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［摘要］　目的：探讨驱动蛋白超家族成员４Ａ（ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ４Ａ，ＫＩＦ４Ａ）与卵巢癌患者预后的关系，对卵巢癌
细胞生物学功能的影响，以及功能富集分析。方法：利用ＴＣＧＡ（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库中３７２例卵巢
癌患者数据进行ＫＩＦ４Ａ基因与相关共表达基因的富集分析及ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法预后分析。采用实时荧光定量ＰＣＲ法
（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测多种卵巢癌细胞系中ＫＩＦ４Ａ的表达量。
将三组ＫＩＦ４ＡｓｈＲＮＡ分别转染至ＫＩＦ４Ａ相对表达量最高的细胞系。采用ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效果，选
取沉默效率最高的建立稳定沉默细胞。采用 ＭＴＴ实验、克隆形成实验检测细胞增殖情况，划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验检测细胞的迁移能力，流式细胞仪检测细胞凋亡和周期分布。结果：ＫＩＦ４Ａ基因在卵巢癌临床样本中显著高表达
（Ｐ＜０．０５），且ＫＩＦ４Ａ高表达组总生存期显著低于低表达组（Ｐ＜０．０１）。不同卵巢癌细胞株中的表达水平均高于正
常人卵巢上皮细胞株ＩＯＳＥ８０（Ｐ＜０．０５），其中在ＳＫＯＶ３中表达最高。沉默 ＫＩＦ４Ａ的表达能有效抑制卵巢癌细胞的
增殖和迁移能力（Ｐ＜０．０５），并促进卵巢癌细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），并主要影响 Ｇ０／Ｇ１期。基因富集分析显示 ＫＩＦ４Ａ
与ＭＹＨ１１、ＡＣＴＧ２、ＨＳＰＢ６等基因成负相关，与ＢＵＢ１、ＣＣＮＡ２、ＭＥＬＫ等基因呈正相关。同时，ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中与有
丝细胞核分裂等功能功能相关，并且可影响细胞周期等相关通路。结论：沉默 ＫＩＦ４Ａ基因可抑制卵巢癌细胞的增
殖，迁移能力并促进其细胞凋亡，影响其细胞周期，该基因有望成为卵巢癌治疗的新靶点。
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　　在女性生殖器恶性肿瘤当中，卵巢癌的总死亡
率排在首位，并且５年生存率仅为２５％ ～３０％［１］。

绝大多数患者在早期没有症状，在确诊时已经处于

晚期并伴转移。因此，探索卵巢癌新的诊断和治疗

方法，对卵巢癌的治疗具有重大意义。

ＫＩＦ４Ａ为驱动蛋白超家族成员之一，这些蛋白
在细胞内微管转运和细胞分裂中起关键作用［２］。

ＫＩＦ４Ａ位于细胞质和细胞核中，被认为是肿瘤发生
发展的重要因素［３］。ＫＩＦ４Ａ基因在肿瘤中有着不同
的作用，它在大多数肿瘤中作为原癌基因，如胶质母

细胞瘤［４］、肝癌［５］和胰腺癌［６］。有趣的是，ＫＩＦ４Ａ
在胃癌中起着抑癌基因的作用［７］。近来的生物信

息学研究表明，ＫＩＦ４Ａ的表达在正常卵巢和肿瘤样
本中存在显著差异，提示 ＫＩＦ４Ａ可能与卵巢癌的发
生发展有关［８］。然而，ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的潜在分
子机制及基因功能研究尚未见相关报道。

本研究通过生物信息学方法对 ＫＩＦ４Ａ在卵巢
癌中进行基因其富集分析，并进一步在高表达

ＫＩＦ４Ａ的卵巢癌细胞系中沉默 ＫＩＦ４Ａ基因，观察其
对于肿瘤细胞的增殖、迁移、凋亡、周期分布等生物

学功能的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料
细胞系 Ａ２７８０、ＨＯ８９１０ＰＭ、ＣＯＣ１、ＳＫＯＶ３和

ＩＯＳＥ８０购自中国科学院上海细胞生物所细胞库；培
养基 ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清、ＰＢＳ、胰酶购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；慢病毒干扰载体 ｓｈＮＣ、ｓｈＫＩＦ４Ａ１、ｓｈ
ＫＩＦ４Ａ２、ｓｈＫＩＦ４Ａ３购自 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司；实时荧

