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　　［摘要］　目的　观察ＰＬＸＤＣ２（ｐｌｅｘｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２）对胃癌侵袭转移的作用，并探讨其机制。
方法　收集ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据库中胃癌患者资料，统计分析 ＰＬＸＤＣ２表达与胃癌临床病理参数及患者
预后的关系。构建ＰＬＸＤＣ２敲低／过表达胃癌细胞，用 Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验和小鼠腹膜转移模型
评估ＰＬＸＤＣ２对胃癌细胞侵袭转移能力的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光检测 ＰＬＸＤＣ２在胃癌中发挥作
用的潜在机制。结果　ＰＬＸＤＣ２在胃癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５），表达水平与组织学分级（Ｐ＜０．０１）、
ＴＮＭ分期（Ｐ＜０．０５）和Ｔ分期（Ｐ＜０．０５）呈正相关关系，与患者预后呈负相关关系（Ｐ＜０．０５）。Ｃｏｘ回归
表明ＰＬＸＤＣ２是影响患者预后的独立危险因素（Ｐ＜０．０５）。沉默 ＰＬＸＤＣ２表达显著抑制胃癌细胞的体
外侵袭（Ｐ＜０．０１）和体内转移（Ｐ＜０．０１）能力，而过表达 ＰＬＸＤＣ２后得到相反的结果。改变 ＰＬＸＤＣ２的
表达相应地改变胃癌细胞中Ｃｄｃ４２的表达和丝状伪足的形成。结论　ＰＬＸＤＣ２通过调控丝状伪足的形
成促进胃癌细胞的侵袭转移，可作为胃癌潜在的预后标志物和治疗靶点。
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　　胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）是常见的恶性肿瘤之一，
其发病率和死亡率在全球癌症中均位列第５位［１］。全

球范围内，以东亚地区的发病率和死亡率最高，其累积

风险分别为 ２．６４％和 １．８４％［２］。我国的恶性肿瘤流
调数据显示，胃癌的发病率和死亡率分别位列第二和

第三［３］。尽管近年来胃癌的诊疗技术已取得明显进

步，但大多数患者在确诊时已发生转移［４］，故胃癌患

者的预后仍然很差［５－６］。因此，深入研究胃癌侵袭转

移的具体机制对于发展新的针对转移的治疗策略、改

善患者预后具有重要意义［５］。

　　ＰＬＸＤＣ２（ｐｌｅｘｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２）由 Ｐｌｘｄｃ２基
因所编码，蛋白结构包含 Ｎｉｄｏｇｅｎ／ｐｌｅｘｉｎ结构域，为单
次跨膜蛋白。该基因于小鼠大脑转接方式的基因捕获

过筛研究中被发现，后因其蛋白结构与肿瘤内皮细胞

标志物７（ｔｕｍｏｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍａｒｋｅｒ７，ＴＥＭ７）相关，故又
被称为 ＴＥＭ７Ｒ（ＴＥＭ７ｒｅｌａｔｅｄ）［７－８］。后续研究发现，
ＰＬＸＤＣ２在神经母细胞的增殖和分化过程中发挥着重
要作用［９］；该分子还充当色素上皮衍生因子（ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ，ＰＥＤＦ）的膜受体而发挥生物学
功能［１０］。近年来，ＰＬＸＤＣ２在肿瘤中的异常表达已引
起人们的关注。在乳腺癌中，ＰＬＸＤＣ２在 ｍＲＮＡ水平
上的高表达与淋巴结转移和疾病进展相关［１１］；在肝癌

中，ＰＬＸＤＣ２在蛋白水平也异常高表达［１２］。亦有报道

发现ＰＬＸＤＣ２的异常表达具有判断外阴鳞状细胞癌患
者不良预后的潜能［１３］，也可被用作区分上皮性卵巢癌

对紫杉醇是否耐药的指标［１４］。新近，有报道表明

ＰＬＸＤＣ２在胃癌间质细胞相关 Ｍ２巨噬细胞内高表
达，可能与胃癌上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）表型和进展相关［１５］。因此，本研究进

