
tect the activation of intracellular signaling pathway and the expression of early growth response protein 1 ( EGＲ1) ．
The EGＲ1 siＲNA was transfected to inhibit the expression and observed the effect of IGF-1 on the migration and in-
vasion of HCC cells． Ｒesults IGF-1 could promote the migration and invasion of HCC cell lines in a dose-de-
pendent manner． IGF-1 increased the phosphorylation levels of IGF1Ｒ，AKT and EＲK in HCC cells without signifi-
cant changes in total expression，and the protein and mＲNA expression of EGＲ1 also increased with the increase of
IGF-1 concentration． After the expression of EGＲ1 decreased by siＲNA，IGF-1 significantly reduced the migration
and invasion ability of cells． Conclusion The migration and invasion of IGF-1 induced HCC cell line is mediated
by EGＲ1．
Key words hepatocellular carcinoma; insulin-like growth factor-1; early growth response protein 1; cell migra-
tion and invasion
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FAT4 的表达对人卵巢癌细胞增殖和侵袭的影响
陈 颍，周家德，颜士杰，肖 兰

摘要 目的 研究 FAT4 在上皮性卵巢癌组织中表达及其

对人上皮卵巢癌细胞增殖和侵袭的影响。方法 采用免疫

组化方法检测上皮性卵巢癌及正常卵巢上皮组织 FAT4 蛋

白表达。FAT4-siＲNA 转染人上皮卵巢癌细胞 A2780、qＲT-
PCＲ 和 Western blot 方法检测 FAT4 基因沉默效果，CCK-8 及

Transwell 实验分析 FAT4 基因敲除后细胞增殖及侵袭能力

的改变。结果 上皮性卵巢癌组织中 FAT4 为胞质和核分

布，明显高于正常卵巢上皮组织( P ＜ 0. 01) ，FAT4 表达与患

者年龄、月经情况和病理类型无明显相关性( P ＞ 0. 05 ) ，而

与上皮性 卵 巢 癌 肿 瘤 大 小 ( P = 0. 020 ) 、FIGO 分 期 ( P =
0. 002) 以及病理分级( P = 0. 029) 有明显相关性( P ＜ 0. 05) ;

FAT4 干扰可显著抑制人卵巢癌细胞 A2780 增殖及侵袭能力

( P ＜ 0. 01) 。结论 FAT4 高表达与肿瘤临床分期及分化程

度相关，体外实验证实 FAT4 与卵巢癌细胞增殖及侵袭相

关，为上皮性卵巢癌治疗提供了新的靶点。
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卵巢上皮性肿瘤是女性生殖系统最常见的卵巢

肿瘤，一经确诊超过 70% 已是中晚期，从而导致了
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易复发、预后差以及病死率高等特点，因此，找寻与

卵巢癌发生、发展相关的诊断指标对深入了解卵巢

癌的发病机制具有重要的意义。
人类的 FAT4 亦称之 FAT-J，于 2004 年首次报

道［1］，FAT4 是一种单跨膜蛋白受体，与调控哺乳动

物的细胞分化、组织发育相关。研究表明，FAT4 蛋

白在食管癌［2］、肝癌［3］中表达均显著降低; 在胃癌

中，FAT4 低表达可导致胃癌细胞增殖［4］; 另有报

导，乳腺癌中 FAT4 表达缺失与 FAT4 启动子甲基化

有关［5］; Bossuyt et al［6］报道，FAT4 作为一个细胞黏

附蛋白可影响细胞的迁移运动。国内外对 FAT 家

族的研究主要集中于 FAT1，而对 FAT4 研究较少，

目前对于 FAT4 与卵巢恶性肿瘤的研究几乎未见报

道。本实验应用免疫组化法比较正常卵巢组织及上

皮性卵巢癌组织中 FAT4 表达，及其与临床病理特

征间的联系; FAT4 体外干预对上皮性卵巢癌细胞增

殖和侵袭力的影响，以探讨上皮性卵巢癌发生发展

与 FAT4 表达的相关性。

1 材料与方法

1． 1 病例资料及试剂 选取 2016 年 1 月 ～ 2018
年 12 月在安徽医科大学第一附属医院病理确诊上

皮性卵巢癌的石蜡标本 60 例 ( 患者术前均未行放

化疗或生物治疗) ，分为实验组及对照组。实验组:

