
卵巢癌是目前最常见的妇科恶性肿瘤之一，因其发

病隐匿，病因和发病机制尚不清楚，多数患者发现即是

晚期。临床上目前仍以手术和化疗作为卵巢癌治疗的

主要手段，研究发现，目前的治疗方法对提高患者5年

生存率无明显改观，卵巢癌仍是目前死亡率最高的妇科

恶性肿瘤，卵巢癌腹腔转移是卵巢癌患者复发和死亡的

主要原因［1-5］。研究卵巢癌腹腔转移发病机制，寻找更有

效的预防和治疗途径是目前相关研究和临床工作中丞

待解决的棘手问题。

Survivin即BIRC5，是1997年发现的凋亡抑制蛋

白家族（IAP）中的重要成员，大量的研究均证实其具有

肿瘤表达的特异性，不仅能通过抑制肿瘤细胞凋亡及调

节肿瘤细胞周期促进包括卵巢癌在内的多种恶性肿瘤

发生和发展，而且其在包括卵巢癌在内的多种恶性肿瘤

的转移中也起着重要作用，从而成为监测这些恶性肿瘤

预后的重要指标之一［1, 6-8］。我们的前期研究［9］和近年来

相关研究结果均证实 survivin是卵巢癌发病及影响预

后的重要癌基因，靶向survivin途径能有效抑制包括卵
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摘要：目的 探讨survivin反义寡核苷酸（ASODN）在活体内对人卵巢癌细胞种植性转移能力和腹腔移植瘤形成的影响，分析其

可能的作用机制。方法 构建人卵巢癌SKOV3细胞株裸鼠腹腔移植瘤模型，实验组给予survivin ASODN腹腔注射，同时对照

组给予生理盐水腹腔注射，比较两组动物腹腔移植瘤形成和生长情况的改变，并通过蛋白印迹法检测两组腹腔移植瘤组织中白

细胞介素6（IL-6）、信号转导与活化因子3（STAT3）、磷酸化的信号转导与活化因子3（p-STAT3）、survivin蛋白表达的改变。结

果 Survivin ASODN组人卵巢癌细胞裸鼠腹腔移植瘤数量和重量都较对照组明显减小（P<0.05），IL-6、STAT3、p-STAT3、

survivin蛋白表达均明显下降（P<0.05）。结论 Survivin ASODN在活体内能有效降低人卵巢癌细胞侵袭和种植性转移能力，能

有效抑制卵巢癌腹腔移植瘤的生长，这些作用是通过抑制 IL-6/STAT3信号通路的活性来完成的。靶向survivin基因的反义核

苷酸治疗将成为临床防治卵巢癌复发和转移重要手段，有重要的临床价值。

关键词：卵巢癌；腹腔转移；survivin；反义寡核苷酸；IL-6/STAT3信号通路

Abstract: Objective To observe the effect of anti-survivin oligonucleotides (ASODN) on the invasion and growth of
peritoneally implanted ovarian cancer cell xenografts in nude mice. Methods Nude mouse models bearing peritoneally
implanted ovarian cancer cell (SKOV3) xenografts were established and subjected to intraperitoneal injection of survivin
ASODN or saline (control). The number and weight of the intraperitoneal xenografts were compared between the two groups.
The expressions of interieukin (IL-6), signal transducer and activator of transcription3 (STAT3), phosphorylated STAT3
(p-STAT3), and survivin protein in the tumor tissues were detected with Western blotting in both groups. Results Compared
with those in the control group, the number and weight of the intraperitoneal xenografts were significantly reduced in
ASODN group (P<0.05). ASODN treatment also resulted in significantly lowered protein levels of IL-6, STAT3, p-STAT3, and
survivin in the tumor tissues (P<0.05). Conclusion Survivin ASODN can suppress the invasion and migration capacity of
ovarian cancer cells and inhibit peritoneal metastasis of the tumor in nude mice possibly though down-regulation of IL-6/
STAT3 signaling pathway.
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巢癌在内多种肿瘤的生长，因而将成为多种恶性肿瘤生

