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摘 要：【目的】探讨 SPAG5对卵巢高级别浆液性癌细胞生长及紫杉醇药物敏感性的影响，分析原发灶组织中表达水

平差异与患者预后关系。【方法】体外实验中通过瞬时敲降卵巢腺癌细胞株中 SPAG5，紫杉醇处理细胞后，MTT法检测细胞

活力及绘制细胞生长曲线，研究 SPAG5对细胞生长增殖及紫醇敏感性的影响；然后通过免疫组织化学染色，研究 110例患

者组织中 SPAG5表达水平与患者预后的关系。【结果】SKOV3细胞中敲降 SPAG5后发生细胞周期G2/M期阻滞，使细胞生长

明显受抑；免疫组织化学染色显示，12例接受新辅助化疗患者肿瘤组织中 SPGA5表达明显升高，对于未接受新辅助化疗患

者，SPAG5低表达者疾病无进展生存较差，早期患者中差异更显著，患者总生存也有相似趋势，但差异无统计学意义；在卵

巢腺癌细胞株OVCAR3 A2780及 SKOV3中敲降 SPAG5后，细胞对 0.5 μmol/L紫杉醇抵抗能力增强。【结论】SPAG5在卵巢腺

癌细胞中调控细胞周期，促进细胞增殖，但早期卵巢高级别浆液性癌患者中 SPAG5低表达者对紫杉醇的药物作用敏感性

差，相应预后差，因此卵巢高级别浆液性癌辅助化疗方案应个体化选择。
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Abstract：【Objective】 To investigate the role SPAG5 play in ovarian adenocarcinoma cell mitosis，Taxol sensitivity and
ovarian high grade serous carcinoma patients􀆳 prognosis.【Methods】Transient knockdown of SPAG5 in SKOV3 cell were performed，
and MTT assay and cell cycle flow cytometry assay were carried out. IHC staining of SPAG5 protein in 110 high grade serous
carcinoma patients′ tumor tissues were performed，and the expression were analyzed with clinical data and prognosis. Finally，SPAG5
were knocked down in OVCAR3 A2780 and SKOV3 cells followed by 0.5μM Taxol treatment，MTT assay were performed to detect
cell viability.【Results】SPAG5 knockdown inhibited cell mitosis of ovarian adenocarcinoma cell SKOV3 by G2/M arrest. High grade
serous carcinoma patients after neoadjuvant chemotherapy gained the expression of SPAG5. Patients without neoadjuvant
chemotherapy with low SPAG5 expression have poor progress free survival，especially in early stage patients. Patients with low SPAG5
expression also have poorer overall survival，but the difference was not statistically significant. Furthermore，SPAG5 knockdown in
OVCAR3 A2780 and SKOV3 cells reduced Taxol sensitivity. 【Conclusion】 SPAG5 regulated cell mitosis and promoted cell
proliferation in ovarian adenocarcinoma cell lines. Expression of SPAG5 in patients 􀆳 tumor tissues predicted patients 􀆳 prognosis and
Taxol sensitivity. As the results，individualized treatment of high grade serous carcinoma patients is necessary.
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卵巢癌（ovarian cancer）是女性生殖系统三大

