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卵巢癌（Ovarian cancer，OV）在妇科疾病中致死率

最高，临床上一般采用化疗结合肿瘤细胞减灭术的手段

治疗卵巢癌[1]。铂类与紫杉醇类药物的联合化疗是治疗

卵巢癌的标准方案，可以使大部分卵巢癌患者得到完全
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摘 要 目的：研究丝甘蛋白聚糖（SRGN）对卵巢癌耐药性的影响及作用机制。方法：采用基因表达谱交互分析工具（GEPIA）提

取卵巢癌相关数据集并分析 SRGN mRNA 在人类正常卵巢组织与卵巢癌组织的表达差异；基于基因表达数据库（GEO）获取

SRGN mRNA在顺铂敏感性与顺铂耐药性卵巢癌细胞株（A2780）中的表达差异；采用STRING在线数据库筛选SRGN的互作蛋白

（置信度为0.900，联结数为10），然后通过生物学信息注释数据库（DAVID）进行京都基因和基因组百科全书（KEGG）代谢通路分

析，预测SRGN调节卵巢癌耐药性的潜在通路；采用医学本体信息检索平台COREMINE挖掘SRGN、卵巢癌、耐药性三者显著关

联的生物过程。结果：SRGN mRNA在卵巢癌组织中的表达显著高于正常卵巢组织（P＜0.05），在顺铂耐药性卵巢癌细胞株中表

达显著高于顺铂敏感性卵巢癌细胞株（P＜0.001）。筛选出10个与SRGN互作的蛋白，包括白蛋白、转化生长因子β1、血小板因子

4、血纤维蛋白溶酶原、血管内皮生长因子A等；SRGN参与调节卵巢癌耐药性的KEGG代谢通路有缺氧诱导因子1α信号通路、细

胞因子-细胞因子受体通路、凝血与补体级联反应信号通路等，生物过程有基因表达、细胞生长、凋亡过程、细胞死亡。结论：SRGN

介导卵巢癌耐药可能与缺氧诱导因子1α信号通路、细胞因子-细胞因子受体通路等有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of serglycan（SRGN）on drug resistance of ovarian cancer and its mechanism.

METHODS：Gene expression profile interactive analysis tool（GEPIA）was used to extract related data set of ovarian cancer and

analyze the difference of mRNA expression of SRGN between normal ovary tissue and ovarian cancer tissue. Gene expression

database（GEO）was adopted to obtain the difference of the mRNA expression of SRGN in cisplatin sensitive and cisplatin resistant

cell lines （A2780）. STRING online database was used to screen proteins interacting with SRGN （confidence degree：0.900，

interactors：10）. Adopted biological information annotation database （DAVID） to analysis Kyoto encyclopedia of genes and

genomers（KEGG）metabolism pathway to predict the potential pathways of SRGN regulating drug resistance of ovarian cancer.

Medical ontology information retrieval platform COREMINE was used to mine the biological processes of significant relationship of

SRGN and ovarian cancer with drug resistance. RESULTS：mRNA expression of SRGN in ovarian cancer tissue was significantly

higher than normal ovarian tissue（P＜0.05）. mRNA expression of SRGN in cisplatin resistant ovarian cancer was significantly

higher than cisplatin sensitive ovarian cancer（P＜0.001）. 10 proteins interacting with SRGN were screened，including albumin，

transforming growth factor β1，platelet factor 4，fibrinolysin and vascular endothelial growth factor A. SRGN participated in KEGG

metabolism pathway of regulating drug resistance of ovarian cancer， including HIF1 α pathway， cytokine-cytokine receptor

pathway， coagulation and complement cascades pathway， etc. Biological processes included gene expression， cell growth，

apoptosis and cell death. CONCLUSION：SRGN mediates drug resistance of ovarian cancer，which is associated with HIF1 α

signaling pathway and cytokine-cytokine receptor pathway.
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缓解，但 75％的卵巢癌患者在治疗后期会出现化疗耐

