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[摘　要]目的　探讨上皮性卵巢癌中核昔酸切除修复交叉互补组１(ERCC１)及转录因子 Nanog蛋白的表达水平及意义.

方法　收集２０１９年１月至２０２２年１２月在连云港市肿瘤医院妇科行卵巢手术切除的组织标本,其中上皮性卵巢癌组织标本１０１
例(上皮性卵巢癌组),良性卵巢肿瘤组织标本８０例(对照组),采用免疫组化检测 ERCC１及 Nanog蛋白表达水平,并分析与临床

病理指标的关系.分别用０mg/L、１mg/L、２mg/L、４mg/L不同浓度的顺铂处理人卵巢癌 OVCARＧ３细胞２４h,以 Westernblot检

测细胞中 ERCC１、Nanog蛋白的相对表达量,比较两组间 ERCC１及 Nanog蛋白的表达水平.结果　上皮性卵巢癌组 ERCC１、

Nanog蛋白的阳性率均明显高于对照组,差异均有统计学意义(χ２值分别为４９．９６０、３９．９４１,P＜０．０５).Spearman相关性分析显

示,上皮性卵巢癌组中 ERCC１与 Nanog蛋白表达水平呈正相关(r＝０．４６３,P＜０．０１);对照组中 ERCC１与 Nanog蛋白表达水平

无相关性(r＝０．１２５,P＞０．０５).在上皮性卵巢癌临床病理指标中,FIGO 分期为Ⅲ＋Ⅳ期的 ERCC１、Nanog蛋白的阳性率均明显

高于Ⅰ＋Ⅱ期(χ２值分别为９．５７８、９．７５６),淋巴结转移阳性的 ERCC１、Nanog蛋白阳性率均明显高于淋巴结转移阴性(χ２值分别

为３．０１８、２．３８９),经比较差异均有统计学意义(P＜０．０５).１mg/L、２mg/L、４mg/L浓度顺铂处理的 ERCC１和 Nanog蛋白相对表

达量均明显高于０mg/L浓 度 顺 铂 处 理 的 相 对 表 达 量,经 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义(F 值 分 别 为 ８．５６４、６．５７１,P＜０．０５);在

ERCC１、Nanog蛋白相对表达量中,顺铂处理浓度１mg/L与０mg/L相比(t值分别为１７．２３６、５．３８１)、顺铂处理浓度２mg/L与０mg/L
相比(t值分别为５．６２１、６．３８０)、顺铂处理浓度４mg/L与０mg/L相比(t值分别为１２．８１３、６．８１０),差异均有统计学意义(P＜０．０５);且

随顺铂浓度的增加,ERCC１、Nanog蛋白相对表达量逐渐升高.结论　ERCC１及 Nanog蛋白在上皮性卵巢癌中呈现出高表达,可

能与该病的发病机理和病情发展具有相关性.顺铂可诱导卵巢癌细胞ERCC１及 Nanog蛋白高表达,可能为化疗耐药的潜在机制.
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ExpressionlevelsofERCC１andtranscriptionfactorNanogprotein
inepithelialovariancancerandtheirsignificance

LIU Huiling,CHENYingxiu,LIJing,LIDazhong
(DepartmentofGynaecology,LianyungangMunicipalCancerHospital,JiangsuLianyungang２２２０００,China)

[Abstract]ObjectiveToexploreexpressionlevelsandsignificanceofERCC１andtranscriptionfactorNanogproteininepithelial

ovariancancer．Methods１８１tissuespecimensofpatientswhounderwentovariansurgeryinLianyungangMunicipalCancerHospital

fromJanuary２０１９toDecember２０２２werecollected,including１０１specimensofepithelialovariancancer(epithelialovariancancer

group)and８０specimensofbenignovariantumors(controlgroup)．Immunohistochemistrywasusedtodetectexpressionlevelsof

