
直肠腺癌（READ）起源于直肠粘膜上皮细胞，是最

常见的直肠癌类型，占直肠癌90%以上，且男性发病率

高于女性［1, 2］。虽然现在结肠镜检被作为早期发现和诊

断直肠癌的重要手段，但在诊断直肠癌时，约80%是局

限性的，而20%已经发生远处转移，复发仍然是威胁患

者健康和困扰医务工作者的难题。研究发现，READ的

病因包括不良饮食习惯、烟草、久坐不动的生活方式、肥

胖、年龄、遗传、炎症性肠病和辐射等［3］。但READ发生

发展的分子机制尚未明确。

多梳家族（PcG）蛋白在胚胎发育和干细胞特性维

持中发挥重要作用［4-6］，研究表明多梳家族蛋白功能失调

与肿瘤发生发展密切相关［7, 8］。Bmi-1作为多梳家族明

星分子，在包括卵巢癌、结肠癌、胰腺癌等肿瘤组织中过

表达或者失调［9-11］。多梳家族因子1（PCGF1）在神经系

统发育过程中高度表达，且对细胞的自我更新和胚胎发

育发挥重要作用［12, 13］。基因序列分析表明，PCGF1在结

构上与Bmi-1高度相似，RING finger结构域与Bmi-1

相应区域同源性高达93%，提示这两个蛋白可能具有相

似的功能。有研究表明，PCGF1在胶质瘤、急性淋巴细

胞白血病等肿瘤组织中高度表达［14-16］，但在直肠腺癌中

尚无相关研究，因此了解PCGF1在READ调控中的功
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摘要：目的 探讨PCGF1在直肠腺癌中的表达及增殖的调控作用。方法 采用UALCAN和ENCORI数据库在线分析PCGF1在

直肠腺癌组织和正常组织中的表达丰度，以及与直肠腺癌临床病理参数以及生存预后的相关性。通过qPCR和Western blot方

法检测直肠腺癌细胞株和正常细胞株PCGF1表达水平。采用慢病毒载体分别构建PCGF1过表达和沉默稳定转染细胞系，将细

胞分为未转染、过表达和沉默组，通过CCK-8法检测细胞增殖能力。裸鼠成瘤实验检测PCGF1对体内肿瘤增殖的影响。结果

PCGF1在直肠腺癌组织中呈现高表达（P<0.001），PCGF1表达与直肠腺癌分期、组织分化及淋巴结是否转移有关（P<0.001），且

PCGF1高表达的直肠腺癌患者预后更差（P<0.05）。SW837和SW1463细胞中PCGF1沉默组细胞增殖能力降低（P<0.05），且

PCGF1沉默明显抑制直肠癌细胞在裸鼠体内的增殖（P<0.01）。结论 PCGF1在直肠腺癌组织中高表达，可能是直肠腺癌患者

生存及预后的标志分子和潜在治疗靶标。
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Abstract: Objective To investigate the expression of PCGF1 in rectal adenocarcinoma (READ) and the effect of PCGF1
silencing on proliferation READ cells in vitro. Methods The UALCAN and ENCORI online databases were used to analyze the
expression level of PCGF1 in READ tissues and normal tissues and its association with the clinicopathological parameters and
survival outcomes of patients with READ. The expression levels of PCGF1 were detected in two READ cell lines and a normal
rectal epithelial cell line (HcoEpiC cells) using qPCR and Western blotting. Lentiviral vectors were used to construct PCGF1-
overexpressing and PCGF1-silenced cell lines, and the proliferative activity of the cells was assessed using CCK-8 assay. The
effect of PCGF1 silencing on tumor proliferation in vivo was also evaluated by observing tumorigenicity of the cells in nude
mice. Results PCGF1 was highly expressed in READ tissue (P<0.001), and its expression levels was correlated with READ
stage, differentiation and lymph node metastasis (P<0.001). A high PCGF1 expression level was associated with a poor survival
outcome of READ patients (P<0.05). In SW837 and SW1463 cells, PCGF1 silencing significantly lowered the proliferative
activity of the cells both in vitro (P<0.05) and in nude mice (P<0.01). Conclusion PCGF1 is highly expressed in READ tissue and
may potentially serve as a prognostic biomarker as well as a therapeutic target for READ.
Keywords: polycomb group; PCGF1; rectal adenocarcinoma; proliferation; survival outcomes
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能可能会为其治疗提供一个新的靶点。

