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摘要　 目的 　 探讨上皮性卵巢癌（ＥＯＣ）中 ＹＥＳ 相关蛋白

（ＹＡＰ）核表达与肿瘤大小及预后关系及 ＹＡＰ 作用。 方法　
１２０ 例 ＥＯＣ 患者组织标本为实验组，其中早期（Ⅰ ＋ Ⅱ）和

晚期（Ⅲ ＋Ⅳ）ＥＯＣ 分别为 ３８ 和 ８２ 例，３０ 例选自子宫肌瘤

患者的正常卵巢组织为对照组。 免疫组织化学染色法检测

ＹＡＰ 蛋白定位及表达，回顾性分析 １２０ 例 ＥＯＣ 患者临床资

料，ＹＡＰ 核表达与 ＥＯＣ 病理参数及患者预后相关性；不同初

始细胞量培养 ＥＯＣ 细胞系 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８，使用免疫荧光

及克隆形成实验分别检测 Ｋｉ６７ 表达及增殖情况；ＥＯＣ 细胞

分别培养至汇合度为 ６０％ （低密度组）和 ９０％ （高密度组），
ｑ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 及蛋白在 ＥＯＣ
细胞中表达。 结果　 ＹＡＰ 蛋白在 ＥＯＣ 组织中胞核阳性表达

率高于正常卵巢组织（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ⅰ ＋Ⅱ期 ＥＯＣ 肿瘤平均直

径大于Ⅲ ＋Ⅳ期 ＥＯＣ （Ｐ ＜ ０. ０１）；ＹＡＰ 核高表达与病理学

分级、临床分期、糖类抗原 １２５（Ｃａ１２５ ＞ １ ０００ ＩＵ ／ ｍｌ）呈正相

关，而与肿瘤大小呈负相关（Ｐ 均 ＜ ０. ０５）；生存分析提示肿

瘤直径较小（ ＜ １０ ｃｍ）及 ＹＡＰ 核高表达与 ＥＯＣ 术后 ３ 年生

存率呈负相关（Ｐ ＜ ０. ０１）。 低密度组培养 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８
细胞克隆形成数目多，Ｋｉ６７ 及 ＹＡＰ 表达高（Ｐ ＜ ０. ０１）；敲低

ＹＡＰ 表达可降低两种培养密度细胞的增殖能力（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 ＹＡＰ 核高表达及肿瘤直径小与 ＥＯＣ 患者预后负相

关，降低 ＹＡＰ 核表达可使 ＥＯＣ 细胞增殖能力减弱。
关键词　 ＹＡＰ；上皮性卵巢癌；细胞增殖；肿瘤大小；细胞密
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　 　 上皮性卵巢癌（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ， ＥＯＣ）
死亡率居妇科恶性肿瘤首位，晚期 ＥＯＣ 患者 ５ 年生

存率低于 ３０％ ［１ － ２］。 早期 ＥＯＣ 无远处播散转移，且
瘤体多较大；晚期 ＥＯＣ 尽管已远处播散转移，但瘤

体却较小。 ＥＯＣ 瘤体大小与肿瘤分期呈相反趋势，
且调控 ＥＯＣ 生长的机制亦未知。 ＹＥＳ 相关蛋白

（ｙｅｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＹＡＰ）是 Ｈｉｐｐｏ 信号通路下

游效应分子，研究［３ － ４］表明，Ｈｉｐｐｏ⁃ＹＡＰ ／ ＴＡＺ 通路过

度活化可使肿瘤细胞克服接触抑制，强化其增殖能

力。 有研究［５］提示 ＹＡＰ 蛋白在肝癌、乳腺癌、结肠

癌等实体肿瘤中高表达。 但 ＹＡＰ 蛋白在 ＥＯＣ 中表

达及其作用仍有待研究。 该研究从组织学水平检测

ＥＯＣ 及正常卵巢上皮组织中 ＹＡＰ 蛋白表达并分析

ＹＡＰ 蛋白表达与患者临床病理特征及预后的关系；
从细胞学水平探讨 ＹＡＰ 对 ＥＯＣ 细胞生长的调控作

用，以期为 ＥＯＣ 预后评估及治疗提供新方向。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株与主要试剂　 卵巢癌细胞株 Ｃ１３Ｋ 及

