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摘要 目的 探讨混合谱系白血病( MLL) 甲基转移酶的核

心亚单位 ASH2L 对人上皮性卵巢癌细胞系 SKOV-3 增殖的

影响。方法 免疫组化方法检测上皮性卵巢癌组织标本中

ASH2L 蛋白表达的定位。Western blot 法检测卵巢癌组织标

本和正常卵巢组织标本中 ASH2L 的表达水平，以及卵巢癌

细胞系 SKOV-3 中 ASH2L 的表达水平。采用 ployplus 试剂

介导 ASH2L 质粒转染，通过 Western blot 法验证 ASH2L 的转

染效率，并利用 CCK-8 法检测转染后 SKOV-3 细胞的增殖情

况。结果 ASH2L 蛋白表达定位于卵巢癌组织细胞核内。

与正常人的卵巢组织相比，上皮性卵巢癌组织中 ASH2L 蛋

白表达水平上调 ( P ＜ 0. 01 ) ，与 293T 细胞系相比，SKOV-3

细胞系中 ASH2L 蛋白表达水平上调 ( P ＜ 0. 05 ) 。SKOV-3

细胞系在转染 ASH2L 质粒后，细胞中 ASH2L 蛋白的表达升

高，与空载质粒转染的 SKOV-3 细胞相比，ASH2L 质粒转染

的 SKOV-3 细胞增殖增加( P ＜ 0. 01) 。结论 ASH2L 在上皮

性卵巢癌中表达升高。高表达的 ASH2L 可促进卵巢上皮性

肿瘤细胞 SKOV-3 的增殖。
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卵巢癌是妇科常见恶性肿瘤，死亡率位于妇科

恶性肿瘤首位。表观遗传学的研究对恶性肿瘤的预

防和治疗有着重要的意义。有研究［1 － 4］表明: 组蛋

白 H3K4 甲基化修饰可影响肾癌、肺癌、胰腺癌、乳

腺癌及胃癌等多种恶性肿瘤的预后。在哺乳动物体

内，混合谱系白血病 ( mixed lineage leukemia，MLL)

甲基转移酶能够参与家族蛋白调节 H3K4 的组蛋白

修饰，而 ASH2L 是 MLL 甲基转移酶的核心亚单位

之一［5］。ASH2L 的表达缺失，会使 MLL 复合体进

行 H3K4 三 甲 基 化 修 饰 的 水 平 降 低［6］。因 此，

ASH2L 的表达会通过甲基化修饰的途径影响细胞

的发生发展及癌变。目前尚无关于 ASH2L 在卵巢

癌中的相关性研究，该研究旨在观察 ASH2L 在上皮

性卵巢癌中的表达及其对卵巢上皮性恶性肿瘤 SK-
OV-3 增殖的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 人卵巢癌细胞系 SKOV-3 及人肾

上皮细胞系 293T( 中国科学院上海细胞库) ，保存于

安徽医科大学第二附属医院中心实验室。细胞系用

含有 10% 的 胎 牛 血 清、1% 链 霉 素 及 青 霉 素 的

DMEM 培养基培养，置于 37 ℃、5% CO2 和饱和湿

度的恒温培养箱中。
1． 1． 2 标本收集 选取 2018 年 3 月—2019 年 7 月

因卵巢癌和同期因绝经后子宫良性疾病在安徽医科

大学第二附属医院妇科行手术治疗的 20 例患者为

研究对象。卵巢癌患者 10 例，因子宫良性疾病行子

宫双附件切除的患者 10 例( 子宫肌瘤患者 6 例，子

宫腺肌症患者 3 例，子宫内膜息肉 1 例) 。卵巢癌组

患者手术前均未接受辅助化疗; 绝经后子宫良性疾

病组患者术前未接受性激素治疗。卵巢癌组患者年

龄为 42 ～ 65( 52 ± 6. 62) 岁; 子宫良性疾病组患者年

龄为 50 ～ 58( 53 ± 2. 63 ) 岁。卵巢癌组术后卵巢组

织病理均为卵巢浆液性乳头状腺癌。子宫良性疾病

组患者术后卵巢病理结果均提示卵巢正常。本研究

经安徽医科大学第二附属医院伦理委员会同意。
1． 1． 3 感受态细胞 DH5α( 上海生工生物工程股

份有限公司) 保存于安徽医科大学第二附属医院中

心实验室，置于 － 80 ℃冰箱中。
1． 1． 4 主要试剂 ASH2L 抗体( 美国 BETHYL 公

司) ; β-actin 多克隆抗体、山羊抗兔二抗、山羊抗鼠

二抗、ECL 发光试剂盒 ( 美国 affinity 公司) ; PVDF
膜( 上海 Biosharp 公司) ; 胎牛血清、高糖 DMEM 液

体培养基 ( 美国 Gibco 公司) ; 免疫组化试剂盒 ( 武

汉赛维尔生物科技有限公司) ; ASH2L 质粒及空载

质粒( 美国 Addgene 公司) ; 质粒提取试剂盒 ( 广州
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美基生物科技有限公司) ; jetPRIME 试剂 ( 法国

polyplus-transfection 公司) ; CCK-8 试剂盒( 上海七海

复泰生物科技有限公司) 。
1． 1． 5 主要仪器 Heraeus CO2 恒温培养箱( 德国

Heraeus 公司) ; 酶标仪 ( 上海科华实验系统有限公

司) ; 高 速 低 温 离 心 机 ( 美 国 Eppendorf 公 司 ) ;

