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摘要　 目的　 利用全外显子测序寻找与卵巢癌发生发展相

关的分子靶标，并进行体外细胞实验验证其可能影响卵巢癌

发生的机制。 方法　 本研究通过对 ８ 对浆液性卵巢癌组织

进行全外显子测序，验证实验进一步对另外 ４３ 个浆液性卵

巢癌组织和 １５６ 位正常女性的外周血标本进行目的基因测

序。 在体 外 实 验 中 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 做 载 体， 将 含

ＣＲＥＢＢＰ 基因 Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 突变的质粒转染人浆液性

卵巢癌细胞株 Ａ２７８０，以含 ＣＲＥＢＢＰ 野生型的质粒和空载体

为对照，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣＲＥＢＢＰ 的 Ｌ１８５０ｆｓ 和

Ｐ１３７３Ｓ 突变对环磷腺苷效应元件 （ ＣＲＥＢ） 的结合蛋白

（ＣＢＰ）蛋白表达的影响；ＣＣＫ⁃８ 检查 Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 突变

对细胞增殖的影响； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室试验检测 Ｌ１８５０ｆｓ 和

Ｐ１３７３Ｓ 突变对细胞迁移的影响；划痕试验检测 Ｌ１８５０ｆｓ 和

Ｐ１３７３Ｓ 突变对细胞侵袭的影响。 结果　 通过全外显子测序

发现了浆液性卵巢癌的 ２ 个高频突变位点———ＣＲＥＢＢＰ 的

Ｌ１８５０ｆｓ（ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ）和 Ｐ１３７３Ｓ（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ）。 Ｌ１８５０ｆ 是
移码突变，Ｐ１３７３Ｓ 是非同义序列。 在 ５１ 例浆液性卵巢癌病

例中（全外显子测序 ８ 例，目的基因测序 ４３ 例），ＣＲＥＢＢＰ 基

因的突变率为 ４１. ２％ ，而正常女性外周血中突变率为

２１. ８％ ，差异有统计学意义（χ２ ＝ ７. ４， Ｐ ＝ ０. ００７）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，Ｌ１８５０ｆｓ 突变能降低卵巢癌细胞中其相应

ＣＢＰ 蛋白的表达，而 Ｐ１３７３Ｓ 突变对蛋白表达无影响。 ＣＣＫ⁃
８ 分析表明，突变型 ＣＲＥＢＢＰ 可促进卵巢癌细胞增殖。 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室试验结果显示 Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 突变可促进卵巢

癌细胞迁移。 划痕试验分析表明，ＣＲＥＢＢＰ 基因突变可提高

卵巢癌细胞侵袭能力。 结论　 本实验通过全外显子测序发

现了浆液性卵巢癌相关的两个点突变，ＣＲＥＢＢＰ Ｌ１８５０ｆｓ 和

Ｐ１３７３Ｓ。 进一步的细胞实验表明该突变可以通过影响 ＣＢＰ
蛋白促进卵巢癌细胞增殖、侵袭、转移等，提示 ＣＲＥＢＢＰ
Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 可能成为卵巢癌诊断及治疗的新靶点。
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　 　 卵巢癌是目前妇产科病死率最高的恶性肿

瘤［１］，５ 年生存率常年徘徊在 ２６％ ～ ４２％ 。 除了手

术 ＋化疗等常规治疗，妇科肿瘤学家们不断探索新

的疗法，如靶向治疗等。 自发现 ＢＲＣＡ 基因突变以

来，针对其建立的 ＰＡＰＰ 酶抑制剂已取得了明显效

果，可有效延长患者的无进展生存期（ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃
ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ＰＦＳ ） 及 总 生 存 期 （ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＯＳ） ［２］，因此探索更多新的靶标成为研究热点。 近