ＯＶ２００８ 为本实验室保存。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基及磷

酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）购自美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；胎牛血清购自美国 ＧＩＢＧＯ 公司；ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 试剂及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；逆转录试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自日

本 ＴａＫａＲａ 公司；ＤＡＢ 显色试剂及 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 通透

液均购自山东思科捷生物技术有限公司；鼠抗人

Ｋｉ６７ 单克隆抗体购自英国 ａｂｃａｍ 公司；兔抗人 ＹＡＰ
多克隆抗体购自美 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；荧光抗鼠、抗兔

二抗购自上海碧云天生物技术有限公司； Ｃｅｌｌ⁃
ＬｉｇｈｔＴＭ ＥｄＵ 流式细胞仪检测试剂盒购自广州锐博

生物科技有限公司；靶向 ＹＡＰ１ 的 ｓｉＲＮＡ⁃ＹＡＰ１ 序

列由上海吉玛公司设计并合成。
１． １． ２　 组织标本　 选取 ２０１５ 年 ５ 月至 ２０２１ 年 １２
月于安徽医科大学第一附属医院行手术治疗且经病

理学明确诊断的 ＥＯＣ 患者 １２０ 例，ＦＩＧＯ 分期：Ⅰ ＋
Ⅱ期 ３８ 例，Ⅲ ＋Ⅳ期 ８２ 例，同期良性肿瘤（子宫肌

瘤）患者 ３０ 例（取正常卵巢上皮）。 ＥＯＣ 组患者纳

入标准为：① 病理明确诊断为 ＥＯＣ；② 排除自身免

疫病及其他系统肿瘤；③ 术前均未接受新辅助化

疗、免疫及靶向治疗；④ 手术行肿瘤分期或肿瘤减

灭术。 入选者均签署知情同意书，并通过安徽医科

大学第一附属医院伦理委员会审查。
１． １． ３　 资料收集及随访统计患者的临床资料　 记
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录患者的年龄、肿瘤分期、腹水量、病理类型、分化程

度、肿瘤直径及 ＣＡ１２５ 水平。 根据术中记录的肿瘤

病灶各个径线大小，计算平均值即为肿瘤大小，参考

已发表文献证据［６］，根据肿瘤大小将患者分为两

组：肿瘤大小≥１０ ｃｍ，肿瘤大小 ＜ １０ ｃｍ。
１． １． ４　 随访门诊及电话等方式进行随访　 随访内

容为患者生存情况，随访时间截止 ２０２２ 年 ６ 月，中
位随访时间 ４２ 个月。
１． ２　 方法

１． ２． １　 免疫组化　 肿瘤组织以及正常对照组标本

采用福尔马林固定，石蜡包埋，标本连续切片，切片

厚 ４ μｍ，一抗 ＹＡＰ⁃Ｄ１（１ ∶ ５００）孵育 ４℃过夜。 次

日，抗兔二抗（１ ∶ ２ ０００）３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ，冲洗，显
微镜下加 ＤＡＢ（５％ ）显色，苏木精复染。 免疫组织

化学结果中，细胞质或细胞核中出现棕黄色颗粒为

ＹＡＰ 蛋白表达阳性细胞，每例均随机观察 １０ 个高

倍视野 （ × ２００），镜下未观察到阳性细胞为阴性

（ － ），镜下阳性细胞数 ＜ ５％ 为弱阳性（１ ＋ ），镜下

阳性细胞数 ５％ ～２５％为阳性（２ ＋ ），镜阳性细胞数

＞ ２５％为强阳性（３ ＋ ）。
１． ２． ２　 细胞培养及转染细胞　 使用含 １０％小牛血

清 １６４０ 培养液，５％ ＣＯ２ 浓度及 ３７ ℃下孵育培养，
其中细胞汇合度为 ６０％ （低密度培养组）和 ９０％
（高密度培养组）；分别取对数生长期低密度、高密

