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· 论著 ·

NUAK2对卵巢浆液性癌细胞增殖和凋亡的调控作用

张文娟1，孟海2，高丹丹1，周静祎1，张静1

（锦州医科大学附属第一医院  1. 妇产科；2. 病理科，辽宁  锦州  121203）  

摘要  目的 探讨NUAK家族SNF1样激酶2 （NUAK2） 在卵巢浆液性癌中的表达特征及其对细胞增殖和凋亡的调控作用。方

法  选取2019年6月至2022年12月于我院确诊的57例卵巢浆液性癌患者作为观察组，同时选取57例卵巢浆液性囊腺瘤患者作

为对照组。应用GEPIA数据库观察NUAK2在卵巢浆液性癌中的表达趋势。采用免疫组织化学法检测NUAK2、增殖细胞核抗原 

（PCNA） 和B细胞淋巴瘤相关X抗原 （BAX） 的表达。选择人卵巢浆液性癌细胞系 （SKOV3）和人卵巢表面上皮细胞系 （HOSEpiC），

采用Western blotting检测NUAK2的表达，将SKOV3细胞转染siRNA-NUAK2质粒建立si-NUAK2组，并设立空载体转染 （EV） 组和

空白对照 （NC） 组，采用Western blotting检测NUAK2、PCNA和BAX的表达，CCK-8法检测细胞增殖活性，流式细胞术检测凋亡情

况。结果  GEPIA数据库显示NUAK2在卵巢癌中的表达有增高趋势 （P < 0.05）。组织学实验显示观察组NUAK2的阳性率明显高

于对照组，NUAK2在不同病变分级和不同肿瘤最大径的比较中差异有统计学意义 （P < 0.05），卵巢浆液性癌中NUAK2和PCNA呈

正相关 （P < 0.05），和BAX呈负相关 （P < 0.05）。体外细胞培养实验显示SKOV3细胞中NUAK2的表达量明显高于HOSEpiC细胞 

（P < 0.05）。si-NUAK2组细胞增殖活性和PCNA表达明显低于EV组和NC组 （P < 0.05），si-NUAK2组凋亡率和BAX明显高于EV

组和NC组 （P < 0.05）。结论  NUAK2在卵巢浆液性癌中高表达，通过促进细胞增殖、抑制凋亡发挥生物学作用。
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Regulatory role of NUAK2 in proliferation and apoptosis of ovarian serous carcinoma cells
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Abstract  Objective To elucidate the expression characteristics of the NUAK family SNF1-like kinase 2 （NUAK2） in ovarian serous 

carcinoma and determine its regulatory roles in cell proliferation and apoptosis. Methods  Fifty-seven patients with ovarian serous car-
cinoma （observation group） and 57 patients with ovarian serous cystadenoma （control group） were selected from June 2019 to December 

2022. The GEPIA database was used to assess the expression patterns of NUAK2 in ovarian serous carcinoma. Immunohistochemistry was 

used to detect the expression of NUAK2，proliferating cell nuclear antigen （PCNA），and B-cell lymphoma-associated X antigen （BAX）. 

Western blotting was performed to evaluate the expression of NUAK2 in the human ovarian serous carcinoma cell lines （SKOV3） and the 

human ovarian surface epithelial cell lines （HOSEpiC）. SKOV3 cells were transfected with the siRNA-NUAK2 plasmid to establish the 

si-NUAK2 group，or with the empty transfection vector （EV） or a blank solution （NC） to establish control groups. Western blotting was sub-
sequently used to detect the expression of NUAK2，PCNA，and BAX. The CCK-8 method was used to assess cell proliferation activity，and 

flow cytometry was used to quantify apoptosis. Results  The GEPIA database analysis showed a significant increasing trend in the expres-
sion of NUAK2 in ovarian cancer （P < 0.05）. Immunohistochemical analysis revealed a significantly higher NUAK2 positive rate in ovarian 

serous carcinoma tissue than that in the control group. Moreover，significant differences in the expression of NUAK2 were observed across 

different lesion grades and maximum tumor diameters （P < 0.05）. A significant positive correlation was found between NUAK2 and PCNA 

（P < 0.05），whereas a significant negative correlation was observed between NUAK2 and BAX （P < 0.05） in ovarian serous carcinoma. In 

vitro cell culture experiments showed that the expression level of NUAK2 was significantly higher in SKOV3 cells than that in HOSEpiC 

cells （P < 0.05）. The si-NUAK2 group exhibited significantly lower cell proliferation activity and PCNA expression and significantly higher 

apoptosis rate and BAX expression than those in the EV and NC groups （P < 0.05）. Conclusion  NUAK2 is overexpressed in ovarian 
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serous carcinoma and promotes tumor progression by enhancing cell proliferation and suppressing apoptosis.