本研究采用生物信息学方法分析PCGF1在直肠腺

癌中的表达情况，探讨PCGF1表达与直肠癌患者的生

存预后相关性，并进一步通过沉默和过表达PCGF1基

因的双向操作，探讨对直肠腺癌细胞体内外增殖的影

响，旨在为PCGF1作为READ诊断标志物、治疗靶标和

预后评价指标等提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 生物信息学分析

分别采用在线资源ENCORI（https://starbase.sysu.

edu.cn/index.php）和 UALCAN（http://ualcan.path.uab.

edu）分析来自TCGA的肿瘤样本数据。其中，UALCAN

用于分析直肠癌样本中PCGF1基因表达水平，包括与

不同分型、不同分期、组织亚型、性别、种族、淋巴结转移

等相关的基因表达丰度［17］。本研究通过ENCORI［18］分

析PCGF1基因表达与READ患者生存率的关系。根据

基因表达的中位数将患者分为高表达组（n=79）和低表

达组（n=80）。

1.2 细胞株及培养

人 胚 肾 细 胞（293FT），人 直 肠 腺 癌 细 胞 系

（SW1463，SW837）和 人 正 常 结 直 肠 上 皮 细 胞

（HCoEpiC）由本实验室保存。所有细胞在 37 ℃、5%

CO2条件下，含10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养基中

培养。

1.3 RNA提取、反转录和定量PCR

使用 TRIzol 试剂（Invitrogen）从细胞中分离总

RNA，根据操作说明检测PCGF1 mRNA表达水平。然

后使用Prime ScriptTM RT试剂盒（Takara）进行逆转录。

qRT-PCR反应采用SYBR Green PCR试剂盒（Takara）。

GAPDH作为内参对照。反应在ABI®7500 Fast Real-

Time PCR体系（Applied Biosystems）中进行。反应条

件为95℃ 10 min, 95℃15 s 40个循环，60℃ 35 s。分析

每个样品的熔化曲线。使用2-ΔΔCt方法计算每个重复的

均值来计算mRNA的相对表达量。实验独立重复 3

次。PCGF1 引物，Forward: 5'-TTAAGATGGCGTCT

CCTCAGG-3'，Reverse: 5'-AGTGGCTGTGTCTCGT

GGAT-3'；GAPDH引物，Forward: 5'-CGCTCTCTGCT

CCTCCTGTTC-3'，Reverse: 5'-ATCCGTTGACTCCG

ACCTTCAC-3'。

1.4 载体构建及病毒包装

将PCGF1全长序列克隆到pLVX-IRES-Puro载体

中（Overexpression, OE），同时针对PCGF1敲除靶点设

计引物并克隆到pLVX-shRNA2载体中（Knockdown，

KD），进行慢病毒包装。将293FT细胞按照5×104/mL

提前1 d铺种至6孔板，分别将构建的载体与PMD和SPA

质粒（本实验室保存）共转染293FT细胞，6~8 h后更换

