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一、研究内容和意义（摘要）研究意义 

子宫内膜癌是女性生殖道最常见的恶性肿瘤之一，侵袭和转移是肿瘤治

疗失败、临床预后不良的主要原因，探讨侵袭转移过程中相关分子机制，对

于落实肿瘤转化医学的实际应用，提高临床肿瘤治疗效果，均具有重要的理

论意义和应用价值。本项目在前期人体组织标本研究的基础上，发现 Twist

和 Wnt5a 可能在子宫内膜癌的侵袭转移中发挥重要调控作用，为了进一步验

证该推测，本研究拟采用 RNA 干扰和质粒转染技术，建立 Twist-shRNA 和

Wnt5a 质粒稳定表达的子宫内膜癌细胞株，在肿瘤细胞系及动物实验中，分

别和同时调控 Twist、Wnt5a 的表达，观察其对子宫内膜癌细胞增殖、侵袭转

移能力的影响，以及对上皮-间质转化(EMT)过程的逆转作用，结合高通量二

代测序、肿瘤分类基因芯片、免疫共沉淀和双荧光素酶报告基因，筛选、确

认与肿瘤生长、侵袭转移有关的 Twist 和 Wnt5a 新的上下游靶基因，并探讨

Twist 直接结合 Wnt5a 表达的分子机制和互作基因。 

子宫内膜癌近年来发病率逐渐上升并呈年轻化趋势，大约 25%的患者发

生于绝经前，其中 40 岁以下患者占 3%-14%。年轻患者的肿瘤多处于早期，

具有分化程度较高(G1-G2 )、较少发生肌层浸润的特点，对早期、复发及有生

育要求的子宫内膜癌患者，大剂量孕激素用药是主要临床措施，其治疗后的

肿瘤结局及生育结局良好。但 30%-40%病例在治疗不同时期出现对孕激素不

敏感现象(孕激素抵抗)，导致肿瘤进展，严重影响治疗效果和患者预后。进一

步研究和明确孕激素抵抗分子机制以及可能的增敏机制，对提高早期子宫内

膜癌患者的疗效并保留生殖内分泌功能具有重要意义，并为今后子宫内膜癌

的预后判断和个体化靶向治疗提供新的思路和理论基础。 

通过 TCGA 数据分析、免疫组化及体外细胞学实验，课题组前期研究发

现：Twist 蛋白表达和子宫内膜样腺癌的 ER、PR 激素受体呈负相关性，在孕

激素抵抗的子宫内膜癌细胞株中，Twist 和磷酸化 Akt 蛋白表达呈升高趋势，

由此合理推测：Twist 和 PI3K/AKT/mTOR 信号途径可能在子宫内膜癌孕激

素抵抗中具有关键分子作用。故本项目拟：进一步探索 Twist 过度表达与子宫

内膜癌激素受体异常的临床相关性，以及可能调控 PI3K/AKT/mTOR 信号通

路在孕激素抵抗中的机制；采用高通量二代测序、转录组测序、表达谱芯片、
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生物信息学分析等技术，筛选、鉴定与肿瘤耐药、孕激素抵抗相关新的靶基

因。本研究将为更有效阐明子宫内膜癌孕激素抵抗发生的分子机制提供新的

实验基础，亦为肿瘤耐药的个体化治疗提供新的策略。 

 

研究内容 

1.  验证 Twist 和 Wnt5a 信号通路、EMT 相关蛋白在不同内膜组织中的

差异性表达 

采用免疫组化染色结合组织芯片技术，检测大样本量子宫内膜样腺癌、

不典型增生内膜组织、正常内膜组织中 Twist 和 Wnt5a 信号通路、EMT 相关

蛋白的表达水平，并分析其临床意义以及对病例预后影响。     

2.  探讨干预 Twist 和 Wnt5a 信号通路，对子宫内膜癌细胞 EMT 过程和

侵袭转移的影响 

应用本实验室保存的 6 株常用子宫内膜癌细胞株：Ishikawa、RL95-2、

AN3 CA、HEC-1A、HEC-1B、KLE，Real-time PCR 和 Western blot 检测 Twist

和 Wnt5a mRNA 及蛋白的表达，筛选表达量适合的肿瘤细胞株 RL95-2，进行

质粒和 shRNA 干扰，用于后续细胞功能实验。 

在原有工作的基础上，以转染质粒和 shRNA 分别和同时干扰 Twist 和

Wnt5a 基因，建立稳定干扰 Twist 和 Wnt5a 信号通路表达的子宫内膜癌细胞

株；分别检测肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移等指标，结合三维动态细胞培养，

观察细胞形态学变化，检测 EMT 分子标记物的改变；开展动物实验，种植转

染基因的细胞到裸鼠皮下，观察肿瘤体积和重量，主要了解对肿瘤生长及转

移的影响；应用高通量二代测序和 Super Array 肿瘤分类基因芯片（检测肿瘤

转移基因芯片、肿瘤血管形成基因芯片、干细胞基因芯片），分析 Twist 和

Wnt5a 信号通路对子宫内膜癌相关基因的影响，筛选、确定新的下游侵袭转

移相关靶基因；明确 Twist 和 Wnt5a 通路对于子宫内膜癌细胞 EMT 过程的调

控。     

3.  探讨 Twist 直接结合 Wnt5a 信号通路的分子机制和结构基础 

应用 transfac（真核生物基因转录调控因子数据库，http://transfac.gbf.de）

对人 Wnt5a mRNA 全长序列进行分析，筛查启动子区域和增强子区域潜在的
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Twist 结合位点，然后通过双荧光素酶报告基因载体、电泳迁移率实验(EMSA)

