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EGFL8 基因表达下调抑制卵巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭

侯鉴基 1，魏文滨 1，黄舒华 1，吴斌华 1，孙冰纯 2*　（广东医科大学 1. 海洋医药研究；2. 附属医院妇产科，

广东湛江 524023）

摘　要：目的　明确表皮生长因子样结构域 8（EGFL8）基因在卵巢癌中异常表达及其对肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭

的调控。方法　对 36 份临床卵巢癌肿瘤组织标本和 8 份正常卵巢组织标本进行免疫组织化学染色，检测EGFL8 的表达。

通过RT-PCR 实验分析EGFL8 在卵巢癌细胞株中的表达。合成EGFL8 的siRNA（siEGFL8）并转染卵巢癌细胞，分析其沉

默EGFL8 表达的能力。采用Cell Counting Kit-8（CCK-8）法、细胞划痕实验以及Transwell 实验分别研究siEGFL8 对卵巢

癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力的影响。结果　 与正常卵巢组织比较，卵巢癌组织EGFL8 呈高表达（P<0.01）。EGFL8

基因在 GEO 数据库中的 GSE14407 数据集以及卵巢癌 Caov3、A2780、SKOV3 细胞株中的表达均显著上调（P<0.05 或

0.01）。成功设计的siEGFL8 抑制EGFL8 基因的表达，抑制卵巢癌细胞增殖呈时间依赖性（P<0.01 或 0.05）。细胞划痕和

transwell 侵袭实验结果表明，EGFL8 基因表达受抑后其迁移和侵袭能力显著下降（P<0.01）。结论　EGFL8 基因调控卵

巢癌细胞增殖、迁移和侵袭。
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Inhibition of the proliferation, migration and invasion of ovarian cancer cells by downregulating 
the expression of EGFL8 gene

HOU Jian-ji1, WEI Wen-bin1, HUANG Shu-hua1, WU Bin-hua1, SUN Bing-chun2* (1.Institute of Marine Medicine, 

Guangdong Medical University, Zhanjiang 524023, China; 2.Department of Gynecology and Obstetrics, Affiliated 

Hospital of Guangdong Medical University, Zhanjiang 524023, China)

Abstract: Objective　To investigate the aberrant expression of EGFL8 gene in ovarian cancer and its regulation over 

proliferation, migration and invasion of ovarian cancer cells. Methods　The EGFL8 in 36 clinical ovarian cancer tissues and 

8 normal ovarian tissues were identified with immunohistochemical staining. The expression of EGFL8 in ovarian cancer cell 

lines was determined by using Real time-PCR(RT-PCR). The EGFL8 siRNA was designed and manufactured before transfected 

into ovarian cancer cells to test its capacity to silence EGFL8. The Cell Counting Kit-8 (CCK-8) method, cell scratch assay, and 

transwell experiment were used to investigate the effect of siEGFL8 on the proliferation, migration, and invasion of ovarian 

cancer cells. Results　The expression of EGFL8 in ovarian cancer tissues was significantly higher than that in healthy ovarian 

tissues (P<0.01). The expression of EGFL8 gene was significantly upregulated in the GEO database’s GSE14407 dataset and 

in the ovarian cancer cell lines Caov3, A2780, and SKOV3 (P<0.05 or 0.01). The successfully designed siEGFL8 inhibited the 

expression of EGFL8 gene, inhibiting the proliferation of ovarian cancer cells in a time-dependent manner (P<0.05 or 0.01). 

Cell scratch and transwell invasion experiments revealed that the migration and invasion ability of EGFL8 gene decreased 

significantly after its expression was inhibited (P<0.01). Conclusion　EGFL8 gene regulates the proliferation, migration and 

invasion of ovarian cancer cells.
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卵巢癌是全球第三常见的妇科恶性肿瘤，在妇科

