
现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.9 MAY.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.09.005

TRPC3对上皮性卵巢癌细胞株迁移和侵袭的影响 *
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摘要 目的：探讨瞬时受体电位通道 C3(TRPC3)对人卵巢癌细胞迁移、侵袭能力的影响。方法：采用蛋白免疫印迹法和实时荧光定

量 PCR法分别检测卵巢癌细胞株 SKOV3、ES-2和 HEY-T30中 TRPC3蛋白和 mRNA的表达水平。通过 Transwell迁移实验(不

含Matrigel胶的 Transwell小室)和 Transwell侵袭实验分别检测卵巢癌细胞株 SKOV3、ES-2和 HEY-T30的迁移、侵袭能力。结

果：在 SKOV3、ES-2和 HEY-T30三种卵巢癌细胞株中，ES-2 中 TRPC3的蛋白和 mRNA 表达均显著高于其他两株(P<0.05)。

Transwell迁移实验和 Transwell侵袭实验显示卵巢癌细胞株 ES-2的迁移、侵袭能力均显著高于其他两种细胞株(P<0.05)。结论：

瞬时受体电位通道 C3(TRPC3)在 ES-2人卵巢癌细胞中高表达，并可能促进人卵巢癌细胞的迁移、侵袭。

关键词：卵巢癌细；瞬时受体电位通道 C3；迁移；侵袭

中图分类号：R-33；R737.31 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）09-1624-04

Effect TRPC3 Act on the Migration and Invasion of Ovarian Cancer Cells*

To study the effect of the migration and invasion of the Transient receptor potential channel (TRPC3) on the

Ovarian cancer cell. The expression levels of the TRPC3 in human ovarian carcinom Cell SKOV3, ES-2 and HEY-T30 were

detected by western blot and fluorescent quantitative PCR. The Wound Healing assay an d T ransw ell assay were performed to analyze

the ability of Migration an d invasion. The expressions of TRPC3 in the ES-2 ovarian cancer cell lines were higher than the other

two ovarian epithelial cancer cell lines by western blot and fluorescent quantitative PCR. The migration and invasion ability of the human

ovarian carcinom ES-2 is hingher than the other two ovarian epithelial cancer cell line. The transient receptor potential chan-

nel C3 may contributes to the migration and invasion of human ovarian cancer cells.
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前言

