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卵巢癌细胞系 OVCAR3过表达 SND1稳定株的构建
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摘要 目的：通过慢病毒载体构建过表达 SND1的 OVCAR3稳定的表达株。 方法：重组的 pLVX-FLAG-SND1 表达载体与包装
质粒共同转染 293T 细胞， 获得携带 FLAG-SND1 的重组慢病毒。 病毒感染的 OVCAR3 细胞经 Hygromycin B 筛选出稳定表达
株。 用Western blot 方法检测 SND1蛋白表达。 结果：用病毒感染 OVCAR3细胞，药物筛选后获得的过表达稳定株中 SND1 蛋白
表达水平明显增高。 结论：利用慢病毒表达载体 pLVX-FLAG-SND1成功感染并筛选出稳定表达 SND1 的 OVCAR3 细胞株，为
进一步研究 SND1在卵巢癌中的作用提供了体外细胞系模型。
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Construction of ovarian cancer OVCAR3 cell line for the stable expression of SND1
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Abstract Objective: To screen the human ovarian cancer cell line OVCAR3 which can stably expresses SND1 protein. Methods：The
recombinant plasmids pLVX-FLAG-SND1 was co-transfected into 293T cell line with packaging plasmids, and the culture supermatant
containing the lentiviral particles was collected to infect OVCAR3 cell. Hygromycin B was used to screen the infected cells, so as to
obtain a cell line for stable expression. The expression level of SND1 was detected by Western -blot. Results：OVCAR3 cells were
infected by the lentivirus and the expression of SND1 was significantly up -regulated following screening with Hygromycin B.
Conclusion：The cell line OVCAR3 stably overexpressing SND1 could be established successfully, thus providing an in vitro model for
further study of molecular function and mechanism of SND1 in human ovarion cancer.
Key words staphylococcal nuclease domain containing 1; lentiviral vector; OVCAR3 cells; ovarion cancer

卵巢上皮性癌是女性常见的恶性肿瘤之一，其

死亡率居妇科恶性肿瘤之首，其发生发展的机制一

直被广泛研究探讨。卵巢在盆腔内位置很深，卵巢

上皮性癌的起病非常隐匿，早期无临床症状，诊断

难度很大，且该病治疗困难，即便采用联合化疗也

很难提高 5 年生存率[1]。人类 SND1（staphylococcal
nuclease and tudor domain containing 1）蛋白在乳腺

癌、前列腺癌、直肠结肠癌、肝细胞癌和神经胶质细

胞恶性肿瘤中均有过度表达[2]。分子生物学的研究

已经揭示了 SND1 蛋白的多功能性，包括其参与基

因转录和转录后调控[3]，构成 RNA 诱导沉默复合物

（RNA -induced silencing complex, RISC）[4]， 调 节

mRNA 的剪切、编辑和稳定 [5]，保持细胞活性等 [6]。

SND1 所具有的这一系列复杂的分子功能可能是它

促进癌症发生的机制。然而 SND1 与卵巢上皮性癌

的发生是否有关联尚不清楚，因此 SND1 是否促进

了卵巢癌的发生以及其具体机制值得探讨。本研究

使用 SND1 慢病毒感染并筛选出能稳定表达 SND1
的 OVCAR3 细胞株，为进一步探讨 SND1 在卵巢癌

的发生、发展和转移中的作用机制提供基础。

1 材料与方法
1.1 主要材料和试剂 人卵巢癌细胞系 OVCAR3
和 293T 细胞系均为本实验室保存。OVCAR3 细胞

系用含 0.01 mg/mL 胰岛素、20 %胎牛血清（BI 公司）

的 1640 培养基（BI 公司）常规培养，293T 细胞系用

含 10 %胎牛血清（BI 公司）的 DMEM 培养基（BI 公
司）常规培养。 慢病毒载体质粒 pLVX-FLAG-
SND1 由本实验室构建。包装质粒 1（pMD2.G）和包

装质粒 2（psPAX2）由天津医科大学生物化学与分子

生物学教研室提供。Ampicillin 和 Hygromycin B 购

自罗氏公司。转染试剂 Polyethyleneimine 购自 Sigma
公司。鼠源 SND1 单克隆抗体由本实验室制备。鼠源
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FLAG M2 抗体购自 Sigma 公司。辣根过氧化氢酶标

