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摘要：目的　探讨尼拉帕尼（Ｎｉｒａ）通过调控转录因子 ４（ＴＣＦ４）抑制无翅型
ＭＭＴＶ整合位点家族成员（Ｗｎｔ）／β－连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路对卵巢癌
细胞增殖、迁移的影响。方法　将 ＳＫＯＶ３细胞分为对照组（正常培养不做任何
处理）、ＯＥ－ＮＣ组（１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｎｉｒａ＋转染 ＯＥ－ＮＣ处理）、ＯＥ－ＴＣＦ４组
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｎｉｒａ＋转染 ＯＥ－ＴＣＦ４处理）和低、中、高剂量实验组（５、１０、
１５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｎｉｒａ处理）。用实时荧光定量聚合酶链反应和蛋白质印迹法检测
ＴＣＦ４的蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平，用细胞计数试剂盒 －８检测细胞活力，用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，用免疫荧光法检测 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关蛋白
的表达水平。结果　对照组和低、中、高剂量实验组的４８ｈ细胞存活率分别为
（９８９６±３１３）％、（７７５３±７０３）％、（５８３１±７５２）％和（３５８８±５９７）％；对
照组和中剂量实验组的 ＴＣＦ４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１６和
０４５±００７，ＴＣＦ４蛋白相对表达水平分别为１００±０１２和０４３±００６；对照
组、中剂量实验组、ＯＥ－ＮＣ组和 ＯＥ－ＴＣＦ４组的细胞侵袭个数分别为
（１１５７７±１６５７）、（６０８１±８８０）、（６６４３±８９８）和（９９２５±１３７３）个，
β－ｃａｔｅｎｉｎ相对荧光强度分别为１００±０１３、０１５±００３、０１７±００４和
０６０±０１１，Ｍｙｃ原癌基因相对荧光强度分别为 １００±０１５、００７±００１、
００８±００２和０５４±００９，基质金属蛋白酶９相对荧光强度分别为１００±０１３、
００６±００１、００７±００２和０２８±００５。对照组的上述指标与中剂量实验组相
比，ＯＥ－ＴＣＦ４组的上述指标与ＯＥ－ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意
义（均Ｐ＜００５）。结论　Ｎｉｒａ可以抑制卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞的活性及侵袭，可能
通过下调ＴＣＦ４抑制Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路激活。
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ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ４８ｈｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，
－Ｈｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（９８９６±３１３）％，（７７５３±７０３）％，（５８３１±７５２）％ ａｎｄ（３５８８±５９７）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＣＦ４ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１６
ａｎｄ０４５±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＣＦ４ｗｅｒｅ１００±０１２ａｎｄ
０４３±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，ＯＥ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄ
ＯＥ－ＴＣＦ４ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１１５７７±１６５７，６０８１±８８０，６６４３±８９８ａｎｄ９９２５±１３７３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆβ－ｃａｔｅｎｉｎｗｅｒｅ１００±０１３，０１５±００３，０１７±００４ａｎｄ０６０±０１１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｃａｎｃｅｒ－Ｍｙｃｗｅｒｅ１００±０１５，００７±００１，００８±００２ａｎｄ０５４±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９（ＭＭＰ－９）ｗｅｒｅ１００±０１３，００６±００１，
００７±００２ａｎｄ０２８±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ
ＯＥ－ＴＣＦ４ｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＯＥ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅ
ｉｎｄｅｘｅｓ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＮｉｒａｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈ
ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＣＦ４ｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＷｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎｉｒａｐａｒｉｂ；ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４ｇｅｎｅ；ｗｉｎｇｌｅｓｓＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ；
β－ｃａｔｅｎｉｎ

　　卵巢癌是多发生于围绝经期女性的常见肿瘤之
一，病发率、病死率均较高［１］。卵巢癌早期症状多无

特异性，表现为腹部不适、盆腔疼痛、腹胀、消化不良

和尿频，易与消化道疾病相混淆，且缺乏有效的筛查

和诊断方法，多数患者确诊时疾病已进展为晚期，肿

瘤易复发，预后不佳［２］。尽管，近年来上皮性卵巢癌

治疗取得一定进展，但卵巢癌的发病率和死亡率仍居

高不下，因此，寻找有效治疗药物及潜在作用靶点对

改善卵巢癌患者预后尤为重要。尼拉帕尼是一种多

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ｐｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）抑制药，国内外多项指南推荐其作为晚期
卵巢癌患者的一线维持治疗药物［３］。有研究认为，Ｔ
细胞相关因子在肿瘤信号激活方面发挥着重要作用，