和染色质共沉淀(ChIP)实验，研究 Wnt5a 基因相关区域是否含有 Twist 反应结

构域，明确 Twist 直接结合 Wnt5a 信号通路的分子机制。 

探讨 Twist 和 Wnt5a 信号通路的调控作用机制：沉默 Twist 表达后，对于

非经典 Wnt5a/Ca2+/CaMKⅡ，以及 Wnt5a/ PKC 信号通路相关分子的改变，

同时观察对于经典的 Wnt/β-catenin 信号通路的调控作用。 

4. 明确Twist结合PI3K/Akt /mTOR信号通路在子宫内膜癌孕激素抵抗中

的作用和分子机制 

免疫组化检测子宫内膜样腺癌中的 Twist 和激素受体 ER 及 PR 两种亚

型:ER α、ER β、PRA、PRB 差异表达水平，分析 Twist 表达水平与患者激素

受体缺失和临床病理特征的关系。通过逐步递增孕激素类药物 MPA，建立稳

定的孕激素耐药的子宫内膜癌肿瘤细胞株 Ishikawa-MPA。检测并比较

Ishikawa 和孕激素耐药 Ishikawa-MPA 肿瘤细胞株的差异性，包括肿瘤生物学

行为（增值能力、细胞周期和细胞凋亡、侵袭转移）、耐药性相关分子途径

的改变（Twist 和 PI3K/Akt /mTOR 信号通路相关基因，以及 MAPK、ERK、

ITGB1、FAK、ILK、NF-κB 等基因）、EMT 分子的变化（EZH2、E-cadherin, 

N-cadherin, Vimentin, Sox-2、β-catenin、DACH1、CXCL8、CXCR1 等指标）。 

加入外源性 MPA，分别处理亲本 Ishikawa 和 Twist-shRNA-Ishikawa 肿瘤

细胞株，检测肿瘤细胞增殖能力、细胞凋亡、侵袭转移能力，比较 PI3K/Akt 

/mTOR 信号通路相关蛋白的差异表达。分别加入 PI3K 抑制剂 LY294002 和

Akt 抑制剂 MK-2206，检测 Twist 蛋白和相关信号通路相关蛋白的不同情况表

达。 

5. 应用二代测序、转录组测序、表达谱芯片和生物信息学技术，进一

步寻找和子宫内膜癌孕激素耐药相关的关键基因。 

利用Ishikawa和孕激素耐药Ishikawa-MPA肿瘤细胞株，采用高通量二代 

测序、转录组测序和表达谱芯片技术、结合生物信息学分析，筛选耐药细胞株

及亲本细胞株差异表达基因，构建蛋白互作模型，最终筛选出新的子宫内膜癌

孕激素抵抗关键分子。采用一代测序（Sanger法）结合荧光定量PCR，验证筛

选的耐药关键基因。 
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二、研究团队三、研究背景 

研究背景和进展 

上皮-间质转化(epithelial mesenchymal transition, EMT)是指在特定生理和

病理条件下，具有极性的上皮细胞转化为具有间质特性的细胞并获得侵袭迁

移能力的过程，EMT 不仅存在于胚胎发育和器官形成中，也是肿瘤细胞原位

浸润和远处转移的起始环节和关键步骤[1]。Twist 是一种在进化上高度保守的

螺旋-环-螺旋(basic helix-loop-helix, bHLH)转录因子，可以促进胚层上皮转变

为间质细胞并具有迁徙能力，在中胚层形成过程中具有重要作用。目前研究

表明，Twist 是诱导肿瘤细胞发生 EMT 并促进侵袭转移的关键调控因子[2, 3]。

Li 等[4]采用 Twist 重组质粒转染乳腺癌细胞株 MCF7 和宫颈癌细胞株 Hela，

免疫荧光显微镜观察发现细胞间连接丧失，形态呈纺锤形或成纤维细胞样，

蛋白印迹法结果出现 EMT 分子标记物的改变，包括间质细胞标记物 α-SMA

和波形蛋白表达上调，上皮细胞标记物 E-cadherin 表达下调，提示 Twist1 基

因的激活在乳腺癌 EMT 的发生、肿瘤的侵袭转移中发挥重要作用。Hui 等[5]