度培养两株细胞，弃上层培养液；各自转染 ｓｉＲＮＡ⁃
ＹＡＰ１ 及阴性 ｓｉＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ）。 具体操作按 Ｌｉ⁃
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书进行，６ ｈ 后更换含 １０％ 小

牛血清培养液继续培养 ４８ ｈ。
１． ２． ３　 细胞克隆实验　 高密度和低密度培养 Ｃ１３Ｋ
及 ＯＶ２００８ 细胞，分别制备成低接种量 （５ × １０３ ／
ｃｍ２）和高接种量（１ × １０４ ／ ｃｍ２）细胞悬液，以 １ ｍｌ ／
孔将细胞接种于 ６ 孔板，继续培养至肉眼可见细胞

集落时，吉姆萨染色，显微镜下观察并计数（每孔随

机选取 ５ 个视野），实验重复 ３ 次。
１． ２． ４　 免疫荧光检测细胞 Ｋｉ６７ 表达　 培养 Ｃ１３Ｋ
及 ＯＶ２００８ 细胞至对数期，０. ２５％ 胰酶消化、分别以

低接种量（５ × １０３ ／ ｃｍ２）和高接种量（１ × １０４ ／ ｃｍ２）
接种于 ６ 孔培养板，放入盖玻片。 置于 ５％ ＣＯ２ 浓

度、３７ ℃培养箱中进行细胞爬片，４８ ｈ 取出盖玻片，
４ ℃预冷丙酮固定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次。 ２. ５
ｇ ／ Ｌ 的 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 破膜 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次。
加 Ｋｉ６７ 抗体（１ ∶ １００），４ ℃ 孵育过夜，ＰＢＳ 洗 １０
ｍｉｎ × ３ 次。 加 ＦＩＴＣ 标 记 的 稀 释 兔 抗 鼠 ＩｇＧ
（１ ∶ １００），３７ ℃避光孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗 １０ ｍｉｎ × ３ 次，

吸干 ＰＢＳ，加入抗荧光淬灭剂，荧光显微镜观察拍

照。
１． ２． ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 表达　 ＴＲＩｚｏｌ 提
取细胞 ＲＮＡ，逆转录后按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 试剂盒说明书操作，ＡＢＩ ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ
仪（美国 ＡＢＩ 公司）上进行实时荧光定量聚合酶链

反应。 以 Ｕ６ 为实验内参，ＰＣＲ 引物序列 ＹＡＰ 上游

５′⁃ＣＧＣＴＣＴＴＣＡＡＣＧＣＣＧＴＣＡ⁃３′，下游 ５′⁃ＡＧＴＡＣＴＧ⁃
ＧＣＣＴＧＴＣＧＧＧＡＧＴ⁃３′；Ｕ６ 上游 ５′⁃ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴ⁃
ＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ⁃３′，下游 ５′⁃ＣＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡ⁃
ＡＴＴＴＧ⁃３′；条件： ９５℃ 预变性 ３０ ｓ，９５℃ 变性 ５ ｓ，
６０℃复性 ３４ ｓ，重复 ２、３ 步骤 ４０ 个循环，ＹＡＰ 表达

水平采用 ２ － ΔΔＣｔ计算。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＹＡＰ 蛋白水平　 ＲＩＰＡ 裂

解液裂解细胞，ＢＣＡ 试剂盒定量，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 中行电

泳分离，转移至 ＰＶＤＦ 膜。 用封闭液封闭 １ ｈ，之后

加入一抗 ４℃孵育过夜，二抗室温孵育 １ ｈ，用成像

系统检测印迹并拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析 ＹＡＰ 蛋白

灰度值。
１． ３　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件对数

据进行分析，计量资料用 �ｘ ± ｓ 表示，采用独立样本 ｔ
检验，计数资料比较用 χ２ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。 使用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法计算生存率和

