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TGF2α/EGFR自分泌环调控卵巢癌
细胞增殖转移的分子机制

洪祖蓓 　狄文 　丁传伟
上海交通大学医学院附属仁济医院妇产科 ,上海 200001

　　[摘要 ]　背景与目的 : TGF2α/EGFR自分泌环在许多恶性肿瘤中异常激活 ,与肿瘤发生、发展密切相关。本研

究观察 TGF2α诱导的卵巢腺癌细胞 Caov23生物学行为及相关信号分子的改变 ,探讨 TGF2α/EGFR自分泌环在卵

巢癌发生、发展中的作用机制。方法 :采用 MTT和 BOYDEN小室体外侵袭实验检测 Caov23细胞增殖和侵袭能力 ;

采用 W estern blot方法检测 EGFR、ERK1 /2、P I3K、AKT、P70S6K蛋白表达情况。结果 : TGF2α促进 Caov23细胞增殖

和转移 , 0. 5225ng/m l浓度范围内 ,细胞增殖率与 TGF2α浓度成剂量效应关系 ; TGF2α在短时间内可使 Caov23细胞

EGFR表达量骤增 ,并伴随 P I3K、AKT、P70S6K等信号传导分子表达量的上调 ;但 ERK1 /2表达量无明显变化。结

论 : TGF2α / EGFR自分泌环可能通过激活 P I3K/AKT信号传导通路 ,上调 P70 s6k来增强卵巢癌细胞的增殖和转移

能力。

[关键词 ]　TGF2α/EGFR自分泌环 ; 　P I3K; 　AKT; 　P70S6K; 　转移 ; 　增殖
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[Abstract] Background and purpose: TGF2α/EGFR autocrine loop is markedly activated in wide malignant tumor.

It is closely correlated with the tumorigenesis and development of different cancers. Our study is to investigate the biological

behavior and signaling molecule changes in TGF2 induced ovarian cancer cell line Caov23, and to study the effect and mo2
lecular mechanism of the activation of TGF2 /EGFR autocrine loop in ovarian cancer. M ethods: The tetrazolium2based col2
orimetry assay was used to evaluate the cell growth treated by TGF2α. The vitro invasion assay was used to exam ine the in2
vasiveness of Caov23 treated by TGF2α. Exp ression of EGFR、ERK1 /2、P I3K、AKT、P70S6K were determ ined by western

blotting. Results: Exogenous TGF2α enhanced significantly the p roliferation and invasiveness of Caov23 cells. The p rolifera2
tion rate of Caov23 was in a dose2dependent manner to TGF2αwithin the concentration of 0. 5～25ng/m l. Exogenous TGF2α
up2regulated the exp ression of EGFR、P I3K、AKT、P70S6K but not ERK1 /2. Conclusion s: The activation of TGF2α/EGFR
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autocrine loop could p romote the growth, invasion and metastasis of ovarian cancer through P I3K/AKT/P70S6K signaling

survival pathway.

[ Key words]　TGF2α /EGFR antocrine loop; 　P I3K; 　AKT; 　P70S6K; 　metastasis; 　p roliferation