新鲜培养基，用0.22 μm滤膜分别于48 h、72 h收集上清

液，加入病毒浓缩液后4℃离心获得高滴度慢病毒浓缩

液。PCGF1过表达载体引物，Forward:5'-GGAATTC

ATGGCGTCTCCTCAGGGGGGC-3'， Reverse:5'-CG

CGGATCCCTACCTCCTCTTCTCTTTCACACTG-3'；

PCGF1 沉默载体引物，Forward:5'-CACCGGCAGGA

CATCGTGTATAAGC-3'，Reverse:5'- AAACGCAGGA

CATCGTGTATAAGCC-3'。

1.5 病毒感染及稳定细胞系建立

分别将SW837和SW1463细胞作为目的细胞，按

照1×105/孔的比例提前1 d铺至6孔板，将制备的慢病毒

浓缩液分别感染细胞，12 h后更换为新鲜培养基，继续

培养72 h。加入终浓度为2μg/mL的嘌呤霉素进行筛选。1

周后挑选单克隆细胞集落更换至24孔板用1μg/mL浓度

的嘌呤霉素继续培养，待细胞长满后进行有限稀释筛

选。消化细胞后稀释至100 mL，取1 μL加入预先放入

99 μL 10%FBS-DMEM培养基的96孔板中继续培养，

嘌呤霉素浓度为1 μg/mL，待细胞长满后移至6孔板进

行扩大培养。SW837 NC和SW1463 NC分别代表阴性

对照细胞。

1.6 Western blot检测

用 RIPA 裂解液（R0010，Solarbio）对细胞进行裂

解，同时加入蛋白酶抑制剂（cOmplete ™ Protease

Inhibitor Cocktail）。用12% SDS-PAGE进行电泳分离

后转移至0.22 μm PVDF膜上。5%脱脂牛奶室温下封

闭1 h，一抗按照1∶1000稀释4℃孵育过夜（PCGF1、β-

actin，Abcam），洗膜后分别于HRP标记的羊抗兔和羊

抗鼠抗体（1∶5000，BioRad，Hercules）室温孵育1 h。利

用ECL Plus（Amersham Pharmacia Biotech）进行化学

发光法显色。

1.7 CCK-8法检测细胞增殖

将细胞提前 1 d 种至 96 孔板，浓度为 8×103/孔，

CCK-8法检测细胞增殖情况。使用全波长酶标仪于

450 nm波长下读取每个孔的吸光值A450nm，实验重复3次。

1.8 裸鼠成瘤实验

雄性BALB/c裸鼠（4~6周龄，n=18）（中国医学科学

院实验动物研究所），饲养在无菌环境中，24℃和50%~

70%湿度条件下，12/12 h的光/暗循环，并允许自由获得

食物和水。所有动物实验均经本院动物伦理委员会批

准。将裸鼠随机分为对照组（NC）、过表达组（OE）和敲

低组（KD），6只/组。分别将SW837-NC、SW837-OE和

SW837-KD细胞（6×106/mL）重悬于 100 μL PBS溶液

中，注射入裸鼠左侧腋下皮下组织。1 d/次测肿瘤长径

和短径，计算肿瘤体积，以每组动物移植肿瘤体积的均

值绘制生长曲线。裸鼠麻醉后拍照，完整剥离肿瘤，称
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取移植瘤质量、测量肿瘤体积，拍照后固定于中性福尔