生存时间，并根据这些数据绘制生存曲线，使用 Ｌｏｇ⁃
ｒａｎｋ 检验进行生存比较和生存差异的评估。 Ｃｏｘ 风

险回归模型进行多因素分析各临床病理特征与预后

的关系。

２　 结果

２． １　 ＹＡＰ 表达与 ＥＯＣ 临床病理特征的关系 　 如

图 １ 所示，ＥＯＣ 组织胞质及核中均有 ＹＡＰ 阳性染

色，为棕黄色染色，主要位于细胞核。 正常卵巢上皮

组织中 ＹＡＰ 染色着色淡，主要位于细胞质中，细胞

核表达极低。 ＥＯＣ 组织 ＹＡＰ 阳性表达率（７０. ８％ ）
高于正常卵巢上皮组织阳性表达率（２３. ３％ ） （Ｐ ＜
０. ０５），肿瘤大小≥１０ ｃｍ 的 ＥＯＣ 中 ＹＡＰ 核表达低

于肿瘤大小 ＜ １０ ｃｍ 的 ＥＯＣ（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ⅰ ＋ Ⅱ期

ＥＯＣ 肿瘤平均直径大于Ⅲ ＋ Ⅳ期 ＥＯＣ（Ｐ ＜ ０. ０１）
（表 １）。 临床病理学分析提示：ＹＡＰ 核高表达与肿

瘤大小（ ＜ １０ ｃｍ）、肿瘤分期、组织学分化程度及

ＣＡ１２５ 水平（ ＞ １ ０００ ＩＵ ／ ｍｌ）相关（Ｐ ＜ ０. ０５），而与

患者年龄、腹水以及病理类型的相关性差异无统计

学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）（表 ２）。
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图 １　 不同卵巢组织及不同肿瘤大小 ＹＡＰ 表达比较 × ２００
Ａ：正常卵巢上皮；Ｂ：ＥＯＣ；Ｃ：ＥＯＣ（≥１０ ｃｍ）；Ｄ：ＥＯＣ（ ＜ １０ ｃｍ）

表 １　 两组 ＥＯＣ 患者肿瘤大小比较（�ｘ ± ｓ）

分组 ｎ 肿瘤大小（ｃｍ） ｔ 值 Ｐ 值

早中期 ＥＯＣ ３８ １４． ０１ ± ２． ４８ ２１． ８９ ＜ ０． ０１
晚期 ＥＯＣ ８２ ７． １５ ± ０． ９４

表 ２　 ＹＡＰ 核表达与 ＥＯＣ 患者临床病理特征的关系

临床病理特征 ｎ
ＹＡＰ

阳性（８５） 阴性（３５）
χ２ 值 Ｐ 值

年龄（岁）
　 ≥５０ ８９ ６５ ２４ ０． ８０７ ０． ６６８
　 ＜ ５０ ３１ ２０ １１
ＦＩＧＯ 分期

　 Ⅰ ～ Ⅱ期 ３８ ２１ １７ ６． ５２５ ０． ０１１
　 Ⅲ ～ Ⅳ期 ８２ ６４ １８
腹水（ｍｌ）
　 ≥１ ０００ ６４ ４２ ２２ １． ８０１ ０． １８０
　 ＜ １ ０００ ５６ ４３ １３
病理组织类型

　 浆液性 ９８ ６８ ３０ ０． ５４１ ０． ４６２
　 非浆液性 ２２ １７ ５
分化程度

　 Ｇ１ １８ ８ １０ ９． １４３ ０． ０００
　 Ｇ２ ６ ３ ３
　 Ｇ３ ９６ ７４ ２２
肿瘤大小（ｃｍ）
　 ≥１０ ４３ ２３ ２０ ９． ７５８ ０． ００２
　 ＜ １０ ７７ ６２ １５
ＣＡ１２５ （ＩＵ ／ ｍｌ）
　 ≥１ ０００ ３４ ２９ ５ ４． ８０２ ０． ０２８
　 ＜ １ ０００ ８６ ５６ ３０