年来多基因通路如蛋白组学、全基因组、全外显子组

等已用于快速鉴定、评估未知但重要的基因突变，以
期成为潜在的靶标。 全外显子组测序已逐步用于临

床，如遗传疾病的诊断。 二代测序技术可快速复制

大量样本中的易感基因 ＤＮＡ，并能评估人类基因组

中可能与疾病易感性相关的编码区［３］。 该研究拟

通过全外显子组测序寻找与浆液性卵巢癌相关的罕

见突变的候选基因，再通过二代测序技术对靶向基

因的突变进行验证，然后进行一系列体外实验来观

察这些突变对肿瘤发生发展的影响。

１　 材料与方法

１． １　 研究对象的临床资料

１． １． １　 患者基本信息　 收集 ２０１５ 年四川省医学科

学院·四川省人民医院妇产科收治的 ８ 名高级别浆

液性卵巢患者术中肿瘤组织和癌旁组织标本，共 １６
个样本用于全外显子组测序。 另选取 ２０１５—２０２０
年在该院就诊手术的另 ４３ 个浆液性卵巢癌的肿瘤

组织病理切片进行目的基因的二代测序检测。 因此

共有 ５１ 个肿瘤组织标本有目的基因的突变信息。
同时用 １５６ 个正常女性的外周血进行相同靶向基因

的二代测序检测，将其作为对照，分析卵巢癌与正常

女性间目的基因的突变率差异。 每个参与者均已签

署知情同意书，并且该研究获得了医院伦理委员会

的批准。
１． １． ２　 随访资料　 从病历系统和随访记录中获得

患者数据，包括化疗药物、查体、实验室结果和影像
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学。 随访时间是指从手术治疗到疾病进展或复发，
死亡或最终就诊或电话随访的时间。 用 ＯＳ 进行评

估，即从手术治疗到死亡发生的整个时间。 生存分

析的截止时间是 ２０２１ 年 ４ 月。
１． ２ 　 细胞株与试剂人浆液性卵巢癌细胞株 　
Ａ２７８０ 细胞购自北京北纳创联生物技术研究院，并
在 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基中培养；ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＸＴ Ｈｕ⁃
ｍａｎ Ａｌｌ Ｅｘｏｎ Ｋｉｔ Ｖ６ 和 Ｈｅｒｃｕｌａｓｅ® ⅡＦｕｓｉｏｎ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ 购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；质粒购自长沙优

宝生物公司；Ｑ５ 定点诱变试剂盒购自美国 ＮＥＢ 公

司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；
ＣＢＰ 兔抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；兔抗 ＧＡＰＤＨ 购自

美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；Ｆｕｓｉｏｎ ＦＸ７ Ｓｐｅｃｔｒａ 购自法国

Ｖｉｌｂｅｒ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自美国 Ｂｏｓｔｅｒ 公司；结
晶紫购自北京索莱宝生物科技有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基
质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。 检测出的 ＣＲＥＢＢＰ 基

因引物序列如下：Ｌ１８５０ｆｓ，（Ｆ）５′⁃ＣＧＡＡＧＡＧＣＣＡＴ⁃
ＧＣＣＣＡＴＡＡＧ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＴＧＡＴＧＴＴＣ⁃ＡＣＣＣＧＧＴＡ⁃
ＣＡＧＧ⁃３′；Ｐ１３７３Ｓ，（Ｆ）５′⁃ＴＴＧＡＴＴＧＣＡＡＧ⁃ＧＡＧＴＧＴ⁃
ＧＧＣ⁃３′，（Ｒ）５′⁃ＧＴＧＧＧＴＧＧＣＡＡＴＧＧＡＡＧＡ⁃ＴＧ⁃３′。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ＤＮＡ 分离和外显子测序　 提取高级别浆液

性卵巢癌患者肿瘤组织和癌旁组织的 ＤＮＡ 进行片

段化。 经筛选、扩增，进行全外显子富集，ＤＮＡ 测序

使用 ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＸＴ Ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ 在 Ｈｉｓｅｑ２０００ Ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｉｌｌｕｍｉｎａ）上进行。
１． ３． ２　 目的基因测序　 提取 ４３ 个浆液性卵巢癌肿

瘤组织切片和 １５６ 个正常女性外周血样品中的

ＤＮＡ，共 １９９ 个标本，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｃＢｏｔ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓｔａ⁃
ｔｉｏｎ ／ ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ 筛选目的基因，使用 Ｎｅｘｔｅｒａ
Ｒａｐｉｄ Ｃａｐｔｕｒｅ Ｅｘｏｍｅ Ｋｉｔ （Ｉｌｌｕｍｉｎａ）构建文库和外显