马林液中固定后进行组织学检测。

1.9 H&E染色

肿瘤组织在10%甲醛中固定、包埋后制作成4 μm

切片，经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，蒸馏水洗涤5 min，

用苏木素对组织进行染色15 min。然后置于1%盐酸乙

醇溶液中分化 30 s，0.25%伊红染料溶液复染 5 min

（G1120，Solarbio），梯度乙醇浸泡脱水封片。所有操作

均在室温下进行。

1.10 免疫组化

肿瘤组织在10%甲醛中固定、包埋后制作成4 μm

切片，经脱蜡、脱水、抗原修复和封闭。与Ki67抗体

（IHC-R098，IBP）4 孵育过夜，然后室温下与二抗

（SE134 羊抗兔，Solarbio）孵育 1 h。加入 DAB 显色

（DA1010，Solarbio），孵育30 s。光学显微镜下观察染

色效果。

1.11 统计学分析

采用SPSS 20.0统计软件进行分析。对符合实验

条件的样品进行了分析，定量资料以均数±标准差表示，

两组间比较采用Student's t检验，多组间比较采用单因

素方差分析。P<0.05为差异具有统计学意义。所有实

验均独立重复3次。

2 结果

2.1 直肠癌中PCGF1表达及生存分析

UALCAN 在线分析 TCGA 数据库中 PCGF1 在

READ组织中的表达水平发现，PCGF1在READ组织

中的表达高于正常对照组织（P<0.0001，图 1A）。

PCGF1表达在正常组织和直肠腺癌之间以及正常组织

和直肠粘液腺癌之间的差异均有统计学意义（图1B）。

不同病理分期READ组织中PCGF1表达均高于正常对

照组（P<0.05），并且Ⅳ期直肠腺癌组织PCGF1表达高

于Ⅰ期组织（图1C）。不同淋巴结转移的READ组织中

PCGF1表达与正常对照组相比，差异同样具有统计学

意义（图1D）。对PCGF1表达与READ患者总生存率

相关性分析结果显示，PCGF1表达高于平均值，且与OS

下降显著相关（HR=2.57，P=0.023，图1E）。
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图1 PCGF1在直肠腺癌组织中表达
Fig.1 Expression of PCGF1 in rectal adenocarcinoma tissues. A: Expression of PCGF1 in normal and tumor tissues. B: Expression of
PCGF1 in different types of rectal adenocarcinoma tissue. C: Expression of PCGF1 in tumor specimens of different clinical stages. D:
Expression of PCGF1 in tumor specimens of different stages of lymph node metastasis. E: Analysis of PCGF1 expression and
survival rate of READ patients. #P<0.05: Stage1 vs Stage4; ***P<0.001 vs normal; ****P<0.0001 vs normal.
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2.2 PCGF1表达水平验证

为验证上述生物信息学预测分析结果，我们对人正

常直肠上皮细胞和人直肠腺癌上皮细胞中 PCGF1

mRNA水平和蛋白水平进行了比较。结果显示肿瘤细

胞中PCGF1的转录水平和蛋白水平均显著高于正常对

照细胞（P<0.01，图2A）。

2.3 建立PCGF1沉默稳定细胞系

我们采用双向操作技术，分别构建PCGF1过表达
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和沉默的慢病毒载体，以SW837和SW1463为基础细

胞，转染后挑选单克隆，建立稳定转染细胞系。对建立

的细胞系进行Western blot分析，证实过表达和沉默细

胞系均构建成功，且SW837和SW1463细胞沉默效率

分别为80.5%和71.9%（图3），将该细胞系作为后续实

验的基础细胞系，按照过表达和沉默分别命名为OE和

KD细胞，对照细胞为NC细胞。
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图2 PCGF1在正常和直肠癌细胞中表达
Fig.2 Expression of PCGF1 in normal and rectal cancer cell lines. A: Expression
of PCGF1 mRNA. B: Expression of PCGF1 protein. **P<0.01.
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图3 PCGF1过表达和沉默细胞系构建
Fig.3 Construction of PCGF1-overexpressing and PCGF1-silenced cell lines. A, C: PCGF1
overexpression and silencing in SW837 cells. B, D: PCGF1 overexpression and silencing in
SW1463 cells. ***P<0.001. ****P<0.0001

2.4 PCGF1沉默抑制细胞增殖

CCK-8 实验结果显示，与 NC 细胞相比，SW837

KD细胞和SW1463 KD细胞生长速度显著降低（P<0.05，

图4），而PCGF1过表达则对细胞增殖没有明显作用。

2.5 PCGF1沉默移植肿瘤的体内生长

鉴于PCGF1可以在体外抑制READ细胞增殖，我

们进一步通过裸鼠成瘤实验鉴定PCGF1在体内的作

用。结果显示，与NC和OE组相比，KD组肿瘤体积和

质量缩小（图5A），且在荷瘤期间，KD组肿瘤生长明显

慢于NC组和OE组，相应的肿瘤体积也较小（P<0.05，

图5B）。对3组肿瘤重量进行分析，结果显示KD组的

肿瘤质量低于其它两组(P<0.05)，而NC组和OE组之间

没有显著性差异（图5C）。同时，小鼠体质量变化无统

计学意义（P>0.05，图 5D）。在H&E和免疫组化实验
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中，肿瘤细胞增殖通过Ki-67染色检测，结果显示KD组

