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摘要 采用半定量 RT-PCR方法检测人卵巢透明细胞癌 ES-2细胞中 PIWIL1、PIWIL2、PIWIL3、PIWIL4 mRNA表达水平，
以及 PIWIL4在卵巢癌组织和癌旁正常组织中的表达情况．设计并化学合成针对 PIWIL4的 siRNA，用脂质体转染法将其转
入 ES-2细胞内，通过MTT和克隆形成实验，观察 PIWIL4-siRNA对 ES-2细胞生长活性和增殖能力的影响．半定量 RT-PCR
实验结果发现，ES-2细胞中，PIWIL4相对 PIWIL1、PIWIL2、PIWIL3，其表达水平最高(P < 0.05)，而且 PIWIL4在卵巢癌
组织中的表达明显高于癌旁正常组织(P < 0.01)．MTT实验和克隆形成实验结果显示，转染 PIWIL4-siRNA的 ES-2细胞生长
活性和克隆形成率明显低于对照组(P < 0.05)．由此得出结论：PIWIL4在卵巢癌细胞系 ES-2细胞表达较高，且它在卵巢癌组
织中的表达明显上调，同时 PIWIL4-siRNA可有效抑制 ES-2细胞的生长活性和增殖能力，提示 PIWIL4可能与卵巢癌发生、
发展相关．
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Argonaute蛋白家族是小分子 RNA复合物的主
要成分，它分为 Ago亚家族和 Piwi亚家族．人类
Piwi 亚家族主要有 4 个成员：PIWIL1、PIWIL2、
PIWIL3、PIWIL4．最初认为，人类 Piwi仅在成年
男性生殖系统中特异表达，而后研究发现，

PIWIL4在人正常卵巢组织中也有表达[1]．目前研究

发现，Piwi在睾丸中的表达仅限制在精子形成前
的精母细胞和圆形精子细胞，以及由胚胎生殖细胞

起源并保持生殖细胞表型的肿瘤中，表明 Piwi在
生殖细胞的增殖和维持中发挥作用．Piwi 与肿瘤
的关系国内外研究报道很少，有文献报道 PIWIL1
的过表达将导致睾丸精原细胞瘤的发生[2]．也有研

究结果表明，PIWIL2在人类女性生殖系肿瘤———
卵巢癌中有阳性表达．而人卵巢癌中 PIWIL4的表
达情况以及 PIWIL4在卵巢癌和癌旁正常组织中差
异表达情况国内外未见报道．本研究旨在了解

PIWIL4在人上皮性卵巢癌细胞株 ES-2细胞中的表
达情况及其在卵巢癌组织和癌旁正常组织中的差异

表达，并应用 RNA干扰技术观察 PIWIL4表达水
平下降后 ES-2细胞生长活性和增殖能力的变化．

1 材料和方法

1援1 材料

人卵巢透明细胞癌细胞系 ES-2来自本实验室
的保存株．收集天津市中心妇产医院卵巢癌手术标

本 11例，其中癌组织 8例、癌旁组织 3例，均经
病理组织学查实．标本离体后立即置液氮休克，

-80℃保存．RPMI1640购自美国 GIBCO公司；胎
牛血清购自中美合资兰州民海生物工程有限公司；

脂质体 lipofectamine2000、Opti-MEM无血清培基、
RNA 抽提试剂 TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司；
RT-PCR 试剂购自美国 Promega 公司和日本
TaKaRa公司．
1援2 细胞培养

ES-2细胞用含 10%胎牛血清，100 U/ml青霉
素，100 mg/L链霉素的 RPMI1640 培养液培养于
37℃、5% CO2孵箱中．
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1援3 半定量逆转录聚合酶链式反应 (Semi鄄qRT鄄
PCR)