２． ２　 ＹＡＰ 核表达、临床病理参数及 ＥＯＣ 患者预后

关系　 根据肿瘤直径大小（≥１０ ｃｍ 或 ＜ １０ ｃｍ）将
１２０ 例 ＥＯＣ 患者分为两组进行随访。 多因素回归

分析提示： ＹＡＰ 核 高 表 达、 ＦＩＧＯ 分 期、 腹 水 ≥
１ ０００ ｍｌ、组织分化差、ＣＡ１２５≥１ ０００ ＩＵ ／ ｍｌ 以及肿

瘤大小 ＜ １０ ｃｍ 是 ＥＯＣ 不良愈后的独立因素（表

３）。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法进一步分析显示：ＹＡＰ 核低表

达且肿瘤大小≥１０ ｃｍ 患者的 ３ 年生存率最高

（７９. １％ ），ＹＡＰ 核高表达且肿瘤大小 ＜ １０ ｃｍ 患者

的 ３ 年生存率最低（２８. ７％ ），ＹＡＰ 核高表达且肿瘤

大小≥１０ ｃｍ 及 ＹＡＰ 核低表达且肿瘤大小 ＜ １０ ｃｍ
患者的 ３ 年生存率居中，约为 ５１％ （图 ２）。 以上结

果提示肿瘤直径较小（ ＜ １０ ｃｍ）及 ＹＡＰ 核高表达是

ＥＯＣ 患者预后的独立危险因素。

表 ３　 多因素 Ｃｏｘ 比例风险回归模型分析影响

ＥＯＣ 患者总生存期的因素

临床病理
特征

多因素回归模型

Ｂ ＳＥ Ｗａｌｓ ＨＲ
９５％ ＣＩ

上限值 下限值
Ｐ 值

ＹＡＰ 阳性 １． ４８６ ０． １２２ １１． ６２０ １． ８７４ ２． ０８４ １． ０４３ ０． ０１６
年龄≥５０ 岁 ０． ８１４ ０． ４２６ １． ２２４ １． ４０８ ２． ５６０ ０． ７１２ ０． ６８４
ＦＩＧＯ 分期（Ⅲ ～Ⅳ／
Ⅰ ～Ⅱ）

１． ２９７ ０． ５１８ ５． ４５９ １２． ４１３ １８． １２５ ７． ４５９ ＜ ０． ００１

腹水≥１ ０００ ｍｌ １． ４２９ ０． ２６１ １． １０９ ２． ５１８ ３． １２６ ２． １０５ ０． ０１２
组织学浆液性 ０． ９６５ ０． ７５６ ０． ８４５ １． ０６５ １． ４５３ ０． ６２４ ０． ５１２
分化（Ｇ３ ／ Ｇ２，Ｇ１） １． ６２４ ０． ２３５ ４． ５１３ ４． ４７６ ６． ４７８ ３． ２８６ ０． ００１
肿瘤大小 ＜１０ ｃｍ ０． ８１２ ０． １５４ ３． ６２７ ４． ４１５ ５． １２８ ２． ８９６ ０． ０２８
ＣＡ１２５≥１ ０００（ＩＵ ／ ｍｌ） ０． ９７８ ０． １２９ ３． １６５ ２． ９０６ ４． ０５２ １． ９８７ ＜ ０． ００１

图 ２　 不同 ＹＡＰ 核表达和肿瘤大小的 ＥＯＣ 患者生存曲线

２． ３　 卵巢癌细胞生长受细胞密度负调控　 与高密

度组比较，低密度组 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８ 细胞形成克隆

数目增多，差异有统计学意义，提示细胞在高密度时

存在接触抑制现象，高密度生长时细胞增殖受到抑

制（Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ３）。
２． ４　 高密度生长时细胞增殖受到抑制　 Ｋｉ６７ 免疫

