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人卵巢癌细胞 SKOV3 中壳多糖酶 3 样蛋白 1 的表达和对细
胞增殖及侵袭的影响实验研究
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摘　要 : 目的　探讨壳多糖酶 3 样蛋白 1（chitinase-3-like-protein-1, CHI3L1）在卵巢癌细胞 SKOV3 中的表达和对

SKOV3 细胞增殖和侵袭的影响。方法　构建 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒，转染卵巢癌细胞 SKOV3，使得卵巢癌细

胞中的 CHI3L1 基因沉默；pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒转染卵巢癌细胞 SKOV3，同时转染空载质粒作为阴性对照，

通过 Western Blot 检测 SKOV3 细胞中 CHI3L1 蛋白表达水平；平板细胞克隆形成试验观察对卵巢癌细胞 SKOV3 增殖

的影响；采用 Transwell 实验检测卵巢癌细胞 SKOV3 侵袭能力的变化。结果　成功构建 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质

粒，转染卵巢癌细胞 SKOV3 后，观察到大量的绿色荧光细胞，且和对照组相比，pll3.7-CHI3L1 shRNA 转染组卵巢癌

细胞 SKOV3 中 CHI3L1 蛋白表达水平下降，卵巢癌 SKOV3 细胞的克隆数目减少，侵袭能力下降。结论　卵巢癌细胞

SKOV3 中 CHI3L1 的表达下调，抑制了 SKOV3 细胞的增殖和侵袭能力。
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Abstract: Objective　To investigate the expression of Chitinase-3-like-protein-1 (CHI3L1) in ovarian cancer cell SKOV3, 
and the effects of CHI3L1 on the proliferation and invasion of ovarian cancer cells. Methods　The pll3.7-CHI3L1 shRNA 
recombinant plasmid was constructed and transfected into SKOV3, silence the CHI3L1 gene in ovarian cancer cells. The pll3.7-
CHI3L1 shRNA recombinant plasmid was successfully transfected into SKOV3, and the empty plasmid was transfected as 
negative control.The expression level of CHI3L1 protein in SKOV3 cells was detected by Western Blot. The proliferation of 
SKOV3 was observed by the plate cell clone formation test, and the invasion ability of ovarian cancer cells SKOV3 was detected 
using transwell assay. Results　The recombinant plasmid of pll3.7-CHI3L1 shRNA was successfully constructed, and a large 
number of green fluorescent cells were observed after transfection of ovarian cancer cells SKOV3. Moreover, compared with the 
control group, the protein expression level of CHI3L1 in ovarian cancer cells SKOV3 in the transfection group of pll3.7-CHI3L1 
shRNA was decreased, and the number of clones and invasion ability of ovarian cancer SKOV3 cells were reduced. Conclusion　

Down-regulation of CHI3L1 expression in ovarian cancer cell SKOV3 can inhibit the proliferation and invasion ability.
Keywords: chitinase 3-like protein 1; ovarian cancer; proliferation; invasion ability

卵巢癌是妇科死亡率最高的恶性肿瘤，严重威

胁女性生命，卵巢癌具有早期诊断困难、易发生转

移的特点 [1-3]，且患者预后不良，因此深入探讨卵

巢癌的致病机制具有重要意义。 壳多糖酶 3 样蛋白

1（chitinase-3-like-protein-1, CHI3L1），又被称为是

一种分泌型糖蛋白，由肿瘤细胞、巨噬细胞、中性

粒细胞、平滑肌细胞和软骨细胞分泌。研究表明在

多 种 肿 瘤 的 增 殖、 分 化、 浸 润、 血 管 形 成 和
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侵袭转移过程中起着重要作用 [5-6]。LUO 等 [7] 人发

现 CHI3L1 过表达与转移相关，是甲状腺乳头状癌

预后不良的一个指标。ANSARI 等 [8] 人发现脑脊液

中星形细胞 CHI3L1 驱动 HER2+ 乳腺癌皮层转移。

据报道 CHI3L1 通过下调 p53 促进结肠癌细胞增殖

并提高对西妥昔单抗的敏感性 [9]。但 CHI3L1 在卵

巢癌患者中的表达以及其对卵巢癌细胞生物学行为

的影响尚不清楚，因此本文通过构建 pll3.7-CHI3L1 
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shRNA 重组质粒，使得卵巢癌细胞中的 CHI3L1 基

