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  摘 要:目的 探讨胎盘特异性蛋白8(PLAC8)在子宫内膜癌中的表达及其调控癌细胞凋亡的机制。方

法 采用免疫组织化学法检测PLAC8在子宫内膜癌组织中的表达水平,分析PLAC8表达与患者临床病理参

数、患者生存时间的关系。构建敲低PLAC8表达的Ishikawa细胞株,采用 MTT试验检测细胞增殖能力,流式

细胞仪检测细胞凋亡情况,Western-blot检测细胞中AKT、pAKT、mTOR和pmTOR蛋白的表达。结果 与

正常子宫内膜组织比较,PLAC8在子宫内膜癌组织中的表达明显上调(P<0.05)。PLAC8高表达与肿瘤级别

高、国际妇产科协会(FIGO)分期为Ⅲ~Ⅳ期和Ki67增殖指数>50相关,PLAC8高表达的患者比PLAC8低表

达患者生存时间要短(P<0.05)。敲低PLAC8表达能明显抑制细胞增殖、促进细胞凋亡、抑制pAKT和pm-
TOR蛋白的表达(P<0.05)。结论 子宫内膜癌中PLAC8呈高表达,敲低PLAC8表达能促进癌细胞的凋

亡,其机制可能是通过调控AKT/mTOR信号通路起作用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

placenta
 

specific
 

8
 

(PLAC8)
 

in
 

endometrial
 

cancer
 

and
 

its
 

mechanism
 

of
 

regulating
 

cancer
 

cell
 

apoptosis.Methods Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PLAC8
 

in
 

endometrial
 

cancer
 

tissues
 

and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

and
 

the
 

patients'
 

clinicopathological
 

parameters
 

and
 

patients'
 

survival
 

time
 

was
 

analyzed.The
 

Ishika-
wa

 

cell
 

line
 

that
 

knocked
 

down
 

the
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

was
 

constructed,the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

de-
tected

 

by
 

MTT
 

experiment,apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

expression
 

of
 

AKT,pAKT,
mTOR

 

and
 

pmTOR
 

protein
 

in
 

the
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western-blot.Results Compared
 

with
 

adjacent
 

tis-
sues,the

 

expression
 

of
 

PLAC8
 

in
 

endometrial
 

cancer
 

tissues
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

(P<0.05).High
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

high
 

tumor
 

grade,FIGO
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

and
 

Ki67
 

prolifera-
tion

 

index>50.Patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

had
 

a
 

shorter
 

survival
 

time
 

than
 

patients
 

with
 

low
 

ex-
pression

 

of
 

PLAC8
 

(P<0.05).Decreasing
 

the
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

cell
 

proliferation,

promote
 

cell
 

apoptosis,and
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

pAKT
 

and
 

pmTOR
 

protein
 

(P<0.05).Conclusion PLAC8
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

endometrial
 

cancer.Decreasing
 

the
 

expression
 

of
 

PLAC8
 

can
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

cancer
 

cells.The
 

mechanism
 

is
 

to
 

regulate
 

the
 

AKT/mTOR
 

signaling
 

pathway.
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  胎盘特异性蛋白8(PLAC8)也称为onzin,在骨髓

细胞、淋巴细胞和肺、肠的上皮细胞等各种类型细胞

中表达[1]。PLAC8在正常组织稳态中发挥重要作

用,研究显示其表达异常导致多种疾病和人类肿瘤的
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发生、发展,PLAC8在肺癌、乳腺癌和结直肠癌等常

见恶性肿瘤中均发挥促癌作用,促进肿瘤细胞生长、
侵袭和转移,抑制肿瘤细胞凋亡[2-4]。然而,PLAC8
在子宫内膜癌进展中的确切功能和潜在机制仍不清

楚。HUANG 等[5] 报 道 PLAC8 与 蛋 白 激 酶 B
(AKT)相互作用,激活 AKT/mTOR信号通路促进

鼻咽癌恶性进展。AKT/mTOR信号通路在细胞生

长、凋亡以及化疗耐药等生物过程中均具有重要作

用,可作为药物干预的靶点[6]。且AKT/mTOR信号

通路在子宫内膜癌中也处于激活状态[7],而PLAC8
是否可以调控 AKT/mTOR信号通路促进子宫内膜

癌细胞增殖,抑制细胞凋亡尚不清楚。本研究旨在探讨

PLAC8在子宫内膜癌恶性进展中发挥的重要作用,探
讨PLAC8是否可以作为子宫内膜癌预后判断的生物

标志物和治疗的潜在新分子靶点,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2015年3月至2016年9月保