TRIzol试剂抽提对数生长期的 ES-2细胞、卵
巢癌组织和癌旁正常组织的总 RNA,紫外分光光度
仪定量．取 5 滋g总 RNA 按说明书步骤逆转录为
cDNA，再用不同引物进行 PCR 反应．PCR 引物
序列设计如下：PIWIL1，正义 5忆 GGAGATAAGA-
GGCGTAAAG 3忆，反义 5忆 GAATCATGTCCCAG-
TTCC 3忆，扩增产物为 286 bp； PIWIL2，正义
5忆 CCTTTCTCCAACCCTGTAG 3忆，反义 5忆 CCT-
GCCTTAGCCTCCTGAG 3忆，扩增产物为 367 bp；
PIWIL3，正义 5忆 CACAAGCTGGCTTACCTCG 3忆，
反义 5忆 CTCTGTCACATATTTGAAAGGG 3忆，扩
增产物为 323 bp；PIWIL4，正义 5忆 CATGAACTA-
CTGGCATCAC 3忆，反义 5忆 GGGAATTAGACTC-
TGTTTATC 3忆，扩增产物为 340 bp；内参照 茁-肌
动蛋白(茁-actin)，正义 5忆 CGTGACATTAAGGAG-
AAGCTG 3忆，反义 5忆 CTAGAAGCATTTGCGGT-
GGAC 3忆，扩增产物为 500 bp．PIWIL1、PIWIL3、
PIWIL4、茁-actin扩增程序：94℃变性 4 min；94℃
1 min， 56℃ 1 min，72℃ 1 min，33个循环；72℃
延伸 10 min．PIWIL2扩增程序：94℃变性 4 min；
94℃ 1 min， 58℃ 1 min，72℃ 1 min，33个循环；
72℃延伸 10 min．PCR 产物于 2%琼脂糖凝胶电
泳，紫外灯下观察并拍照．LabWorksTM成像和分

析软件分析条带灰度值，分别以 PIWIL1、
PIWIL2、PIWIL3、PIWIL4 与 茁-actin 条带灰度值
的比值作为 4种基因 mRNA的相对表达水平．
1援4 siRNA的设计及合成
使用 Ambion 公司的 siRNA 设计软件，依据

PIWIL4 基因的 cDNA 序列 (NM_152431)进行设
计．设计出的 PIWIL4-siRNA(HTPI4-SR)定位于其
序列的 919～939核苷酸处，共 21个碱基，siRNA
每条链的 3忆端各外加 2 个 TT的突出端．其序列
为：正义链，5忆 GCU CCU GUU UAG UGC UGA
UGU TT 3忆，反义链， 5忆 ACA UCA GCA CUA
AAC AGG AGC TT 3忆．作为阴性对照的半乳糖苷
酶基因的 siRNA (si-LacZ)定位于其编码序列的
689～709核苷酸，共 21个碱基，同样在 siRNA两
条链的 3忆端各外加 2个 TT的突出端，其序列为：
正义链，5忆 GAC UAC ACA AAU CAG CGA UUU
TT 3忆，反义链， 5忆 AAA UCG CUG AUU UGU
GUA GUC TT 3忆．它们分别由中国上海吉玛公司和
中国奥科公司化学合成，经 PAGE胶纯化并退火

形成双链．

1援5 细胞转染

采用脂质体转染法．将培养的 ES-2细胞分为
3组：A组转染空脂质体(lipofectamine only，空白
对照)，B 组转染对照的 si-LacZ+脂质体(阴性对
照)，C 组转染针对 PIWIL4 的 HTPI4-SR+脂质体
(实验组)．转染前一天，将 ES-2细胞接种于 24孔
板中，转染时细胞汇合至 70%～80%时，按照
Lipofectamine2000说明书的步骤分别转染空脂质
体、阴性对照 si-LacZ、实验组 HTPI4-SR．转染后
5 h，补加 0.5倍转染时体积的新鲜含 10%胎牛血
清的全培养基，转染后 24 h全部更换为新鲜的含
10%胎牛血清的全培养基．
1援6 MTT实验
取对数生长期的 ES-2 细胞，按 6伊103/ 孔于

100 滋l培养液中接种于 96孔板，37℃、5% CO2条

件下培养过夜后，按 Lipofectamine2000 说明书的
步骤转染 A、B、C三组，每组设 4个复孔．转染
后 72 h，每孔加入(5 mg/L) MTT 10 滋l，37 ℃、5%
CO2条件下继续孵育 4 h．吸出上清液，每孔加(二
甲基亚砜 )溶解剂 100 滋l，微量振荡器振荡约
10 min，镜下观察甲瓒结晶全部溶解后，利用酶标
仪在 570 nm波长处测定每孔的吸光度(A 570值)．
1援7 克隆形成实验

A、B、C三组细胞转染 48 h后，1伊PBS洗涤
1次，用 0.01%胰蛋白酶将三组 ES-2细胞均消化
成单个细胞，调整细胞密度至 1伊103个 /ml．取上
述各组 ES-2细胞，以 120个 /孔的密度接种于 12
孔板中，每组设 3个复孔，并且每 3天更换一次新
鲜 10%胎牛血清的 RPMI1640 全培养基．37℃，
5% CO2，相对湿度为 90%的条件下培养 10天，甲
醇固定 10 min，2 g/L结晶紫染色 10 min，倒置显
微镜下计数大于 50个细胞的克隆．克隆形成率 =(克
隆数 /120)伊100%．
1援8 统计学方法