ERCC１andNanogprotein,andtheirrelationshipswithclinicopathologicalindexeswereanalyzed．OVCARＧ３cellsweretreatedwith

differentconcentrations(０mg/L,１mg/L,２mg/Land４mg/L)ofcisplatinfor２４hours,andWesternblotmethodwasusedtodetect

relativeexpressionlevelsofERCC１andNanogproteininthecells．ThedifferencesinexpressionlevelsofERCC１andNanogprotein

betweenthetwogroupswerecompared．ResultsThepositiveexpressionratesofERCC１andNanogproteinintheepithelialovarian

cancergroupweresignificantlyhigherthanthoseinthecontrolgroup,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(t＝４９．９６０

and３９．９４１respectively,bothP＜０．０５)．Spearmancorrelationanalysisshowedthatintheepithelialovariancancergroup,the

expressionlevelofERCC１ waspositivelycorrelated withthatofNanogprotein (r＝０．４６３,P ＜０．０１);whiletherewasno

correlationbetweentheexpressionlevelofERCC１andtheexpressionlevelofNanogproteininthecontrolgroup(r＝０．１２５,P＞

０．０５)．ThepositiveratesofERCC１andNanogproteinintheseovariancancertissueswithFIGOstageⅢ＋Ⅳ weresignificantly
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higherthanthoseinthoseovariancancertissueswithFIGOstageⅠ＋Ⅱ (χ２＝９．５７８and９．７５６respectively),andthepositiverates

ofERCC１andNanogproteinintheseovariancancertissueswithpositivelymphnodemetastasisweresignificantlyhigherthan

thoseinthoseovariancancertissueswithoutlymphnodemetastasis(χ２＝３．０１８and２．３８９respectively),andthedifferenceswere

statisticallysignificant(allP＜０．０５)．After２４hoursoftreatmentwithdifferentconcentrationsofcisplatinonOVCARＧ３cells,the

relativeexpressionlevelsofERCC１andNanogproteininthe１mg/L,２mg/Land４mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３cellsgroups

weresignificantlyhigherthanthoseinthe０mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３cellsgroup,andthedifferenceswerestatistically

significant(F＝８．５６４and６．５７１respectively,bothP＜０．０５)．IntherelativeexpressionamountsofERCC１andNanogprotein,there

weresignificantdifferencesbetweenthe１mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３cellsgroupand０mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３

cellsgroup(t＝１７．２３６and５．３８１respectively),betweenthe２mg/Lofcisplatintreated OVCARＧ３cellsgroupand０mg/Lof

cisplatintreatedOVCARＧ３cellsgroup(t＝５．６２１and６．３８０respectively),andbetweenthe４mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３

cellsgroupand０mg/LofcisplatintreatedOVCARＧ３cellsgroup (t＝１２．８１３and６．８１０respectively),andthedifferenceswere

statisticallysignificant(allP＜０．０５)．Andwithincreaseincisplatinconcentration,therelativeexpressionamountsofERCC１and

Nanogproteingraduallyincreased．ConclusionERCC１andNanogarehighlyexpressedinepithelialovariancancer,whichmaybe

relatedtothepathogenesisandtheprogressionofthedisease．CisplatincaninducehighexpressionsofERCC１andNanogproteinin

ovariancancercells,whichmaybeapotentialmechanismofchemotherapyresistance．
[Keywords]epithelialovariancancer;nucleotideexcisionrepaircrosscomplementationgroup１;Nanogprotein;drugresistance

　　上皮性卵巢癌是妇科常见恶性疾病,该病致死

率居高于宫颈癌和子宫内膜癌等妇科肿瘤[１].因该

病患者病情确诊时多处于晚期,且化疗耐药性的发

生率很高,导致５年生存率低于５０％[２].核昔酸切

除修 复 交 叉 互 补 组 １(nucleotideexcisionrepair

crosscomplementationgroup１,ERCC１)是 一 种

DNA损伤修复基因,在核苷酸、碱基切除修复中发

挥着关键作用,还参与端粒长度的调节[３].有研究

显示,转录因子 Nanog蛋白多表达于胚胎干细胞,病

理状态下可表达于成体组织[４Ｇ５],其在肿瘤发生、发

展中的作用受到广泛关注.本研究以上皮性卵巢癌

患者病灶组织为研究材料,分析上皮性卵巢癌组织

中ERCC１、Nanog蛋白表达量及与临床病理指标的

关系;并 用 不 同 浓 度 的 顺 铂 处 理 人 卵 巢 癌 细 胞

OVCARＧ３,探讨化疗对 ERCC１、Nanog蛋白基因表

达的影响.