光定量 ＰＣＲ相关试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、ＴＲＩｚｏｌ及相关引物购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；兔抗人 ＫＩＦ４（ａｂ１２２２２７）及鼠抗人 ＧＡＰＤＨ
（ａｂ８２４５）均购自 Ａｂｃａｍ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自
Ｃｏｒｉｎｉｎｇ公司；ＭＴＴ试剂盒，ＢＣＡ试剂盒，二甲基亚
砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；凋亡
试剂及细胞周期试剂盒购自杭州联科。

１．２　生物信息学分析
下载 ＴＣＧＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．

ｇｏｖ）中 ３２７例卵巢癌患者的转录组数据，以中
ＫＩＦ４Ａ表达量的中位值，将样本分为 ＫＩＦ４Ａ高表达
和低表达两个亚组，设置筛选条件为 ｌｏｇＦＣ＞０．５，Ｐ
＜０．０５，筛选出高低亚组中上调及下调最明显的前
２０个基因进行基因表达热图和基因相关性分析热
图的绘制，然后将这些相关基因进行 ＧＯ功能富集
分析和ＫＥＧＧ通路富集分析。使用 ＧＥＰＩＡ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ）检测卵巢癌及正常卵
巢上皮组织中 ＫＩＦ４Ａ的表达水平及 ＦＩＧＯ分期情
况。使用 ＫＭｐｌｏｔｔｅｒ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｍｐｌｏｔ．
ｃｏｍ／）检测 ＫＩＦ４Ａ表达量与卵巢癌患者总生存期
（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）的关系，并显示 Ｐ值，ＨＲ
（９５％ＣＩ）和生存曲线。以上数据库所有临床数据
及转录组数据均基于 ＴＣＧＡ数据库中的卵巢癌数
据。使用人类蛋白质图谱数据库（ＨＰＡ，ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ．ｏｒｇ）检测 ＫＩＦ４Ａ基因在正常卵巢
上皮及卵巢癌上皮组织的免疫组化染色情况。

１．３　细胞培养及转染
将细胞株接种于含有 ＦＢＳ（１０％）和青霉素

（１００Ｕ／ｍＬ）和链霉素（１００μｇ／ｍＬ）的 ＲＰＭＩ１６４０
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培养基中，均在３７℃，５％ＣＯ２条件下培养，当汇合
度达９０％时进行传代培养。转染前，用磷酸盐缓冲
盐水冲洗，采用携带 ｓｈＮＣ、ｓｈＫＩＦ４Ａ１、ｓｈＫＩＦ４Ａ
２、ｓｈＫＩＦ４Ａ３的慢病毒对ＫＩＦ４Ａ相对表达量最多的
细胞株进行转染。

１．４　ＲＴｑＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
在ＲＴｑＰＣＲ实验中，应用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂从细胞中

提取总 ＲＮＡ，应用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒进行逆转
录，ＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂盒用于 ＲＴ
ｑＰＣＲ，采用荧光定量 ＰＣＲ仪进行扩增，反应条件为
９５℃ ３０ｓ；６０℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ反复４０个循环。
以ＧＡＤＰ为内参基因，通过２－ΔΔＣｔ方法计算结果并
绘制直方图。使用的引物序列是：ＫＩＦ４ＡＦ：５’
ＴＧＡＡＣＴＣＣＣＡＧＴＣＧＴＣＣ３’；ＫＩＦ４ＡＲ：５’ＧＣＡＣＴ
ＧＡＴＴＡＣＡＴＴＴＣＣＣ３’；ＧＡＰＤＨＦ：５’ＧＧＡＧＣＧＡＧ
ＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＴ３’；ＧＡＤＰＨＲ：５’ＧＧＣＴＧＴＴＧＴ
ＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３’。在ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验中，使
用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，在ＳＤＳＰＡＧＥ胶的孔
空中上样，电泳后转移至 ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶
粉封闭２小时。然后将兔抗人 ＫＩＦ４Ａ抗体（稀释
１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ鼠抗人抗体（１∶２５００）加入，并
在４℃下孵育过夜。使用ＰＢＳＴ缓冲液洗膜，随后将
二抗加入并在室温下孵育１小时，用 ＰＢＳＴ缓冲液
洗涤后曝光显影。

１．５　细胞增殖实验（ＭＴＴ法）和克隆形成实验
在ＭＴＴ实验中，细胞培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后加

入１０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）试剂，在３７℃下孵育４小
时，加入１５０μＬＤＭＳＯ后震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪在
４９０ｎｍ的吸光度下进行测量，用于分析细胞增殖情
况。在克隆形成实验中，胰蛋白酶消化细胞后接种