药，使得化疗效果差、患者长期存活率降低[2]。相关研究

表明，耐药相关基因的异常表达是造成耐药一个重要而

普遍的原因[3]。因此，卵巢癌耐药基因的挖掘对于提高

卵巢癌化疗效果具有重要意义。

丝甘蛋白聚糖（SRGN）是一种小分子蛋白聚糖，在

正常的造血细胞、胚胎干细胞、内皮细胞和部分肿瘤细

胞中均有表达。SRGN不仅参与了炎症、伤口愈合、细胞

凋亡等病理生理过程[4]，而且参与了急性髓性白血病的

形成、多发性骨髓瘤细胞骨矿物化、鼻咽癌的转移、乳腺

癌的转移、非小细胞性肺癌的浸润等肿瘤病理过程[5]。此

外，SRGN还与多发性骨髓瘤的耐药性以及多株造血肿

瘤细胞的耐药性有关[6]。基于SRGN在多种肿瘤组织中

广泛表达且与其耐药性有关，本文综合运用基因组表达

数据库、基因互作检索工具、京都基因和基因组百科全

书（KEGG）代谢通路富集分析等生物信息学手段，研究

SRGN在卵巢癌耐药性形成过程中的作用，首次证明了

SRGN在卵巢癌耐药性中的作用，为以SRGN为靶点逆

转卵巢癌耐药性提供理论基础。

1 资料与方法

1.1 数据库与软件

基因表达谱交互分析工具[GEPIA，http：//gepia.can-

cer-pku.cn，其数据来源于癌症基因组图谱（TCGA，

https：//cancergenome.nih.gov/）和 基 因 组 表 达 数 据 库

（http：//commonfund.nih.gov/GTEx/）]；基因表达数据库

（GEO，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/）；基因

互作检索平台（STRING，https：//string-db.org/）；生物学

信息注释数据库（DAVID，https：//dabid.ncifcrf.gov/）；医

学本体信息检索平台 COREMINE[http：//www.corem-

ine. com/ medical/#search，该平台文献检索数据来源于

MEDLINE 数 据 库（https：//www.nlm.nih.gov/bsd/pmre-

sources.html#）]；GraphPad Prism5医学作图软件（https：//

www.graphpad.com/scientific-software/prism/）。

1.2 卵巢癌组织和耐药性卵巢癌细胞株中 SRGN

mRNA的表达分析

为了证明 SRGN 在卵巢癌组织和耐药性卵巢癌细

胞系中异常表达，笔者在GEPIA检索栏输入 SRGN，表

达分析类型选择Boxplot，数据集选择卵巢癌/OV（OV数

据集由 426例卵巢癌组织和 88例正常卵巢组织组成），

点击 plot 即可直接得到 SRGN mRNA 在卵巢癌组织以

及正常卵巢组织中的表达数据的统计图。在GEO数据

库检索栏输入“SRGN”“卵巢癌细胞株A2780”（卵巢癌

耐药实验中通常用A2780细胞株）进行检索，根据检索

出来的结果即可获取SRGN mRNA在顺铂敏感性与顺

铂耐药性卵巢癌细胞株A2780的表达数据（共 10例，每

个组别5例），然后通过GraphPad Prism 5医学作图软件

对这些数据进行统计学分析，得到SRGN在顺铂敏感性

和顺铂耐药性卵巢癌细胞株中的统计图。以上数据的

分析皆采用非配对 t检验，以P＜0.05表示两组数据差异

具有统计学意义。

1.3 基于基因互作分析SRGN介导卵巢癌耐药性的作用

基因互作分析可以从基因功能的角度证明 SRGN

不仅在卵巢癌组织和耐药性细胞系异常表达，而且在卵

巢癌耐药性中也发挥作用。笔者采用 STRING 在线分

析工具，该工具是根据实验验证数据、精选数据库、基因

相邻、基因融合、基因共定位、文本挖掘、共表达等证据

进行联结分数（互作蛋白关联程度的量化指标）评分，再

由评分结果进行基因互作分析。首先，在STRING在线

分析工具中输入蛋白名称“SRGN”“organism”（物种），

选择“Homo sapiens”（智人）“minimum required interac-

tion score”（最小需要联结分数）“highest confidence

0.900”（最高置信度 0.900）“max number of interactors to

show”（最大联结展示数目）“no more than 10 interactors”