年龄 48 ～ 55 ( 52. 21 ± 2. 82 ) 岁，其中Ⅰ ～ Ⅱ期 18
例，Ⅲ ～Ⅳ期 42 例。卵巢肿瘤按照 WHO 组织学分

级标准分为: 浆液性腺癌 25 例，黏液性腺癌 27 例，
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其他类型 8 例; 对照组: 年龄 47 ～ 53( 50. 07 ± 3. 74)

岁，同期因非卵巢疾病手术患者的正常卵巢组织 30
例。所有入组患者均为初诊且临床病例资料完整，

均知情并签订知情同意书。A2780 购自上海慧颖生

物有限公司; ＲPMI-1640 细胞培养基购自美国 Hy-
clone 公司; FAT4 兔抗人多克隆抗体购自英国 Ab-
cam 公司; CCK-8 试剂盒购自上海碧云天公司; TＲ-
Izol( 总 ＲNA 抽提试剂) 购自美国 Gibco 公司; 脂质

体 Lipofectamine2000 购 自 美 国 Invitrogen 公 司;

FAT4-siＲNA 购自美国 Santa Cruz 公司; PVDF 膜购

自美国 Millipore 公司。
1． 2 免疫组织化学方法检测 FAT4 蛋白 将患者

的临床病理资料，如年龄、月经情况、病理类型、肿块

大小、临床分期、肿瘤分级与 FAT4 表达进行比较。
免疫组织化学方法进行 FAT4 检测，所有石蜡块标

本均连续切片，切片厚度 4 μm，切片先行抗原修复，

再经脱蜡、脱二甲苯、3% H2O2 封闭和枸橼酸修复

液微波修复，FAT4 一抗浓度以 1 ∶ 150 稀释，4 ℃孵

育过夜，次日常规复温，抗兔二抗以 1 ∶ 2 000稀释，

37 ℃孵育 30 min，PBS 漂洗 5 min × 3 次，滴加 5%
DAB 显色。再经苏木精复染、乙醇化、脱水以及中

性树胶封片固定，室温风干后光镜下观察。细胞质、
细胞 核 中 为 棕 褐 色 细 颗 粒 状 为 阳 性。结 果 判 定

FAT4 蛋白阳性表达为细胞质或核呈棕黄色颗粒，每

例样本随机观察 10 个高倍视野( × 200 ) ，镜下无阳

性细胞为阴性( － ) ，阳性细胞数 ＜ 5% 为弱阳性( 1
+ ) ，阳性细胞数 5% ～25%为阳性( 2 + ) ，阳性细胞

数 ＞ 25%为强阳性( 3 + ) 。
1． 3 细胞培养和转染 A2780 细胞于含 10% 小牛

血清 ＲPMI1640 培养液、37 ℃、5% CO2、饱和湿度培

养箱中培养，待细胞汇合度达到 70% 左右时行转

染，实验分 3 组: 未转染组( 空白对照组) 、FAT4-NC
组、FAT4-siＲNA 组，具体转染步骤按 Lipofectamine
2000 试剂说明书上操作，转染 4 h 后更换为 1640 完

全培养液，继续培养 48 h，分别提取 ＲNA 及蛋白用

于 Q-PCＲ 及 Western blot 检测 FAT4 抑制情况。
1． 4 FAT4 基因在 mＲNA 水平检测 TＲIzol 提取

细胞总 ＲNA，定量后取 2 μg 反转录获 得 cDNA。
SYBＲ GＲEEN 荧光实时定量 q-PCＲ 方法进行检测

FAT4 基因表达情况。FAT4 上游引物序列: 5'-ATT-
TAGGACCAGAAGCGAGAA-3'， 下 游: 5'-CTCTC-
CACTTTCCCAGCAA-3'; β-actin 上 游 引 物 序 列: 5'-
GTGGCCGAGGACTTTGATTG -3'; 下游 5'- CCTGTA-
ACAACGCATCTCATATT -3'。反应条件为: 95 ℃ 预

变性 3 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，60 ℃延

伸 1 min，共 40 个循环。设 3 个复孔，所有反应进行

3 次，2 － ΔΔCT法分析 A2780 细胞中 FAT4 基因表达情

况及 siＲNA 对 FAT4 基因的敲除效果。
1． 5 Western blot 检测细胞 FAT4 蛋白表达 30
μg 蛋白质样品行 SDS-PAGE 电泳，湿转至硝酸纤维

