
apy in osteoporosis treatment． Methods Primary osteoblasts were cultured and randomly separated into four
groups: control group，group ICA Ⅱ，mixed group( ICA Ⅱ + SB203580) ，group SB203580 ( p38 signaling pathway
inhibitor) ． ALP activity levels were detected by pNPP method． The protein levels of p38MAPK，p-p38MAPK and
OPG were measured by Western blot． The expression of OPG mＲNAs was detected by ＲT-PCＲ． Ｒesults Group
ICA Ⅱ showed a significant increase in the level of ALP activity( P ＜ 0. 01) ，compared to the control group． ALP
activity showed a decrease in the mixed group，compared to group ICA Ⅱ( P ＜ 0. 05) ． p-p38MAPK level in group
ICA Ⅱ was remarkably higher than that of the control group ( P ＜ 0. 01) ． The p-p38MAPK level was significantly
decreased in the mixed group ( P ＜ 0. 01 ) ． Among all of the groups，the total p38MAPK protein level kept un-
changed． The level of OPG in group ICA Ⅱ was remarkably higher than that of the control group ( P ＜ 0. 01) ． The
mixed group showed a decrease in the expression of OPG，compared to group ICA Ⅱ( P ＜ 0. 01) ． The gene expres-
sion level of OPG was significantly upregulated in group ICA Ⅱ compared to the control group ( P ＜ 0. 01) ． In the
mixed group，the expression of OPG mＲNA showed a decrease( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ICA Ⅱ can stimulate the
differentiation of osteoblasts，and promote the expression of OPG in osteoblasts． The process may be related to
p38MAPK signaling pathway．
Key words Icariside Ⅱ; osteoblasts; osteoprotegerin; p38MAPK; osteoporosis
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Wnt3a和 TCF4 在人卵巢癌中的表达及临床意义
戴 朦1，2，沈国栋1，2，程 民1，2，徐婷娟1，2，翁海燕3，胡世莲1，2，沈 干1，2

摘要 目的 探讨Wnt信号通路中关键蛋白Wnt3a和 TCF4

在卵巢癌中的表达水平以及临床意义。方法 ELISA 法检
测 10 例卵巢癌患者手术前后和 10 例健康对照者血浆
Wnt3a浓度，Western blot、qＲT-PCＲ 法检测卵巢癌患者与卵
巢良性病变者的卵巢组织 Wnt3a、TCF4 水平。采用 Western
blot法检测卵巢癌细胞株 SKOV3 与 HO8910 中 TCF4 的表
达，采用 dnTCF4 质粒转染技术获得 TCF4 表达下降的 SK-
OV3 /dnTCF4 细胞，使用细胞划痕实验比较卵巢癌细胞转移
能力。结果 卵巢癌患者血浆 Wnt3a 水平高于健康对照者
( P ＜ 0. 05) ，且术后血浆 Wnt3a水平低于术前( P ＜ 0. 05) ; 卵
巢癌组织中 Wnt3a、TCF4 水平高于卵巢良性病变者( P ＜
0. 05) ; SKOV3 的 TCF4 表达量高于 HO8910 且转移潜能也明
显高于后者( P ＜ 0. 05 ) ; 将 SKOV3 的 TCF4 敲低，其转移能
力明显减弱( P ＜ 0. 05 ) 。结论 Wnt 信号通路参与卵巢癌
的发生发展，Wnt3a和 TCF4 有可能成为监测卵巢癌进展的
临床指标之一。
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卵巢恶性肿瘤是当前病死率最高的妇科肿瘤之

一［1］，约 90%为上皮性，即卵巢癌。近年来卵巢恶
性肿瘤发病率呈上升趋势，2015 年全球统计结果表
明每年约有 24 万新发病例，15 万死亡病例，病死率
可高达 63%［2］。卵巢深居盆腔，起病比较隐匿，超
过 70%的卵巢恶性肿瘤患者早期缺乏明显的临床
表现和有效的诊断技术，确诊时已是晚期［3］，这是

导致高死亡率的一个主要原因。Wnt信号通路在卵
巢组织的胚胎发育和卵巢细胞增殖、分化及恶性转
化过程中起着重要作用［4 － 5］，已成为当前研究的热

点。经典 Wnt信号通路的主要组成为 Wnt 分泌蛋
白、跨膜受体卷曲蛋白( Frizzled) 、松散蛋白( dishev-
eled) 、β-catenin ( β-连环蛋白) 、糖元合成激酶 3β
( GSK3β) 、结肠腺瘤性息肉蛋白( APC) 、轴蛋白( ax-
in scaffolding protein) 、T-细胞因子( TCF) 、酪蛋白激
酶 1( CK1) 等［6］。当 Wnt信号分子与细胞膜上特异
性受体 Frizzled蛋白结合后，Wnt 信号通路被激活，
使 β-catenin不能被降解复合物磷酸化，以便在胞质