肿瘤之一，其中卵巢上皮性癌（epithelial ovarian
cancer，EOC）占所有新发病例的 95%，而 EOC中

超过一半为卵巢高级别浆液性癌（high grade
serous carcinoma，HGSC）［1］。卵巢 HGSC 发病隐

匿，易发生播撒转移，患者初诊时多已发展到疾病

的进展期，预后差，因此卵巢HGSC严重威胁女性

健康［2-3］。卵巢癌的治疗以手术为主，虽然手术是

否能达到满意减灭是患者预后的决定性因素，但

是化疗作为最重要的辅助治疗手段，在巩固患者

手术疗效及改善患者预后中，也有着举足轻重的

地位。目前卵巢HGSC一线化疗药物为铂类联合

紫杉类，临床上最常用卡铂联合紫杉醇静脉化疗

（NCCN指南 卵巢癌 2016 v1）。卵巢HGSC作为一

种异质性极强的实体肿瘤，其对化疗药物的敏感

性千差万别。多年来研究及临床实践已证实，卵

巢HGSC对铂类的敏感与否为最重要的临床预后指

标之一，但卵巢HGSC对紫杉醇药物敏感性的探讨

与研究相对薄弱。随着对紫杉醇周疗等方案的研

究深入，卵巢HGSC对紫杉醇敏感性及其中分子机

制的研究应受到更多重视，以期待在此基础上指导

卵巢HGSC患者化疗中紫杉醇的应用［4］。SPAG5
（sperm-associated antigen 5）是一个纺锤体结合蛋

白，调控细胞完成正确有序的分裂过程［5-6］，在细胞

的正常增殖过程中发挥保护作用［7-8］。目前，肿瘤

组织中 SPAG5 的过表达被认为与 ER 阳性乳腺

癌、非小细胞肺癌患者较差的预后相关［9-11］，具体

作用机制并没有研究。由于紫杉醇主要通过固定

细胞微管结构达到抑制细胞有丝分裂的作用，目

前微管结合蛋白对紫杉醇药物作用的调节，是细

胞对紫杉醇耐药的研究重点［12］。SPAG5虽然不属

于微管结合蛋白，但是因为它主要通过结合微管

结构发挥其功能，所以 SPAG5的表达及功能可能

与紫杉醇药物作用有密切关系。我们前期研究结

果显示，宫颈癌中 SPAG5影响肿瘤细胞对紫杉醇

药物敏感性并且作用与药物浓度有关［13］，据此我

们推测，紫杉醇在肿瘤细胞中的作用可能与

SPAG5的表达存在着更为复杂的相互作用。本实

验将研究 SPAG5与卵巢HGSC患者预后之间的关

系，以及卵巢腺癌细胞中 SPAG5表达与细胞生长

增殖及紫杉醇药物作用间的关系，探讨卵巢HG⁃
SC患者紫杉醇相关化疗的敏感性及药物作用机

制，为卵巢HGSC患者化疗方案的个体化选择提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 卵巢癌患者组织标本处理

卵巢癌患者肿瘤组织取自中山大学肿瘤防

治中心 2002-2014年间手术切除标本。患者经过

充分知情同意，并了解标本用于实验研究工作。

110例患者组织学均为高级别浆液性癌（因卵巢

浆液性癌两级分级系统为 2004 年由 M.D.An⁃
derson 癌症中心Malpica提出，本实验入组病例大

部分仍采用WHO分级系统。Malpica同时提出，

WHO分级 2 ~ 3 级归类为高级别浆液性癌）［14］，

包括 FIGO分期Ⅰ~Ⅳ期患者（分期标准为 Feder⁃
ation International of Gynecology and Obstetrics Stag⁃
ing Guideline 2014），其中Ⅰ期肿瘤病理分期均为

3级，有术后辅助化疗指征。部分患者术前经新

辅助化疗，常规行经腹卵巢癌全面分期手术或经

腹卵巢癌肿瘤细胞减灭术，术后患者均接受辅助

化疗，随访时间为 2~14年。标本经甲醛固定后，

送中山大学肿瘤防治中心病理科石蜡包埋。切片

HE染色后，经 2位中级职称以上病理医生确定病

时类型为卵巢高级别浆液性癌，确定癌巢癌组织

位置后，制组织芯片。

1.2 细胞培养

卵巢腺癌细胞均由含 10%FBS（Gibco，美国）

DMEM完全培养基（Gibco）37℃体积分数为 5%CO2

饱和湿度培养，细胞需传代或铺板时，弃去培养基

后，PBS洗 3次，加入Trypsin·EDTA（Gibco）至刚好

没过细胞进行消化，完全培养基终止消化，细胞悬

液 150×g，5 min离心，弃上清，按需要加入培养基

重悬并种入新培养瓶/皿中继续培养。

1.3 细胞总 RNA 抽提及 qPCR 检测 SPAG5

mRNA表达水平

细胞重悬并洗涤后去上清，加入 TRIZol
（Gibco）500 μL充分匀浆后，向管中加入 200 μL氯

仿/mL TRIZol，动作轻柔混匀，室温放置 10 min，
4 ℃ 12 000×g 离心 15min，取最上层无色透明液体

转移至新 1.5 mL EP 管，加入 500 μL 异丙醇/mL
TRIZol上下颠倒混匀，室温放置 5 ~ 10 min，4 ℃
12 000×g 离心10 min，弃上清，加入1 mL 750 mL/L
乙醇/mL TRIZol 洗涤沉淀，4 ℃ 8 000×g 离心 5
min，弃上清，室温干燥后加入适量无酶水溶解
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RNA 沉淀，NanoDrop 测定 RNA 浓度。依据 M-
MLV逆转录酶（Promega，美国）说明书步骤，Ran⁃
dom Primer（Promega）对细胞总RNA进行逆转录，得