膜上; 5% BSA 室温封闭 2 h，0. 05% Tween20 的 TBS
缓冲液( TBST) 漂洗 3 次，每次 10 min; 加入 FAT4 一

抗( 1 ∶ 500) ，GAPDH 一抗( 1 ∶ 5 000 ) ，4 ℃ 过夜，1
× TBST 漂洗 3 遍，相应辣根过氧化物酶标记二抗( 1
∶ 5 000) 37 ℃摇床温育 2 h，ECL 显色曝光，采集照

片。
1． 6 CCK-8 法检测各组细胞的增殖情况 PBS 洗

涤细胞，0. 25%胰酶消化细胞制成单细胞悬液，调整

细胞浓度为 1 × 104 /ml，100 μl /孔接种于 96 孔板，

设 5 个复孔。接种后继续培养 48 h，每孔更换新鲜

培养基，各加入 10 μl /的 CCK-8，继续培养 4 h 后，

酶标仪检测 450 nm 波长处各孔吸光度 OD 值。重

复 3 次，取平均值。
1． 7 体外侵袭实验 常规洗涤消化细胞制备单细

胞悬液，无血清培养基重悬细胞，上室加入细胞浓度

为 8 × 103 /ml 的细胞悬液 200 μl，下室加入含 100
ml /L 小牛血清的培养基 500 μl。放置 37 ℃培养箱

培养 48 h，取出小室，乙醇固定，结晶紫染色，风干镜

检，混匀后计数下室细胞数。
1． 8 统计学处理 所有数据采用 SPSS 15. 0 统计

软件分析。计数资料用率( % ) 表示，使用 χ2 检验

或 Fisher’s 确切概率法; 定量数据采用 珋x ± s 表示，

相关样本行配对样本 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 上皮性卵巢癌组织过表达 FAT4 免疫组化

显示 FAT4 主要表达于上皮性卵巢癌细胞质及胞

核，表现为棕黄色颗粒，着色明显，正常卵巢上皮细

胞几乎不着色。相比较正常卵巢上皮组织，上皮性

卵巢癌组织中显著高表达 FAT4，FAT4 蛋白阳性表

达率相比( 71. 7% vs 16. 7% ) ，差异具有统计学意义

( P ＜ 0. 01) ，见图 1、表 1。
2． 2 FAT4 表达与上皮性卵巢癌临床病理的关系

FAT4 表达与上皮性卵巢癌患者的年龄、月经情

况、病理类型无明显相关性( P ＞ 0. 05) ，而与上皮性

卵巢 癌 肿 瘤 大 小 ( P = 0. 020 ) 、FIGO 分 期 ( P =
0. 002) 以及病理分级( P = 0. 029 ) 有明显相关性( P
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＜ 0. 05) ，见表 2。

图 1 FAT4 蛋白表达 × 200

A: FAT4 在正常卵巢上皮细胞中表达为( － ) ; B: 弱阳性( 1 + ) ;

C: 阳性( 2 + ) ; D: 强阳性( 3 + )

表 1 正常卵巢上皮及上皮性卵巢癌组织中

FAT4 阳性表达率比较( n)

组别
FAT4 蛋白表达

0 1 + 2 + 3 +
正常卵巢组织( n = 30) 25 5
卵巢癌组织( n = 60) 17 7 20 16

表 2 FAT4 表达与上皮性卵巢癌临床病理参数的关系

影响因素 n
FAT4 表达

阳性

( n = 43)

阴性

( n = 17)

χ2 值 P 值

年龄( 岁)

＞ 50 33 22 11 0． 903 0． 342
≤50 27 21 6

月经情况

未绝经 29 25 4 5． 844 0． 160
绝经 31 18 13

FIGO 分期

Ⅰ ～Ⅱ期 18 8 10 9． 384 0． 002
Ⅲ ～Ⅳ期 42 35 7

肿瘤直径( cm)