物治疗的重要手段［9-12］。但其对卵巢癌腹腔转移的影响

及其作用机制目前尚不清楚。

基于上述原因，在我们前期研究的基础上［9］，以已

有相关研究经验为基础［10, 12-13］，结合我们的预实验，成功

建立人卵巢癌细胞株裸鼠腹腔移植瘤模型。通过

survivin ASODN进行干预，在活体内探讨靶向抑制存

活素途径对卵巢癌腹腔转移的影响，并通过分析其对

IL-6/STAT3信号通路（近年来相关研究证实与卵巢癌

发生和转移密切相关的重要信号转导通路［2, 4-5, 14］）的影

响，进一步探讨卵巢癌的发病机制以及靶向抑制存活素

途径可能的作用机制，为解决相关临床难题提供更多的

理论基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

细 胞 培 养 基 DMEM/F-12 购 自 Gibco 公 司 ；

survivin ASODN：根据Olie，RA等报道［15］由上海捷瑞生

物公司合成点硫代修饰的 survivin ASOND，序列：5'>

CCCAGCCTTCCAGCTCCTTG<3'经计算机网上检索

证实与人类其它已知基因无同源性；兔抗人IL-6多克隆

抗体（YT5348）immunoway公司；兔抗人STAT3多克隆

抗体（YT4445）immunoway公司；兔抗人p-STAT3多克

隆抗体（YP0250）immunoway公司；兔抗人 survivin多

克隆抗体购自美国 cell signaling 公司，内参兔抗人

β-actin多克隆抗体购自 immunoway公司，辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG 由北京中杉公司进口分装，预染

蛋白分子量 marker 购自美国 NEB 公司，ECL 增强化

学发光试剂盒（天根生物技术有限公司）。

1.2 人卵巢癌细胞株裸鼠腹腔转移瘤模型的建立及干预

在成功的预实验基础上，选用4周龄雌性BALB/C

裸鼠12只（北京维通利华公司），严格按照SPF级动物

饲养规范进行饲养，体质量17~19 g，将体质量接近的2

只裸鼠分到一组，共 6组，将每组甲列入实验组（共 6

只），将每组乙分入对照组（共6只）。人卵巢癌细胞株

SKOV3由河北医科大学第四医院肿瘤研究所保存，经

DMEM/F-12培养液，置于37 ℃、饱和湿度、5% CO2条

件下培养。待细胞进入对数生长期后，用0.25%胰蛋白

酶消化细胞，PBS液洗涤后，调节成相应的细胞浓度为

5×107/mL的细胞悬液。于每只去胸腺雌性裸鼠左下腹

进针，回抽无血腹腔注入0.2 mL该细胞悬液。观察至

19 d均成功荷瘤后，实验组（共6只）：向荷瘤裸鼠腹腔内

多点注射生理盐水稀释的survivin ASODN，0.2 mg/只/

次，每只总体积0.2 mL，隔日1次，共7次。于第7次给

药后1周断头处死。对照组（共6只）：向荷瘤裸鼠腹腔

内多点注射生理盐水，每只总体积0.2 mL，隔日１次，共

7次。于第7次干预后1周断头处死。全部动物无意外

死亡，均预期完成实验，动物断头处死后立即拍照，观察

两组动物体质量、腹围、腹水形成、腹腔转移瘤瘤数量和

质量、范围的情况。腹腔转移瘤组织保存，液氮冻存，以

备进一步实验室检测。

1.3 蛋白印记法检测IL-6、STAT3、P-STAT3、survivin蛋

白表达

提取组织总蛋白，二羧基二喹啉（BCA）试剂盒（北

京 Solarbio 有限公司）测定总蛋白浓度。每泳道每标本

加总蛋白30 µg，于垂直电泳槽和转移电泳仪（北京市六

一仪器厂）行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），电转移至聚偏二氟乙烯膜（PVDF）（美国