对 120 例非小细胞性肺癌研究发现，Twist 在 38.3%的肺癌组织中过表达，并

和淋巴结累及、胸腔转移等密切相关，Twist 阳性患者预后明显较短，细胞学

实验干扰 Twist 基因的表达，可以明显降低肺癌细胞的迁徙能力和转移特性。

本课题组在组织标本中发现[6]，Twist 蛋白在正常子宫内膜组织中低度表达，

在不典型增生内膜组织中表达增高，而在子宫内膜样腺癌中呈显著增高

（P<0.01），并与肿瘤的肌层浸润、淋巴结转移等恶性生物学行为紧密相关

（P<0.05），结果表明 Twist1 基因的激活可能促进了子宫内膜癌细胞的运动

迁移能力，在肿瘤的侵袭转移过程中具有重要作用。 

高度保守的 Wnt 信号家族在胚胎发育中发挥重要作用，可调节细胞生长、

迁移、分化及发育等。Wnt 信号分为两类，经典 Wnt/β-catenin 通路和非经典

信号通路，包括 Wnt /细胞平面极性通路（PCP)和 Wnt/Ca2+通路，通过增加

细胞内 Ca2+浓度，激活钙调蛋白依赖性激酶Ⅱ和蛋白激酶 C(Protein Kinase, 

PKC)，调节细胞黏附迁移能力[7-9]。Wnt5a 基因是 Wnt 非经典家族中的关键成

员，位于人染色体 3p14-p21，其在不同恶性肿瘤中的生物学作用存在一定分

歧：在结肠癌、甲状腺癌、血液系统肿瘤中可以发挥抑癌作用，而在乳腺癌、
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黑色素瘤、胰腺癌等研究中具有原癌基因功能[10,11]。Wnt5a 可以产生

Wnt5a-long 和 Wnt5a-short 两种蛋白亚型，它们在癌细胞系中发挥不同的活性：

Wnt5a-L 抑制肿瘤细胞系的增殖，而 Wnt5a-S 促进其生长[12]。Wnt5a 既能参

与经典的 Wnt/β-catenin 通路，又能活化非经典通路发挥拮抗作用，并且二者

之间相互联系。上述因素可能导致 Wnt5a 在不同肿瘤微环境中的作用不一致，

具有差异肿瘤活性功能。我们在前期研究中报道，Wnt5a 蛋白在正常子宫内

膜组织中高表达，在不典型增生内膜组织中表达减少，在子宫内膜样腺癌中

呈明显降低(P<0.05)，体外细胞学研究中，稳定转染 Wnt5a 质粒的子宫内膜癌

细胞株，肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭能力明显降低(P<0.05)，上述结果强烈提

示，Wnt5a 通路可能是子宫内膜恶变过程中的重要的肿瘤抑制基因，过度表

达能够拮抗子宫内膜细胞的增殖及恶性转化。 

那么在子宫内膜样腺癌中，Twist 和 Wnt5a 的异常表达是否和 EMT 的发

生有关？其具体调控的相关靶基因有哪些？EZH2 (果蝇 zeste基因增强子同源

物 2，enhancer of zeste homolog 2)是多梳基因家族的重要成员，在细胞分化、

细胞周期调节和肿瘤发生过程中具有重要作用。E-钙粘蛋白(E-cadherin)是钙

依赖性的跨膜受体，通过同类分子间结合介导细胞之间的粘附作用，维持上

皮细胞的粘附力和完整性。许多研究证明，EZH2 可以抑制上皮细胞标志物

E-cadherin 的表达，促进 EMT 过程，并与肿瘤的恶性生物学行为相关[13,14]。

本课题组前期实验发现，在子宫内膜的恶性转化过程中，随着 Twist 和 Wnt5a

蛋白表达的异常，EZH2 蛋白明显升高，而 E-cadherin 蛋白降低，上述标记物

的表达呈明显的相关关系(P<0.05)，结果说明 EZH2、E-cadherin 可能是 Twist

和Wnt5a的共同下游靶基因，当采用质粒转染和RNA干扰作用Twist和Wnt5a

后，能够协同调节 EZH2、E-cadherin 的转录和表达，降低子宫内膜癌的侵袭

转移等恶性行为（待发表实验资料）。综合相关文献，可以合理推测：在子

宫内膜样腺癌中，Twist 和 Wnt5a 信号通路能够有效诱导 EMT 相关靶基因

的表达，并影响肿瘤细胞的侵袭转移能力。 

迄今为止，Twist 和 Wnt5a 信号通路在肿瘤中的相互作用，以及具体分子

调控机制尚不明确，需要进一步深入研究。Cao 等[15]采用基因芯片筛查，报

道 Wnt5a 非经典信号通路中重要的受体 ROR1，是 Twist 的直接下游基因和效
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应靶点，沉默或敲除 ROR1 基因，可以有效降低 Twist 蛋白表达，并抑制乳腺