＞ 10 32 27 5 5． 454 0． 020
≤10 28 16 12

病理类型

浆液性 25 18 7
黏液性 27 20 7 0． 409 0． 815
其他 8 5 3

分化程度

G1 10 4 6
G2 24 17 7 7． 094 0． 029
G3 26 22 4

2． 3 siＲNA 对 A2780 细胞 FAT4 mＲNA 及蛋白表

达的影响 A2780 细胞转染 48 h 后，Western blot 结

果显示: 细胞转染后 48 h，FAT4-siＲNA 组较对照组

及 FAT4-NC 组 FAT4 蛋 白 表 达 明 显 下 调 ( P ＜
0. 05) ，见图 2; 实时荧光定量 PCＲ 检测发现 FAT4 -
siＲNA 组 FAT4 mＲNA 水平相比较 FAT4-NC 及对照

组亦明显下调( P ＜ 0. 05) ，见图 3。

图 2 细胞中 FAT4 蛋白表达比较

1: 对照组; 2: FAT4-NC 组; 3: FAT4-siＲNA 组

图 3 细胞中 FAT4 mＲNA 相对表达量比较

1: 对照组; 2: FAT4-NC 组; 3: FAT4-siＲNA 组; 与对照组比较:
* P ＜ 0. 05; 与 FAT4-NC 组比较: #P ＜ 0. 05

2． 4 FAT4-siＲNA 对 A2780 细胞增殖的影响 转

染 48 h 后，FAT4-siＲNA 组 A2780 细胞增殖较对照

组及 FAT4-NC 组 细 胞 增 殖 明 显 受 到 抑 制 ( P ＜
0. 01) 。见图 4。

图 4 CCK-8 法检测 A2780 细胞增殖情况

1: 对照组; 2: FAT4-NC 组; 3: FAT4-siＲNA 组; 与对照组比较:
＊＊P ＜ 0. 01; 与 FAT4-NC 组比较: ##P ＜ 0. 01
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图 5 各组细胞的侵袭能力 结晶紫染色 × 400

1: 对照组; 2: FAT4-NC 组; 3: FAT4-siＲNA 组

2． 5 FAT4-siＲNA 对 A2780 细胞侵袭的影响 镜

下检测结果显示 FAT4-siＲNA 组穿过微孔膜的细胞

数目明显少于对照组及 FAT4-NC 组，见图 5; 经统计

学分析，FAT4-siＲNA 组同其他两组间存在显著差异

( P ＜ 0. 01) ，见图 6。说明 FAT4 基因促进了人卵巢

癌细胞 A2780 的体外侵袭能力。

图 6 穿过微孔膜 A2780 细胞百分比比较

1: 对照组; 2: FAT4-NC 组; 3: FAT4-siＲNA 组; 与对照组比较:
＊＊P ＜ 0. 01; 与 FAT4-NC 组比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

人类 FAT 基因是果蝇 ft 基因的同源基因。ft
基因通过参与调控 Hippo 通路和影响平面细胞极性

在果蝇的整个发育过程发挥重要调节作用。近来

年，关于 FAT 基因家族的研究才广泛开展起来。从

蛋白组织观点看，FAT 蛋白的分子量是钙黏超家族

中最大的一类，作为一种单次跨膜受体蛋白，由 32
～ 34 次重复钙黏蛋白组成。

FAT 家族主要包括 FAT1、FAT2、FAT3、FAT4 蛋

白 4 个重要成员。已经证实 FAT1 和 FAT4 与肿瘤

发生发展有关。FAT4 在胃癌、乳腺癌、肝癌等多种

恶性肿瘤的表达率显著低于正常组织，表现为抑癌

基因作用; Cai et al［7］研究提示 FAT4 蛋白在胃癌组

织中表达下调，FAT4 mＲNA 表达也显著低于癌旁组

织，且 FAT4 阴性表达与胃癌淋巴结转移、短生存期

密切相关; 细胞水平也证实低表达 FAT4 可促进胃

癌细胞发生侵袭转移，提示 FAT4 是一个抑癌基因;