·4971· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Dec; 51( 12)



内得以稳定存在。而后积累并转入核内，与核转录
因子 TCF /LEF 结合并促进特定靶基因的激活并表
达，导致细胞异常增殖和迁移，从而参与肿瘤的发

生［7 － 8］。该实验主要检测 Wnt 信号通路中两个关
键蛋白 Wnt3a和 TCF4 的表达，为了解卵巢癌的发
病机制和临床治疗提供实验证据。

1 材料与方法

1． 1 材料和试剂 收集 2015 年 4 月 ～ 2015 年 10
月经安徽医科大学附属省立医院病理科确诊的 10
例卵巢癌患者手术前后( 术前未接受放化疗) 及 10
名健康对照者的血常规标本，离心后取上清液于

－ 80 ℃保存。人卵巢癌细胞株 SKOV3 由中国医学
科学院肿瘤研究所赠予，人卵巢癌细胞株 HO8910
购自中国科学院上海细胞库。人Wnt3a ELISA检测
试剂盒购自美国 Cloud-Clone Corp 公司; 兔抗人
TCF4 单克隆抗体、小鼠抗人 β-actin 单克隆抗体、
HＲP标记的山羊抗小鼠 /兔 IgG 购自美国 Cell Sig-
nalling Technology 公司; 逆转录试剂盒与转染试剂
Lipofectamine 2000 购自美国 Life Technologies公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 ELISA 法检测血浆 Wnt3a 含量 操作按照
检测试剂盒说明书，设 3 个复孔，每孔加入 100 μl
标准品及待测样本，37 ℃温育 2 h; 弃去孔内液体，
每孔加入 100 μl检测试剂 A，37 ℃温育 1 h; 弃去孔
内液体并洗板 3 次，每孔加入 100 μl 检测试剂 B，
37 ℃温育 30 min; 弃去孔内液体并洗板 5 次，每孔
加入 90 μl底物溶液，37 ℃显色 15 ～ 25 min; 每孔加
入 50 μl终止溶液，立即用酶标仪在 450 nm 波长测
量各孔光密度( optical density，OD) 值，最后做标准
曲线并计算样本中 Wnt3a含量。
1． 2． 2 细胞培养 人卵巢癌细胞株 SKOV3、
HO8910 用含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养基于
37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件下常规培养，取对数
生长期细胞进行实验。
1． 2． 3 Western blot 法检测细胞和组织 TCF4 含量
裂解细胞和研磨过的组织并提取总蛋白，BCA 法
测定蛋白浓度，并将同一批样本稀释成相同浓度和

体积。加入上样缓冲液，100 ℃煮沸 10 min 后在
SDS-PAGE凝胶中进行电泳分离，利用 Marker 进行
位置标记。湿转法将蛋白从凝胶中转至 PVDF 膜
上，5%BSA 室温封闭 1 h，加入小鼠抗人 β-actin 抗
体工作液( 1 ∶ 1 000 ) 或兔抗人 TCF4 抗体工作液
( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃过夜。次日，充分洗膜后加入 HＲP