Keywords  ovarian serous carcinoma； NUAK family SNF1-like kinase 2； proliferation； apoptosis； clinical characteristics

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤，严重威胁女性

健康和生命。虽然研究［1］发现多种癌基因的活化是

疾病发生和进展的重要原因，但并未从根本上阐明

卵巢浆液性癌的发生机制，其启动基因及调控机制

仍是学者研究的热点［2］。NUAK家族SNF1样激酶2 

（NUAK family SNF1-like kinase 2，NUAK2） 为AMPK

催化亚家族的第4个成员，在中波紫外线辐射角质

细胞时发现，对细胞增殖及分化均有影响［3］。目前

研究［4-5］发现NUAK2在正常人体不同组织和器官中

的表达存在明显差异，作用方式完全不同，且与肿

瘤的发生发展相关。本研究探讨了NUAK2在卵巢浆

液性癌中的表达特征，分析其对细胞增殖和凋亡的

调控作用，旨在为深入研究卵巢浆液性癌的发生和

发展提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

应 用GEPIA数 据 库 （http：//gepia.cancer-pku.cn） 

预测NUAK2在卵巢癌中的表达趋势，分析426例卵

巢癌和88例正常卵巢组织中NUAK2的表达差异，并

预测其对预后评估的价值。

1.2 临床资料

选择2019年6月至2022年12月于锦州医科大学

附属第一医院确诊为卵巢浆液性癌的57例患者作

为观察组。纳入标准：（1） 病变为首次发生，并行根治

性手术治疗，术后病理切片经病理科副主任医师复

诊证实，并明确病理分级；（2） 临床资料、病理资料及

随访资料完整。排除标准：（1） 患有其他器官恶性肿

瘤；（2） 术前接受过放化疗；（3） 病理镜下形态伴有其

他异源性成分。随机选择同期于我院经病理确诊为

卵巢浆液性囊腺瘤并行手术治疗的57例患者作为

对照组。术后组织经病理医师取材，并留取石蜡包

埋组织标本。本研究获得我院伦理委员会批准。

1.3 细胞系

人卵巢浆液性癌细胞系SKOV3和人卵巢表面

上皮细胞系HOSEpiC均购自美国ATCC。应用DMEM

高糖培养基 （美国HyClone公司），在37℃、5%CO2培

养箱中培养。

1.4 实验方法

1.4.1 细胞培养：SKOV3细胞接种于12孔板，调整

细胞密度至3×105/孔。将NUAK2的全序列亚克隆到 

pcDNA 3.1制备NUAK2干扰RNA质粒 （siRNA-NUAK2，

广州市锐博生物科技有限公司），应用lipofectamine 

3000将siRNA-NUAK2转染到SKOV3细胞建立si-NU-

AK2组，并设立只转染载体的空载体转染 （EV） 组和

未行任何干预的SKOV3细胞空白对照 （NC） 组。采用

Western blotting检测NUAK2进行验证。

1.4.2 Western blotting：以β-actin为内参，检测NUAK2 

（1 ∶ 2 500）、增殖细胞核抗原 （proliferating cell nu-

clear antigen，PCNA） （1 ∶ 2 000） 和B细胞淋巴瘤相

关X抗原 （Bcl-2 associated X protein，BAX） （1 ∶ 3 000） 

的表达，应用ImageJ V1.8.0软件计算各蛋白与条带

灰度值，实验重复3次。

1.4.3 CCK-8法：CCK-8试剂盒购自生工生物工程 

（上海） 股份有限公司。将SKOV3细胞细胞系制备成

细胞悬液，接种于96孔板，细胞密度约为3.0×103/孔，

每组接种5个复孔，在37 ℃培养箱内培养。其间分别

在24、48、72和96 h时分别加入CCK-8试剂10 μL，于1 h

后应用酶标仪 （美国赛默飞世尔科技公司） 测定各

