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摘要      该研究旨在探讨OVCA2对胰腺癌细胞发生发展中的作用及调控机制。通过生信分析

OVCA2在胰腺癌中的表达及预后的相关性, 结合免疫组化验证OVCA2在癌症中的表达水平; 利用

细胞计数和集落形成实验研究OVCA2对胰腺癌细胞增殖影响, 细胞凋亡实验检测OVCA2对胰腺

癌细胞凋亡影响及细胞周期实验检测OVCA2对周期的作用; 通过免疫荧光的共定位分析及细胞亚

定位研究OVCA2定位; 利用线粒体功能实验检测OVCA2对线粒体功能的效应; 通过IP测序及转录

组学分析OVCA2代谢变化, 通过Western blot验证信号通路蛋白变化。结果表明, OVCA2在多种癌

症中低表达, 但这只与胰腺癌预后相关; 过表达OVCA2后, 胰腺癌细胞的增殖、集落形成能力显著

降低, 凋亡的比率显著上升, 而敲低的细胞系表型结果与之相反; OVCA2在线粒体中定位于线粒体

外膜且OVCA2过表达抑制胰腺癌细胞的线粒体功能, 包括细胞氧呼吸能力、ATP生成能力、超级

复合体组装能力、mtDNA拷贝数和mRNA转录能力等; VCA2过表达显著增强胰腺癌细胞的氧化

压力, 如ROS水平及NADP+/NADPH比率; OVCA2敲低则获得相反结果; 而IP测序分析显示, 过表达

OVCA2上调TNF信号通路, 下调Wnt信号通路; 转录组学显示OVCA2敲低增强线粒体功能且下调

TNF信号通路, 而Western blot验证了OVCA2调节TNF、Wnt信号通路促进细胞凋亡。这些结果表

明胰腺癌细胞中OVCA2高表达抑制癌细胞存活, 促进体内ROS的过度蓄积, 进一步通过促进TNF
等信号通路中凋亡蛋白的表达促进细胞凋亡, 从而促进癌细胞的死亡, 而OVCA2的低表达通过抑

制TNF信号通路诱导的细胞凋亡, 维持细胞内OXPHOS功能及促进肿瘤的发生, 明确OVCA2在调

控胰腺癌中的机制, 提示通过增强OVCA2的表达发挥抑癌作用可能成为胰腺癌治疗的新策略。
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Abstract      This study investigates the role and regulatory mechanisms of OVCA2 in pancreatic cancer, a dis-
ease with rapid progression and poor prognosis. OVCA2 expression and its prognostic significance were analyzed 
via immunohistochemistry. The effects of OVCA2 on cell proliferation, apoptosis, and mitochondrial function were 
examined through colony formation, flow cytometry, and mitochondrial function assays. OVCA2 localization was 
determined via immunofluorescence. IP sequencing and transcriptomic analyses explored molecular changes and 
validated by Western blot. OVCA2 expression is low in multiple cancers but specifically correlates with pancreatic 
cancer prognosis. OVCA2 overexpression reduced proliferation and colony formation, while increasing apoptosis. 
OVCA2 localized to the outer mitochondrial membrane and inhibited mitochondrial function, reducing oxygen res-
piration, ATP production, and mtDNA levels, while increasing ROS and oxidative stress markers. OVCA2 knock-
down had the opposite effect. IP-seq revealed OVCA2 overexpression upregulated the TNF signaling pathway and 
downregulated Wnt/β-catenin signaling, findings confirmed by transcriptomics and Western blot. High expression 
of OVCA2 in pancreatic cancer cells inhibits cancer cell survival by promoting excessive accumulation of ROS (re-
active oxygen species) in vivo. This process further enhances cell apoptosis through the activation of TNF signaling 
pathways, ultimately leading to cancer cell death. Conversely, low expression of OVCA2 suppresses TNF signaling 
pathway-induced apoptosis, maintains intracellular OXPHOS (oxidative phosphorylation) function, and promotes 
tumorigenesis. The elucidation of OVCA2’s regulatory mechanism in pancreatic cancer suggests that enhancing 
OVCA2 expression could represent a novel therapeutic strategy for the treatment of this malignancy.
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胰腺癌 (pancreatic cancer)是发病隐匿、预后差

的恶性肿瘤 [1], 其缺乏特异性症状和指标使得早期

诊断胰腺癌成为难题。近年来 , 人类在胰腺癌的分

子生物学研究上取得了一定进展 , 但胰腺癌发生的

分子机制仍有待研究。线粒体是细胞代谢的中心枢

纽 , 与信号通路紧密相连 [2]。氧化磷酸化 (oxidative 
phosphorylation, OXPHOS)是保证线粒体功能的重

要部分, 有研究表明, 线粒体OXPHOS通路中的特定

组分在多种恶性肿瘤中呈现异常表达 , 促进癌症发

展, 成为潜在的癌症治疗靶点[3]。

细胞凋亡维持细胞稳定 , 其分为外部途径和内

部途径 , 外部途径由肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配

体 (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)与
细胞表面死亡受体结合所触发 [4]。该结合促使死亡