癌 EMT 过程和肿瘤细胞侵袭转移能力，减少荷瘤小鼠的肺脏转移率。Shi 等

[16]通过蛋白组学和基因测序发现，Wnt5a 基因启动子和增强子区域，可能存

在 Twist/BRD4 复合体直接作用位点和结构基础，药理抑制剂降低 Twist/BRD4

结合，可以直接调控 Wnt5a 的表达，并抑制基底细胞样乳腺癌肿瘤细胞的侵

袭、干细胞特征表达和肿瘤形成率。上述结果说明，Twist 和 Wnt5a 信号通

路之间存在明确的、直接的、复杂的调控关系，两者共同的上下游靶基因以

及相关分子信号通路，需要更为深入细致的实验研究。 

临床研究发现孕激素治疗不仅是早期保留生育能力的子宫内膜样腺癌患

者的主要治疗方法，对晚期和复发的患者治疗仍然有效，其依从性较高，且

毒副作用较小。但调查显示，超过 30%的早期患者对孕激素不敏感或在治疗

过程中产生孕激素抵抗，为子宫内膜癌患者的激素治疗带来困难。目前孕激

素抵抗的机制尚未明确，可能与雌、孕激素受体改变、PI3K/Akt /mTOR 通路

活化、表皮生长因子受体( EGFR) 异常、凋亡抑制基因过表达、胰岛素抵抗

和乙二醛酶Ⅰ (GloⅠ)过表达有关[17,18]。 

PI3K/Akt 信号转导通路在多种人类肿瘤中表达失调，其异常激活能使肿

瘤细胞过度增殖和分化，抑制细胞凋亡，在恶性肿瘤的发生、发展中起重要

作用，该通路的活化也是多药耐药产生的机制之一[19]。PI3K 是生长因子超家

族信号传导过程中的重要分子，由调节亚基 p85 和催化亚基 p110 构成，接受

来自酪氨酸激酶和 G 蛋白偶联受体的信号，两者在临近质膜的部位转化底物

PIP3 形成，可以和蛋白激酶 B ( Akt) N 端 PH 结构域结合，使 Akt 从细胞质转

移到细胞膜上，磷酸化 Akt 蛋白使其激活，通过直接和间接两种途径激活其

底物雷帕霉素靶体蛋白( mTOR)[20]。 

在一项研究裸鼠体内子宫内膜癌移植瘤的实验中发现，激活子宫内膜癌

细胞中的 PI3K/Akt 信号转导通路，可导致孕激素拮抗；用 PI3K 抑制剂

LY294002 抑制 PI3K/Akt 信号转导通路的活化，会阻止孕激素抵抗现象的发

生[21]。应用高效、高选择性的 Akt 抑制剂 MK-2206 一方面能降低子宫内膜癌

细胞的生存能力，抑制细胞增殖，加速凋亡进程；另一方面能增加孕激素受

体 B（PR-B）的表达，并对孕激素调节基因加以修饰，与孕激素协同作用减
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小肿瘤体积，增强对激素治疗的敏感性[22]。应用孕激素类药物醋酸甲羟孕酮

（Medroxyprogesterone Acetate, MPA）和 PI3K 抑制剂 LY294002 作用于子宫

内膜癌 Ishikawa 细胞，结果显示 MPA 在孕激素敏感的 Ishikawa 细胞株中抑

制 PI3K/Akt 通路，减少肿瘤细胞的生长增殖; 但持续 MPA 诱导的孕激素抵抗

型 Ishikawa 细胞或 HEC-1A 细胞中会活化 PI3K/Akt 通路，并对肿瘤细胞增殖

无明显抑制作用，LY294002 拮抗 PI3K/Akt 通路后，孕激素受体 PR-B 表达上

调并且明显降低肿瘤的活性和增殖，结果证明 PI3K/Akt 通路的激活在孕激

素抵抗的产生过程中具有重要作用[23,24]。 

Twist 作为上皮-间充质转化（EMT）和肿瘤转移的主要调节因子，也在

调控肿瘤细胞的信号通路中具有重要作用。在乳腺癌 MCF10A 细胞中鉴定了

194 种 EMT、细胞黏附连接、肿瘤迁移和侵袭相关蛋白的表达变化，结果发

现 Twist 和整合素 β1（ITGB1）是核心调节信号分子，Twist 转录调控 ITGB1

表达导致 EMT、PI3K/AKT、FAK/ILK 和 WNT 信号的激活，并和乳腺癌恶性

生物学行为明显相关、促进乳腺肿瘤的进展，敲除 Twist 的表达则降低了 FAK、

ILK 及其下游信号 PI3K/AKT 的活性，抑制 FAK 或 PI3K/AKT 信号通路也可

逆转 EMT 过程和肿瘤细胞的侵袭转移，说明 Twist-ITGB1-PI3K/AKT 通路及

下游信号网络决定了乳腺癌细胞的 EMT 过程[25]。研究报道[26]在 4 个乳腺癌细

胞系和 57 个乳腺癌标本中检测 Twist 和细胞因子 CCL2 的水平，发现两者和

乳腺癌的侵袭性呈正相关，在 MCF-7 肿瘤细胞中加入外源性雌激素 17β-雌二

醇（E2）刺激，可促进激素依赖性乳腺癌的增殖、侵袭和转移，Twist 的敲除

显著抑制 PI3K/AKT/NF-κB 信号转导的激活，拮抗 E2 诱导的 CCL2 产生并逆

转 EMT 和肿瘤侵袭进展过程。胰岛素抵抗（Insulin resistance，IR）是一种常

见疾病并在子宫内膜癌孕激素抵抗中发挥重要作用。有报道[27]在体外以

3T3-L1 脂肪细胞为基础，高糖/胰岛素刺激建立 IR 模型，在体内建立高脂饮

食（HFD）诱导的小鼠 IR 模型，结果显示 twist 在发生 IR 的脂肪细胞中升高，

导致线粒体超微结构损伤及功能障碍，而慢病毒靶向沉默 twist1 表达抑制了

信号通路 IRS/PI3K/AKT 激活并降低 IR 的发生，提示 twist1 通过下游

IRS/PI3K/AKT 途径介导线粒体功能障碍和 IR 过程。此外，Twist 结合

PI3K/AKT/mTOR 通路，在结直肠癌细胞因子 CXCR7 促进肿瘤转移和化疗抵
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抗、诱导肿瘤细胞能量代谢的重编程、骨桥蛋白（OPN）促进肝癌的 EMT 和

