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锌指蛋白 403 对卵巢上皮 IOSE80 细胞增殖的影响 
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摘要：目的  探讨锌指蛋白 403(zinc finger protein 403，ZFP403)在卵巢上皮细胞中的生物学功能及相关机制。方法  通

过构建 ZFP403-shRNA 慢病毒，转染卵巢上皮细胞 IOSE80，嘌呤霉素抗性筛选得到稳定沉默 ZFP403 的细胞株；通过

qRT-PCR 和 Western blotting 评价 ZFP403 沉默效果；采用平板集落形成试验评价沉默 ZFP403 后细胞生长能力的变化；采

用软琼脂集落形成试验评价沉默 ZFP403 后细胞锚着非依赖性生长能力；通过流式细胞术评价沉默 ZFP403 后对细胞周期

的影响；通过 Western blotting 试验研究沉默 ZFP403 后影响细胞周期的相关机制。结果  经嘌呤霉素筛选成功构建了

ZFP403 稳定沉默的细胞株(IOSE80-ZFP403-shRNA1，2)及阴性的对照细胞株(IOSE80-shRNA-NC)；平板集落形成试验结

果表明沉默 ZFP403 能明显促进上皮细胞的生长；软琼脂集落形成试验结果表明沉默 ZFP403 后，上皮细胞具有锚着非依

赖性增长能力；流式细胞术结果表明沉默 ZFP403 能明显促进细胞周期进程；Western blotting 结果表明 ZFP430 通过影响

p-cdc2，cdc2，cyclinB1，p21 蛋白的表达而影响细胞周期。结论  ZFP403 通过影响卵巢上皮细胞的异常生长而发挥其生

物学功能。ZFP403 的表达水平可能影响了卵巢上皮细胞向卵巢癌的转变，具有作为早期卵巢癌临床诊断标志物的可能性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the biological function and related mechanism of zinc finger protein 403(ZFP403) in 
ovarian epithelial cell. METHODS  ZFP403 shRNA lentivirus was constructed and transfected into human ovarian epithelial 
cell line IOSE80 and screened by puromycin; qRT-PCR and Western blotting were used to detect the silence effect of ZFP403, 
respectively; the cell growth ability after knockdown of ZFP403 was evaluated by plate colony formation assay; soft agar colony 
formation assay was used to evaluate the anchorage independent growth ability; the effect of ZFP403 on cell cycle was detected 
by flow cytometry; Western blotting was used to study the mechanism of ZFP403 on cell cycle related proteins. RESULTS  
ZFP403 stably silenced cell lines(IOSE80-ZFP403-shRNA1, 2) and negative control cell line(IOSE80-shRNA-NC) were 
successfully constructed after puromycin screening; flow cytometry showed that knockdown of ZFP403 could significantly 
promote the growth and anchorage independent growth in IOSE80 cells; Western blotting showed that knockdown of ZFP403 
could significantly promote cell cycle progression; the expression of p-cdc2, p21 was downregulated and cdc2, cyclinB1 
upregulated after ZFP403 knockdown. CONCLUSION  ZFP403 promotes the abnormal growth of ovarian epithelial cells. The 
expression level of ZFP403 may affect the transformation of ovarian epithelial cells to ovarian cancer, which may be used as a 
clinical diagnostic marker for early ovarian cancer. 
KEYWORDS: zine finger protein 403; ovarian epithelial cell; growth; cell cycle 
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锌 指 蛋 白 403(zinc finger protein 403 ，

ZFP403)，定位于人染色体 17q12-q21.1 区域，从

果蝇到人类高度保守，人与小鼠的核苷酸序列同

源性为 87%，氨基酸序列同源性为 96%[1]。在人体

中，ZFP403 存在 2 种已知的转录本：①全长转录

本，编码一个全长由 696 个氨基酸组成的蛋白[2]。

因其可与配子生成素蛋白相互作用，故也被称为配

子生成素结合蛋白 2(GGNBP2)，该蛋白定位于细胞

核[3]。②短转录本，编码一个由 288 个氨基酸组成

的蛋白，因 初在人喉癌中被鉴定，故称为喉癌相
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关基因 1(LCRG1)[4]。ZFP403 具有多种生物学功能，