诱导信号复合物 (death-inducing signaling complex, 
DISC)形成, 进而募集并激活caspase-8, 最终激活cas-
pases-3/7, 导致细胞凋亡 [5]。内在途径中应激信号导

致细胞质Bcl-2相关X蛋白(BCL2-associated X protein, 
Bax)/Bcl-2同源拮抗剂杀手 (BCL2 killer 1, BAK)聚
集, 形成同源二聚体[6]。Bax/BAK复合物通过孔的形

成导致线粒体膜通透, 并导致细胞色素C(cytochrome 
c, Cyt c)释放到细胞质中形成凋亡小体 [7], 最终激活

半胱天冬caspases-3/7, 导致细胞凋亡 [8]。TNF信号通

路中 , TNF-α通过结合TNFR1和TNFR2发挥不同作

用 : TNF-α与TNFR1结合后形成TRADD复合体 , 触
发外源性凋亡 [9]; 同时激活Bid/Bax等促凋亡蛋白诱

导内源性凋亡 [10]。TNF-α与TNFR2结合后主要募集

TRAF家族蛋白, 通过激活NF-κB等关键信号通路, 在
调控细胞存活、增殖和炎症反应中发挥重要作用[11]。

Wnt信号通路分为经典和非经典通路。经典通路

(Wnt/β-catenin)通过稳定β-catenin促进抗凋亡基因表

达[12]; 其抑制则增强凋亡敏感性[13]。非经典通路(Wnt/
PCP和Wnt/Ca²⁺)主要调控细胞迁移和凋亡[14-15]。

而大量文章报道 , TNF信号通路既可通过促进

Wnt/β-catenin信号通路促进细胞的恶性转化 [16-18], 又
可通过抑制Wnt/β-catenin信号通路抑制细胞增殖促

进细胞凋亡, 抑制细胞恶性转化[19-21]。即TNF信号通

路与Wnt/β-catenin信号通路通过协同或拮抗作用促

进或抑制细胞的恶性转化。

OVCA1和OVCA2是在多种肿瘤中发现的定位

于17p13.3的肿瘤抑制位点 , 在人体中广泛表达 , 分
别编码 443个和 227个氨基酸的蛋白质 , 虽然同属

相同肿瘤抑制位点 , 但在基因结构方面差异显著。

OVCA2转录本包含一个独特的外显子 , 而OVCA1有
转录本的3′-UTR, 因而没有共享编码序列。研究表

明 , 这两个基因的表达量降低有助于肿瘤的发生 , 
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OVCA1和OVCA2被作为候选的肿瘤抑制基因且都

隶属丝氨酸水解酶(serine hydrolase, SH)家族 [22]。目

前 , 针对OVCA1在肿瘤中的作用及调控机制 , 已有大

量研究报道, 而OVCA2的研究诸多关键层面存在大量

空白, OVCA2在细胞生长和凋亡过程中扮演着重要角

色。OVCA2能够抑制细胞的生长及促进细胞凋亡, 这
一特性使其在肿瘤抑制方面展现出独特的作用 , 为抑

制癌细胞的生长和扩散提供了重要的生物学机制 [23]。

同时 , OVCA2被纳入人类线粒体高可信度蛋白质组

“MitoCoP”中 [24], 被验证定位于线粒体中 , 可能在调控

线粒体相关的功能扰乱肿瘤演变过程中发挥着重要

的作用, 但其具体影响和调控机制尚不明确。因此, 本
文旨在通过构建OVCA2过表达及敲低模型, 深入探究

OVCA2在线粒体功能影响及在胰腺癌发生发展中的

作用及相关调控机制, 为诊断和治疗提供一定依据。

1   材料和方法
1.1   生信数据库

通过 HPA、UALCAN、GEPIA数据库 ,  对
OVCA2在多种癌症中的表达进行分析 , 比较OVCA2
高表达水平和低表达水平对癌症患者预后结果的影

响, 探究OVCA2表达与癌症患者预后的关系。

1.2   细胞系及其培养

人类PDAC细胞AsPC-1、MIA PaCa-2和人胚肾

细胞293T由温州医科大学提供。所有细胞培养于含

10%胎牛血清培养基中 , 使用脂质体3000转染试剂

构建过表达及敲低细胞模型。过表达组包括了空载

体转染对照组(vector group, Vector)和目的基因过表达

组(overexpression group, OE); 敲低组包括了OVCA2对
照组 (control group, Ctrl)以及两个特异性shRNA转染

的基因敲低组(knockdown group, KD1/KD2)
1.3   蛋白质免疫印迹(Western blot, WB)