恶性转移中均至关重要[28, 29]。 

以多个转录因子为靶点的多基因调控，协同治疗肿瘤的研究，是目前精

准治疗的新领域和新方向[30]。Twist、Wnt5a、PI3K/AKT/mTOR 信号通路是肿

瘤侵袭转移、孕激素抵抗过程的关键分子信号，本课题组拟将 Twist 特异性

shRNA 和 Wnt5a 质粒分别和同时转染子宫内膜癌细胞株，观察对子宫内膜癌

细胞增殖、侵袭和迁移的影响，以及 EMT 分子标志物表达的改变；利用动物

实验结合小动物活体成像技术，观察裸鼠体内成瘤和转移的特点；应用高通

量二代测序、转录组测序、表达谱芯片、肿瘤分类基因芯片和生物信息分析，

探索 Twist 结合 Wnt5a、PI3K/AKT/mTOR 信号途径，对子宫内膜癌侵袭转移、

肿瘤耐药相关分子的改变，筛选出新的上下游靶基因；使用生物信息学软件

对 Wnt5a mRNA 全长序列进行分析、双荧光素酶报告基因、电泳迁移率实验

(EMSA)和免疫共沉淀(ChIP)的方法，研究 Twist 直接调控 Wnt5a 基因启动子

区和增强子区的分子机制和结构基础；探讨 Twist 调控 PI3K/AKT /mTOR 信

号途径在子宫内膜癌孕激素抵抗中的分子机制，最后通过一代测序结合荧光

定量 PCR，验证新的肿瘤相关基因在子宫内膜癌中的表达情况，以及与侵袭

转移、孕激素肿瘤耐药性等恶性生物学指标的关系。  

本课题以 Twist、Wnt5a 和 PI3K/AKT/mTOR 信号通路对子宫内膜癌侵袭

转移、孕激素抵抗为切入点，深入探讨 1. 干扰 Twist、Wnt5a 对子宫内膜癌

肿瘤细胞增殖、侵袭、转移能力的影响；2. Twist 和 Wnt5a 在 EMT 和肿瘤转

移中的调控机制以及新的上下游靶基因；3. Twist 直接结合 Wnt5a 的分子结构

基础和相关信号通路；4. Twist 结合 PI3K/Akt /mTOR 信号通路在子宫内膜癌

孕激素抵抗中的作用和分子机制；5. 应用二代测序、转录组测序、表达谱芯

片和生物信息学技术，进一步寻找和子宫内膜癌侵袭转移、肿瘤耐药相关的

关键基因。本研究有利于阐明子宫内膜癌侵袭转移、孕激素抵抗的相关机制，

有望发现新的肿瘤转移基因和耐药关键分子，为子宫内膜癌的转化医学和个

体化精准治疗提供新的思路和手段。 
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四、技术方案 

1. 研究Twist、Wnt5a以及EMT相关分子在子宫内膜癌中的差异性表达及其临床

预后意义 

(1) Twist、Wnt5a以及EMT相关蛋白的表达及临床意义： 

经过蚌埠医学院伦理审查委员会批准，以本科室存档保存的石蜡子宫内膜

癌手术切除样本，构建子宫内膜癌组织芯片，采用免疫组织化学染色方法，检

测子宫内膜样腺癌、不典型增生内膜组织、正常内膜组织中的 Twist 和 Wnt5a

以及 EMT 相关蛋白的差异表达水平，分析其表达水平与患者临床病理特征和

预后因素的关系。 

 

 

2. 明确干扰Twist和Wnt5a对于子宫内膜癌细胞侵袭转移能力的影响 

(1) 筛选 Twist、Wnt5a 表达量相对适合的子宫内膜癌细胞株： 

应用本实验室保存的 6 株常用子宫内膜癌细胞株：Ishikawa、RL95-2、AN3 

CA、HEC-1A、HEC-1B、KLE，采用 Real-time PCR 和 Western blotting 方

法，检测 Twist、Wnt5a 表达量相对适合的肿瘤细胞株，为下一步实验做好

准备。 

(2) 建立稳定转染 Twist-shRNA 和 Wnt5a 质粒表达的肿瘤细胞株： 

A. 构建 Wnt5a 质粒表达载体（pMSCV-Wnt5a-IRES-GFP）：以亲本细胞和转

免疫组化     
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大样本子宫内膜样腺癌以及不典型增生组织和正

常内膜组织 

Twist.Wnt5a 蛋白的表达 EMT 相关蛋白的表达 

分析 Twist.Wnt5a 与临床病理因素、患者预后的

相关性 
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染空载体作为对照。瞬时转染 Wnt5a：Wnt5a 质粒载体转染至特定的子宫