其所在区域编码的基因与乳腺癌、卵巢癌、前列

腺癌及喉癌的发生发展密切相关[5]。有研究表明，

全长的 ZFP403 可作为一种潜在的肿瘤抑制因子，

在多种恶性肿瘤如乳腺癌[1,6]、卵巢癌[7-8]、喉癌[4,9]、

脑胶质瘤[10]中表达下调。此外，ZFP403 参与调节

细胞周期 G2/M 的转换[2,11]，缺失 ZFP403 将促进细

胞的生长，耐药性及肿瘤的发生发展[12]。课题组前

期研究发现，ZFP403 过表达后可抑制卵巢癌和前

列腺癌的生长和转移[8,13]，然而，ZFP403 在卵巢组

织和卵巢癌中发挥的生物学功能以及在正常卵巢

细胞中 ZFP403 参与的生理过程还未见报道，缺失

ZFP403 后是否能够影响正常卵巢细胞的存活也未

见研究。 
根据文献报道和前期基础，笔者对卵巢上皮

细胞 ZFP403 的表达水平及其功能进行了研究，探

讨 ZFP403 在正常细胞中发挥的生物学功能是否

与卵巢癌的发生有关。 
1  材料 
1.1  细胞 

人卵巢上皮细胞(IOSE80)购自上海慧颖生物

科技有限公司。 
1.2  试剂 

DMEM/F-12(1∶1)(Gibco 公司，批号：1783094)：
0.25% Trypsin-EDTA (GENVIEW 公司，批号：

49120010100)；胎牛血清(GEMINI 公司，批号：

A97E00G)；青霉素-链霉素(吉诺生物医药技术有

限公司，批号：12123101)；RIPA 裂解液(碧云天

生物，批号：P0013C)；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

(碧云天生物技术有限公司，批号：P0011)；PI 染

色 液 (BD 公 司 ， 批 号 ： 5205995) ； TRIZOL 
(Invitrogen 公司，批号：15596018)；PrimeScript™ 
1st Strand cDNA Synthesis Kit(Takara 公司，批号：

RR047A) ； SYBR-Green(Bio-Rad 公 司 ， 货 号 ：

#1725124)。实验用抗体：ZFP403(GGNBP2，Sigma
公司，货号：SAB1302973)；p21(abcam 公司，货

号：ab18209)；cyclin B1(货号：#12231)、cdc-2(货
号 ： #9116) 、 p-cdc-2(Tyr15)( 货 号 ： #4539) 、

β-tubulin(货号：#2128)均购自 CST 公司；辣根过

氧化物酶标记山羊抗兔二抗(批号：350001312)、
辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 ( 批 号 ：

350003248)、ECL 显影液(批号：102030719)均购自

BIO-RAD 公司；RT-PCR 试验 mRNA 的引物由上

海吉凯生物有限公司合成，编号为 GIDL0122146。 

1.3  仪器 
3111 型二氧化碳培养箱(美国 Thermo 公司)；

SW-CJ-1FD 超净工作台(苏州净化设备有限公司)；
ECLIPSE Ti 型荧光倒置显微镜(日本 Nikon 公司)；
BSA124S-CW 电子天平(北京赛多利斯电子有限公

司)；L500 型台式离心机(湖南相仪实验室仪器开

发有限公司)；HHS-11-1 型恒温水浴箱(上海博迅

医疗设备厂)；MDF-U3386S 型超低温冰箱(日本

Sanyo 公司)；PK-6 型转移脱色摇床(姜堰市普康医

疗 器 械 厂 )； Power PacTM Basic 电 泳 仪 (美 国

BIO-RAD 公司)；3300 Mini 化学发光成像系统(中
国 CLin X 公司)；Easy CyteTM HT 型 Guava 流式

细胞仪(美国 Minipore 公司)；移液枪(多规格)(德国

Eppendorf 公司)。 
2  方法 

2.1  细胞株培养、慢病毒转染及稳定沉默 ZFP403
细胞系的建立 

将人卵巢上皮细胞(IOSE80)储存在液氮中，复

苏并培养于含 10%胎牛血清、100 U·mL–1 青霉素

G、2.5 μg·mL–1 两性霉素 B 和 100 μg·mL–1 链霉素

的 DMEM 培养基中，将细胞置于 37 ℃和 5% CO2

的培养箱中培养。转染前 24 h，取对数生长期的

IOSE80 细胞，消化，离心，调整细胞密度，转至

24 孔板中(每孔 5×104 个细胞)。取慢病毒 NC 和

ZFP403-shRNA1、ZFP403-shRNA2，根据滴度加

入到 IOSE80 细胞中，过夜。将转染液更换成新鲜

完全培养基。转染 72 h 后，将培养基更换成含有

1 μg·mL–1 的嘌呤霉素培养基，继续培养。获得

稳定沉默 ZFP403 的细胞株，并进行了进一步的

研究。 
2.2  qRT-PCR 检测细胞 mRNA 的表达水平 

采用 TRIZOL 试剂从细胞中提取总 RNA，根

据试剂盒说明书用 PrimeScript™ 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 进行逆转录。cDNA 与 SYBR-Green
混合后，用 CFX96-Touch PCR 检测系统进行实时