一步探讨ＰＬＸＤＣ２在胃癌中的表达、临床病理学意义
及其分子机制，以期为寻找胃癌潜在的预后标志物和

治疗靶点提供依据。

１　材料与方法

１．１　公开数据库数据的应用
　　胃癌免疫组织化学染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ，
ＩＨＣ）图片获取自ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ在线数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ．ｏｒｇ／）。采用在线工具ｃＢｉｏ
Ｐｏｒｔａｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ．ｏｒｇ）下载公共数据库
ＳｔｏｍａｃｈＡｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＴＣＧＡ ＰａｎＣａｎｃｅｒ（ＴＣＧＡ

ＳＴＡＤ，ｈｔｔｐ：／／ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中胃癌患者资
料，共收集患者４４０例，其中具有完整临床资料的３５６
例。借助在线工具 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．
ｃｎ）分析 ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据库中 ＰＬＸＤＣ２在胃癌和癌
旁组织中表达量的差异。并从 ＮＣＢＩＧＥＯｄａｔａｂａｓｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）中检索到 ３个
含有胃癌与癌旁资料的数据集：ＧＳＥ５４１２９（ｎ＝１３２）、
ＧＳＥ６３０８９（ｎ＝９０）和 ＧＳＥ６５８０１（ｎ＝６４），使用 ＧＥＯ２Ｒ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／ｇｅｏ２ｒ／）在线工
具进行分析。设置阈值条件：｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞２，ａｄｊｕｓｔＰ
ｖａｌｕｅ＜０．０５［１６］。此外，采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ在线
工具（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）分析
ＰＬＸＤＣ２表达量与患者总生存率、无病生存率和进展
后生存率之间的关系（２２７９９５＿ａｔ）。
１．２　细胞培养
　　胃癌 ＳＣＧ７９０１细胞系购自中科院上海细胞库。
培养基：完全培养基 ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ）＋１０％ＦＢＳ
（Ｇｉｂｃｏ）。培养条件：相对湿度 ９５％、５％ＣＯ２、３７℃恒
温培养箱。

１．３　稳定敲低／过表达ＰＬＸＤＣ２胃癌细胞系的构建
　　ＰＬＸＤＣ２敲低和过表达慢病毒载体的构建、测序、
质粒抽提以及慢病毒包装分别委托吉玛公司和上海生

博公司完成。ｓｈＰＬＸＤＣ２序列和对照序列见表 １。
ＰＬＸＤＣ２过表达序列为 ＮＭ＿０３２８１２．９。慢病毒转染细
胞后，以３μｇ／ｍＬ嘌呤霉素（上海生工）筛选稳定细胞株。
１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测
　　细胞经ＴＲＩｚｏｌ裂解液（碧云天）裂解后，按照说明
书提取总 ＲＮＡ。测定浓度后，使用逆转录试剂盒
（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０３６Ｑ）和 ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ，
ＲＲ０６６Ａ）进行 ｑＲＴＰＣＲ反应。以 ２－ΔΔＣｔ法计算各基
因相对表达量。引物序列见表２。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集细胞后加入含有 １ｍｍｏｌ／Ｌ蛋白酶抑制剂
ＲＩＰＡ蛋白裂解液（碧云天，Ｐ００１３Ｋ），冰上裂解
３０ｍｉｎ，４℃离心后 ＢＣＡ法测定上清液中蛋白浓度。
１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离蛋白后经湿转法转至
ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉于室温封闭 １ｈ，然后滴加
一抗 溶 液 ［ＰＬＸＤＣ２（１∶２０００，Ａｂｃａｍ，ａｂ６７２２６）；
Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ（１∶１０００，ＣＳＴ，３５０３Ｓ）；肌动蛋白成核和聚合
抗体试剂盒（１∶１０００，ＣＳＴ，８６０６Ｔ）；βａｃｔｉｎ（１∶５０００，
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表１　敲低ＰＬＸＤＣ２的ｓｈＲＮＡ序列和对照（Ｍｏｃｋ）序列