收集细胞沉淀 , 用含 PMSF的RIPA裂解液裂

解细胞 , 4 °C、14 000 ×g离心10 min, 留上清为细

胞蛋白。BCA测量蛋白浓度 , 电泳 , 转膜。室温下

用含 5%奶粉的封闭液封闭 1~2 h、4 °C一抗孵育

16~18 h(所有抗体均为1000 1׃); TBST洗涤、二抗

37 °C孵育2 h(所有抗体为1000 2׃)、TBST洗涤后 , 
显影。OVCA2(14943-1-AP)、β-actin(66009-1-Ig)、
Bax(60267-1-Ig)、cleaved-caspase-3(66470)抗体购于

武汉三鹰生物技术有限公司 ; 线粒体超级复合体抗

体来购于英国Abcam公司 ; TNF-α(TSC52746)、Bcl-

2(sc-7382)、HSP60(sc-376261)购于美国Santa Cruz公
司; Cyt c(710629)购于美国Ther moFisher Scientific公
司 ; β-catenin(AWA11933)购于长沙艾碧维生物科技

有限公司 ; Wnt(89780)购于武汉爱博泰克生物科技

有限公司; 其余抗体均来自美国Cell Signaling Tech-
nology公司。

1.4   流式细胞计数及集落形成

细胞长至60%~70%, 使用胰蛋白酶37 °C消化

3 min。常温500 ×g离心3min后 , 留沉淀。 加入2 mL 
PBS, 计数 , 使用无糖无谷培养基将葡萄糖粉末和

谷氨酰胺粉末按照分子质量配制为 5 mmol/L葡萄

糖、4 mmol/L谷氨酰胺(正常培养基浓度)培养基, 以
3×104个/孔细胞密度进行铺板, 连续计数5天, 统计分

析 ; 集落形成实验按照每孔1×103个的细胞密度接种

于6孔板中, 14天后, 拍照分析。

1.5   细胞凋亡周期

细胞凋亡 : 细胞饥饿 6~8 h, 37 °C、500 ×g离
心3 min收集上清及细胞 , AnnexinV-APC和AAD室

温避光染色5 min, 流式上机。细胞周期 : 细胞长至

60%~70%, 胰蛋白酶37 °C消化3 min, 37 °C、500 ×g
离心3 min, 收集1×106个细胞, 加入500 μL DNA染色

液及5 μL通透溶液 , 室温避光孵育30 min, 流式细胞

仪检测。

1.6   免疫荧光染色(immunofluorescence, IF)
24孔板中放入细胞爬片 , 按照2×104个 /孔的细

胞密度进行铺板 , 待其长至70%, Hanks缓冲液洗涤

细胞, 4%多聚甲醛避光室温固定15 min, 洗涤, Triton 
X-100室温避光孵育15 min, 室温下用5%奶粉配制的

封闭液封闭1~2 h, 4 °C一抗孵育16~18 h, 室温二抗

孵育2 h, 玻片滴加抗荧光淬灭封片液 (含DAPI), 激
光共聚焦显微镜拍照。

1.7   线粒体亚定位实验

收集4个10 cm培养皿的细胞, 室温下500 ×g离心

3 min后留沉淀 , 提取线粒体。分四份分别加入蛋白

酶K、TritonX-100、蛋白酶K及TritonX-100、不加入

任何试剂; 再加入PMSF, BCA法测量蛋白浓度, 95 °C
金属浴变性, Western blot检测。

1.8   耗氧率测定

打开Oxygraph-2k仪器, 洗仓, 向仓内加入2.5 mL
平衡液 , 待检测仓内氧气消耗曲线 (红色 )的平衡在

数值为0左右 , 仓内氧气含量曲线 (蓝色 )平衡在200
左右达到仪器平衡, 收集细胞, 仓内吸取平衡液重悬
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细胞, 细胞悬液加入仓内, 对相应数值进行标记。洗

仓, ddH2O清洗3次, 75%乙醇清洗3次, 无水乙醇清洗

15 min, 最后仓内加满75%乙醇, 关闭仪器。

1.9   三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)测定

利用稳定转染构建过表达组以及瞬时转染

构建基因敲低组 [瞬转敲低组包括 : 对照组 (control 
group, Ctrl)和两个SiRNA敲低组 (small interfering 
rna-knockdown group, Si-1/Si-2), 收集细胞沉淀 , 加
入200 μL PBS重悬, 各管均加入ATP释放液、ddH2O, 
样品管加细胞悬液 , 空白管加入PBS; 标准品管加