到cDNA。依据GoTaq® Green Master Mix（Promega）
说明书步骤，Bio-rad CFX96 荧光定量PCR仪对目

标蛋白mRNA含量进行 qPCR检测，Bio-Rad CFX
Manager对数据进行分析。

NCBI查阅 SPAG5 mRNA序列后，利用 Primer
Premier 5 设 计 引 物 序 列 如 下 ：SPAG5 Forward
Primer：5 􀆳- CATCTCACAGTGGGATAACTAATAAA
C-3􀆳；SPAG5 Reverse Primer：5􀆳-CAGGGATAGGTG
AAGCAAGGATA-3􀆳；GAPDH Forward Primer：5􀆳-C
TCCTCCTGTTCGACAGTCAGC-3􀆳；GAPDH Reverse
Primer：5􀆳-CCCAATACGACCAAATCCGTT-3􀆳。
1.4 免疫组化检测SPAG5蛋白表达水平

将组织芯片 60 ℃烤 30 min后即放入二甲苯

中脱蜡 10 min×3次梯度浓度乙醇各 5 min水化，

PBS 洗 5 min×3次，枸橼酸钠缓冲液微波抗原修

复，自然冷却至室温，PBS洗 5 min×3次，3% H2O2

（甲醇）室温 10 min，去除内源性过氧化物酶，PBS
洗 1 min× 5次，山羊血清工作液室温 30 min封闭，

SPAG5一抗 1∶400稀释后 4 ℃孵育过夜，PBS 洗 1
min × 5 次，带 HRP 二抗室温避光孵育 30 min，
PBS 洗 1 min × 5次，DAB 底物显色 1 min中止，苏

木素室温染色 5 min后，盐酸酒精分化 2 s，清水冲

洗 30 min返蓝，梯度浓度乙醇各 5 min脱水，二甲

苯中 5 min ×3次透明后中性快干胶盖玻片封片。

染色后请 2位中级职称以上病理医生对组织染色

情况进行评分，按染色强度从阴性至强阳性分别

评 0、1、2、3分，再与相应面积所占百分比相乘，乘

积之和为标本染色评分。

1.5 细胞中SPAG5瞬时敲降

siSPAG5： CAGACUUAUCUUCAGAACATT，
UGUUCUGAAGAUAAGUCUGTT；siNC：UUCUCC⁃
GAACGUGUCACGUTT，ACGUGACACGUUCGGAG⁃
AATT。依据 LipofectamineRNAiMax（Invitrogen，美
国）说明书瞬转 siRNA Mimic至卵巢癌细胞中，敲

降SPAG5 mRNA表达。

1.6 MTT法检测细胞活力

向已更换培养基细胞中加入MTT母液至终浓

度 0.5 mg/mL，培养 4 h，弃去培养基后加入 150 μL/
96孔板孔DMSO，充分溶解紫色结晶，酶标仪检测

490 nm波长OD值，计算细胞活力。

1.7 细胞蛋白抽提及Western Blot

细胞弃去培养基洗涤后加 Trypsim EDTA 消

化为细胞悬液，150×g，5 min离心弃上清，依据说

明书要求加入 ProteoJET Mammalian CellLysis Re⁃
agent（Invitrogen），室温放置 10 min充分裂解，4 ℃
12 000 × g 离心 10 min 得到细胞总蛋白，依据

Pierce BCA蛋白定量试剂盒说明书，利用Bio-Rad
酶标仪检测 562 nm波长OD值，检测样品蛋白浓

度。将已定量的蛋白用ProteoJET Mammalian Cell⁃
Lysis Reagent 稀释至相同浓度，加入 1/3 体积 4×
DualColorTM Protein Loading Buffer 及 1/19 体积 20×
Reducing Agent（2 mol/L DTT），100 ℃煮沸 5 min，
自然冷却至室温，Bio-Rad 电泳仪进行 SDS-PAGE
电泳并转至 PVDF膜，TBST洗涤 15 min，5%脱脂