标记的山羊抗小鼠 /兔 IgG 工作液( 1 ∶ 1 000 ) 室温
孵育 1 h。滴加显影液，使用化学发光成像仪成像并
用 Chemi Analysis分析软件对蛋白电泳条带灰度值
进行定量分析。蛋白相对定量 =目的蛋白灰度值 /
同标本 β-actin内参灰度值。每项实验重复 3 次。
1． 2． 4 qＲT-PCＲ 法检测组织 Wnt3a 和 TCF4 含量
① 提取 mＲNA: 称取适量组织，放入盛有液氮的
研磨器中研磨至粉末，加入 1 ml TＲIzol 试剂继续研
磨至粉红色，转移至无 ＲNA 酶的 EP 管中，室温放
置 5 min。加入 0. 2 ml的氯仿剧烈摇晃 15 s，室温放
置 2 min后 4 ℃、12 000 r /min离心 15 min。将最上
层的 mＲNA转移至新 EP 管中，加入 0. 5 ml 异丙醇
后室温静置 10 min，再 4 ℃、12 000 r /min 离心 10
min。去上清液，加入 1 ml 75%乙醇洗涤 ＲNA 沉
淀。4 ℃、7 500 r /min离心 5 min 后去上清液，置空
气中 5 ～ 10 min。用分光光度计测定 mＲNA 的浓
度。② 逆转录: 使用 High Capacity cDNA Ｒeverse
Transcription Kit，具体步骤见说明书。③ qＲT-PCＲ:
将上下游引物、MasterMix、样品和 Nuclease-free 水加
入到相应的八联管中混匀后放入 PCＲ 仪中按设定
程序进行: 95 ℃变性 10 min，之后95 ℃ 变性 15 s，
60 ℃ 退火 /延伸 60 s，共 35 个循环。引物序列: β-
actin F: 5'-TTGCCGACAGGATGCAGAA-3'，Ｒ: 5'-GC-
CGATCCACACGGAGTACTT-3'; TCF4 F: 5'-AAA-
CAGGAATCGTCCCAGAGTG-3'， Ｒ: 5'-CTCAGC-
TACGACCTTTGCTCTCA-3'。
1． 2． 5 质粒稳定转染 提前 1 d 在 6 孔板中接种
适量密度的 SKOV3 细胞( 约 2 × 105 /ml) ，待细胞生
长面积达 50% ～ 80%时即可用于转染。配制溶液
1: 240 μl无血清培养基 + 10 μl Lipofectamine 2000，
室温孵育 5 min; 溶液 2: 250 μl无血清培养基 + 2 μg
表达 dominant negative TCF4( dnTCF4) 质粒，室温孵
育 5 min; 将溶液 1 与溶液 2 混合，室温下放置 20
min; 将 6 孔板中的细胞用无血清培养基冲洗细胞 2
遍后，加入 2 ml 无血清培养基; 将溶液 1 与溶液 2
的混合液逐滴加入孔中，摇动培养板，轻轻混匀; 置

于37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中保温 4 ～ 6 h; 更换含
有血清的全培养基，置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养

箱中培养 24 h，将 6 孔板中转染的细胞用 0. 25%的
胰酶消化成单细胞悬液，按照每孔 1 个细胞比例稀
释后加入 96 孔板，并加入适量嘌呤霉素进行筛选，
最终获得低表达 TCF4 的 SKOV3 /dnTCF4 细胞。
1． 2． 6 细胞划痕实验 将卵巢癌细胞 SKOV3 和
HO8910 分别接种到培养皿中，待细胞贴壁并长至
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培养皿的 80%满度，用 200 μl 枪头尖端划出痕迹，
同时保证轨道宽度直且保持一致，用无菌 PBS 清洗
2 遍，以清除划痕所致脱落细胞，重新加入新鲜无血
清培养基，分别于 0、10 h 在显微镜下拍照，观察划
痕愈合情况并测量宽度。每项实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行分析。
卵巢癌患者手术前后血浆 Wnt3a 水平比较采用配
对样本 t 检验，卵巢癌患者和健康对照者血浆
Wnt3a水平、蛋白相对定量值和细胞划痕实验迁移
长度比较采用独立样本 t检验。

2 结果

2． 1 卵巢癌患者手术前后和健康对照者血浆
Wnt3a水平 实验显示卵巢癌患者血浆 Wnt3a 水
平比健康对照者高( t = － 5. 899，P ＜ 0. 05 ) ，提示卵
巢癌患者中可能存在 Wnt 信号通路的激活; 且卵巢
癌患者术后 Wnt3a水平比术前降低( t = 5. 354，P ＜
0. 05) ，说明手术可以明显降低患者血浆 Wnt3a 的
水平。见图 1。

图 1 ELISA法检测卵巢癌患者手术前后

和健康对照者血浆Wnt3a水平

与健康对照者比较: * P ＜ 0. 05; 与卵巢癌患者术前比较: # P ＜

0. 05

2． 2 卵巢癌组织Wnt3a 和 TCF4 表达 卵巢癌组
织 Wnt3a 的 mＲNA 量高于非卵巢癌患者 ( t =
5. 434，P ＜ 0. 05) ，卵巢癌组织 TCF4 的 mＲNA 量及
蛋白量高于非卵巢癌患者( t = 6. 263、10. 989，P ＜
0. 05) 。提示卵巢癌中存在 Wnt 信号通路的慢性活
化。见图 2。
2． 3 卵巢癌细胞株 SKOV3 与 HO8910 的 TCF4
水平和转移能力的比较 为了探讨 TCF4 对细胞运
动性的影响，通过细胞划痕实验检测这两种细胞的