于６孔板中培养３周，ＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛室温
下固定细胞０．５ｈ。弃去固定液后结晶紫染色液染
色１０ｍｉｎ，最后得到集落数。
１．６　细胞迁移实验（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ及划痕实验）

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验中，下室加 ６００μＬ
含１０％ＦＢＳ的培养基。取对数生长期得细胞，用无
血清的培养基进行重悬后取３×１０５／ｍＬ的悬液加
入上室。培养４８ｈ，用棉签擦去上室中的细胞后，使
用４％的多聚甲醛将小室底部细胞固定１５ｍｉｎ，结
晶紫避光染色１５ｍｉｎ，最后在光学显微镜下观察计
数，随机选取五个视野进行细胞计数。在划痕实验

中，ＰＢＳ冲洗悬浮细胞并将细胞以２×１０５个／孔接
种于６孔板中，用２００μＬ无菌移液枪头笔直的产生
划痕伤口。划痕后０小时和２４小时使用显微镜拍

摄汇合情况。

１．７　细胞凋亡及细胞周期检测
将转染后的卵巢癌细胞１×１０５个／孔接种于６

孔板，３７℃培养３天进行 ＰＢＳ洗涤，洗涤后用不含
乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤ
ＴＡ）的胰蛋白酶进行消化，重悬于 ＰＢＳ然后离心收
集，重复３次。凋亡：每管细胞加入５μＬＦＩＴＣａｎ
ｎｅｘｉｎＶ和ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅＳｔａｉｎｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ避光孵
育３０分钟，至流式细胞仪中检测。周期：酒精固定
后，１０μＬ破膜剂及１ｍＬＰＩ（５０μＬ／ｍＬ）加入每管
细胞后混匀，避光孵育６０分钟，至流式细胞仪中检
测。

１．８　统计学分析
所有数据用均数±标准差表示。两组间数据比

较采用ｔ检验；多组间计量比较采用单因素方差分
析。使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０绘制所有直方图和线
图。实验部分统计均在ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０及ＳＰＳＳ
１６．０软件中进行，转录组数据在 Ｒ３．６．１中进行统
计分析及绘图。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的基因富集分析
为了解ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的调控机制及相关

基因，基于ＴＣＧＡ数据库中转录组数据，筛选出高低
亚组中上调及下调最明显的前２０个基因进行表达
热图和相关性分析热图的绘制（图１Ａ）。其中基因
富集分析显示 ＫＩＦ４Ａ与 ＭＹＨ１１、ＡＣＴＧ２、ＨＳＰＢ６等
基因成负相关，与ＢＵＢ１、ＣＣＮＡ２、ＭＥＬＫ等基因呈正
相关（图１Ｂ）。接下来将这些共表达基因进行 ＧＯ
功能富集分析和 ＫＥＧＧ通路富集分析。结果表明，
ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中具有有丝细胞核分裂，有丝分裂
姐妹染色单体分离，细胞器裂变的功能。ＫＥＧＧ通
路富集结果显示，ＫＩＦ４Ａ可能影响细胞周期，细胞黏
附分子，血管平滑肌收缩等通路（图１Ｃ、Ｄ）。
２．２　ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的表达情况

在不同细胞系中分别检测 ＫＩＦ４Ａ的表达。ＲＴ
ｑＰＣＲ的结果表明，与正常卵巢上皮细胞 ＩＯＳＥ８０相
比，卵巢癌细胞株 Ａ２７８０（５．５３２±０．２６３），ＳＫＯＶ３
（６．５６５±０．２２４），ＨＯ８９１０ＰＭ（４．８６８±０．３１１），
ＣＯＣ１（５．４８６±０．４５８）中 ＫＩＦ４Ａ的表达量差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图２Ａ）；ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，卵巢癌细胞与正常卵巢上皮细胞相比，ＫＩＦ４Ａ的
蛋白表达水平显著增加，其差异均具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）（图２Ｂ）；因此，本研究选取 ＫＩＦ４Ａ表达
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相对最高的ＳＫＯＶ３细胞进行后续试验。与此同时，
ＧＥＰＩＡ数据库中分析 ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌患者中的表
达情况，ＫＩＦ４Ａ基因在肿瘤组中同样高表达（Ｐ＜
０．０１）；ＨＰＡ数据库中检索 ＫＩＦ４Ａ基因在卵巢癌上
皮细胞及正常卵巢上皮细胞的免疫组织化学法染色

情况，结果显示卵巢癌上皮细胞中染色程度更强。

研究结果表明，ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌细胞系及临床
样本中较正常组织相比，ｍＲＮＡ及蛋白质表达水平
均明显升高。