荧光实验结果表明，与低密度生长细胞相比，高密度

Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８ 细胞核中 Ｋｉ６７ 荧光表达下降，提
示卵巢癌细胞的增殖能力在高密度生长下减弱（图
４）。
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图 ３　 细胞培养密度对 ＥＯＣ 细胞克隆形成的影响

Ａ、Ｂ：ＯＶ２００８ 细胞克隆形成情况；Ｃ、Ｄ：Ｃ１３Ｋ 细胞克隆形成情

况；与低密度比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ４　 Ｋｉ６７ 的免疫荧光表达 × ２００
Ａ、Ｂ：低和高密度 ＯＶ２００８ 细胞 Ｋｉ６７ 蛋白的免疫荧光；Ｃ、Ｄ：低

和高密度 Ｃ１３Ｋ 细胞中 Ｋｉ６７ 蛋白免疫荧光；Ｅ、Ｆ：低密度和高密度

ＯＶ２００８、Ｃ１３Ｋ 细胞中 Ｋｉ６７ 蛋白的免疫荧光值比较；与低密度比

较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

２． ５　 ＹＡＰ 在低密度和高密度 ＥＯＣ 细胞中表达及

ＹＡＰ 敲低效率检测　 为探讨 ＹＡＰ 表达与细胞密度

的关系，使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８ 细胞

中 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 的表达，结果提示：低密度生长的两

株细胞中 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 水平均高于高密度生长细胞

（Ｐ ＜ ０. ０００ １） （图 ５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果也表明低

密度生长的细胞中 ＹＡＰ 蛋白水平均高于高密度生

长细胞（图 ６）。
为进一步展示 ＹＡＰ 蛋白对 ＥＯＣ 细胞增殖的调

控，运用靶向 ＹＡＰ 的 ｓｉＲＮＡ 制备 ＹＡＰ 瞬时敲低

ＥＯＣ 细胞株，并使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

敲低效率，结果表明 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均

显著下降（图 ５、６）。

图 ５　 ＹＡＰ ｍＲＮＡ 在 ＯＶ２００８ 和 Ｃ１３Ｋ 细胞中的表达

Ａ：高、低密度培养的 ＯＶ２００８ 细胞中 Ｙａｐ ｍＲＮＡ 的相对值；Ｂ：
高、低密度培养的 Ｃ１３Ｋ 细胞中 Ｙａｐ ｍＲＮＡ 的相对值；与高密度 Ｙａｐ

敲低组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １；与低密度 Ｙａｐ 敲低组比较：＃＃＃＃Ｐ ＜
０. ０００ １

２． ６　 ＹＡＰ 敲低能减弱 ＥＯＣ 细胞的增殖能力 　 为

进一步研究 ＹＡＰ 对 ＥＯＣ 细胞增殖的影响，将 ２ 株

ＥＯＣ 细胞按低密度和高密度接种后培养 ２ ｄ 并计数

以比较 ＹＡＰ 敲低前后细胞的增殖能力。 结果表明，
无论是 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８ 细胞，ＹＡＰ 敲低组在低密

度和高密度生长时增殖能力均下降，其中低密度生

长时下降更为显著（Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ７、８）。

３　 讨论

　 　 在实体肿瘤如宫颈癌、乳腺癌、肝癌中，肿瘤大

小多被用于临床分期和患者预后评估，但基于 ＥＯＣ
肿瘤大小来判断肿瘤分期及预后仍存在较大争议。
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图 ６　 ＹＡＰ 蛋白在 ＯＶ２００８ 和 Ｃ１３Ｋ 细胞中的表达

Ａ：ＯＶ２００８ 细胞中 Ｙａｐ 蛋白的表达；Ｂ：Ｃ１３Ｋ 细胞中 Ｙａｐ 蛋白的表达；与高密度 Ｙａｐ 敲低组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００１；与低密度 Ｙａｐ 敲低组

比较：＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ７　 ＹＡＰ 敲低前后 ＯＶ２００８ 细胞低密度和