转移能力，结果显示 SKOV3 的 TCF4 水平高于
HO8910( t =48. 362，P ＜ 0. 05) ，且转移能力也更强( t
=6. 935，P ＜0. 05) ，差异均有统计学意义。见图 3。
2． 4 敲低卵巢癌细胞株 SKOV3 的 TCF4 检测转
移能力变化 采用基因敲低技术获得低表达 TCF4

图 2 ＲT-PCＲ、Western blot法检测卵巢癌与

卵巢良性病变组织Wnt3a、TCF4 的表达
TU: 卵巢癌组织; NT: 卵巢良性病变组织; TU1: 1 号肿瘤组织;

TU2: 2 号肿瘤组织: NT1、NT2、NT3 分别代表 1 号、2 号、3 号卵巢良

性病变组织; A: 卵巢癌组织与卵巢良性病变组织的 Wnt3a mＲNA 均

值比较: * P ＜ 0. 05; B: 卵巢癌组织与卵巢良性病变组织的 TCF4 mＲ-

NA均值比较: * P ＜ 0. 05; C、D: 卵巢癌组织与卵巢良性病变组织

TCF4 蛋白量的均值比较: * P ＜ 0. 05
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图 3 Western blot法、划痕实验( ×100) 检测卵巢癌细胞株
SKOV3、HO8910 中 TCF4 的表达及其转移性

A: Western blot法检测 SKOV3 与 HO8910 的 TCF4 蛋白表达; B:

划痕实验检测 SKOV3 与 HO8910 的转移性; 与 HO8910 比较: * P ＜

0. 05

的 SKOV3 /dnTCF4 细胞，Western blot验证敲低成功
( t = 82. 114，P ＜ 0. 05) 后进行细胞划痕实验，实验显
示将 TCF4 敲低后其转移能力明显减弱，差异有统
计学意义( t = 10. 336，P ＜ 0. 05) 。见图 4。

图 4 Western blot法、划痕实验( ×100) 检测
SKOV3 /dnTCF4 细胞敲低成功后转移能力变化

A: Western blot 法验证 SKOV3 /dnTCF4 细胞的 TCF4 是否被成功敲

低; B: 划痕实验检测成功敲低 TCF4 的 SKOV3 /dnTCF4 细胞转移能

力; 与 SKOV3 /dnTCF4 比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

卵巢癌的死亡率居妇科肿瘤之首，目前临床上

一般采用手术切除联合化疗作为卵巢癌的一般治疗

方法［9］。然而卵巢癌对放化疗的敏感性比较差，易
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发生化疗耐药及复发，而且能够进行根治性手术治

疗的患者比例较低，因此卵巢癌患者总体预后较差，

成为危害广大妇女生命健康的隐形杀手［10 － 11］。卵
巢癌的发病机制研究进展缓慢，使得卵巢癌预防和

诊疗水平的提高受到了限制。
研究［12］表明Wnt3a相对Wnt家族其他成员，可

能在启动 Wnt 信号通路的活化过程中起到了更为
主要的作用，并且其表达与肿瘤转移及较差的预后

相关。TCF4 是 Wnt 通路中关键的下游因子之一，
发挥重要的转录调节作用［13］。TCF4 的转录活性是
维持细胞恶性表型所必需的，其是下游靶基因开启

转录的先决条件，成为 Wnt 信号通路的分子开
关［14］，其活化可能是 Wnt经典途径在卵巢癌发生发
展过程中的中心环节。为了探索 Wnt 信号通路中
Wnt3a和 TCF4 在卵巢癌发生发展中的作用，本实验
首先采用 ELISA 法检测了卵巢癌患者和健康对照
者血浆 Wnt3a 水平，结果表明卵巢癌患者血浆
Wnt3a水平高于健康对照者，且手术可明显降低患
者血浆 Wnt3a 水平。然后采用 Western blot、ＲT-
PCＲ法检测卵巢癌患者和卵巢良性病变者 TCF4 表
达水平，结果提示卵巢癌组织 TCF4 水平高于良性
病变者。上述结果均有统计学意义，提示卵巢癌患
者中可能存在 Wnt 信号通路的慢性活化。研究［15］

