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NDRG2在上皮性卵巢癌中的表达及与预后的关系 *
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摘要目的：探讨 NDRG2在上皮性卵巢癌中的表达及其与预后的关系。方法：收集新鲜的上皮性卵巢癌和正常卵巢组织各 15例，

采用 real-time PCR检测和比较其 NDRG2 mRNA的表达。收集上皮性卵巢癌病理切片 96例进行免疫组化检测其 NDRG2蛋白的

表达，并收集患者的临床病理资料，随访患者的生存情况，分析 NDRG2蛋白的表达与上皮性卵巢癌患者临床病理特征和预后的

关系。结果：上皮性卵巢癌组织中 NDRG2 mRNA和蛋白的表达均显著低于正常卵巢组织(P<0.05)。NDRG2在上皮性卵巢癌组织

中的表达随着上皮性卵巢癌病理分期的升高而降低，而且其表达降低和患者不良预后显著相关(P=0.002)，但其表达和不同上皮

性卵巢癌的病理类型、分化程度以及年龄均无明显相关性。去除手术病理分期的影响，NDRG2表达下调和肿瘤细胞减灭术的满

意程度以及术后规范化疗是三个影响上皮性卵巢癌预后的重要因素。结论：NDRG2在上皮性卵巢癌中的表达下降，并与患者的

不良预后呈显著正相关。
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Expression of NDRG2 in the Epithelial Ovarian Carcinoma and Its Influence
on the Prognosis*

To study the expression of NDRG2 in epithelial ovarian cancer(EOC) and its correlation with the prognosis

of EOC patients. 15 cases of fresh epithelial ovarian cancer and 15 cases of normal ovarian tissue were collected. The mRNA

expression of NDRG2 were detected and compared by real-time PCR. 96 cases of epithelial ovarian cancer pathological sections were

collected and the expression of NDRG2 protein was detected by immunohistochemistry, the clinicopathological characteristics and

survival of patients were statistically analyzed. The mRNA and protein expression of NDRG2 in the EOC tissue were

significantly lower than those of the normal ovarian tissue (P<0.05). The protein expression of NDRG2 decreased with the increase of

pathological staging of EOC and was significantly correlated with the poor prognosis of EOC patients (P=0.002). However, no obvious

correlation was found of the protein expression of NDRG2 with pathological type, differentiated degree and age (P>0.05). Excluding the

effect of surgical-pathological staging, decrease of NDRG2 expression, satisfaction of cytoreductive surgery and postoperative standard

chemotherapy were influencing factors for the prognosis of EOC patients. The expression of NDRG2 was decreased in the

EOC tissue and was positively correlated with theprognosis of EOC patients.
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上皮性卵巢癌(epithelial ovarian cancer，EOC)是妇科肿瘤

常见的死亡病因，其高致死率与其发展到晚期才被发现及预后

不良等因素有关。NDRG2基因属于 N-MYC下游调节基因家

族 (N-myc downstream-regulated gene family)，目前研究表明

NDRG2广泛参与应激反应、细胞分化、增殖，并具有保持各组

织或器官的稳态等作用[1]。在乳腺癌[2]、结肠癌[3]及其他多种癌

症中，NDRG2基因均作为一种抑癌基因或肿瘤转移抑制基因

存在[4]。在结肠癌中，经典的Wnt通路可被 NDRG2衰减从而达

到抑癌作用[5]，而 Wnt信号通路在卵巢癌的发生、发展和转移

过程中起均起重要作用[6]。而目前这种基因在上皮性卵巢癌中

的作用尚不明确。本研究采用免疫组化和 real-timePCR分析了

该基因在上皮性卵巢癌中的表达及其和预后的关系，以期为上

皮性卵巢癌的治疗和预后评估提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 标本采集
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取哈尔滨医科大学附属第二医院 2015年 1月至 2016年