因沉默，探讨 CHI3L1 对卵巢癌细胞 SKOV3 增殖、

侵袭能力的影响。

1　材料与方法

1.1　研究对象　人卵巢癌细胞 SKOV3 购自上海冠

导生物工程有限公司，并用含 10 g/dl FBS，100 U/
ml 青霉素 - 链霉素的 DMEM 培养基进行培养。

1.2　仪器与试剂　BCA 蛋白定量试剂盒、蛋白电

泳制胶所需试剂（上海生物工程有限公司）；胎牛

血清、DMEM 培养基（美国 GIBCO 公司）；慢病

毒表达载体 PLL3.7、载体质粒（上海生物工程有限

公司） ；PCR仪（美国Thermo Fisher Scientific公司） ；
Transwell 小室（美国 Corning 公司）；荧光显微镜（德

国 Leica 公司）等。

1.3　方法

1.3.1　 构 建 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重 组 质 粒 ： 根

据 Genbank 中 CHI3L1（NM_001276.4）mRNA 序

列和 pll3.7 质粒图谱，Xho I 和 Hpa I 限制酶作为

酶切位点，设计引物。将引物进行退火，退火条

件为 95℃ 5 min，90℃ 5 min，85℃ 5 min，80℃ 5 
min，75℃ 5 min，70℃ 5 min，65℃ 5 min，60℃  5 
min，退火完成后取适量稀释 500 倍，4℃ 保存。

37℃ 下，在体系中酶切质粒。1% 琼脂糖凝胶电

泳，之后胶回收纯化 DNA，将纯化的 DNA 产物保

存于 -20 ℃ 。在体系中（Pll3.7 线性载体 1 μl 、
目的基因 7 μl、T4 buffer 1 μl 、T4 连接酶 1 μl）
进行胶回收产物连接，16℃ 水浴过夜。然后将连接