子组富集。 ＮＧＳ 结果主要通过生成 ＦＡＳＴＱ 文件和

评估数据质量来评估。 获得的读数与人类参考基因

组 ｈｇ１９ 进行比对。
１． ３． ３　 拷贝数变化检测　 按照操作指南，使用 Ｃｙ⁃
ｔｏＳｃａｎ ７５０ＫＡｒｒａｙ（美国 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 公司）将约 ２５０ ｎｇ
ＤＮＡ 样本进行杂交。 通过 Ｐｉｃａｒｄ 软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ． ｇｉｔｈｕｂ． ｉｏ ／ ｐｉｃａｒｄ ／ ） 进行数据分析，并
应用 ＳＮＰ⁃ＦＡＳＳＴ２ 分割算法进行归一化。 标准化

后，使用 Ｎｅｘｕｓ ｖ７. ５ 可视化探针强度和等位基因比

率。 所有引物和探针均由美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司提供。
１． ３． ４ 　 细胞培养和转染 　 卵巢癌 Ａ２７８０ 细胞在

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基中培养。 Ａ２７８０ 细胞无内源

性 ＣＲＥＢＢＰ 基因表达［４］。 实验使用 Ｑ５ 定点诱变试

剂盒 将 含 有 Ｌ１８５０ｆｓ （ ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ ） 和 Ｐ１３７３Ｓ
（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ） 突变的 ＣＲＥＢＢＰ 基因整合入 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 质粒中。 通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序证实得到的构建

体，并按照操作指南用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将突变型

ＣＲＥＢＢＰ 质粒转染到 Ａ２７８０ 细胞中。 同时，用含野

生型 ＣＲＥＢＢＰ 质粒和空载体质粒转染作为对照。
１． ３． ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣＢＰ 蛋白表达 　 转染

４８ ｈ 后，收集并裂解 Ａ２７８０ 细胞。 将裂解后细胞总

蛋白分别于 ４ ℃进行电泳，转膜，一抗孵育过夜。 一

抗分别为抗 ＣＢＰ 抗体（１ ∶ ２００）和抗 ＧＡＰＤＨ 抗体

（１ ∶ １ ０００）。 次日将辣根过氧化酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ 二抗（１ ∶ １ ０００）室温孵育 １ ｈ，滴加显色剂后使

用 Ｆｕｓｉｏｎ ＦＸ７ Ｓｐｅｃｔｒａ 曝光，凝胶分析系统分析蛋白

表达。 分为四组进行试验：ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ 组（含 ＣＲＥＢＢＰ
野生型质粒）、Ｌ１８５０ｆｓ 组（含 ＣＲＥＢＢＰ Ｌ１８５０ｆｓ 突变

质粒）、Ｐ１３７３Ｓ 组（含 ＣＲＥＢＢＰ Ｐ１３７３Ｓ 突变质粒）和
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（含空载体质粒）。
１． ３． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力　 将 Ａ２７８０ 细

胞以每孔 １ × １０４ 个铺在 ９６ 孔板中，设 ３ 个复孔。
细胞融合达 ６０％ 时用含有 Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 突变

的质粒进行转染，以野生型和空载体质粒为对照。
分别于转染后 １２、２４、３６ 和 ４８ ｈ 更换新鲜培养基，
每孔另加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中孵育 ４ ｈ。 在酶标仪上检测 ４５０ ｎｍ 处的吸

光度值。 细胞增殖能力与吸光度值呈正相关。 实验

分组同 １. ３. ５ 项。
１． ３． ７　 划痕试验检测细胞迁移能力　 在 ６ 孔板中

接种细胞，待细胞融合达 ８０％时，用含有 Ｌ１８５０ｆｓ 和

Ｐ１３７３Ｓ 突变的质粒进行转染，以野生型和空载体质

粒为对照。 细胞转染 ４ ｈ 后，使用 １０ μｌ 的移液枪枪

头比着直尺垂直于背后的横线划线以形成无细胞

区，加入无血清培养基孵育 ４８ ｈ 以防止细胞的进一

步增殖。 在 ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ７１ 倒置显微镜上监测迁移

到无细胞区的细胞，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量划痕距

离，计算划痕愈合率。 细胞划痕愈合率 ＝ （０ ｈ 划痕

宽度 － ４８ ｈ 划痕宽度） ／ ０ ｈ 划痕宽度 × １００％ 。 实

验分组同 １. ３. ５ 项。
１． ３． ８ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭能力 　 用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶平铺 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，用无血清培养基稀释转

