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ＰＥＳ１在卵巢癌中的表达及其对内皮生长因子的影响

江絮萍，叶　泓
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　　摘　要：目的　探讨ＰＥＳ１在卵巢癌中的表达及其与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的关系。方法　用蛋白印迹法检测

ＰＥＳ１在卵巢癌组织以及相应的癌旁组织中的表达。结果　肿瘤组织中ＰＥＳ１的表达水平明显高于相应的癌旁组织。转染

ＦＬＡＧＰＥＳ１的ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞培养液的 ＶＥＧＦ分泌量分别由（１７８．０±１１．８）ｐｇ／ｍＬ和（３０９．５±１８．５）ｐｇ／ｍＬ上升到

（３７５．０±１８．３）ｐｇ／ｍＬ和（６３３．２±２５．７）ｐｇ／ｍＬ，ＶＥＧＦ分泌量明显升高（犘＜０．０１）；而且 ＶＥＧＦ相对 ｍＲＮＡ水平也分别上升了

约１．８倍和２倍（犘＜０．０１）；蛋白印迹法结果表明，ＰＥＳ１过表达能升高这２种细胞中缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）的表达。荧光素

酶报告基因的转录激活活性检测表明，ＰＥＳ１对调节ＶＥＧＦ的转录没有直接影响。将 ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ与ＦＬＡＧＰＥＳ１共转染ＣＡ

ＯＶ３和ＥＳ２细胞后，蛋白印迹法结果表明，ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ能明显抑制ＰＥＳ１引起的 ＨＩＦ１α升高，同时ＶＥＧＦ的分泌量和 ｍＲ

ＮＡ水平也被明显抑制。结论　ＰＥＳ１在卵巢癌组织中表达明显升高。
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　　Ｐｅｓｃａｄｉｌｌｏ基因是在研究逆转录病毒诱发的斑马鱼胚胎发

育缺陷中发现的。该基因在酵母、小鼠和人类均有表达，且功

能高度保守，分别被命名为 ＹＰＨ１／Ｎｏｐ７ｐ、Ｐｅｓ１和ＰＥＳ１
［１３］。

Ｐｅｓｃａｄｉｌｌｏ主要表达在乳腺、卵巢等细胞分裂旺盛的组织中，能

诱导染色质发生大规模伸展，而且能直接诱导下游靶基因表

达，表明该分子具有转录因子功能［４６］。研究表明，ＰＥＳ１在多

种肿瘤如乳腺癌、胶质瘤、前列腺癌、胃癌以及头颈部鳞状上皮

细胞癌中高表达［４，７１０］。血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在卵巢癌的

发生、发展中起极其重要的作用。因此，本研究初步探讨ＰＥＳ１

在卵巢癌中的表达及其与ＶＥＧＦ表达的关系，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＦＬＡＧＰＥＳ１和ｐＳｌｉｅｎｃｅｒ２．１Ｕ６ｎｅｏ载体由本科

室构建并保存。２９３Ｔ细胞由本科室保存，采用含１０％胎牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０培养基于３７℃５％ ＣＯ２ 孵箱内常规培养。

卵巢癌ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞培养基同条件培养。ＦＬＡＧ抗

体和鼠抗ＧＡＰＤＨ购自Ｓｉｇｍａ公司，抗缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ

１α）抗体购自北京中山公司，ＰＥＳ１抗体购自中衫金桥公司。限

制性内切酶、ＤＮＡ 连接酶、ＤＮＡ 纯化试剂和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００等分别购自美国ＮＥＢ公司、德国 Ｑｉａｇｅｎ公司及美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＶＥＧＦ酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自