（不超过 10个联结数），即可筛选 10个与 SRGN具有高

度联结性的互作蛋白，并结合文献对与 SRGN 互作蛋

白的进行分析，推测 SRGN 在卵巢癌耐药性中发挥的

作用。

1.4 推测SRGN介导卵巢癌耐药性的通路

在 DAVID 主页中的选择工具“functional annota-

tion”，在 upload栏目输入“1.3”项筛选出的 10个蛋白的

基因以及 SRGN，在 Select identifier 下拉框中选择 EN-

TREZ-GENE-ID，在 list type 中选择 Gene list，然后选择

submit list即可直接得到这11个基因KEGG代谢通路富

集分析结果。本研究参考文献[7]以P＜0.05筛选具有统

计学意义的通路，并结合相关文献分析通路作用。

1.5 挖掘SRGN介导卵巢癌耐药性的生物过程

基因通路通过生物过程调节生命活动[8]。在CORE-

MINE检索栏输入“SRGN”“肿瘤耐药（drug resistance）”

“卵巢癌（ovarian cancer，alias ovarian neoplasms）”，然后

点击检索（Explore），在“输出图的网络工具”中的“连接

关联性筛选”（filter by connection relevance）选择0.05，以

连接关联性P＜0.05筛选具有统计学意义的生物过程[9]，

即可以检索出与“SRGN”“肿瘤耐药”“卵巢癌”三者同时

存在显著关联性的生物过程。在输出图中，有统计学意

义的关联采用直线连接起来，无统计学意义的关联无直

线连接，直线的粗细代表关联性的强弱。

2 结果
2.1 卵巢癌组织和耐药性卵巢癌细胞株中 SRGN

mRNA的表达结果

卵巢癌组织和耐药性卵巢癌细胞株中 SRGN

mRNA的表达结果见图 1。GEPIA在线分析工具发现，

卵巢癌组织中的SRGN mRNA表达水平要显著高于正

常卵巢组织（P＜0.05），见图1A。
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通过分析GEO数据库所获取的 2组顺铂敏感和顺