恶性肿瘤中死亡率最高[1]，全球每年约有 14 万名妇女

死于卵巢癌 [2]。大多数卵巢癌在III 期（51%）和IV 期

（29%）时才被诊断出，全世界的卵巢癌患者 5 年生

存率为 30%~40%，近 20 年未见增加生存率[3]。此外，

70% 的晚期上皮性卵巢癌患者会出现癌症复发，生存

期极低[4]，因此寻找新的治疗方法非常重要。表皮生长

因子样结构域 7（EGFL7）是公认的肿瘤治疗靶点[5-9]，

EGFL6 在多种肿瘤中高表达[10-12]，EGFL8 同样作为癌

症的治疗靶点 [13]，但卵巢癌相关报道尚少。本文旨在

研究EGFL8 基因在卵巢癌中的表达及功能，并探讨其

作为治疗靶点的可能性。

1　材料和方法

1.1　实验仪器和材料

选取 2013 年 9 月- 2018 年 8 月广东医科大学附

属医院妇产科卵巢癌患者肿瘤组织标本 36 份，患者年

龄（58.08±10.24）岁，病理类型均为卵巢高级别浆液性

癌，根据FIGO（2014）分期指南：I 期 2 份（均为I C 期），

II 期 6 份（均为 II B 期），III 期 25 份（III A 期 1 份、III 
B 期 3 份、III C 期 21 份），IV 期 3 份（均为IV B 期）。

正常卵巢组织标本 8 份， 供者年龄为（54.50±4.78）
岁。胎牛血清和高糖DMEM 培养基购自Gibico 公司，

siEGFL8 由上海吉玛公司合成， 脂质体 Viafect 购自

PROMEGA 公司。EGFL8 抗体（ab58650）、beta-Tubulin
抗体（ab6046） 以及通用型辣根过氧化酶标记的人抗

小鼠抗体或人抗兔抗体二抗均购自Abcam 公司。PCR
引物由上海生工公司合成，AG RNAexPro RNA 提取

试剂（A3A0031）购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 由赛默飞世尔

科技（中国）有限公司提供（K1622）。Epoch 酶标仪由

美国博腾仪器有限公司提供，荧光定量基因扩增仪购

自德国ANALYTIKJENA，型号为qTOWER384G。

1.2　方法 
1.2.1　 细胞培养　 卵巢癌细胞株SKOV3 由本实验室

保种。培养细胞前配制双抗 10% 胎牛血清培养基，置

于细胞孵育箱进行培养，条件为 37 ℃，5% CO2。

1.2.2　 细胞转染　 以脂质体Viafect 将siEGFL8 转染

入卵巢癌细胞，具体操作按说明书进行。将SKOV3 细

胞转种于 6 孔板，在汇合度达 70% 时转染。具体操作

步骤为：6 μg siEGFL8 和 500 μL 无血清DMEM 培养

基加入 1.5 mL EP 管，另取一支 1.5 mL 的EP 管，加入

6 μL 脂质体Viafect 和 500 μL 无血清DMEM 培养基，

两管混合后在室温下静置 20 min，随后滴入 6 孔板。

6 h 后换用完全培养基，置于 37 ℃、5% CO2 的细胞培

养箱中继续培养。

1.2.3　 靶向EGFL8 基因的siRNA 序列的设计　 设计

一条靶向 EGFL8 的 siRNA，位点为其 mRNA 的 513-
531 碱基，序列为 5’-GTCATGTGGACGTGGATGA-3’。
该siRNA 设计后交由上海吉玛公司合成。将其转染入

SKOV3 细胞 24 h 后，收集卵巢癌细胞提取总RNA，检

测EGFL8 基因的转录水平。 
1.2.4　CCK -8 法检测细胞生长抑制情况　取SKOV3
细胞，按每孔 1×104 个细胞接种于 96 孔板中，待细胞

汇合度在 60% 左右时转染，6 h 后换液继续培养。12、

24、36、48 h 后检测细胞增殖情况。具体操作为每孔加

入 10 μL CCK-8 溶液，继续在培养箱中培养 4 h，测定

在 450 nm 处的吸光度。以加入相同培养基和CCK-8
试剂但无细胞的孔作为空白对照，设置以 NC-siRNA
作为阴性对照组，每组 4 个复孔。细胞增殖抑制率计

算公式：细胞生长抑制率（%）=[（对照组A 值- 实验

组A 值）/（对照组A 值- 空白组A 值）]×100%。

1.2.5　RT-PCR 检测EGFL8 mRNA 转录水平　各组细

胞以 2×105 / 孔起始浓度接种于 6 孔板，按方法 1.2.2
的转染方法进行 siEGFL8 转染。24 h 后收集细胞，

AG RNAexPro RNA 提取试剂抽提总RNA，RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit 将 RNA 逆 转 录 成

cDNA，以荧光定量PCR（Real time-PCR, RT-PCR）方

法测定 EGFL8mRNA 转录水平，GAPDH 为内参照。

EGFL8 引物序列 [14] 如下： 上游引物 5’-CCCGCTC 
CACTACAACGAGT-3’，下游引物 5’-AACGCGGTA 
CATGGTCCTGT-3’；GAPDH：上游引物为 5’-GGAG 
CGAGATCCCTCCAAAAT-3’，下游引物 5’-GGCTGTT 
GTCATACTTCTCATGG- 3’，反应程序为 95 ℃ 预变性 
2 min；95 ℃ 变性 10 s，55 ℃ 退火 30 s，63 ℃ 延伸