其中转录因子 ４（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４ｇｅｎｅ，ＴＣＦ４）的
表达与恶性肿瘤的增殖、侵袭及转移过程密切相

关［４］。本研究旨在分析尼拉帕尼通过调控ＴＣＦ４抑制
无翅型 ＭＭＴＶ整合位点家族成员（ｗｉｎｇｌｅｓｓＭＭＴＶ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ，Ｗｎｔ）／β－连环蛋白
（ｂｅｔａ－ｃａｔｅｎｉｎ，β－ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路对卵巢癌细胞增
殖、迁移的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常卵巢上皮细胞（ＩＯＳＥ－８０）、人卵巢

癌细胞（ＳＫＯＶ３、ＯＶＣＡＲ－８、Ｈｅｙ－Ａ８、Ａ２７８０），均购
自南京万木春生物科技有限公司。

药品与试剂　尼拉帕尼，规格：每瓶５０ｍｇ，纯度：
９９９７％，批号：Ａ２９８５１３－００６，美国 Ａｍｂｅｅｄ公司生
产。兔抗人 ＴＣＦ４、兔抗人 β－ｃａｔｅｎｉｎ、兔抗人 Ｍｙｃ原
癌基因（ｃａｎｃｅｒ－Ｍｙｃ，ｃ－Ｍｙｃ）、兔抗人基质金属蛋白
酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，ＭＭＰ－９）、荧光标记
的山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）、辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ，均为英国 Ａｂｃａｍ
公司生产；ＴＣＦ４引物序列与探针、ＴＣＦ４过表达质粒
（ＯＥ－ＴＣＦ４）及其阴性对照（ＯＥ－ＮＣ），均由上海生
工生物工程股份有限公司提供；ＲＮＡ提取试剂盒，北
京简石生物技术有限公司生产；逆转录试剂盒，上海

西格生物科技有限公司生产；二喹啉甲酸法试剂盒，

翌圣生物科技（上海）股份有限公司生产；细胞计数试

剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），上海钰博生
物科技有限公司生产；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，上海朗喜工业
科技有限公司生产；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒，
北京百奥创新科技有限公司生产；４′，６－二脒基 －２
苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）
染色液，上海一研生物科技有限公司生产。

仪器　ＥＶＯＳＦＬ荧光倒置显微镜、ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ
酶标仪、ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ７５０成像系统，均为美国赛默飞世
尔科技有限公司产品；ＡＧＳ４８００实时荧光定量 ＰＣＲ
仪，杭州安誉科技有限公司产品；ＤＹＣＺ－２４ＦＮ电泳
仪，北京六一生物科技有限公司产品。
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２　实验方法
２１　细胞培养

将ＩＯＳＥ－８０、ＯＶＣＡＲ－８细胞接种于含１０％胎
牛血清＋１％青 －链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，将
ＳＫＯＶ３细胞接种于含１０％胎牛血清 ＋１％青 －链霉
素的ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基中，将 Ｈｅｙ－Ａ８、Ａ２７８０细胞
接种于含１０％胎牛血清 ＋１％青 －链霉素的 ＤＭＥＭ
培养基中，最后均置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。
２２　尼拉帕尼药物配制

瞬离药物，将散于 ＥＰ管中的药物离心至管底，
用二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解至浓
度为１０ｍｍｏＬ·Ｌ－１，分装后于 －２０℃冰箱保存。
使用前，用细胞培养基进一步稀释为实验所需

浓度。

２３　细胞转染、细胞分组与处理方法
根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒对 ＳＫＯＶ３

细胞转染。取正常培养的对数生长期 ＳＫＯＶ３细胞分
为对照组（正常培养不做任何处理）、ＯＥ－ＮＣ组
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕尼 ＋转染 ＯＥ－ＮＣ处理）、
ＯＥ－ＴＣＦ４组（１０μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕尼＋转染ＯＥ－ＴＣＦ４
处理）和低、中、高剂量实验组（５、１０、１５μｍｏｌ·Ｌ－１尼
拉帕尼处理）。

