
据最新研究报道，全球卵巢癌的 5年生存率为 46%左右［1］，是死亡率最高的妇科恶性肿瘤，严重威

胁女性生命。目前肿瘤细胞减灭术辅以化疗是卵

巢癌的主要治疗手段，但由于多数患者被诊断时已

是晚期，手术治愈机会渺茫，因此以铂类为基础、联

合紫杉醇化疗成为卵巢癌患者重要的治疗手段。
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［摘 要］ 目的：探讨卵巢组织中来源于AHNK2蛋白的多肽（peptide 1 derived from AHNK2 protein，P1DA）对卵巢癌细胞系

SKOV3、OVCAR3增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。方法：P1DA处理对数生长期的SKOV3和OVCAR3细胞后，CCK⁃8法检测细

胞活性变化，以探索P1DA对卵巢癌SKOV3和OVCAR3细胞增殖的影响；Transwell实验检测P1DA处理后细胞迁移、侵袭能力

变化；流式细胞术检测P1DA处理后细胞凋亡率变化，分析P1DA对两种卵巢癌细胞凋亡率的影响。结果：P1DA处理后，卵巢

癌细胞SKOV3及OVCAR3的细胞活性明显增加，迁移、侵袭能力明显增加，细胞凋亡率则无明显变化。结论：卵巢组织内源性

肽P1DA可促进卵巢癌SKOV3及OVCAR3细胞的增殖、迁移和侵袭能力，对其凋亡无显著影响。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effects of ovarian tissue endogenous peptide 1 derived from AHNK2 protein
（P1DA）on the proliferation，migration，invasion and apoptosis of ovarian cancer cell lines of SKOV3 and OVCAR3. Methods：SKOV3
and OVCAR3 cells in logarithmic growth phase were treated with P1DA. The cell activity was detected by CCK⁃8 assay to explore the
effect of P1DA on the proliferation of SKOV3 and OVCAR3 cells. Transwell experiment was performed to detect the migration and
invasion of SKOV3 and OVCAR3 cells treated with P1DA. Flow cytometry analysis was performed to analyze the apoptosis of SKOV3
and OVCAR3 cells treated with P1DA. And the effects of P1DA on apoptosis of ovarian cancer cells were analyzed. Results：The cell
activity of SKOV3 and OVCAR3 cells treated with P1DA was significantly increased，the migrated and invaded cells in chamber were
increased，and no difference was found in apoptosis of cells after treated with P1DA. Conclusion：Ovarian tissue endogenous peptide P1DA
can promote the proliferation，migration and invasion of SKOV3andOVCAR3，but has no effect on cell apoptosis.
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大部分卵巢癌患者在初始化疗时对化疗敏感，短期

