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【摘　要】　目的　研究卵巢癌外泌体的差异表达微小 RNA (miRNA)和富集通路,筛选诊治、预后判断分子标志物.
方法　从高通量基因表达数据库 (GEO)下载并分析获得在卵巢癌外泌体明显富集差异表达的 miRNA 基因数据集 (GSE)

７６４４９.应用生物信息学和蛋白质谱分析方法,筛选外泌体携运 miRNA的靶向通路和预后靶标.结果　共筛选出３２个外泌

体富集差异表达 miRNAs,基因本体 (GO)和代谢途径分析数据库 (KEGG)分析显示,差异 miRNAs基因主要富集在细胞

氮化合物代谢功能以及鞘糖脂生物合成———乳酸和内酯系列和粘蛋白型 OＧ聚糖生物合成等信号通路,预后分析发现

miRNAＧ３３７Ｇ３p高表达、miRNAＧ６８０９Ｇ３p预测靶基因 WNT３低表达和共表达蛋白卷曲蛋白４基因 (FZD４)、干细胞生长因子

(HGF)都与卵巢癌不良预后密切有关.结论　外泌体富集葡萄糖代谢相关 miRNAs可能与卵巢癌发生发展有关,可为卵巢

癌的诊疗提供新思路.
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【Abstract】　Objective　TostudydifferentiallyexpressedmiRNAsandenrichmentpathwaysinexosomesderivedfromoＧ
variancancerandscreenmolecularmarkersfordiagnosis,treatmentandprognosis．Methods　OnesetofexosomalmiRNAexＧ
pressionprofiledatarelatedtoovariancancer(GSE７６４４９)weredownloadedfrom GEOdatabase,thenupＧregulatedmiRNAs
wereobtainedbydifferentiallyexpressedanalysis．Thecombinationusageofbioinformaticsand massspectrometry were
analyzedforfunctionalannotationpathwayandprognosticbiamarkers．Results　Atotalof３２differentiallyexpressedmiRNAs
wereobtained．BasedontheGOandKEGGfunctionannotation,miRNAweremainlyenrichedinthefunctionofcellularnitroＧ
gencompoundmetabolicprocessandthepathwayofglycosphingolipidandmucintypeOＧglycanbiosynthesis．ByanalyzingprogＧ
nosisofnetworknode,miRＧ３３７Ｇ３pwerefoundtobeupregulated．MiRＧ６８０９Ｇ３ppredictedtargetgeneWNT３andcoexpressed
proteinsincludingFZD４、HGFwereallassociatedwiththepooroutcomeofpatientswithovariancancer．Conclusion　Exosomal
miRNAsinfluencedglucosemetabolismisrelatedtotheprogressofovariancancerandprovidednewstrategiesforthediagnosis
andtreatmentofovariancancer．
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　　卵巢癌恶性程度高,全球约４％的女性死于卵巢癌,每

年有２２５０００例新发卵巢癌病例[１Ｇ２].由于卵巢癌异质性明

显,缺乏早期有效的分子标志物,加上病理机制多样复杂,
导致近年预后改善不明显.研究发现血清中肿瘤源性外泌体

miRNA与原发组织的 miRNA相关性高[３Ｇ４],并具有调节葡

萄糖代谢等功能,可以成为无创性卵巢癌筛查、治疗及预后

判断的利器[１].但是,卵巢癌源性外泌体如何介导葡萄糖代

谢机制不明确.本研究借助高通量基因表达数据库 (GEO)
卵巢癌外泌体 miRNA芯片数据集、蛋白组学研究和生物信

息学分析,探讨卵巢癌发生过程中葡萄糖代谢与 miRNA 的

调控关系,以期为卵巢癌发病机制及治疗靶点的研究提供新

的思路.

１　材料与方法

１􀆰１　卵巢癌 miRNA差异表达分析:从 GEO 数据库 (htＧ

tps://www􀆰ncbi􀆰nlm􀆰nih􀆰gov/gds/)[５]下载卵巢癌 miRNA
表达谱数据库 (GSE７６４４９),包括６个卵巢癌细胞系样本

[HEYA８,HEYA８ _ MDR (多 发 耐 药),A２７８０ _ PAR,

A２７８０_CP２０,SKOV３_iplandSKOV３_ TR 耐药)]及

其外泌体的 miRNA 表达谱,均采用 miRNA 表达谱芯片

４􀆰０ (美国昂飞公司)进行测量.利用 GEO２R分析工具进

行差异表达分析,log︱Foldchange︱值大于０􀆰５８且 P＜
０􀆰０５为上调差异表达基因.

１􀆰２　 靶 基 因 预 测、功 能 注 释 和 富 集 分 析:提 取 上 调

miRNA,使用 TarBase (version７􀆰０)、DIANA TOOLS和
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STRINGversion１０􀆰５[６]进行 GO 和 KEGG 分析,预测靶基

因,构建上调差异 miRNAＧmRNA 功能注释、富集通路和

蛋白相互作用网络图.

