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  [摘要] 目的 研究上皮性卵巢癌组织中Piezo1和血管内皮生长因子(VEGF)的表达情况,并探讨其与微血

管密度(MVD)和微血管面积(MVA)的临床意义。方法 应用免疫组织化学方法检测50例卵巢癌、15例卵巢交

界性肿瘤组织、20例卵巢良性病变组织和15例卵巢正常组织中Piezo1及VEGF的表达情况。通过CD34标

记血管内 皮 细 胞 计 算 MVD 和 MVA,分 析 MVD 和 MVA 的 表 达 与 Piezo1和 VEGF的 表 达 的 相 关 性。
结果 上皮性卵巢癌的Piezo1和VEGF阳性表达率分别为88.0%和84.0%,MVD为(36.8±13.0)个/HP,

MVA为(3
 

231.2±1
 

072.48)pixel2。上皮性卵巢癌Piezo1和VEGF阳性率及MVD和MVA水平明显高于卵

巢交界性肿瘤、良性病变组织和正常组织,差异有统计学意义(P<0.05)。不同FIGO分期及有无淋巴结转移

患者的Piezo1、VEGF、MVD和 MVA比较,差异有统计学意义(P<0.05);临床分期高和有淋巴结转移者,Pi-
ezo1和VEGF蛋白表达增强。上皮性卵巢癌组织Piezo1、VEGF

 

表达阳性者 MVD和 MVA水平高于表达阴

性者,差异有统计学意义(P<0.05)
 

。上皮性卵巢癌组织 MVD与VEGF蛋白表达呈正相关(r=0.437,P=
0.01)。结论 Piezo1、VEGF与卵巢癌的发生、发展密切相关。
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  [Abstract] Objective To
 

study
 

the
 

expression
 

of
 

Piezo1
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

in
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

tissues
 

and
 

to
 

investigate
 

their
 

clinical
 

significance
 

with
 

microvascular
 

density
 

(MVD)
 

and
 

microvascular
 

area
 

(MVA).Methods Immunohistochemistry
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF
 

in
 

50
 

cases
 

of
 

ovarian
 

cancer,15
 

cases
 

of
 

ovarian
 

junctional
 

tumour
 

tissues,20
 

cases
 

of
 

ovarian
 

benign
 

lesion
 

tissues
 

and
 

15
 

cases
 

of
 

ovarian
 

normal
 

tissues.MVD
 

and
 

MVA
 

were
 

calculated
 

by
 

CD34
 

labeling
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

cells,and
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

MVD
 

and
 

MVA
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF
 

was
 

analyzed.Results The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF
 

in
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

were
 

88.0%
 

and
 

84.0%,respectively,with
 

MVD
 

of
 

(36.8±13.0)per/HP
 

and
 

MVA
 

of
 

(3
 

231.2±1
 

072.48)pixel2.The
 

positive
 

rates
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

MVD
 

and
 

MVA
 

in
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

ovarian
 

junctional
 

tumours,benign
 

le-
sions

 

The
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

differences
 

in
 

Piezo1,VEGF,MVD
 

and
 

MVA
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05)
 

when
 

comparing
 

patients
 

with
 

different
 

FIGO
 

stages
 

and
 

with
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or
 

without
 

lymph
 

node
 

metastasis.The
 

expression
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF
 

protein
 

was
 

enhanced
 

in
 

those
 

with
 

high
 

clinical
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis.In
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

tissues
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

Piezo1
 

and
 

VEGF,MVD
 

and
 

MVA
 

levels
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

negative
 

expression,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

a
 

positive
 

correlation
 

between
 

MVD
 

and
 

VEGF
 

protein
 

ex-
pression

 

in
 

epithelial
 

ovarian
 

cancer
 

tissues
 

(r=0.437,P=0.01).Conclusion Piezo1
 

and
 

VEGF
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

development
 

and
 

progression
 

of
 

ovarian
 

cancer.
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  卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一,死亡

率一直高居妇科恶性肿瘤之首,而血管在卵巢癌的发

生、发展及转移中发挥了极其重要的作用。有研究表

明在小鼠神经母细胞瘤细胞系中发现了一个新的基

因Fam38A,现在被称为Piezo1,它编码了哺乳动物

MS-cation通道[1]。研究发现,Piezo1促进血管内皮

细胞迁移、定位,能驱使胚胎新生血管形成[2],其在皮

肤、肺、膀胱、肠道和血管腔内皮细胞中表达较多,而
在结肠、胃和肾脏中表达较少[3-4],在卵巢癌的表达鲜

有报 道。血 管 内 皮 生 长 因 子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)在肿瘤疾病研究中被指出是一