孔在450 nm处的光密度 （optical density，OD）值。分

析时每组去掉1个最高值和1个最低值，实验重复3

次。

1.4.4 流式细胞术检测：应用美国BC公司生产的流

式细胞仪检测si-NUAK2组、EV组和NC组的凋亡率，

实验重复3次。

1.4.5 免疫组织化学检测：应用免疫组织化学En-

Vision法［5］检测NUAK2、PCNA和BAX （一抗均购自

武汉三鹰生物技术有限公司） 的表达，DAB显色。

NUAK2和BAX阳性部位是细胞质，PCNA阳性部位

是细胞核。先在低倍镜下筛选3个热点区，然后高倍

镜下观察和计数。应用二维评定法评定阳性细胞：

0分，<5%；1分，5%~<25%；2分，25%~<50%；3分，

50%~<75%；4分，≥75%。着色强度：0分，无着色；1

分，淡黄色；2分，黄色；3分，棕褐色。两者相乘为最
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终评分。以0~4分为阴性，5~12分为阳性。

1.5 统计学分析

采用SAS6.12进行统计学处理，符合正态分布

的计量资料以x-±s表示，2组间比较行t检验。多组间

比较采用方差分析，计数资料以率 （%） 表示，组间比

较采用χ2检验。相关性分析应用线性相关分析。P < 

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 生物信息学分析结果

对GEPIA数据库中426例卵巢癌和88例正常对

照组织中NUAK2的表达趋势进行预测，发现其在

卵巢癌中具有高表达趋势 （P < 0.05），但是未预测到

NUAK2表达与预后的关系 （P > 0.05）。见图1。

2.2 2组一般资料比较

观察组患者年龄31~83岁，平均年龄 （55.6±6.8） 

岁；体重指数 （body mass index，BMI） 15.1~30.2 kg/m2，

平均BMI （20.23±1.03） kg/m2；有吸烟史者9例，无吸

烟史者48例；有饮酒史者10例，无饮酒史者47例。对

照 组 患 者 年 龄26~79岁，平 均 年 龄 （53.6±7.9） 岁；

BMI 15.6~30.6 kg/m2，平 均BMI （20.01±1.05） kg/m2；

有吸烟史者6例，无吸烟史者51例；有饮酒史者9例，

无饮酒史者48例。2组年龄、BMI、吸烟史及饮酒史

比较，差异无统计学意义 （P > 0.05）。

2.3 2组NUAK2阳性表达比较

应用免疫组织化学法检测2组NUAK2的表达水

平，结果显示，观察组有35例（361.40%） NUAK2呈阳

性 ，对照组有5例 （8.77%）呈阳性，观察组阳性率明

显高于对照组 （χ2=34.662 2，P < 0.000 1）。见图2。

A，positive expression of NUAK2 in ovarian serous carcinoma；B，negative expression of NUAK2 in ovarian serous carcinoma；C，positive expression of 

NUAK2 in serous cystadenomas；D，negative expression of NUAK2 in serous cystadenomas.

图2  卵巢浆液性癌和浆液性囊腺瘤中NUAK2的表达  ×200

Fig.2  Expression of NUAK2 in ovarian serous carcinoma and serous cystadenoma  ×200

第5期 张文娟等.  NUAK2对卵巢浆液性癌细胞增殖和凋亡的调控作用

A，prediction of NUAK2 in ovarian cancer and normal control tissues；B，

prognostic trend prediction of NUAK2 in ovarian cancer.   