　　肿瘤的发生、发展是由细胞网络调控的、多基因

参与的、极其复杂的过程。细胞增殖和细胞外基质

降解是实现肿瘤侵袭、转移的关键步骤。肿瘤细胞

本身可以生成某些生长因子 , 干预细胞周期或信号

传导通路 ,促进细胞异常增殖和转移。多种卵巢癌

细胞有 EGFR过表达 ,且其中大部分细胞系能分泌

TGF2α;外源性 TGF2α刺激卵巢癌细胞系可促进肿

瘤细胞增殖 [ 1 ]。TGF2α、EGFR在多种人类恶性肿瘤

(如乳腺癌、卵巢癌、膀胱癌、肺癌和骨癌等 ) 中表达

增加 ,且 TGF2α表达增高 , EGFR 表达也相应上调 ,

由此推测肿瘤细胞自分泌 TGF2α,作用于自身膜受

体 ,形成刺激其自身增殖的环路可能在肿瘤的形成

和发展中起重要作用 [ 2 ]。但目前 TGF2α/EGFR 自

分泌环对卵巢癌细胞作用机制的基础研究较少 ,我

们利用重组人转化生长因子 2α刺激卵巢腺癌细胞

Caov23, 观察该肿瘤细胞生物行为及相应信号传导

机制的变化 ,旨在探讨上述分子及其受体在卵巢癌

细胞增殖和侵袭中的作用。

1　材料和方法

1. 1　材料 　人乳突状卵巢腺癌细胞 (Caov23)购自

武汉大学中国典型培养物保藏中心。MEM培养液、

青链双抗、非必需氨基酸、胎牛血清均购自 Hyclone

公司。TGF2α购自 Promega公司。四甲基偶氮唑蓝

(MTT)和二甲基亚砜 (DMSO ) :购自 Sigma公司。

EGFR、ERK1 /2、P I3K、AKT、P70S6K多克隆抗体均

购自 Santa cruze 公司。M illicell chamber ( 8μm 孔

径 )购自 M illipore公司 ,Matrigel胶购自 BD公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养 　Caov23细胞于含 10%胎牛血

清、1%非必需氨基酸、青霉素、链霉素各 100U /m l

的 MEM培养液中贴壁生长 ,在 37℃、5% CO2、饱和

湿度的培养箱内培养。3～4天传代一次 ,取对数生

长期细胞用于实验。

1. 2. 2　MTT检测细胞增殖力 　取对数生长期细胞

消化制成 1 ×10
4个 /m l细胞悬液 ,每孔 100μl接种

到 96孔板 ,各孔中分别加入不同浓度 ( 0. 5, 2. 5,

12. 5, 25, 50, 100, 200ng/m l)的 TGF2α,每个浓度设

6个复孔 ,对照组单加 Caov23细胞 ,空白对照组单加

培养液。CO2培养箱内培养 24、48、72、96 h;实验结

束前 4 h加入 MTT(5mg/m l, PBS配制 ) 20μl,继续培

养 4h;实验结束时吸弃上清液 ,每孔加入二甲基亚

砜 (DMSO) 150μl,震荡混匀 , 10m in后在酶标仪 (波

长 492nm )测定光密度 (A )值 ,按公式计算增殖率。

细胞增殖率 =
(实验组 A值 -空白对照组 A值 )
(对照组 A值 -空白对照组 A值 )

×100%

1. 2. 3　W estern blot　收集经 TGF -α处理 1h、6h、

12h、24h及未处理细胞 ,预冷 PBS洗 2次 ,提取蛋白

并定量 , 100℃热变性 3 m in,进行 SDS2PAGE电泳转

移到 PVDF膜上 ,封闭 (5%脱脂奶粉 , TBST) 2 h; 1∶

150 TBST稀释一抗 (兔抗人 ) , 4℃温育过夜 ; TBST

洗膜 3次 ; 1∶2000 TBST稀释二抗 (羊抗兔 ) ,室温孵

育 2 h; TBST洗膜 3次 ; ECL 显影 , X光胶片记录。

Smartview凝胶成像系统分析条带灰度值。

1. 2. 4　体外侵袭力检测 　配制 ECM胶 ,用无血清

的 DMEM液 1∶3稀释 (2℃～4℃冰中进行 ) ,稀释后

每个小室底加入 100μl稀释后的 ECM 胶 ;用无血

清 DMEM培养液稀释成 1 ×10
5

/m l细胞悬液 ,每个

小室上室加入细胞悬液 300μl,不设复孔 ; 24孔板

中每孔加入含 15%血清的 DMEM 500μl,放入小室 ;