名称 序列

ｓｈＰＬＸＤＣ２１ 正向 ５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＧＧＡＧＴＴＡＴＧＴＴＡＣＴＴＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＡＡＡＧＴＡＡＣＡＴＡＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′
反向 ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＴＡＴＧＴＴＡＣＴＴＴＧＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＣＡＡＡＧＴＡＡＣＡＴＡＡＣＴＣＣＴＧＣＧ３′

ｓｈＰＬＸＤＣ２２ 正向 ５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＣＡＴＣＧＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＴＴＣＧＡＴＧＴＡＣＧＡＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＧ３′
反向 ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＣＡＴＣＧＡＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＴＣＧＡＴＧＴＡＣＧＡＣＴＴＣＴＣＣＧ３′

Ｍｏｃｋ 正向 ５′ＧＡＴＣＣＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＴＴＴＴＧ３′
反向 ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧ３′

Ａｂｃａｍ，ａｂ８２２６）］，４℃孵育过夜后室温孵育二抗溶液
１ｈ，经ＥＣＬ显影液显色后观察。βａｃｔｉｎ为内参照。

表２　ｑＲＴＰＣＲ序列
基因 序列

ＰＬＸＤＣ２ 正向 ５′ＣＣＡＧＴＴＴＣＡＧＴＴＣＧＣＣＧＡＴＧ３′
反向 ５′ＴＧＴＣＴＡＣＣＧＣＣＴＴＧＡＧＡＡＡＧＴ３′

βａｃｔｉｎ 正向 ５′ＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′
反向 ５′ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴ３′

１．６　Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验
　　２４孔板内安置 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，
美国），微孔膜预先用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ＢＤ，美国）包被
（ＲＰＭＩ１６４０∶Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶＝２∶１，１０μＬ／孔）。培养细胞
经Ａｃｃｕｔａｓｅ消化后，以无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基制成
单细胞悬液，并调整细胞数为５×１０５／ｍＬ。吸取２００μＬ
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，下室中添加６００μＬ完全培养基，
于细胞培养箱中培养２４ｈ。取出小室，４％多聚甲醛溶
液固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色３０ｍｉｎ。棉拭子擦掉微孔
膜上层未侵袭细胞，显微镜下计数侵袭细胞并采图。

１．７　小鼠腹膜转移模型
　　实验所用ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠购自重庆恩斯维尔生物
科技有限公司，雌性，４～６周龄，体质量（２０±２）ｇ，通过
完全随机分组法分为敲低／Ｍｏｃｋ以及过表达／对照４组，
每组６只。Ａｃｃｕｔａｓｅ酶消化培养细胞，以 ＰＢＳ制成单
细胞悬液，调整细胞数为１×１０６／ｍＬ，按２００μＬ／只（２×
１０５／只）接种于小鼠腹腔内。５周后断颈处死小鼠，检
查腹膜转移灶形成情况，计数和采图，并进行转移灶的

ＨＥ染色，以确定其胃癌细胞来源。
１．８　免疫荧光染色（ＩＦ）
　　铺置盖玻片于２４孔板中，滴加０．５ｍＬ细胞悬液
（１×１０５细胞），于细胞培养箱内培养６～８ｈ后，用４％
多聚甲醛溶液固定，制成细胞爬片。细胞爬片经

０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液破膜１５ｍｉｎ，山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ，
润洗后滴加新鲜配置的鬼笔环肽（１∶２０，ＣＳＴ，８９５３Ｓ）
溶液，３７℃孵育１ｈ，再以 ＤＡＰＩ（碧云天，Ｃ１００５）染核
１０ｍｉｎ后封片，激光共聚焦显微镜下观察并采图。
１．９　统计学分析
　　所有实验至少重复３次。采用 ＳＰＳＳ或 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示。两组间的比较采用
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法用于生存分析，并