北京邦定公司。含ＶＥＧＦ启动子的荧光素酶报告基因由解放

军３０９医院熊志红研究员惠赠。卵巢癌及癌旁组织取自本科

室患者的组织标本。

１．２　方法

１．２．１　组织蛋白的提取　分别取出小块的癌组织或癌旁组

织，先用生理盐水洗涤，放入研磨器中加入２００μＬＲＩＰＡ（含

１０ｇ／ＬＮＰ４０，５ｇ／Ｌ脱氧胆酸钠，１０ｇ／Ｌ十二烷基硫酸钠）充

分研磨后４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液。

１．２．２　蛋白印迹分析　样品蛋白电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），封闭、洗

膜，加到硝酸纤维素膜上压片显影。

１．２．３　细胞转染和转录激活活性的测定　参照文献［１１］：将

总量为２．０μｇ的重组质粒ＤＮＡ与８０μＬ的培养基混合，再将

２．５μＬ脂质体２０００与８０μＬ的培养基混合，然后将上述２种

溶液混合，室温放置２０ｍｉｎ，加入到含有８００μＬ培养液和

１０％胎牛血清的１２孔板中。各组同时转染０．２μｇ含 ＶＥＧＦ

启动子的荧光素酶报告基因和０．１μｇ表达半乳糖苷酶的质

粒。每组检测３个复孔，作用２４ｈ后分别测定各组的转录激

活活性，取平均值，计算各组与空白对照组的转录激活活性的
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比值为相对值。

１．２．４　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＶＥＧＦ的分泌量　

每组细胞接种２×１０５ 个，细胞贴壁后，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

冲洗２次，加入不含血清的培养液培育２４ｈ，收集相应细胞的

培养液，按照人ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行检测，每组重

复３次。

１．２．５　荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＶＥＧＦ的相对

ｍＲＮＡ表达　总 ＲＮＡ用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取后，按一步法 ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒说明进行。ＶＥＧＦ的上游引物为５′ＴＣＴ ＡＣＣ

ＴＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＧＴ３′，下游引物为５′ＧＡＴＧＡＴＴＣＴ

ＧＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴ３′；βａｃｔｉｎ上游引物为 ５′ＴＣＡ ＡＧＡ

ＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧ３′，下游引物为５′ＣＴＧＣＴＴＧＣＴ

ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧ３′。循环条件为：５０℃ １０ｍｉｎ，９５℃

５ｍｉｎ为１个循环，再９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０

循环。扩增结果与βａｃｔｉｎ进行比较作为ＶＥＧＦ的相对ｍＲＮＡ

表达水平，每组实验重复３次。

１．２．６　ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ　ＳｉＲＮＡ 表达载体的构建参照文献

［１２］。ｓｉＲＮＡ正义链为５′ＡＧＴＴＡＧＴＴＣＡＡＡＣＴＧＡＧＴ

ＴＡＡＴＣＣＣ３′；反 义 链 为 ５′ＧＧＧ ＡＴＴ ＡＡＣ ＴＣＡＧＴＴ

ＴＧＡＡＣＴＡＡＣＴ３′。构建好的ＳｉＲＮＡ 表达载体用 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染细胞。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，计量资

料用狓±狊表示，组间比较行狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＥＳ１在卵巢癌组织中的表达　为阐明ＰＥＳ１与卵巢癌