30 s，循环 40 次，72 ℃ 2 min。

1.2.6　 蛋白质印迹法（western blot, WB）检测 EGFL8 
蛋白表达　 将siEGFL8 转染SKOV 3 细胞，48 h 后收

集细胞检测EGFL8 蛋白表达情况。测定蛋白质浓度， 
4 ℃ 14 000 g 离心 20 min 后，将蛋白样品与 5× 上样

缓冲液按 4∶1 体积混合，100 ℃ 煮沸 10 min，经 12 % 
的 SDS-PAGE 凝胶进行电泳分离，转至PVDF 膜上，在

含 5% 脱脂奶粉的 1×TBST 中室温孵育 2 h，1×TBST
漂洗 1 次， 加入 1∶1 500 兔抗人 EGFL8 多克隆抗

体，4 ℃ 下过夜，1×TBST 洗 3 次，每次 15 min，与 
1∶5 000 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 Ig G 作用
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1 h，1×TBST 洗 3 次，每次 10 min，最后使用凝胶成像

系统免疫印迹化学发光试剂显影。

1.2.7　细胞划痕实验　用marker 笔在 6 孔板背后画横

线，每孔至少穿过 5 条线，每条线均匀且平行。在孔内

接种约 6×105 个细胞，原则为过夜后细胞能够长满。第

2 天用 20 µL 枪头垂直孔板背后的黑线划痕，使划痕

与标记线相交。使用无菌PBS 洗细胞 2~3 次，去除划

下的细胞，使留下的间隙肉眼即清晰可见，然后更换新

鲜无血清或低血清（血清含量为 2 %）的培养基。24 h 
后，在显微镜下观察并拍照保存。

1.2.8　Transwell 细胞侵袭实验　 将 Matrigel 胶按 1∶8 
稀释，包被 Transwell 小室底部膜的上室面，置 37 ℃ 细

胞孵箱 2 h 使Matrigel 胶聚合成凝胶，备细胞悬液前可

先让细胞在无血清培养基中饥饿培养 12 h，细胞悬液 
200 µL 加入Transwell 小室，24 孔板下室则加入 600 µL
含 10% FBS 的培养基，培养 24 h，取出Transwell 小室，

弃去孔中培养液，用PBS 洗 2 遍，用棉签轻轻擦掉上层

未迁移细胞，以多聚甲醛固定 30 min 后，用 0.1% 结晶

紫染色 30~60 min，用PBS 洗 3 遍。用棉签轻轻擦掉上室

水分。400 倍显微镜下随机 3 个视野观察细胞，记数。

1.3　统计学处理

采用 graphpad prism 9.0 进行统计学分析，计量资

料以x-± s 表示，采用t 检验，以P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　EGFL8 在卵巢癌中的表达情况

