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［摘 要］目的：研究肿瘤代谢重组中糖代谢基因丙酮酸脱氢酶激酶1（pyruvate dehydrogenase kinase 1，PDK1）在卵巢癌（ovari⁃
an cancer，OC）组织中的表达水平及其与临床病理特征和患者预后的关系。方法：实时荧光定量PCR法分别检测PDK1在卵巢

癌细胞系SKOV3、人卵巢上皮细胞系HOSEpiC、卵巢良性肿瘤（benign ovarian tumor，BOT）和OC组织中mRNA表达水平；免疫

组织化学染色法检测PDK1在BOT及OC组织中蛋白表达水平，并采用单因素和多因素Logistics回归分析PDK1表达与OC患

者临床病理特征的关系；采用Kaplan⁃Meier法进行生存分析。结果：PDK1 mRNA在SKOV3细胞中平均表达水平较人HOSEpiC
显著升高（t=38.60，P＜0.001）；OC组织中PDK1 mRNA平均表达水平显著高于BOT组织（t=2.411，P=0.022）；免疫组织化学染色

法示OC组织切片中PDK1平均表达水平显著高于BOT组织（χ2=33.874，P＜0.001）；PDK1高表达与淋巴结转移明显相关，与患

者年龄、肿瘤大小、肿瘤分化程度、单双侧发病、包膜是否完整无明显相关，且淋巴结转移是影响PDK1在卵巢癌组织中表达的

独立危险因素。进一步生存分析示高表达PDK1的患者具有较差的预后（χ2=4.455，P=0.035）。结论：PDK1在卵巢癌组织中高

表达，其作为糖代谢关键酶丙酮酸脱氢酶（pyruvate dehydrogenase，PDH）抑制酶，参与肿瘤细胞代谢重组的过程，在卵巢癌进展

中可能发挥促进作用，可作为判断OC不良预后的参考指标。
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［Abstract］ Objective：To study the expression level of pyruvate dehydrogenase kinase 1（PDK1）in ovarian cancer（OC）tissues and
its correlation with clinicopathological characteristics and prognostic factors. Methods：Real time PCR was used to detect the mRNA
expression of PDK1 in ovarian cancer cell line SKOV3 and human ovarian epithelial cell line HOSEpiC. Real time PCR was used to
detect the mRNA expression levels of PDK1 in patients with benign ovarian tumor（BOT）and ovarian cancer. Immunohistochemistry
was used to detect the expression of PDK1 in ovarian benign tumors and ovarian cancer tissues. Univariate and multivariate logistics
regression analysis was used to analyze the relationship between PDK1 expression and OC clinicopathological characteristics，and
survival analysis was performed by Kaplan⁃Meier. Results：The average expression level of PDK1 mRNA in the ovarian cancer cell
line SKOV3was significantly higher than that of human ovarian epithelial cell line HOSEpiC（t=38.60，P＜0.001）. The average
expression level of PDK1 mRNA in ovarian cancer tissues was significantly higher than that in ovarian benign tumor tissues（t=2.411，
P=0.022）. The immunohistochemical staining showed that the average expression level of PDK1 protein in the ovarian cancer tissue
was significantly higher than that of the benign ovarian tumor tissue（χ2=33.874，P＜0.001）. The high expression of PDK1 was
obviously associated with lymph node metastasis by univariate and multivariate logistics regression analysis，and had no significant
correlation with age，tumor size，tumor differentiation，unilateral bilateral onset，and the completeness of the envelope. Furthermore，
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卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一。我国卵