Milipore 公司）上，5%脱脂奶粉中37 ℃孵育 1 h封膜

后，分别加入目的蛋白一抗：兔抗人IL-6多克隆抗体（1

∶1000），兔抗人STAT3多克隆抗体（1∶1000），兔抗人

p-STAT3 多克隆抗体（1∶1000），兔抗人 survivin 多克隆

抗体（1∶1000），标准内参一抗兔抗人β-actin 多克隆抗

体（1∶1000），4 ℃过夜。室温洗膜，每次 8 min，洗 5

次。洗膜后加辣根酶标记的山羊抗兔 IgG（1∶4000）于

37 ℃孵育 1 h。室温洗膜，每次 8 min，洗 5 次。用ECL

增强化学发光试剂盒显色。用 Odyssey 近红外双色激

光成像系统（美国基因公司）观察蛋白显影条带并测得

每个蛋白条带的积分光密度 IOD 值。目的蛋白与

β-actin蛋白的IOD 值比值为目的蛋白的相对表达量。

1.4 统计学处理

所有数据用均数±标准差表示，采用SPSS 19.0软

件对数据进行分析，计量资料采用 t检验，以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Survivin ASODN对卵巢癌细胞系SKOV3裸鼠腹

腔转移瘤生长的影响

12只BALB/C裸鼠人卵巢癌细胞系SKOV3腹腔

转移瘤模型均成瘤，移植瘤分布于腹膜、肠系膜、肠管表

面，肝脏特别是肝门周围（图1）。经survivin ASODN干

预后移植瘤数量较对照组明显减少（t=12.36，P<0.01）；

经survivin ASODN干预后移植瘤质量较对照组也明显

减少（t=3.00，P<0.05，表1）。

2.2 Survivin ASODN对SKOV3细胞系裸鼠腹腔转移瘤

组织中IL-6、STAT3、p-STAT3、survivin蛋白表达的影响

经ASODN干预后SKOV3细胞裸鼠腹腔移植瘤组

织中IL-6、STAT3、p-STAT3、survivin蛋白表达均明显降

低（t=2.80，P<0.05；t=2.72，P<0.05；t=3.19，P<0.01；t=
2.32，P<0.05，图2，表2）。

3 讨论
近年来大量研究已证实靶向 survivin途径不仅能

明显抑制包括卵巢癌在内的多种肿瘤细胞的生长，并且
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能降低耐药的肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。靶向

survivin途径有多种方式：反义寡核苷酸、小干扰、微小

RNA、拮抗剂和疫苗等，其中survivin ASODN治疗已被

证实是其中最为成熟的靶向治疗方法［8, 10, 16-17］，相关研究

已经进入临床试验阶段，并已取得了可靠的数据支持

survivin ASODN在人体内用于抗肿瘤治疗的安全性和

有效性［17］。因此survivin ASODN途径是目前离临床最

近的靶向干预途径，但其对卵巢癌腹腔转移的影响尚不

清楚。因此，我们在前期活体外研究证实了 survivin

ASODN能抑制卵巢癌细胞转移能力的实验基础上［9］，

表1 Survivin ASODN对SKOV3细胞系裸鼠腹腔转移瘤生
长的影响
Tab.1 Effect of ASODN on peritoneal metastatic growth of
ovarian cancer cell line SKOV3 in nude mice (Mean±SD, n=6)

**P<0.01; *P<0.05.

Group

ASODN group

Control group

Number

37.00±4.94**

65.67±2.81

Weight（mg）

370.50±27.11*

409.67±16.99

图1 ASODN组和对照组裸鼠腹腔转移瘤的差别
Fig.1 Comparison of intraperitoneal xenografts between ASODN
group and control group. A: ASODN group; B: Control group.