肿瘤组织中Ki-67阳性细胞数低于对照组（P<0.05），而

NC组和OE组的差异无统计学意义（P>0.05，图6）。

3 讨论

研究发现 PCGF1主要在神经系统中表达，并且

PCGF1缺失的胚胎干细胞会出现严重的外胚层和中胚

层发育缺陷［20］。本课题组在以往对小鼠畸胎瘤细胞P19

细胞的研究中发现，PCGF1可以直接与Oct4启动子结

合维持P19细胞的多能性，提示PCGF1在干细胞多能

性维持上具有重要作用［21］，而且该作用主要与表观遗传

调控有关。众所周知，肿瘤发生和进展中的表观遗传异

常已经被证实可以引起肿瘤的所有特征表型［22, 23］。PcG

蛋白的功能失调，无论是功能获得还是功能缺失，都会

导致表观遗传的限制或者促进，引发错误的下游效应，

进而诱发肿瘤的特征。截止目前，多项研究已经证实包

括PCGF1在内的多个PcG蛋白在实体瘤和血液系统恶

性肿瘤等多种肿瘤中显著升高，并促进肿瘤进展。Bmi-1

作为PCGF1高度同源的PcG家族蛋白，在大肠癌中表

达明显升高，其与大肠癌发生、转移及预后密切相关，且

图4 PCGF1沉默对READ细胞增殖的影响
Fig.4 Effects of PCGF1 silencing on proliferation of SW837 cells (A) and SW1463 cells (B) detected by
CCK-8 assay. *P<0.05. **P<0.001. ****P<0.0001 vs NC group; #P<0.05. ##P<0.001. ####P<0.0001 vs OE group.
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图5 PCGF1基因不同表达水平对裸鼠体内肿瘤生长的影响
Fig.5 Effects of PCGF1 overexpression and knockdown on tumor growth in nude mice. A: Tumor size of nude
mice in each group (n=6). B: Tumor volume. C: Tumor weight. D: Animal body weight. **P<0.01, ***P<0.001,
****P<0.0001, KD group vs NC group; #P<0.05, ###P<0.001, ####P<0.0001, OE group vs NC group; &&P<0.01, KD group
vs OE group.
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对Ki67的表达具有间接调控作用，在结直肠癌肝转移