图1  GEPIA数据库的生物信息学分析结果

Fig.1  Results of bioinformatics analysis in GEPIA database 
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2.4 NUAK2在卵巢浆液性癌患者不同临床病理特

征中表达的比较

NUAK2表达阳性率与卵巢浆液性癌病变级别及

肿瘤最大径相关，差异有统计学意义 （P < 0.05），而与

年龄、BMI、有无吸烟史、饮酒史、脉管癌栓、淋巴结转

移及是否伴双侧卵巢累犯不相关 （P > 0.05）。见表1。

A
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2.5 卵巢浆液性癌中NUAK2与PCNA、BAX的相关性

浆液性癌中，PCNA和BAX均有31例 （54.39%）呈

阳性表达。线性相关分析结果显示，NUAK2与PCNA

呈正相关 （r = 0.68，P < 0.000 1），而NUAK2和BAX呈

负相关 （r = -0.54，P < 0.000 1）。见图3。

2.6 不同细胞系中NUAK2表达的比较

采用Western blotting检测不同细胞系中NUAK2

的 表 达，结 果 显 示，SKOV3细 胞 中NUAK2的 表 达 

（2.02±0.08） 明显高于HOSEpiC细胞 （1.43±0.09，t = 

8.191 2，P = 0.001 2）。见图4。

2.7 SKOV3细胞转染效果的验证

转染SKOV3细胞后应用Western blotting检测

NUAK2的表达，结果显示，si-NUAK2组中NUAK2的

表达 （0.88±0.08） 明显低于EV组 （2.03±0.06） 和NC

表1  卵巢浆液性癌临床病理特征与NUAK2表达的结果

Tab.1  Relationship between the clinicopathological characteritics and NUAK2 expression clinical data in ovarian serous carcinoma

Clinicopathological characteristics n
NUAK2  ［n （%） ］

χ2 P
+ -

Age                  

0.004 6 0.945 7  ≥60 years 23 14 （60.87）   9 （39.13） 

  <60 years 34 21 （61.76） 13 （38.24） 

BMI

0.421 5 0.516 2  ≤20 kg/m2 28 16 （57.14） 12 （42.86） 

  >20 kg/m2 29 19 （65.52） 10 （34.48） 

Smoking history

0.124 9 0.723 8  No 48 29 （60.42） 19 （39.58） 

  Yes   9   6 （66.67）   3 （33.33） 

Drinking history

1.769 7 0.183 4  No  47 27 （57.45） 20 （42.55） 

  Yes 10   8 （80.00）   2 （20.00） 

Bilateral ovarian involvement

0.004 6 0.945 7  No 34 21 （61.76） 13 （38.24） 

  Yes 23 14 （60.87）   9 （39.13）  

Vascular cancer thrombus

0.787 0 0.375 0  No 43 25 （58.14） 18 （41.86） 

  Yes 14 10 （71.43）   4 （28.57） 

Lymph node metastasis
0.559 4 0.454 5

  No 42 27 （64.29） 15 （35.71） 

  Yes 15   8 （53.33）   7 （46.67） 

Lesion grading

5.203 8 0.022 5   Low   8   2 （25.00）   6 （75.00） 

  High 49 33 （67.35） 16 （32.65） 

Maximum diameter of tumor

22.973 9 <0.000 1  <8 cm 29   9 （31.03） 20 （68.97） 

  ≥8 cm 28 26 （92.86）   2 （7.14） 

A，expression of PCNA in ovarian serous carcinoma；B，expression of 

BAX in ovarian serous carcinoma.

图3  PCNA和BAX的阳性表达

Fig.3  Positive expression of PCNA and BAX

A

B
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组 （2.02±0.08，F = 250.532 3，P < 0.000 1），证实转染