牛奶封闭 2 h，稀释一抗溶液 4 ℃孵育过夜，TBST
洗涤 15 min×3次，稀释二抗室温孵育 1 h，TBST洗

涤 15 min×3 次，ECL Western Blotting Substrate 发

光，胶片显影。

1.8 流式细胞周期检测

细胞消化，PBS洗涤 3次，以 2 mL -20℃预冷

750 mL/L乙醇重悬细胞至单细胞悬液，-20℃固定

1 h，离心乙醇，PBS洗涤并重悬后，加入 Rnase A
孵育 37 ℃ 30 min，加入 400 μL PI溶液 4 ℃避光孵

育 1 h，BECKMAN流式细胞仪 488nm激发光检测。

1.9 统计学分析

数据采用 SPSS Statistics 22软件进行统计学

分析，计数资料比较采用卡方检验，计量资料采用

独立样本 t检验，生存分析采用 Log-rank（Mantel-
Cox）test 及 Gehan-Breslow-Wilcoxon test。检验水

准α=0.05。

2 结 果

2.1 SPAG5敲降抑制卵巢腺癌细胞生长增殖

SPAG5为细胞有丝分裂调控蛋白，参与纺锤体

的形成及姐妹染色单体分裂过程。通过设计并合成

针对SPAG5 mRNA的 siRNA序列，并将 siRNA利用

脂质体瞬时转染至卵巢腺癌细胞株SKOV3中，我们

得以下调 SKOV3中 SPAG5的蛋白表达（图 1A）。

MTT法连续 8 d检测细胞活力，绘制细胞生长曲

线，可以看出敲降 SPAG5后 SKOV3细胞生长受到

明显抑制，从第 2天起，两组细胞间细胞活力变化

有统计学意义（D2 t = 6.57 P = 0.0002，D3 t = 5.58

420



第3期

0 32 64 96 128 160 192 224 256

840
700
560
420
280
1400
300
250
200
150
100
50
0

G0/G1 47.56%
S 34.59%
G2/M 17.85%

G0/G1 30.46%
S 37.26%
G2/M 32.29%

0 32 64 96 128 160 192 224 256

Cel
lnu

mb
er

G2/M
S
G0/G1

siNC siSPAG5

100

80

60

40

20

0

siN
C

siS
PA

G5

DNA Content

SPAG5

siNC siSPAG5

12

10

8

6

4

2

0

Cel
lnu

mb
er（

%）

0 2 4 6 8

GAPDH

t/d

siNC
siSPAG5

BA

A：Lipofectamine RNAi Max transient transfected siSPAG5（siRNA targeted SPAG5 mRNA）to SKOV3 and Western Blot showed SPAG5 pro⁃
tein expression down-regulated significantly. B：SKOV3 transient knockdown SPAG5 cell viability was detected by MTT Assay for 8 days. SPAG5
down expression inhibited cell growth significantly from the second day. n = 5. C：SKOV3 transient knockdown SPAG5 cell cycle was detected by
flow cytometry. SPAG5 knockdown in SKOV3 cell led to obvious G2/M arrest. n = 1

图 1 卵巢腺癌细胞SKOV3中敲降SPAG5抑制细胞分裂增殖

Fig.1 Transient knockdown of SPAG5 in ovarian adenocarcinoma cell SKOV3 inhibited cell mitosis and proliferation
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P = 0.0005，D4 t = 7.75 P < 0.0001，D5 t = 12.25 P <
0.0001，D6 t = 11.42 P < 0.0001，D7 t = 11.83 P <
0.0001）。经过 8 d 培养后，对照组细胞活力是