染 ４８ ｈ 后细胞，收集细胞重悬于无血清培养基中，
调整细胞数量 ２ × １０５ 个 ／ Ｌ，并添加至上室，置于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育温育 ４８ ｈ。 轻轻擦去残

留在上室中的细胞，穿过膜的细胞用甲醇进行固定，
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结晶紫（０. １％ ）室温染色 １０ ｍｉｎ，在 ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ７１
倒置显微镜下随机选择 １０ 个高倍视野（ × ４００）进

行观察分析。 实验分组同 １. ３. ５ 项。
１． ４　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件分析数据，计
量资料用 �ｘ ± ｓ 表示。 χ２ 检验验证突变与临床特征

的相关性。 通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 检验分析 ＯＳ。 多组

均数的比较采用方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表明差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １　 全外显子测序检测卵巢癌中的突变基因　 全

外显子测序结果显示，在浆液性卵巢癌肿瘤组织中

鉴定出 ４８ ９２１ 个体细胞单核苷酸变异（ＳＮＶ）（包括

２３ ５４１ 个非同义 ＳＮＶ 和 ２２ ７０１ 个同义 ＳＮＶ），另有

４０５ 个为非移码缺失，２８９ 个非移码插入，２８５ 个终

止密码子获得，２２８ 个移码缺失，１４７ 个移码插入和

２４ 个终止密码子丢失突变。 见图 １。
　 　 将在卵巢癌肿瘤组织样本中检测到基因突变按

突变频率进行从高到低排序，列出前 ３０ 个基因（图
２）。 通过查阅数据库后发现，与女性生殖系统疾病

或肿瘤相关的基因主要有 ＴＰ５３ 及 ＣＲＥＢＢＰ 基因。
因 ＴＰ５３ 突变可在大于 ５０％ 的人类肿瘤中检测到，
且已进行了较多研究，而关于 ＣＲＥＢＢＰ 基因的报道

较少，因此，ＣＲＥＢＢＰ 被选作为后续研究的候选基

因。 全外显子检测结果显示，在 ２ 例病例中分别鉴

定出 １ 个 ＣＲＥＢＢＰ 基因的点突变位点，即 Ｌ１８５０ｆｓ
（ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ） 和 Ｐ１３７３Ｓ （ ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ）。 Ｌ１８５０ｆｓ

（ ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ ） 是 移 码 插 入 突 变， 而 Ｐ１３７３Ｓ
（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ） 是非同义 ＳＮＶ。 目前未发现关于

ＣＲＥＢＢＰ 基因的 Ｌ１８５０ｆｓ （ ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ） 和 Ｐ１３７３Ｓ
（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ）突变与肿瘤间关系的报道，因此选上

述两个突变作为进一步研究的位点。
２． ２　 二代基因测序检测临床标本中的 ＣＲＥＢＢＰ 突

变　 在另外 １９９ 个样本中进行了 ＣＲＥＢＢＰ 基因测

序，包括另外 ４３ 例术后病理证实为Ⅲ －Ⅳ级浆液性

卵巢癌患者的肿瘤组织切片，以及 １５６ 例正常未患

病妇女外周血样本。 综合全外显子和靶向测序数据

共 ５１ 例肿瘤组织样本（含全外显子 ８ 例和靶向基因

测序 ４３ 例），其中 ２１ 例显示 ＣＲＥＢＢＰ 突变（全外显

子和靶向基因测序分别为 ２ 例及 １９ 例），突变率为

４１. ２％ 。 在正常未患病妇女组中，ＣＲＥＢＢＰ 基因突

变数为 ３４ 例，突变率为 ２１. ８％ ，差异有统计学意义

（χ２ ＝ ７. ４， Ｐ ＝ ０. ００７）。

图 １　 不同功能类型的 ＳＮＶ ／ ＩｎＤｅｌ 位点分布比例

图 ２　 浆液性卵巢癌基因突变图谱

　 　 横坐标为样本；纵坐标为基因；中间方格代表突变类型；顶部柱状图代表芯片捕获区域内平均每 １ ＭＢ 区域的 Ｓｏｍａｔｉｃ 突变数量；左侧柱状

图代表该基因的样本突变率；右侧图例 Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔｙｐｅ 为按照突变功能设定的优先级（按优先级高低进行排列）
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２． ３　 ＣＲＥＢＢＰ 突变与临床结果 　 对 ５１ 例浆液性