ATP标准品。4 °C、10 000 ×g离心1 min, 留上清, 避
光处加入ATP工作液, 加入96孔白板中, 酶标仪选择

自发荧光进行检测, 使用BCA校正。

1.10   实时荧光定量PCR(quantitative real-time PCR, 
RT-qPCR)实验　

Trizol法提取细胞RNA, 用逆转录试剂盒HiS-
cript®Ⅲ RT SuperMix for qPCR(+gDNA wiper, Vazyme)
逆转录成cDNA后, 以cDNA为模板, β-actin为内参, 检
测相应基因的相对表达量。qPCR程序为 : 95 °C预变

性30 s; 95 °C变性10 s, 60 °C退火/延伸30 s,  40个循环, 
按照2–∆∆Ct相对定量方法计算OVCA2的相对表达水平。

1.11   非变性梯度聚丙酰胺凝胶电泳(blue native 
page, BNG)

收集细胞沉淀 ,  利用洋地黄皂苷 (#300410, 
Sigma公司 )或者十二烷基 -D-麦芽糖苷 (A610424-
0001, 生工生物工程股份有限公司)提取蛋白, BCA测

定蛋白浓度 , 利用蠕动泵配制按照自下而上的浓度

配制成由低到高的非变性胶 , 电泳外槽注入阳极液 , 
内槽注入阴极液。全程需要在冰上完成。电泳条件

为: 45 V、50 min; 完成后, 程序换为180 V、110 min; 
完成后按照前文蛋白质免疫印迹步骤转膜。

1.12   活性氧(reactive oxygen species, ROS)测定

收集细胞沉淀 , 基础培养基DMEM预热37 °C, 
加入500 μL重悬, 常温500 ×g离心3 min弃上清, 保留

细胞沉淀, 加入MitoSOX工作液重悬细胞, 置于37 °C
细胞孵箱中, 避光孵育10 min。HBSS(37 °C预热)洗
3次。100 µL HBSS重悬, 流式上机检测。

1.13   烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸/还原型(nico-
tinamide adenine dinucleotide phosphate+/restore 
form, NADP+/NADPH)检测

收集细胞沉淀 , 加入提取液 , 常温500 ×g离心

3 min留上清 , 分为两份。一份金属浴加热 60 °C、

30 min, 为样品中NADPH浓度 , 另一份直接检测 , 为
NADPH总量浓度 , 37 °C避光孵育20 min。酶标仪

检测波长在450 nm处的吸光度 (D)值 , 使用BCA校

正。

1.14   免疫共沉淀测序(co-immunoprecipitation 
sequencing, CoIP-Seq)

收集细胞沉淀 , 加入细胞裂解液 , 常温500 ×g离
心3 min取上清。TBS清洗磁珠3次 , 保留部分上清做

对照, 剩余均分两份分别加入IgG和V5磁珠, 4 °C翻转

混合仪孵育过夜, 弃上清, 加入TBS洗3次加入80 µL的
1× 上样缓冲液 , 95 °C金属浴变性 , 后续按照按照蛋

白质免疫印迹步骤完成。

1.15   统计学方法

数据均采用GraphPad Prism进行统计分析。计

量资料以均数±标准误 (mean±SEM)表示 ; 两独立样

本统计学结果采用独立样本 t检验比较 ; 多组样本的

统计学结果采用单因素方差分析比较。P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   OVCA2在胰腺癌中低表达与预后相关

OVCA2对于肿瘤的功能作用仍不明确 , 对其

进行分析 , HPA数据库显示 , 与正常胰腺组织比较 , 
OVCA2-mRNA在胰腺导管腺癌 (pancreatic ductal 
adenocarcinoma, PDAC)和肾细胞癌 (renal cell car-
cinoma, RCC)中的表达量显著降低 , UALCAN数据

库显示OVCA2-mRNA在结肠腺癌 (colon adenocarci-
noma, COAD)、肾嫌色细胞癌(kidney chromophobe, 
KICH)、胰腺癌 (pancreatic adenocarcinoma, PAAD)
及胃癌 (stomach adenocarcinoma, STAD)中表达量

呈现降低趋势 (图 1A和图 1B), GEPIA数据库显示 , 
OVCA2 mRNA水平只与PAAD生存率密切相关 (图
1C和图1D), 具有较高OVCA2 mRNA水平的患者生

