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调节高级别浆液性卵巢癌

侵袭的机制探讨

柴景瀚，丁慧青

【摘要】目的 探讨分泌素家族成员 2（ ）在高级别浆液性卵巢癌（HGSOC）中的表达特征、促转移功能及

其潜在分子机制，并评估多柔比星对 介导的转移作用的干预效果。方法 通过 TCGA数据库构建转录

调控网络，筛选免疫相关主调控因子，并在 HGSOC临床样本中检测 的表达水平，结合 GSE63885数据

集评估其与患者生存的关系。构建 过表达与敲低细胞模型，采用体内尾静脉注射及 CCK-8法评估其

对肿瘤细胞增殖与转移能力的影响。使用空间转录组数据分析 在肿瘤区域及邻近免疫细胞中的表达特

征及信号通路富集情况，并检测 信号的激活水平。评估化疗药物多柔比星对 表达及其相关转移

能力的抑制作用。结果 在HGSOC中高表达，并显著与远隔转移和不良预后相关（ ＜ 0.05）。
的过表达可促进肿瘤细胞的体内转移和增殖，而其敲低可抑制转移灶形成（ ＜ 0.05）。机制研究表明， 可

上调并激活 信号通路，重塑免疫微环境，增强肿瘤生长优势。多柔比星可有效下调 表达，并显著

抑制其介导的转移能力（ ＜ 0.05）。结论 在HGSOC中作为关键促转移因子，通过激活 通路调

控肿瘤转移及免疫微环境，其高表达是HGSOC不良预后的潜在标志物，同时多柔比星可能作为有效的干预药物。
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The mechanism of regulating the invasion of high-grade serous ovarian carcinoma

【Abstract】Objective To investigate the expression characteristics, pro-metastatic function, and potential molecu-
lar mechanisms of Secernin-2 ( ) in high-grade serous ovarian carcinoma (HGSOC), and to evaluate the inhibi-
tory effect of doxorubicin on -mediated metastasis.Methods A transcriptional regulatory network was con-
structed by the TCGA database to identify immune-related master regulators. The expression level of was de-
tected in HGSOC clinical samples, and its association with patient survival was assessed by the GSE63885 dataset.
The -overexpressing and knockdown cell models were constructed, and the effects on tumor cell proliferation
and metastatic ability were evaluated by tail vein injection and the CCK-8 assay. Spatial transcriptomic data
(GSE263920) were used to analyze the expression pattern of in tumor regions and adjacent immune cells, and
examine pathway enrichment. The activation level of the transforming growth factor 1 ( ) signaling pathway
was evaluated. The effect of the chemotherapeutic drug doxorubicin on expression and its related metastatic
ability was evaluated. Results was highly expressed in HGSOC and was significantly associated with dis-
tant metastasis and poor prognosis ( ＜ 0.05). Overexpression of promoted tumor cell metastasis and
proliferation, while knockdown of inhibited the formation of metastatic foci. Mechanistic studies showed that

upregulated and activated the signaling pathway, remodeled the immune microenvironment, and en-
hanced tumor growth advantages (all ＜ 0.05). Doxorubicin effectively downregulated expression and sig-
nificantly inhibited -mediated metastatic capacity (all ＜ 0.05). Conclusions serve as a key pro-
metastatic factor in HGSOC, regulating tumor metastasis and the immune microenvironment through activation of
the pathway. Its high expression is a potential marker of poor prognosis in HGSOC. Meanwhile, doxorubicin
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高级别浆液性卵巢癌（high-grade serous ovarian
cancer，HGSOC）是卵巢癌中最常见且恶性程度最高