１研究对象与方法

１．１研究对象

收集２０１９年１月至２０２２年１２月间在连云港市

肿瘤医院妇科行卵巢手术切除患者的组织标本;将

１０１例上皮性卵巢癌组织标本作为上皮性卵巢癌组,

８０例良性卵巢肿瘤组织标本作为对照组.上皮性卵

巢癌患者的年龄为４５~６５岁,平均(４５．３１±７．３３)

岁,肿瘤直径为５~１２cm,平均(７．１０±１．１１)cm,BMI
为１８．５~２４．０kg/m２,平均(２３．１４±２．１１)kg/m２;对

照组患者的年龄为４４~６６岁,平均(４５．１７±７．１５)

岁,肿瘤直径为５~１０cm,平均(６．８５±１．０１)cm,BMI
为１８．５~２４．０kg/m２,平均(２３．１４±２．１１)kg/m２.两

组的年龄、肿瘤直径、BMI比较差异均无统计学意义

(t值分别为８．１２３、５．２７０、９．１０２,P＞０．０５).

１．２纳入与排除标准

纳入标准:上皮性卵巢癌组为经术后病理确诊

的患者,均为初次手术,术前无放化疗、免疫治疗史;

对照组为卵巢囊腺瘤行手术切除的患者,术前半年

内无雌激素和孕激素服药史.排除标准:合并其他

类型恶性肿瘤的患者.

本研究通过连云港市肿瘤医院医学伦理委员会

审批(伦审２０１９研第０１２号).

１．３病理的判断标准

病理的判断依据国际妇产科学联盟(InternaＧ

tionalFederation of Gynecologyand Obstetrics,

FIGO)分期标准[６],Ⅰ期:肿瘤局限于单侧卵巢表

面,直径≤２cm,无淋巴结转移;Ⅱ期:肿瘤局限于两

侧卵巢表面,直径＞２cm,无淋巴结转移;Ⅲ期:肿瘤

扩散至盆腔内或出现单侧区域淋巴结转移;Ⅳ期:肿

瘤侵犯其他器官或者远处转移.参考世界卫生组织

肿瘤分类[７]进行病理分型和分级.

１．４细胞与试剂

人卵巢癌 OVCARＧ３细胞购于上海慧颖生物科

技有限公司,用含１０％胎牛血清的含各种氨基酸和
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葡萄糖(DMEM)培养基,在３７℃的５％CO２细胞培

养箱中孵育,收集对数期细胞进行后续实验.免疫

组化试剂盒购于北京中山生物技术公司;小鼠抗人

ERCC１单克隆抗体、小鼠抗人 Nanog单克隆抗体、

辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗鼠IgG均购自

美国EPITOMICS公司.

１．５方法

１．５．１免疫组化检测 ERCC１及 Nanog蛋白的

表达

两组标本均经甲醛固定后石蜡包埋,４μm 连续

切片.免疫组化SP法分批对两组标本进行染色,用

磷酸缓冲液代替一抗作阴性对照,严格按试剂盒说

明书进行操作.在光学显微镜下随机取５个高倍镜

视野,对每个视野中阳性细胞比例进行评分,具体

为:阳性细胞比例＜５％、５％~２５％、２６％~５０％、

５１％~７５％、＞７５％分别计０~４分.对每个视野中

阳性细胞染色强度进行评分,具体为:淡黄色、棕黄

色、棕褐色分别计１~３分.将阳性细胞比例和染色

强度评分的乘积为最终阳性表达强度,具体为:阴性

(０~１分)、弱阳性(２~３分)、中等阳性(４~５分)、强

阳性(＞５分).