内膜癌细胞株，获得瞬时高表达 Wnt5a 的肿瘤细胞，确认所构建的“Wnt5a

质粒载体”的有效性。稳定转染 Wnt5a：转染“Wnt5a 表达载体”的子宫内膜

癌细胞株，经 G418 筛选出抗性细胞克隆，进一步筛选出稳定高表达 Wnt5a

的肿瘤细胞株。 

B. 构建 Twist-shRNA 表达载体：设计 shRNA 专一性序列，针对靶位点设计

3-4 对 shRNA，选择最有效的进行后续研究，并设立阴性对照。建立抑制

Twist 表达的小发夹型 RNA(small hairpin-shaped RNA, shRNA)表达载体。  

C. 分别瞬时转染“Twist- shRNA、Wnt5a质粒表达载体”至子宫内膜癌细胞株，

以亲本细胞和转染空载体作为对照。确认所构建的shRNA和质粒表达载体

的有效性后，经G418筛选出稳定抑制Twist表达的细胞株和稳定表达Wnt5a

的细胞株。通过荧光标记观察shRNA转染效率，采用real-time PCR、western 

blot判断目的基因的沉默效果。 

D. 同时转染“Twist- shRNA和Wnt5a质粒表达载体”至子宫内膜癌细胞株，以亲

本细胞和转染空载体作为对照。步骤同上，建立同时稳定表达

“Twist-shRNA和Wnt5a质粒”的肿瘤细胞。 

(3) 观察调控Twist和Wnt5a表达对于子宫内膜癌细胞增殖、凋亡、侵袭转移能

力的影响： 

CCK8 实验、细胞克隆团形成实验、凋亡检查、细胞周期分析、Transwell

小室（Transwell chamber)结合基质胶（Matrigel）、划痕实验、细胞动态三

维培养的方法，比较野生型子宫内膜癌细胞株与相应的稳定转染细胞株在

细胞迁移能力及侵袭能力的差异。 

(4) 观察调控 Twist 和 Wnt5a 表达对于子宫内膜癌细胞转移相关基因的影响： 

A. 采用Super Array肿瘤转移分类基因芯片、干细胞分类基因芯片、肿瘤

血管形成分类基因芯片(Oligo Tumor Metastasis Microarray)，检测子宫内膜

癌分别及同时转染Twist和Wnt5a表达的肿瘤细胞，与肿瘤转移、干细胞特

征、血管形成等基因表达的改变，筛选出相应的上下游转移相关靶基因。 

B. Real-time PCR和Western blot技术，分别在mRNA和蛋白水平验证基因

芯片分析的结果，从有差异表达的基因中初步筛选出可能是Twist和Wnt5a
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共同的上下游转移靶基因。 

C. 免疫组织化学染色，结合组织芯片技术，在子宫内膜癌临床手术标本

中再次验证转移相关基因与临床病理因素的关系。 

(5) 观察干扰Twist和Wnt5a表达对于EMT过程的逆转作用： 

A. 分别及联合调控Twist和Wnt5a后，利用荧光显微镜和细胞动态三维培

养，观察子宫内膜癌细胞形态学改变，是否出现EMT表型的逆转。 

B. 分别及联合调控Twist和Wnt5a后，采用Western blot检测EMT分子标记物

的变化，包括EZH2、E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, Sox-2、β-catenin

等指标。 

(6) 动物实验： 

A. 裸鼠皮下接种野生型子宫内膜癌细胞，以及相应的稳定调控 Twist 和

Wnt5a 表达的肿瘤细胞株，观察成瘤特点与转移能力的差异。 

 

 

3. 明确Twist直接结合Wnt5a基因的分子机制和信号通路 

(1)探讨Twist直接结合Wnt5a基因的分子结构基础： 

首先通过生物信息学技术，应用transfac（真核生物基因转录调控因子数
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据库，http://transfac.gbf.de）对人Wnt5a mRNA全长序列进行分析，寻找Wnt5a

基因启动子序列、增强子序列中与Twist DNA结合相似的结构基础，并克隆

Wnt5a的一段启动子序列，根据这些序列合成相应的寡核苷酸探针并构建分别

针对两个结合位点的突变体mut1和mut2，然后采用Promega的双荧光素酶报告

基因测试系统 (DLR)，萤火虫荧光素酶作为实验报告基因，海肾荧光素酶作为

对照报告基因，pRL-SV40载体和脂质体转染，将两个报告基因载体共转染。化

转染混和液中载体DNA量及共转染报告基因载体比例，组成比约20：1左右。

TD-20/20荧光测试仪检测结果。结合电泳迁移率实验(EMSA)和染色质共沉淀

(ChIP)实验，检测Wnt5a基因启动子区域是否含有对应的结合序列，明确Twist

直接调控Wnt5a的分子机制。 

 

(2)探讨Twist和Wnt5a经典型、非经典型信号通路的调控作用机制： 

检测 Twist-shRNA 稳定表达后，对于非经典 Wnt5a/Ca2+/CaMKⅡ，以及 Wnt5a/ 

PKC 信号通路相关分子的改变，同时探讨对于经典的 Wnt/β-catenin 信号通路的拮

抗作用。 

A. 采用流式细胞仪，检查肿瘤细胞内 Ca2+浓度的变化，运用 Western blotting

法，检测 CaMKⅡ、PKC 等非经典通路相关蛋白的表达，研究 Twist 对于 Wnt5a

非经典 Wnt 通路的调控作用。 

Wnt5a 启动子片段及其突变体的克隆及测序鉴定 

双荧光素酶报告基因检测Twist对Wnt5a基因启动子

区、增强子区转录活性的影响 

 