个不利因素,也是组织内新微小血管形成和分布的主

要调节因素[5],对于促进肿瘤血管的生成起关键作

用。微血管密度(microvessel
 

density,MVD)和微血

管面积(microvascular
 

area,MVA)与肿瘤生物学行

为密切相关,是准确衡量血管新生情况的重要参数。
肿瘤细胞的不断增殖和肿瘤体积的增加,都依赖于新

微小血管在癌组织内的错综复杂的分布(如卵巢癌、
结直肠癌等)。本研究将使用免疫组织化学方法研究

Piezo1和VEGF共同在微血管的表达情况及相关性,
分析其表达水平与 MVD、MVA计数的相关性及临床

意义,从而发现两者在卵巢癌发生、发展及转移中的

重要作用,探讨Piezo1是否能作为卵巢癌治疗靶点,
现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2011—2020年华北理工大学附属医院具有

完整临床及病理资料的卵巢肿瘤病变患者手术切除

标本,其中恶性卵巢上皮性肿瘤组织标本50例,依据

宫颈癌国际妇产科联盟(Federation
 

International
 

of
 

Gynecology
 

and
 

Obstetrics,FIGO)标准[6]进行分期,

Ⅰ期2例,Ⅱ期8例,Ⅲ期35例,Ⅳ期5例。交界性卵

巢上皮性肿瘤组织15例,良性卵巢上皮性肿瘤组织

标本20例,正常卵巢组织15例。本研究经过医院医

学伦理委员会批准,患者均术前签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器

脱水机(Exalaim-8S)和染片机(Varistain
 

Geni-

ni)购自英国Shandon公司,包埋机(Histocentre
 

3)、
切片机(RM2235)均购自德国莱卡公司。兔多抗Pi-
ezo1抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司,鼠抗人

VEGF单克隆抗体、CD34抗体、PV6000通用试剂盒

及DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥公司。

1.2.2 免疫组织化学染色

病理标本术后经中性缓冲甲醛溶液固定,石蜡包

埋后进行3
 

μm切片,行常规苏木素-伊红(HE)染色。

VEGF、CD34和Piezo1(浓缩液1∶200稀释使用)均
采用免疫组织化学二步法(EnVision法)检测,实验步

骤参照试剂盒说明书。

1.2.3 免疫组织化学结果判断

(1)Piezo1均以出现棕黄色颗粒着色判定为阳性

细胞。阳性结果判读分两步,①按染色强度评分:无
色为0分,淡黄色1分,棕黄色2分,棕褐色3分;②按

阳性细胞所占百分比评分:5个高倍视野计数阳性细

胞,阳性细胞率<5%为1分,5%~50%为2分,>
50%~75%为3分,>75%为4分。两者分值相乘≥
3分为免疫组织化学阳性,分4个等级:0~2分为阴

性(-),3~4分 为 弱 阳 性(+),5~8分 为 阳 性

(++),9~12分为强阳性(+++)。(2)MVD和

MVA的计算方法:以CD34标记的血管内皮细胞的

细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性,参照于飞等[7]校对

计数方法,以5个高倍镜视野微血管数平均值作为

MVD值(个/HP),应用Image
 

Pro
 

Plus6图像分析软

件计算 MVA。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验;计数资料以频数或百分

率表 示,比 较 采 用 χ2 检 验;相 关 性 分 析 采 用

Spearman检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 上皮性卵巢组织中Piezo1和 VEGF蛋白的表

达及 MVD和 MVA的情况

Piezo1主要定位于卵巢肿瘤细胞的细胞质或细

胞核,血管内皮细胞也呈阳性表达,部分间质细胞呈

阳性表达;VEGF也在血管内皮细胞及卵巢肿瘤细胞

的细胞质表达;CD34标记的血管内皮细胞的细胞质
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出现棕黄色颗粒,见图1。4种卵巢组织Piezo1和