产物转化到 DH5α 感受态细胞，成功构建 pll3.7-
CHI3L1 shRNA 重组质粒。

1.3.2　细胞转染：将 SKOV3 细胞种植在 96 孔板

中，每孔 DMEM 培养液 100 μl。1 天后，待细胞

处于良好的对数生长期状态时进行转染。实验分为

3 组：①空白对照（非转染组）；②阴性对照（转

染空载体）；③ pll3.7-CHI3L1 shRNA 转染组（转

染 pll3.7-CHI3L1 shRNA 质粒），在转染试剂中直

接加入质粒 DNA，混匀后室温静置 10 min。然后

在含细胞和完全培养液里加入转染复合物。置于

37℃，5ml/dl CO2，饱和湿度条件下培养。在荧光

显微镜下观察卵巢癌细胞转染效果。

1.3.3　Western Blot： 配 制 细 胞 裂 解 液， 制 备

CHI3L1 蛋白样品，测定蛋白质浓度。十二烷基硫

酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）：分别

制备浓缩胶和分离胶，上样进行电泳。电泳分离

CHI3L1 蛋白后转膜，用封闭液（5g/dl 脱脂奶粉

+TBST）进行封闭，室温静置 1h。一抗杂交：加入 
1 ml 封闭液，再加适量的一抗，4℃孵育过夜。室

温下，将膜在磷酸盐缓冲液中浸洗 3 次，10 min/ 次。

步骤同一抗杂交，取出膜，转移至塑料自封袋中，

加入二抗，室温孵育 1 h，然后再将膜在磷酸盐缓

冲液中浸洗 3 次，10 min/ 次。将混合后的检测试剂

均匀加至杂交膜上，反应 3 ~ 5 min。用薄膜覆盖杂

交膜，赶出多余发光液，在暗房中压片、显影。通

过 Western Blot 检测 CHI3L1 蛋白的表达。

1.3.4　平板细胞克隆形成试验：用 0.25% 胰蛋白酶

来消化对数生长期的各组细胞，把细胞悬浮在 10g/
dl 胎牛血清的 DMEM 培养液中。把细胞接种到培

养液中，并在 5 ml/dl CO2，37℃，饱和湿度下培养，

直至出现肉眼可见的克隆。弃上清，PBS 浸洗，之

后 4g/dl 多聚甲醛固定 15 min，0.1g/dl 结晶紫染色

10~30 min，观察实验结果。

1.3.5　Transwell 实验：制作细胞悬液（制备细胞悬

液前先让细胞撤血清饥饿 12~24 h，去除血清的影

响）。消化细胞，终止消化后离心弃去培养液，用

无血清培养液重悬。将细胞悬液加入到 Transwell 小

室，下室一般加入含血清的培养液，上室加入不含

血清的培养液。常规培养 12~48 h 后观察细胞侵袭

能力。取出 Transwell 小室，弃去孔中培养液，用无

钙的 PBS 清洗 2 次，用棉签轻轻擦掉上层未迁移细

胞，4 g/dl 多聚甲醛固定 30 min，风干。用 0.1g/dl
结晶紫染色 30~60 min，用 PBS 洗 3 次，用棉签轻

轻擦掉上室水分。显微镜下随机五个视野观察细胞。

1.4　统计学分析　通过 SPSS 20.0 软件对结果进行

统计学分析，组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用 LSD-t 检验，P ﹤ 0.05 为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒的构建及转

染效率检测　在荧光显微镜下观察 pll3.7-CHI3L1 
shRNA 重组质粒转染卵巢癌细胞 48h 后的绿色荧

光效果，观察结果见图 1。观察到大量的绿色荧光

细胞，说明 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒成功

转染卵巢癌细胞，且转染效率较高。

2.2　Western Blot 检 测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重 组

质粒转染 SKOV3 细胞后 CHI3L1 的表达情况　在

pll3.7-CHI3L1 shRNA 转 染 卵 巢 癌 细 胞 SKOV3 以

沉默 CHI3L1 基因，转染空载质粒作为阴性对照

组（negative control，NC）。 转 染 48 h 后 收 集

SKOV3 细 胞。 首 先 通 过 qPCR 检 测 转 染 pll3.7-
CHI3L1 shRNA 重组质粒后 CHI3L1 mRNA 的变化，

结果显示和空白对照组相比（1.06±0.56），转染

NC 对 CHI3L1 mRNA 水平几乎无影响（1.03±0.74），

转 染 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重 组 质 粒 后 CHI3L1 
mRNA 的水平下降（0.41±0.23）。Western Blot 检

测 CHI3L1 蛋白表达水平，结果见图 2。与空白对
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照 组（1.12±0.47）和 阴 性 对 照 组（0.98±0.54）相

比，pll3.7-CHI3L1 shRNA 转染卵巢癌细胞SKOV3
后，SKOV3 细 胞 中 CHI3L1 蛋 白 表 达 水 平 下 降

（0.23±0.41）。

图 1　pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒转染卵巢癌细胞

图 2　Western Blot 检测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 转染
SKOV3 细胞后 CHI3L1 蛋白表达水平

2.3　平板细胞克隆形成试验检测 pll3.7-CHI3L1 
shRNA 对卵巢癌细胞 SKOV3 增殖的影响　通过平

板细胞克隆形成试验检测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 对

卵巢癌细胞 SKOV3 增殖的影响，结果见图 3。与

空白对照组（1.05±0.49）和阴性对照组（1.09±0.72）

相比，转染 pll3.7-CHI3L1 shRNA 后的卵巢癌细胞

SKOV3 的细胞克隆数减少，细胞相对克隆形成率

降低（0.28±0.46）。说明 pll3.7-CHI3L1 shRNA 能

抑制卵巢癌细胞 SKOV3 的增殖。

图 3　平板细胞克隆形成试验检测 pll3.7-CHI3L1 shRNA
对卵巢癌细胞 SKOV3 增殖的影响

2.4　Transwell 实验检测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 对卵

巢癌细胞 SKOV3 侵袭能力的影响　通过 Transwell
实 验 检 测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 对 卵 巢 癌 细 胞