6月经病理确诊的住院手术卵巢癌标本 15例及正常卵巢 15

例进行 RT-PCR检测。选取哈尔滨医科大学附属第二医院行手

术治疗经病理证实为卵巢上皮性恶性肿瘤的患者 96例，所有

患者术前未经化学治疗和放射治疗，无其余系统疾病。患者年

龄最小 35岁，最大 63岁，平均年龄 51.3岁。按术后国际妇产

科联盟 (FIGO)2012版分期：I期患者 25例，II期患者 16例 III

期患者 47例，IV患者 8例，按术后病理类型分类：96例卵巢上

皮性恶性肿瘤(包括卵巢浆液性腺癌 46例，卵巢黏液性腺癌 29

例，卵巢子宫内膜样癌 13例，卵巢透明细胞癌 8例)。全部病例

均经随访，随访时间最长 87.7个月，最短 0.79个月，中位随访

时间 32.2个月。

1.2 主要试剂与设备

TBS(大连宝生物公司)；DEPC(大连宝生物公司)；Trizol(美

国 Invitrogen公司)；低温高速离心机(美国 sigma公司)；PCR仪

(美国 sigma公司)；Realtime PCR仪(美国 ABI公司)；逆转录试

剂盒：(大连宝生物公司)；Realtime PCR试剂盒 (大连宝生物公

司)；NDRG2鼠抗人单克隆抗体(北京中杉金桥生物有限公司)；

DAB显色试剂盒 (北京中杉金桥生物有限公司)；PV二步法试

剂盒(北京中杉金桥生物有限公司)；抗体稀释液(北京中杉金桥

生物有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 Real-time PCR检测

1.3.1.1 RNA的提取 将冻存于 -80℃的 Trizol+淋巴细胞液

室温下完全化开，加入 1/5体积的氯仿(约 200 滋L)，剧烈震荡
15 s；放置于室温下，静置 5分钟；离心，4℃，12000× g，15 min；

离心完后可见液体分层，RNA存在于上层水相中，将其取出(约

400 滋L)移入另一新的 Eppendorf管中，在其中加入等体积的异

丙醇(约 400 滋L)，上下颠倒混匀，室温静置 10分钟，使 RNA沉

淀；离心，4℃，1200× g，10分钟；离心完后，可见管底有胶装沉

淀，弃上清，取冰镇的用 DEPC水配置的 85 %乙醇 1 mL(850

滋L 100 %乙醇 +150 滋L DEPC水)上下颠倒洗涤一次，离心，4

℃，7500× g，5 min；弃掉上清，用枪头吸尽管内的残存乙醇，将

打开管盖的 EP管在试验台上放置 5-10分钟，让最后残存的乙

醇挥发，不要让 RNA沉淀干透；加入 20 滋LDEPC水，缓慢吹打
将 RNA完全溶解。

1.3.1.2 用紫外分光光度计检测 RNA的浓度

1.3.1.3 逆转录 配置反应体系(20 滋L)；在 65℃条件下加热 5

分钟，迅速置于冰上冷却，短暂离心后加入 5× Buffer (4 滋L)、
0.1 MDTT(2 滋L)；上述混合液轻轻吹打混匀，注意不要吹出气
泡，置于 37℃下 2 min；在室温下再次加入 M-MLV 1 滋L，轻
轻吹打混匀；37℃下 50 min，70℃下 15 min，终止反应。