高密度生长时细胞增殖变化

Ａ：高密度培养的 ＯＶ２００８ 细胞的细胞个数；Ｂ：低密度培养的

ＯＶ２００８ 细胞的细胞个数；１：空白对照组；２：阴性对照组；３：Ｙａｐ 敲低

组；与阴性对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ８　 ＹＡＰ 敲低前后 Ｃ１３Ｋ 细胞低密度和

高密度生长时细胞增殖变化

Ａ：高密度培养的 ＣＩ３Ｋ 细胞的细胞个数；Ｂ：低密度培养的 ＣＩ３Ｋ
细胞的细胞个数；１：空白对照组；２：阴性对照组；３：Ｙａｐ 敲低组；与阴

性对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

Ｈｏｒｖａｔｈ ｅｔ ａｌ［６］对 １１０ 例 ＥＯＣ 的研究发现早期 ＥＯＣ
肿瘤体积大于晚期 ＥＯＣ。 Ｐａｉｋ ｅｔ ａｌ［７］发现瘤体正常

大小的晚期浆液性卵巢癌较之瘤体大者预后更差。
一项小样本临床研究则认为晚期 ＥＯＣ 的初始肿瘤

负荷与接受完全性肿瘤细胞减灭术患者的预后相

关［８］。 但另一项对 ５５３ 例Ⅰ／Ⅲ期卵巢癌的研究表

明Ⅲ期卵巢癌肿瘤体积大于 Ｉ 期，Ⅲ期卵巢癌患者

预后不良与腹腔转移灶大小相关［９］。 鉴于肿瘤大

小在 ＥＯＣ 分期和预后评估中的争议性结果，本研究

针对 １２０ 例 ＥＯＣ 进行分析，包括 ３８ 例Ⅰ／Ⅱ期

ＥＯＣ，８２ 例Ⅲ／Ⅳ期 ＥＯＣ，显示 ＥＯＣ 早中期肿瘤体

积大于晚期肿瘤体积（１４. ０ ｃｍ ｖｓ ７. ２ ｃｍ），且瘤体

较小患者预后差于体积较大者。 这提示早中期和晚

期 ＥＯＣ 发展可能是两种不同模式，因此，有必要研

究 ＥＯＣ 瘤体大小的调控因素。
有研究［１０ － １３］ 提示 ＹＡＰ 是一种致癌因子，在乳

腺癌、结肠癌、肺癌、卵巢癌以及血液系统肿瘤中均

表达升高，其高表达与肿瘤增殖及远处转移等密切

相关。 本研究通过免疫组化方法研究 ＥＯＣ 原发灶

中 ＹＡＰ 表达，显示 ＥＯＣ 组织中 ＹＡＰ 核阳性率约

７０. ８％ ，正常卵巢组织中 ＹＡＰ 阳性率仅为 ２３. ３％ 。
临床病理资料分析显示Ⅲ ＋Ⅳ期，肿瘤直径 ＜ １０ ｃｍ
的 ＥＯＣ 中 ＹＡＰ 核表达高于Ⅰ ＋ Ⅱ期，肿瘤直径 ≥
１０ ｃｍ 的 ＥＯＣ，表明 ＹＡＰ 核高表达与 ＥＯＣ 临床分期

呈正相关，而与肿瘤大小呈负相关。 １２０ 例 ＥＯＣ 患
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者的生存分析结果则表明肿瘤体积较小 （ ＜ １０
ｃｍ），ＹＡＰ 核高表达的 ＥＯＣ 患者 ３ 年总生存率更