巢癌的发病率位居妇科肿瘤第3，并呈逐年上升趋势，

其致死率位居首位［1-2］。2017年美国约22 500例为新

诊断卵巢癌，其中14 100例死于卵巢癌。由于卵巢

癌起病隐匿，导致约 80%初诊即为卵巢癌晚期，临

床上治疗方案主要为肿瘤减灭术配合放化疗，但经

常出现耐药问题［3］。

恶性肿瘤的基本特征之一是细胞代谢重组，以

满足肿瘤细胞快速增殖的需求。肿瘤细胞主要代

谢变化是有氧糖酵解，即在有氧条件下，肿瘤细胞

通过糖酵解途径代谢葡萄糖，高效获取大量ATP，亦
称为“Warburg效应”［4］。该效应是肿瘤细胞代谢重

组的重要理论基础［5］。

丙酮酸脱氢酶激酶（pyruvate dehydrogenase ki⁃
nase，PDK）是细胞糖酵解关键限速酶丙酮酸脱氢酶

（pyruvate dehydrogenase，PDH）的调节酶。在人类和

啮齿类动物中目前鉴定出 4种PDK同工酶：PDK1、
PDK2、PDK3以及PDK4。其中PDK1在心脏、胰岛和

骨骼肌中微量表达，在PDH磷酸化过程中发挥重要

功能，在PDH长期调节中尤为重要［6］。PDK1抑制丙

酮酸脱氢酶复合体磷酸化，即抑制糖酵解产生的丙

酮酸转化为乙酰辅酶A［7-9］。PDK1在葡萄糖代谢稳

态中的调节作用在癌细胞中得到了很好的研究。

在多种癌症中已发现PDK1扩增表达［9］，并通过缺氧

诱导因子 1α（hypoxia inducible factor 1α，HIF⁃1α）信

号通路调控肿瘤细胞的生物学行为［10］。尽管在其

他领域取得了快速进展，PDK1在卵巢癌发生发展

中的作用及其调节葡萄糖代谢在肿瘤细胞代谢重

组中所扮演的角色仍未被深入研究。本研究旨在

研究PDK1在卵巢癌中的表达水平及其与临床病理

特征和患者预后的关系，从而探索其在卵巢癌进展

中的作用。

1 对象和方法

1.1 对象

收集 2013年 10月—2017年 12月于南京医科

大学第一附属医院就诊的卵巢肿瘤患者新鲜组织

32例，包括卵巢癌17例，卵巢良性肿瘤15例。年龄

36~72岁，中位年龄 48岁。卵巢癌组织病理切片标

本共 93例，其中 27例卵巢癌组织病理切片标本来

源于 2008年 1月—2016年 12月南京市妇幼保健院

手术切除标本，22例卵巢癌组织病理切片标本来源

于 2013年 1月—2016年 12月江苏省肿瘤医院妇科

手术切除标本，44例卵巢癌组织病理切片标本来源

于 2011年 1月—2017年 12月南京市鼓楼医院妇科

手术切除标本。93例卵巢癌标本的病理类型包括

浆液性癌73例，黏液性癌20例；组织分级：中低分化

75例，高分化18例；国际妇产科协会（FIGO）分期：Ⅰ
~Ⅱ期37例，Ⅲ~Ⅳ期 56例；有淋巴结转移者 40例。

卵巢良性肿瘤标本 46例，包括 26例黏液性囊腺瘤

和20例浆液性囊腺瘤。所有病例术前均未行放、化

疗或其他辅助治疗，所有病例均经病理确诊。

本研究所用细胞株为人卵巢癌细胞株 SKOV3
及人卵巢上皮细胞株HOSEpiC，SKOV3购自中国科

学院上海细胞库，HOSEpiC源于美国Sciencell，购自

苏州北纳生物；PDK1单克隆抗体（Abcam公司，英

国）；免疫组织化学染色相关试剂（福州迈新生物技

术开发有限公司），miRcute miRNA提取分离试剂盒

（北京天根公司）；SYBR® Premix DimerEraserTM、
PrimeScriptTM RT Master Mix（TaKaRa公司，日本）；利

用Primer Premier 5.0 软件设计引物，并由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成。引物序列见表1。核酸分

析仪（Pharmacia 公司，美国）；2720 普通 PCR 仪、

7500荧光定量 PCR仪（Applied Biosystems公司，美

国）；光学/荧光倒置显微镜（Olympus公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 RNA提取及逆转录反应

