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·基础研究·

上皮性卵巢癌中 TFAP2A对 hTERT表达的调节及其机制研究 *

沈方倩 隋晓馨 何乐伟 曹 莹 席晓薇△

（上海交通大学附属第一人民医院妇产科 上海 200000）

摘要 目的：探讨在上皮性卵巢癌中 TFA2A对 hTERT表达的调节和作用机制。方法：采用免疫组织化学方法检测 TFAP2A和

hTERT蛋白在卵巢正常、交界及上皮性卵巢癌组织中的表达，采用Western Blot和 qRT-PCR技术检测 hTERT在敲减 TFAP2A

基因的 SKOV3、CAOV3细胞中的表达水平、检测 hTERT在过表达 TFAP2A基因的 HO8910细胞中的表达水平。在干扰 TFAP2A

的 CAOV3细胞中或过表达 TFAP2A的 HO8910细胞中分别加入 PI3K/AKT信号通路激动剂 740-YP或抑制剂 LY294002，检测

相关蛋白表达变化，探讨 TFAP2A、hTERT与 PI3K/AKT信号通路的关系。结果：TFAP2A在 71.88%的上皮性卵巢癌组织中呈高

表达，hTERT在 78.12%的上皮性卵巢癌组织中呈高表达；将 hTERT和 TFAP2A的免疫组化评分行 Pearson相关性分析，两者间

相关系数 r=0.78，P＜0.001。Western Blot和 qRT-PCR的结果均显示，在 SKOV3和 CAOV3卵巢癌细胞中，敲减 TFAP2A后，

hTERT的表达均明显下降，而在 HO8910卵巢癌细胞中，增强 TFAP2A基因表达后，hTERT的表达均明显上升。在 CAOV3和

HO8910处理细胞中，分别使用 PI3K/AKT信号通路激动剂 740-YP或阻滞剂 LY294002处理后，Western Blot检验 hTERT 和

PI3K/AKT通路蛋白的表达，发现激动剂 740-YP或阻滞剂 LY294002可以逆转敲减或过表达 TFAP2A引发的 PI3K/AKT通路蛋

白表达下调或上调，但不能逆转 hTERT蛋白表达下调或上调。结论：在卵巢肿瘤组织中，TFAP2A和 hTERT在上皮性卵巢癌组织

中均呈高表达，且 hTERT的表达和 TFAP2A成正相关，在上皮性卵巢癌细胞中 TFAP2A可调节 hTERT的表达，且 TFAP2A对

hTERT的表达的调节不经由 PI3K/AKT通路。
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TFAP2A Might Active hTERT in EOC Cells without through PI3K/AKT
Signaling Pathway in Epithelial Ovarian Cancer*

To investigate the regulation and mechanism of TFA2A on hTERT expression in epithelial ovarian cancer.

We detected the expression level of TFAP2A and hTERT in normal ovarian epithelial tissues, borderline ovarian tumor tissues

as well as epithelial ovarian cancer tissue by an IHC assay. The expression of TFAP2A gene in CAOV3 and SKOV3 cell lines were si-

lenced by using small interfering RNA technique.The expression of TFAP2A in HO8910 cell line were overexpressed by overexpression

plasmid. Western Blot and qRT-PCR were used to test the expression of hTERT in TFAP2A-silenced SKOV3 and CAOV3 cells or

TFAP2A-overexpressed HO8910 cells. The relationship between TFAP2A, hTERT and PI3K/AKT signaling pathways was explored by

using the agonist 740-YP and inhibitor LY294002 of the PI3K/AKT signalling pathway in TFAP2A-silenced CAOV3 cells or in

TFAP2A-overexpressed HO8910. By immunohistochemistry assays, we found that TFAP2A was highly expressed in 71.88%

epithelial ovarian cancer tissues, as well as hTERT was highly expressed in 78.12% of epithelial ovarian cancer tissues. By Pearson cor-

relation analysis, We also found that the expression levels of hTERT were consistent with TFAP2A in different ovarian tissues, and the

correlation coefficient was 0.78. Western Blot and qRT-PCR showed that the expression levels of hTERT was significantly decreased in