统计软件 SPSS 12.0进行数据处理，统计数据
以 x 依 s 来表示，组间比较采用 Students’test 和
t-test．*P < 0.05时认为差异具有统计学意义．

2 结果与讨论

2援1 PIWIL4 在卵巢透明细胞癌 ES鄄2 细胞中的
表达

半 定 量 RT-PCR 的 结 果 显 示 ， PIWIL1、
PIWIL2、PIWIL3、PIWIL4在人卵巢透明细胞癌细
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Fig. 4 Representative pictures of clones
Lipofectamine only si-LacZ HTPI4-SR

Fig. 2 Relative PIWIL4 mRNA expression of ovarian
cancer and adjacent normal tissues

(a) The picture of agarose gel electrophoresis of DNA. Ca1～Ca8: 8
ovarian cancer tissue samples； N1～N3: 3 ovarian cancer adjacent
normal tissue samples. (b) The relative expression of PIWIL4 mRNA,
compared to 茁-actin. *P < 0.01.
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Fig. 3 PIWIL4鄄siRNA suppresses ES鄄2 cell growth
*P < 0.05, **P > 0.05. 1: Lipofectamine only; 2: si-LacZ; 3: HTPI4-SR.
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Fig. 1 Relative PIWI mRNA expression of human ovarian
clear cell carcinoma ES鄄2 cells

(a) The picture of agarose gel electrophoresis of DNA. M: DNA marker；
1: PIWIL1；2: PIWIL2；3: PIWIL3；4: PIWIL4；5: 茁-actin. (b) The
relative expression level of PIWI mRNA, compared to 茁-actin. *P <
0.05, compared to PIWIL1, PIWIL2, PIWIL3.
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胞系 ES-2 细胞中均有表达．其中，与 PIWIL1、
PIWIL2、PIWIL3 相比，PIWIL4 的相对表达水平
最高(*P < 0.05)(图 1)．

2援2 PIWIL4在卵巢癌和癌旁组织中的差异表达
半定量 RT-PCR的结果显示，卵巢癌组织和癌

旁正常组织中，PIWIL4 mRNA 水平的表达不一
致．卵巢癌组织中：PIWIL4/茁-actin (0.84依0.19)；
癌旁正常组织中： PIWIL4/茁-actin (0.46 依0.05)．
PIWIL4在癌组织中的表达明显高于正常组织中的
表达，差异具有统计学意义(*P < 0.01)(图 2).

2援3 MTT法检测 PIWIL4鄄siRNA对 ES鄄2细胞生
长活性的影响

MTT 实验结果显示， Lipofectamine only、
si-LacZ、HTPI4-SR转染的 A，B，C三组 A570值分

别为：(0.68依0.02)，(0.69依0.04)，(0.54依0.03)．说明
转染 HTPI4-SR的 ES-2细胞的生长活性降低，与
lipofectamine only、si-LacZ两组相比差异有统计学
意义(*P < 0.05)，而两个对照组相比无明显差异
(**P > 0.05)(图 3)．结果表明，PIWIL4-siRNA可以
抑制卵巢癌细胞的生长活性．

2援4 PIWIL4鄄siRNA转染 ES鄄2细胞后细胞克隆形
成能力的变化

将转染了空脂质体，si-LacZ，PIWIL4-siRNA
(HTPI4-SR)的卵巢透明细胞癌 ES-2细胞接种于 12
孔板中，培养 10天后，显微镜下计数大于 50个细
胞的克隆(图 4)，依据公式计算克隆形成率．各组
克隆形成率如下：A组(lipofectamine only)，(26.1依
2.55)%；B组(si-LacZ)，(26.7依3.33)%；C组(HTPI4-
SR)，(15依1.67)%．C 组与 A、B 两组相比克隆形
成率明显降低，差异具有统计学意义(*P < 0.01)，
而 A、B两组比较，差异无统计学意义(**P > 0.05)
(图 5)． 结果表明， ES-2 细胞转染 HTPI4-SR
(PIWIL4-siRNA)后，细胞体外独立增殖能力和肿瘤
形成能力明显受到抑制．
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3 讨 论

肿瘤的发生是细胞发生恶性转化的结果，在这

一过程中有多种基因出现异常表达，包括多个癌基

因在时间和空间上的激活和(或)抑癌基因的失活．
女性生殖系肿瘤———卵巢癌已成为严重危害妇女健

康的恶性肿瘤之一，大多数病人临床表现为腹腔内

播散和远处转移，由于缺乏有效的早期诊断方法和

完善的治疗方案，其 5年存活率仅为 20%～30%．
卵巢癌的发生、发展过程中也有多个癌基因和(或)
抑癌基因的异常表达，具体的发生机制尚未完全

阐明．

PIWIL4 属于 Argonaute 家族的 Piwi 亚家族，
定位于染色体 11q12．在动物细胞中，Argonaute
家族主要在 RNA干扰和 miRNA介导的基因调控
中发挥着十分重要的作用；Piwi亚家族，主要与
种系特异性时间相关，如胚胎干细胞的维持和减数