表明: TCF4 在卵巢交界性囊腺瘤和卵巢癌中表达高
于良性囊腺瘤，在低分化及Ⅲ +Ⅳ期卵巢癌中改变
更明显，本研究结果与之一致。本研究采用 Western
blot 法检测卵巢癌细胞株 SKOV3 和 HO8910 的
TCF4 表达，并用细胞划痕实验比较两者的转移能
力，结果提示 TCF4 表达高的 SKOV3 细胞转移的
快。采用基因敲低技术获得低表达 TCF4 的 SK-
OV3 /dnTCF4 细胞，并用 Western blot 法验证是否敲
低成功。最后用细胞划痕实验比较 TCF4 敲低前后
转移能力的变化，结果表明将 TCF4 敲低其转移能
力也下降，结果进一步提示 TCF4 可能促进卵巢癌
的转移。汪彩霞 等［16］的研究间接地提示 TCF4 可
能与卵巢癌转移有关，该研究采用Wnt /β-catenin 信
号通路的特异性抑制剂 XAV939 来处理卵巢癌细
胞，应用 XAV939 处理卵巢癌细胞后，Wnt1、β-cate-
nin和 TCF4 表达下降，且发现 XAV939 能够抑制卵
巢癌细胞的侵袭和迁移能力。
综上所述，Wnt 信号通路参与卵巢癌的发生发

展，且 TCF4 可能促进卵巢癌的转移，提示 TCF4 可
能成为卵巢癌恶性程度与预后评估的分子标志物。
Wnt3a、TCF4 可能成为临床抑制卵巢癌发生发展以

及转移新的靶点，可以深入研究 Wnt 信号通路，针
对性地设计药物以抑制肿瘤的恶化与转移，以期成

为治疗卵巢癌和提高生存率很有希望的手段。
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ter sacrifice of the rats，and HOMA-IＲ was calculated． Oil red O staining was used to observe pathological changes
in livers． Ｒesults The diameters: FPG，TG，FINS，HOMA-IＲ，serum MDA，the SOD and GSH-Px in both serum
and liver homogenates of ND group and ST group were of no statistical significance，and the levels of TG and MDA
in the liver homogenates of ST group were higher than ND group( P ＜ 0. 05) ． The rats liver fatty degeneration in the
ST group were more severe than those in the ND group． Compared with the OB group，the levels of FPG，TG，
FINS，HOMA-IＲ and serum levels of MDA and TG in ST group decreased while the levels of SOD and GSH-Px in
the serum and liver increased with a statistical significance( P ＜ 0. 05) ． Meanwhile，the rats liver fatty degeneration
in the ST group was less severe than those in the OB group． Conclusion Sitagliptin intervention can improve glu-
cose and lipid metabolism，meantime，weaken oxidative stress and lower liver steatosis，suggesting that sitagliptin
may act as potential therapeutic agent for non-alcoholic fatty liver．
Key words insulin resistance; oxidative stress; fatty liver; sitagliptin; obesity
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Expression and clinical significance of Wnt3a and TCF4 in
human ovarian cancer

Dai Meng1，2，Shen Guodong1，2，Cheng Min1，2，et al
( 1Dept of Geriatrics，2Anhui Provincial Key Laboratory of Tumor Immunotherapy and

Nutrition Therapy，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression levels and clinical significance of Wnt3a and TCF4 belonging
to Wnt signaling pathway in ovarian cancer． Methods ELISA was used to detect plasma Wnt3a concentration in
10 ovarian cancer patients before and after surgery and 10 healthy controls． Western blot and qＲT － PCＲ were used
to detect Wnt3a and TCF4 levels in ovarian cancers and benign ovarian lesions． The expression of TCF4 in ovarian
cancer cell lines SKOV3 and HO8910 was detected by Western blot method． Dominant negative TCF4 ( dnTCF4)
plasmid was stably transfected to obtain TCF4 knockdown cell line SKOV3 /dnTCF4． Wound healing assay method
was used to compare the metastasis of ovarian cancer cell lines． Ｒesults Plasma Wnt3a levels in ovarian cancer
patients were averagely higher than those in healthy controls ( P ＜ 0. 05) ． The Wnt3a levels after surgery were low-
er than those before surgery for the ovarian cancer patients ( P ＜ 0. 05) ． The Wnt3a and TCF4 expressions in ovari-
an cancer tissues were higher than those in benign ovarian lesions ( P ＜ 0. 05) ． TCF4 expression in SKOV3 with
high metastatic potential was higher than that in HO8910 with low metastatic potential ( P ＜ 0. 05) ． TCF4 knock-
down in SKOV3 /dnTCF4 resulted in a significantly reduced metastasis ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Wnt signaling
pathway is involved in the development of ovarian cancer，and Wnt3a and TCF4 may become useful clinical indica-
tors for monitoring the progress of ovarian cancer．
Key words ovarian cancer; Wnt3a; TCF4; tumor metastasis
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