TFAP2A-silenced CAOV3 and SKOV3 cells, while it was increased in TFAP2A-overexpressed HO8910. Western Blot showed that the

hTERT would not significantly increased or decreased as the PI3K/AkT proteins after using PI3K/AkT signaling pathway agonist 740-YP

or blocker LY294002. TFAP2A up-regulates hTERT expression in epithelial ovarian cancer cells do not by way of

PI3K/AKT signaling.
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前言

转录因子增强子结合蛋白 -2琢（Transcription factor activat-
ing enhancer binding protein 2 alpha，TFAP2a），也称 AP-2a（acti-

vating enhancer binding protein 2 alpha，AP-2a），与 AP-2b，g，啄
和 着同为 AP-2家族的成员[1]。AP-2家族成员具有多种生物学

功能，参与细胞信号转导，胚胎发育、细胞增殖以及细胞凋亡过

程[2,3]。TFAP2A通过 COOH-末端内的 DNA结合域与富含 CG

的序列结合，调控下游基因的转录[3]。TFAP2A主要参与胚胎发

育和某些特定组织中细胞增殖以及细胞凋亡和干细胞分化的

调节[4-6]，TFAP2A还与多种肿瘤相关，在脑胶质瘤、胃癌、胆管

癌、乳腺癌、结直肠癌等多种肿瘤细胞中高表达，调控肿瘤的增

殖与凋亡[7-10]。

端粒是线性染色体上的特殊末端结构，由美国遗传学家

Hermann J. Muller于 1938年首次从果蝇细胞中发现[11,12]；端粒

由重复性的 DNA序列和特殊的端粒结合蛋白所组成，是存在

于线性染色体末端的保护性 "帽子 "，能够加强染色体的稳定

性[13]。端粒的长度随细胞的多次分裂而逐渐缩短，与细胞的增

殖衰老息息相关。端粒的长短受到端粒酶逆转录酶的调节。端

粒酶逆转录酶（Telomerase reverse transcriptase，hTERT）是一种

核糖核蛋白聚合酶，通过添加端粒重复 TTAGGG来维持端粒

末端的长度[14]。端粒酶逆转录酶由具有逆转录酶活性的该基因

编码的蛋白质组分和作为端粒重复模板的 RNA组分组成。端

粒酶的表达在细胞增殖衰老的调控中起关键作用。hTERT在

正常成体细胞中表达受到抑制，而在多种肿瘤组织及细胞中高

表达[13-15]。在体细胞中 hTERT表达的失调很可能参与了肿瘤发

生和发展。

既往研究表明在多种肿瘤细胞中，hTERT 的转录受到

TFAP2A及其同家族蛋白 TFAP2B的调节[16]。因此我们推测，

在上皮性卵巢癌中，TFAP2A能够调节 hTERT，进而影响端粒

酶逆转录酶的功能。本次实验中，我们使用免疫组化技术检验

TFAP2A和 hTERT在卵巢癌组织中的表达情况，使用 Western

Blot和 qRT-PCR检验 hTERT 在敲减或过表达 TFAP2A的上

皮性卵巢癌细胞中的表达水平，由此进一步探究 TFAP2A与

hTERT的关系。在干扰 TFAP2A的 CAOV3细胞中或过表达

TFAP2A 的 HO8910 细胞中分别加入 PI3K/AKT 信号通路激

动剂 740-YP或抑制剂 LY294002，在培养 24h后提取蛋白，检

测 TFAP2A、PI3K/AKT 信号通路相关蛋白（PI3K、P-PI3K 和

AKT）与 hTERT蛋白的表达水平，由此进一步探究 TFAP2A、

hTERT与 PI3K/AKT信号通路的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

卵巢癌细胞株 SKOV3、CAOV3和 HO8910为上海市第一

人民医院妇产科实验室保存，引进于 ATCC细胞库。胎牛血清