SKOV3 下调组细胞的 2.25 倍（D8 t = 9.41 P <

0.0001；图 1B）。流式细胞仪进行细胞周期检测，

SKOV3在敲降了 SPAG5后G2/M期细胞从对照组

的 17.85%增加到 SPAG5下调组的 32.29%，细胞发

生了明显的G2/M期阻滞（图1C）。

2.2 卵巢高级别浆液性癌患者原发肿瘤组织

SPAG5免疫组织化学染色

实验纳入中山大学肿瘤防治中心 2002-2014
年间初治卵巢HGSC患者 110例，其中包括术前行

新辅助化疗（neoadjuvant chemotherapy，NACT）患

者 13例。患者均经过规范治疗：全面分期手术或

初次肿瘤细胞减灭术后辅助化疗，有指征者

NACT后行中间性肿瘤细胞减灭术，化疗方案均

为TC（紫杉醇+卡铂）方案。以疾病进展或死亡为

观察终点，随访时间为 2年至 14年，患者年龄为

22岁至 85岁，平均年龄 51.77岁，中位年龄 50岁。

其中 FIGO Ⅰ期患者 18例，Ⅱ期患者 16例，Ⅲ期

袁林静，等. SPAG5低表达与早期卵巢高级别浆液性癌患者预后关系 421
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A：IHC staining of SPAG5 in Ovarian HGSC patients􀆳 tumor tissues showed elevated SPAG5 protein expression after NACT. NACT（+）n = 13，NACT
（-）n = 97. B：SPAG5 mRNA expression was elevated after Taxol treatment compared to negative control in Ovarian adenocarcinoma cell SKOV3. n = 2.

图 2 紫杉醇化疗后卵巢癌细胞中SPAG5表达升高

Fig.2 SPAG5 expression in EOC cells elevated after Taxol treatment
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表 1 卵巢高级别浆液性癌患者SPAG5表达水平与临床病理指标的关系

Table 1 Correlation between SPAG5 protein expression and clinical features in ovarian high grade serous carcinoma
patients

Clinical feature
NACT

Age

Histology grade

FIGO stage

Lymph node

Distant metastasis

No
Yes
≤50
＞50
2
3
Ⅰ，Ⅱ
Ⅲ，Ⅳ
Negative
Positive
Negative
Positive

SPAG5
Low/n
49
4

25
28
10
43
12
40
40
13
48
5

（%）

44.5
3.6

22.7
25.5
9.2

39.4
11..0
36.7
36.4
11.8
43.6
4.5

High/N
48
9

31
26
14
42
21
36
37
20
50
7

（%）

43.6
8.2

28.2
23.6
12.8
38.5
19.3
33.0
33.6
18.2
45.5
6.4

χ2

1.09

0.32

0.29

1.83

1.00

0.03

P

0.24

0.57

0.49

0.15

0.30

0.76
n = 110

表 2 手术初治卵巢高级别浆液性癌患者SPAG5表达水平与临床病理指标的关系

Table 2 Correlation between SPAG5 protein expression and clinical features in ovarian high grade serous carcinoma
patients first treated with operation

Clinical feature
Age

Histology grade

FIGO stage

Lymph node

Distant metastasis

≤50
＞50
2
3
Ⅰ,Ⅱ
Ⅲ,Ⅳ
Negative
Positive
Negative
Positive

SPAG5
Low/n
24
25
9

40
12
36
39
10
44
5

（%）

24.7
25.8
9.4

41.7
12.5
37.5
40.2
10.3
45.4
5.2

High/N
27
21
14
33
20
28
33
15
46
2

（%）

27.8
21.6
14.6
34.4
20.8
29.2
34.0
15.5
47.4
2.1

χ2

0.26

1.15

2.30

0.98

0.57

P

0.54

0.24

0.14

0.13

0.44
n = 97
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57例，Ⅳ期 7例。制成组织芯片后全部患者原发