CU420 型电热恒温水箱( 上海恒科仪器有限公司) ;

电泳仪、显影仪( 上海天能科技有限公司) ; IMPLEN
超微量分光光度计( 江苏万科科教仪器有限公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 免疫组化 收集上皮性卵巢癌组织，制成石

蜡切片并脱蜡，放入修复盒中浸润于柠檬酸抗原修

复缓冲液，在微波炉内加温抗原修复，使用 3% 过氧

化氢阻断内源性的过氧化物酶，血清封闭后加入一

抗，复温后加入对应的二抗，室温下孵育 50 min，滴

加链亲和素 － 过氧化物酶溶液，室温孵育 10 min，加

入现配的 DAB 染液，避光约 10 min 后显微镜观察

染色情况。
1． 2． 2 Western blot 实验 提取组织或细胞系的总

蛋白，利用 BCA 法进行蛋白定量，在制好的凝胶板

孔中加入样品和 Marker，而后依次进行电泳、切胶、
转膜。转膜过后，对带有蛋白的 PVDF 条带依次进

行室温下 5%脱脂牛奶封闭、洗膜，4 ℃下一抗过夜

孵育、洗膜，室温下二抗封闭 1 h、洗膜，最后利用显

影仪进行 ECL 显色，并对图像进行处理与分析。
1． 2． 3 转化及质粒扩增 将质粒样本加入到感受

态细胞 DH5α 中进行转化，接种于 LB 培养基中并

于 37 ℃过夜培养，在培养基中挑取单克隆菌落放入

含抗生素的 LB 培养液中 37 ℃、200 ～ 250 r /min 条

件下过夜摇菌培养，最后利用质粒提取试剂盒对菌

液中的质粒进行提取，并测量浓度。
1． 2． 4 质粒转染 当 6 孔板中培养细胞覆盖率满

意时，以质粒悬液: 缓冲液: jetPRIME 试剂 = 1 ∶
100 ∶ 2 的 比 例 配 制 转 染 混 合 物，并 孵 育 10 ～ 15
min，将 6 孔板中的培养基清洗并更新，孵育结束后

将转染混合物加入其中，置于 37 ℃、5% CO2 的培

养箱中，24 h 后更换培养基，并继续放入培养箱中

培养，留用于后续实验。
1． 2． 5 CCK-8 实验 在细胞系转染后的 24、48、72
h 分别对 6 孔板中的各组细胞进行消化，并计数。
将适当浓度的细胞悬液接种于 96 孔板中( 100 μl /
孔) ，另有孔加入相应量不含细胞的培养基作为空

白对照。待细胞贴壁后，将 10 μl 的 CCK-8 溶液加

入到孔中，在培养箱内孵育 4 h，经过酶标仪 450 nm

处测量吸光度的值，反复测量 3 次，取实验结果的平

均值作为最终结果。
1． 3 统计学处理 通过 Graphpad Prime 7. 0 软件

进行统计分析，计量资料采用 珋x ± s 表示。相关试验

研究数据均独立重复 3 次后取平均值。独立两组均

数比较采用 t 检验分析或单因素方差分析。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 免疫组化实验检测 ASH2L 在细胞中的表达

定位 在上皮性卵巢癌组织中，ASH2L 的表达定位

于细胞核中( 图 1) 。

图 1 卵巢组织免疫组化染色

A: × 100; B: × 400

2． 2 Western blot 实验检测组织中 ASH2L 蛋白的

表达 提取组织的总蛋白，Western blot 方法检测上

皮性卵巢癌组织和正常卵巢组织中 ASH2L 蛋白的

表达量，结果显示: 上皮性卵巢癌组织的 ASH2L 蛋

白表达水平高于正常卵巢组织( 图 2 ) ，两组间比较

差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。

图 2 Western blot 法检测各组组织中蛋白表达情况

与正常卵巢组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 Western blot 实验检测细胞系中 ASH2L 蛋白

的表达 分别培养人卵巢癌细胞系 SKOV-3 及人肾

上皮细胞系 293T，提取两种细胞系的总蛋白，West-
ern blot 方法检测 SKOV-3 和 293T 细胞系中 ASH2L
蛋白的表达量，结果显示: SKOV-3 细胞系中 ASH2L
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蛋白的表达水平高于 293T 细胞( 图 3) ，两组间比较

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

图 3 Western blot 法检测细胞系中蛋白表达情况

与 293T 细胞组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 CCK-8 实验检测转染质粒后细胞系的增殖情