卵巢癌患者进行随访（含全外显子 ８ 例和靶向基因

测序 ４３ 例 ）。 Ｋａｐｌａｎ – Ｍｅｉｅｒ 分 析 结 果 显 示，
ＣＲＥＢＢＰ 突变的患者（ｎ ＝ ２１，中位生存期 ３４ 个月）
较野生型 ＣＲＥＢＢＰ 的患者（ ｎ ＝ ３０，中位生存期 ４９
个月）预后更差（χ２ ＝ ６. ６７２，Ｐ ＝ ０. ０１０），见图 ３。 与

野生型 ＣＲＥＢＢＰ 组相比，ＣＲＥＢＢＰ 突变组的 ５ 年总

生存期降低（３８. １％ ｖｓ ４６. ７％ ）。

图 ３　 ＣＲＥＢＢＰ 突变的卵巢癌生存分析

２． ４ 　 ＣＲＥＢＢＰ 突变对 ＣＢＰ 蛋白表达的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，Ａ２７８０ 细胞中转染空载体质

粒无 ＣＢＰ 蛋白表达，转染 ＣＲＥＢＢＰ 野生型质粒可使

Ａ２７８０ 细胞表达 ＣＢＰ 蛋白，正符合 Ａ２７８０ 细胞是

ＣＢＰ 蛋白缺失型特征。 Ｌ１８５０ｆｓ 组过表达 Ｌ１８５０ｆｓ
突变不能产生 ＣＢＰ 蛋白，而 Ｐ１３７３Ｓ 突变组可表达

出 ＣＢＰ 蛋白，表明过表达 Ｐ１３７３Ｓ 突变不影响 ＣＢＰ
蛋白表达（图 ４）。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＲＥＢＢＰ 突变对 Ａ２７８０ 细胞中

ＣＢＰ 蛋白表达的影响

Ａ：ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ 组；Ｂ：Ｌ１８５０ｆｓ 组；Ｃ：Ｐ１３７３Ｓ 组；Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组

２． ５　 ＣＲＥＢＢＰ 突变对卵巢癌细胞增殖的影响　 野

生型组、Ｌ１８５０ｆｓ 突变组、Ｐ１３７３Ｓ 突变组和空载体组

的 Ａ２７８０ 细胞转染后 １２、２４、３６、４８ ｈ 后的细胞增殖

活性变化趋势见图 ５。 与野生型质粒转染的细胞相

比，ＣＲＥＢＢＰ 突变型 Ｌ１８５０ｆｓ 和 Ｐ１３７３Ｓ 转染的细胞

在不同时间点均显示出增殖活性增加（χ２ ＝ ４. ７０８，

Ｐ ＝ ０. ０３７；χ２ ＝ ３. ８７３， Ｐ ＝ ０. ０４３）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，野生型组细胞增殖活性降低（χ２ ＝ ５. １２４， Ｐ ＝
０. ０３１）。

图 ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＣＲＥＢＢＰ 突变促进 Ａ２７８０ 细胞增殖

　 　 与 ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ 组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ６　 ＣＲＥＢＢＰ 突变对卵巢癌细胞侵袭的影响　 与

野生型组比较，Ｌ１８５０ｆｓ 组和 Ｐ１３７３Ｓ 组 Ａ２７８０ 细胞

划痕愈合率升高 （ χ２ ＝ ７. ７０８， Ｐ ＝ ０. ００８； χ２ ＝
７. １０３， Ｐ ＝ ０. ００９）；野生型组划痕愈合率与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，其愈合率降低，差异有统计学意义（ χ２ ＝
５. １０１， Ｐ ＝ ０. ０３３），见图 ６。
２． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验显示突变型 ＣＲＥＢＢＰ 对