在女性生殖器恶性肿瘤中，卵巢癌的发病率居第三位，但

其死亡率占却名列第一。上皮性卵巢癌(EOC)患者往往发现时

已到中晚期，存在广泛的转移，严重威胁着女性的生命健康[1-4]。

由于卵巢隐匿在盆腔的深部，缺乏有效的早期监测诊断方法。

既往研究显示瞬时受体电位通道 (Transient receptor potential

channel，TRP通道)与多种肿瘤的发生、预后关系密切[5,6]。TRP

是位于细胞膜上的一类重要的阳离子通道超家族，根据氨基酸

序列的同源性的不同，TRP通道可分为 TRPC、TRPV、TRPM、

TRPML、TRPP、TRPA、TRPN七个亚家族[7,8]。TRPC最早发现于

神经系统，逐渐到心血管系统、呼吸系统、泌尿生殖系统等发病

机制的研究。TRPC是位于细胞膜上的一种非选择性阳离子通道，

当其被激活时，允许包括钙离子在内的阳离子进行跨膜转运。

TRPC家族包括 7个亚族成员(TRPC 1～7)，除 TRPC2外

均与恶性肿瘤有关，如 TRPC1、3、5、6在脑胶质瘤[9-12]，TRPC5

在乳腺癌 [13,14]、TRPC1、3、4、6、7 在肺癌 [15-18]、TRPC6 在胃癌、结

肠癌[19,20]等，TRPC1、3、4、6在卵巢癌[21]等恶性肿瘤中起着至关

重要的作用。既往的研究表明 TRPC3在卵巢上皮性肿瘤中高

表达，并促进卵巢癌细胞的增值和成瘤，而中晚期的卵巢癌主

要存在广泛的侵袭转移，而在上皮性卵巢癌中，透明细胞癌恶

性程度最高，易出现腹膜后淋巴转移和肺转移，是 OEC中预后

最差的一个亚型，那么其高迁移侵袭能力是否与 TRPC3有关

系呢?在本研究中，我们选择了三株具有代表性的上皮性卵巢

癌细胞株：SKOV3 (浆液性卵巢癌细胞)、ES-2 (卵巢透明细胞

癌)、HEY-T30 (卵巢癌细胞)，通过比较其 TRPC3的表达和迁

移、侵袭能力，旨在探讨 TRPC3对上皮性卵巢癌细胞株迁移侵

袭的影响。
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1 材料与方法

1.1 材料和试剂

细胞株 SKOV3来源于人卵巢浆液性细胞癌，细胞株 ES-2

来源于人卵巢透明细胞癌，细胞株 HEY-T30来源于人卵巢细

胞癌，三种卵巢癌细胞株均属于卵巢上皮性肿瘤细胞，均购置

于上海 ATCC细胞库。McCoy'5A培养基、1640培养基、胎牛血

清均购置于 HyClone公司。荧光定量 PCR反转录和扩增试剂

盒均购买于 TIANGEN公司。TRPC3引物购置于华大基因公

司，GAPDH购置于生工公司。Trizol购置于 ITANGEN公司。

TRPC3 抗体购置于 Alomone 公司，Actin购置于 sigma 公司，

二抗购置于 sigma公司。Transwell小室(自带基质胶)购置于康

宁公司。

1.2 细胞培养

人卵巢癌细胞株 SKOV3和 ES-2培养于含 10%胎牛血清

的 McCoy'5A培养基中，HEY-T30 培养于含 10%胎牛血清的

1640培养基中，并都置于 5%的 CO2、37 ℃培养箱中常规培养，

每 2-3天进行细胞换液，待细胞长到约 80%时用含有依地酸二

钠(EDTA)的胰酶消化传代并继续培养，取对数生长期的细胞

进行实验。

1.3 TRPC3 mRNA表达的检测

采用荧光定量 PCR法检测。用 Trizol提取细胞总 RNA,用

酶标仪测出每种卵巢癌细胞 RNA的浓度和纯度。按照 TIAN-

GEN公司的 FastQuant cDNA第一链合成试剂盒说明书进行

反转录，42 ℃ 3 min，42 ℃ 15 min，95 ℃ 3 min，再按照 TIAN-

GEN公司的 SuperReal PreMix Plus(SYBR Green)试剂盒说明

书进行荧光定量 PCR,将八排管中的反应体系(20 滋L体系)置

于 StepOne 系统中，反应程序设置为 95 ℃ 15 min，95 ℃10

sec，60℃ 30 sec，总共 40个循环。TRPC3引物序列如下：上游

5'-GGTCTGGGTTCTTGGAATGA-3'，下游 5'-TACTGTTGT-

GCCTTCGTTGC-3',长度 174bp；内参 GAPDH引物由上海生工

公司合成，引物序列如下：上游 5'-ACCACAGTCCATGCCAT-

CAC-3'，下游 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3',长度 452bp。

该实验重复三次。

1.4 TRPC3蛋白表达的检测

采用蛋白免疫印迹法检测。用含磷酸酶和蛋白酶抑制剂的

Ripa强裂解液裂解三株卵巢癌细胞结合超声充分震碎，提取总

蛋白。用 BCA法进行蛋白浓度测定并将浓度定在同一水平。蛋