（GIBCO公司）、DMEM/F12培养基（GIBCO公司）、青霉素 链

霉素溶液（100× ，GIBCO公司）；0.25%胰蛋白酶 +0.02%乙二

胺四乙酸（EDTA）（GIBCO公司）；SDS-PAGE凝胶配制试剂

盒（上海碧云天生物有限公司）；anti-TFAP2A、anti-hTERT（美

国 ABCAM公司），anti-P-PI3K、anti-AKT（美国 Proteintech公

司），anti-GAPDH（Proteintech公司）、二抗（上海碧云天生物有

限公司）；RT-PCR试剂盒（日本 TaKaRa公司）。鼠 /兔通用型

免疫组化试剂盒 (基因科技（上海）有限公司 )，TFAP2A、

hTERT、GAPDH引物（上海 BioTNT公司）。

临床组织标本来源于我院妇产科，2014年 1月至 2017年

12月因卵巢肿瘤手术切除的标本。本次研究共收集了 41例标

本，其中 6例良性卵巢肿瘤组织标本，3例交界性卵巢肿瘤组

织标本，和 32例上皮性卵巢恶性肿瘤组织标本。所有卵巢组织

取材后脱水、以石蜡包埋保存。上海交通大学附属第一人民医

院医学伦理学委员会批准了本实验的进行。所有患者均同意术

中取材并签署了知情同意书。

1.2 仪器

石蜡切片机（FINESSE 325，Thermo Fisher Scientific 公

司）、摊片烤片机（常州雅博电子设备有限公司）、通风橱

（Texlab，上海天立来实验设备有限公司）、双目倒置显微镜

（Olympus公司）；细胞二氧化碳细胞培养箱（MCO-17A1C，日

本 Nikon公司）；超净工作台（上海净化设备厂）；Western blot

电泳槽、转膜槽（Tanon公司）；Tanon 5200化学发光成像系统

（Tanon 公司）；Real-time PCR 仪器（美国 Allied Biosystems

公司）。

1.3 方法

1.3.1 卵巢癌细胞传代培养 卵巢癌细胞 SKOV3、CAOV3和

HE8910使用加入 1%双抗（100 U/mL青霉素 /链霉素）和 10%

胎牛血清的 DMEM/F12完全培养基在 37℃、5% CO2恒温培养

箱中培养，肿瘤细胞生长培养皿面积的 75%-85%时，以 0.25%

的胰酶（含有 0.02% EDTA）消化，并传代培养。

1.3.2 免疫组化检测检测 TFAP2A和 hTERT表达水平 采用

免疫租化 SP法检测 TFAP2A和 hTERT蛋白在卵巢正常组织、

交界肿瘤和上皮性卵巢癌组织中的表达，步骤：将包埋好的组

织切片、干燥，置于 60℃烘箱 6 h，于通风橱中将切片依次浸泡

于二甲苯脱去蜡质。按顺序放于无水乙醇 10 min，无水乙醇

10 min，95%乙醇 5 min，80%乙醇 5 min，和 70%乙醇 5 min。自

70%酒精拿出后 PBS溶液浸洗 5 min× 3次；切片柠檬酸盐缓

冲液于高压锅中加热至沸腾 8 min，自然冷却至室温修复抗原，

3%甲醇 -H2O2溶液清除内生性过氧化物酶，0.3%Triton溶液提

高细胞核膜通透性，10%山羊血清封闭，PBS溶液 1:40比例稀

释一抗滴加于切片上，4℃孵育过夜，第二天滴加 HRP标记聚

合物（抗鼠 /兔），室温孵育 30 min，DAB显色，蒸馏水终止显

色反应；苏木素中复染 4 min，蒸馏水终止染色；1%盐酸酒精分

化 2 s，流水返蓝 15 min；脱水，中性树脂封片，显微镜下观察，

拍照，统计。

1.3.3 TFAP2A在 SKOV3、CAOV3细胞中的敲减，在 H08910

中过表达 小干扰 RNA（siRNA）由广州拓然生物科技有限公

司合成，以 LIPO3000转染剂进行转染，在高表达 TFAP2A 的

SKOV3 细胞系和 CAOV3 细胞系中沉默敲减 TFAP2A 的表

达。TFAP2A的过表达重组质粒由上海市吉凯基因有限公司设
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Note: an SI>= 8 ware defined as high expression ,and those with an SI < 8 ware define as low expression.