抗鼠 IgG 购自美国 KPL 公司。BCA 蛋白浓度检测试

剂盒购自 Pierce 公司。ECL Western 显色试剂盒购

自碧云天公司。

1.2 Hygromycin B 最低致死浓度测定 按 3×105 /
孔将 OVCAR3细胞接种于 24孔板上，24 h细胞贴壁

后，按 0、0.5、1、1.25、1.5μg/mL浓度梯度将Hygromycin
B加入每孔中，共设 3组重复。培养 3 d后结果显示，

Hygromycin B 对 OVCAR3 细胞的最低致死浓度为

1 μg/mL，所以选择 1 μg/mL 的 Hygromycin B 进行

抗药筛选。

1.3 慢病毒毒粒制备 准备 293T 细胞，待混合率

为 70%～80%左右准备包装病毒。转染前 1 d 将

293T 细胞接种于 10 cm 细胞培养皿中，置于含 10 %
FES 的高糖 DMEM 培养基，37 ℃、5 % CO2的培养箱

中培养。将重组质粒分别与包装质粒 1（pMD2.G)和
包装质粒 2（psPAX2）按照体系比（μg）22.5∶7.9∶14.6
加入 500 μL opti-MEM 中混匀，另用 500 μL opti-
MEM 将 100 μL 转染试剂 Polyethyleneimine 混匀,后
在 37 ℃加热使其完全溶解。将混有质粒的 opti-
MEM 加入至混有 Polyethyleneimine 的 opti -MEM
中，轻弹混匀，室温静置 5～20 min。取出事先铺好的

293 T 细胞，弃旧培养基，加入 10 mL 新完全培养

基，再将混合好的质粒和转染试剂的 opti-MEM 逐

滴缓慢加入至新培基中，4～6 h 后换液。24 h 后收病

毒上清至离心管，4 ℃保存。后更换新的完全培基继

续培养，48 h 后再收集病毒上清至同一离心管中，

4 ℃ 500×g 离心 10 min 后，用 0.45 μm 的滤器过滤，

置于-80 ℃长期保存用于感染。

1.4 OVCAR3 细胞的感染及稳定株筛选 准备待

转染慢病毒的目的细胞 OVCAR3，转染前 24 h 以

1×106/孔铺到 6 孔板中，使其融合率为 60%左右。将

制备好的病毒液缓慢加入培养皿中，再加 200 μL
FBS 和 12 μg polybrene。感染 24 h 后，更换新鲜完全

培养基。48 h 后加入 1 μg/mL Hygromycin B 进行筛

选，并且以不加慢病毒、只加药的 OVCAR3 细胞培

养基做对照，此皿细胞全部死亡即为筛选完成。

FLAG-SND1 病毒感染组称为 OVCAR3 -pLVX-
FLAG -SND1， 空 载 体 包 装 病 毒 感 染 组 称 为

OVCAR3-pLVX。
1.5 Western blot 检测 FLAG-SND1 表达量 重组

质粒包装毒粒感染目的细胞 OVCAR3，筛选稳定细

胞株检测相应 SND1 蛋白表达量。用 RIPA 裂解重

组慢病毒感染的 OVCAR3 细胞（OVCAR3-pLVX-
FLAG -SND1） 离心取上清作为样品，野生型

OVCAR3 细胞（OVCAR3-CN）裂解液作为阴性对

照，BCA 蛋白定量试剂盒测定样品蛋白浓度，取等

量蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳，湿转印至 PVDF
膜后，用 5 %脱脂奶粉封闭，一抗、二抗孵育后，加入