部位肿瘤组织中 SPAG5蛋白经免疫组化染色并

评分，以研究人群评分中位数 183为界值，将患者

分为SPAG5高表达组与低表达组，两组患者年龄、

FIGO分期、肿瘤组织学分级、淋巴结转移状态、远

处转移状态及是否进行NACT无差异（表1）。在术

前未行NACT的患者中，各临床指标同样没有差

异（表 2）。

2.3 化疗后卵巢高级别浆液性癌肿瘤组织中

SPAG5表达升高

初步分析组织中SPAG5染色发现，卵巢HGSC
患者经 NACT 后切除标本中的 SPAG5 表达明显

A：Survival analysis of all ovarian HGSC patients enrolled，SPAG5 low expression group had poorer PFS（Log-rank（Mantel-Cox）test P = 0.033，
Gehan-Breslow-Wilcoxon test P = 0.081，n = 97）. B：Survival analysis of early stage（FIGO Ⅰ，Ⅱ）ovarian HGSC patients enrolled，SPAG5 low expression
group had poorer PFS（Log-rank（Mantel-Cox）test P = 0.028，Gehan-Breslow-Wilcoxon test P = 0.029，n = 32）. C：Survival analysis of advanced stage
（FIGO Ⅲ，Ⅳ）ovarian HGSC patients enrolled，PFS showed no difference between SPAG5 low and high expression group（Log-rank（Mantel-Cox）test P =
0.840，Gehan-Breslow-Wilcoxon test P = 0.962，n = 65）. D：Survival analysis of all ovarian HGSC patients enrolled，SPAG5 low expression group had poor⁃
er OS，but showed no significant difference between SPAG5 low and high expression group（Log-rank（Mantel-Cox）test P = 0.242，Gehan-Breslow-Wilcox⁃
on test P = 0.551，n = 97）. E：Survival analysis of early stage（FIGO Ⅰ，Ⅱ）ovarian HGSC patients enrolled，SPAG5 low expression group had poorer OS，
but showed no significant difference between SPAG5 low and high expression group（Log-rank（Mantel-Cox）test P = 0.224，Gehan-Breslow-Wilcoxon test
P = 0.149，n = 32）. F：Survival analysis of advanced stage（FIGO Ⅲ，Ⅳ）ovarian HGSC patients enrolled，OS showed no difference between SPAG5 low
and high expression group（Log-rank（Mantel-Cox）test P = 0.929，Gehan-Breslow-Wilcoxon test P = 0.364，n = 65）.

图 3 在未经NACT的卵巢HGSC患者原发肿瘤组织中SPAG5蛋白表达水平与早期卵巢HGSC患者预后差相关

Fig.3 SPAG5 expression in ovarian high grade serous carcinoma patients’tumor tissues correlated with the prognosis of
early stage patients without NACT
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SPAG5 knockdown in ovarian adenocarcinoma cells OVCAR3
A2780 and SKOV3 followed by 0.5 μmol/L Taxol treatment，MTT Assay
showed cell viabilities were all increased after SPAG5 down-regulation in
these cell lines. n = 2.
图 4 SPAG5低表达降低卵巢腺癌细胞对紫杉醇敏感性

Fig.4 SPAG5 low expression decreased drug-sensitivity
of ovarian adenocarcinoma cells to Taxol

高于初治手术切除标本（图 2A）。体外实验中，卵

巢腺癌细胞株 SKOV3 经 0.5 μmol/L 紫杉醇处理

1 d后，qPCR检测细胞中的 SPAG5 mRNA表达水

平，紫杉醇处理后 SKOV3细胞中的 SPAG5 mRNA
表达是空白对照的 1.69倍（t = 5.48，P = 0.0317；图
2B）。

2.4 卵巢高级别浆液性癌原发肿瘤组织中

SPAG5表达水平影响疾病早期患者预后

对肿瘤组织中 SPAG5蛋白进行免疫组织化

学染色后，将患者分为 SPAG5蛋白高表达组与低

表达组。为排除NACT可能对肿瘤中异质性细胞

蛋白表达产生的影响，本次实验选择未行 NACT
患者组织中 SPAG5蛋白表达水平进行分析，经过

绘制生存曲线后发现，SPAG5低表达组患者的疾

病无进展生存（Progress Free Survival，PFS）较高表

达组患者差，差异有统计学意义，Log-rank（Man⁃
tel-Cox）test P = 0.033（图 3A）。两组患者的总生

存（Overall Survival，OS）也有同样的趋势，但差异

没有统计学意义（图 3D）。

将疾病早期患者（FIGO Ⅰ，Ⅱ期）与疾病进展

期患者（FIGO Ⅲ，Ⅳ期）分层分析后可见，在疾病早

期患者中，SPAG5低表达组患者的 PFS明显低于

高表达组，Log-rank（Mantel-Cox）test，P = 0.028，
Gehan-Breslow-Wilcoxon test，P = 0.029（图 3B）。