铂耐药的卵巢癌细胞株A2780，发现在顺铂耐药性卵巢

癌细胞株中 SRGN mRNA表达水平显著高于顺铂敏感

性卵巢癌细胞株（P＜0.001），见图1B。由此表明SRGN

可能对卵巢癌的发生发展和耐药性起了重要作用。

2.2 基于基因互作分析SRGN介导卵巢癌耐药性作用

的结果

某个基因的功能可以通过与其互作蛋白的功能进

行推测[10]，因此，笔者通过分析与SRGN互作的蛋白对卵

巢癌耐药性的影响，可推测SRGN对卵巢癌耐药性的影

响。通过 STRING分析工具筛选出 10个与 SRGN具有

高度互作的蛋白，如白蛋白（ALB）、转化生长因子β1

（TGFB1）。与SRGN互作的蛋白关联性分析见图2。

查询图2中与SRGN互作的蛋白与卵巢癌耐药性之

间的关系。相关文献表明，ALB纳米粒包裹的紫杉醇可

以有效提高顺铂耐药性卵巢癌患者的总生存期（OS）和

无进展生存期（PFS）[11]；转化生长因子β1（TGFB1）能够

作为一个衡量卵巢癌侵袭性和紫杉醇、卡铂敏感性的一

个指标，可以用来确定卵巢癌的侵袭性和恶性程度，并

且可以作为判断卵巢癌患者预后的一个指标[12]；化疗前

给予表皮生长因子（EGF）和表皮生长因子受体（EGFR）

的抑制物可以显著提高卵巢癌细胞对化疗药物的敏感

性，因而改善卵巢癌患者的化疗结果 [13]；对顺铂耐药的

卵巢癌患者血浆中的丝氨酸蛋白酶抑制剂A1（SERPI-

NA1）显著升高，因而 SERPINA1与卵巢癌耐药性有关

并且可作为逆转卵巢癌耐药性的潜在治疗靶点[14]。丝

氨酸蛋白酶抑制剂E1（SERPINE1）启动子低甲基化引起

的SERPINE1表达升高可以使A2780的上皮细胞-间充

质转化增加，从而促进卵巢癌细胞的耐药的产生[15]。血

管内皮生长因子A（VEGFA）的表达量与顺铂耐药的卵

巢癌患者的PFS正相关[16]。而血纤维蛋白溶酶原（PLG）

则被认为与卵巢癌的多药耐药性有关，PLG激活因子的

过表达与卵巢癌转移过程中所产生的耐药性正相关，因

此可作为逆转卵巢癌耐药性的潜在治疗靶点[17]。基质

金属蛋白酶组织抑制因子1（TIMP1），Fermitin家族成员

3（FERMT3），血小板因子 4（PF4）虽然没有直接报道与

卵巢癌耐药性有关，但这3个基因都被证明同时与其他

肿瘤的耐药性有关，TIMP1可以增加乳腺癌细胞耐药性

相关基因的表达和磷酸化[18]；FERMT3被报道与恶性胶

质瘤的替莫唑胺耐药性有关[19]，PF4与急性髓性白血病

患者的耐药性有关[20]。因此，10个与SRGN高度互作的

基因都与肿瘤耐药性有关，而且其中 7个与卵巢癌耐药

性有关，进一步证明了SRGN对卵巢癌耐药性有着重要

作用。

2.3 SRGN介导卵巢癌耐药性的KEGG代谢通路

基因互作形成基因通路参与生命活动的调节 [21]。

对“2.2”项筛选的基因进行KEGG代谢通路富集分析显

示，SRGN介导卵巢癌耐药性的KEGG代谢通路有缺氧

诱导因子1α信号通路、细胞因子-细胞因子受体通路、凝

血与补体级联反应信号通路等，SRGN介导卵巢癌耐药

性的KEGG代谢通路见表1。

表1 SRGN介导卵巢癌耐药性的KEGG代谢通路

Tab 1 KEGG metabolism pathway of SRGN mediat-

ing drug resistance of ovarian cancer

KEGG通路
缺氧诱导因子1α信号通路
细胞因子-细胞因子受体通路
胰腺癌
凝血与补体级联反应信号通路
膀胱癌
癌症相关通路
肾细胞癌
类风湿性关节炎

P值
0.000 12

0.001 52

0.001 96

0.002 53

0.041 45

0.062 92

0.067 58

0.095 98

查阅相关文献发现缺氧诱导因子1α信号通路、细胞

注：与正常卵巢组织比较，#P＜0.05；与顺铂敏感性卵巢癌细胞株

比较，＊＊＊P＜0.001

Note：vs. normal ovarian tissue，#P＜0.05；vs. cisplatin sensitive

ovarian cancer lines，＊＊＊P＜0.001

图1 SRGN mRNA在卵巢癌组织和卵巢癌细胞株中的

表达

Fig 1 mRNA expression of SRGN in ovarian cancer

tissues and ovarian cancer cells
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B. SRGN mRNA在卵巢癌细胞株
中的表达

注：英文缩写代表蛋白，如ALB；直线代表两节点蛋白相互作用

Note：English acronyms represent protein，such as ALB；line repre-

sents the interaction of two node proteins

图2 与SRGN互作的蛋白关联性分析

Fig 2 Protein interaction analysis of SRGN
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因子-细胞因子受体通路、凝血与补体级联反应信号通