曝光底物进行曝光。Western blot 以 β-actin 为内参。

2 结果
OVCAR3 慢病毒稳定株的筛选与鉴定：选取包

装病毒感染 OVCAR3 细胞，48 h 后加 1 μg/mL
Hygromycin B 进行筛选。3 d 后，不加慢病毒只加药

的细胞全部死亡，结束筛选，将 OVCAR3 慢病毒稳

定株冻存保存。剩余的细胞制备成细胞裂解液，

Western 印迹鉴定 SND1 蛋白表达情况，同时选择野

生型 OVCAR3 细胞作为空白对照，见图 1。结果显

示 OVCAR3 稳定株的 SND1 蛋白表达明显增加，证

明 OVCAR3 慢病毒稳定株构建成功。

3 讨论
SND1 蛋白分子量为 100 kDa，所以又称之为

p100 蛋白，它的 N 端由 4 个相同结构的葡萄球菌核

酸酶样 （staphylococcal nucleases-like，SN-like）的

SN 结构组成，C 端具有 Tudor-SN5(TSN)结构域，所

以 又 被 称 为 Tudor -SN （Tudor staphylococcal
nuclease）蛋白 [7]。SND1 是一种具有复杂功能的蛋

白，它参与基因转录的调控和转录后的基因表达，

维持 mRNA 的稳定，参与 mRNA 的剪切以及维持细

胞活性等[4-6]。1995 年，SND1 作为 EB 病毒核蛋白 2
(Epstein-Barr virus nuclear protein 2，EBNA2)的转录

协同调控因子被首次发现[8]。EBNA2 可以激活转录

因子介导 B 淋巴细胞的转化。SND1 是 STAT5 和

STAT6 的转录激活因子，SND1 的 SN 端结构和

Tudor 端结构共同参与 STAT5 的协同免疫作用，但

wt：野生型 OVCAR3 全细胞裂解液；vec：vector, 空载体病毒感染的

OVCAR3 全细胞裂解液；+：慢病毒稳定转染 pLVX-FLAG-SND1 重

组质粒的 OVCAR3 全细胞裂解液

图 1 OVCAR3慢病毒稳定株Western-blot表达鉴定图
Fig 1 The expression level of SND1 detected by western-blot

wt vec +

SND1

FLAG

β-actin
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是只有 SN 端结构参与 STAT6 的活化[9]。SND1 还作