计构建，同样以 LIPO3000转染剂进行转染，在低表达 TFAP2A

的 HO8910 细胞系中过表达 TFAP2A。通过 Western blot 和

RT-PCR技术分别检测转染后的卵巢癌细胞中的 TFAP2A 和

hTERT蛋白表达和 mRNA表达水平。

1.3.4 PI3K/AKT信号通路激动剂 740-YP和抑制剂 LY294002

处理细胞 CAOV3或 HO8910细胞分别均匀接种于六孔板，

分为对照组、干扰组及过表达组和药物处理组，对照组不处理，

在干扰组和药物处理组的 CAOV3 用小干扰 RNA沉默敲减

TFAP2A的表达，在 HO8910细胞系中用 TFAP2A的过表达重

组质粒过表达 TFAP2A。转染 24 h后，处理组 CAOV3中加入

740-YP，处理组 HO8910中加入 LY294002，未加入 740-YP或

LY294002的对照组、干扰组，分别加入同等剂量的 DMSO或

消毒去离子水，培养 24 h。

1.3.5 RT-PCR检测卵巢癌细胞中 hTERT表达水平 将处理

后的 SKOV3，CAOV3 和 HO8910 细胞用 1 mL Trizol 冰上溶

解。在冰上依次用氯仿、异丙醇、无水乙醇进行处理提取细胞

RNA，溶解所得的 RNA，分光光度计测定浓度，使用逆转录试

剂盒将所得 mRNA反转录为 cDNA。本实验中用到的引物由

上海 BioTNT公司合成。以所得 cDNA为模板，检测 TFAP2A

和 hTERT的 mRNA水平表达。

1.3.6 Western-blot 检测 待检测的蛋白上样后，经 10%

PAGE胶电泳，再膜转 1.5 h，以 10%脱脂奶粉封闭抗原 45 min，

分别滴加兔源性 TFP2A、hTERT、anti-P-PI3K、anti-AKT、鼠源

性 GAPDH于 4℃摇床孵育过夜，次日 PBS清洗后与兔或鼠二

抗在室温下孵育 1 h，PBS清洗后显影拍照。

1.4 统计方法

应用 SPSS20.0对数据进行统计分析，两组间采用 t检验，

P<0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 hTERT与 TFAP2A在上皮性卵巢癌组织中的表达