路已经被证实与卵巢癌耐药性密切相关。比如，抑制缺

氧诱导因子 1α的表达可以逆转卵巢癌干细胞的顺铂耐

药性[22]；缺氧诱导因子1α和核因子κB可以通过增加血小

板活化因子受体的表达，从而参与卵巢癌顺铂耐药性的

调节[23]；细胞因子白介素8（IL-8）与 IL-8受体通路可促进

高度恶性卵巢癌的铂类化疗药耐药性[24]；高表达膜结合

补体调节蛋白（mCRP）可以增加卵巢癌细胞多药耐药

性[25]。因此，SRGN介导的KEGG通路皆与卵巢癌耐药

性有关，进一步证明了SRGN与卵巢癌耐药性有关。此

外，SRGN 与胰腺癌、膀胱癌等通路也有显著性关联

（P＜0.05），提示SRGN与全身各个系统的肿瘤发生发展

具有密切相关性。

2.4 SRGN介导卵巢癌耐药性的生物过程

信号通路通过生物过程调节生命活动 [8]。通过

CORMINE平台检索与SRGN、耐药性、卵巢癌三者有关

的生物过程，结果显示，SRGN介导卵巢癌耐药性的生物

过程有细胞生长、基因表达、凋亡过程、细胞死亡，这4个

生物过程都与细胞的存活与死亡有关[26]，意味着SRGN

可通过这 4个生物过程来影响卵巢癌细胞的存活与死

亡，进而调节卵巢癌耐药的过程。SRGN介导卵巢癌耐

药性的生物过程见图3。

3 讨论
基因功能的研究是在生物医学研究的基础上进行

的，对新药发现乃至疾病的诊断治疗都具有非常重要的

意义[27]。近几年来，生物信息学技术广泛用于基因功能

的研究中，与传统生物医学试验相比，生物信息学技术

具有快速、廉价的特点。通过生物信息学方法，相关研

究者发现C-C趋化因子配体21、分泌型糖蛋白类似物1、

转录因子EB1（TFEB1）等基因与卵巢癌耐药性有关[28-30]。

因此，运用生物信息学手段筛选卵巢癌耐药性相关基因

是一种非常具有潜力的手段。

GEPIA是北京大学张泽民教授实验室基于TCGA、

GTEx、正常样本的RNA数据而开发的在线应用工具，可

以快速地分析某个基因在正常组织以及肿瘤组织中的

差异表达[31]；而GEO由美国国家生物信息中心开发，是

当今最大最全面的公共基因表达数据库。因此，本研究

基因表达数据来源可靠。通过GEPIA以及GEO的数据

分析，笔者发现SRGN mRNA在卵巢癌组织、顺铂耐药

性卵巢癌细胞株中的表达量均显著升高，由此表明

SRGN可能是卵巢癌耐药性的潜在调节因子。

单个基因与其互作的基因构成信号通路，并通过一

定的生物过程影响生命活动[8，21]。因此，本文从基因互

作分析、KEGG信号通路、生物过程三个维度来进一步

证明SRGN具有介导卵巢癌耐药性作用，并探讨其内在

机制。首先通过基因互作分析表明与SRGN具有高度

互作的10个蛋白皆与肿瘤耐药性有关，而且大部分与卵

巢癌的耐药性有关，从功能上说明了SRGN具有介导卵

巢癌耐药性的作用。对 10个与SRGN互作的蛋白进行

KEGG代谢通路分析发现，缺氧诱导因子 1α信号通路、

细胞因子与细胞因子受体通路、凝血与补体级联反应信

号通路与卵巢癌具有密切关系，且这3个通路是可以相

互影响的，比如缺氧诱导因子1α既可以通过下调分化抗

原55来激活补体[32]，又可以调节细胞因子和细胞因子的

表达量[33]。但是，SRGN是同时通过这 3个通路还是其

中 1个或者 2个通路介导了卵巢癌耐药性，还需要进一

步的试验进行研究。

本研究综合运用基因组表达数据库、基因互作检索

工具、KEGG通路富集分析等生物信息学手段，首次阐

述了 SRGN在卵巢癌组织以及耐药性卵巢癌细胞株中

的异常表达，并对其SRGN调控卵巢癌耐药性的潜在机

制做了初步探讨，为以SRGN为靶点逆转卵巢癌耐药性

的研究提供了理论基础。
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胶束毛细管电泳法同时测定小青龙颗粒中的盐酸麻黄碱、盐酸伪
麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱与芍药苷含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定小青龙颗粒中盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱、芍药苷含量的方法。方法：采用胶束毛

细管电泳法。分离通道为熔融石英毛细管柱，缓冲溶液为 10 mmol/L 硼砂-10 mmol/L 十二烷基硫酸钠的混合溶液（95 ∶ 5，pH 为

10.5），检测波长为195 nm，分离电压为20 kV，毛细管柱温为15 ℃，压力进样0.5 psi×5 s。取2个厂家各2批小青龙颗粒测定其中

盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱、芍药苷的含量，并将测定结果与采用2015年版《中国药典》规定的高效液相色谱法