卵巢癌细胞迁移的影响　 与野生型组比较，Ｌ１８５０ｆｓ
组和 Ｐ１３７３Ｓ 组侵袭细胞数量均增加（χ２ ＝ ７. ７３６， Ｐ
＝ ０. ００８；χ２ ＝ ８. ４２８， Ｐ ＝ ０. ００７）。 野生型组侵袭细

胞数较空载体组减少，差异有统计学意义 （ χ２ ＝
６. ７６６， Ｐ ＝ ０. ０２３），见图 ７。

３　 讨论

　 　 卵巢癌是女性死亡率最高的生殖系统肿瘤，其
中高级别浆液性卵巢癌患者的 ５ 年生存率约为

４５％ ［５］。 目前已有针对特定肿瘤的独特致癌突变

的靶向疗法，如美国食品药品监督管理局已批准将

聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶抑制剂 Ｏｌａｐａｒｉｂ 用作生殖系

ＢＲＣＡ 突变体（ｇＢＲＣＡｍｔ）卵巢癌的三线或后线治疗

药物［６］。 寻找新的诊断及治疗的靶点，目前多通过

多基因通路和大数据分析来鉴定未知的基因突变。
本研究拟通过全外显子组测序寻找与浆液性卵巢癌

相关的罕见突变的候选基因，通过细胞实验进行验

证，探索这些基因突变对肿瘤发生发展的影响。
　 　 本研究通过全外显子测序发现了多个体细胞变

异，其中 ＣＲＥＢＢＰ 基因有 ２ 个点突变， Ｌ１８５０ｆｓ
（ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ）和 Ｐ１３７３Ｓ（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ）。 ＣＲＥＢＢＰ
基因编码的 ＣＢＰ 是一种组蛋白乙酰转移酶（ＨＡＴ），
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图 ６　 划痕试验显示 ＣＲＥＢＢＰ 突变

增加 Ａ２７８０ 细胞侵袭能力

　 　 与 ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验显示突变型

ＣＲＥＢＢＰ 促进卵巢癌细胞迁移

　 　 与 ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

主要功能是转录的共激活因子。 ＣＲＥＢＢＰ 基因是一

种肿瘤抑制基因，作为转录因子和靶 ＤＮＡ 之间的桥

梁，可乙酰化 ｐ５３，抑制肿瘤细胞的复制，并参与多

种与癌症抑制相关的信号通路。 研究［７］ 表明其还

可以使 ＤＮＡ 复制和修复过程中的关键因子乙酰化

来促进基因组稳定性，增强肿瘤抑制因子的作用。
组蛋白脱乙酰基酶（ＨＤＡＣ）有对抗 ＣＲＥＢＢＰ 的作

用。 抑制 ＨＤＡＣ 可促进 ＣＲＥＢＢＰ 表达，从而增强

ＣＢＰ 的抗肿瘤作用。 目前Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅳ类 ＨＤＡＣ
抑制剂 Ｐｒａｃｉｎｏｓｔａｔ 已在进行急性髓细胞白血病的Ⅱ
期试验（临床试验 ＩＤ：ＮＣＴ０３１５１４０８） ［８］。
　 　 本研究通过二代测序发现浆液性卵巢癌中

ＣＲＥＢＢＰ 基因突变率为 ４１. ２％ 。 ＣＲＥＢＢＰ 基因突变

在人髓母细胞瘤较为常见，突变率为 １９％ ；在实体

瘤，如小细胞肺癌中突变率为 １５％ ～ １７％ ［９］，皮肤

鳞状细胞癌则达到 １ ／ ３ ～ １ ／ ２ ［１０］。 关于 ＣＲＥＢＢＰ 基
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因突变和卵巢癌间的关系，Ｊｏｈａｎｎｅｓｅｎ ｅｔ ａｌ［１１］ 报道

了 １ 例患 Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ⁃Ｔａｙｂｉ 综合征的女性后来被诊

断出卵巢低级别浆液性腺癌和子宫内膜样腺癌。
Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ⁃Ｔａｙｂｉ 综合征是常染色体显性遗传病，已
被证明与 ＣＲＥＢＢＰ 基因相关。 而关于卵巢癌的