在正常卵巢组织，卵巢交界性肿瘤及上皮性卵巢癌标本

中，使用免疫组化技术检测同标本同区域的 TFA2A和 hTERT

的蛋白表达情况（表 1，图 1 A）。在 6例卵巢正常组织标本中，

TFAP2A和 hTERT均为低表达。在 3例卵巢交界性肿瘤组织

标本中，有 1例 TFAP2A和 hTERT均为高表达；在 32例上皮

性卵巢癌组织标本中，TFAP2A高表达在其中 23例中高表达，

hTERT在其中 25例中高表达；TFA2A和 hTERT在上皮性卵

巢癌中均呈高表达趋势（图 1，P<0.05）。以各标本的 hTERT和

TFAP2A 的免疫组化分值分别为 x,y 值建立散点图并进行

Pearson相关性分析，hTERT与 TFAP2A在卵巢组织中的表达

呈正相关（R= 0.780，P<0.001，图 1B）。

表 1 TFAP2A和 hTERT在不同卵巢组织中高表达情况

Table 1 TFAP2A and hTERT expression in different ovarian tissues

Tissue Type Total TFP2A high level (%) hTERT high level (%) P value

Normal6 0 0

Borderline tumor 3 2(66.67) 2(66.67) <0.05

Epithelial cancer 32 23 (71.88%) 25 (78.12%) <0.05

2.2 hTERT 与 TFAP2A 在上皮性卵巢癌细胞中的表达呈正

相关

用 Western Blot 和 qRT-PCR 实验检测不同处理组中

TFAP2A和 hTERT的表达水平。Western Blot实验结果显示在

SKOV3细胞系和 CAOV3细胞系中应用小干扰 RNA敲减沉

默 TFAP2A 后，与对照组相比 hTERT 的蛋白表达减低；在

HO8910细胞中过表达 TFAP2A后，与对照组相比 hTERT蛋

白表达增高（图 2A所示 GAPDH为内参）。qRT-PCR实验结果

显示在 SKOV3细胞系和 CAOV3细胞系中应用小干扰 RNA

敲减沉默 TFAP2A 后，hTERT 的 mRNA 表达水平分别降低

19.2%和 17.4%（图 2B 所示）。而在 HO8910 细胞中过表达

TFAP2A 后，hTERT 的 mRNA 表达水平随之升高 26.0%（图

2C 所示）。结果表明在上皮性卵巢癌中 TFAP2A 可以调控

hTERT的表达水平。

2.3 TFAP2A对 hTERT 蛋白表达量的调节不经由 PI3K/AKT

通路

在敲减干扰 TFAP2A 的 CAOV3 细胞中和过表达

TFAP2A 的 HO8910 细胞中分别加入 PI3K/AKT 信号通路激

动剂 740-YP和抑制剂 LY294002，培养 24 h 后，应用 Western

Blot实验检测不同处理组中 TFAP2A和 hTERT的表达水平，

结果显示：在沉默敲减 TFAP2A的 CAOV3细胞中，740-YP可

以逆转下调 TFAP2A引发的 PI3K/AKT通路蛋白表达下调，但

不能逆转 hTERT 蛋白表达下调；而在过表达 TFAP2A 的

HO8910 细胞中，LY294002 可以抑制过表达 TFAP2A 引起的

的 PI3K/AKT通路的下游 p-PI3K和 AKT蛋白表达上调，不能

抑制 hTERT蛋白表达上调。（如图 2 D和 E所示）结果表明

TFAP2A可以激活 PI3K/AKT通路，但 TFAP2A对 hTERT的

调节不经由 PI3K、AKT信号通路。

3 讨论

TFAP2A是属于 AP-2家族的一种转录因子，通过结合并

增强其下游基因的转录，调控下游基因的转录 [3]。文献报道

TFAP2A不仅参了胚胎发育[2]和某些特定组织中细胞增殖，细

胞凋亡和干细胞分化的调节[4,5]。还与多种癌症的发生相关[17-19]，

并在鼻咽癌、肺癌和乳腺癌等肿瘤中[9,20,21]中能够抑制细胞的凋

亡。在卵巢癌关于 TFAP2A的研究尚较为缺少。端粒酶逆转录
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图 1 hTERT与 TFAP2A在上皮性卵巢癌组织中的表达

注：(A)在卵巢良性肿瘤，卵巢交界性肿瘤，上皮性卵巢癌临床标本中，检测同一标本相同区域 TFAP2A和 hTERT的表达。hTERT与 TFAP2A表

达情况大致相同，比例尺：200 滋M。放大倍数 200× 。(B)相关分析结果显示卵巢组织中 hTERT和 TFAP2A的表达呈正相关（图 B r = 0.780，P<0.
001）。

Fig.1 hTERT and TFAP2A were highly expressed in epithelial ovarian cancer, and their expressions were positively correlated.