２４　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测ＴＣＦ４ｍＲＮＡ表达水平［４］

提取各组细胞的总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ。以
ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增反应，以β肌动蛋白为内
参，用２－ΔΔＣｔ法计算ＴＣＦ４ｍＲＮＡ的相对表达水平。
２５　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）检测ＴＣＦ４表达［５］

调整ＳＫＯＶ３细胞密度为每孔１×１０６个，接种至６
孔板中，经固化、通透后加入杂交液于 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ，洗涤后加入探针杂交液于 ３７℃孵育过夜，
ＤＡＰＩ进行复染，于显微镜下观察并拍照。ＴＣＦ４探针序
列：５′－ＤＩＧ－ＵＣＣＣＧＵＵＧＧＣＡＧＧＡＧＧＣＧＵＡ－ＤＩＧ－３′。
２６　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测 ＴＣＦ４
蛋白的表达［５］

取各组ＳＫＯＶ３细胞加入裂解液提取总蛋白，二
喹啉甲酸法测定蛋白浓度，选取蛋白样本３０μｇ经凝
胶电泳、转膜、封闭，加入 ＴＣＦ４（１∶１０００）抗体稀释液
在４℃孵育过夜，洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的
二抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ，洗涤３次，滴加化学发
光液显影，最终用 ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带的灰度值
进行分析。

２７　免疫荧光检测 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关蛋白
水平［６］

取各组 ＳＫＯＶ３细胞，用 ４％ 多聚甲醛固定
２０ｍｉｎ，经 ０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透处理后加入
β－ｃａｔｅｎｉｎ（１∶１０００）、ｃ－Ｍｙｃ（１∶２０００）、ＭＭＰ－９
（１∶２０００）抗体稀释液于４℃下孵育过夜，洗涤３次，
再加入荧光标记的二抗（１∶１０００）避光孵育１ｈ，洗涤
３次，用 ＤＡＰＩ进行染色，用含防荧光淬灭剂树脂进行
封片，最后用荧光显微镜进行观察。

２８　ＣＣＫ－８实验检测细胞存活率［４］

调整 ＳＫＯＶ３细胞密度为每孔１×１０３个，接种至
９６孔板中，每孔设置５个复孔，分别用不同浓度（０、５、
１０、１５μｍｏｌ·Ｌ－１）的尼拉帕尼处理细胞４８ｈ后，每孔
加入ＣＣＫ－８试剂 １０μＬ，置于细胞培养箱中孵育
１ｈ，用酶标仪于４５０ｎｍ下检测各孔的光密度值。
２９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力［６］

于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室孵育含 ０１％基质胶培
养基４ｈ，调整细胞密度为每毫升１×１０５个，取１００μＬ
接种于上室，下室加入含胎牛血清的培养基６００μＬ，
培养４８ｈ，经多聚甲醇固定２０ｍｉｎ、０１％结晶紫染色
１０ｍｉｎ，于显微镜下观察并统计细胞侵袭数目。
３　统计学方法

用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，符合正态分布且方差齐，组间两两比较用独
立样本ｔ检验。

结　　果

１　人卵巢癌中ＴＣＦ４的表达水平
ＩＯＳＥ－８０、ＳＫＯＶ３、ＯＶＣＡＲ－８、Ｈｅｙ－Ａ８和

Ａ２７８０中的 ＴＣＦ４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１１、１６２±０２５、１３２±０１８、１１９±０１４、
１３３±０１８。ＳＫＯＶ３、ＯＶＣＡＲ－８、Ｈｅｙ－Ａ８、Ａ２７８０细
胞与ＩＯＳＥ－８０细胞相比，ＴＣＦ４ｍＲＮＡ相对表达水平
均显著增加（均 Ｐ＜００１）。其中，ＳＫＯＶ３中 ＴＣＦ４
ｍＲＮＡ相对表达水平与ＩＯＳＥ－８０比较差异最显著，故
后续选择ＳＫＯＶ３细胞系进行。
２　不同浓度尼拉帕尼对ＳＫＯＶ３细胞活性的影响

对照组给予正常培养；低、中、高剂量实验组分别

给予５、１０、１５μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕尼处理；ＯＥ－ＮＣ组
给予１０μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕尼 ＋转染 ＯＥ－ＮＣ处理；
ＯＥ－ＴＣＦ４组给予 １０μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕尼 ＋转染
ＯＥ－ＴＣＦ４处理。
２４ｈ时，对照组和低、中、高剂量实验组的细胞存
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