图１　ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的基因富集分析
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＧｅｎｅＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＩＦ４ＡｉｎＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒ
Ａ．ＣｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓａｍｏｎｇＫＩＦ４Ａｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎａｈｅａｔｍａｐ；Ｂ．Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｆｏｒｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＫＩＦ４ＡａｎｄｓｈＮＣｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ．ＳｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｓｈｏｗｎｉｎＫＥＧＧｒｅ
ｓｕｌｔｓ；Ｄ．ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｓｈｏｗｎｉｎＧＯａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ．
ＫＥＧＧ：ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ；ＧＯ：ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ．

图２　ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４Ａｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ
Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４ＡｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｖａｒｉａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４Ａｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｖａｒｉａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

２．３　ＫＩＦ４Ａ与卵巢癌患者预后的关系
在ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ数据库中查询ＫＩＦ４Ａ基

因表达情况与卵巢癌患者生存时间的关系，发现

ＫＩＦ４Ａ高表达组具有较短的总生存期（ＨＲ＝１．５７０，
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Ｐ＜０．０１），见图３Ａ。在ＧＥＰＩＡ数据库中查询ＫＩＦ４Ａ
基因表达量与 ＦＩＧＯ分期的关系，结果显示 ＫＩＦ４Ａ
表达量在不同分期之间具有统计学差异（Ｆ＝
３．８６０，Ｐ＜０．０５），见图３Ｂ。

研究结果表明，卵巢癌 ＫＩＦ４Ａ高表达患者中与
低表达患者相比，具有更差的预后，但卵巢癌患者中

ＫＩＦ４Ａ的表达量随着临床分期的增高而减少。

图３　ＫＩＦ４Ａ与卵巢癌患者预后的关系
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＫＩＦ４ＡａｎｄＰｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒＰａｔｉｅｎｔｓ
Ａ．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＫＩＦ４ＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｗｉｔｈｏｕｔｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇＦＩＧＯｓｔａｇｅ；Ｂ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４ＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＦＩＧＯ
ｓｔａｇｅｓ．
ＦＩＧＯ：ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＦｅｄｅｒａｔｉｏｎｏｆＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙａｎｄＯｂｓｔｅｔｒｉｃｓ．

２．４　ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞生长的影响
三组 ｓｈＫＩＦ４Ａ分别转染 ＳＫＯＶ３细胞系，结果

显示ＫＩＦ４Ａ的 ｍＲＮＡ和蛋白均表达明显下降（Ｐ＜
０．０５），选择其中沉默效率最佳的 ｓｈＫＩＦ４Ａ３进行
后续实验，见图 ４。ＭＴＴ法测定结果显示，转染 ２４
ｈ、４８ｈ和 ７２ｈ后，ｓｈＫＩＦ４Ａ组 ＯＤ值（０．２３９±
０．０２０、０．７３５±０．０５６、１．６１１±０．００１）显著低于 ｓｈ

ＮＣ组（０．６０２±０．０２３、１．６３２±０．０２５、２．７１８±
０．０４８），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图５Ａ）。
克隆形成实验检测结果显示，ｓｈＮＣ组和 ｓｈＫＩＦ４Ａ
组细胞克隆形成数分别为（３０５±２７）个和（１４２±
１２）个，差异有统计学意义（图５Ｂ）。

研究结果表明，ｓｈＫＩＦ４Ａ３的沉默效果最好，且
沉默ＫＩＦ４Ａ可明显抑制卵巢癌细胞的生长。

图４　不同ｓｈＫＩＦ４Ａ的转染效果
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈＫＩＦ４Ａ
Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４ＡｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ４ＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．

２．５　ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞迁移的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验研究 ＫＩＦ４Ａ对迁移的

影响，结果显示沉默 ＫＩＦ４Ａ的可以抑制卵巢癌细胞
的迁移，ｓｈＫＩＦ４Ａ（３２．３±４．６）组中穿过小室滤过膜
的细胞数明显少于 ｓｈＮＣ组（５６．３±３．８），差别有

统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图６Ａ）。同时划痕实验同
样证实了这一结论（图６Ｂ）。

研究结果表明，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ及划痕试验均证明了
沉默ＫＩＦ４Ａ可明显抑制卵巢癌细胞的迁移能力。

·７１３·肿瘤预防与治疗２０２１年４月第３４卷第４期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ａｐｒｉｌ２０２１，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．４