定量 PCR，以 GAPDH 为内参。所用引物的核苷

酸序列见表 1。 
 

表 1   qRT-PCR 引物序列 
Tab. 1  Sequences of the primers for qRT-PCR 

基因  引物序列(5’-3’) 
ZFP403 正向 ACAGGGTATTAGCAGATTGGAAC 

反向 TCATTGGTAACAATTACTTCTACAC 
GAPDH 正向 AGAAGGCTGGGGCTCATTTG 

反向 AGGGGCCATCCACAGTCTTC 
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采用 ΔΔCq 方法计算 ZFP403 与 GAPDH 表达

的相对 mRNA 转录丰度。 
2.3  Western blotting 检测细胞蛋白的表达水平 

取对数期生长的 IOSE80-shRNA-NC 和 IOSE80- 
ZFP403-shRNA1，IOSE80-ZFP403-shRNA2 细胞以

每孔 8×105 个传代于直径 6 cm 培养皿中，培养

24~48 h 后，各组细胞加入 RIPA 裂解液，冰上裂

解 30 min 后离心(12 000 r·min–1)取上清，采用 BCA
试剂盒测定蛋白浓度后，处理蛋白随后上样，用

SDS-PAGE 分 离 总 蛋 白 ， 随 后 用 湿 转 法 转 移 至

PVDF 膜上，用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入 cyclin 
B1、cdc-2、p-cdc-2、p21 抗体孵育过夜后，加入相

对的二抗(1∶3 000 稀释)，室温孵育 2 h，ECL 法显

影，化学发光后拍照。β-tubulin 用于蛋白的内参。 
2.4  平板集落形成试验观察细胞体外增殖情况 

将相同数量的 IOSE80-shRNA-NC 和 IOSE80- 
ZFP403-shRNA1，IOSE80-ZFP403-shRNA2 的细胞

接种在 24 孔板(每孔 500 个细胞)中，培养 14 d。

每 3 d 换 1 次含 1 μg·mL–1 嘌呤霉素的培养基。

后 1 d，用 4%多聚甲醛固定细胞，结晶紫染色

20 min。在显微镜下观察集落的形成。 
2.5  软琼脂集落形成试验检测细胞锚着非依赖性

增殖能力 
用 1.4%的低熔点琼脂糖与 2×DMEM/F12 完全

培养基 1∶1 混合制备成 0.7%底层琼脂，置于 24
孔板中。将相同数量的带有对照(IOSE80-shRNA- 
NC)和稳定沉默 ZFP403(IOSE80-ZFP403-shRNA1,2)
的细胞悬液和 0.7%低熔点琼脂糖 1∶1 混合制备成

0.35%的上层琼脂，细胞密度为每孔 4 000 个，在

37 ℃培养。每周更换 2 次培养基。17 d 后，将

1 mg·mL−1 p-碘甲酰四氮唑紫加入培养皿中 24 d，

然后在显微镜下计数细胞集落数目和大小。 
2.6  流式细胞术检测细胞周期分布情况 

将 IOSE80-shRNA-NC 和 IOSE80-ZFP403- 
shRNA1 ， IOSE80-ZFP403-shRNA2 细 胞 接 种 于

6 cm 培养皿中(每皿 8×105 个细胞)。贴壁 24 h 后，

消化离心，用 PBS 洗 1 遍，在–20 ℃下用 70%冰

乙醇固定过夜，然后用 PBS 再次洗细胞，用

PI/RNase(0.5 mL，1×106 个细胞)染色，室温下避

光染色 15 min，用流式细胞仪进行检测。采用

ModFit 软件进行数据分析。 
2.7  统计学方法 

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析，实验

数据以 sx ± 表示，t 检验，P<0.05 表示差异具有

统计学意义。以上所有实验均重复 3 次。 
3  结果 

3.1  ZFP403 基因在卵巢上皮细胞 IOSE80 中沉默

情况 
通过 shRNA 慢病毒转染，构建了 ZFP403 稳

定沉默的细胞株 IOSE80-ZFP403-shRNA1，IOSE80- 
ZFP403-shRNA2 及阴性对照细胞株 IOSE80- 
shRNA-NC。通过 qRT-PCR 及 Western blotting 试