活率分别为（９９０２±３５８）％、（８３６９±６７０）％、
（６５４５±７２８）％和（４４３６±６５４）％；４８ｈ时，对照
组和低、中、高剂量实验组的细胞存活率分别为

（９８９６±３１３）％、（７７５３±７０３）％、（５８３１±７５２）％和
（３５８８±５９７）％。低、中、高剂量实验组与对照
组相比，２４、４８ｈ细胞存活率均显著降低（均
Ｐ＜０００１）。由于中剂量实验组处理 ４８ｈ后的细
胞存活率接近 ５０％，故选择 １０μｍｏｌ·Ｌ－１尼拉帕
尼进行后续实验。

３　尼拉帕尼影响ＴＣＦ４在ＳＫＯＶ３细胞的表达
如图 １和 ２所示：对照组和中剂量实验组的

ＴＣＦ４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１６和
０４５±００７，ＴＣＦ４相对荧光强度分别为１００±０１４
和 ０１２±００３，ＴＣＦ４蛋白相对表达水平分别为
１００±０１２和０４３±００６。中剂量实验组与对照组
相比，ＴＣＦ４ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平以及ＴＣＦ４相
对荧光强度均显著降低（均Ｐ＜０００１）。
４　尼拉帕尼下调ＴＣＦ４对ＳＫＯＶ３细胞侵袭的影响

对照组、中剂量实验组、ＯＥ－ＮＣ组和 ＯＥ－ＴＣＦ４
组的细胞侵袭个数分别为 （１１５７７±１６５７）、
（６０８１±８８０）、（６６４３±８９８）和（９９２５±１３７３）
个。中剂量实验组与对照组相比，细胞侵袭个数显著

降低（Ｐ＜０００１）；ＯＥ－ＴＣＦ４组与 ＯＥ－ＮＣ组相比，
细胞侵袭个数显著增加（Ｐ＜０００１），见图３。
５　尼拉帕尼通过 ＴＣＦ４抑制 ＳＫＯＶ３细胞中的
Ｗｎｔ－βｃａｔｅｎｉｎ通路

如表 １所示：中剂量实验组与对照组相比，
　　

图 １　用荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）法检测各组细胞中转录因子４
（ＴＣＦ４）的表达情况（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４ｇｅｎｅ
（ＴＣＦ４）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ＦＩＳＨ）（×２００）
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ｇｒｏｕｐ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ｎｉｒａｐａｒｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ２　用蛋白质印迹法检测各组细胞中转录因子４（ＴＣＦ４）的
蛋白表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４
ｇｅｎｅ（ＴＣＦ４）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

图 ３　用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测尼拉帕尼对ＳＫＯＶ３细胞侵袭的影响
（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｒａｐａｒｉｂｏｎｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ（×２００）
ＯＥ－ＮＣｇｒｏｕｐ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｎｉｒａｐａｒｉｂ＋ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＯＥ－ＮＣｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ；ＯＥ－ＴＣＦ４ ｇｒｏｕｐ：１０ μｍｏｌ· Ｌ－１ ｎｉｒａｐａｒｉｂ ＋ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ＯＥ－ＴＣＦ４ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表１　各组细胞无翅型 ＭＭＴＶ整合位点家族成员（Ｗｎｔ）／
β－连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）通路相关蛋白的相对荧光强度的比
较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｗｉｎｇ
ｌｅｓｓＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ（Ｗｎｔ）／ｂｅｔａ－ｃａｔｅｎｉｎ
（β－ｃａｔｅｎｉｎ）ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｃ－Ｍｙｃ ＭＭＰ－９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１３ １００±０１５ １００±０１３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ８ ０１５±００３００７±００１００６±００１

ＯＥ－ＮＣ ８ ０１７±００４ ００８±００２ ００７±００２

ＯＥ－ＴＣＦ４ ８ ０６０±０１１＃＃＃ ０５４±００９＃＃＃ ０２８±００５＃＃＃

ｃ－Ｍｙｃ：Ｃａｎｃｅｒ－Ｍｙｃ；ＭＭＰ－９：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＯＥ－ＮＣｇｒｏｕｐ，
＃＃＃Ｐ＜０００１
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β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ－Ｍｙｃ和ＭＭＰ－９荧光强度均显著降低
（均Ｐ＜０００１）；Ｎｉｒａ＋ＯＥ－ＮＣ组与中剂量实验组相
比，β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ－Ｍｙｃ和ＭＭＰ－９荧光强度均无显著
性差异（均Ｐ＞００５）；ＯＥ－ＴＣＦ４组与 ＯＥ－ＮＣ组相
比，β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ－Ｍｙｃ和 ＭＭＰ－９荧光强度均显著
升高（均Ｐ＜０００１）。