在研钵内，液氮浸泡下研磨肿瘤组织或收集培

养的SKOV3、HOSEpic细胞，用miRcute miRNA提取

分离试剂盒提取细胞内总RNA，核酸分析仪检测

RNA浓度和纯度，D（260 nm）/D（280 nm）为1.8~2.0的
RNA样本，按逆转录试剂说明操作逆转录为 cDNA，

lymph node metastasis is an independent risk factor affecting PDK1 expression in ovarian cancer tissues. Patients with high expression
of PDK1 had poor prognosis（χ2=4.455，P=0.035）. Conclusion：PDK1 is highly expressed in ovarian cancer tissue，as an inhibitory
enzyme of pyruvate dehydrogenase（PDH），PDK1 is involved in the process of tumor cell metabolism and recombination，and may play
a pivotal role in the progress of ovarian cancer. It also can be used as a reference index to judge the poor prognosis of ovarian carcinoma.
［Key words］ pyruvate dehydrogenase kinase 1；ovarian cancer；metabolic recombination；Warburg effect
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表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences
基因

名称

PDK1

β⁃actin

引物序列（5′➝3′）
上游：CTGTGATACGGATCAGAAACCG
下游：TCCACCAAACAATAAAGAGTGCT
上游：GAGCTACGAGCTGCCTGACG
下游：GTAGTTTCGTGGATGCCACAG

引物长

度（bp）
22
23
20
21

置于-20 ℃保存。

1.2.2 实时荧光定量PCR
采用 7500荧光定量 PCR仪分析，按照 SYBR®

Premix DimerEraserTM试剂盒说明书操作，PCR反应

总体系 20 μL：2×SYBR Premix Dimer Eraser 10 μL、
上游引物（10 μmol/mL）和下游引物（10 μmol/mL）
各 0.6 μL、ddH2O 6.4 μL、DyeⅡ 0.4 μL和 cDNA模

板2 μL。扩增程序：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性5 s，
57 ℃退火30 s，72 ℃延伸34 s，共52个循环。β⁃actin
作内参，采用相对定量法。各样本PDK1的CT值减

去相应β⁃actin的CT值得到两者差值即ΔCT，各样本相

对定量以 2-ΔCT 表示。每次实验设 3复孔，重复测定

3次。

1.2.3 免疫组织化学染色和判断标准

主要步骤如下：切片在60 ℃烘箱里烘烤40 min，
经二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，0.01 mol/L PBS浸洗

后进行高压抗原修复，冷却浸洗后滴加正常羊血清

工作液50 μL，室温封闭2 h。吸走封闭液后滴加1∶
100稀释的单克隆抗体PDK1，置于湿盒中放入 4 ℃
冰箱孵育过夜。次日，经PBS浸洗，滴加酶标记羊抗

鼠 IgG二抗，DAB显色，苏木素复染 1 min，1%盐酸

酒精分化 3 s，流水返蓝，梯度酒精脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片。以PBS代替一抗作阴性对照，用

已知的阳性切片作为阳性对照。所有切片均经 2位
高年资病理科医师分别阅片后统一核准。采用盲

法观察切片，先在低倍镜（×100）下随机选取10个含

肿瘤细胞区域，再在高倍镜（×200）下计数 200个肿

瘤细胞。根据染色强度和阳性细胞百分率进行评

定和分析。染色强度记分标准：无染色、浅黄色、棕

黄色、棕褐色分别记为0、1、2、3分；阳性细胞百分率

记分标准：阳性细胞百分率＜5％为 0分，5%~25％
为 1分，26%~50％为 2分，51%~75％为 3分，＞75％
为4分。结果根据阳性细胞百分率和染色强度评分