37℃, 5% CO2 ,培养 20 h后 ,取出小室 ,弃去上室液

体 ,用棉签仔细刮去上室的 ECM胶 , HE染色 ,割下

小室膜。制成切片 ,明胶加盖玻片封片 ;倒置显微镜

(100 ×)观察穿过膜的细胞数 (每张膜周围部分和

中央部分各随机取三个视野 ) ,由两人分别计数细

胞数 ,最终取平均值 ,每张片取最佳视野摄像 ,实验

重复三次。

1. 3　统计分析 　数据以均数 ±标准差表示 ,应用

SPSS 11. 0统计软件进行方差分析。P < 0. 05为差

异有统计学意义 , P < 0. 01为差异具有极显著性。

2　结 　　果

2. 1　TGF2α对卵巢腺癌细胞 Caov23生长的影响

　TGF2α对 Caov23有明显的促进增殖作用 ,不同作

用浓度的 TGF2α随作用时间的延长 ,对细胞生长的

促进作用逐渐增加 ( P < 0. 01) (见图 1)。相同的作

用时间下 , 0. 5225ng/m l TGF2α对 Caov23的增殖作

用随浓度升高而升高 ; TGF2α浓度 > 50ng/m l时 ,该

细胞因子对 Caov23的增殖作用与 25ng/m l在统计

学上无显著性差异。因此取 TGF2α 25ng/m l作为进

一步实验的工作浓度。
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2. 2　TGF2α影响 Caov23细胞 EGFR、P I3K、AKT

等信号传导分子的表达 　Caov23细胞为 EGFR阳性

表达的卵巢腺癌细胞 ,在外源性 TGF2α刺激下 , EG2
FR、P I3K、AKT、P70S6K的表达量分别在不同的作

用时间点上升 ,而 ERK1 /2在 TGF2α作用后没有明

显改变。这说明 TGF2α、EGFR自分泌环调控卵巢

癌细胞可能是通过 EGFR、P I3K、AKT通路来实现

的。

图 1　TGF2α对卵巢腺癌细胞 Caov23
生长增殖的促进作用

F ig. 1　The effect of TGF2α to prom ote the

prolifera tion of Caov23 cell stra in

表 1　TGF2α对 Caov23细胞 EGFR、P I3K、AKT等

信号蛋白表达的影响

Tab. 1　Effect of TGF2α ( 25ng /m l) on EGFR、P I3K、AKT、

P70S6K、ERK1 /2 in Caov23 cell　
1h 6h 12h 24h

EGFR 1. 5305 ±0. 053
a

1. 368 ±0. 004
a

1. 334 ±0. 031
a 0. 8585 ±0. 023

AKT 0. 968 ±0. 027 1. 889 ±0. 074a 1. 154 ±0. 016a 1. 002 ±0. 097

P I3K 2. 290 ±0. 036a 3. 610 ±0. 084a 1. 752 ±0. 114a 1. 107 ±0. 029

ERK 0. 981 ±0. 004 0. 960 ±0. 003 0. 955 ±0. 013 0. 999 ±0. 006

P70S6K 1. 221 ±0. 016
a

1. 835 ±0. 064
a

2. 575 ±0. 037
a

1. 932 ±0. 024
a

a: P < 0. 05 (D ifferent time group s contrast control group s. A ll gray scale
of control group was equal to 1)

2. 3 　TGF2α对 Caov23 细胞侵袭力的影响 　在

M illicell微孔膜表面所铺的重构基底膜 Matrigel与

机体内的基底膜组分相似 , 癌细胞通过分泌基质降

解酶分解人工基底膜 ,才能够穿过微孔膜。25ng/m l

TGF2α作用于 Caov23细胞能显著提高其侵袭力 ,作

用 24h、48h与对照组相比 ,有显著的统计学差异 ( P

< 0. 01) , 24h与 48h无统计学差异 ( P > 0. 05)。

图 2　TGF2α对 Caov23细胞 EGFR、ERK1 /2、

P I3K、AKT、P70S6K表达的影响的免疫印迹图

F ig. 2　Expression of EGFR、ERK1 /2、P I3K、AKT、P70S6K

in Caov23 trea ted by TGF2α

表 2　TGF2α对 Caov23细胞侵袭力的影响

Tab. 2　Effect of TGF2α on inva siveness of Caov23 cell　
Permeate cell population Elevating invasiveness

Control group 38 ±12 2
TGF2α 24h 73 ±12

a 92%

TGF2α 48h 74 ±9a 94%

a: P < 0. 01 (D ifferent time group s vs control group) .

图 3　TGF2α对 Caov23细胞侵袭力的影响

F ig. 3　Effect of TGF2α on inva siveness of Caov23 cell

A:M igration of Caov23 treated with TGF2α for 24 hours; B: M igration of

Caov23 growning in absence of TGF2α.