1.3.1.4 Real-time RT-PCR 配置反应体系；95℃，5 min (95℃,

15 s；60℃，60 s)× 40个循环

1.3.1.5 Delta-delta CT法分析目的基因的相对表达量

1.3.2 免疫组化 采用 PV系列二步法免疫组化检测试剂将

二抗抗体分子和酶聚合在葡聚糖大分子骨架上，形成多聚体，

替代传统方法中的二抗以及三抗，从而提高免疫组化制片的阳

性率及扩大抗原抗体复合体的结合信号。

1.3.2.1 制备石蜡标本切片 10 %多聚甲醛固定标本，进行常

规的石蜡包埋；将清洁的载玻片浸入浓硫酸过夜，蒸馏水反复

冲洗 3次，置入 100 %酒精内 24 h，烘干。干燥后涂防脱片剂

APES，再次干燥后装盒备用；将石蜡包埋的标本连续切片成至

4 滋m厚，切片贴于涂有 APES的载玻片上，电热恒温干燥箱 65

度过夜。固定后备用。

1.3.2.2 免疫组化染色 试验采用采用 PV二步法，按试剂盒

说明书进行。本实验采用已经阳性的卵巢癌切片作为阳性对

照；阴性对照组选用 0.01M PBS缓冲液代替一抗，其余步骤相

同，以便于除外假阳性结果。

1.3.2.3 设置对照 设置阴性和阳性对照，以北京中杉金桥生

物有限公司提供的阳性对照片作为阳性。以 PBS置换一抗的

结果作为阴性对照的标准。

1.3.2.4 阳性判定标准 NDRG2阳性表达主要定位在胞质和

核膜上，免疫阳性的细胞百分比对应评分：0(0%)、1(1-10 %)、2

(11-50 %)及 3(50 %)。染色强度评分：0(阴性)、1(弱)、2(中)、3

(强)。最终的免疫组化评分(IRS)由两者共同决定。

1.4 统计学分析

采用 SPSS19.0软件进行统计学分析，计量资料数据采用

均值± 标准差(x依s)表示，两组间的比较采用 t检验。Spearman’

s rank相关分析进行相关性检验，Kaplan-Meier检验分析并绘

制生存曲线，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 正常卵巢组织和上皮性卵巢癌组织中 NDRG2 mRNA 的

表达

应用 Real time PCR检测正常卵巢组织及上皮性卵巢癌组

织中 NDRG2 的表达，如图 1 所示，上皮性卵巢癌组织中

NDRG2 mRNA的表达显著低于正常卵巢组织，差异有统计学

意义(P=0.0025)。

2.2 正常卵巢组织和上皮性卵巢癌组织中 NDRG2蛋白的表达

15例正常卵巢组织中 NDRG2蛋白表达的弱阳性 20 %，

中 -强度阳性 73.33 %。96例卵巢癌中，NDRG2蛋白表达弱阳

性 63.28 %，中 -强度阳性 8.59 %。正常卵巢组织的免疫组化评

图 1正常卵巢组织与上皮性卵巢癌组织中 NDRG2 mRNA的表达比

较(*P＜0.01)

Fig.1 Comparison of the expression of NDRG2 mRNA between the normal

ovarian tissue and epithelial ovarian cancer tissue
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图 2有代表性的免疫组化照片

Fig.2 Representative photographs

注：图 2-1.正常卵巢组织；图 2-2.I期；图 2-3.II期；

图 2-4.III期；图 2-5.IV期

Note: 2-1 normal ovarian tissue; 2-2 gradeI; 2-3:grade II;

2-4 gradeIII; 2-5 grade IV

Clinical features Quality Positive rate(%) IHC score

FIGO stages

Normal 15 93.33 12.83± 0.26

I期 26 69.23 5.29± 0.18

II期 15 46.67 3.71± 0.15

III期 47 36.17 2.57± 0.21

IV期 8 25 1.05± 0.18

Pathological pattern

Serous 46 53.33 2.63± 0.22

Mucinous 29 48.27 2.87± 0.17

Endometrioid 13 53.85 2.11± 0.15

Clear cell tumor 8 37.50 2.77± 0.25

Differentiation

High 27 48.15 2.44± 0.19

Moderate-low 69 50.72 2.36± 0.24

表 1 NDRG2的表达与上皮性卵巢癌临床病理特征的关系

Table 1 Correlation of the expression of NDRG2 with the clinicopathological features of patients with EOC

分(IRS)是 12.83± 0.26，I期是 5.29± 0.18，II期是 3.71± 0.15，I-

II期是 2.57± 0.21，WHO IV 1.05± 0.18 (见表 1)。卵巢癌中位

IRS 值是 2.37± 0.19，较正常卵巢组织显著下降 (P=0.008)，

IRS＜2.37的卵巢癌恶性程度更高，遂将卵巢癌标本由此值分

为 IRS＜2.37、IRS>2.37两组。

2.3 NDRG2的表达与上皮性卵巢癌临床病理特征的关系

NDRG2的表达虽然随着肿瘤手术 -病理分期的升高而降

低 (P<0.05)(见表 1)，但与上皮性卵巢癌的病理类型 (P=0.