讨　　论

卵巢癌具有起病隐匿、高复发、高转移的特点，约

７０％的晚期卵巢癌患者会出现腹腔转移或复发，其５
年生存率不足４０％［７］。目前的治疗方法主要包括手

术和辅助化疗，尽管对部分患者有效，但卵巢癌患者

的生存率仍较低，且存在复发并发展为耐化疗疾病的

风险，因此，如何延缓卵巢癌的疾病进程一直都是肿

瘤领域的研究热点。卵巢癌的发病机制复杂，其发生

与多种基因的变异和表达失调密切相关，并涉及细胞

周期调控、ＤＮＡ修复、细胞凋亡及信号转导途径的异
常活动，最终导致细胞生长失控及癌症演变［８］。目

前，ＰＡＲＰ抑制药已广泛应用于各种肿瘤中，在乳腺癌
易感基因野生型卵巢癌中，其与化疗药物的联合使用

可以明显延长患者生存时间，但其临床应用受其耐药

性限制［９］。其中尼拉帕尼作为一种高选择性的ＰＡＲＰ－
１和ＰＡＲＰ－２抑制药，能够抑制具有核苷酸聚合、蛋白
质修饰作用的ＰＡＲＰ酶的活性，抑制肿瘤ＤＮＡ复合物
的形成，造成癌细胞ＤＮＡ损伤并阻断其修复过程，促
使癌细胞发生凋亡，已成为首个获批治疗不局限乳腺

癌易感基因突变状态的铂敏感复发卵巢癌的 ＰＡＲＰ
抑制药［１０］。本研究发现，经尼拉帕尼处理后的ＳＫＯＶ３
细胞存活率和细胞侵袭个数均显著降低，提示尼拉帕

尼能够抑制 ＳＫＯＶ３细胞的活性及侵袭能力，可发挥
抗癌作用，但其具体机制仍不明确。

ＴＣＦ４是一类能够与 ＤＮＡ特异性结合的蛋白，其
主要表达于细胞间质及胚胎间质组织中，在感染、自

身免疫性疾病或恶性肿瘤患者中，其蛋白表达水平可

显著上升，其可能与卵巢癌的组织学分级、淋巴结转

移及临床分期等存在相关性，有研究显示，ＴＣＦ４具有
双重调控作用，可表现为转录激活或转录抑制作用，

影响一系列下游靶基因表达，在胚胎分化及肿瘤发生

发展中具有明显调控作用。此外，ＴＣＦ４蛋白对于肿
瘤细胞膜上糖蛋白活性的影响能够提高肿瘤细胞的

黏附和浸润风险［１１］。ＨＵＡＮＧ等［１２］研究发现，低表达

ｍｉＲ－５９１与乳腺癌淋巴结转移和临床分期较晚有关，
而ＴＣＦ４能够逆转 ｍｉＲ－５９１对乳腺癌细胞增殖和侵

袭的抑制作用。ＴＡＯ等［１３］研究发现，ＴＣＦ４能够逆转
三结构域家族蛋白２２对卵巢癌细胞增殖、集落形成、
迁移和侵袭的抑制效果。本研究中ＴＣＦ４在卵巢癌细
胞中呈高表达，与上述研究结果一致，且尼拉帕尼可

显著下调ＴＣＦ４水平，推测尼拉帕尼可能是通过抑制
ＴＣＦ４表达以发挥抗肿瘤作用。

经典Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路作为影响机体发
育的关键信号通路，其异常激活与前列腺癌、肝癌、结

直肠癌等多种肿瘤的增殖、侵袭和耐药性有关，其中

β－ｃａｔｅｎｉｎ的累积和核内转移是该通路激活的关键事
件，可激活下游靶基因的表达，促进肿瘤的生长和转

移［１４］。正常生理条件下，β－ｃａｔｅｎｉｎ处于功能抑制状
态，当Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路被激活后，β－ｃａｔｅｎｉｎ会被
蛋白酶体复合物磷酸化降解，细胞间黏附能力被抑

