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人卵巢癌 A2780 细胞侵袭转移与 HES1 相关性

的实验研究
吴利英 王明义 辛晓燕△ 陈必良

(第四军医大学西京医院妇产科 陕西 西安 710032)

摘要 目的：探讨人卵巢癌细胞 A2780 中的 HES1 表达与人卵巢癌侵袭及转移的关系。方法：分别运用实时 RT-PCR、Western

Blotting 及细胞免疫荧光法检测 γ 分泌酶抑制剂作用前后 A2780 细胞中 HES1 的表达水平，Transwell 小室试验及 MTT 法分别用

于检测细胞的侵袭、迁移及黏附能力。结果：下调 A2780 细胞中 HES1 的表达水平后，A2780 细胞的黏附、侵袭及转移能力下降，

差异有统计学意义（P＜0. 01）。结论：HES1 的表达与人卵巢癌细胞的侵袭及转移密切相关，下调其表达可抑制卵巢癌细胞的黏

附、侵袭及转移能力。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between HES1 and the invasion and metastasis ability of A2780 cells by

down-regulating its expression. Methods: The RNA level of HES1 was detected by real-time RT-PCR (reverse transcription polymerase

chain reaction) method. Western Blotting was used to detect the protein level of HES1.The adhesion assay was used to detect the cancer

cell adhesion abilities, the invasion and migration abilities were detected by Transwell chambers. Results: After down-regulating the

expression of HES1, the adhesion , invasion and migration abilities of A2780 cells decreased（P＜0. 01）. Conclusion: The expression of

HES1 may be correlated with invasion and metastasis potency of hunman ovary cancer and downregulating its expression can inhibit the

adhesion, invasion and migration abilities.
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前言

肿瘤的转移和复发是肿瘤治疗失败的主要原因，也是导致

恶性肿瘤患者死亡的主要原因所在。肿瘤细胞的黏附、侵袭、转
移是肿瘤细胞扩散过程中的三个重要环节，其中涉及一系列及

其复杂的相互作用的过程[1]。卵巢癌是妇科第二常见的恶性肿

瘤，由于其起病隐匿，并缺乏可靠的早期诊断方法，其死亡率位

居第一。虽然手术及化疗方法不断改进和创新，卵巢癌自今仍

是妇科的头号杀手[2]。这些都要求我们进一步研究探索，寻找一

个可以控制卵巢癌发生发展的方法。
Notch 信号通路在细胞生长过程中决定着细胞命运，同时

在许多恶性肿瘤发生发展、浸润及血管形成过程中起着重要作

用[3-5]。HES1 是 Notch 信号通路下游、影响细胞增值及分化的靶

基因[6-8]。本实验运用γ- 分泌酶抑制剂 DAPT（[N-[N-(3,5- Di-

fluoro- phenacetyl-L-alanyl)]-Sphenylglycinet-butyl ester]） 阻 断

Notch 信号通路，下调 A2780 细胞中 HES1 的表达，探讨 HES1

与 A2780 细胞的黏附、侵袭及迁移能力的关系和意义。

1 材料与方法

1.1 主要药品和试剂

DMEM(Sigema 公司)，HES1 兔抗人多克隆抗体(Santa cruz

生物公司)，FITC 标记羊抗兔 IgG(武汉博士德生物工程有限公

司)，Transwell 小室(PET 滤膜孔径为 8.0μm,美国 Millipore 公

司)，DAPT 为 ALEXIS 生化公司产品，人卵巢癌细胞 A2780 细

胞株(第四军医大学妇产科实验室)。
1.2 细胞培养

人卵巢癌细胞株 A2780 细胞由本实验室长期 -196℃冻

存。复苏后，常规培养于含有 10 %小牛血清、100 IU/ml 青霉素、
100μg/ml 链霉素的 DMEM 培养基中，在 37℃、饱和湿度及 5 %

CO2 的培养箱中进行长期培养传代。
1.3 实时 RT-PCR 实验检测 HES1 mRNA 的表达

细胞培养传代后，取对数生长期细胞，细胞用 Trizol 裂解

后按 RNA 提取方法提取细胞总 RNA，并用紫外分光光度计检

测其浓度及纯度。β-actin (ID: 563571) 及 HES1 引物均由

TaKaRa公司设计合成。β-actin 上游引物：5'-TGG CAC CCA

GCA CAA TGA A-3'，下游引物：5'- CTA AGT CAT AGT CCG

CCT AGA AGC A-3'；HES1 上游引物：5'- TGG AAA TGA CAG
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TGA AGC ACC TC-3'，下游引物：5'-TCG TTC ATG CAC TCG