138>0.05)及分化程度(P=0.067>0.05)均无明显相关性。

2.4 NDRG2的表达水平与上皮性卵巢癌患者预后的关系

Spearman’s rank相关分析显示 NDRG2 的表达和患者的

生存率显著相关 (r=0.89，P=0.01)，Kruskal-Wallis 检验显示

IRS>2.37 的患者的预后较好。两组的生存曲线 (图 4) 提示

NDRG2的表达水平不仅在期别晚的卵巢癌(FIGOIII-IV)中有

提示预后的作用，在较早期别(FIGOI-II)中同样具有提示作用。

3 讨论

卵巢癌是妇科肿瘤最常见的死亡病因，上皮性卵巢癌是卵

巢癌的一种常见类型，好发于 50-60岁的妇女，占卵巢恶性肿

瘤的 85%-90%，来源于卵巢表面的生发上皮。由于女性卵巢位

于盆腔深部，发生病变时不易早期发现，发病隐匿，进展迅速。

目前，对卵巢癌尚无成熟的早期诊断方法，70%-80%的卵巢癌

患者发现时己为中晚期，伴有广泛的盆腹腔转移治疗极其困

难。虽然近年来随着手术及以铂类为主的化疗技术的成熟，卵

巢癌患者通过手术及化疗辅助获得无症状生存期明显升高，由

于反复化疗后化疗药物不敏感及耐药一直是卵巢患者最后死

亡的重要原因。目前研究认为 EOC的高致死率与其进展到晚

期才被发现及其转移性病变、化疗耐药等因素有关。

NDRG2 基因隶属于 N-MYC 下游调节基因家族（N-myc

downstream-regulated gene family），NDRG 基因家族包含四个
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成员：NDRG1、NDRG2、NDRG3和 NDRG4。研究表明 NDRG1

广泛的表达于人体不同组织中[7]，而 NDRG2-4则只在某些特

定的组织中表达，例如心、脑等，这说明 NDRG家族成员间存

在差异性，也存在共同的联系。NDRG1和 NDRG2均包含几个

潜在的 SGK1、PKC和 AKT磷酸化位点 [8]，但确切的 NDRG2

磷酸化的生理作用尚不清楚。NDRG基因家族在人体多种其他

正常组织中高表达，在某些肿瘤组织中不表达或低表达。前期

关于 NDRG基因家族的研究发现，该基因家族的表达可以抑

制肿瘤细胞系的增殖和分化，提示 NDRG基因家族可能作为

一种抑癌基因参与某些肿瘤的发生或发展。NDRG2在糖皮质

激素作用下的神经细胞分化、突触形成和轴突存活中起作用[9]；

而其表达上调与阿尔茨海默病的发病率正相关[7]，说明 NDRG2

可能广泛参与应激反应，细胞增殖、分化，并具有保持各组织或

器官的状态稳定性等功能。有研究报道 NDRG2 mRNA在结肠

与结肠癌组织、胃与胃癌组织之间的表达差异无统计学意义。

但是最近有研究显示胃癌组织内的 NDRG2表达明显低于正

常胃组织，且与胃癌的进展和预后有密切关系。

肿瘤细胞的增殖、凋亡和迁移等过程的失衡将导致肿瘤的

发生、进展。EOC细胞的增殖和转移也包含这些过程[10]。目前研

究表明转移的发生和原发性肿瘤的生长是两个的独立过程，细

胞获得转移能力可以发生在肿瘤进展的早期阶段[3]。然而，在远

端位点转移是一个复杂的过程，包括细胞增殖、迁移，肿瘤血管

形成等；上述过程是由其相关的基因和细胞内信号通路的调节

失衡而实现。在诸多细胞内信号通路中，Wnt信号通路的特征

性改变不仅可致癌、同时也诱使癌症发生转移[11]。Shin Yoshio-

ka等研究发现Wnt通路配体Wnt7A在 EOC中过表达，并能

激活Wnt信号通路的经典途径，Wnt/茁-catenin信号通路，诱导
靶基因 cyclin D1、MMP-7等活化，进而促进 EOC生长和转移
[12]。研究表明Wnt信号通路在卵巢癌发生、发展和转移过程中