制，β－ｃａｔｅｎｉｎ转移至细胞质内，调节下游增殖、迁移
等基因与蛋白如ｃ－Ｍｙｃ、ＭＭＰ－９等的表达水平［１５］。

ｃ－Ｍｙｃ是一种能够调控细胞增殖过程的重要基因，其
过表达可促进细胞周期进程，进而促进肿瘤的发生；

ＭＭＰ－９是一种基质金属蛋白酶，可在降解Ⅳ型胶原
蛋白、弹性蛋白酶的同时降解、破坏基底膜，促进癌细

胞向基底膜位置浸润、侵袭，进而促进癌细胞的迁移

过程［１６］。贾晓晴等［１７］研究显示，巴西苏木素可以通

过调控 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，抑制 ＳＫＯＶ３细胞
的增殖、迁移、侵袭与上皮间质转化过程。李娜等［１８］

研究发现，ｍｉＲ－７－５ｐ、ｍｉＲ－１５２－３ｐ可靶向 ＴＣＦ４
表达来抑制Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的活化，进而达
到降低乳腺癌细胞化疗耐药及抑制上皮 －间质转化
进程。本研究中经尼拉帕尼处理后 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ－
Ｍｙｃ、ＭＭＰ－９表达显著降低，且 ＳＫＯＶ３细胞存活率、
细胞侵袭数量也显著降低，而同时经尼拉帕尼与过表

达ＴＣＦ４处理后结果相反，推测尼拉帕尼可能通过调
控ＴＣＦ４抑制Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路活化，进而抑制癌
细胞活性及侵袭过程，与上述研究结果基本一致。但

本研究未建立体内模型，尼拉帕尼在动物模型中是否

具有相同的调节作用，是否通过 ＴＣＦ４／Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路来抑制肿瘤生长，还需进一步体内验证
尼拉帕尼的作用及其可能调控机制研究。

本研究提示：尼拉帕尼能够抑制 ＳＫＯＶ３细胞的
活性及侵袭过程，可能与其调控 ＴＣＦ４抑制 Ｗｎｔ／
β－ｃａｔｅｎｉｎ通路水平有关。
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·科学文摘·

非奈利酮联合恩格列净治疗慢性肾病和２型糖尿病患者的临床研究

引自：ＡＧＡＲＷＡＬＲ，ｅｔａｌ．Ｆｉｎｅｒｅｎｏｎｅｗｉｔｈｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎｉｎｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ／ＯＬ］．Ｎ
ＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０２５．２０２５－０６－０５［２０２５－０６－０６］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４０４７０９９６／．

ＡＧＡＲＷＡＬ等研究了非奈利酮联合恩格列净治疗慢性肾病和２型糖尿病患者的临床疗效与安全性。研究
团队纳入患有慢性肾病（估计肾小球滤过率３０～９０ｍＬ·１７３ｍ－２·ｍｉｎ－１）、蛋白尿［尿白蛋白（以ｍｇ计）与肌
酸酐（以ｇ计）比值为１００～≤５０００］和２型糖尿病的受试者，且已经服用肾素 －血管紧张素系统抑制药，以
１∶１∶１的比例随机分组，分别接受非奈利酮每天１０或２０ｍｇ（与恩格列净相匹配的安慰剂），恩格列净每天１０ｍｇ
（与非奈利酮相匹配的安慰剂），或非奈利酮和恩格列净的组合。主要结局是对数转化平均尿白蛋白与肌酸酐

比值从基线到１８０ｄ的相对变化，并评估了安全性。
该研究结果显示，联合组入组２６５例、非奈利酮组入组２５８例、恩格列净组入组２６１例。在第１８０天，联合

治疗组的尿白蛋白与肌酸酐比值的降低比单独用非奈利酮大２９％（基线变化差异的最小二乘平均比值为０７１，
９５％置信区间为０６１～０８２，Ｐ＜０００１），比单独用恩格列净大３２％（基线变化差异的最小二乘平均比值为
０６８，９５％置信区间为０５９～０７９，Ｐ＜０００１）。２种药物单独或联合使用都不会导致严重的不良事件。导致停
药的不良事件包括：症状性低血压、急性肾损伤和高钾血症，但并不常见。

该研究提示：在同时患有慢性肾病和２型糖尿病的患者中，与单独使用任何一种治疗相比，使用非奈利酮联
合恩格列净治疗可以更大程度地降低尿白蛋白与肌酸酐比值。