白凝胶电泳后进行转膜 2小时，5%(BSA+Milk) 封闭液室温封

闭 2小时，后加入 TRPC3抗体稀释液(1:1000 alomone)4 ℃封

闭过夜，二抗室温封闭 2小时，采用化学发光法检测 TRPC3蛋

白表达，并进行灰度值分析。该实验重复三次。

1.5 Transwell迁移实验检测细胞迁移能力

采用 Transwell迁移实验检测三株细胞的迁移能力。将不

含Matrigel胶的 Transwell小室放入 24孔板，放入%5 CO2、37

℃培养箱孵育 10分钟后，在小室内加入 300 滋L无血清培养基
室温静置 30分钟。将预先饥饿 12小时的三株细胞消化离心后

用无血清培养基洗涤 2次后并重悬。用计数板进行细胞计数，

浓度定位 1× 105个 /mL，取 200 滋L加入上室，下室加入 500

滋L含 10%胎牛血清的培养基。放入 5% CO2、37℃培养箱培养

24小时。取出小室弃去培养基，PBS洗两遍，用 4%多聚甲醛固

定 20分钟，0.1%结晶紫染色 10分钟，后用棉签擦去小室膜内

未穿过的细胞。晾干后在 10倍镜下随机取三个视野进行拍照，

计算细胞数。该实验重复 3遍。

1.6 Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力

采用 Transwell侵袭实验检测三株细胞的侵袭能力。将带

有Matrigel胶的 Transwell小室放入 24孔板，放入 5% CO2、37

℃培养箱孵育 10分钟后，在小室内加入 300 滋L无血清培养基
室温静置 30分钟。将预先饥饿 12小时的三株细胞消化离心后

用无血清培养基洗涤 2次后并重悬。用计数板进行细胞计数，

浓度定位 1× 105个 /mL，取 200 滋L加入上室，下室加入 500

滋L含 10%胎牛血清的培养基。放入 5% CO2、37℃培养箱培养

24小时。取出小室弃去培养基，PBS洗两遍，用 4%多聚甲醛固

定 20分钟，0.1%结晶紫染色 10分钟，后用棉签擦去 Matrigel

胶和未穿过的细胞。晾干后在 10倍镜下随机取三个视野进行

拍照，计算细胞数。该实验重复 3遍。

1.7 统计学分析

采用 SPSS20.0统计软件，计量资料比较采用 t检验及方差

分析。实验作图采用 Image J和 Graph PadPrism 6.0软件完成。

2 结果

2.1 三株卵巢癌细胞株 TRPC3 mRNA的表达

常规 培 养 三 株 人 卵 巢 癌 细 胞 株 SKOV3、ES-2 和

HEY-T30，取其对数生长期的细胞用来实验，采用荧光定量

PCR 法分别检测三株卵巢癌细胞中 TRPC3 mRNA 的表达水

平，结果显示：ES-2组 TRPC3 mRNA的表达显著高于 SKOV3

和 HEY-T30组(P<0.05)，见图 1。

2.2 三株卵巢癌细胞株 TRPC3蛋白的表达

常规 培 养 三 株 人 卵 巢 癌 细 胞 株 SKOV3、ES-2 和

HEY-T30，取其对数生长期细胞，采用蛋白印迹方法分别检测

三株卵巢癌细胞中 TRPC3蛋白的表达水平，用化学发光法对

TRPC3蛋白进行显影，并进行灰度值分析。结果显示：ES-2组

TRPC3蛋白的表达显著高于 SKOV3和 HEY-T30组(P<0.05)，

见图 2。

图 1 ES-2人卵巢癌细胞中 TRPC3 mRNA表达水平显著高于 SKOV3

和 HEY-T30细胞

Fig.1 The expression of TRPC3 mRNA in ES-2 was higher than SKOV3

and HEY-T30 cells
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2.3 三株人卵巢癌细胞株的迁移、侵袭能力

将对数生长期的三株卵巢癌细胞接种在不含 Matrigel胶

的 Transwell小室中，在细胞培养箱常规培养 24小时后，结晶

紫染色后计穿过小室膜的细胞数。实验结果显示：ES-2人卵巢

癌细胞株穿过小室膜的细胞数量较 SKOV3和 HEY-T30组显

著增多(P<0.05)。将上述三株卵巢癌细胞接种在含Matrigel胶

的 Transwell小室中，在细胞培养箱常规培养 24小时后，结晶

紫染色后计穿过小室基底膜的细胞数。实验结果显示：ES-2人

卵巢癌细胞株穿过小室基底膜的细胞数量较 SKOV3 和

HEY-T30组显著增多(P<0.05)，见图 3。

图 2 ES-2人卵巢癌细胞中 TRPC3蛋白表达水平显著高于 SKOV3和 HEY-T30细胞

Fig.2 The expression of TRPC3 tubulin in ES-2 was higher than SKOV3 and HEY-T30 cells