起均起重要作用[13]，上述研究提示Wnt信号通路很可能是卵巢

癌发生和转移的一个关键分子。WNT/茁-catenin通路的激活与
GSK3茁失活，茁-连环蛋白（茁-catenin）的核转移，核 茁-catenin与
T细胞特异转录因子 /淋巴细胞增强子结合因子（TCF/LEF）形

成复合体有关。从而导致了Wnt通路下游靶基因，如 n-myc、

cyclinD1、MMP-7等的激活[14]，参与细胞增殖、分化，促进肿瘤

的发生和转移。

本实验结果为 NDRG2蛋白在上皮性卵巢癌中表达下降，

且其表达量随着肿瘤分期的升高而降低，这与之前 NDRG2在

其他癌症中的抑癌作用相一致。在多种人类肿瘤中，NDRG2的

表达下调，这也提示了他作为一个抑癌基因的作用。在肾细胞

癌（RCC）中，NDRG2的表达可以下调 EMT相关基因的表达，

抑制 EMT，并能恢复 E-cadherin 缺失的 RCC 细胞中 E-cad-

herin 的表达 [15]。在乳腺癌细胞中，NDRG2 可以通过产生

SOCS1（细胞因子信号 1）抑制 STAT3（转录因子 3）的活化[16]，

通过下调 TCF/茁-catenin 信号途径来对人类结肠癌的发生起抑
制作用[17]。基于现有研究，NDRG2表达缺失非常显著而又独立

的与不良预后密切相关，可能是提示预后的一个重要标志[18]。

但在宫颈癌中，当肿瘤细胞接受放 /化疗或药物处理时 /后，

NDRG2则可能提高某些癌细胞的耐受力，增强其生存能力[19]。

Liu等人证实在宫颈癌 Hela细胞中，顺铂可以诱导 NDRG2的

表达，敲除 NDRG2后，Hela细胞对顺铂敏感性增加[20]；但 Choi

则发现在胃癌细胞中抑制 NDRG2的表达有诱导胃癌细胞对

顺铂耐药的倾向 [21]。这说明 NDRG2的功能可能具有组织和 /

或细胞特异性，从而导致在两种不同癌细胞接受顺铂化疗时表

现出了相反的作用。

研究显示 Wnt/TCF/茁-catenin 信号通路在结肠癌细胞
SW620中可以被 NDRG2衰减，从而抑制肿瘤细胞侵袭[22]，其

机制可能与 NDRG2调控 GSK3茁的磷酸化有关。NDRG2基因
在卵巢中具有抑癌作用；NDRG2过表达可能通过抑致Wnt通

路下游靶基因包括 cyclinD1、MMP-2、MMP-7、MMP-9 等的活

化及表达，抑制 EMT过程，从而抑制上皮性卵巢癌细胞增殖、

侵袭、迁移等过程；同时，低表达 NDRG2的上皮性卵巢癌患者

可能对化疗不敏感，预后不良。本研究结果表明 NDRG2基因

在 EOC组织中的表达较正常卵巢组织表达显著下调，并且与

患者的不良预后呈正相关。在此基础上，我们将通过后续实验

将进一步阐明 NDRG2 通过调控 Wnt/茁-catenin 通路下调 cy-

clinD1、MMP-2、-7、-9等靶基因达到抑制 EOC增殖、转移的作

用及其机制；分析 NDRG2的表达与 EOC临床变量、预后及化

疗耐药等因素的相关性。为有效干预和抑制上皮性卵巢癌增

殖、转移提供理论基础和潜在的药物治疗靶点，并对评估上皮

性卵巢癌患者的预后及化疗效果提供了理论依据。
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