图５　沉默ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞增殖的影响
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＩＦ４ＡＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ａ．ＯｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＫＩＦ４ＡｏｒｓｈＮＣ，ａｎｄｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔ０，２４，４８ａｎｄ７２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙ；Ｂ．ＯｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＫＩＦ４ＡａｎｄｓｈＮＣｃｏｎｔｒｏｌｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄｆｏｒｃｌｏｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｎａｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｓ．

图６　沉默ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞迁移的影响
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＩＦ４ＡＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ａ．ＴｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＫＩＦ４ＡａｎｄｓｈＮＣｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｆｏｒｏｖａｒｉ
ａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＫＩＦ４ＡａｎｄｓｈＮＣｃｏｎｔｒｏｌ．

２．６　ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞凋亡的影响
流式细胞仪检测结果显示，ｓｈＫＩＦ４Ａ组与 ｓｈ

ＮＣ组的细胞凋亡率分别为 ５．８３２％ ±０．９１６％和
０．２４７％±０．０１７％，ｓｈＫＩＦ４Ａ组凋亡率显著大于ｓｈ
ＮＣ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图７）。

研究结果表明，沉默 ＫＩＦ４Ａ可明显促进卵巢癌
细胞的凋亡。

２．７　ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞周期的影响
流式细胞仪检测结果显示，ｓｈＮＣ组与 ｓｈ

ＫＩＦ４Ａ组的细胞周期分布比例 Ｇ０／Ｇ１期分别为

６８．１２４％±０．５３３％和５０．５６７％ ±０．７５３％；Ｓ期分
别为 ３０．１１０％ ±１．２３５％和 ３８．４４３％ ±１．１４７％；
Ｇ２／Ｍ期为别为１２．９９７％ ±０．０１２％和１２．８４３％ ±
０．００８％。除Ｇ２／Ｍ期外，其余周期分布比例差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图８）。说明沉默ＫＩＦ４Ａ可
影响卵巢癌细胞各周期分布比例，主要影响 Ｇ０／Ｇ１
期。

研究结果表明，沉默 ＫＩＦ４Ａ可将卵巢癌细胞生
长阻滞于Ｓ期并主要影响 Ｇ０／Ｇ１期的分布。
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图７　沉默ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞凋亡的影响
Ｆｉｇｕｒｅ７．ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＩＦ４ＡＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙＰａｎｅｌＡａｎｄＤ，ｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ
ＰａｎｅｌＢａｎｄＥ，ｔｈｅｓｈＫＩＦ４ＡｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙＰａｎｅｌＣａｎｄＦ）；ＰａｎｅｌＧｓｈｏｗｓｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ．

图８　沉默ＫＩＦ４Ａ对卵巢癌细胞周期的影响
Ｆｉｇｕｒｅ８．ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＩＦ４ＡＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎＣｅｌｌＣｙｃｌｅｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒ
Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｓｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙＰａｎｅｌＡａｎｄＤ，ｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙＰａｎｅｌＢａｎｄ
Ｅ，ｔｈｅｓｈＫＩＦ４ＡｇｒｏｕｐａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙＰａｎｅｌＣａｎｄＦ）；ＰａｎｅｌＧｓｈｏｗｓｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．
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３　讨　论

卵巢恶性肿瘤在女性生殖器官肿瘤中预后最

差，且相应生物学功能是影响卵巢癌死亡率的重要

原因。而靶向治疗开创了卵巢癌治疗的新领域，寻

找作用于新靶点的药物是近年来研究的热点。故本

研究着重探讨 ＫＩＦ４Ａ对肿瘤细胞生物学功能的影
响及相关基因富集分析，这将为卵巢癌的诊断和治

疗提供重要指导。

ＫＩＦ４Ａ是驱动蛋白家族的成员之一，该家族可
利用ＡＴＰ水解所释放的能量沿着微管进行包括囊
泡、细胞器、染色体、蛋白质复合物和 ｍＲＮＡ等的转
运。目前该蛋白分子在多种肿瘤中被深入研究，

Ｔａｎｉｗａｋｉ等［９］研究发现干扰ＫＩＦ４Ａ在肺癌细胞中的
表达后，肺癌细胞的生长及侵袭受会受到抑制，提示

ＫＩＦ４Ａ与肺癌的发生、发展有关。Ｌｉｕ等［１０］通过体

内体外实验同样证实 ＫＩＦ４Ａ可促进肾透明细胞癌
的转移及增殖。Ｇａｏ等［１１］发现 ＫＩＦ４Ａ可调节 ｐ２１
启动子促进胰腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭，但是对