但在疾病进展期的患者中，两组患者的 PFS无差

别（图 3 C）。患者的OS也有同样的趋势，疾病早

期患者中 SPAG5低表达组患者的OS低于高表达

组，然而差异没有统计学意义（图 3E），与此同时

疾病进展期的患者中无差异（图 3F）。

2.5 瞬时敲降SPAG5降低卵巢腺癌细胞株对紫

杉醇敏感性

通过瞬时转染针对 SPAG5 mRNA序列的 siR⁃
NA（siSPAG5），分别在OVCAR3、A2780、SKOV3三

个细胞株中敲降 SPAG5表达，同时瞬转随机序列

siRNA（siNC）作为阴性对照，转染后细胞经 0.5
μmol/L 紫杉醇处理 1 d，MTT检测细胞活力（处理

后OD490/处理前OD490）。细胞在敲降 SPAG5表

达后，对紫杉醇处理的抵抗能力均增强，其中OV⁃
CAR3 siSPAG5 后细胞抑制率从 77.1%下降到

47.2%（t = 5.55，P = 0.031），A2780 siSPAG5后细胞

抑制率从61.3%下降到53.5%（t = 4.44，P = 0.047），

SKOV3 siSPAG5 后细胞抑制率从 32.6%下降到

24.3%，差异无统计学意义（t = 3.13，P = 0.089；
图 4）。

3 讨 论

SPAG5 也称之为 Astrin（associated with astral
microtubule arrays assembled in vitro），作为一个纺