以对数秩检验比较生存率。使用风险比（ＨＲ）和９５％
置信区间（ＣＩ）评估ＰＬＸＤＣ２表达与总生存率、无病生
存率和进展后生存率之间的相关性。Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验
用于评估胃癌患者ＰＬＸＤＣ２表达与临床病理参数之间
的关系。Ｃｏｘ回归用于单因素和多因素生存分析，以
确定显著相关变量中的独立危险因素。Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＬＸＤＣ２在胃癌组织中高表达
　　从ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ数据库中获取胃癌免疫
组织化学染色（ＩＨＣ）结果显示，ＰＬＸＤＣ２在胃癌细胞内
染色明显，主要存在于细胞的胞浆和胞膜（图１Ａ）。利
用ＧＥＰＩＡ在线工具分析ＴＣＧＡ数据库中ＰＬＸＤＣ２在胃
癌组织和癌旁组织中ｍＲＮＡ表达情况，结果显示ＰＬＸ
ＤＣ２在胃癌组织中的表达量显著高于癌旁组织（Ｐ＜
０．０５，图１Ｂ）。进一步对ＮＣＢＩＧＥＯ数据库中的３个独
立数据集进行分析，结果与ＴＣＧＡ数据库资料分析结果
相一致，包括ＧＳＥ５４１２９（Ｐ＜０．０１）、ＧＳＥ６３０８９（Ｐ＜０．０１）
和ＧＳＥ６５８０１（Ｐ＜０．０１），见图１Ｃ。
２．２　胃癌组织中ＰＬＸＤＣ２的表达与临床资料的关系
　　从 ＳｔｏｍａｃｈＡｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＴＣＧＡＰａｎＣａｎｃｅｒ数
据库中获取 ３５６例具有完整临床资料和 ＰＬＸＤＣ２
ｍＲＮＡ表达水平的胃癌患者。采用ＳＰＳＳ绘制ＲＯＣ曲
线确定ＰＬＸＤＣ２相对表达量的ｃｕｔｏｆｆ值为２３９．０７９６，
将相对表达量≥２３９．０７９６的患者定义为 ＰＬＸＤＣ２高
表达（ＰＬＸＤＣ２ｈｉｇｈ），其余患者被定义为 ＰＬＸＤＣ２低表
达（ＰＬＸＤＣ２ｌｏｗ）。卡方检验结果显示，ＰＬＸＤＣ２表达量
与组织学分级（Ｐ＜０．０１）、ＴＮＭ分期（Ｐ＜０．０５）和 Ｔ分
期（Ｐ＜０．０５）呈正相关关系，而与患者年龄、性别和肿
瘤部位无显著相关性（表３）。
　　进一步以ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析评估ＰＬＸＤＣ２表
达水平与胃癌患者预后之间的关系，结果表明 ＰＬＸ
ＤＣ２ｈｉｇｈ胃癌患者的总生存率、无病生存率和进展后生
存率均显著低于 ＰＬＸＤＣ２ｌｏｗ患者（Ｐ＜０．０５，图２Ａ～Ｃ）。
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ在线工具的分析结果与 ＴＣＧＡ
ＳＴＡＤ数据库资料生存分析结果相一致（图２Ｄ～Ｅ）。
　　单因素和多因素 Ｃｏｘ回归分析 ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据
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库数据，结果显示 ＰＬＸＤＣ２表达量是影响胃癌患者总
生存率的独立危险因素（Ｐ＜０．０５，表４）。
２．３　ＰＬＸＤＣ２促进胃癌细胞体外侵袭和体内转移
　　采用慢病毒方法，以胃癌细胞系 ＳＣＧ７９０１建立稳
定敲低／过表达 ＰＬＸＤＣ２的细胞模型（图 ３Ａ、Ｂ）。
Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果发现，与对照组比较，
敲低 ＰＬＸＤＣ２显著降低 ＳＣＧ７９０１细胞的体外侵袭能
力（Ｐ＜０．０１），而过表达ＰＬＸＤＣ２则显著增强其体外侵

袭能力（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ、Ｂ）。为进一步检测 ＰＬＸＤＣ２
对胃癌细胞体内转移能力的影响，构建了小鼠腹膜转