的亚型，约占卵巢癌的 70% [1-2]。目前针对 HGSOC

的标准治疗为手术联合铂类化疗，初期有效，但大多

数患者最终因耐药与转移导致治疗失败，整体生存

率不理想[3-5]。分泌素家族成员 2（secernin-2， ）

是一类调控胞吐相关功能的蛋白，其在多种实体瘤

中的作用尚不明确 [6-8]。有研究提示 可能参

与信号分泌、免疫调节及细胞运动等生物过程[9-11]，但

在HGSOC中的表达模式、功能意义及调控机制仍缺

乏系统研究。本研究旨在探讨 在 HGSOC侵

袭中的作用机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 样本收集 收集出现远隔器官转移和未出现远

隔器官转移的 HGSOC石蜡组织各 40例，HGSOC

肿瘤冰冻样本和对应的癌旁组织 5例，均来源于宁

波大学附属第一医院。入选标准：（1）经手术和病理

确诊为 HGSOC；（2）患者均在未接受化疗或放疗前

接受手术切除，且有配对的癌旁组织（距肿瘤边

缘≥2 cm）；（3）患者临床资料完整。排除标准：（1）
黏液性癌、透明细胞癌等非 HGSOC类型者；（2）患
者既往接受过放化疗、新辅助治疗等；（3）合并其他

其他恶性肿瘤者。本研究获得宁波大学附属第一医

院伦理委员会批准（批件号：宁波市第一医院伦审

2022研第 083A号），免除/豁免知情同意。

1.2 细胞培养 HGSOC细胞系OVCAR3、OVCAR8

均由宁波大学附属第一医院中心实验室提供，培养

条件为 37 ℃、5% CO2，培养基为改良 Eagle培养基

（dulbecco’s modification of eagle’s medium dulbe-
cco，DMEM）+10%胎牛血清（FBS）。 过表达

载体、 shRNA1、shRNA2和 shRNA3均由湖

南丰晖生物科技有限公司合成提供。

在对照（control，CON）、 基因型构建中，

CON为空载pCDH-GFP+Neo载体，CON、 过

表达载体分别与 pSPAX2、PMD2. G 载体按照

4∶3∶1的比例混合，并转染至 293t细胞中，转染方

式为 lipofectamine 2000（美国 Thermo公司，货号为

11668019），转染过程参照试剂盒说明书进行，转染

48 h后，收集病毒上清液，并分别感染 OVCAR3细
胞系，感染 48 h后用 4 g/ml嘌呤霉素筛选 1周，最

终得到 OVCAR3 CON、 过表达细胞系。

OVCAR8 CON、 shRNA1、shRNA2 和

shRNA3 基因型构建中，CON 载体为无靶点的

shRNA载体。CON、 shRNA1、shRNA2和
shRNA3慢病毒包装、感染流程同前，使用嘌呤霉素

筛选后，最后得到OVCAR8 CON、 shRNA1、
shRNA2和 shRNA3基因型。

1.3 转录调控网络分析 本研究公共数据集分析均

在 R 4.5软件环境中完成。（1）从 TCGA-HGSOC数

据集中下载并标准化基因表达数据和临床信息，提

取肿瘤样本用于后续分析。针对免疫相关基因，使

用 limma包进行差异表达分析，筛选免疫状态相关

的差异基因。（2）利用 RTN包构建转录因子调控网

络，并通过主调控因子富集分析（tni.mra函数）评估

各转录因子对差异表达基因的调控能力。（3）通过

RedeR包对网络结构进行可视化，明确 在调

控网络中作为关键免疫相关主调控因子，调控靶基

因数量多且调控能力显著，因此被选为后续功能验

证和机制研究的核心候选基因。

1.4 生存分析 （1）通过 TCGAbiolinks 包下载

TCGA-HGSOC 的转录组数据和对应的临床随访信

息，并对表达矩阵进行 log2 转换标准化处理。

GSE63885数据集通过GEOquery包获取，使用相应

GPL平台文件进行标准化处理，并提取对应样本的

生存时间及结局信息。（2）基于 的表达水

平，将所有肿瘤样本按中位数分为高表达组与低表

达组，使用 survival包与 survminer包构建 Kaplan-

Meier生存曲线，并进行 检验评估总体生存

率（overall survival，OS）的差异。绘图过程中使用

ggsurvplot函数可视化生存曲线。

1.5 空间转录组分析 下载原始表达矩阵与空间位

置信息，并构建 Seurat 对象。对数据进行标准化

（SCTransform）及高变基因筛选后，进行 PCA降维

与聚类分析。使用已知免疫细胞和肿瘤细胞的标记

基因对空间点位进行细胞类型注释，明确各类免疫

may serve as an effective therapeutic agent, suggesting that has significant potential for clinical translation.
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细胞及肿瘤细胞的空间分布特征。根据肿瘤区域中