存率相比较低OVCA2 mRNA水平的患者更高, 同时, 
HPA数据库显示 , PDAC患者的癌组织染色强度低于

正常胰腺组织 (图1E), 免疫组化进一步验证OVCA2
在胰腺癌组织中低表达(图1F)。综上所述, 我们认为

OVCA2在胰腺癌中低表达且低表达与不良预后相

关。

2.2   OVCA2抑制胰腺癌增殖、促进胰腺癌凋亡

为了明确OVCA2对胰腺癌的影响 , 利用胰腺癌

细胞系 (MIA PaCa-2和ASPC-1)进行了一系列体外实
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A、B: HPA、UALCAN数据库生成OVCA2在肿瘤中表达图(图1A中浅色Normal组, 深色为Tumor组; 图1B中蓝色为Normal组, 红色为Tumor组); C、
D: GEPIA数据库生成OVCA2具有表达差异的总生存期图、疾病自由生存期图; E: HPA数据库显示OVCA2在肿瘤组织及正常肿瘤旁组织中的

染色; F: 肿瘤旁组织(n=16)或肿瘤组织(n=16)免疫组化及分析图。nsP>0.05; **P<0.01; ****P<0.000 1。
A,B: expression in tumors based on HPA and UALCAN databases (light color represents the Normal group while dark color indicates the tumor group 
in figure 1A, blue bars denote the normal group and red bars represent the tumor group in figure 1B); C,D: survival analysis of OVCA2 expression us-
ing GEPIA, including overall survival and disease-free survival curves; E: OVCA2 staining in tumor tissues and adjacent normal tissues shown by the 
HPA database; F: immunohistochemical analysis and quantification of OVCA2 expression in tumor-adjacent tissues (n=16) and tumor tissues (n=16). 
nsP>0.05; **P<0.01; ****P<0.000 1.

图1   OVCA2在胰腺癌中表达下调并与不良预后相关

Fig.1   OVCA2 is underexpressed in pancreatic cancer and correlates with bad prognosis
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A、B: MIA PaCa-2过表达、敲低模型蛋白水平; C~F: MIA PaCa-2过表达、敲低细胞在5 mmol/L葡萄糖培养条件下获得的细胞计数结果(C、D)
与细胞克隆结果(E、F); G、H: MIA PaCa-2过表达、敲低细胞凋亡结果。n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05。
A,B: protein levels in MIA PaCa-2 OVCA2-OE and -KD models; C-F: cell counting (C,D) and colony formation results (E,F) under 5 mmol/L glucose 
culture conditions for OVCA2-OE and -KD in MIA PaCa-2 cells; G,H: apoptosis analysis of OVCA2-OE and -KD cells. n≥3; *P<0.05; **P<0.01; 
***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05.

图2   OVCA2抑制胰腺癌增殖、促进胰腺癌凋亡

Fig.2   OVCA2 inhibits pancreatic cancer proliferation and promotes apoptosis 
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A、B: AsPC-1 OE、KD细胞凋亡结果。C~F: MIA PaCa-2、AsPC-1 OE、KD细胞的细胞周期结果。n≥3; **P<0.01; ***P<0.001。
A,B: apoptosis results of AsPC-1 OE and KD cells. C-F: cell cycle results of MIA PaCa-2 and AsPC-1 OE/KD cells. n≥3; **P<0.01; ***P<0.001.

图3   OVCA2不影响细胞周期

 Fig.3   OVCA2 does not affect cell cycle 
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A: 293T OVCA2过表达细胞模型验证; B: OVCA2在293T细胞中的免疫荧光共定位分析结果; C: 蛋白酶K和TritonX-100处理后WB定位分析

HSP60、TOM20、SDHA蛋白分别为线粒体基质、线粒体外膜、线粒体内膜的参考蛋白水平; D: 氧气消耗率; Basal: 只有内源底物的基础呼吸; 
ATP: 存在ATP合成酶抑制剂oligomycin的情况下的呼吸; MAX: 存在解偶联剂FCCP(5 µmol/L)的情况下的呼吸; E: 相对ATP水平; F: 超级复合体

水平; G: 相对mtDNA水平; H: 相对mRNA水平 I: 相对ROS水平; J: 相对NADP+/NADPH水平。n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 
1; nsP>0.05。
A: validation of 293T OVCA2-OE model; B: immunofluorescence co-localization analysis of OVCA2 in 293T cells; C: WB analysis after proteinase K 
and TritonX-100 treatment, with HSP60, TOM20, and SDHA serving as markers for mitochondrial matrix, outer membrane, and inner membrane, re-
spectively; D: oxygen consumption rate; Basal: only basal respiration of endogenous substrates; ATP: respiration in the presence of oligomycin, an ATP 
synthase inhibitor; MAX: respiration in the presence of uncoupling agent FCCP (5 µmol/L); E: relative ATP levels; F: supercomplex levels in KD cells; 
G: relative mtDNA levels; H: relative mRNA levels in KD cells; I: relative ROS levels; J: relative NADP+/NADPH levels. n≥3; *P<0.05; **P<0.01; 
***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05.