其细胞凋亡没有影响。虽然上述研究提示 ＫＩＦ４Ａ
异常表达与癌症发生、发展密切相关，相关生物信息

学研究也表明 ＫＩＦ４Ａ与卵巢癌患者的预后显著相
关，但目前仍缺乏 ＫＩＦ４Ａ与卵巢癌的生物学功能试
验研究。因此，本研究进一步分析 ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌
中的预后、生物学功能及相关基因富集分析，以期对

卵巢癌的靶向治疗提供新思路。

本研究首先通过生物信息学方法，在卵巢癌患

者公共数据库中检索 ＫＩＦ４Ａ基因与卵巢癌患者总
生存期及 ＦＩＧＯ分期的关系，结果显示高表达
ＫＩＦ４Ａ生存时间明显降低，这与陈柱等［１２］和胡国辉

等［１３］在乳腺癌及肝癌患者的预后分析中结果相一

致，这提示ＫＩＦ４Ａ可能在泛癌中均与预后有着明显
联系。但卵巢癌患者中 ＫＩＦ４Ａ的表达量却不随着
肿瘤临床分期的严重程度所增加，这与之前其他肿

瘤中的研究［１４］结果不一致，这需要将来进一步研

究。接下来 ＲＴｑＰＣＲ检测了人卵巢癌正常上皮细
胞株ＩＯＳＥ８０和多种卵巢癌细胞株和中 ＫＩＦ４ＡｍＲ
ＮＡ的相对表达水平，发现卵巢癌细胞 Ａ２７８０，ＨＯ
８９１０ＰＭ，ＣＯＣ１，ＳＫＯＶ３中ＫＩＦ４ＡｍＲＮＡ的表达水平
显著高于正常卵巢上皮细胞。选取其中 ＫＩＦ４Ａ表
达水平最高的细胞株ＳＫＯＶ３进行了后续功能试验。

结果发现，沉默ＫＩＦ４Ａ的表达可抑制卵巢癌细胞的
生长及迁移并促进其凋亡。此外，沉默 ＫＩＦ４Ａ影响
卵巢癌的周期分布，主要影响 Ｇ０／Ｇ１期，并使细胞
阻滞在 Ｓ期，进而导致肿瘤的生长抑制。关于
ＫＩＦ４Ａ在分子层面的深入机制已有相关报道。研究
发现 ＫＩＦ４Ａ调控肝癌细胞的生长可能是通过调节
巨噬细胞血管生成相关因子［１５］，但具体机制仍需进

一步阐明。武岩［１６］研究发现 ＮＬＰ蛋白可与 ＫＩＦ４Ａ
蛋白一起参与调控中间小体的生成参与正常及肿瘤

细胞的有丝分裂。在乳腺癌中，ＫＩＦ４Ａ可被多柔比
星诱导低表达并影响 ＰＡＲＰ１的上调［１７］，且 ｍｉＲ
３３５可对其进行调控，并通过荧光素酶试验进行了
验证［１８］。但是ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中的深层机制的研
究还未有报道，这将来值得进一步的深入探讨。

ＫＩＦ４Ａ作为驱动蛋白家族的成员之一，驱动蛋
白抑制剂能够克服抗微管类药物的耐药，如有丝分

裂驱动蛋白ＫＩＦ２０Ｂ［１９］及Ｅｇ５［２０］抑制剂具有抗增殖
作用已被证实可用于肝癌及其他恶性肿瘤的治疗。

根据ＫＩＦ４Ａ在有丝分裂过程中的作用，选择性地抑
制 ＫＩＦ４Ａ的活性，进而抑制肿瘤细胞的生长及分
裂，这有可能成为新的卵巢癌患者的治疗策略。

综上所述，我们的研究结果表明，ＫＩＦ４Ａ与卵巢
癌患者的预后及细胞的生物学具有明显相关。但

是，ＫＩＦ４Ａ在卵巢癌中发生和发展的具体作用及相
关机制并未完全阐明，以及相应的调节机制也需在

动物模型进行进一步的研究，相信在完善相关基础

及临床实验后，ＫＩＦ４Ａ将有望成为卵巢癌治疗的新
靶点，并改善卵巢癌患者的预后。
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接受核查。
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国知网（ＣＮＫＩ）科技期刊学术不端文献检测系统的
学术不端检测。

同行评议：经同行专家双盲外审，达到刊发要

求。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

文章版权：本文出版前已与全体作者签署了论

文授权书等协议。
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