存于本院病理科的子宫内膜癌石蜡包埋组织块80
例,正常子宫内膜石蜡包埋组织块36例。患者均没

有放疗或化疗史;组织标本的病理诊断由两名专门病

理医师确认;临床病理、随访预后资料完整(患者术后

3个月随访一次,随访60个月或者患者死亡时终止)。
80例子宫内膜癌患者中死亡52例,存活28例。所有

研究对象均签订知情同意书。标本的使用得到了本

院伦理委员会的批准。
1.2 试剂来源 细胞培养瓶及培养板购于美国Cor-
ning公司;子宫内膜癌细胞株Ishikawa购于中科院

上海细胞库;胎牛血清、DMEM-F12培养基购于美国

Gibco公 司;NC 短 发 夹 RNA(shRNA)或 PLAC8
 

shRNA 购 于 上 海 吉 玛 基 因 技 术 有 限 公 司;兔 源

PLAC8一抗、兔源 Ki67一抗、兔源 AKT一抗、鼠源

pAKT一抗、兔源 mTOR一抗、兔源pmTOR一抗、
HRP偶联的羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗购于英国 Ab-
cam公司;MTS试剂购于上海同仁化学技术有限公

司;细胞凋亡检测试剂盒购于上海碧云天生物技术有

限公司。
1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学法(IHC) 4
 

μm石蜡切片经脱

蜡和水化后,在抗原修复液中微波1
 

min,浸入3%过

氧化氢中10
 

min,阻断内源性过氧化物酶活性。磷酸

盐缓冲液(PBS)洗3次后,用3%牛血清蛋白封闭15
 

min。将切片与抗兔PLAC8抗体在4
 

℃下孵育过夜、
二抗室温孵育1

 

h。PBS洗3次后,加入显色液。苏

木精复染后,分级乙醇中脱水,封片。染色测定结果

由两名病理学专家独立评估和评分。PLAC8染色强

度评分标准如下:强,3分;中等,2分;弱,1分;阴性,0
分。PLAC8染色面积评分标准如下:>75%,4分;>
50%~75%,3分;>25%~50%,2分;>10%~
25%,1分;≤10%,0分。最终染色分数:染色强度分

数×染色面积分数。最终染色分数≥2分定义为

PLAC8高表达,<2分定义为PLAC8低表达。Ki67
增殖指数按热点区域进行评价,即阳性肿瘤细胞数/
总的肿瘤细胞数×100%。
1.3.2 细胞培养、转染和分组 子宫内膜癌细胞株

Ishikawa采用含有10%胎牛血清的 DMEM-F12培

养基培养,放置在37
 

℃、5%
 

CO2、饱和湿度的培养箱

内培养。Ishikawa细胞呈对数生长期时,胰酶消化收

集细胞,将细胞按2×105 个/孔接种于6孔板内,分为

sh-NC组、sh-PLAC8-1组、sh-PLAC8-2组。按照Lip
 

2000转染试剂说明书进行转染,取5
 

μg
 

NC
 

shRNA
或PLAC8

 

shRNA-1、PLAC8
 

shRNA-2分别与1
 

mL
无血清DMEM-F12培养基混匀后室温孵育5

 

min,5
 

μL
 

Lip
 

2000与1
 

mL无血清DMEM-F12培养基混匀

后室温孵育5
 

min。NC
 

shRNA或
 

PLAC8
 

shRNA-
1、PLAC8

 

shRNA-2分别加入各组Ishikawa细胞中。
转染48

 

h后,通过 Western-blot检测沉默效率。
1.3.3 MTT试验检测细胞增殖能力 细胞转染

48
 

h后收集sh-NC组和sh-PLAC8-1组、sh-PLAC8-
2组细胞,将细胞调整至浓度为1×104 个/毫升的单

细胞悬液。向96孔板中加入100
 

μL细胞悬液,每组

设置1、2、3、4及5
 

d检测时间点,每个时间点设置6
个复孔,放置在37

 