移模型。结果显示，沉默 ＰＬＸＤＣ２的 ＳＣＧ７９０１细胞所
致小鼠腹膜转移灶的数目明显少于对照组（Ｐ＜０．０１），
而过表达 ＰＬＸＤＣ２则得到相反的结果（Ｐ＜０．０１，
图４Ｃ、Ｄ）。ＨＥ染色证实了小鼠腹膜转移灶的胃癌细
胞来源（图４Ｅ）。以上结果表明，ＰＬＸＤＣ２是调控胃癌
细胞体外侵袭和体内转移能力的重要分子。
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Ａ：ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ数据库中２例患者胃癌组织ＩＨＣ代表性图片；Ｂ：ＴＣＧＡ数据库中胃癌组织和癌旁组织ＰＬＸＤＣ２ｍＲＮＡ
的表达；Ｃ：ＧＳＥ５４１２９、ＧＳＥ６３０８９和ＧＳＥ６５８０１数据集中胃癌组织和癌旁组织ＰＬＸＤＣ２ｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，与癌旁组织比较

图１　ＰＬＸＤＣ２在胃癌组织及癌旁组织中的表达

表３　ＰＬＸＤＣ２表达与胃癌患者临床病理特征之间的关系 ［例（％）］

ＰＬＸＤＣ２
临床病理特征 ｎ χ２值 Ｐ值

低表达 高表达

诊断年龄ａ／岁 １．１１５ ０．２９１
　＜６８ １８７ ８８（４７．１） ９９（５２．９）
　≥６８ １６９ ８９（５２．７） ８０（４７．３）
性别 ０．１４６ ０．７０３
　男 ２２５ １１２（４９．８） １１３（５０．２）
　女 １３１ ６５（４９．６） ６６（５０．４）
组织学分级 ２２．４０７ ０．０００
　Ｇ１＋２ １２６ ８４（６６．７） ４２（３３．３）
　Ｇ３ ２３０ ９３（４０．４） １３７（５９．６）
ＴＭＮ分期 ８．１５２ ０．０４３
　Ⅰ ４６ ３１（６７．４） １５（３２．６）
　Ⅱ １１３ ５６（４９．６） ５７（５０．４）
　Ⅲ １６０ ７６（４７．５） ８４（５２．５）
　Ⅳ ３７ １４（３７．８） ２３（６２．２）

ＰＬＸＤＣ２
临床病理特征 ｎ χ２值 Ｐ值

低表达 高表达

Ｔ分期 ６．０２１ ０．０４９
　Ｔ１＋Ｔ２ ９２ ５１（５５．４） ４１（４４．６）
　Ｔ３ １６５ ８７（５２．７） ７８（４７．３）
　Ｔ４ ９９ ３９（３９．４） ６０（６０．６）
Ｎ分期 ０．８５７ ０．８３６
　Ｎ０ １１０ ５８（５２．７） ５２（４７．３）
　Ｎ１ ９８ ４９（５０．０） ４９（５０．０）
　Ｎ２ ７４ ３６（４８．６） ３８（５１．４）
　Ｎ３ ７４ ３４（４５．９） ４０（５４．１）
肿瘤部位 ７．１７７ ０．０６６
　贲门 ８７ ５４（６２．１） ３３（３７．９）
　胃底 ４６ １９（４１．３） ２７（５８．７）
　胃体 ８１ ３７（４５．７） ４４（５４．３）
　幽门窦 １３０ ６３（４８．５） ６７（５１．５）

ａ：胃癌好发于６５～７４岁的人群，中位数为６８岁

７７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）
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图２　ＰＬＸＤＣ２在胃癌组织的表达量与患者预后呈负相关
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Ａ：验证ＰＬＸＤＣ２在胃癌ＳＣＧ７９０１细胞中的敲低效率　１：ＷＴ；２：Ｍｏｃｋ；３：ｓｈＰＬＸＤＣ２；Ｂ：验证ＰＬＸＤＣ２在胃癌ＳＣＧ７９０１细胞
中的过表达效率　１：ＷＴ；２：Ｃｔｒｌ；３：ＯＥＰＬＸＤＣ２