１．５．２ Westernblot检测顺铂处理后人卵巢癌

OVCARＧ３细胞中ERCC１、Nanog蛋白的表达

分别用终浓度为０mg/L、１mg/L、２mg/L、４mg/L
的顺铂处理人卵巢癌 OVCARＧ３细胞２４h,加入蛋白

裂解液,以４℃、１２０００r/min恒温离心１０min,上清

为总蛋白,以蛋白质浓度测定方法(BCA)测定蛋白

含量,调整浓度至３μg/μL,分别取４０μL行十二烷基

硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE),分离目

标蛋白,转膜至聚偏氟乙烯(polyvinylidenefluoride,

PVDF),封闭１h,滴加小鼠抗人ERCC１单克隆抗体

(１∶１０００)、小鼠抗人 Nanog单克隆抗体(１∶１０００),

以鼠源性βＧactin(１∶５００)为内参,４℃孵育过夜;洗

膜后滴加 HRP标记的二抗,室温下反应２h.以电化

学发光法(ECL)显色,凝胶成像系统分析各条带灰

度值.

１．６统计学方法

应用SPSS２２．０统计学软件分析数据,计量资料

以均数±标准差(x－ ±s)表示,两组间比较采用t检

验,多组间比较采用方差分析;计数资料以例数(百

分率)[n(％)]表示,组间比较采用χ２ 检验;采用

Spearman进行相关性分析,以P＜０．０５为差异有统

计学意义.

２结果

２．１两组标本组织中ERCC１及Nanog蛋白的表

达情况

ERCC１阳性染色位于细胞膜;Nanog阳性染色

多数位于细胞核,部分位于细胞浆.上皮性卵巢癌

组ERCC１、Nanog蛋白的阳性率均明显高于对照组,

差异均有统计学意义(P＜０．０５);经Spearman相关

性分析显示,上皮性卵巢癌组中ERCC１与Nanog蛋

白表达水平呈正相关(r＝０．４６３,P＜０．０１),对照组

中ERCC１与 Nanog蛋白表达水平无相关性(r＝

０．１２５,P＞０．０５),见图１、表１.

注:A为ERCC１在上皮性卵巢癌组织中的阳性表达;B为ERCC１在良性卵巢肿瘤组织中的阴性表达;C为 Nanog蛋白在上皮性

卵巢癌组织中的阳性表达;D为 Nanog蛋白在良性卵巢肿瘤组织中的阴性表达.

图１　ERCC１及 Nanog蛋白在上皮性卵巢癌与良性卵巢肿瘤组织中的表达(SP,×４００)

Fig．１　ExpressionsofERCC１andNanogproteininepithelialovariancancertissuesand

benignovariantumortissues(SP,×４００)
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表１　两组标本组织中ERCC１及 Nanog蛋白表达分布的比较 [n(％)]

Table１　ComparisonofexpressiondistributionofERCC１andNanogprotein

betweenthetwogroupsofspecimentissues[n(％)]

指标 上皮性卵巢癌组(n＝１０１) 对照组(n＝８０) χ２ P

ERCC１

　阴性 ３０(２９．７０) ６６(８２．５０) ４９．５１０ ＜０．０５

　弱阳性 ３２(３１．６９) ８(１０．００) １２．１９１ ＜０．０５

　中等阳性 １４(１３．８６) ２(２．５０) ７．１５０ ＜０．０５

　强阳性 ２５(２４．７５) ４(５．００) １２．９４４ ＜０．０５

　阳性率 ７１(７０．３０) １４(１７．５０) ４９．９６０ ＜０．０５

Nanog蛋白

　阴性 ２８(２７．７２) ６０(７５．００) ３９．９４１ ＜０．０５

　弱阳性 ３０(２９．７１) １４(１７．５０) ３．６１２ ＜０．０５

　中等阳性 １９(１８．８１) ４(５．００) ７．６７７ ＜０．０５

　强阳性 ２４(１３．７６) ２(２．５０) １４．０１５ ＜０．０５

　阳性率 ７３(７２．２８) ２０(２５．００) ３９．９４１ ＜０．０５

　　２．２ERCC１和 Nanog蛋白阳性表达在上皮性

卵巢癌临床病理指标中的对比

在１０１例上皮性卵巢癌患者中,年龄≤５０岁者

４３例,ERCC１ 和 Nanog 蛋 白 的 阳 性 率 分 别 占

７２．０９％(３１/４３)、７４．４２％(３２/４３);年龄＞５０岁者５８
例,ERCC１和 Nanog蛋白的阳性率分别占６８．９７％
(４０/５８)、７０．６９％ (４１/５８),不 同 年 龄 ERCC１ 和

Nanog蛋白的阳性率 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义

(χ２＝０．１１５,P＝０．８８８;χ２＝０．１７１,P＝０．３４５).