１􀆰３　外泌体分离、鉴定和质谱分析:按前期提取方法从两

株卵巢癌细胞 (HO８９１０PM 和 OVCA４２９)和１例高级别浆

液性卵巢癌患者血清中提取、鉴定外泌体[７].有关人的研究

经我院伦理委员会审批通过,并取得患者的知情同意.质谱

分析法 (MS)[８]鉴定所得蛋白,STRING蛋白网络分析共表

达蛋白的相互作用,筛选节点蛋白,GO 功能注释和 KEGG
通路分析.

１􀆰４　预后分析:利用医学癌症数据库 (TCGA,http://

tcgaＧdata􀆰nci􀆰nih􀆰gov)[５]分析靶基因在卵巢癌中预后表达

情况.

２　结果

２􀆰１　差异 miRNA筛选和功能注释:分析 GSE７６４４９卵巢癌

细胞 miRNA芯片数据发现,与卵巢癌细胞相比,卵巢癌源

性外泌体有３２个 miRNA 呈现明显富集表达 (图１).GO
聚类分析发现其在细胞氮化合物代谢处理和细胞器这两个功

能区域富集明显.前者是细胞糖脂代谢、细胞功能的重要生

物过程,而细胞器则与外泌体组装、分泌密切相关.KEGG
功能分析则显示出５条富集通路,其中２条通路显示与葡萄

糖代谢有关:鞘糖脂生物合成———乳酸和内酯系列 (包括

miRＧ１８２５, miRＧ６８６５Ｇ３p, miRＧ１２４６, miRＧ６５１４Ｇ３p, miRＧ
４２９０和 miRＧ５５７１Ｇ５p)和粘蛋白型 OＧ聚糖生物合成 (包括

miRＧ１８２５,miRＧ６８０９Ｇ３p和 miRＧ１２２Ｇ５p),而 miRＧ１８２５同时

参与调控这两条通路.

图１　卵巢癌及其来源外泌体差异 miRNA热图分析

２􀆰２　差异 miRNAＧmRNA功能注释:靶基因富集通路为肿

瘤蛋白聚糖 (P＝３􀆰０４×１０―６),涵盖２３个 miRNA的９２个

靶 mRNA.节点蛋白包括 HGF、有丝分裂原活化蛋白激酶

１ (MAPK１)、FZD４、卷曲蛋白３受体 (FZD３)、扭曲蛋白

１ (TWIST１)等等.

２􀆰３　外泌体蛋白质谱分析:超速离心所得的细胞外囊泡样

本,形态符合外泌体双凹圆盘状结构,电镜及纳米颗粒追踪

分析仪显示其大小为３０~１５０nm.外泌体 MS分析、筛选

卵巢高级别浆液性癌患者血清和卵巢癌细胞来源外泌体的共

表达蛋白,Venn图发现３９个共表达蛋白 (图２A),蛋白相

互作用见图２B.与生物信息学分析结果一致,KEGG 通路

研究发现这３９个共表达蛋白仅仅富集在肿瘤蛋白聚糖通路

上 (P＝０􀆰０１６).因此,通过两项不同分析策略得出２个相

同共表达蛋白:HGF和FZD.

注:A,Venn图分析共表达蛋白;B,蛋白相互作用分析图

图２　卵巢癌细胞系及卵巢癌病人血清

外泌体蛋白质谱分析图

注:A,miRＧ３３７Ｇ３p与卵巢癌预后呈负相关;B,miRＧ３３７Ｇ３p
的靶基因 WNT３与卵巢癌预后呈正相关

图３　TCGA生存分析图

２􀆰４　预后分析:卵巢癌预后差,我们利用 TCGA 卵巢癌数

据库,筛选前述结果所得葡萄糖代谢相关 miRNA、靶基因

中与不良预后密切相关的对象.结果发现,miRＧ３３７Ｇ３p高

表达与卵巢癌不良预后密切相关 (P＝０􀆰０２５) (图３A),

miRＧ６８０９Ｇ３p所预测的靶基因 WNT３低表达也与卵巢癌不良

预后密切相关 (P＝０􀆰０２)(图３B).影响卵巢癌预后的节点

蛋白 包 括:肌 球 蛋 白 (MYOF,P ＝０􀆰００４２),角 蛋 白 ７
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(KRT７,P＝０􀆰００２８),角蛋白５ (KRT５,P＝０􀆰０３４),角

蛋白１０ (KRT１０,P＝０􀆰０４８),鼠类肉瘤病毒癌基因同源

物B１ (BRAF,P＝０􀆰０２６),WNT３ (P＝０􀆰０２),FZD４ (P
＝０􀆰０１６),TWIST２ (P ＝０􀆰０４４),胰 岛 素 样 生 长 因 子

(IGF１,P＝０􀆰０１１),HGF (P＝０􀆰００５１)和 TWIST１ (P＝
０􀆰００７).