免疫组织化学结果显示， 与正常卵巢组织（图

1A）比较，卵巢癌组织中EGFL8（图 1B、C、D）呈高

表达（P<0.01），见图 1E。RT-PCR 检测结果显示，与

正常卵巢组织中的EGFL8 表达水平相比，卵巢癌组的

EGFL8 的表达水平显著增高 （4.57± 0.79）倍（P<0.01），

如图 1F。

随后，将卵巢癌Caov3、A2780、SKOV3 3 个细胞

株以及正常卵巢上皮细胞株IOSE-80 分别种于 6 孔板

中，汇合度为 90% 时，提取上述 4 个细胞株的RNA，进

行RT-PCR 检测EGFL8 基因的转录水平。结果显示，

EGFL8 在各卵巢癌细胞株中的转录水平均显著上调

（P<0.01），见图 2。

GEO 数据库中 GSE14407 数据集里 EGFL8 中的

表达，发现该基因表达也显著增高（P<0.05），见图 3。

2.2　沉默EGFL8 的表达

进一步对 EGFL8 功能进行验证，本文设计一个

靶向EGFL8 的siRNA（siEGFL8），图 4A 为RT-PCR 结

果显示，EGFL8 转录水平受到显著抑制（P<0.01），

mRNA 下调 81.29%。图 4B western blot 实验结果显

示，EGFL8 蛋白的表达水平显著下调（P<0.01），与RT-
PCR 结果一致。

2.3　siEGFL8 抑制卵巢癌细胞增殖

siEGFL8 转染SKOV3 细胞后，抑制肿瘤细胞增殖

呈时间依赖性，同一时间内siEGFL8 组的增殖抑制率

显著高于NC 组（P<0.05 或 0.01），见图 5。

2.4　siEGFL8 抑制卵巢癌细胞的迁移和侵袭

细胞划痕实验研究结果表明，转染siEGFL8 后，与

NC 组相比，SKOV3 细胞的迁移距离显著缩短，抑制

率达到 78%（P<0.01），见图 6A。transwell 细胞侵袭实
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图 1　 EGFL8 在卵巢癌组织中的表达情况
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验结果显示，与NC 组相比，siEGFL8 组的侵袭细胞数

量显著减少，抑制率达 65%（P<0.01），见图 6B。

3　讨论

EGFL8 基因属于表皮生长因子样结构域基因家

族，因其成员的蛋白质结构包含单个或多个EGFL 结

构域而得名 [13]。EGFL8 是 EGFL 家族中新发现的成

员，EGFL8 参与胸腺上皮细胞和胸腺T 细胞的发育调

控 [14-15]。EGFL8 在正常组织中的表达存在差异性，在

肿瘤组织中可能存在同样的差异。Fagerberg 等 [16] 报

道，EGFL8 基因在卵巢、皮肤、子宫内膜等组织中高表

达，其中在卵巢中的水平最高，但该基因在消化系统中

的表达出现显著下降，在胃、肠、肝等组织中的表达显

著低于女性生殖系统。然而EGFL8 在肿瘤，特别是在

卵巢癌组织中的表达及功能尚未清晰。

本实验结果发现该基因在卵巢癌细胞中高表达。

此外，卵巢癌组织中EGFL8 蛋白表达的阳性细胞数也

显著高于正常卵巢组织。此实验数据与GEO 数据库

中的GEO14407 数据集的结果一致。

Lim 等 [17] 对小鼠皮质胸腺上皮细胞基因功能表

征分析发现，EGFL8 参与的生物过程中细胞增殖、迁

移、生长。因此，深入分析它在肿瘤环境中对卵巢癌细

胞的增殖、迁移以及侵袭的调控情况。本文设计了靶

向EGFL8 基因的siRNA 片段（siEGFL8），转染入卵巢

癌SKOV3 细胞后，CCK-8 实验结果显示实验组数据

显著下调，提示EGFL8 基因表达下调后卵巢癌细胞的

增殖能力显著受抑。

细胞划痕和transwell 细胞侵袭实验分析siEGFL8
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对卵巢癌细胞迁移和侵袭能力的影响。转染siEGFL8
的细胞迁移数显著少于阴性对照组。 而 transwell 细

胞侵袭实验结果表明，转染siEGFL8 卵巢癌细胞穿过

Matrigel 胶和transwell 小孔的数量显著低于阴性对照

组，说明EGFL8 基因表达下调后卵巢癌细胞的迁移和

侵袭能力显著受抑。总之，本次研究的结果初步表明

EGFL8 可望成为卵巢癌新的基因治疗靶点，从而为卵

巢癌治疗提供新的思路。

然而，本研究结果与某肿瘤研究出现一些差异。

与该基因在正常消化系统中的表达相似，但EGFL8 在

消化系统肿瘤组织中的表达显著下调。肝癌细胞较正

常组织中的表达下调，并且通过激活Notch 信号通路

促进肝细胞癌的迁移、侵袭和凋亡 [18]。在胃癌细胞和

直肠癌组织中也发现EGFL8 的表达下调[19-20]。根据这

些研究报告，结合本研究结果，可以认为EGFL8 在消

化系统肿瘤中具有抑癌作用，在女性生殖系统肿瘤中

有致癌作用。本次研究仅初步分析EGFL8 对卵巢癌细

胞表型的调控，其具体作用机制有待深入探讨。此外，

本次研究仅进行体外实验，仍需建立卵巢癌动物模型，

进一步分析敲除 EGFL8 基因后在体内对卵巢癌的具

体影响，后续研究将重点阐明EGFL8 高表达致癌的具

体作用机制。
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