图4   OVCA2抑制线粒体功能

Fig.4   OVCA2 inhibits mitochondrial function
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验(图2A和图2B)。通过细胞计数实验(图2C和图2D)
和平板克隆实验 (图2E和图2F)发现OVCA2过表达可

以抑制胰腺癌细胞的增殖能力 , 而OVCA2敲低则获

得相反结果。流式细胞仪结果显示, OVCA2过表达促

进细胞凋亡(图2G和图2H, 图3A和图3B), 而OVCA2敲
低细胞则抑制细胞凋亡。细胞周期结果显示OVCA2
对细胞周期的影响无显著性差异(图3C~图3F)。
2.3   OVCA2抑制线粒体功能

通过免疫荧光共定位和WB分析发现OVCA2
主要定位于线粒体外膜 (图4A~图4C)。对线粒体功

能检测, 通过OCR发现OVCA2过表达抑制胰腺癌细

胞的氧呼吸能力 , OVCA2敲低则得到相反结果 (图
4D和图5A)。对ATP检测发现OVCA2过表达能够抑

制PDAC细胞的ATP生成能力, 而敲低则获得相反结

果 (图4E和图5B)。利用BNG发现OVCA2敲低提升

细胞的超级复合体水平(图4F和图5C)。以上结果显

示OVCA2过表达抑制OXPHOS功能, 敲低则获得相

反结果。mtRNA转录水平、mtDNA拷贝数的改变

是改变OXPHOS功能的重要因素。利用qPCR检测 , 
发现过表达抑制mtDNA的复制(图4G和图5D), 敲低

则促进了mtDNA拷贝数的复制、mtRNA的转录 (图
4G、图 4H、图 5D和图 5E)。ROS是细胞代谢中的

正常产物及氧化还原的信使 , 参与调控凋亡相关信

号通路和癌症发生发展中的关键信号转导 , 对ROS
含量进行检测 , 发现OVCA2蛋白过表达促进细胞内

ROS蓄积量, 而OVCA2敲低则获得相反结果(图4I和
图5F)。NADP+/NADPH水平检测发现OVCA2过表

达降低细胞的NADP+/NADPH的值 , 而OVCA2敲低

则获得相反结果 (图4J和图5G)。综上所述 , OVCA2
通过抑制细胞的氧化磷酸化功能抑制线粒体功能。

2.4   OVCA2过表达上调TNF信号通路

研究细胞内蛋白与目标蛋白OVCA2间的相互

作用。对OVCA2进行免疫沉淀后进行质谱分析 , 
对捕获蛋白进行差异分析 (图6A), 火山图展示了与

OVCA2结合的差异表达蛋白 , 包括显著上调和下调

的蛋白 (图6B)。为了寻找这些差异蛋白引起的功能

改变及寻找信号通路进行富集分析 , 上调通路富集

到以TNF等为主的信号通路 , 而下调通路富集到以

DNA修复等为主的信号通路(图6C)。而TNF信号通

路能够诱发炎症及细胞凋亡 , 结合OVCA2诱导细胞

凋亡, 对TNF信号通路中的凋亡蛋白进行分析, 发现

TNF信号通路中以DNM1L为代表的一系列与促凋

亡相关蛋白表达水平增加 (图6D), 以GSK3B为代表

的一系列与抑制凋亡相关的蛋白表达水平降低 (图
6E), Wnt/β-catenin信号通路中以TNK为代表的一系

列促进Wnt/β-catenin通路的蛋白表达水平降低 (图
6F), 以MDK为代表的一系列抑制Wnt/β-catenin信号

通路蛋白表达水平增加(图6G)。
2.5   OVCA2敲低下调TNF信号通路

为了明确OVCA2基因如何调控细胞行为 , 基因

表达谱显示OVCA2敲低后细胞主成分发生改变 (图
7A), 火山图显示两敲低组与对照组的差异基因 (dif-
ferential expression genes, DEGs, 图7B)。取两敲低