图３　ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＬＸＤＣ２敲低／过表达效率

表４　Ｃｏｘ回归分析胃癌患者总生存率
单因素分析 多因素分析

预测变量
Ｐ值 ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ值 ＨＲ（９５％ＣＩ）

ＰＬＸＤＣ２表达量 ０．００３ １．００１（１．０００～１．００１） ０．００１ １．００１（１．０００～１．００２）
年龄（年） ０．０３１ １．４４３（１．０３４～２．０１４） ０．０００ １．８６２（１．３１７～２．６３２）
性别 ０．１０３ ０．７４０（０．５１５～１．０６３） － －
组织学分级 ０．０５９ １．３７８（０．９８８～１．９２１） － －
ＴＭＮ分期 ０．０００ １．５９７（１．２９５～１．９７１） ０．０００ １．７５５（１．４００～２．１９９）
Ｔ分期 ０．００８ １．３３２（１．０７９～１．６４４） － －
Ｎ分期 ０．０００ １．３４９（１．１６１～１．５７６） － －
肿瘤部位 ０．００３ １．００１（１．０００～１．００１） ０．００１ １．００１（１．０００～１．００２）

２．４　ＰＬＸＤＣ２促进胃癌细胞丝状伪足形成
　　为探究ＰＬＸＤＣ２促进胃癌细胞侵袭和转移是否与

影响细胞伪足形成有关，使用肌动蛋白成核和聚合抗

体试剂盒进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果显示，敲低ＰＬＸＤＣ２
的胃癌细胞中 ＷＡＶＥ２、ＮＷＡＳｐ、Ａｒｐ２／３、Ｃｄｃ４２和
Ｐｒｏｆｉｌｉｎ蛋白水平均降低，而过表达 ＰＬＸＤＣ２的胃癌细
胞中这些蛋白表达增高（图５Ａ）。进一步在激光共聚
焦显微镜下观察 ＰＬＸＤＣ２对胃癌细胞 ＳＣＧ７９０１丝状
伪足形成的影响，发现敲低 ＰＬＸＤＣ２的胃癌细胞中丝
状伪足显著减少，而过表达的胃癌细胞内丝状伪足显

著增多（图５Ｂ）。表明ＰＬＸＤＣ２可能通过调控Ｃｄｃ４２的
表达而促进胃癌细胞丝状伪足形成，进而促进胃癌细

胞侵袭和转移。

８７７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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A

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｍｏｃｋ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｔｒｌ组比较
Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测敲低ＰＬＸＤＣ２抑制胃癌细胞ＳＣＧ７９０１的侵袭能力；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测过表达ＰＬＸＤＣ２增加胃
癌细胞ＳＣＧ７９０１的侵袭能力；Ｃ：ＰＬＸＤＣ２敲低小鼠腹膜转移模型图像及统计分析；Ｄ：ＰＬＸＤＣ２过表达小鼠腹膜转移模型图像
及统计分析；Ｅ：ＨＥ染色观察小鼠腹膜转移瘤胃癌细胞形态

图４　ＰＬＸＤＣ２促进胃癌细胞侵袭转移

９７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）
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观察；下排图为上排图方框放大１６倍

图５　ＰＬＸＤＣ２促进胃癌细胞丝状伪足形成

３　讨论

　　侵袭和转移是胃癌的重要恶性生物学行为，其潜
在机制仍有待阐明。虽然ＰＬＸＤＣ２在肿瘤中的作用尚
未完全明了，但一些研究已将 ＰＬＸＤＣ２与肿瘤的转移
和进展联系起来，例如乳腺癌［１１］和外阴鳞状细胞

癌［１３］。本研究证明 ＰＬＸＤＣ２是促进胃癌侵袭转移的
重要分子，其表达水平与胃癌患者临床病理参数呈正

相关，包括组织学分级、ＴＮＭ分期和Ｔ分期，但不包括
Ｎ分期。虽然结果显示 ＰＬＸＤＣ２表达量与 Ｎ分期的
相关性没有统计学意义，但观察 Ｎ分期中各亚组内
ＰＬＸＤＣ２ｈｉｇｈ的百分比可以发现，随着转移淋巴结数量
的增多，ＰＬＸＤＣ２的表达量也逐步升高。产生这一结
果的原因可能是数据库中病例数不足，或者术后清数