A B

图2 ASODN组和对照组裸鼠腹腔转移瘤中 IL-6、
STAT3、p-STAT3、survivin蛋白表达的改变
Fig.2 IL-6, STAT3, p-STAT3, and survivin protein in
the tumors in ASODN group and control group

IL-6

STAT3

p-STAT3

Suvivin

β-actin

Control ASODN

Group

ASODN group

Control group

IL-6

0.41±0.09*

1.53±0.97

STAT3

0.49±0.17*

1.04±0.46

p-STAT3

0.37±0.19**

1.53±0.97

Survivin

0.66±0.38*

1.35±0.60

表2 Survivin ASODN对SKOV3细胞系裸鼠腹腔转移瘤IL-6、STAT3、p-STAT3、survivin蛋白表达的
影响
Tab.2 Effect of ASODN on expressions of IL-6, STAT3, p-STAT3, and survivin protein in the
intraperitoneal xenografts in ASODN group and control group (Mean±SD, n=6)

*P<0.05, **P<0.01.

进一步通过建立人卵巢癌SKOV3细胞株裸鼠腹腔移植

瘤模型［13］，参考Morrison等［12］和Rosa等［10］的实验方法，

结合我们自己摸索出的实验条件，实施 survivin

ASODN腹腔干预，结果发现：经survivin ASODN干预

组较对照组无论是裸鼠腹腔移植瘤数量还是质量都较

对照组均明显减小（P<0.01；P<0.05）；通过免疫印迹方

法检测两组移植瘤组织中survivin蛋白表达情况，结果

发现：survivin ASODN干预组较对照组移植瘤组织中

survivin蛋白表达明显下降（P<0.05）。这说明在活体

内，survivin ASODN也可通过靶向抑制存活素途径，抑

制人卵巢癌细胞裸鼠腹腔种植性转移能力。从而证实

了survivin ASODN腹腔干预对卵巢癌腹腔移植瘤生长

的抑制作用，也进一步在活体内反向证实了survivin是

卵巢癌腹腔转移的关键性癌基因。

同我们的研究结果相同，近年来的大量研究也证实

了 survivin在包括卵巢癌在内的多种肿瘤的发生和发

展中的作用以及靶向抑制其表达可有效抑制多种肿瘤

的发生和发展［1, 6-12, 15-17］。但其对卵巢癌腹腔转移的影响

未见报道，其作用机制也尚不清楚。卵巢癌腹腔转移的

发病机制也尚不清楚。

作为卵巢癌发病的重要癌基因，survivin的表达是

受多种因素调节的，近年来研究发现多种细胞因子可通

过一定的信号转导通路影响包括 survivin在内多种癌

基因的表达，从而促进包括卵巢癌在内的多种肿瘤发生

和发展［2, 5, 14, 17］。相关研究虽正处于起步阶段，但已成为

目前研究的热点。其中 IL-6是其中研究的焦点之一。
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已有研究发现，正常情况下IL-6由卵巢表面的上皮细胞