内尚可获得较高缓解率，但往往迅速出现腹部或盆

腔复发，并进一步发展为耐药，这是卵巢癌患者生

存率一直徘徊在 20%~40%的重要原因［2］。2018年

Lancet上肿瘤数据分析也显示，中国卵巢癌患者的

5年生存率 10年来几乎没有明显变化［3］。因此，深

入研究卵巢癌转移机制，依然是提高卵巢癌生存率

的关键问题。

越来越多的研究发现，来源于内源性蛋白水

解，或由非编码RNA编码的内源性肽，是生物过程

的重要调节因子［4-8］。多肽组学分析发现，不同生理

条件下多肽谱具有明显差异，而其中差异表达多肽

可能具有潜在生物活性。例如，异位子宫内膜组织

中丰度较高的肽——血管细胞黏附分子⁃1来源肽

可以通过降低E⁃cadherin的表达，促进子宫内膜间

质细胞的迁移和侵袭［9］。此外，相关研究还发现了

多种从母乳中提取的功能肽，包括抗菌肽、免疫调

节肽和抗动脉功能障碍肽［10］。这些结果进一步证

实了体内活性多肽的存在。

本课题组前期通过液相色谱/质谱分析了人浆

液性卵巢癌组织和正常卵巢上皮组织的多肽组，并

通过生物信息学分析发现，在卵巢癌组织中丰度较

高、而在正常卵巢上皮组织中未检测到的来源于

AHNK2蛋白的多肽（peptide 1 derived from AHNK2
protein，P1DA）具有潜在的免疫调节能力［11］，可能在肿

瘤的发生、发展中发挥作用。因此，我们在卵巢癌

细胞系中验证了PD1A在卵巢癌细胞增殖、凋亡、侵

袭和转移中的作用，并发现多肽 PD1A可以显著促

进卵巢癌细胞的增殖、侵袭和转移，而不影响卵巢

癌细胞的凋亡。

1 材料和方法

1.1 材料

卵巢癌细胞系 SKOV3和OVCAR3购自中国科

学院细胞库。不完全McCoy’s 5A及DMEM购于凯

基生物。SKOV3 细胞的培养基为 McCoy’s 5A 加

10%FBS，OVCAR3细胞的培养基为 DMEM加 10%
FBS，细胞培养于37 ℃、5%CO2的培养箱中。多肽由

上海科肽生物科技有限公司合成，纯度>95%，溶解

于无菌水中，终浓度为20 mmol/L，保存于-40 ℃，直

至使用。

1.2 方法

1.2.1 细胞增殖试验

将悬浮于 100 μmol/L P1DA新鲜培养基及对照

溶剂中的细胞按照 1 000个/孔的密度接种于 96孔

板中。分别在 0、24、48、72 h时更换为含 10%（V/V）

CCK⁃8试剂的新鲜培养基。加入CCK⁃8试剂后2 h，
利用微板阅读器测定吸光度，波长 450 nm。含有

100 μmol/L P1DA的培养液每24 h更换1次。

1.2.2 细胞迁移、侵袭实验

将孔径为8.0 μm（Corning公司，美国）的聚碳酸

酯细胞培养小室放入到对应的24孔板中。将200 μL
含有 5×104个细胞和 100 μmol/L P1DA的无血清培

养基及200 μL含有5×104个细胞和对照溶剂的无血

清培养基，接种于含或不含Matrigel（BD Science公
司，美国）的聚碳酸酯细胞培养小室的上腔室，将含

20%FBS的700 μL新鲜培养基添加到下腔室内。根

据不同细胞的迁移与侵袭能力选择最佳的检测时

间。迁移实验：OVCAR3细胞培养48 h，SKOV3细胞

培养24 h。侵袭实验：SKOV3培养48 h，OVCAR3细

胞培养72 h。小室取出后，用4%多聚甲醛固定1 h，
0.1%结晶紫染色30 min，PBS洗涤2次，最后用棉签

去除上腔内的细胞后，加入 200 μL 裂解缓冲液

（Invitrogen公司，美国）裂解下腔中的结晶紫染色细

胞，并在微平板阅读器（BioTek Synergy H4）中测定

吸光度值，波长为575 nm。

1.2.3 细胞凋亡实验

SKOV3 及 OVCAR3 在 100 μmol/L P1DA 作用

24 h后，用不含EDTA的胰蛋白酶消化液室温消化

2~3 min，然后按照PE⁃Annexin V细胞凋亡检测试剂

盒（BD Biosciences公司，美国）操作说明对多肽处理

的细胞与溶剂处理的对照组细胞进行PE和Annexin
V 染色（20 min）。染色后的细胞用流式细胞仪

（Beckman公司，美国）进行检测和分析。

1.3 统计学方法

所有数据均用 SPSS 17.0进行统计学分析。细

胞实验数据均以 3次实验的平均值±标准差（x ± s）

表示，组间差异用Student’s t⁃test检验。P ≤ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 P1DA可以显著促进卵巢癌细胞的增殖

将 100 μmol/L P1DA加入到处于对数生长期的

SKOV3及OVCAR3细胞培养液中作用 24、48、72 h，
CCK8 试剂盒检测细胞活性（图 1），结果显示，

100 μmol/L P1DA处理 SKOV3及OVCAR3细胞 48、
72 h后，与对溶剂处理的对照组比较，吸光度值差异

具有统计学意义，并且随着时间推移，差异逐渐增
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A：倒置显微镜下观察SKOV3细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）；B：定量分析SKOV3细胞的迁移和侵袭能力；C：倒置显微镜下

观察OVCAR3 细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）；D：定量分析OVCAR3 细胞的迁移和侵袭能力。与对照组相比，*P < 0.01，**P＜