的相关性，提取了４例不同卵巢癌患者的肿瘤组织及其对应的

癌旁组织蛋白，蛋白印迹检测结果显示，肿瘤组织中ＰＥＳ１的

表达水平明显高于相应的癌旁组织（图１）。

　　１、２、３、４：肿瘤组织；１′、２′、３′、４′：相应的癌旁组织。

图１　　ＰＥＳ１在卵巢癌组织中的表达

２．２　过表达ＰＥＳ１对卵巢癌细胞中ＨＩＦα表达和ＶＥＧＦ分泌

的影响　由于ＶＥＧＦ表达在卵巢癌的发生、发展过程中起极

其重要的作用，而ＰＥＳ１具有转录因子功能，因此，观察ＰＥＳ１

是否能调节ＶＥＧＦ的表达。将ＦＬＡＧＰＥＳ１瞬时转染上皮性

卵巢癌ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞２４ｈ后，取细胞培养液用ＥＬＩＳＡ

检测其中ＶＥＧＦ的分泌量发现，转染ＰＥＳ１的ＣＡＯＶ３和ＥＳ

２细胞培养液的 ＶＥＧＦ分泌量分别由（１７８．０±１１．８）ｐｇ／ｍＬ

和（３０９．５±１８．５）ｐｇ／ｍＬ上升到（３７５．０±１８．３）ｐｇ／ｍＬ和

（６３３．２±２５．７）ｐｇ／ｍＬ，这２种细胞的ＶＥＧＦ分泌量明显升高，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＲＴＰＣＲ 结果表明，转染

ＰＥＳ１的ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞的 ＶＥＧＦ相对 ｍＲＮＡ水平分

别上升了约１．８倍和２倍，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结

果表明，ＰＥＳ１可以增强ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞中 ＶＥＧＦ的表

达。由于ＶＥＧＦ是 ＨＩＦ１α的直接靶基因，因此，进一步观察

过表达 ＰＥＳ１是否升高 ＨＩＦ１α表达。蛋白印迹结果表明

ＰＥＳ１表达能升高这两种细胞中 ＨＩＦ１α的表达（图２）。

２．３　ＰＥＳ１对含ＶＥＧＦ启动子的荧光素酶报告基因的转录激

活活性的影响　由于ＰＥＳ１具有转录调节功能，因此，需要观

察ＰＥＳ１是否能直接调节 ＶＥＧＦ的转录。将不同剂量的

ＦＬＡＧＰＥＳ１与含ＶＥＧＦ启动子的荧光素酶报告基因共转染

２９３Ｔ细胞后，检测报告基因的转录激活活性，发现加入不同剂

量的ＰＥＳ１与没有加入ＰＥＳ１的转录激活活性相比，差异无统

计学意义（犘＞０．０５），说明ＰＥＳ１对调节 ＶＥＧＦ的转录没有直

接影响。

图２　　ＰＥＳ１对ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞中

ＶＥＧＦ表达的影响

２．４　ＰＥＳ１升高 ＶＥＧＦ的表达依赖于 ＨＩＦ１α　将构建好的

ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ 或空载体转染 ＣＡＯＶ３细胞后，发现转染

ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ的ＣＡＯＶ３细胞中 ＨＩＦ１α的表达明显降低，

说明所构建的 ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ能有效地抑制 ＨＩＦ１α表达。将

ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ与ＦＬＡＧＰＥＳ１共转染ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞

后，蛋白印迹结果表明，ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ明显抑制ＰＥＳ１引起的

ＨＩＦ１α表达升高，而且ＶＥＧＦ的蛋白分泌量和ｍＲＮＡ水平也

被明显抑制，说明ＰＥＳ１升高ＶＥＧＦ的表达依赖于 ＨＩＦ１α（图

３、４）。

图３　　ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ对ＰＥＳ１引起的ＶＥＧＦ分泌的影响

图４　　ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ对ＰＥＳ１引起的ＶＥＧＦ

相对ｍＲＮＡ水平的影响

３　讨　　论

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤之一，病死率居妇科恶性肿
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瘤首位。由于卵巢位于盆腔深部，难以早期筛查，缺乏早期诊