组差异基因交集获得共同差异基因 (图7C), 正如预

期的那样 , mRNA水平显示与之前qPCR结果保持一

致性 (图7D)。OVCA2 KEGG富集分析发现OVCA2
敲低后富集到的上调信号通路是以MAPK等为主的

信号通路 (图7E), OVCA2敲低富集到的下调信号通

路是以TNF等为主的信号通路(图7F), 对敲低组TNF
信号通路基因进行分析 , 发现OVCA2敲低后 , 胰腺

癌细胞内促凋亡相关基因水平显著下降(图7G)。
2.6   OVCA2促进TNF信号通路介导胰腺癌细胞

凋亡

结合OVCA2过表达后的 IP测序分析、OVCA2
敲低后的转录组学分析及前期细胞凋亡结果 , 对凋

亡通路的相关蛋白进行WB检测 , 发现OVCA2过表

达促进凋亡通路相关蛋白Bax、cleaved-caspase-3表
达水平增加 , 抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平下降（图8A
和图8C), Wnt/β-catenin通路蛋白表达水平下降 (图
8E和图8F), 而OVCA2敲低细胞中凋亡通路相关蛋

白Bax、cleaved-caspase-3表达水平降低 , 抗凋亡蛋

白Bcl-2表达水平增加(图8B和图8D)。综上, 这表明

OVCA2通过增强TNF信号通路及抑制Wnt/β-catenin
信号通路促进癌细胞凋亡。

3   讨论
胰腺癌是最具有侵袭性的恶性肿瘤之一 , 预后

极差[25]。目前胰腺癌患者仍旧缺乏有效的治疗方法 。
在本研究中 , 对定位于线粒体外膜的蛋白OVCA2进
行全面研究 , 以揭示其功能及其在胰腺癌细胞发生

发展中的作用。线粒体通过OXPHOS促进癌症进展: 
OXPHOS代谢促进癌细胞的永生 [26], 氧化抑制因子

的缺失促进胰腺癌的氧化磷酸化 , 从而促进胰腺癌

的转移 [27]。综上 , 线粒体OXPHOS及代谢对于癌细
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A: 氧气消耗率。Basal: 只有内源底物的基础呼吸; ATP: 存在ATP合成酶抑制剂oligomycin的情况下的呼吸; MAX: 存在解偶联剂FCCP(5 µmol/L)的
情况下的呼吸。B: 相对 ATP水平。C: 超级复合体水平。D: 相对mtDNA水平。E: 相对mRNA水平。F: 相对ROS水平。G: 相对NADP+/NADPH水平。

n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05。
A: oxygen consumption rate. Basal: only basal respiration of endogenous substrates; ATP: respiration in the presence of oligomycin, an ATP synthase 
inhibitor; MAX: respiration in the presence of uncoupling agent FCCP (5 µmol/L). B: relative ATP levels. C: supercomplex levels in KD cells. D: 
relative mtDNA levels. E: relative mRNA levels in KD cells. F: relative ROS levels. G: relative NADP+/NADPH levels. n≥3; *P<0.05; **P<0.01; 
***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05.

图5    OVCA2抑制线粒体功能

 Fig.5   OVCA2 inhibits mitochondrial function 
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通路上调蛋白。n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1。
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图6   OVCA2过表达上调TNF信号通路

Fig.6   OVCA2 overexpression upregulates the TNF signaling pathway
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A: 主成分分析敲低和对照细胞主成分比较; B: 火山图结果敲低和对照细胞基因表达谱结果中的差异表达基因(DEGs); C: 两敲低组差异表基因

交集。D: 相对mRNA水平表达分析; E: 差异表达基因交集上调基因集富集分析(GSEA); F: 差异表达基因交集下调基因集富集分析(GSEA); G: 
TNF信号通路基因表达相对水平。n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05。
A: principal component analysis comparing KD and control cells; B: volcano plot of differentially expressed genes (DEGs) in KD and control cells; C: 
intersection of DEGs from two KD groups; D: relative mRNA expression levels; E,F: GSEA of upregulated (E) and downregulated (F) gene sets; G: 
relative expression levels of genes in the TNF signaling pathway. n≥3; *P<0.05; **P<0.01; ***P< 0.001; ****P<0.000 1; nsP>0.05.

图7   OVCA2敲低下调TNF信号通路

Fig.7   OVCA2 knockdown downregulates the TNF signaling pathway
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A、B: MIA PaCa-2过表达、敲低细胞TNF介导的凋亡通路WB结果; C、D: AsPC-1过表达及敲低细胞TNF介导的凋亡通路WB结果; E、F: MIA 
PaCa-2、AsPC-1过表达细胞Wnt/β-catenin通路WB结果; G: OVCA2机制图。

A-D: Western blot results of TNF-mediated apoptosis pathways in OVCA2-OE and -KD MIA PaCa-2 (A,B) and AsPC-1 (C,D) cells; E,F: Western blot 
results of Wnt/β-catenin signaling pathway in OVCA2-OE MIA PaCa-2 (E) and AsPC-1 (F) cells. G: the figure of OVCA 2 mechanism.