Sun et al［8］报道外周血中异常 FAT4 甲基化与胃癌

高风险有关。而 FAT4 是否具有癌基因功能目前尚

未见报道。
人们已发现在 FAT 四个亚型中，FAT1 亚型既

有抑癌作用又有致癌作用。在直肠癌、神经胶质瘤

和头颈部肿瘤中 FAT1 表达下调，但在乳腺癌、白血

病和黑色素瘤中 FAT1 表达却为上调［9 － 10］。那么

FAT4 基因是否也具有这种双重特性呢? 笔者发现

与正常卵巢上皮组织比较，上皮性卵巢癌中 FAT4
高表达，提示 FAT4 高表达与上皮性卵巢癌发生有

关; FAT4 表达与上皮性卵巢癌患者年龄、病理类型

无明显相关，而与肿瘤大小、FIGO 分期以及病理分

级明显相关。随着上皮性卵巢癌 FIGO 分期提高，

FAT4 阳性表达率明显升高，且上皮性卵巢癌分期越

晚，FAT4 阳性表达率越高，提示 FAT4 过表达与上

皮性卵巢癌的发生发展呈正相关，FAT4 过表达可能

促进肿瘤增殖，导致肿瘤体积增长较快，推测 FAT4
可能是卵巢肿瘤癌基因的候选者之一。

相 关 机 制 研 究［11］ 发 现 FAT4 表 达 缺 失 可 使

Hippo 通路中断，进而导致乳腺肿瘤形成，当小鼠

FAT4 表达恢复后其致瘤性明显下降，提示 FAT4 通

过 Hippo 信号通路在乳腺癌中起到抑癌基因作用。
Bossuyt et al［6］发现 FAT4 敲除并未使小鼠肝脏形成

肿瘤，FAT4 未起到肿瘤抑制作用。该研究推测在不

同组织中 FAT4 与 Hippo 通路互作不同。在结肠癌

中 FAT4 通过调节 PI3K-AKT 信号传导通路［12］，抑

制上皮间质转化，从而进一步抑制结肠癌细胞的增

殖和侵袭能力。与 FAT4 敲除小鼠相比，FAT4 过表

达小 鼠 的 结 肠 肿 瘤 明 显 缩 小。本 实 验 结 果 显 示

FAT4 基因在上皮性卵巢癌 A2780 细胞中高表达，

FAT4-siＲNA 转染 A2780 细 胞 沉 默 FAT4 基 因 后，
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A2780 细胞的增殖和侵袭能力明显受到抑制，而其

作用机制尚需更多深入的研究进一步验证。
卵巢癌的发生发展是多因素共同参与的过程，

通过各种信号调节通路相互协调制约。本研究结果

发现 FAT4 与卵巢癌细胞增殖及侵袭相关，下一步

将深入研究 FAT4 通过激活哪些信号促进肿瘤生长

和肿瘤迁移及其具体分子机制，为寻找有效的治疗

卵巢癌的分子靶点提供前期研究及理论基础。
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Expression of FAT4 and their effects on cell proliferation and
invasion of human ovarian cancer cells

Chen Ying，Zhou Jiade，Yan Shijie，et al
( Dept of Gynaecology and Obstetrics，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the expression of FAT4 and the effects of FAT4 on cell proliferation and invasion of
human ovarian cancer cells． Methods FAT4 expression levels in epithelial ovarian carcinoma ( EOC) tissues were
examined by immunohistochemistry． qＲT-PCＲ and Western blot were used to detect the relative expression of FAT4
in A2780 cells after FAT4 gene silenced． The effects of siＲNA mediated knockdown of FAT4 on the cell prolifera-
tion and invasion of ovarian cancer were investigated by CCK-8 and Transwell assay． Ｒesults The cytoplasmic and
nuclear distribution of FAT4 in epithelial ovarian cancer tissues was significantly higher than that in normal ovarian
epithelial tissues ( P ＜ 0. 01 ) ． There was no significant correlation between FAT4 expression and age，menstrual
status and pathological type ( P ＞ 0. 05 ) ，but FAT4 expression was significantly correlated with tumor size ( P =
0. 020) ，FIGO stage ( P = 0. 002 ) ，and pathological grade ( P = 0. 029 ) ． The cell proliferation and invasion of
FAT4 siＲNA group decreased significantly compared with the control and FAT4-negative control group ( P ＜
0. 01) ． Conclusion FAT4 high expression level is closely related to clinical stage and tumor grade． The present
study demonstrated that FAT4 plays important roles in cell proliferation and invasion of EOC，indicating that FAT4
might be used as a potential therapeutic marker in patients with EOC．
Key words FAT4; proliferation; invasion; epithelial ovarian carcinoma
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