0.001。
图2 P1DA对卵巢癌SKOV3及OVCAR3细胞迁移、侵袭的影响

Figure 2 The effect of P1DA on the migration and invasion of SKOV3 and OVCAR3 cells

大。提示P1DA处理 48 h后，卵巢癌细胞 SKOV3及

OVCAR3的增殖显著增加。

2.2 P1DA 可以显著增强卵巢癌细胞 SKOV3 及

OVCAR3的侵袭和迁移能力

将 5×104个细胞接种于含或不含Matrigel的上

腔室，检测细胞侵袭和迁移能力（图2）。结果显示，

100 μmol/L P1DA处理的 SKOV3及OVCAR3细胞相

较于溶剂处理的对照组，有更强的迁移及侵袭能力。

提示P1DA可以促进卵巢癌细胞SKOV3及OVCAR3
的迁移与侵袭能力。

2.3 P1DA对卵巢癌细胞SKOV3及OVCAR3的凋亡

没有显著影响

为研究P1DA对卵巢癌细胞SKOV3及OVCAR3
凋亡能力的影响，用流式细胞术检测了 100 μmol/L
P1DA处理 24 h后，SKOV3及OVCAR3细胞与溶剂

处理对照组细胞的凋亡率（图 3）。与对照组相比，

P1DA处理的SKOV3及OVCAR3细胞凋亡率并无明

显变化，提示P1DA对卵巢癌细胞SKOV3及OVCAR3
的凋亡无明显影响。

3 讨 论

近年来，随着研究的不断深入，越来越多的活

A：P1DA 处理对 SKOV3 细胞增殖的影响；B：P1DA 处理对

OVCAR3 细胞增殖的影响。与溶剂处理对照组相比，*P < 0.05，
**P < 0.01。
图1 P1DA对卵巢癌SKOV3及OVCAR3细胞增殖的影响

Figure 1 The effect of P1DA on the proliferation of
SKOV3 and OVCAR3 cells
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A：流式细胞仪检测 P1DA组与对照组 SKOV3细胞凋亡情况；B：定量分析 SKOV3细胞凋亡率；C：流式细胞仪检测 P1DA组与对照组

OVCAR3细胞凋亡情况；D：定量分析OVCAR3细胞凋亡率。

图3 P1DA对卵巢癌细胞SKOV3及OVCAR3凋亡的影响

Figure 3 The effect of P1DA on the apoptosis of SKOV3 and OVCAR3 cells

性肽被发现，如药物敏感肿瘤细胞释放的可以杀死

耐药性肿瘤细胞的肽，以及可作为抗癌疫苗使用的

抗原肽等［7，12］。

目前机体本身存在的内源性多肽的功能研究

还较少，现有研究发现肌肉收缩诱导的内源性肽

apelin可增强肌纤维中的肌肉功能，增强肌肉再生

能力［13］；胰腺分泌的胰腺多肽可以预测内脏和肝脏

脂肪含量等［14］。随着多肽组学的不断发展，越来越

多的研究发现机体在不同生理状态下有不同的多

肽谱，以及在正常状态和疾病状态下差异表达多肽

的功能等［15-16］。

然而由于正常组织中丰度较高的多肽可以直

接作为小分子药物用于疾病的治疗和预防［17-20］，因

此前期研究主要集中在正常组织中丰度较高的多

肽，几乎很少有人关注疾病状态下多肽的功能研究。

本课题组前期对卵巢癌组织及正常卵巢上皮组织差

异性多肽谱的研究发现，在卵巢癌组织中丰度显著提

高的多肽数量是正常组织中丰度较高多肽数量的

4倍多（卵巢癌组织高表达508条，正常卵巢上皮组织

高表达126条）［11］，这些结果提示卵巢癌组织可能可

以通过释放多肽来促进肿瘤的生长和转移等。

本研究首次通过细胞实验验证了卵巢癌组织

特异性的多肽 P1DA 可以显著增强卵巢癌细胞

SKOV3及OVCAR3的增殖、迁移和侵袭能力，但对

卵巢癌细胞凋亡没有明显影响。这些结果表明，肿

瘤组织中的确存在可以促进肿瘤增殖、侵袭和转移

作用的多肽，这可能是肿瘤组织维持和促进自身生

长及功能的另外一条重要机制。
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