断方法，多数患者确诊时已处于晚期，预后差，长期以来人们一

直为找到敏感的肿瘤标志物而努力。目前，卵巢癌发生的分子

机制并不十分清楚，因此，进一步揭示卵巢癌发生、发展的分子

机制，对指导卵巢癌的诊断和治疗具有重要的指导意义。

Ｐｅｓｃａｄｉｌｌｏ在细胞增殖和细胞周期进程中起着极其重要的

作用。在哺乳动物中，ＰＥＳ１与上游结合因子（ｕｐｓｔｒｅａｍｂｉｎｄ

ｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＵＢＦ１）一起在核糖体生物合成中起重要的作用，

ＰＥＳ１是核糖体生物合成所必需的，ＰＥＳ１突变或缺陷会导致

细胞周期阻滞［１３１４］。ＰＥＳ１在许多肿瘤细胞中过量表达。研

究表明，外源性Ｐｅｓｃａｄｉｌｌｏ表达能够转化人、鼠的成纤维细胞，

使其在软琼脂中发生、非依赖性生长［１５］。雌激素能诱导乳腺

癌细胞中ＰＥＳ１的表达，而且ＰＥＳ１在乳腺癌细胞中高表达；

ＰＥＳ１会引起细胞周期蛋白Ｄ１表达降低，而周期素依赖性蛋

白激酶抑制剂ｐ２７升高，从而抑制乳腺癌细胞增殖和致瘤

性［４，１６］。这些表明ＰＥＳ１与细胞的转化、恶变密切相关，可能

参与肿瘤的发生、发展。本研究的结果表明，ＰＥＳ１在卵巢癌组

织比在癌旁组织中表达明显升高，提示ＰＥＳ１可能在卵巢癌的

发生、发展过程中起重要的作用。

活跃的血管生成是实体肿瘤生长和转移过程中普遍存在

的病理现象，ＶＥＧＦ是重要的血管生成因子。在肿瘤的发生过

程中，其增生速度超过血管生成的速度而造成局部缺氧。

ＨＩＦ１α是缺氧状态下在细胞内的一种转录因子，其靶基因涉

及肿瘤细胞能量代谢、血管生成、肿瘤转移和离子代谢等，在肿

瘤发生、发展中的作用逐渐被重视。ＶＥＧＦ是 ＨＩＦ１α直接调

节的下游靶基因。ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α在卵巢癌组织表达明显升

高，并在其发生、发展、转移等过程中起极其重要的作用。由于

９０％以上的卵巢癌起源于卵巢上皮细胞，因此，本研究用上皮

性卵巢癌细胞ＣＡＯＶ３和ＥＳ２进行实验。结果表明，过表达

ＰＥＳ１可以明显升高ＣＡＯＶ３和ＥＳ２细胞的ＶＥＧＦ分泌及其

ｍＲＮＡ水平，可以升高ＶＥＧＦ的表达，同时ＰＥＳ１增强 ＨＩＦ１α

的表达。但报告基因的转录活性检测说明，ＰＥＳ１不能直接调

节ＶＥＧＦ的转录。将 ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ与ＰＥＳ１共转染细胞后，

发现 ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ能明显抑制ＰＥＳ１诱导的 ＶＥＧＦ分泌升

高以及其ｍＲＮＡ水平的升高。说明ＰＥＳ１能通过 ＨＩＦ１α通

路升高 ＶＥＧＦ的表达。但是 ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ 没有完全抑制

ＰＥＳ１诱导的ＶＥＧＦ表达升高，说明ＰＥＳ１可能还通过其他途

径影响ＶＥＧＦ的表达。有研究表明，雌激素受体（ＥＲ）可以调

节ＶＥＧＦ的表达，ＰＥＳ１可以与ＥＲ相互作用并调节其下游基

因的表 达［１７１８］。因 此，ＰＥＳ１ 可 能 通 过 ＨＩＦ１α途 径 影 响

ＶＥＧＦ的表达，当然这需要进一步的实验研究证明。
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ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｇｅｎｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｙｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｌｐｈａａｎｄｂｅｔａ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ

ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０００，９７（２０）：１０９７２１０９７７．

［１８］ＣｈｅｎｇＬ，ＬｉＪ，ＨａｎＹ，ｅｔａｌ．ＰＥＳ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＥＲαａｎｄＥＲβ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎ

ｖｅｓｔ，２０１２，１２２（８）：２８５７２８７０．

（收稿日期：２０１３０１０８　修回日期：２０１３０３２２）
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