VEGF表达阳性率及 MVD和 MVA比较,差异有统

计学意义(P<0.05),且上皮性卵巢癌 Piezo1和

VEGF阳性表达率及 MVD和 MVA最高,见表1。
2.2 Piezo1、VEGF、MVD和 MVA与上皮性卵巢癌

临床病理特征的关系

不同FIGO分期及有无淋巴结转移患者的Pi-
ezo1、VEGF、MVD和 MVA比较,差异有统计学意义

(P<0.05);FIGO分期高和有淋巴结转移者,Piezo1
和VEGF蛋白表达增强,见表2。
2.3 不同Piezo1、VEGF表达情况的 MVD和 MVA

及其相关性

上皮性卵巢癌组织Piezo1、VEGF表达阳性者

MVD和 MVA水平高于表达阴性者,差异有统计学

意义(P<0.05),见表3。Spearman相关性分析结果

显示,在 上 皮 性 恶 性 卵 巢 肿 瘤 组 织 中,Piezo1 和

VEGF蛋白情况总体趋势有一致性,但并不明显(r=
0.070,P=0.963)。MVD、MVA与Piezo1蛋白表达

无相关性(r=0.160、P=0.266,r=0.154、P=
0.286);MVD 与 VEGF 蛋 白 表 达 呈 正 相 关(r=
0.437、P=0.010);MVD 与 MVA 呈 正 相 关(r=
0.351、P=0.012)。

  A:上皮性卵巢癌 HE染色(×400);B:上皮性卵巢癌中Piezo1的表达(免疫组织化学染色,×400);C:上皮性卵巢癌中VEGF的表达(免疫组

织化学染色,×400);D:上皮性卵巢癌中CD34的表达(免疫组织化学染色,×200)。

图1  上皮性卵巢癌中Piezo1、VEGF和CD34的病理结果

表1  卵巢组织中Piezo1和VEGF蛋白的表达及 MVD和 MVA水平比较

项目
卵巢正常组织

(n=15)
卵巢良性病变组织

(n=20)
卵巢交界性肿瘤

(n=15)
上皮性卵巢癌

(n=50)
F P

Piezo1阳性率[n(%)] 1(6.0) 7(35.0) 8(53.0) 44(88.0) 39.60 <0.001

VEGF阳性率[n(%)] 0 6(30.0) 8(53.0) 42(84.0) 40.53 <0.001

MVD(x±s,个/HP) 6.60±1.51 7.40±2.91 19.30±5.27 36.80±13.00 67.05 <0.001

MVA(x±s,pixel2) 1
 

440.20±356.45 1
 

632.00±332.41 2
 

566.50±924.55 3
 

231.20±1
 

072.48 25.94 <0.001

表2  Piezo1、VEGF、MVD和 MVA的表达与上皮性卵巢癌临床病理特征的关系

项目 n Piezo1阳性例数(n) VEGF阳性例数(n) MVD(x±s,个/HP) MVA(x±s,pixel2)

年龄

 ≥50岁 31 27 27 31.10±8.24 3
 

265.36±1
 

132.54

 <50岁 19 17 15 27.59±8.27 2
 

986.13±1
 

205.29

肿瘤大小

 ≥5
 

cm 35 30 31 29.37±9.34 3
 

156.32±997.28

 <5
 

cm 15 14 11 32.60±10.23 2
 

786.36±983.26

病理分级

 高-中分化 39 33 34 32.66±4.72 3
 

057.16±1
 

332.52

 低分化 11 11 8 30.07±2.85 2
 

889.43±1
 

109.32

组织学类型

 黏液性癌 3 3 3 31.66±2.72 2
 

965.77±1
 

049.51

 浆液性癌 37 31 31 28.22±3.63 2
 

788.32±1
 

105.23

 子宫内膜癌 4 4 3 30.10±3.24 3
 

068.33±932.58

 透明细胞癌 6 6 5 29.80±5.46 2
 

786.43±1
 

305.32
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续表2  Piezo1、VEGF、MVD和 MVA的表达与上皮性卵巢癌临床病理特征的关系

项目 n Piezo1阳性例数(n) VEGF阳性例数(n) MVD(x±s,个/HP) MVA(x±s,pixel2)

FIGO分期a

 Ⅰ+Ⅱ 10 5 6 29.60±3.19 2
 

489.63±1
 

312.45

 Ⅲ+Ⅳ 40 39 36 32.72±2.88 3
 

379.19±1
 

105.20

淋巴结转移a

 有 31 30 29 32.50±6.24 3
 

269.36±1
 

232.44

 无 19 14 13 37.10±9.24 2
 

518.18±1
 

291.22

浸润

 有 39 35 34 33.18±3.24 3
 

365.36±1
 

152.56

 无 11 9 8 30.77±4.53 3
 

086.43±1
 

235.27

  a:P<0.05。

表3  不同Piezo1、VEGF表达情况的 MVD和 MVA
   比较(x±s)