染色质免疫共沉淀

技术(ChIP) 

明确 Twist 直接调控 Wnt5a 基因启动子区、增强子区的分子机

制 

Transfac 数据库对人 Wnt5a mRNA 全长序列分析 第
三
部
分: T

w
ist

调
控W

n
t5

a
的
分
子
机
制
和
信
号
通
路 

电泳迁移率实验 

(EMSA) 



 

 17 

B. 采用 Western blotting 法，检测 β-catenin、C-myc 等经典通路相关蛋白的

水平，研究 Twist 和 Wnt5a 和经典 Wnt 通路的之间的联系和作用。 

 

4. 明确 Twist 和 PI3K/Akt /mTOR 信号通路在子宫内膜癌孕激素抵抗中

的作用和分子机制 

(1) 同前所述步骤，构建子宫内膜癌组织芯片，采用免疫组织化学染色方

法，检测子宫内膜样腺癌中的 Twist 和激素受体 ER 及 PR 两种亚型:ER α、ER 

β、PRA、PRB 差异表达水平，分析 Twist 表达水平与患者激素受体缺失和临

床病理特征的关系。 

     (2) 建立稳定的孕激素耐药的子宫内膜癌肿瘤细胞株 

采用逐步递增外源性孕激素类药物醋酸甲羟孕酮（MPA）浓度方法，进行

Ishikawa 细胞株耐药体外诱导。采用 MTS 法测定药物敏感性；绘制细胞生长曲

线和计算群体倍增时间，建立 MPA 诱导的人子宫内膜癌耐 MPA 细胞株

Ishikawa-MPA。 

 (3) MPA对 Ishikawa和孕激素耐药 Ishikawa-MPA肿瘤细胞株的作用和分

子机制 

A. 首先检测并比较 Ishikawa 和孕激素耐药 Ishikawa-MPA 肿瘤细胞株的差

异性，具体包括：增值能力（CCK8 实验、细胞克隆团形成实验）、细胞周期和

细胞凋亡（流式细胞仪分析）、侵袭转移（Transwell 小室结合细胞动态三维培

养的方法）。 

B. 采用荧光定量 PCR 和 Western blotting 法，检测比较 Ishikawa 和孕激素

耐药 Ishikawa-MPA 肿瘤细胞株耐药性相关分子途径的改变，主要是 Twist 和

PI3K/Akt /mTOR 信号通路相关基因，具体包括：Twist、PI3K、总量 Akt、磷酸

化 Akt 、mTOR、MAPK、ERK、ITGB1、FAK、ILK、NF-κB。 

C. 采用荧光定量PCR和Western blotting法，检测比较Ishikawa和孕激素耐药

Ishikawa-MPA肿瘤细胞株EMT分子的改变，包括EZH2、E-cadherin, N-cadherin, 

Vimentin, Sox-2、β-catenin、DACH1、CXCL8、CXCR1指标。 

(4) 检测Twist和PI3K/Akt/mTOR通路对于子宫内膜癌孕激素耐药的作用机

制 
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A. 同前所述步骤，构建Twist-shRNA表达载体，建立稳定降低靶基因表达的 

“Twist-shRNA”的Ishikawa肿瘤细胞株。 

B. 加入外源性MPA，分别处理亲本Ishikawa和Twist-shRNA-Ishikawa肿瘤细

胞株，检测肿瘤细胞增殖能力、细胞凋亡、侵袭转移能力（具体同前步骤）。 

C. 加入外源性MPA，分别处理亲本Ishikawa和Twist-shRNA-Ishikawa肿瘤细

胞株，采用Western blotting法，检测PI3K/Akt /mTOR信号通路相关蛋白的差异表

达，具体内容同4-3。 

D. 分别加入PI3K抑制剂LY294002和Akt抑制剂MK-2206，检测肿瘤细胞增

殖能力、细胞凋亡、侵袭转移能力（具体同前步骤）。 

E. 分别加入PI3K抑制剂LY294002和Akt抑制剂MK-2206，采用Western 

blotting法，检测Twist蛋白和相关信号通路相关蛋白的差异表达，具体内容同4-3。 

 

5. 应用二代测序、转录组测序、表达谱芯片和生物信息学技术，进一步寻

找和子宫内膜癌孕激素耐药相关的关键基因。 

A. 利用Ishikawa和孕激素耐药Ishikawa-MPA肿瘤细胞株，采用高通量二代

测序、转录组测序和表达谱芯片技术（Agilent Gene Expression Analysis），寻找

耐药细胞株及亲本细胞株之间的差异基因谱。 

B. 利用生物信息学分析，筛选差异表达基因，构建蛋白互作模型，寻找可

能的关键基因。采用PANTHER、DAVID信息学网站，对差异基因进行GO富集

分析，筛选不同的分子功能区基因；运用Metascape软件分析和孕激素耐药相关

的蛋白互相作用系统；基于癌症基因组图谱（TCGA）结合R语言分析，在子宫

内膜癌组织数据库中挖掘孕激素受体和耐药细胞差异基因的交集，最终筛选出新

的子宫内膜癌耐药关键基因。 

C、采用一代测序（Sanger法）结合荧光定量PCR，验证筛选的耐药关键基

因，为子宫内膜癌孕激素抵抗的临床治疗，提供崭新的思路和可能靶点。 
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五、预期研究成果 