表达水平，将样本划分为 高表达组

和低表达组，比较两组肿瘤细胞比例差异。同时，提

取肿瘤细胞邻近区域的免疫细胞，使用 clusterProfi-
ler 包对其差异基因进行 GO 通路富集分析，分析

表达对局部免疫微环境的影响。

1.6 实时荧光定量 PCR（qPCR） mRNA的表达水

平采用 qPCR方法检测：（1）将冰冻肿瘤组织置于液

氮中冷冻保存，随后加入适量 TRI-ZOL试剂进行充

分研磨，离心后取 500 l上清液；（2）加入 200 l氯

仿，剧烈震荡混匀后离心，取上层透明水相约 100 l；
（3）加入等体积异丙醇混匀，离心收集沉淀后使用

70%乙醇清洗 2次，最终获得总RNA；（4）总RNA经

浓度测定后，使用大连Takara公司提供的反转录试剂盒

合成 cDNA，并使用SYBRGreen染料试剂盒进行qPCR

扩增。引物序列如下：内参（GAPDH）为 F：5’-GTCTC-
CTCTGACTTCAACAGCG-3’，R：5’-ACCACCCTGT-
TGCTGTAGCCAA-3’； 为 F：5’-TCTTT-
GCCAAGAACTCGGACCG-3’，R：5’-GAATCACA-

GCGTGCGTCTTCGA-3’。通过 2 CT方法计算ACVR1

相对表达量，并以 为内参基因进行归一化。

1.7 细胞增殖 采用 CCK-8法进行评估：（1）将细

胞均匀铺于 96孔板中，每孔设定 3个复孔，并分别

设定 0、24、48、72和 96 h 5个时间点进行检测；（2）
在各时间点加入每孔总体系体积 1/10的 CCK-8试
剂（Dojindo，日本），于 37 ℃、避光条件下孵育 2 h；
（3）孵育结束后，使用酶标仪在 450 nm波长下测定

各孔吸光度（OD450 nm）值；（4）细胞增殖指数为各时

间点 OD450 nm值除以 0 h的 OD450 nm值。

1.8 蛋白质免疫印迹法（western blot，WB） 蛋白

水平的检测采用WB法：（1）将组织或细胞置于RIPA

裂解液中于冰上裂解 30 min，收集裂解液后加入上

样缓冲液，混匀后于沸水浴中煮沸变性 15 min；（2）
蛋白样品上样至 SDS-PAGE凝胶中，电泳分离直至

溴酚蓝前沿跑出胶底；（3）随后将蛋白转膜至 PVDF

膜上，在 5%BSA封闭液中室温封闭 1 h；（4）封闭后

使用一抗孵育过夜，一抗包括总 （ab215715）

购自 Abcam公司， 抗体（11485-2-AP）购自

Proteintech公司，活化 由本室合成，抗体稀释

比例为 1∶1 000；（5）孵育结束后，使用PBST洗膜 3

次，每次 10 min，并加入相应的辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗，于室温孵育 30 min；（6）洗膜后

加入 ECL化学发光试剂，使用成像系统检测蛋白条

带信号强度；（7）蛋白的相对表达量以目的蛋白的灰

度值与内参 的灰度值比值进行半定量分析。

1.9 动物实验 SPF级健康雌性BALB/c裸鼠，6～
8周龄，体质量 18～ 22 g，购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，实验动物许可证号 SYXK（浙）