小鼠模型中，敲除Bmi-1可以减少肝转移，而过表达

Bmi-1则增加肝转移［24, 25］。Mel18（PCGF2）通过抑制

reg3b和STAT3信号通路的表达，促进结肠腺瘤细胞

增殖，减少细胞凋亡，参与小鼠结肠炎相关肿瘤的发生

发展［26］。

PCGF1在宫颈癌、胶质瘤等肿瘤组织及细胞模型

中表达水平升高也提示其可能发挥重要调控作用［14-16］。

裸鼠成瘤实验证实，在具有更高克隆形成能力的侧群细

胞（SP）中，PCGF1表达水平更高［27］。PCGF1过表达可

以增加HeLa细胞和SH-SY5Y细胞S周期细胞分布，降

低G2/M期细胞比率［14］。本课题组以往的研究也证实，

PCGF1沉默后可以抑制c-Myc信号通路，进而抑制胶

质瘤细胞增殖［16］。随着研究的不断深入，PCGF1作为转

录抑制因子在肿瘤细胞中的调控功能逐渐被挖掘出

来［11, 28］。有研究证实，PCGF1可以直接与p21Waf1/Cip1

启动子区结合，从而抑制p21Waf1/Cip1表达和促进细

胞周期进展，而p21是肿瘤细胞生长周期进程的关键负

调控因子［29-31］。PCGF1在干细胞样胶质瘤细胞中高度

表达，且PCGF1敲低后干细胞标志物表达下调，细胞的

神经球形成和自我更新能力下降，皮下异种移植物增殖

能力下降，而PCGF1过表达则表现出干细胞样表型［15］。

PCGF1可以直接结合于RDH16启动子区，进而抑制其

表达［15］。上述研究提示PCGF1可能在肿瘤干细胞的自我

更新中发挥重要作用，这是肿瘤发生发展的直接证据。

本研究首先通过生物信息学分析发现PCGF1在

READ中的表达显著高于正常组织，而且这种高表达与

患者的生存预后差密切相关。随后，我们进一步在细胞

水平上进行了验证，发现PCGF1在直肠癌细胞中转录

水平和蛋白水平均明显上调。在此基础上，为了深入研

究PCGF1对直肠腺癌调控的分子机制，我们采用经典

双向操作方法，分别构建PCGF1基因过表达和敲低的

慢病毒载体，选取293T为包装工具细胞，并利用嘌呤霉

素对目的细胞进行筛选，挑选单克隆细胞进一步扩大培

养，最后获得稳定过表达和沉默的直肠癌细胞模型，经

免疫印迹实验验证两种细胞的PCGF1沉默效率均大于

70%。通常情况下，肿瘤细胞增殖能力明显发生改变，

而且与肿瘤放化疗抗性及复发密切相关。因此，我们利

用该细胞系重点分析PCGF1在调控细胞增殖方面的作

用。CCK-8实验是经典检测细胞增殖能力的实验，结果

证实 PCGF1 沉默导致细胞增殖能力显著下降，而

PCGF1过表达则对细胞增殖能力没有明显作用。不仅

如此，我们通过裸鼠成瘤实验发现，PCGF1沉默后明显

抑制肿瘤细胞在动物体内的增殖和生长，同样PCGF1

过表达没有改变肿瘤生长速度和体积。因此，体内外实

验均提示PCGF1是直肠腺癌细胞增殖的关键基因，这

为PCGF1可能是一个有希望的治疗靶点，可以用来抑

制体内结直肠癌的生长提供了有力证据。有趣的是，有

研究发现PCGF1结合于结肠癌干细胞标志物的启动子

上，并且通过增加KMT2A表达和减少KDM6A表达，

分别促进H3K4组蛋白三甲基化和减少K3K27组蛋白

三甲基化，进而发挥其对标志物的转录活化作用［32］。这

一结果与我们的研究结论相一致，也进一步为PCGF1

在直肠腺癌细胞的增殖调控中发挥重要作用提供了有

力证据。

综上所述，本研究通过生物信息学分析和建立直肠

腺癌细胞模型初步发现PCGF1可能在READ的发生发

展中发挥一定的作用，为下一步PCGF1作为直肠腺癌

靶向治疗的关键基因提供了理论基础。但是，本研究也

有一些局限性：一方面，没有观察成瘤动物体内的淋巴

图6 PCGF1基因不同表达水平肿瘤组织标本免疫组化分析
Fig.6 Immunohistochemical analysis of tumor xenografts derived from cells with PCGF1 overexpression
and knockdown (Original magnification: ×200).
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结转移情况。另一方面，PCGF1对直肠癌抑制作用的

确切机制需要进一步深入研究。由于PCGF1具有表观

遗传抑制作用，下一步我们将在此细胞模型的基础上，

通过大规模测序对PCGF1下游调控靶点进行筛选和验

证，进一步探究其在READ中作用的直接分子机制，为

开发READ诊断和治疗的靶分子提供理论依据。总之，

随着对肿瘤表观遗传失调机制的了解深入，对PCGF1

等表观遗传修饰因子的研究将揭示包括READ在内等

多种肿瘤的表观遗传修饰信息和信号网络调控机制，从

而为精准治疗提供新的策略和靶点。
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