预期研究成果： 

1. 调控 Twist 和 Wnt5a 能够抑制子宫内膜癌的侵袭转移，可能机制与逆   

转肿瘤的 EMT 过程和共同抑制下游转移靶基因有关。 

2. 可能发现新的与子宫内膜癌侵袭转移相关的 Twist 和 Wnt5a 共同的上

下游靶基因。 

3. 明确 Twist 直接结合 Wnt5a 基因的分子结构基础和信号通路机制。 

4. 揭示 Twist 和 PI3K/Akt /mTOR 信号通路在子宫内膜癌孕激素抵抗中

的作用和分子机制。 

5. 筛选并验证和子宫内膜癌孕激素耐药相关的关键基因和信号途径。 

6. 发表标注受本项目资助的 SCI 论文 4 篇，国家级核心刊物 4 篇，出版

相关论著 1 部，积极申请相关发明专利。 

7. 培养硕士研究生 3 名，青年医师 2 名。 

8. 以本项目研究工作为基础，作为负责人申报安徽省自然科学基金，积

极准备国家自然科学基金，并申报省厅级或市级科技进步奖，促进研究成

果的临床转化。 
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六、经费预算 

序号 经费科目 
经  费  预  

算  说  明 
金额 （万元） 

1 材料费 

是指在项目研

究过程中消耗

的各种原材料、

辅助材料、低值

易耗品等的采

购及运输、装

卸、整理等费

用。 

共计 63.00 万元 

包括 1.实验动物购置和饲养费（6.00 万元）：拟使用多种

基因修饰小鼠，C57 野生型小鼠以及裸鼠（BALB/c-nu），

预期使用基因小鼠 100 只左右；其他小鼠各 120 只左右。

2.抗体购置费（28.00 万元）：包括 Twist、Wnt5a、

Wnt/β-catenin 通路、PI3K/Akt /mTOR 通路（PI3K、总量

Akt、磷酸化 Akt 、mTOR、MAPK、ERK、ITGB1、FAK、

ILK、NF-κB 等指标）、EMT 相关分子(EZH2、E-cadherin, 

N-cadherin, Vimentin, Sox-2、β-catenin、DACH1、CXCL8、

CXCR1 等指标）、激素受体（ER α、ER β、PRA、PRB）

等检测。3. 细胞培养基和胎牛血清的购置费（10.00 万元）：

包括细胞培养和肿瘤细胞表型实验。4. 细胞培养使用的耗

材（3.00 万元），分子克隆相关酶（3.00 万元），常用分

子生物学、肿瘤学实验试剂及试剂盒（6.00 万元），常用

化学试剂和耗材（4.00 万元），染色质免疫共沉淀（ChIP）

试剂盒（1.00 万元），蛋白质免疫印记实验显影液（Western 

Blot）（1.00 万元），动物麻醉试剂异氟烷（1.00 万元）。 

2 
测试化验加

工费 

是指在项目研

究过程中支付

给外单位（包括

依托单位内部

独立经济核算

单位）的检验、

测试、化验及加

工等费用。 

共计 26.00 万元 

包括 1.本项目需要较大量合成 shRNA 慢病毒、携带生物

荧光标记序列的慢病毒及腺相关病毒，进行细胞稳定转染

与基因敲降、荧光标记的操作；2.本项目需要开展二代测

序、转录组测序、表达谱芯片、Super Array 分类基因芯片；

3.使用我院公共实验平台荧光显微镜、共聚焦显微镜；4.

动物实验需要使用“小动物成像 uCT”。 

3 差旅费 

是指在项目研

究过程中开展

科学实验（试

验）、科学考察、

业务调研、学术

交流等所发生

的外埠差旅费

等。 

共计 1.00 万元 

包括本项目学术骨干参与国内会议的差旅费。 

 

4 会议费 

是指在项目研

究过程中为了

组织开展学术

研讨、咨询以及

协调项目研究

工作等活动而

发生的会议费

用。 

共计 2.00 万元 

包括本项目拟与国内知名院校开展项目交流的会议费。 
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5 

出版/文献/

信息传播/知

识产权事务

费 

是指在项目研

究过程中，需要

支付的出版费、

资料费、专用软

件购买费、文献

检索费、专利申

请及其他知识

产权事务等费

用。 

共计 3.00 万元 

包括本项目的研究成果在国际 SCI和国内核心学术期刊发

表的版面费、查重费。 

 

6 专家咨询费 

是指在项目研

究过程中支付

给临时聘请的

咨询专家的费

用。 

无 

7 其他支出 
（详细列出支

出范围、预算） 

共计 5.00 万元 

劳务费：包括直接参加本项目的 3 位研究生劳务费，研究

周期 3 年，工作 9 个月/每年。 

 合计  100.00 万元 
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