在上皮性卵巢癌临床病理指标中,FIGO 分期

为Ⅲ＋Ⅳ期的ERCC１、Nanog蛋白的阳性率均明显

高于Ⅰ＋Ⅱ期,淋巴结转移阳性的 ERCC１、Nanog
蛋白的阳性率均明显高于淋巴结转移阴性,经比较

差异均有统计学意义(P＜０．０５);病理分型(浆液性

与其他)、病理分级(G１＋G２级与 G３级)、肿瘤位置

(单侧与双侧)的 ERCC１、Nanog蛋白的阳性率比

较,差异均无统计学意义(P＞０．０５),见表２.

２．３顺铂对人卵巢癌 OVCARＧ３细胞中ERCC１
和 Nanog蛋白表达的影响

不同浓度顺铂处理人卵巢癌 OVCARＧ３细胞

２４h后,１mg/L、２mg/L、４mg/L 浓 度 顺 铂 处 理 的

ERCC１和Nanog蛋白相对表达量均明显高于０mg/L
浓度顺铂处理的相对表达量,经比较差异均有统计

学意义(P＜０．０５);且随顺铂浓度的增加,ERCC１、

Nanog蛋白相对表达量逐渐升高,见图２、表３.

表２　上皮性卵巢癌临床病理指标中ERCC１和

Nanog蛋白阳性分布的比较 [n(％)]

Table２　Comparisonofpositiveexpressiondistributionof

ERCC１andNanogproteininclinicopathological

indexesofepithelialovariancancer[n(％)]

临床病理指标 例数(n) ERCC１阳性 Nanog蛋白阳性

病理分型

　浆液性

　其他

８５

１６

５９(６９．４１)

１２(７５．００)
６１(７１．７６)

１２(７５．００)

　χ２

　P

０．２０１

０．０６０

０．０７０

０．９４１

病理分级

　G１＋G２级

　G３级

２９

７２

１８(６２．０７)

５３(７３．６１)
１６(５５．１７)

５７(７９．１７)

　χ２

　P

１．３１９

０．２３５

５．９４０

０．０５２

FIGO分期

　Ⅰ＋Ⅱ期

　Ⅲ＋Ⅳ期

３６

６５

１５(４１．６７)

５６(８６．１５)
１６(４４．４４)

５７(８７．６９)

　χ２

　P

９．５７８

０．０１３

９．７５６

０．００１

淋巴结转移

　阳性

　阴性

２１

８０

１８(８５．７１)

５３(６６．２５)
１８(８５．７１)

５５(６８．７５)

　χ２

　P

３．０１８

０．０００

２．３８９

０．００１

肿瘤位置

　单侧

　双侧

４２

５９

２９(６９．０５)

４２(７１．１９)
３０(７１．４３)

４３(７２．８８)

　χ２

　P

０．５３０

０．１００

０．２５０

０．９７６
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图２　Westernblot检测ERCC１和 Nanog蛋白的表达情况

Fig．２　ExpressionsofERCC１andNanogprotein

byWesternblotmethod

表３　不同浓度顺铂处理后ERCC１和

Nanog蛋白相对表达量的比较 (x－±s)

Table３　Comparisonofrelativeexpressionamountof

ERCC１andNanogproteinafterbeingtreatedby

differentconcentrationsofcisplatin(x－±s)

顺铂浓度 ERCC１相对表达量 Nanog蛋白相对表达量

０mg/L ０．７７±０．０３ ０．５４±０．１１

１mg/L ０．９２±０．０５ ０．６９±０．１５

２mg/L ０．９７±０．０３ ０．９２±０．１９

４mg/L １．１５±０．０９ １．２１±０．２１

F ８．５６４ ６．５７１

P ＜０．０５ ＜０．０５

t１ １７．２３６ ５．３８１

P１ ＜０．０５ ＜０．０５

t２ ５．６２１ ６．３８０

P２ ＜０．０５ ＜０．０５

t３ １２．８１３ ６．８１０

P３ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注:t１、P１为顺铂处理浓度１mg/L与０mg/L相比,t２、P２为顺铂

处理浓度２mg/L与０mg/L相比,t３、P３为顺铂处理浓度４mg/L与

０mg/L相比.