2022-0041，本研究获得浙江慧通测评技术（集团）有

限公司实验动物福利与伦理委员会批准（批准号：

HT-2023-LWFB-0048）。操作如下：（1）将经慢病毒

感染构建的 过表达或干扰细胞（如OVCAR3

或 OVCAR8）收集并重悬于无血清 DMEM 培养基

中，调整细胞浓度至 1×106细胞/100 l；（2）每只裸鼠

通过尾静脉注射接种 100 l细胞悬液，构建肺部转移

模型；（3）注射后小鼠饲养 8周；（4）8周后处死小鼠，

获得肺组织并进行HE染色评估转移灶数量与面积。

1.10 多柔比星（Doxorubicin）阻断 转移评

价 利用药物文库对 OVCAR3 CON 组和

过表达细胞系进行处理，筛选出 Doxorubicin 对

过表达细胞具有较强抑制作用。使用 0、1、
2、4、6及 8 mol/L浓度 Doxorubicin处理 OVCAR3

细胞 12 h，WB检测 蛋白水平。将 过

表达细胞注射入裸鼠尾静脉，并每隔 3 d予 5 mg/kg

Doxorubicin，持续 8周，观察肺部转移灶面积。

1.11 统计方法 数据使用 R 4.5软件分析，计量数

据比较采用 检验，计数数据比较采用 2检验。 ＜

0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在HGSOC肿瘤组织中高表达 HGSOC

组织中， 能够调节免疫相关基因，是主调控

因子之一，见图 1A。 具有较大的调控靶基因

数，其调控能力在免疫相关基因中排名靠前，见表 1。
5例 HGSOC肿瘤组织及癌旁组织数据显示，

在肿瘤组织中的明显高表达（ ＜ 0.05），见图 1B～

C。在 TCGA和 GSE63885数据库中对患者生存数据

进行分析，结果表明 高表达与 HGSOC患者

更差的总体生存率显著相关，其中 TCGA数据库中

高表达患者的生存率显著下降（ ＜ 0.05），在
GSE63885中也得到了验证（ ＜ 0.05），见图 1D～E。
2.2 的表达促进了 HGSOC 的体内转移
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过表达载体通过WB与 qPCR验证，其在蛋

白和 mRNA水平的表达显著上调，见图 2A～ B。
CON组和 过表达细胞尾静脉注射至裸鼠体

内，8周后对小鼠肺部进行取材和 HE染色，结果显

示 过表达组肺转移灶面积显著高于CON组

（ ＜ 0.05），见图 2C～ D。在 OVCAR8细胞系中

分别转染 shRNA1、shRNA2和 shRNA3干
扰其表达，WB与 qPCR结果均表明 在蛋白

与mRNA层面被显著敲低，见图 2E～ F。将
shRNA3细胞注射至裸鼠尾静脉，同样在 8周后检测

肺部转移情况，结果显示， 敲低显著抑制了

肺转移灶形成（ ＜ 0.05），见图 2G～ H。免疫组化

（IHC）结果显示，转移组患者中 蛋白水平明

显高于非转移组，同时伴随着上调的间质标志物 N-
cadherin和下调的上皮标志物 E-cadherin，见图 2I。

统计分析也支持 在转移组中阳性率更高（

＜ 0.05），见表 2。
2.3 促进了 分泌与激活以及肿瘤体

内增殖 在 高表达组中，与 相关的

信号通路显著富集，提示可能通过调控 途径

发挥功能，见图 3A；WB检测结果显示， 过表

达可显著上调总 以及其活化形式，见图 3B。

在GSE263920空间转录组数据中，对各类免疫细胞

亚群进行了注释，见图 3C，并将肿瘤细胞按

表达水平分为高表达组与低表达组；结果发现，

高表达的肿瘤区域中肿瘤细胞密度明显升

高，提示其可能与肿瘤细胞优势生长或免疫逃逸相

关，见图 3D。在分子功能（MF）和生物过程（BP）分
析中发现， 分泌、抗原加工与提呈、MHC相关

复合物装配等通路显著富集，进一步支持 可

能通过 信号通路影响免疫微环境，见图3E～F。
2.4 Doxorubicin阻断 相关转移 图 4A显

示，Doxorubicin对 过表达细胞具有较强抑

制作用。不同浓度 Doxorubicin处理 OVCAR3细胞

12 h后， 蛋白水平呈剂量依赖性下降，见图

4B。在 5mol/L Doxorubicin处理下，显示 Doxorubi-
cin显著抑制 过表达细胞的增殖能力，且作

用在 24 h内即显现（ ＜ 0.05），见图 4C。将
过表达细胞注射入裸鼠尾静脉，Doxorubicin处理后

肺部转移灶明显减少（ ＜ 0.05），见图 4D～ E。

基因 基因集 调控靶基因数 值 .adj值
2 487 91 0.00 ＜ 0.05
2 487 39 1.00 ＞ 0.05
2 487 63 1.00 ＞ 0.05
2 487 78 0.44 ＞ 0.05
2 487 22 0.50 ＞ 0.05
2 487 23 0.52 ＞ 0.05
2 487 19 1.00 ＞ 0.05
2 487 29 0.23 ＞ 0.05
2 487 37 0.69 ＞ 0.05