况 对 SKOV-3 细胞分别进行 ASH2L 质粒转染和

空载质粒转染，采用 Western blot 方法检测转染后

ASH2L 蛋白的表达量，验证 SKOV-3 细胞中的转染

效率。结果显示，与转染空载质粒的 SKOV-3 细胞

相比，转染 ASH2L 质粒的 SKOV-3 细胞中 ASH2L 蛋

白明显高表达，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01，图 4) 。
在 SKOV-3 成功转染后的 24、48、72 h，转染空载质

粒和转染 ASH2L 质粒的 SKOV-3 细胞对比研究，采

用 CCK-8 实验验证，结果显示转染后 24、48 和 72
h，ASH2L 转染组较空载转染组的细胞增殖能力均

有所增加，且两组间的细胞增殖差异随时间的延长

逐渐增 加 ( 图 5 ) ，组 间 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 01) 。

图 4 Western blot 实验检测转染后细胞蛋白表达情况

与空载转染组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 CCK-8 检测细胞系增殖情况

与空载转染组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

研究［7］指出: 血清中游离甲基化 DNA 的表达水

平可以反映肿瘤组织的增生状态，可作为肿瘤早期

诊断的标志物之一，而多重巢式特异性甲基化 PCR
检测可作为潜在的上皮性卵巢癌早期诊断的方法之

一。
DNA 的不同修饰可以使染色体的结构和功能

发生改变，进而导致基因表达以及细胞行为的改变。
在人类肿瘤基因图谱的研究［8］ 中: 哺乳动物蛋白

H3K4 甲基转移酶即 MLL 复合物的家族特异性基因

异常与多种恶性肿瘤的发生发展、转移相关。MLL
酶以腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将甲基转移至组蛋

白 H3K4e-氨基上，完成 H3K4 的甲基化修饰，可分

为 MLL 和 SETI A /B 两类甲基化酶。MLL 复合物的

核心蛋白包括 WDR5、RbBP5、ASH2L 及 DPY30。相

关研究发现: 敲除 MLL 复合物中的 ASH2L 核心蛋

白，可导致 MLL 复合物酶活性的降低。
有文献［9］表明，肿瘤细胞增殖过程中有 ASH2L

的参 与: 癌 蛋 白 MYC 可 与 ASH2L 发 生 相 互 作

用［11］; 乳腺癌、胰腺癌、喉癌肝癌、宫颈癌、结肠癌及

皮肤 黑 色 素 瘤 等 肿 瘤 中 均 存 在 ASH2L 的 高 表

达［10 － 11］; Qi et al［12］的研究表明，乳腺癌标本及相关

癌细胞系内，存在 ASH2L 的高表达，且 ASH2L 的表

达水平与 ERα 相关; Cheng et al［13］研究显示，肺癌

的恶性程度受 MMP9 和 ASH2L 的表达水平调控，抑

制 ASH2L 的表达可以有效促进 MMP9 介导的肿瘤

细胞的浸润和迁移。ASH2L 蛋白表达通过表观遗

传学机制间接地影响着恶性肿瘤的发生发展，该研

究表明 ASH2L 在上皮性卵巢癌中表达升高，高表达

的 ASH2L 可促进卵巢上皮性肿瘤细胞 SKOV-3 的

增殖，这表明 ASH2L 与卵巢癌同样有着密切的联

系，参与它的发生发展，而其中的具体机制还需要将
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来更多的思考和实验来探索。
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Expression of ASH2L in epithelial ovarian cancer and effect
of ASH2L on the proliferation of SKOV-3 cell line

Sun Chao，Sun Shiying，Zhan Lei，et al
( Dept of Obstetrics and Gynecology，The Second Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To explore the effect of ASH2L，an important component of the core subunit of the mixed
lineage leukemia ( MLL) methyl transferase complex，on the proliferation of ovarian epithelial carcinomacell line
SKOV-3． Methods Immunohistochemistry was used to detect the localization of ASH2L protein expression in epi-
thelial cancer tissue specimens． Western blot was used to detect the expression level of ASH2L in ovarian cancer
tissue samples and normal ovarian tissue samples，and the expression level of ASH2L in ovarian malignant tumor
cell lines． Polyplus reagent was used to mediate ASH2L plasmid transfection，the transfection efficiency of ASH2L
was verified by Western blot，and the proliferation of SKOV-3 cells after transfection was detected by CCK-8 meth-
od． Results The expression of ASH2L was located in the nucleus of ovarian cancer tissues． Compared with normal
ovarian tissues，the expression level of ASH2L protein in ovarian epithelial cancer tissues was up-regulated ( P ＜
0. 01 ) ． Compared with 293T cell line，the expression level of ASH2L protein in SKOV-3 cell line was up-regulated
( P ＜ 0. 05) ． After SKOV-3 cell line was transfected with ASH2L plasmid，the expression of ASH2L protein in the
cells increased． Compared with SKOV-3 cells transfected with empty plasmid，the proliferation of SKOV-3 cells
transfected with ASH2L plasmid increased ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion ASH2L is highly expressed in epithelial o-
varian cancer． Increased expression of ASH2L can promote the proliferation of ovarian epithelial tumor cells
SKOV-3．
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