℃、5%
 

CO2、饱和湿度的培养箱内

培养。于对应的检测点每孔加入20
 

μL
 

MTS试剂,
继续孵育2

 

h后采用全波长扫描仪检测各样品在490
 

nm波长处的吸光度值(A值)。
1.3.4 细胞凋亡检测 取处于对数生长期的细胞采

用无EDTA的胰酶消化收集sh-NC组和sh-PLAC8-
1组、sh-PLAC8-2组细胞,PBS洗3洗后,细胞沉淀采

用250
 

μL缓冲液重悬,并用尼龙网过滤。并加入5
 

μL
 

FITC和10
 

μL
 

PI染色液混匀后,于常温下避光孵

育10
 

min。通过流式细胞术检测各组细胞凋亡情况。
1.3.5 Western-blot

 

 胰酶消化sh-NC组和sh-
PLAC8-1组、sh-PLAC8-2组细胞,加入RIPA裂解缓

冲液和蛋白酶抑制剂混合物混匀,冰上裂解30
 

min,
裂解液在4

 

℃以12
 

000×g离心15
 

min,获得蛋白裂

解液。根据说明书,使用BCA蛋白质检测试剂盒测

定蛋白质浓度,蛋白煮沸变性。等质量的蛋白质样品

通过10%聚丙烯酰胺凝胶电泳-SDS(PAGE-SDS)分
离,并湿转将蛋白转移到硝酸纤维素滤膜(PVDF膜)
上。PVDF膜在室温下与5%脱脂奶粉孵育封闭1

 

h。
TBST洗3次后,膜与 AKT、pAKT、mTOR和pm-
TOR和GAPDH一抗稀释液4

 

℃孵育过夜。TBST
洗3次后,PVDF膜与HRP偶联的羊抗兔、羊抗鼠二

抗室温孵育2
 

h。使用
 

ChemiDocTM
 

MP成像系统可

视化蛋白条带成像。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行分

析。所有试验重复3次。使用Graph
 

Pad
 

Prism软件

作图展示。计数资料采用百分数表示,组间比较采用
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χ2 检验。计量资料采用x±s表示,两组间比较采用

t检验,多组间比较采用单因素方差分析,进一步组间

两两比较采用LSD-t检验。通过Kaplan
 

Meier法绘

制患者生存曲线,采用 Log-Rank法进行检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 PLAC8在子宫内膜癌组织中高表达 IHC结

果显示,80例子宫内膜癌和36例正常子宫内膜中的

PLAC8阳性表达率分别为58.75%和41.25%,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1。

  注:A为PLAC8在正常子宫内膜组织中的表达;B为PLAC8在子

宫内膜癌组织中的表达。

图1  PLAC8在子宫内膜癌组织和正常子宫内膜

组织中的表达(×100)
 

2.2 PLAC8表达与子宫内膜癌患者病理参数的关

系 肿瘤级别高、国际妇产科协会(FIGO)分期为

Ⅲ~Ⅳ期、Ki67 增 殖 指 数 >50 的 子 宫 内 膜 癌 中

PLAC8阳性表达率明显增高(P<0.05)。发病年龄、
是否绝经、肿瘤组织类型、肌层浸润深度和淋巴结是否

转移等因素与PLAC8表达无关(P>0.05),见表1。
 

表1  子宫内膜癌患者组织中PLAC8表达情况与临床

   病理参数的关系[n(%)]

临床病理参数 n PLAC8阳性 χ2 P

年龄(岁) 2.522 0.112

≤50 26 12(46.15)

>50 54 35(64.81)

绝经 3.103 0.078

是 48 32(66.67)

否 32 15(46.87)

肿瘤组织类型 0.240 0.624

腺癌 51 31(60.78)

鳞癌 29 16(55.17)

肿瘤级别 4.981 0.026

中低级别 49 24(48.98)

高级别 31 23(74.19)