验检测 ZFP403 沉默情况，qRT-PCR 结果显示，与

对照组比较，shRNA-1 和 shRNA-2 组细胞中

ZFP403 表达量明显降低(P<0.001)，见图 1A。

Western blotting 结果显示，与对照组比较，shRNA-1 
 

 
 

 

图 1  ZFP403 基因在卵巢上皮细胞 IOSE80 中沉默检测情况( x s± ，n=3) 
A−ZFP403 mRNA 表达情况；B−ZFP403 蛋白表达情况；与对照组(NC)比较，1)P<0.001。 

Fig. 1  Detection of ZFP403 gene silencing in ovarian epithelial cells IOSE80( x s± , n=3) 
A−expression of ZFP403 mRNA; B−expression of ZFP403 protein; compared with the control group(NC), 1)P<0.001.  
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和 shRNA-2 组细胞中 ZFP403 表达量明显降低(P< 
0.001)，见图 1B，与 qRT-PCR 结果相一致，以上

结果表明 ZFP403 稳定沉默的细胞株构建成功。 
3.2  沉默 ZFP403 后对卵巢上皮细胞 IOSE80 的增

殖的影响 
通过平板集落形成试验评价 ZFP403 对 IOSE80

细胞生长的作用。结果显示 ZFP403 沉默后 IOSE80
细胞的集落大小和数量明显增多(P<0.001)，结果见

图 2A。结果表明 ZFP403 沉默后明显增强了 IOSE80
细胞的增殖能力。软琼脂集落形成试验通常评价

细胞在体外的致瘤能力，即锚着非依赖性增长。

软琼脂集落形成试验结果显示，对于正常生长状

态的 IOSE80 在软琼脂基质中基本不具有形成集

落的能力，而沉默 ZFP403 后，一定程度上出现大

小不均一的细胞集落(P<0.001)，结果见图 2B，表

明 ZFP403 一定程度上可能导致 IOSE80 由正常向

肿瘤的转变。 
3.3  沉默 ZFP403 后对卵巢上皮细胞 IOSE80 细

胞周期分布的影响 
通过流式细胞术检测了 ZFP403 沉默后细胞

周期的变化。结果显示，ZFP403 沉默后细胞周期

由 S 期向 G2/M 期转变的细胞数量显著增加(P< 
0.01 或 P<0.001)，结果见图 3A，提示细胞周期进

程在一定程度上可能加快。在此基础上，对其机

制进行研究。通过 Western blotting 检测细胞周期

G2/M 期相关蛋白发现，ZFP403 沉默后，与对照

组相比，cyclinB1、cdc2 的表达显著上升，而 p-cdc2
和 p21 的表达显著降低，均具有统计学差异(P< 
0.001)，结果见图 3B。结果表明，ZFP403 的沉默 

通过促进细胞周期发生进程从而增强了卵巢正常

上皮细胞的增殖能力。 
4  讨论 

17q12 基因缺失与许多疾病有关，如年轻 5 型

糖尿病、囊性肾病、认知障碍和癫痫。17q12 基因

重复是一种新的遗传综合征，与学习障碍、癫痫

发作和行为问题有关[14]。更重要的是，人类染色

体区域 17q12-q23 经常在家族性乳腺癌和卵巢癌

患者中发生等位基因缺失[15-16]。该区域是 常见

的杂合性缺失区域之一，涉及多种易感癌基因，

如 TP53(17q13.1)、ERBB2(17q12)、BRCA1(17q21)，
并与乳腺癌、前列腺癌和喉癌等癌症相关[5,17-18]。

乳腺卵巢癌与基因的联系被命名为“BRCA1”[19-20]，

BRCA1 基因是一种抗肿瘤基因，在细胞应激反应

中通过 DNA 的损伤修复发挥着重要作用，调节

细胞的生长周期[21]。在对 693 个编码于人类染色

体 17q12-q23 区域的基因进行电子分析时，发现了

BRCA1 上游的一个基因，名为 ZFP403，这表明

ZFP403 可能是肿瘤的易感基因。ZFP403 是经典

的 Cys2His2(C2H2)样锌指蛋白，这类蛋白由 2%的

人类基因编码[22]，构成了 大的序列特异性 DNA
结合蛋白家族 [23]。大量的研究表明 [24-25]，C2H2
样锌指蛋白通过调节参与细胞生长和运动的下游