生成，其在肿瘤细胞内分泌明显升高，IL-6可通过激活

下游细胞内和细胞外多种信号途径影响卵巢癌的发生、

发展。一方面 IL-6可改变卵巢癌免疫微环境促进卵巢

癌细胞增殖、分化、血管生成，另一方面还可以诱导卵巢

癌细胞粘附及侵袭能力，同时也是重要的卵巢癌预后监

测指标。其中IL-6可通过诱导细胞内STAT3磷酸化引

起一系列级联反应促进其下游相关功能基因如survivin

等表达改变，从而调节卵巢癌细胞的增殖、抑制细胞凋

亡、促进微环境血管生成、促进转移及增加肿瘤细胞的

耐药性［2, 5, 14, 16］。近来新的研究成果也证实阻断 IL-6/

STAT3信号通路的活性，可通过降低survivin、VEGF等

致癌基因的表达，有效抑制卵巢癌生长和血管生成、促

进凋亡，减少转移，并可以改善耐药的卵巢癌细胞对化

疗敏感性，从而证实了 IL-6/STAT3信号通路可能在卵

巢癌发病机制和治疗中的重要意义［4-5, 16］。上述研究结

果表明survivin与 IL-6/STAT3信号通路见存在紧密的

功能联系。因此，我们推测survivin ASODN可能也通

过抑制某一重要的信号转导通路活性并影响 survivin

等癌基因的表达起作用的。本研究虽证实了 survivin

ASODN在活体内抑制人卵巢癌细胞裸鼠腹腔种植性

转移能力的作用，但其作用机制不清楚。因此，我们进

一步采用蛋白印迹方法分析了两组裸鼠卵巢癌腹腔移

植瘤组织中相关蛋白的变化，结果发现：survivin

ASODN组人卵巢癌细胞裸鼠腹腔移植瘤组织中 IL-6、

STAT3、p-STAT3、survivin蛋白表达较对照组均明显下

降（P<0.05；P<0.05；P<0.01；P<0.05），这一结果表明在

活体内survivin ASODN能通过抑制卵巢癌细胞IL-6蛋

白的表达，降低了细胞内STAT3及其磷酸化STAT3蛋

白的水平，从而降低了IL-6/STAT3信号通路活性，进一

步降低了下游功能基因survivin的蛋白表达，从而起到

抑制卵巢癌细胞腹腔转移的作用。这一结果一方面进

一步证实了IL-6/STAT3信号通路在卵巢癌腹腔转移发

病机制中的作用，另一方面也为揭示了 survivin

ASODN腹腔干预在防治卵巢癌腹腔种植性转移中的

作用机制，即：这一作用可能是通过抑制卵巢癌细胞及

其微环境中IL-6/STAT3信号通路活性从而进一步抑制

下游癌基因表达来完成的。研究结果尚未见相关报道，

本研究必然会为解决相关领域中的难题提供重要理论

基础。

通过实验证实了针对survivin设计的ASODN能有

效地减少卵巢癌的腹腔转移，这一作用与其抑制 IL-6/

STAT3 信号通路的活性密切相关。因此，腹腔注射

survivin ASODN可能成为复发性和难治性卵巢癌新的

防治途径。通过调节IL-6/STAT3信号通路的活性改变

卵巢癌细胞种植性转移能力，影响腹腔转移瘤形成，可

能是卵巢癌腹腔转移复发以及针对 survivin靶向基因

治疗的重要机制。相关研究结果为进一步探明卵巢癌

腹腔转移发病机制和找到更好的临床防治方法奠定了

重要理论基础。
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ICSI，妊娠率仅为 7.75%（11/142），且仅有 4例成功分

娩。以往补救性 ICSI一般在 IVF加精后18~22 h，此时

卵细胞已老化，对受精和胚胎发育产生影响。若将实施

补救 ICSI的时间提早到卵细胞老化之前，就可能提高

胚胎发育潜能和临床结局［12］。本研究在77个受精失败

周期联合早期补救 ICSI的时间均控制在6 h内，发现

IVF失败后转行ICSI，受精率（69%）略低于同期因男方

因素直接ICSI患者的受精率（77%），卵裂率和优质胚

胎数与同期直接 ICSI患者略高，与前人的研究结果相

似［13-14］，但是临床妊娠率却低于常规ICSI的患者。故本

研究认为 IVF受精失败后直接转行 ICSI补救可以降低

周期取消率但是对于妊娠结局的改善还需更大样本量

数据进行分析。目前认为再次ICSI后低的妊娠率与卵

子老化，胚胎与子宫内膜不同步有关［4］。本研究中对第

1周期短时受精失败联合早期补救 ICSI周期未妊娠的

患者与该患者后续知己 ICSI周期的相关数据进行分

析，受精率及卵裂率和优质胚胎率较直接 ICSI周期没

有明显差别甚至略高，但是17例重复周期患者中仅有3

例获得了临床妊娠，临床妊娠率（17.6%），远低于本中心

直接因男性因素而行 ICSI 助孕的患者临床妊娠率

55%。因此，针对于短时IVF受精失败的这部分患者的

妊娠结局是否还受其他相关因素影响有待于我们在以

后的工作中继续观察及分析。
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