乘积进行综合评定：0~2分为（-），3~4分为（+），5~8分
为（++），9~12分为（+++）。将（-）设定为阴性表达，

（+）、（++）和（+++）设定为阳性表达。

1.2.4 随访

随访截止日为2018年6月30日。生存时间定义

为自治疗之日起至患者死亡或随访截止日的时间。

总共随访93例，失访38例，纳入生存分析的55例中，

年龄 36~70岁，中位年龄 51岁；将免疫组织化学结

果为（-）和（+）归为 PDK1低表达组，（++）和（+++）
归为PDK1高表达组，则低表达组共23例，高表达组

共32例。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计软件进行统计学分析。细

胞内 PDK1 mRNA表达水平的比较以均数±标准差

（x ± s）表示，两组间比较采用独立样本 t检验；组织

内 PDK1 mRNA表达水平为非正态分布，组间比较

采用秩和检验。PDK1蛋白表达差异比较采用χ2检

验，PDK1表达强度与临床病理特征之间的相关性

采用χ2检验及多因素 Logistic 分析。使用 Kaplan⁃
Meier方法进行生存分析，并通过 log⁃rank检验进行

比较。以P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PDK1 mRNA 在卵巢癌细胞系 SKOV3及人卵

巢上皮细胞系HOSEpiC中的表达

实时荧光定量PCR检测结果显示，与人卵巢上

皮细胞系HOSEpiC相比，PDK1 mRNA在卵巢癌细

胞系SKOV3中表达水平明显升高，差异有统计学意

义（t=38.60，P＜0.001，图1）。
2.2 PDK1 mRNA在卵巢癌及卵巢良性肿瘤组织中

的表达

实时荧光定量 PCR检测结果显示，卵巢癌组

织中 PDK1 mRNA平均表达水平显著高于卵巢良

性肿瘤组织，且差异有统计学意义（t=2.411，P=
0.022，图 2）。

2.3 PDK1在卵巢癌及卵巢良性肿瘤组织切片中的

表达

PDK1在卵巢癌组织中免疫染色阳性物质呈淡

黄色到棕褐色的颗粒状，主要分布于细胞浆中，胞

膜和胞核少见（图 3）。卵巢癌组织中有 83.9%（78/
93）可见PDK1的阳性表达，而卵巢良性肿瘤组阳性

表达率为 34.8%（16/46），两者 PDK1表达差异有统

计学意义（χ2=33.874，P＜0.001，表2）。
2.4 卵巢癌组织PDK1表达与临床病理特征的关系

PDK1表达强度与患者年龄、肿瘤大小、肿瘤分

化程度、FIGO分期、单侧或双侧发病以及包膜是否

完整均无显著相关性（表 3）。值得注意的是，判断
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与淋巴结转移是否相关的 P值为 0.163，将临床重