SKOV3 侵袭能力的影响，结果见图 4。与空白对照

组（0.94±0.52）和阴性对照组（0.92±0.81）相比，

转染 pll3.7-CHI3L1 shRNA 后的卵巢癌细胞 SKOV3
的侵袭能力下降（0.25±0.61）。

图 4　Transwell 实验检测 pll3.7-CHI3L1 shRNA 对卵巢癌
细胞 SKOV3 侵袭能力的影响

3　讨论

壳多糖 酶 3 样蛋白 1（CHI3L1），又名几丁质

酶 3 样蛋白 1，是一种分泌型糖 蛋白，分 子量约

40kDa，人类是由 CHI3L1 基因编码。CHI3L1 基因

位于人类 1 号染色体 q32 的高度保守区域，含有

10 个外显子，基因组长度约 10.9 kb，编码 383 个

氨基酸 [10]。有研究揭示：CHI3L1 是一种调控细胞

增殖、分化的生长因子，能促进肿瘤细胞增殖、

分化；CHI3L1 能促进肿瘤细胞运动和肿瘤侵袭能

力；CHI3L1 是血管平滑肌细胞的黏附和迁移因子，

可以促进血管生成和组织重塑，而肿瘤血管生成

对肿瘤的生长至关重要。有研究表明 HCC 组血清

CHI3L1均显著高于慢性乙型肝炎组和健康体检组，

对 HCC 均具有很高的诊断效能 [11]。另外发现血清

CHI3L1 在肝硬化中具有很好的诊断效能 [12]。表明

CHI3L1 蛋白可能对肿瘤细胞的生物学行为产生影

响。

RNA 干扰技术是利用同源性双链 RNA 诱导

mRNA 水平上目标基因的沉默，从而起到抑制蛋白

产物表达的目的。利用 RNA 干扰技术分析基因功能，

探讨肿瘤的基因靶向治疗。LIBREROS 等 [13] 人研

究发现：利用 RNA 干扰技术可以抑制乳腺癌细胞

中 CHI3L1 的表达，引起趋化因子配体 -2、巨噬细

胞炎性蛋白 -2、基质金属蛋白酶 -9 等的分泌减少，

从而减弱肿瘤细胞的增殖和侵袭能力。另外也有学

者研究发现：应用 RNA 干扰技术沉默 CHI3L1 基

因，能抑制 CHI3L1 蛋白的表达，从而达到抑制胶

质瘤细胞的增殖及侵袭能力的目的 [14]。本文成功

构建 pll3.7-CHI3L1 shRNA 重组质粒，并发现下调

CHI3L1 蛋白表达能够抑制卵巢癌细胞 SKOV3 的

增殖。同时本文通过 Transwell 实验来检测结果表

明：CHI3L1 蛋白表达水平下调可以抑制卵巢癌细

胞 SKOV3 的侵袭能力，表明 CHI3L1 在 SKOV3 细

胞中发挥的是癌基因的作用。

综上所述，沉默卵巢癌细胞 SKOV3 中 CHI3L1
基因，可以抑制卵巢癌细胞 SKOV3 的增殖和侵袭

能力。因此，本研究为卵巢癌的基因靶向治疗提供
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了一个新的思路，CHI3L1 有可能作为卵巢癌靶向

治疗的有效基因靶标。另外，KAWADA 等 [15] 人

的 研 究 发 现， 在 结 肠 癌 细 胞 中，CHI3L1 主 要 通

过 激 活 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶（extracellular regulated 
protein kinases，ERK）  和 c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun
N-terminal kinase，JNK）信号通路而产生诱导白介

素 -8 和单核细胞趋化蛋白 -1（monocyte chemotactic 
protein-1，MCP-1）分泌的。还有文献报道 CHI3L1
通过 MAPK/ERK 和 PI3K/AKT 磷酸化在食物过敏

中 Th2 炎症和 M2 巨噬细胞极化中发挥关键作用
[16]。在胶质母细胞瘤中，星形胶质细胞增生释放促

癌 CHI3L1，激活了 MAPK 信号通路 [17]。细胞内信

号通路有很多，考虑到 CHI3L1 在其它肿瘤中的作

用机制，我们猜想 CHI3L1 调控卵巢癌细胞发展的

机制也可能是通过信号通路实现的，但是具体作用

方式还需要进一步探索。
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