为一个衔接分子建立起 CREB 蛋白（cAMP-response
element binding protein）和 STAT6 之间的桥梁。本实

验室之前破解了 SND1 蛋白 N 端 TSN 结构域的晶

体结构，并且证实 SND1 不仅参与基因转录调控，还

可以促进剪接体的装配和 pre-mRNA 剪接加工过

程。另外，SND1 在 RNA 诱导沉默复合体（RNA-
induced silencing complex, RISC) 中发挥核酸酶样作

用来调节转录后的基因表达水平，从而影响 siRNA
和 miRNA 的表达[10]。研究证明，SND1 增强了 RISC
的活性可能会促进癌症的形成。

通过对 SND1 敲除的小鼠模型的研究发现

SND1 蛋白通过影响基因表达在胚胎形成和细胞分

化的早期发挥关键性作用[11]。越来越多的研究证实

SND1 蛋白的过度表达与促进癌症形成有关，它的

具体机制有待深入研究。SND1 是 RISC 复合物的组

成成分，而 RISC 与肝细胞癌的发展息息相关。

SND1 通过多种方式影响着肝癌形成，大多数肝细

胞癌患者血液中的 SND1 呈现高表达，并且升高的

程度与肝癌的严重程度呈正相关[12]；进一步的研究

证实，SND1 蛋白的过度表达能促进癌症的侵袭、增

殖、转移和血管再生。在一个乳腺癌的肺转移模型

中普遍检测出 SND1 表达的上调，大量临床数据显

示，SND1 的表达水平与乳腺癌肺转移的发生率和

生存率相关；星型胶质细胞上调基因 1（astrocyte el－
evated gene-1，AEG-1)作为一种致瘤性的细胞因子

影响着肿瘤的发生、转移、血管再生、抗药性和细胞

凋亡，SND1 已被证实与 AEG-1 相互作用。c-Myb
是一种不成熟的造血干细胞的变异生长因子，可以

促进乳腺癌的淋巴转移，它的功能也早已发现与

SND1 蛋白相关，在出现转移的患者中，c-Myb 与

SND1 同时高表达。在 174 例前列腺癌患者的研究

中，发现 SND1 蛋白与癌症的组织学分期呈正相关。

SND1 与结肠直肠癌也极具相关性，从 196 例结肠

癌的免疫组织化学的分析得出，伴随着肿瘤分期和

疾病的进展，细胞质表达 SND1 和 AEG-1 蛋白也逐

渐增多[13]。在结肠癌患者中，SND1 通过转录后的修

饰下调了结肠腺瘤息肉易感基因（adenomatousPoly－
posis Coli，APC）的蛋白表达水平，破坏了细胞极性

和细胞间的粘附力。最近的一项关于恶性神经胶质

细胞肿瘤的研究发现，患者大脑中 SND1 mRNA 的

水平较正常人显著升高，这可以为该病的治疗提高

新的靶点[14]。本实验室之前的研究已经发现 TGF-β
信号通路可以调控 SND1 蛋白的表达。鉴于现有的

报道，SND1 在多种恶性疾病中均有异常表达，我们

推测 SND1 在卵巢癌的发生发展中也可能发挥一定

的调控作用。

慢病毒载体是逆转录病毒载体的一种亚型，是

在 HIV-1 病毒基础上改建而来的病毒载体系统，能

将目的基因高效地导入人或者动物的原代细胞或细

胞系中。慢病毒载体基因组是正链 RNA，目的基因

整合到宿主细胞基因组中，可以随着细胞基因组的

分裂而分裂，因此慢病毒介导的基因表达持续而且

稳定[15]。本实验利用慢病毒表达载体 pLVX- FLAG-
SND1 与慢病毒包装质粒共同转染 293T 细胞，在细

胞中进行慢病毒包装。用包装好的慢病毒颗粒感染

OVCAR3 细胞，经过抗药性筛选，建立过表达 SND1
的 OVCAR3 稳定株。通过 Western 印迹鉴定证实

SND1 在慢病毒毒粒感染后的 OVCAR3 细胞中稳定

表达，证实已成功构建 OVCAR3 慢病毒稳定株。

本次实验成功地构建了能够稳定表达 SND1的
OVCAR3稳定株，为从分子水平上研究 SND1对卵巢

癌细胞的调控作用提供了体外细胞系模型，为研究

SND1 与卵巢癌发生、发展及转移的关系奠定了基

础，也为进一步研究卵巢癌的治疗提供了新的方向。
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3 讨论
自然杀伤细胞是固有免疫系统中一类重要的

免疫细胞，它主要分布于次级淋巴组织器官以及外

周血中[9-11]，NK 细胞不像 T 细胞，它不需要预先致敏

就能发挥杀伤作用或分泌细胞因子、趋化因子等能

力[12-14]。截止到目前为止，对 NK 细胞的发育分化以

及功能方面的调控仍然存在很多的未知，而现在转

基因小鼠的应用，对于 NK 细胞的进一步研究提供

了非常有效的工具。

NKp46-Cre 转基因小鼠是一种专门介导表达

NKp46 受体的 NK 细胞的敲除小鼠[7]。现阶段，Cre重
组酶介导的基因敲除检测主要集中在基因组的基

因型鉴定，RT-PCR 以及 Western 等技术在 DNA、
mRNA 和蛋白水平上进行验证，而这些实验对于做

免疫功能实验较为困难，并且不利于活体实验的研

究。因此，在本次实验中引入了 ROSA26R-YFP 荧

光报告基因小鼠与 NKp46-Cre 小鼠杂交，借助 Cre
重组酶系统切除 ROSA26R-YFP 荧光报告基因前

面的终止子从而表达 YFP 蛋白[15]，形成观察 NK 细

胞的一种有效手段。

在本次实验中，我们得到了 ROSA26R-YFP（+/-）
或ROSA26R-YFP（+/+）的 NK 细胞，并且在各个免

疫器官（脾脏、淋巴结、骨髓）中得到 YFP 的阳性表

达，证实了 YFP 阳性 NK 细胞的阳性表达率在 80%
以上，而在 ROSA26R-YFP（+/+）纯合的小鼠中的阳

性率更高达 90%左右。虽然 YFP 标记 NK 细胞并不

是100%，可能还是与 Cre 重组酶的敲除效率有关，

但其结果证实 YFP 阳性细胞可代表 NK 细胞，为了

以后进一步的研究我们会采取 ROSA26R-YFP（+/+）
纯合的小鼠进行实验。

综上所述，本次实验结果表明 YFP 基因报告系

统可行，在以后的实验中可以选择 YFP 阳性的细胞

进行实验，对 NK 细胞的发育进行实时监测，有利于

分析 NK 细胞的分化和增殖，而对于功能方面利用

YFP 阳性细胞进行杀伤实验，也有着重要的作用，

因此，这个系统的建立可以更加深入地探讨 NK 细

胞地发育和功能方面的问题，为免疫细胞的研究提

供了方向。
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