分裂等，它们在睾丸组织中特异表达，与 piRNA
(Piwi- interacting RNA)相互作用，在精子发生过程
中起着非常重要的作用[3～5]，但具体的作用机制尚

不明确．目前已知 PIWIL4基因在包括卵巢在内的
人类多种组织中普遍表达，而且它在 p16Ink4a

(CDKN2A)位点介导 H3K9甲基化导致 p16Ink4a基因

表达下调，表明 PIWIL4在人类体细胞的染色质修
饰途径中发挥重要作用[6]．已有文献报道 PIWIL2
通过激活 stat3/Bcl-XL途径抑制细胞的凋亡而发挥
癌基因的作用[7]．

本文首先利用半定量 RT-PCR 方法检测了
PIWIL4在卵巢透明细胞癌 ES-2 细胞中的表达情
况，结果发现：PIWIL4与 Piwi亚家族的其他三个
成员相比，它在卵巢癌细胞中的表达水平最高

(图 1)．本实验又检测了 PIWIL4分别在卵巢癌组
织和癌旁正常组织标本中的表达水平，实验结果表

明，PIWIL4在卵巢癌组织中的表达明显上调(图 2).
由此初步推测，PIWIL4可能参与了卵巢癌的发生、
发展过程．

RNA 干扰(RNA interference，RNAi)是一种转
录后基因沉默机制，指当细胞中导入与内源性

mRNA 编码区同源的双链 RNA(dsRNA)时，该
mRNA发生降解而导致基因表达沉默的现象[8, 9]．

现在 RNAi已成为一种研究基因功能强有力的新工
具，通过导入序列特异的小双链干扰 RNA(siRNA)
可以诱导真核细胞内与其同源的 mRNA的特异性
降解，产生类似基因敲除的效应 [10～13]．本实验利

用 RNA干扰技术使卵巢癌 ES-2细胞中的 PIWIL4
表达水平降低，并运用 MTT法和克隆形成实验检
测了 ES-2细胞转染 PIWIL4-siRNA 后细胞生长活
性和增殖能力的变化．实验结果表明：PIWIL4表
达水平下降后 ES-2细胞的生长活性降低，与对照
组相比差异具有统计学意义(P < 0.05)(图 3)，而
ES-2 细胞增殖能力降低更明显 (图 5)．这提示，
PIWIL4表达水平降低后短期内癌细胞的生长抑制
作用表现不很明显，但对癌细胞长期的抑制作用表

现很显著．

以上结果初步显示了 PIWIL4与人卵巢透明细
胞癌细胞系 ES-2细胞的增殖相关，而其在卵巢癌
发生发展中的作用及其机制有待进一步的研究．
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Abstract To explore the expressional information of PIWIL4 in human ovarian cancer, semi-quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (semi-qRT-PCR) was used to detect the mRNA expression level of
PIWIL1, PIWIL2, PIWIL3 and PIWIL4 in human ovarian clear cell carcinoma ES-2 cells. Meanwhile, in human
ovarian cancer and adjacent normal tissues, the mRNA expression of PIWIL4 was determined. Then,
PIWIL4-siRNA, which was designed to target PIWIL4 and chemical synthesized, was transfected into ES-2 cells
with lipofectamine. MTT assay and clone formation assay were used to investigate the effects of PIWIL4-siRNA
on the cell growth activity and proliferation capacity of ES-2 cells. Experimental results showed that the mRNA
expression level of PIWIL4 was the highest compared to PIWIL1, PIWIL2 and PIWIL3 in ES-2 cells (P < 0.05),
and the expression of PIWIL4 mRNA in ovarian cancer tissues was higher than that in adjacent normal tissues (P <
0.01). MTT and clone formation analyses demonstrated that the cell growth activity and clone formation ratio of
PIWIL4-siRNA transfected ES-2 cells were markedly decreased (P < 0.05). In conclusion, the expression of
PIWIL4 mRNA was highest in ovarian cancer cell line ES-2 cells and was significantly increased in ovarian cancer
tissues. Moreover, PIWIL4-siRNA can efficiently inhibit the cell activity and proliferation ability of ES-2 cells. In a
word, PIWIL4 may be related to the pathogenesis of human ovarian cancer.
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