图8   OVCA2促进TNF信号通路介导凋亡

Fig.8   OVCA2 promotes TNF signaling-mediated apoptosis 
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胞的生存及发展中发挥重要作用 , 而OVCA2通过抑

制线粒体OXPHOS功能而抑制胰腺癌的发展。

ROS是生物系统必不可少的分子 , ROS与抗氧

化系统动态平衡 , 维持细胞功能 , 而氧化还原稳态失

衡与各种人类疾病有关 [28]。有研究表明 , 活性氧生

成增加激活致瘤信号 , 显著增强肿瘤细胞的存活能

力、增殖潜能并导致DNA损伤和遗传不稳定性 [29]。

低浓度ROS可以通过增强Akt/mTOR信号通路 [30], 上
调细胞周期蛋白依赖性激酶 (cyclin-dependent kinase 
2, CDK2)的表达 [31]、诱导肿瘤相关巨噬细胞 (tumor-
associated macrophage, TAM)的极化 [32]等促进细胞

增殖并诱导正常细胞恶性转化。然而 , ROS的过度

累积能够引起DNA的突变和线粒体的损伤导致细

胞代谢出现问题 , 并产生更多的ROS, 形成恶性循

环, 最终导致氧化应激诱导的细胞凋亡和坏死, 促进

抗肿瘤信号转导[33], 而相关的信号通路和NAD+等诱

导ROS大量积累触发泛凋亡[34], 而ROS被清除后, 细
胞的死亡被抑制 , 这也是肿瘤耐药机制之一 [35]。在

胰腺癌细胞中 , OVCA2敲低调控TNF-α产生低浓度

ROS水平时 , NADP+/NADPH的值显著降低 , 帮助细

胞抵抗氧化损伤, 增强线粒体功能, 抑制凋亡蛋白的

产生 , 促进肿瘤细胞的存活从而促进细胞增殖并诱

导正常细胞恶性转化 ; OVCA2过表达调控TNF-α产
生高浓度ROS水平时 , NADP+/NADPH的值也显著

增加 , 从而导致细胞氧化损伤 , 抑制线粒体功能 , 加
快ROS的生成, 促进ROS蓄积, 从而促进凋亡蛋白的

表达 , 诱导细胞凋亡。我们推测OVCA2在胰腺癌中

抑制癌细胞存活的具体机制为在线粒体内 : OVCA2
蛋白激活细胞死亡信号后促进TNF-α与TNFR1的
结合 , 诱导ROS爆发和NADPH耗竭 , 而NADPH是

抗氧化系统 (如谷胱甘肽还原酶 )的关键供氢体 , 其
耗竭代表ROS清除能力减弱 ; ROS通过氧化修饰和

信号转导影响Bcl-2家族蛋白的平衡 , 激活Bax并抑

制Bcl-2, 打破线粒体稳态; Bax寡聚化释放Cyt c激活

caspase级联反应 , 最终驱动细胞凋亡。在细胞核内

OVCA2抑制Wnt/β-catenin信号通路中的Wnt, Wnt抑
制β-catenin发生核转移, 降低其稳定性, 抑制β-catenin
与TCF/LEF相互作用, 抑制β-catenin与TCF/LEF形成

特定转录调控复合物, 从而抑制一系列与细胞增殖、

存活等相关靶基因的表达 , 如C-JUN、CD44等。最

终 , OVCA2通过协同调控TNF信号通路、线粒体功

能、ROS生成、Bax/Bcl-2平衡、caspase级联反应以

及Wnt/β-catenin信号通路 , 促进肿瘤细胞凋亡并抑

制其生长, 进而抑制肿瘤的进一步发展(图8G)。
胰腺癌抑癌基因目前主要发现了 TP53、CD-

KN2A、SMAD4。CDKN2A抑制细胞周期进程发挥肿

瘤抑制功能 [36]; P53通过调节细胞分裂作为肿瘤抑制

因子, TP53突变丧失肿瘤抑制功能, 促进肿瘤进展[37]; 
SMAD4作为TGF-β信号转导通路中的关键蛋白 , 参
与经典的TGF-β/SMAD信号通路 , 通过诱导细胞周

期阻滞和凋亡或者调节TGF-β诱导的上皮−间充质

转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)状态

等方式干扰肿瘤的发展 [38]。而我们的研究表明 , 作
为一个有潜力的抑癌基因 , OVCA2通过抑制线粒体

OXPHOS功能诱导ROS爆发 , 促进肿瘤细胞的凋亡

最终抑制胰腺癌进展。针对抑癌基因设计的治疗药

物、特异性分子信号为预测患者的预后提供了希望, 
更深入的临床研究将支持更精确、更有效的治疗策

略开发。
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