｅａｇ１ ｍＲＮＡ的表达水平

１：人正常卵巢组织；２：人卵巢癌组织；３：人乳腺癌组织

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅａｇ１ 在人卵巢癌组织中的表达

ＳＫＯＶ３ 细胞增殖（３５．４０±４．２６）％，两组间差异有统

计学意义 （Ｐ＜０．０５，图 ３）。

与对照组相比，∗Ｐ＜０．０５
图 ３　 阿司咪唑对 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖的影响

２．３　 阿司咪唑对 ＳＫＯＶ３ 细胞周期的影响　 阿司咪

唑处理后可阻滞细胞周期于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期（Ｐ＜０．０５），
并导致 Ｓ 期（Ｐ＜０．０５）、Ｇ２ ／ Ｍ 期比例的减少。 与对

照组相比，阿司咪唑可明显阻滞 ＳＫＯＶ３ 细胞周期于

Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 （图 ４）。
２．４　 Ｅａｇ１ 在卵巢癌组织中的表达与临床分期之间

的关系　 在 ３６ 例卵巢癌患者标本中，Ｅａｇ１ 蛋白的

阳性表达率为 ７７．８％，其中在正常卵巢组织中阳性

表达率为 ３３．３％ （３ ／ １０），在Ⅰ期卵巢癌组织中为

５０％ （３ ／ ６），Ⅱ期中为 ６６．７％ （６ ／ ８），Ⅲ期中为 ８５％
（１７ ／ ２０），Ⅳ期中为 １００％ （２ ／ ２）。 在卵巢癌标本

中，Ｅａｇ１ 蛋白的阳性表达率在不同临床分期的组织

中 （Ｐ＜０．０５） 差异有统计学意义。 图 ５ 显示典型的

Ｅａｇ１ 在卵巢癌组织中高表达的情况，表现为胞核周

围胞浆中分布的棕黄（褐）色颗粒。

与对照组相比，∗Ｐ＜０．０５
图 ４　 阿司咪唑对 ＳＫＯＶ３ 细胞周期的影响

图 ５　 Ｅａｇ１ 蛋白在人卵巢组织中的表达（ＳＰ ×２００）

３　 讨　 论

钾离子通道是分布最广、家族规模最庞大的离

子通道，与细胞膜电位形成、激素分泌、兴奋性、基
因表达及细胞增殖和凋亡有着密切的关系。 近年

来的研究表明，钾离子通道与肿瘤的发生、发展有

密切关系，它参与肿瘤细胞的生理过程。 Ｅａｇ１ 是

ＥＡＧ 钾离子通道家族的成员，研究表明，在哺乳动

物中 Ｅａｇ１ 定位于染色体 １ｑ３２ ．１⁃２ 上，是细胞膜上允

许钾离子通过的一种跨膜蛋白［１２⁃１３］。 进一步研究

发现在人类正常组织中，Ｅａｇ１ 表达有限，主要表达

于脑组织，少量表达于胎盘、子宫内膜上皮细胞中，
短暂性表达于肌原细胞［１２］。 而在多种人类肿瘤细

胞系和肿瘤组织中异常高表达［９⁃１１，１４⁃１７］，Ｅａｇ１ 参与

了肿瘤细胞增殖、细胞周期等过程。 它可导致细胞

骨架的重组及膜外结构的重排，从而影响细胞的粘

附、增殖与转移［１８］，并有利于恶性肿瘤细胞的生长

以及癌前病变的恶变转化［１９⁃２１］。 Ｅａｇ１ 的表达水平

与肿瘤大小、转移、分期以及浸润深度等有关，可提

示恶性肿瘤患者的临床预后［８⁃１１］。 近来的研究显

示，Ｅａｇ１ 调节肿瘤的增殖与生长可能与增加 ＩＧＦ⁃１
的活性有关，粘附蛋白 Ｓ１００Ｂ 能抑制 Ｅａｇ１ 的功能，
从而抑制肿瘤的生长［２２⁃２４］。
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本研究结果显示，Ｅａｇ１ 高表达于卵巢癌组织

中，Ｅａｇ１ 阳性表达率和强度明显高于正常卵巢组

织。 利用 Ｅａｇ１ 抑制剂阿司咪唑能有效地抑制卵巢

癌细胞株 ＳＫＯＶ３ 的细胞增殖，阻滞细胞周期于有丝

分裂前期。 在病理分期中较晚、临床复发早、预后

差的病例中，Ｅａｇ１ 的高表达及强表达进一步证实了

Ｅａｇ１ 在肿瘤的发生、发展及预后中的预示作用。 说

明卵巢癌组织中 Ｅａｇ１ 的表达水平与患者的临床预

后有明显的相关性。 能否将 Ｅａｇ１ 列为卵巢癌新的

肿瘤标志物，如何将其作为监测疾病进展和评估预

后的指标，及将 Ｅａｇ１ 抑制剂应用于肿瘤的靶向治疗

有待进一步研究。
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