表 1 不同免疫相关基因调控靶基因数
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3 讨论

HGSOC 是女性生殖系统中最具侵袭性和转移

性的恶性肿瘤，其高复发率与转移性是影响预后的

关键因素 [1]。尽管目前的临床治疗策略已逐渐向个

体化和靶向治疗转变，但真正针对转移机制的分子

靶点仍较匮乏[12]。因此，识别与 HGSOC转移密切相

关的关键调控因子具有重要的临床与基础研究价值。

本研究系统性地揭示了 在 HGSOC 中

的表达特征、功能作用及其潜在机制。通过 TCGA

数据库构建转录调控网络，发现 是调节免疫

相关基因的关键主调控因子，调控能力显著并在多

个样本中稳定表达。进一步的临床样本验证表明，

在 HGSOC肿瘤组织中高表达，相比癌旁组

织存在显著上调，且在HGSOC样本中， 表达

水平与远隔转移状态显著相关。此外，TCGA 与

GSE63885 两个独立生存分析队列进一步证实

高表达与患者预后不良密切相关。这些结

免疫组化评分（分）非转移组（例）转移组（例） 2值 值

0 10 3 10.11 ＜ 0.05
1+ 5 3
2+ 4 6
3+ 1 8

表 2 在转移组与非转移组免疫组化评分比较

shRN
A2组

shRN
A1组

shRN
A3组

E

转
移
面

积
（
%
）

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00
组对照组

D

对照组 shRNA1 shRNA2 shRNA3

F

转
移

面
积
（
%
）

1.5

0.5

1.0

0.0
对照组

组C

0.
5×

40
×

对照组
G
A
PD

H

组对照组

SC
R
N
2

A B

差
异

倍
数

2

3

4

5

0

1

组对照组

G

0.
5×

40
×

对照组 SCRN2 shRNA3组 H

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00
对照组

转
移
面

积
（
%
）

I 非转移 转移
E-
ca
dh
er
in

N
-c
ad
he
rin

0.20

shRNA3组

注：A为 过表达载体 蛋白水平表达；B为 CON与 细胞在 mRNA水平的表达；C～ D为 OVCAR3 CON和

细胞系注射入裸鼠尾静脉，8周后检测小鼠肺部转移情况（HE染色）；E～F为OVCAR8细胞系中，感染不同慢病毒后，使用WB检测

在蛋白水平的表达；G～ H为 OVCAR8 CON、 shRNA3细胞注射入裸鼠尾静脉中，8周后检测小鼠肺部转移情况（HE染色）；I为
IHC检测两组患者 、N-cadherin、E-cadherin在蛋白水平的表达。a ＜ 0.05

图 2 的表达促进了 HGSOC的体内转移

a

a

a

a
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0.02 0.04 0.06
基因比率

A TGF 1分泌
酰胺结合

肽结合
细胞外基质结构成分

整合素结合
MHCⅡ类蛋白结合

MHC类蛋白结合
肽抗原结合

肽酶激活剂活性
MHCⅡ类受体活性

0.003
0.004

0.001
0.002

0.005

.adj值
5
10
15
20
25
30

计数 B

SCRN2

活化的 TGF 1

总 TGF 1

SCRN2组对照组

NK细胞
T细胞 CD8
T细胞 CD4活化细胞
中性粒细化
PMN-MDSC
树突状细胞活化
单核细胞
静止的树突性细胞
巨噬细胞M2
肿瘤细胞
B记忆细胞
浆细胞
T细胞幼稚 CD4
巨噬细胞M0
M0-MDSC
肥大细胞活化