图 3 人卵巢癌细胞 ES-2迁移、侵袭能力显著高于 SKOV3和 HEY-T30细胞

Fig.3 The migration and invation of ES-2 were significant higher than the SKOV3 and HEY-T30 cells

3 讨论

Ca2+是细胞内重要的第二信使之一，对肿瘤的发生、发展

中起着重要的调控作用，如细胞内 Ca2+的振荡频率、振幅以及

持续时间编写特定的 Ca2+代码选择性的激活基因转录因子，从

而促进细胞的增值及转移[22]。在肿瘤发生发展过程中，早期过

表达的胞膜钙通道倾向于表达降低，而内质网钙通道表达升

高，并伴有通道定位的改变和新通道的形成。迁移细胞中的微

区钙信号可决定细胞转移的方向。细胞外 Ca2+的进入和随后细

胞内 Ca2+库的耗竭是促进肿瘤细胞增殖、转移的关键因素[23]。

前期的研究表明，TRPC1可以介导结肠癌细胞钙库操纵性钙

内流(store-operated calcium entry，SOCE)过程，即当细胞外刺激

物活化细胞膜 G蛋白耦联受体或酪氨酸激酶受体后，细胞内

PLC信号途径被激活导致钙库释放 Ca2+，钙库耗竭，此时细胞

膜上的钙通道被激活并产生持续性 Ca2+内流[24]。

TRPC是细胞膜定位的非选择性阳离子通道，主要介导

Ca2+内流。近年研究表明，TRPC与肿瘤的侵袭、转移和预后密

切相关。在鼻咽癌 CNE2细胞中 TRPC1高表达，沉默 TRPC1

可以抑制其肿瘤细胞的侵袭[25]。在非小细胞肺癌中 TRPC6高

表达，阻断或下调 TRPC6可以降低其细胞的增殖，减弱其侵

袭、转移的能力[22]。那么，TRPC3在上皮性卵巢癌中是否有类似

作用? 研究表明 TRPC3在 EOC中的表达高于正常卵巢组织，

并且通过介导 Ca2+在M期促进肿瘤的生长[18]，提示 TRPC3在

EOC的增殖和成瘤过程中起重要作用。中晚期卵巢癌主要问

题在于其侵袭、转移的性能影响了患者的预后。

本实验主要对比三株不同卵巢癌上皮细胞中 TRPC3的表

达情况以及迁移、侵袭能力。划痕实验和 Transwell侵袭实验显

示高表达 TRPC3的卵巢癌细胞株 ES-2的迁移、侵袭能力明显

高于 SKOV3和 HEY-T30细胞，符合 ES-2透明性卵巢上皮细

胞癌的高侵袭、转移的特性。其次，TRPC3在卵巢癌细胞株
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ES-2中的表达明显高于 SKOV3和 HEY-T30细胞。由此，我们

推测 TRPC3可能在卵巢上皮细胞癌的迁移、侵袭过程中起着

重要的促进作用。

当然，我们需要进一步下调和上调 TRPC3后，再对比卵巢

癌细胞的迁移、侵袭能力，若下调 TRPC3后卵巢癌迁移侵袭的

能力较前明显减弱，而上调 TRPC3后可增强卵巢癌细胞的迁

移、侵袭能力，那么就可证实 TRPC3在卵巢癌的迁移、侵袭过

程中发挥着促进作用。深入了解离子通道在卵巢癌形成、发展

和侵袭转移过程的作用不仅有利于更加全面地阐明卵巢癌的

发病机制，也将可能为卵巢癌预防和治疗提供新的靶标和生物

学干预手段。
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