要病理特征如肿瘤分化程度和 FIGO分期同时纳

入，进行多因素 Logistic回归分析后发现淋巴结转

移与 PDK1蛋白表达强度明显相关（表 4），提示淋

巴结转移是影响 PDK1在卵巢癌组织中表达的独

立危险因素。

2.5 生存分析

利用 Kaplan⁃Meier 方法进行生存分析及 Log⁃
rank检验，结果显示55例卵巢癌患者的中位生存时

间为 50.3个月，且 PDK1高表达组的生存时间及生

存率均低于低表达组（χ2=4.455，P=0.035），差异有

统计学意义。低表达组 5年生存率为 87.0%，中位

生存时间为 57.4个月，高表达组 5年生存率仅为

65.6%，中位生存时间为44.0个月（图4）。

3 讨 论

2011年美国学者Hanahan等［11］总结了恶性肿瘤

的特点，即逃避凋亡机制、逃避免疫机制、回避生长

抑制基因、组织浸润和转移、无限增殖能力和诱导

血管生成能力以及能量代谢重组。近年来各界学

者针对肿瘤的这几大特点尤其是能量代谢重组展

开了深入研究。在 20世纪 20年代，Otto Warburg发
现了肿瘤细胞能量代谢的特点：即在有氧条件下，

肿瘤细胞的葡萄糖代谢也会选择糖酵解方式，从而

产生了有氧糖酵解现象，称为Warburg效应。War⁃
burg效应是肿瘤细胞能量代谢重组的重要理论基

础。糖酵解相对糖有氧氧化过程存在 3大优势。

①糖酵解途径比氧化磷酸化短，产生三磷酸腺苷

（ATP）的速度比氧化磷酸化快，更能满足肿瘤细胞

高效快速分裂、增殖的需求；②除了为肿瘤细胞提供

ATP外，糖酵解途径还为其生存、侵袭提供优势；③磷

酸戊糖旁路途径活性增强导致还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸（NADPH）和谷胱甘肽的产量增加，使

肿瘤细胞对氧化损伤及化疗药物产生抵抗［12］。

由于卵巢癌的起病症状不典型，如腹痛、胃肠

道不适等，但其肿瘤细胞转移能力强、疾病致死率
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图1 PDK1 mRNA在SKOV3及HOSEpiC细胞系中的表达

Figure 1 Expression of PDK1 mRNA in SKOV3 and
HOSEpiC cell lines
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图2 PDK1 mRNA在卵巢癌及卵巢良性肿瘤组织中的表达

Figure 2 Expression of PDK1 mRNA in ovarian cancer
and benign ovarian tumor
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图3 卵巢癌组织中PDK1的表达（免疫组织化学染色，×200）
Figure 3 Expression of PDK1 in ovarian cancer（immunohistochemical staining，×200）

表2 PDK1在卵巢癌及卵巢良性肿瘤组织中的表达

Table 2 Expression of PDK1 in ovarian cancer and be⁃
nign ovarian tumors

肿瘤类型

卵巢癌

卵巢良性肿瘤

例数

93
46

阳性率

（%）

83.9
34.8

（+）
27
09

（+++）
19
01

（++）
32
06

（-）
15
30

PDK1（n）

χ2=33.874，P＜0.001。
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高，故临床上高度重视。现主要治疗方案为手术及

化疗，但5年生存率依然较低，因此寻找准确判断卵

巢癌预后的切入点乃至治疗靶点已经成为亟待解

决的问题。

本研究结果显示，作为糖代谢关键酶丙酮酸脱

氢酶复合体的调节酶，PDK1在卵巢癌细胞系及卵

巢癌组织中较良性肿瘤均高表达，且差异有统计学

意义。由此推测可能肿瘤细胞内线粒体功能障碍

导致 PDK1在细胞内积聚而表现为高表达。PDK1
对于卵巢癌细胞的生物学行为到底有没有影响？

根据分析PDK1与临床病理特征之间的关系可以看

出，其与患者年龄、肿瘤大小、肿瘤分化程度、FIGO
分期、单双侧发病以及发病后包膜是否完整均无明

显相关。值得注意的是淋巴结转移的P值位于0.1~
0.2之间，将临床重要特征如肿瘤分化程度和FIGO
分期同时纳入，进行多因素Logistics回归分析，结果

显示淋巴结转移与PDK1高表达显著相关。此结果

提示淋巴结转移是PDK1在卵巢癌中高表达的独立

危险因素，PDK1或参与了调节肿瘤细胞生物学行

为的作用。此外，对 PDK1高表达组和低表达组病

例资料进行生存分析，结果显示 PDK1高表达组生

存率为65.6%，PDK1低表达组为86.9%，两组间差异

有统计学意义。证明卵巢癌中PDK1高表达的患者

较PDK1低表达的患者预后更差，PDK1是卵巢癌患

者不良预后的影响因子之一。当然，其在判断卵巢

癌预后中的价值还需大样本分析加以证实。

本研究基于实时荧光定量 PCR以及免疫组织

化学法揭示了PDK1在卵巢癌组织中高表达，PDK1
高表达与淋巴结转移显著相关，并且 PDK1高表达

患者预后不良，为探讨肿瘤细胞能量代谢重组机制提

供了新思路，为卵巢癌预后判断提供新的切入点，或

为今后肿瘤治疗提供新靶标。
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