成功。见图5。

2.8 各组SKOV3细胞PCNA和BAX的表达水平

Western blotting检测结果显示，si-NUAK2组中

PCNA的表达 （0.91±0.08） 明显低于EV组 （1.86±0.07） 

和NC组（1.92±0.09，F = 142.935 3，P < 0.000 1），

si-NUAK2组中BAX的表达 （2.36±0.25） 明显高于EV

组 （1.86±0.07） 和NC组 （1.92±0.09，F = 8.700 2，P = 

0.016 9）。见图6。

2.9 CCK-8法检测结果

CCK-8法检测结果显示，si-NUAK2组细胞在72 h

的OD值 （0.74±0.08） 明显低于EV组 （1.05±0.07） 和NC

组 （1.00±0.05，F = 19.195 4，P = 0.002 5），si-NUAK2

组 细 胞 在96 h的OD值 （1.20±0.10） 明 显 低 于EV组 

（1.73±0.06） 和NC组 （1.62±0.07，F = 41.658 3，P = 

0.000 3）。而在24 h和48 h时各组OD值差异无统计

学意义 （P > 0.05）。

2.10 流式细胞术检测结果

结果显示，si-NUAK2组的细胞凋亡率 （24.97%±

1.50%） 明显高于EV组 （11.09%±0.56%） 和NC组 

（10.20%±1.02%，F = 54.750 3，P = 0.000 1）。见图7。

3 讨论

卵巢浆液性癌的形成与基因调控密切相关［6］。

NUAK2是一种调控基因，含编码7个外显子的mRNA，

其作用与丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶的活性有关，参

与恶性上皮源性肿瘤的发生、发展、增殖、侵袭及转

移［7］。NUAK2表达异常可以促进早期肿瘤病灶的

形成，并且具有抗凋亡作用，可以促进肿瘤细胞的

上皮-间质转化，下调同质型肿瘤细胞间的黏附力。

研究［8-10］发现在宫颈鳞癌细胞中沉默NUAK2可以上

调CYFIP2的表达，进而抑制肿瘤细胞的增殖、迁移

和上皮-间质转化，认为NUAK2既具有靶基因的作

用，又能作为上游因子调控下游靶基因，调控肿瘤

的形成和进展。

图4  不同细胞系中NUAK2表达的比较

Fig.4  Comparison of  the expression of NUAK2 in different cell 

lines

NUAK2

β-catenin

SKOV3         HOSEpiC

图5  各组SKOV3细胞中NUAK2的表达比较

Fig.5  Comparision of the expression of NUAK2 in SKOV3 cells 

in different groups 

NUAK2
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图6  各组SKOV3细胞PCNA和BAX表达的比较

Fig.6  Comparision of  the expressions of PCNA and BAX  in 

SKOV3 cells in different groups
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A，si-NUAK2 group；B，EV group；C，NC group.

图7  各组SKOV3细胞凋亡率的比较

Fig.7  Comparison of apoptosis rates of SKOV3 cells in different groups
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本研究组织学及体外细胞学实验结果显示，

NUAK2在卵巢浆液性癌中的表达升高，提示NUAK2

在 卵 巢 浆 液 性 癌 的 形 成 中 具 有 重 要 促 进 作 用，

NUAK2高表达能够促进卵巢浆液性癌形成。NUAK2

可以引起肿瘤细胞的活化，使肿瘤细胞呈进展状

态，表现为失控性增生、向局部周围组织侵袭和向

远隔器官迁移［11］。本研究发现NUAK2能促进卵巢

浆液性癌细胞的增殖、抑制凋亡，证实了NUAK2调

控肿瘤的具体生物学作用。NUAK2的异常表达能

促进肿瘤形成和进展。目前有研究发现HTH01-015

和WZ4003是NUAK2的抑制剂［12］，为进一步研究

NUAK2的机制提供重要依据。本研究发现NUAK2阳

性表达率与卵巢浆液性癌患者不同病变级别及不

同肿瘤最大径相关，提示NUAK2是病变进展相关的

重要因子。由于病变级别及肿瘤最大径与肿瘤生物

学行为和患者术后生存时间相关，因此NUAK2的表

达程度可能是判断肿瘤生物学行为和预后的指标，

但是生物信息学分析结果尚不支持NUAK2对预后

判断的明确意义，需要后续研究开展随访或进行多

中心研究，通过生存分析结果证实。本研究的局限

性是未探讨NUAK2调控卵巢浆液性癌的侵袭和迁

移，同时对其预后判断的价值也未进行全面分析，

后续可以围绕其对肿瘤和生物学特性的综合作用，

进行大样本的生存分析研究，以期更好地阐明其对

肿瘤生物学特性的影响，并明确其对预后的判断价

值。

综上所述，NUAK2在卵巢浆液性癌中高表达，

通过促进细胞增殖、抑制凋亡发挥生物学作用。基

于NUAK2调控分子网络的研究，是后续实验的重要

方向。
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