CTG AAG-3'。实时 RT-PCR 过程按照产品说明书操作，反转录

条件：37℃水浴 15 分钟，85℃5 秒钟；RT-PCR 反应条件：95

℃变性 10 秒、95℃退火 5 秒，60℃延伸 31 秒。经 ABI PRISM

7000 所得的 CT 值用 2-△△Ct 法分析处理。
1.4 Western blotting 检测细胞中 HES1 的表达

分别提取 γ- 分泌酶抑制剂 DAPT 作用 24 h、48 h 前后的

蛋白质，经 100℃变性处理 5 min，再经聚丙烯酰胺凝胶（12%

的分离胶、5%的堆积胶）电泳，然后转移至硝酸纤维素膜，分别

加入一抗（β-actin 和 HES1）和 FITC 标记的二抗。膜与抗体室

温反应 2 h，每次反应后用 ECLwash buffer 室温洗 3 次，每次

10 min。最后进行 ECL 化学发光显影，全自动 X 光片洗片机洗

片。结果采用凝胶图像分析仪进行分析。
1.5 细胞免疫荧光法检测 HES1 表达及定位

将无菌盖玻片置于 6 孔培养板中，再将用胰蛋白酶消化对

数生长期的细胞悬液接种于各孔。其中实验组加含 75 μmol/L

DAPT 及 10%小牛血清的 DMEM 培养基，实验组和对照组各

设 3 个平行孔。常规培养 24 h，取出盖玻片，PBS 洗 3 次，预温

的多聚甲醛固定 10 min，PBS 洗 3 次。5%的 BSA 封闭 30 min,

PBS 洗 3 次,加入 HES1 兔抗人多克隆抗体（1：100），4℃保存过

夜。PBS 洗 3 次，每次 10 min。加 FITC 标记羊抗兔 IgG（1：60），

避光室温下孵育 30 min。PBS 洗 3 次，加 DAPI 作用 10 min，

PBS 洗 3 次，缓冲甘油（PBS：甘油 =1：9）封片，置于荧光显微镜

下观察并拍照。
1.6 细胞黏附实验（MTT 法）

取对数生长期的细胞，常规胰蛋白酶消化制备单细胞悬

液，计数并调整细胞浓度。96 孔培养板每孔铺细胞外基质胶

70μl，置于超净台内风干；收集对数生长期的细胞悬液于 0.1%

BSA 的 DMEM 培养基中，使终浓度为 5×105/ml，每孔加入细

胞悬液 100μl；37℃孵育，分别于 30 min、60 min、90 min 和 120

min 时弃去培养液，PBS 洗 3 次，加入 MTT20μl，37℃孵育 4

h，吸弃上清，加入二甲基亚砜 150μl，微量振荡器振荡 10 min，

待蓝色沉淀完全溶解后于酶标仪测定 A490 nm 波长。其中实

验组加含 75μmol/L DAPT 及 10%小牛血清的 DMEM 培养基，

实验组与对照组每个时间段各设 6 个平行孔。
1.7 细胞侵袭与迁移实验

将对数生长期的细胞置于含 0.1%BSA 的 DMEM 培养基

中培养过夜；用少量含 0.1%BSA 的 DMEM 培养基水化已经包

被了 PET 膜的 Transwell 小室。小室的下室中加入培养了 24

小时的细胞悬液 500μl；胰蛋白酶消化后重悬于含 0.1%BSA 的

DMEM 培养基中，调节细胞浓度至 1×106/ml，上室中分别加入

100μl，置于 5%CO2 培养箱中孵育 24 小时后，取出带膜的小

室，PBS 中充分洗膜，并用 PBS 浸湿的棉签轻轻擦净上室的细

胞，再用 70%的甲醇固定 10 min，滤膜自然 Giemsa 染色 90

min，蒸馏水中充分漂洗后取下 PET 膜，细胞面朝上置于载玻

片上，缓冲甘油封片，在 400 倍显微镜下计数穿过滤膜的细胞

数，拍照。每膜随机取 6 个视野，每组设 3 个平行滤膜。细胞迁

移实验与侵袭实验类似。结果用 mean±SD 表示，采用 Stu-

dent's T 检验进行分析，α=0.05 （two tail）, P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 实时 RT-PCR 检测细胞中 HES1 mRNA 的表达

由图 1 可见，DAPT 作用后，A2780 中 HES1 mRNA 的表

达均明显被抑制，且随着时间的延长抑制作用越明显，差异有

统计学意义（P＜0.001）。

图 1 A2780 细胞中 HES1 mRNA 的表达情况

Fig. 1 The expression of HES1 mRNA in A2780 cell

2.2 Western blotting 检测细胞中 HES1 蛋白水平的表达

由图 2 可见，DAPT 作用后 A2780 中的 HES1 蛋白的表达

均明显被抑制，且随着时间的延长抑制作用越明显，差异有统

计学意义（P＜0.05）。

图 2 HES1 蛋白的表达

Fig. 2 The expression of HES1 protein

2.3 细胞免疫荧光法检测 HES1 表达

由图 3 可看出，HES1 在 A2780 细胞主要以核表达为主，

图 3 HES1 蛋白的表达及定位

Fig.3 The expression and location of HES1 protein
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胞浆也有少量表达；DAPT 作用后，HES1 在 A2780 细胞中几乎全