低，提示这两个变量可能是 ＥＯＣ 患者的独立危险因

素。 综上，ＹＡＰ 在 ＥＯＣ 组织的高表达，尤其 ＹＡＰ 核

高表达及肿瘤体积较小与 ＥＯＣ 患者不良预后相关。
本实验观察到体积较小的 ＥＯＣ 肿瘤组织中

ＹＡＰ 核表达反而高于体积较大的肿瘤。 同时，体外

实验中，低密度培养的 Ｃ１３Ｋ 及 ＯＶ２００８ 细胞中

ＹＡＰ 表达高于高密度培养细胞，且敲低 ＣＩ３Ｋ 和

ＯＶ２００８ 细胞中 ＹＡＰ 表达可诱导细胞增殖阻滞，尤
其在低密度培养的细胞中该现象更为明显。 这表明

ＹＡＰ 可能参与调控 ＥＯＣ 细胞的增殖。 前期研究提

示 ＹＡＰ 对癌细胞增殖调控的作用与其胞内定位有

关，Ｈｏｘｈａ ｅｔ ａｌ［１４］研究发现低密度培养细胞中 ＹＡＰ ／
ＴＡＺ 主要定位于细胞核，促进靶基因转录和细胞增

殖。 相反，高密度培养细胞中 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ 主要位于

细胞质，参与生长抑制。 因此推测，低密度培养

ＥＯＣ 细胞可能通过调节某些细胞因子，使 ＹＡＰ 发生

核转位而促进 ＥＯＣ 细胞增殖，具体机制有待深究。
综上所述，ＹＡＰ 核高表达及肿瘤大小是 ＥＯＣ 患

者的预后影响因素；细胞低密度培养诱导 ＹＡＰ 表达

上调，进而促进细胞增殖，其机制可能与细胞低密度

促进 ＹＡＰ 核转位，进而促进 ＹＡＰ 下游靶基因转录

相关。 目前的研究涉及实验样本较少，随访时间相

对较短，对相关作用机制的研究较为粗浅，后续还需

进一步深入研究。
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过表达 ＮＲＦ１ 减轻阿尔茨海默病模型小鼠的
线粒体和认知功能障碍

苏立宁１，王艳兵２，张永财１

摘要　 目的　 探讨核呼吸因子 １（ＮＲＦ１）对阿尔茨海默病疾

病（ＡＤ）模型小鼠线粒体及和认知功能障碍的影响。 方法　
以 ５ × ＦＡＤ 小鼠作为 ＡＤ 模型小鼠，并用脑立体定位注射稀

疏标记的过表达 ＮＲＦ１ 的 ＡＡＶ 病毒（ＡＡＶ⁃ＮＲＦ１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法测定海马中 ＮＲＦ１ 的表达；用透射电镜观察海马中线

粒体形态；用激光共聚焦显微镜观察 ＣＡ１ 区稀疏标记神经

元的树突棘并计数；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验评估小鼠认知和记忆

功能；电生理法检测突触效能的长时程增强效应（ＬＴＰ）。 结

果　 脑立体注射 ＡＡＶ⁃ＮＲＦ１ 后，海马中 ＮＲＦ１ 表达升高（Ｐ ＜
０. ００１），海马神经元中线粒体形态明显改善，小鼠的认知和

记忆功能提高（Ｐ ＜ ０. ０１），海马 ＣＡ１ 区神经元的树突棘密度
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增加（Ｐ ＜ ０. ００１）并产生持久稳定的 ＬＴＰ 且 ｆＥＰＳＰ 斜率增高

（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 在 ５ × ＦＡＤ 小鼠 ＡＤ 模型中，ＮＲＦ１ 过表

达触发了线粒体功能障碍的修复，并改善了突触可塑性，推
测这些改变参与到了过表达 ＮＲＦ１ 对 ＡＤ 认知功能障碍改善

的治疗效果中。
关键词　 阿尔茨海默病；海马；核呼吸因子 １；线粒体；认知

功能；基因治疗
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是最

常见的年龄依赖性神经退行性疾病，目前尚没有治

愈的方法［１］。 近来研究［２］ 显示，ＡＤ 的发病机制不

单独是淀粉样 β 蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ⁃β ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）沉积

的线性下游结果，而是一种多种因素共同参与调控

的疾病。 其中，线粒体功能障碍可能是驱动更为普

遍的散发迟发性 ＡＤ 病理生理学的主要损伤，并将

其称为“线粒体级联假说” ［３ － ４］。 线粒体生物发生
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