项目 n MVD MVA

Piezo1

 阳性 44 36.14±11.56a 3
 

215.16±1
 

032.53a

 阴性 6 25.24±10.32 2
 

289.12±1
 

105.28

VEGF

 阳性 42 34.35±11.22a 3
 

056.12±987.26a

 阴性 8 24.63±9.86 2
 

286.36±963.24

  a:P<0.05,与阴性比较。

3 讨  论

  2018年,全世界卵巢癌病例约295
 

000例[8],其
早期发现由于缺乏症状而困难重重,这导致生存率低

(<30%)或进展为腹膜转移[9],目前迫切需要新的治

疗靶点来提高这类患者的生存率。
Piezo1是一种非选择性机械敏感性离子通道,它

可以在淋巴管、心脏等心血管系统的内皮细胞中[10],
主要存在于内皮细胞和血管平滑肌细胞。研究发现

斑马鱼敲除Piezo1后,上皮细胞迁移受到阻碍,细胞

坏死,导致细胞团形成并破坏了上皮稳态性[11]。还有

研究表明机械敏感的Piezo通道在病理生理学中的重

要性,Piezo1和Piezo2在许多上皮来源的恶性肿瘤组

织中均过表达,它们有作为肿瘤生物标志物用于诊断

和预后的潜力,可以作为治疗策略的药理和遗传靶

标[12]。此外,Piezo1在人胃上皮细胞中具有致癌作

用,与非肿瘤胃组织比较,在大多数被分析的胃癌细

胞系和原发肿瘤标本中过度表达,是促进胃癌进展细

胞增殖、迁移和侵袭所必需的因素[13]。在人类前列腺

肿瘤标本中,与非恶性组织比较,无论在 mRNA水平

还是蛋白水平上,Piezo1的表达均明显升高,在人类

骨肉瘤细胞、肝癌和膀胱癌中,Piezo1均过表达[14-16]。
本研究Piezo1蛋白水平在卵巢癌组织中过表达,阳性

率明显高于交界性肿瘤、良性病变组织和正常组织,
与上述文献报道相一致。且在上皮性卵巢癌中,Pi-

ezo1的表达与肿瘤的分期和有无淋巴结转移相关,分
期越高、有淋巴结转移者,Piezo1表达阳性率越高,提
示其可能与卵巢癌的预后相关,是上皮性卵巢癌预后

的检测指标,且参与了上皮性卵巢癌的侵袭及转移,
这与ETEM等[17]报道相一致。对小鼠膀胱癌细胞的

免疫组织化学分析显示,Piezo1上调与肿瘤的分期直

接相关。但其与患者年龄、肿瘤的大小、组织学类型、
病理分级及浸润程度没有明显相关性,表明Piezo1在

肿瘤发展过程中起着至关重要的作用。国内外没有

Piezo1与女性生殖道肿瘤的相关报道,本研究填补了

其在卵巢癌中研究的空白,因此,Piezo1可能是卵巢

癌一种新的治疗靶点。

VEGF是许多恶性肿瘤的治疗靶点,它是卵巢癌

发生、转移过程中作用最强的、特异性高的关键调控

因子。与VEGF受体结合后,能够促进血管内皮细胞

的增殖、活化、存活、生长和转移,为肿瘤的发生、发展

提供营养条件[18]。调节血管生成相关蛋白VEGF的

表达水平可以影响肿瘤血管生成,并进一步减少肿瘤

转移[19]。本研究中,VEGF蛋白在上皮性卵巢癌中过

表达,Piezo1和VEGF蛋白表达总体趋势一致,都在

肿瘤血管细胞中发挥重要作用。本研究中Piezo1和

VEGF不仅在卵巢肿瘤组织中表达,血管内皮细胞中

也有表达,其在卵巢肿瘤组织中阳性表达的 MVD和

MVA明显高于阴性表达,提示卵巢恶性肿瘤组织中

新生微血管增多,Piezo1和VEGF与肿瘤的血管生成

密切相关。且在肿瘤临床分期高、淋巴结有转移者,

MVA也增高,与Piezo1和 VEGF的表达有一致性,

VEGF的表达与 MVD呈正相关。
综上所述,Piezo1和VEGF有促进肿瘤血管生成

的作用,随着卵巢组织恶性程度的进展,Piezo1和

VEGF表达水平都增加。Piezo1和 VEGF可以作为

衡量上皮性卵巢肿瘤的良恶性标志,判断肿瘤预后的

重要参考指标,可以作为潜在的上皮性卵巢癌的治疗

靶点。然而,Piezo通道在癌症标志中的作用有些令
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人困惑。就笔者所知,作为癌基因或癌抑制因子,Pi-
ezo1的活性可能取决于癌症的具体类型,并可能涉及

多种信号通路,需要进一步探讨和研究集中于开发更

具选择性的药物和创新策略,以靶向Piezo1通道治疗

癌症。
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