类别C 低 SCRN2 高 SCRN2D

肽抗原与MHCⅡ类蛋白复合物组装

抗原加工和外源肽抗原通过MHCⅡ类显现

抗原加工和肽抗原通过MHCⅡ类显现

E

0.08

F

0.02 0.04 0.06

0.000 03

5
10
20
30
40

计数

.adj值

0.000 06
0.000 09

基因比率

含胶原蛋白细胞外基质

细胞基质结

线粒体内膜

线粒体含蛋白非复合物

分泌颗粒腔

聚集黏附

晚期内切体膜

呼吸体
MHCⅡ类蛋白复合物

MHC蛋白复合物

0.02 0.04 0.06

5e–6

10
20
30

计数

adj值

1e–5
1.5e–5
2e–5

基因比率

病毒过程

病毒生命周期

病毒过程的调节

病毒的负调控
MHC蛋白复合组装

肽抗原与MHC蛋白复合组装

MHCⅡ类蛋白复合物组装

注：A为 TCGA数据集中，SCRN2组中信号通路的富集；B为在 OVCAR3细胞系中，转入 过表达载体，并使用WB检测总 、

激活 、 在蛋白水平的表达；C在GSE263920数据集中，注释各免疫细胞亚群；D为GSE263920数据集中， 低表达和高

表达组肿瘤细胞比例差异；E～ F为 GSE263920数据集中，比较 高表达的肿瘤细胞的临近免疫细胞中，信号通路的富集

图 3 促进了 的分泌与激活

注：A为使用药物文库筛选 OVCAR3 CON、SCRN2细胞系对不同药物的敏感程度；B为使用不同浓度的多柔比星处理 OVCAR3细胞系 12 h
后，检测 SCRN2在蛋白水平的表达；C为使用 5 mol/L多柔比星处理 OVCAR3 CON、SCRN2细胞系，并在不同时间点使用 CCK8检测细

胞增殖的差异；D～ E为OVCAR3 SCRN2细胞系注射入裸鼠尾静脉，并使用 5 mg/kg的多柔比星，每隔 3 d注射 1次，8周后检测小鼠肺部

转移情况（HE染色）。a ＜ 0.05
图 4 多柔比星阻断了 相关的转移

A

SCRN2组

对照组

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

B

GAPDH

SCRN2

1 64 80 2 mol/L

多柔比星

C D E

多柔比星
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增
殖

指
数

24 48 72 96
时间（h）

转
移

面
积
（
%
）

0.3

0.2

0.1

0.0
对照组

对照组
SCRN2组

1.5

1.0

0.5

0.0

对照组 多柔比星 a

a
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果提示 可能不仅仅是一个被动的生物标志

物，更可能在肿瘤进展中发挥功能性作用。

为验证 是否参与肿瘤细胞的迁移与扩

散，本研究构建了稳定的 过表达与敲低细胞

系，并在裸鼠尾静脉注射模型中开展体内实验。实

验结果表明， 过表达显著促进了肺部转移灶

的形成，而其敲低则显著抑制了转移能力。值得注

意的是，在配对临床样本中， 的表达不仅与

转移显著相关，而且伴随间质标志物升高与上皮标

志物下降，提示其可能参与上皮-间质转化过程，进

而增强细胞的迁移与侵袭能力[13-15]。

为进一步探究其潜在机制，本研究聚焦于转移

过程中广泛参与免疫调节与细胞信号转导的

通路。在 TCGA数据中，通过基因集富集分析发现

高表达肿瘤显著富集于 相关信号通

路。实验验证中，本研究证实 过表达可显著

上调总 及其活化形式，提示 可能通

过促进 的分泌与成熟激活该信号轴。进一

步结合空间转录组数据，发现 高表达肿瘤区

域中肿瘤细胞密度显著升高，且其周围免疫细胞呈

现 分泌、MHC分子加工等免疫抑制通路的

富集趋势。这一发现从空间结构上支持了

通过 通路重塑局部免疫微环境，从而赋予肿

瘤细胞更强的生存与转移能力。

本研究结果显示，Doxorubicin对 过表

达细胞具有更强的抑制作用，并可剂量依赖性下调

蛋白表达水平。在体内实验中，Doxorubicin

显著降低了 过表达细胞的肺部转移负担，提

示 不仅是转移的调控因子，也可能是 Dox-
orubicin的作用靶点之一[16]。

综上所述，本研究明确了 在HGSOC中

具有促转移、促增殖作用，并通过激活 信号

通路介导局部免疫微环境改变，最终推动肿瘤进展。

同时也验证了Doxorubicin可逆转 的促转移

效应，提示其作为潜在干预靶点具有良好应用前景。
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