的测定结果进行比较。结果：盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱、芍药苷检测质量浓度线性范围分别为 10～160、10～

160、1～100、10～500 μg/mL（r为0.997 9～0.999 8）；精密度、重复性和稳定性试验中的RSD均≤2.74％（n＝5～6），平均回收率分

别为101.55％、101.62％、100.15％、101.85％，RSD均≤3.94％（n＝6）；4种成分采用胶束毛细管电泳法与高效液相色谱法测定结果

基本一致。结论：建立的胶束毛细管电泳法简捷、快速、灵敏，可同时测定小青龙颗粒中上述4种成分的含量。

关键词 小青龙颗粒；胶束毛细管电泳法；盐酸麻黄碱；盐酸伪麻黄碱；盐酸甲基麻黄碱；芍药苷；含量测定

Simultaneous Determination of Ephedrine Hydrochloride，Pseudoephedrine Hydrochloride，Methamphe-

tamine Hydrochloride and Paeoniflorin in Xiaoqinglong Granule by Micellar Capillary Electrophoresis

Method

WANG Bo1，MENG Xiang2，MENG Xiaolong1，XU Ning1，LI Yunfeng1，MENG Fanyun1（1.Beijing Key Lab of

TCM Protection and Utilization，Faculty of Geographical Science，Beijing Normal University，Beijing 100875，

China；2.Institute of Clinical Basic Medicine for Chinese Medicine， China Academy of Chinese Medical

Sciences，Beijing 100700，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of ephedrine hydrochloride，pseudoephedrine

hydrochloride， methamphetamine hydrochloride and paeoniflorin in Xiaoqinglong granule. METHODS： Micellar capillary

electrophoresis（MCE）method was adopted. The optimum conditions for the separation were as follows as a fused silica capillary

column as the separation channel，the buffer solution composed of 10 mmol/L borax-10 mmol/L SDS（95 ∶ 5，pH 10.5），detection

wavelength of 195 nm，separation voltage of 20 kV，capillary column temperature of 15 ℃，the sampling at a pressure for 0.5 psi×

5 s. Two batches of Xiaoqinglong granules were collected from 2 manufacturers to determine the contents of ephedrine

hydrochloride， pseudoephedrine hydrochloride， methamphetamine hydrochloride and paeoniflorin. The results of content

determination were compared with the results determined by HPLC method stated in Chinese Pharmacopeia of 2015 edition.

RESULTS：The linear range of ephedrine hydrochloride，pseudoephedrine hydrochloride，methamphetamine hydrochloride and

paeoniflorin were 10-160，10-160，1-100，10-500 μg/mL（r＝0.997 9-0.999 8），respectively. RSDs of precision，reproducibility
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