部为核表达，且表达量下降，绿色荧光逐渐减弱，呈时间依赖性。
2.4 细胞侵袭与迁移能力

在 400 倍显微镜下观察，发现 DAPT 作用后，A2780 细胞

的侵袭及转移能力均下降：侵袭实验中对照组穿膜细胞数为

73.3±4.28，DAPT 组的穿膜细胞数为 22.4±2.77，差异有统计

学意义 （P＜0.01）；迁移实验中对照组穿膜细胞数为 134.8±
5.37，DAPT 组的穿膜细胞数为 90.3±3.79，差异有统计学意义

（P＜0.05）。
2.5 细胞黏附力检测

由图 4 显示的 OD 值可见，DAPT 能够降低 A2780 细胞的

黏附能力（P＜0.05），且 120 min 后对 A2780 细胞黏附力的抑

制作用更加明显（P＜0.01）。

图 4 A2780 的黏附能力

Fig.4 The adhesion ability of A2780 cell

3 讨论

癌细胞的黏附、侵袭、转移是癌细胞扩散过程中的三个重

要环节，其中细胞黏附是肿瘤细胞发生侵袭及转移的前提，是

肿瘤扩散的关键步骤。Notch 信号通路是三大经典的信号通路

之一，在生物体细胞的分化及增殖方面发挥重要的作用，该途

径的异常激活与多种疾病的发生发展相关，且在不同肿瘤中

Notch 基因发挥不同的作用[9]。目前在哺乳动物细胞中已经发

现的有 Notch1、Notch2、Notch3 和 Notch4 四种受体蛋白以及

Delt-like-1 (Dll-1)、Dll-3、Dll-4 和 Jagged-1、Jagged-2 五种配体
[10]，相邻细胞受体及配体之间相互作用诱导γ分泌酶介导的

蛋白水解酶的释放导致 Notch 胞内段(NICD)的断裂[11]，NICD

可进入细胞核与转录抑制因子 CBF1 结合，最终导致 Hes、Hey

等基因的释放[12,13]。Notch 能够通过 CBF-1 而对 HES1 发挥间

接的调控作用，因此下调 Notch 的表达可间接抑制 HES1 的表

达。
研究认为 Notch1 蛋白的过表达与多种肿瘤的发生发展有

密切的关系[14-18]，研究证明在卵巢癌中 Notch1 蛋白有异常表达,

Hopfer O 等通过研究发现，活化的 Notch1 及其下游基因 HES1

在卵巢腺癌中的表达明显高于在卵巢腺瘤及正常卵巢组织中

的表达，并发现 Notch1 及其下游基因 HES1 在卵巢癌细胞系

A2780 中有表达[19]。王明义等发现 Notch1 信号蛋白在卵巢癌

中的表达与卵巢癌的恶性程度呈正比例关系，可能与早期癌变

的启动有关 [20]。而本课题组前期研究显示，在 A2780 细胞中

Notch1 的相对表达量最高，γ- 分泌酶抑制剂阻断 Notch 信号

通路后，可通过下调 Notch1 及 HES1 的表达来抑制人卵巢癌

A2780 细胞的生长增殖[21]，说明 HES1 与人卵巢癌细胞的生长

增殖有关。
目前，国内外对于 HES1 与卵巢癌黏附、侵袭及转移关系

的研究未见报道。本研究 RT-PCR 结果及 Western Blotting 检

测结果显示 DAPT 作用后 A2780 细胞中 HES1 mRNA 及蛋白

水平的表达均下降，并表现为时间依赖性。细胞免疫荧光显示

HES1 在 A2780 细胞中主要以核表达为主，胞浆也有少量表

达；DAPT 作用后，HES1 在 A2780 细胞中几乎全部为核表达，

且表达量下降，绿色荧光逐渐减弱，呈时间依赖性，这与

RT-PCR 及 Western Blotting 结果相一致。细胞黏附及侵袭转移

试验结果提示，DAPT 下调 HES1 的表达后 A2780 细胞的黏

附、侵袭及转移活性均下降。综合以上结果来看，在卵巢癌的黏

附、侵袭及转移过程中 HES1 发挥重要的作用，在体外下调其

表达可抑制人卵巢癌细胞的黏附、侵袭及转移活性，有可能是

治疗卵巢癌的重要分子靶点。因此，对 HES1 的进一步研究也

可能为卵巢癌的治疗提供新思路。
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