锤体结合蛋白，在有丝分裂或减数分裂过程中结

合于纺锤体的微管结构及着丝粒［7-8］，另外也可结

合于精子尾部的微管结构［15］。SPAG5从有丝分裂

S期开始，通过C-未端序列结合于纺锤体，直至细

胞分裂完成，此过程中 SPAG5 可与 GSK3beta、
Plk1、Aurora-A等细胞分裂相关蛋白分子发生相

互作用，也可介导 SNM1A、CLASP1、SKAP及 EB1
等蛋白与纺锤体的结合，达到对有丝分裂精确

调控的作用［5-6，16-20］。也有研究发现，SPAG5可以

通过激活mTORC1抑制细胞凋亡［21］，综合以上研

究结果，SPAG5目前多被认为发挥促进肿瘤细胞

生长的作用。

本实验中，研究者通过瞬时敲降卵巢腺癌细

胞 SKOV3中的 SPAG5表达，并绘制生长曲线后发

现，敲降 SPAG5 后 SKOV3 细胞生长受到明显抑

制，与细胞周期出现显著G2/M期阻滞有关。关于

SPAG5 的其他前期研究中已显示，细胞在敲降

SPAG5后无法形成正常的双极染色体，进而无法正

常分裂，这与本实验结果相符，即在卵巢腺癌细胞

中 SPAG5也发挥调控有丝分裂正常进行的作用。

为进一步研究 SPAG5蛋白表达与卵巢HGSC
患者预后的关系，我们对 110例卵巢HGSC患者原

424



第3期
发肿瘤组织中 SPAG5 进行染色，评分后显示，

NACT后行手术切除的标本中，SPAG5表达较初

治即行手术切除的组织标本中明显升高。体外实

验通过在培养基中加入 0.5 μmol/L 紫杉醇，模拟

治疗中患者紫杉醇血药浓度［22-23］，处理后 SKOV3
细胞中 SPAG5蛋白表达也明显升高，与 NACT后

肿瘤组织中 SPAG5表达升高的发生相一致。这

一方面可能与紫杉醇所致细胞微管结构固定，细

胞中蛋白质合成后无法分裂，纺锤体相关结合蛋

白积聚有关，但另一方面，这是否与异质性的卵巢

腺癌细胞群经过紫杉醇作用后导致细胞中蛋白表

达谱及蛋白功能的改变相关，却尚未有相关研

究。因此，在患者预后分析中，我们排除了接受过

NACT的 13例患者。

生存分析显示，SPAG5高表达组患者的 PFS
明显优于 SPAG5低表达组，进一步将患者按疾病

早期（FIGO Ⅰ，Ⅱ期）与疾病进展期（FIGO Ⅲ，Ⅳ
期）分层分析后，在疾病早期患者中 SPAG5表达

差异两组间 PFS的差异更为显著，但疾病进展期

的患者中 SPAG5表达差异两组间的PFS生存曲线

重合，即 SPAG5高表达仅与早期卵巢HGSC患者

PFS差有关，而对进展期卵巢HGSC患者 PFS无影

响。在 SPAG5与患者OS的分析中，SPAG5表达差

异对患者OS的影响并不显著，但也可以看到与患

者PFS相同的趋势。这个结果似乎与SPAG5对肿瘤

细胞增殖的促进作用相矛盾。为证实 SPAG5在

患者中表达情况对肿瘤生物学行为的影响，我们

进行了体外实验。在敲降 SPAG5表达的卵巢腺

癌细胞株 OVCAR3和 A2780中，也同样能观察到

细胞对紫杉醇抵抗能力的增强，在 SKOV3细胞中

SPAG5敲降后紫杉醇对细胞活力抑制率差异无统

计学意义，可能与 SKOV3本身对紫杉醇抵抗能力

较 OVCAR3及 A2780强有关，SPAG5对 SKOV3紫

杉醇耐药的影响相对较小。值得一提的是，这个

结论与本课题组前期在宫颈癌中的研究结果相一

致，并且在宫颈癌中研究者发现，在不同的 SPAG5
表达背景下，细胞对不同浓度的紫杉醇的敏感性

是有差异的。从而我们认为，SPAG5在卵巢HGSC
患者的疾病进展中发挥着更为复杂的调控作用，

这其中不仅涉及 SPAG5对细胞有丝分裂的调控，

更重要的是 SPAG5 对紫杉醇药物作用的影响
［13］。综上所述，在早期卵巢HGSC患者中，肿瘤组

织中 SPAG5的表达降低，通过增加卵巢腺癌细胞

对紫杉醇的耐药能力，利于患者疾病进展，增加患

者肿瘤的复发，最终影响患者预后，然而 SPAG5
在卵巢HGSC中发挥的具体调控作用及机制尚无

相关研究。

SPAG5参与调节细胞有丝分裂，在 SKOV3细

胞中敲降 SPAG5使细胞周期发生G2/M期阻滞，然

而在细胞周期受到抑制后，这些细胞并非全部进

入凋亡程序，生存下来细胞得以依赖非 SPAG5相

关的细胞有丝分裂调控而继续生存。SPAG5敲降

后细胞对紫杉醇敏感性下降，这可能与紫杉醇在

微管结构中的作用位点，及 SPAG5所介导的蛋白

间相互作用有关。在 SPAG5表达降低，即不依赖

SPAG5功能的细胞中，可能由于紫杉醇不能再通

过 SPAG5相关机制作用于细胞，从而与微管间的

作用机制发生改变，总体上降低了细胞对药物敏

感性。在进展期卵巢HGSC肿瘤组织中，多倍体

细胞的大量出现证明，细胞的有丝分裂调控更为

紊乱，然而分裂更为活跃的低分化卵巢HGSC肿

瘤组织中并没有发现 SPAG5的显著高表达，这与

紫杉醇处理后细胞中 SPAG5的积聚形成明显对

比，由此我们认为，卵巢HGSC细胞中 SPAG5的调

控地位明显下降，SPAG5的表达水平不再影响患

者肿瘤对紫杉醇的敏感性以及患者的预后。这其

中的作用机制，是本课题组下一步研究重点。

本研究结果显示，卵巢HGSC患者辅助化疗

的选择应更为个体化，综合考虑肿瘤分期及相关

标志物的表达情况。对于早期卵巢HGSC患者，

如在原发肿瘤病灶中检测到 SPAG5的低表达，可

考虑避免在一线化疗中使用紫杉类药物。本研究

结果尚未能为进展期卵巢HGSC患者提供化疗方

案个体化选择的理论依据，但相信随着 SPAG5对

卵巢腺癌细胞紫杉醇敏感性机制研究的深入，对

紫杉醇耐药机制将会有更清晰的认识，相关信号

通路的精细调控也将使卵巢HGSC患者的化疗更

有针对性，更为精确有效，使卵巢HGSC患者能获

得更长的疾病无进展生存期，提高患者生存及生

活质量。
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