淋巴结操作欠完善。生存分析结果显示ＰＬＸＤＣ２的表
达与患者总生存率、无病生存率和进展后生存率呈负

相关，而且是影响患者预后的独立危险因素。

　　肿瘤细胞转移时要调控其运动相关结构，向前拓
展胞膜，形成突起结构［１７］。现已知的该结构主要包含

板状伪足、丝状伪足和侵袭性伪足［１８－１９］。在板状伪足

和丝状伪足内，肌动蛋白聚合物推动胞膜向前移动；而

在侵袭性伪足内，肌动蛋白聚合物与胞外基质金属蛋

白酶结合，降解胞外基质，为细胞穿透基质建立通

路［２０］。这些结构都是由特殊的肌动蛋白成核因子调

节肌动蛋白组装而成［１８］。本研究采用 ＡｃｔｉｎＮｕｃｌｅａ
ｔｉｏｎａｎｄＰｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎＡｎｔｉｂｏｄｙＳａｍｐｌｅｒ试剂盒评估
ＰＬＸＤＣ２对肌动蛋白成核和聚合的影响，结果表明
ＰＬＸＤＣ２敲低会降低 ＷＡＶＥ２、ＮＷＡＳｐ、Ａｒｐ２／３、
Ｃｄｃ４２和Ｐｒｏｆｉｌｉｎ蛋白水平，而过表达 ＰＬＸＤＣ２会提高

这些分子蛋白水平。Ｃｄｃ４２是第一个发现可诱导丝状
伪足形成的ＲｈｏＧＴＰａｓｅ，是启动丝状伪足形成的重要
调控分子［２１］。Ｃｄｃ４２能募集 ＩＲＳｐ５３（ＩＢＡＲ蛋白）、
ｍＤｉａ２和 ＮＷＡＳｐ，通过激活 ＷＡＳＰ和 ＮＷＡＳｐ诱导
Ａｒｐ２／３复合物依赖性肌动蛋白丝成核。在肿瘤细胞
内，丝状伪足密度的增加被视为侵袭性癌细胞的特征

之一［２２］。比如在骨肉瘤中，抑制丝状伪足的形成可减

弱细胞转移［２３］；在乳腺癌内，增加丝状伪足形成会增

强乳腺癌细胞迁移［２４］。本研究发现，ＰＬＸＤＣ２是调控
胃癌细胞丝状伪足形成的重要分子，敲低 ＰＬＸＤＣ２会
减弱丝状伪足的形成，进而导致胃癌细胞转移能力降

低；过表达ＰＬＸＤＣ２则结果相反。
　　综上所述，本研究证明 ＰＬＸＤＣ２在胃癌组织中高
表达，其表达水平与组织学分级、ＴＮＭ分期和 Ｔ分期
呈正相关，与患者预后呈负相关，其表达量是影响患者

预后的独立危险因素。敲低ＰＬＸＤＣ２可显著抑制胃癌
细胞体外侵袭和体内转移能力，过表达 ＰＬＸＤＣ２则导
致相反的结果，其机制可能为 ＰＬＸＤＣ２通过调控
Ｃｄｃ４２的表达促进丝状伪足的形成，进而促进了胃癌
细胞的侵袭和转移。本研究揭示了ＰＬＸＤＣ２在胃癌中
高表达的临床病理学意义，探讨了其调控丝状伪足形

成而促进胃癌细胞侵袭转移的可能分子机制，提示

ＰＬＸＤＣ２可用作胃癌的潜在预后标志物和治疗靶点。
志谢　感谢陆军军医大学第一附属医院病理学研究所崔有宏
教授的支持和指导，感谢王艳霞、向东方、颜泽萱等老师在实验

中给予的支持和帮助
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