３　讨论

公共数据库生物信息学分析和 MS筛选都是挖掘卵巢癌

诊治、预后判断分子生物学靶标的重要途径,两者互补利用

有助于降低假阳性率,有效发现诊治靶点.外泌体携运

miRNA是新兴卵巢癌诊治生物学标志物.本实验通过挖掘

GEO数据库中与卵巢癌外泌体 miRNA 相关的芯片数据集,
分析差异表达 miRNA基因,进而通过 KEGG通路、GO 生

物功能富集以及靶基因预测和预后分析等方法对数据进行二

次分析,以期为卵巢癌发病机制及诊治靶点研究提供理论依

据.本研究发现了外泌体富集３２个 miRNA,进一步分析筛

选出调控鞘糖脂生物合成———乳酸和内酯系列和粘蛋白型

OＧ聚糖生 物 合 成 通 路 的 miRNAs.通 过 预 测 软 件,发 现

miRNAＧmRNA主要富集于肿瘤蛋白聚糖通路,揭示外泌体

miRNA介导葡萄糖代谢调控卵巢癌发生发展的可能机制.
另一方面,鉴于外泌体 miRNA 通过调控 mRNA 翻译的蛋

白起作用,我们通过卵巢癌细胞系和患者血清来源外泌体上

共表达蛋白 MS分析,发现３９个共表达蛋白同样富集于肿

瘤蛋白聚糖通路.通过两个筛选策略,结果显示 miRＧ３３７Ｇ
３p高表达、miRＧ６８０９Ｇ３p预测靶基因 WNT３低表达和共表

达蛋白FZD４、HGF都与卵巢癌不良预后密切有关,以期作

为卵巢癌诊断、治疗和预后判断靶点分子.
本实验研究发现外泌体富集 miRNAs调控葡萄糖代谢

等途径,提示卵巢癌通过能量代谢调控肿瘤生长的机制.文

献报道,肠癌源性外泌体富集 miRＧ２５Ｇ３p,靶向调控内皮细

胞可溶性血管内皮生长因子受体２ (VEGFR２),紧密连接蛋

白Ｇ１ (ZOＧ１),细胞间紧密连接蛋白 (occludin)和组织中紧

密连接蛋白 (Claudin５)的表达,从而形成有利于癌症转移

的微环境[９].糖酵解中间产物如氨基酸、磷脂和核酸为恶性

肿瘤供能,肿瘤蛋白聚糖失调也有利于肿瘤侵袭转移的微环

境.下调糖代谢基因后,卵巢癌细胞的增殖、侵袭能力受到

显著抑制.文献报道,乳腺癌通过外泌体分泌 miRＧ１２２,通

过靶向抑制转移部位PKM 来调控葡萄糖代谢[１０].在软骨肉

瘤中 miRＧ１２５b下调导致糖原合成增加、乳酸生成增多;在

前列腺癌中,miRＧ２０５表达上调促进细胞氧化磷酸化转换为

糖酵解[１１].预后分析显示,miRＧ３３７Ｇ３p上调与卵巢癌不良

预后相关.还有研究显示 miRＧ３３７Ｇ３p失调将影响胃癌、子

宫内膜癌恶性潜能[１２],但是尚没有其与卵巢癌相关的研究

数据.
本研究显示卵巢癌细胞外泌体上明显富集表达 miRＧ

１８２５,并且参与细胞氮化合物代谢处理、鞘糖脂生物合成和

粘蛋白型 OＧ聚糖生物合成.已有研究发现 miRＧ１８２５靶向调

控盘状结构域受体１ (DDR１),后者参与上皮相关恶性肿瘤

和胰岛素样生长因子Ｇ１受体功能性交叉对话[１３].miRＧ１８２５
高表达导致 DDR１异常表达,进而促进肿瘤生成.在前列腺

癌研究中,miRＧ１８２５高表达与前列腺癌不良预后相关,并

且经抗肿瘤治疗后 miRＧ１８２５水平明显下降.目前尚没有关

于 miRＧ１８２５与卵巢癌的相关性研究.
本研究重点介绍如何利用公共数据库结合蛋白组学方法

筛选外泌体生物学标志物.我们发现３２个差异的 miRNA
和５条功能富集通路,从葡萄糖代谢角度为卵巢癌研究提供

可能的代谢通路.然后通过预后分析,我们捕获了卵巢癌预

后的特异性指标,有助于从肿瘤代谢角度提出改善卵巢癌不

良预后的新思路.但是 miRNAＧmRNAＧ蛋白网络之间存在

复杂相互作用关系,许多 miRNA对卵巢癌发生发展作用不

明确,而且局限于公共数据库的样本有限,未来需要更多基

础实验和样本阐明机制.
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