(Fig. A) the expression of TFAP2A and hTERT in the same region of the same specimen was detected in normal ovarian tissue, ovarian borderline tumor

and epithelial ovarian cancer. The expressions of hTERT and TFAP2A were silimar. The scale: 200 滋M, 200× . Correlation analysis results showed that

the expressions of hTERT and TFAP2A in ovarian tissue were positively correlated. (Fig. B, r=0.780, P<0.001)

酶 hTERT能够调控细胞染色质末端端粒的长度，进而影响细

胞增殖、凋亡和老化过程，既往研究指出 hTERT在多种肿瘤中

高表达[13]，且 hTERT的激活与活跃和肿瘤细胞的增殖以及抵

抗凋亡密切相关[14,15,22]。

PI3K/AKT信号通路是胰岛素信号传递的重要信号通路，

也是非常经典的信号通路。PI3K和 AKT基因是这条通路的核

心，PI3K接受来自上游信号通路的刺激激活，过表达及发生磷

酸化激活为磷酸化 PI3K（Phospho-PI3 Kinase，P-PI3k，p85），进

而上调 AKT 的表达或活化其为磷酸化 AKT（Phospho-Akt，

P-AKT）参与下游基因的调控，它与肿瘤细胞的增殖及凋亡抵

抗过程有着紧密的联系[23]。
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图 2 上皮性卵巢癌细胞中 TFAP2A调控的 hTERT的表达水平（A、B、C）

注：应用 western-blot和 RT-PCR分析不同处理组细胞中TFAP2A和 hTERT的蛋白表达水平（A）和 mRNA水平（B和 C），GAPDH为内参。*与

对照细胞相比，P<0.05，**P<0.01，GAPDH为内参。TFAP2A对 hTERT蛋白表达的调节不经由 PI3K/AKT通路（D、E）。通过 western-blot分析不

同处理组细胞中 TFAP2A、hTERT和 PI3K/AKT通路蛋白 p-PI3K、AKT的蛋白质表达水平。以 GAPDH为内参。

Fig.2 TFAP2A enhanced TERTexpressionin EOC cells

The protein levels (A) and mRNA levels(B and C) of TFAP2A and hTERT in treated cells were evaluated by quantitative real-timePCR and western

blotanalyses. GAPDH served as a loading control. *P<0.05, **P<0.01 compared with control cells. TFAP2A regulates hTERT expression in epithelial

ovarian cancer cells do not by way of PI3K/AKT signaling(D, E). The protein expression levels of protein p-pi3k, AKT of TFAP2A and hTERT were

analyzedby western-blot indifferent treat group. GAPDH served as a loading control.

本次实验结果发现：在上皮性卵巢癌组织中，TFAP2A和

hTERT均为高表达，且 hTERT的表达与 TFAP2A成正相关，

在上皮性卵巢癌细胞中 TFAP2A可以调节 hTERT的基因的表

达水平，hTERT是 TFAP2A的下游基因。TFAP2A可能通过对

hTERT的调节参与了端粒酶活性及端粒长度的调节。我们初

步验证了在上皮性卵巢癌细胞中 TFAP2A 可以激活

PI3K/AKT信号通路，而 hTERT的表达量不受 PI3K/AKT通路

的调节，TFAP2A 对 hTERT 基因的表达的调节不经由

PI3K/AKT 通路。有文献指出 PI3K/AKT 通路可以活化

hTERT，增加活化的 p-hTERT，提高 hTERT的效力，且不影响

总的 hTERT表达量[24]。TFAP2A在多种肿瘤细胞中直接参与

并调节了 hTERT的转录[16,24]。有关 TFAP2A对 hTERT基因的

表达和作用效力的综合影响及其具体作用机制仍需进一步的

研究。

综上所述，本研究首次证明在上皮性卵巢癌组织中，

TFAP2A和 hTERT均为高表达，且 hTERT的表达与 TFAP2A

成正相关，TFAP2A可以调节 hTERT的基因的表达水平，且不

经由 PI3K/AKT通路，从而为将来进一步探讨在上皮性卵巢癌

中 TFAP2A对端粒酶逆转录酶的活性和催化端粒逆转录的影

响和机制研究奠定了实验参考依据。
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