基因转录而在肿瘤中发挥作用；同时，其还可以

作为染色质修饰剂的招募者或调节癌细胞迁移及

侵袭的结构蛋白发挥作用。 
ZFP403 早在精子发生过程中被发现，并在

雄性生殖细胞中检测到 ZFP403 的表达，参与精母

细胞减数分裂 DNA 双链断裂修复过程[3,11,26-27]。 
 

 
 

图 2  ZFP403 沉默后促进 IOSE80 细胞生长( x s± ，n=3) 
A−平板集落形成试验；B−软琼脂集落形成试验；与对照组(NC)比较，1)P<0.001。 
Fig. 2  ZFP403 knockdown promoted the growth of IOSE80 cells( x s± , n=3) 
A−plate colony formation assay; B−soft-agar colony formation assay. Compared with the control group(NC), 1)P<0.001.
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图 3  ZFP403 沉默后对 IOSE80 细胞周期分布的影响( x s± ，n=3)  
A−流式细胞术检测 ZFP403 对细胞周期的影响；B−Western blotting 检测 ZFP403 对细胞周期蛋白 p-cdc2、cdc2、cyclin B1 和 p21 的影响。与对

照组(NC)比较，1)P<0.01，2)P<0.001。 
Fig. 3  Effect of ZFP403 knockdown on cell cycle distribution in IOSE80 cells( x s± , n=3)  
A−effect of ZFP403 on cell cycle detected by flow cytometry; B−effects of ZFP403 on p-cdc2, cdc2, cyclin B1 and p21 detected by Western blotting. 
Compared with the control group(NC), 1)P<0.01, 2)P<0.001.  
 

后来有研究报道 ZFP403 与肿瘤发生有关，但是

ZFP403 属于抑肿瘤基因还是肿瘤基因仍有争论。

仅有少数文献报道，ZFP403 也能促进 LC 的进展[2]，

然而，越来越多的证据表明 ZFP403 是一种抑制肿

瘤生长和转移的肿瘤抑制因子，提供了 ZFP403 作

为一种潜在的生物标记物来预测癌症患者的预后

和治疗靶点的可能性，提示可能是治疗的重要靶

点[1,6,8,10,13]。在肿瘤细胞中，正常的基因转录和切

割过程会被破坏。研究表明，ZFP403 通过促进细

胞周期检查点功能障碍，抑制肿瘤的增殖和进展

以及与生存相关的生物学行为[8]。然而到目前为

止，对于 ZFP403 是癌基因还是抑癌基因还未达成

共识，并且只有少数研究探讨了 ZFP403 对肿瘤发

展的影响，ZFP403 在卵巢癌中更深入的生物学功

能尚不清楚。课题组前期研究发现，ZFP403 在卵

巢癌中作为抑癌基因具有抑制卵巢癌的生长和转

移的作用[8]，但是在正常卵巢细胞中缺失 ZFP403
后，是否能够影响正常细胞的存活还未见研究。 

基于以上原因，为了进一步了解 ZFP403 在卵

巢正常细胞中发挥的功能，因此在本研究选择了

卵巢正常上皮细胞 IOSE80 作为研究对象。沉默

ZFP403 后，ZFP403 在 mRNA 和蛋白水平的表达

均下降，同时细胞的克隆形成能力增强，ZFP403
表达的下降促进了细胞的生长和存活，且有癌变

的趋势，猜测 ZFP403 在卵巢中可能作为一种抑癌

因子发挥作用。此外流式细胞术结果也显示 G2/M
期细胞数量增加。细胞周期进程受周期依赖性激

酶的调控，其活性由细胞周期蛋白的严格调节，

而细胞周期调节蛋白的异位表达与多种恶性肿瘤

的进展相关[28]。cyclinB1 的表达在 G2/M 期的转化

中发挥关键作用。因此，笔者检测了 ZFP403 沉默

前后周期相关蛋白的变化，结果显示 cdc2 和

cyclinB1 的表达上调，p-cdc2 和 p21 的表达下调，

表明 ZFP403 沉默后通过加快 S 期向 G2/M 期的转

变而促进细胞的生长，表明 ZFP403 沉默后通过加

快细胞周期进程，增强 IOSE80 细胞的异常生长，

一定程度可能促进正常细胞向肿瘤细胞的转变，

与课题组之前报道的 ZFP403 在卵巢癌中是一种

抑癌基因相一致。在接下来的研究中将进一步探

究 ZFP403 在卵巢癌癌变过程中发挥的具体效应

途径。由于 ZFP403 与多种肿瘤的发生发展相关，

进一步研究其生物学功能，有望使其成为肿瘤诊

断的标志物之一。 
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