３讨论

３．１上皮性卵巢癌 DNA 损伤修复的途径和耐

药的关系

研究显示,癌基因活化是导致各类肿瘤发生的

重要因素之一,同时可能伴随着抑癌基因活性的抑

制及DNA修复基因表达出现异常[８].ERCC１即是

一种新发现的重要DNA修复基因,其机制主要是通

过切除核苷酸修复损伤 DNA[９].相关研究显示,肿

瘤干细胞在多种实体肿瘤中广泛存在[１０].上皮性

卵巢癌具有干细胞特征,与肺癌、乳腺癌等肿瘤比

较,其 侵 袭 力 和 细 胞 毒 性 耐 受 力 相 对 更 高[１１].

Nanog蛋白是一种仅存在于生殖干细胞及早期胚胎

中的重要转录因子,不存在已分化的组织中,对胚胎

干细胞的自我更新、多向分化和高度繁殖的能力具

有重要转录作用[１２].相关报道证实,Nanog蛋白在

精原细胞瘤、前列腺癌及乳腺癌等恶性肿瘤患者组

织中均存在异常 表 达[１３].有 研 究 发 现,ERCC１、

Nanog蛋白不仅与肺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤

发病具有相关性,还会影响基于顺铂联合化疗的耐

药性[１４].

３．２ERCC１和 Nanog蛋白表达量与铂类药物

敏感性的关系

本研究显示,上 皮 性 卵 巢 癌 组 织 中 ERCC１、

Nanog蛋白的阳性率均明显高于良性卵巢肿瘤组

织,且二者表达水平具有协同性;对患者的临床病理

指标 分 析 发 现,ERCC１、Nanog 蛋 白 的 阳 性 率 与

FIGO分期、淋巴结转移均明显有关联;其提示在上

皮性卵巢癌病情的进展过程中存在 ERCC１、Nanog
蛋白表达上调,进而提升肿瘤细胞的DNA损伤修复

能力和自我更新、分化水平,导致临床分期恶化,出

现淋巴结转移;但该过程中所涉及到的调控通路仍

需进一步深入探讨.有研究发现,放射抵抗细胞中

ERCC１、ERCC５等基因表达上调,而在放射敏感细

胞中表达下降[１５].亦有研究显示,在乳腺癌、前列

腺癌等多种恶性肿瘤中,ERCC１高表达是引发顺铂

同期放、化疗敏感性下降的主要原因之一,其作用机

制可能与顺铂诱导癌细胞表达干性基因有关[１６].

本研究显示,用０mg/L、１mg/L、２mg/L、４mg/L 不

同浓度顺铂处理后的人卵巢癌 OVCARＧ３细胞中

ERCC１、Nanog蛋白相对表达量明显升高,且随顺铂

浓度的增加提升程度更明显;其提示卵巢癌发展过

程中伴随着干性基因表达激活,顺铂化疗也会上调

肿瘤干细胞相关基因的表达,进而促进卵巢癌的发

生与发展.

３．３小结

高表达的ERCC１与多种肿瘤的发生发展密切

相关,在修复DNA损伤和维持遗传信息的完整性中

发挥重要作用.Nanog蛋白参与调控干细胞的自我

更新和分化,其高表达与肿瘤增殖、侵袭和转移能力
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增强及不良预后有关.因此,ERCC１和 Nanog蛋白

的表达水平有望成为评估上皮性卵巢癌患者恶性程

度及预后的指标,有助于指导治疗方案的选择和预

后的评估.此外,本研究中样本量较小,样本中患者

的FIGO分期、淋巴结转移方面存在个体差异,说明

可能影响治疗方法及预后.未来希望深入研究其他

基因对上皮性卵巢癌的影响,使上皮性卵巢癌患者

获得针对性的精准治疗.
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