3　讨 　　论

转化生长因子α( TGF2α)是参与细胞生长与转

化的一类细胞因子 ,通过与细胞膜上的表皮生长因

子受体 ( EGFR ) 结合 ,引起相关的酪氨酸激酶活

化 ,最终促使细胞增殖和分化。正常卵巢上皮组织

中 EGFR表达量很低或缺如 ,但 70%卵巢癌组织有

EGFR表达 ,且表达量越高 ,预后越差 ,是判断卵巢

癌预后的独立指标 [ 3 ]。在胰腺癌、卵巢癌、肾母细

胞瘤等肿瘤组织中发现 EGFR表达量随 TGF2α表

达的升高而上调 ,两者呈正相关 [ 4 ] ,因此认为肿瘤

细胞自分泌 TGF2α,作用于自身膜受体 ,形成刺激其

自身增殖的环路可能在肿瘤的形成和发展过程中起
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重要作用。本实验中我们用不同浓度的外源性

TGF2α刺激卵巢腺癌细胞 Caov23诱导产生 TGF2α/

EGFR自分泌环 ,在此条件下肿瘤细胞与对照组相

比显著增殖 ,且增殖效应随作用时间的延长而增强 ;

在 0. 5～25ng/m l浓度范围内 ,细胞增殖率与 TGF2α
浓度成剂量效应关系。

EGFR是具有酪氨酸蛋白激酶活性的膜受体 ,

能被生长因子或转化生长因子激活 ,并将信息沿多

条下游信号通路传递到核内 ,作用靶基因 ,参与调节

多种肿瘤的发生、发展过程。J iang等 [ 5 ]报道生长因

子激活 EGFR 后 ,通过 P I3K/AKT或 MAPK下游信

号通路调节细胞增殖、黏附、运动、蛋白水解酶的分

泌等过程。但不同来源肿瘤细胞 EGFR信号所通过

的下游传导途径并不完全相同。在前列腺癌细胞

中 , 活化的 EGFR通过 P I3K/AKT信号通路改善细

胞的增殖和侵袭转移能力 [ 6 ]。胰腺癌细胞 EGFR信

号则通过 MAPK通路调节细胞的增殖和转移 [ 7 ]。

那么 , TGF2α/ EGFR自分泌环在卵巢癌细胞中是通

过什么途径来发挥作用的呢 ? 我们的研究结果提

示 :一定量的 TGF2在短时间内可使 Caov23细胞 EG2
FR表达量骤增 ,并伴随 P I3K、AKT、P70S6K等信号

传导分子表达量的上调 ;但 ERK1 /2表达量无明显

变化。因此推断 TGF2α/ EGFR 自分泌环可能通过

P I3K/AKT/p70S6K信号传导通路调节 Caov23细胞

的生长与增殖。

P I3K/AKT信号通路不仅导致细胞恶性转化 ,

而且与肿瘤细胞的迁移、黏附和细胞外基质的降解

密切相关。P I3K能传递整合素所介导的侵袭信号 ;

AKT2过表达能通过 IV型胶原蛋白上调整合素 B1

从而增强细胞的侵袭和转移 ;在鳞癌细胞系中 AKT

过表达可诱导上皮间质转变 ,赋予组织侵袭和转移

所需的运动性 [ 8 ]。 P70S6k是位于 P I3K/AKT信号

通路下游的一个激酶 , P I3K传递有丝分裂信号经

AKT、mTOR 到 p70S6k, 加快 cyclin D1、CDK4、

CDC25A、Rb 的磷酸化 , 促进细胞周期的进展。

Thomas等 [ 9 ]人在对果蝇的研究中发现敲除 P70S6k

的细胞的周期可明显延长 ,为正常的 2倍。体外研

究发现卵巢癌细胞中活化的 P70S6k可刺激蛋白水

解酶、MMP29表达 ,促进肿瘤细胞侵袭转移 [ 12 ]。我

们用 TGF2α诱导 Caov23细胞大量表达 EGFR,继而

激活 P I3K/AKT/P70S6k信号通路 ,此时肿瘤细胞的

体外侵袭力显著增强 ( P < 0. 01). 由此看出 ,卵巢癌

中 TGF2α/ EGFR自分泌系统可能通过激活 P I3K/

AKT信号传导通路 ,上调 P70S6k活化来提高肿瘤

细胞的转移能力 ;这一通路可作为控制卵巢肿瘤病

情进展的治疗靶点 ,为进一步基因治疗提供理论基

础。
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