肌层浸润深度 0.713 0.398

≤1/2 44 24(54.55)

>1/2 36 23(63.89)

淋巴结转移情况 2.507 0.113

无 50 26(52.00)

有 30 21(70.00)

续表1  子宫内膜癌患者组织中PLAC8表达情况与临床

   病理参数的关系[n(%)]

临床病理参数 n PLAC8阳性 χ2 P

FIGO分期 5.811 0.016

Ⅰ~Ⅱ期 48 23(47.92)

Ⅲ~Ⅳ期 32 24(75.00)

Ki67增殖指数 4.521 0.033

≤50
  

42 20(47.62)

>50 38 27(71.05)

2.3 PLAC8表达与子宫内膜癌患者生存时间的关

系 PLAC8高表达患者中死亡34例,5年生存率为

27.66%;PLAC8低表达患者中死亡18例,5年生存

率为45.45%。绘制患者生存曲线,经分析,高表达

PLAC8的子宫内膜癌患者其生存时间短于低表达

PLAC8者(χ2=5.082,P=0.024)。
2.4 PLAC8

 

shRNA转染子宫内膜癌细胞的结果 
在sh-NC组和sh-PLAC8-1组、sh-PLAC8-2组子宫

内膜癌细胞中PLAC8蛋白表达水平分别为1.13±
0.14和0.30±0.07、0.39±0.04。sh-PLAC8-1组和

sh-PLAC8-2组中的PLAC8蛋白表达水平明显低于

sh-NC组(P<0.001),见图2。

图2  PLAC8
 

shRNA转染成功的Ishikawa
子宫内膜癌细胞

2.5 细胞增殖能力检测 第5天时,sh-PLAC8-1和

sh-PLAC8-2组中的细胞增殖数量明显低于sh-NC组

中的细胞增殖数量,差异有统计学意义(P<0.05),见
图3。

  注:与sh-NC组比较,*P<0.05。

图3  PLAC8
 

shRNA转染Ishikawa子宫内膜癌

细胞的生长曲线

2.6 细胞凋亡情况 sh-NC组和sh-PLAC8-1、sh-
PLAC8-2组子宫内膜癌细胞凋亡率分别为4.65%±
1.62%和21.93%±5.98%、19.48%±3.57%。与
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sh-NC组相比,sh-PLAC8-1和sh-PLAC8-2组子宫内

膜癌细胞凋亡率显著增加(F=15.558,P=0.004),
见图4。

图4  流式细胞术分析PLAC8
 

shRNA转染子宫内膜癌细胞的细胞凋亡情况(×100)

2.7 AKT/mTOR信号通路检测 sh-NC组、sh-
PLAC8-1和sh-PLAC8-2组细胞中 AKT和 mTOR
蛋白表达无明显变化。与sh-NC组比较,sh-PLAC8-
1和sh-PLAC8-2组细胞中pAKT和pmTOR蛋白表