ＣＲＥＢＢＰ 基因突变率尚无文献阐明。 本研究虽进行

了总结，但样本量少，仍需扩大样本进一步验证。
　 　 本研究显示，编码 ＣＲＥＢＢＰ Ｐ１３７３Ｓ 突变的质粒

能够使无内源性 ＣＲＥＢＢＰ 基因表达的 Ａ２７８０ 表达

出 ＣＢＰ 蛋白，但是，过表达 Ｌ１８５０ｆｓ 突变无法通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定出 ＣＢＰ 蛋白，推测可能是由于突变

导致无义介导的 ｍＲＮＡ 降解 （ ｎｏｎｓｅｎｓｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍＲＮＡ ｄｅｃａｙ， ＮＭＤ），从而无法正常翻译 ＣＢＰ 蛋白。
ＮＭＤ 是一种保守的 ｍＲＮＡ 监视途径，其可确保细

胞转录的质量和微调转录的丰度；在癌症发展中，肿
瘤会调整 ＮＭＤ 活性以适应微环境，或者利用 ＮＭＤ
破坏关键的肿瘤抑制基因的 ｍＲＮＡ 来下调该基因

表达［１２］。 本研究提示 Ｌ１８５０ｆｓ（ｃ． ５５４８ｄｕｐＣ）是移码

插入突变，该突变可能导致其对应的氨基酸改变从

而影响 ＣＲＥＢＢＰ 基因表达 ＣＢＰ 蛋白。 而 Ｐ１３７３Ｓ
（ｃ． ４１１７Ｃ ＞ Ｔ）是非同义 ＳＮＶ，其仍可以使 Ａ２７８０ 表

达出 ＣＢＰ 蛋白。 虽然其后的功能试验提示 Ｐ１３７３Ｓ
突变可促进卵巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭，但其作

用低于 Ｌ１８５０ｆｓ，猜测 Ｐ１３７３Ｓ 突变表达的 ＣＢＰ 蛋白

结构与正常 ＣＢＰ 结构有差异，不能完全执行其生物

功能，具体机制待进一步研究。
　 　 本研究细胞试验结果显示 ＣＲＥＢＢＰ 基因的

Ｐ１３７３Ｓ 和 Ｌ１８５０ｆｓ 突变可促进卵巢癌细胞的增殖、
迁移和侵袭。 Ｇｏｏｄｍａｎ ｅｔ ａｌ［１３］ 报道 ＣＢＰ 参与哺乳

动物，甚至蠕虫、植物等生物的重要生理过程的调控

如细胞增殖、分化和凋亡等。 ＣＢＰ 突变导致血液系

统增殖和分化异常，以及造血干细胞更新和微环境

的破坏，从而导致血液系统肿瘤发生，作用可能在于

ＣＢＰ 和 ｐ３００ 之间的合成致死相互作用［１４］。 Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ［１５］发现 ＣＢＰ 介导人结肠癌细胞 ＤＯＴ１Ｌ Ｋ３５８ 乙

酰化，从而诱导细胞发生转移和侵袭。
　 　 本研究显示，卵巢癌中野生型 ＣＲＥＢＢＰ 的患者

较突变患者，其 ５ 年后存活比例更高。 Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ［１６］

发现突变计数 ＞ １１ 突变 ／ Ｍｂ，即高肿瘤突变负荷

（ＴＭＢ⁃ｈｉｇｈ）的 ＣＲＥＢＢＰ 突变型结直肠癌患者的 ＯＳ
缩短。 本研究结果与之一致。
　 　 总体而言，本研究使用全外显子组测序确定了

卵巢癌中 ＣＲＥＢＢＰ 基因的 Ｐ１３７３Ｓ 和 Ｌ１８５０ｆｓ 突变。
这些突变通过促进肿瘤细胞的迁移、侵袭和增殖，与

肿瘤发生发展有关。 而且，这种突变提示临床预后

不良。 目前的实验表明，该两种突变可能作为卵巢

癌潜在的诊断和治疗靶标，其具体调控机制有待下

一步研究。
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