达明显降低(P<0.05),见图5。

图5  PLAC8
 

shRNA转染癌细胞中AKT、pAKT、

mTOR和pmTOR的表达水平

3 讨  论

PLAC8是一种相对分子质量为12.5×103 的蛋

白质,其分子结构从两栖动物到人类都高度保守,
PLAC8被证明参与调节代谢和免疫等各种细胞生理

过程,以及细胞增殖、分化、凋亡、侵袭、转移、耐药性

生成等肿瘤病理过程,其作用机制可能是通过调控

PI3k/AKT/NF-κB、
 

PI3K/AKT/GSK3β、TGF-β/SMAD
等信号途径发挥作用[8-10]。子宫内膜癌的发病率和病

死率逐年增加,严重威胁女性患者生命健康[11]。大多

数子宫内膜癌患者可选择的治疗手段疗效有限,预后

较差[12]。研究显示,任何组织学的ⅢB期或ⅢC期疾

病以及ⅠA期(伴有肌层浸润)、ⅠB、Ⅱ或ⅢA期浆液

性或透明细胞癌是子宫内膜癌患者预后不良的因

素[13],但是子宫内膜癌的发病机制尚未完全阐明,因
此,了解子宫内膜癌的发病机制对于探索子宫内膜癌

的预防和治疗策略至关重要。PLAC8在子宫内膜癌

中发挥的作用未知,研究PLAC8在子宫内膜癌中发

挥的作用及作用机制,对于探索子宫内膜癌治疗的分

子靶点具有重要意义。
本研究采用IHC检测发现PLAC8蛋白在子宫

内膜癌组织中表达上调,说明PLAC8在子宫内膜癌

中的表达异常,提示PLAC8在子宫内膜癌的发病过

程中可能发挥重要作用,考虑为候选癌基因。同时本

研究发现,PLAC8高表达与患者肿瘤级别高、FIGO
分期Ⅲ~Ⅳ期和Ki67增殖指数>50相关,且PLAC8
高表达的子宫内膜癌患者预后较差,说明PLAC8与

子宫内膜癌恶性进展密切相关,是子宫内膜癌预后不

良的分子标志物,提示PLAC8在子宫内膜癌中发挥

重要的生物学功能,相关研究也显示,肺癌和乳腺癌

组织中PLAC8表达升高,并且PLAC8高表达与肺癌

患者肿瘤大小、组织学分级和淋巴结转移及TNM 分

期呈 正 相 关,高 表 达 PLAC8 的 肺 癌 患 者 预 后 较

差[2-3]。研究显示,PLAC8过表达在体外和体内促进

乳腺癌细胞增殖和迁移并抑制细胞凋亡[3],敲 低

PLAC8的表达导致胰腺神经内分泌肿瘤细胞的增殖

和活力降低[14]。本研究采用shRNA干扰PLAC8的

表达,采用MTS和细胞凋亡试验检测PLAC8是否在

细胞水平影响子宫内膜癌的增殖和凋亡能力,结果显

示敲低PLAC8的表达在体外显著抑制子宫内膜癌细

胞的增殖,促进肿瘤细胞凋亡的发生,表明PLAC8在

子宫内膜癌中发挥促癌基因作用,提示PLAC8是子

宫内膜癌进展中的重要分子。
PLAC8在子宫内膜癌中的作用机制仍需进一步

探讨,细胞凋亡是程序性细胞死亡的主要机制,机体通

过不同的机制维持正常生理和细胞稳态。在肿瘤细胞

中,细胞凋亡受到抑制,细胞恶性增殖失控,从而导致肿

瘤的恶性进展[15]。PLAC8可通过调控不同的信号通

路促进不同的肿瘤恶性表型,既往研究显示,PLAC8通

过调控PI3k/AKT/NF-κB信号通路抑制乳腺癌细胞凋
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亡[3]。PLAC8通过抑制
 

PI3K/AKT/GSK3β信号通路

促进鼻咽癌的放射抗性[9]。HUANG等[10]报道,敲低

PLAC8的表达后,TGF-β/SMAD信号通路失活并抑

制鼻咽癌细胞增殖、伤口愈合、迁移、侵袭及异种移植

物的生长。研究显示,在鼻咽癌细胞中 PLAC8与

AKT共定位,两者可以相互作用,干扰PLAC8的表

达,其可通过抑制AKT/mTOR信号通路抑制细胞增

殖,并促进鼻咽癌细胞的凋亡[5]。AKT/mTOR信号

通路在肿瘤的发生发展中发挥重要作用[6],提示

PLAC8在子宫内膜癌中发挥作用可能是通过调控

AKT/mTOR信号通路实现的,本研究 Western-blot
检测结果显示干扰PLAC8显著抑制子宫内膜癌细胞

中pAKT和pmTOR蛋白的表达。表明干扰PLAC8
的表达显著抑制子宫内膜癌细胞 AKT/mTOR信号

通路,提示PLAC8可能通过激活AKT/mTOR信号

通路在子宫内膜癌中发挥作用,但PLAC8是否通过

直接与 AKT相互作用激活 AKT/mTOR信号通路

进而促进子宫内膜癌的恶性进展本文未进行深入研

究,这也是本课题组后续的研究方向。
综上所述,子宫内膜癌中PLAC8呈高表达,敲低

PLAC8表达能促进癌细胞的凋亡,其机制可能是通

过调控AKT/mTOR信号通路起作用。
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