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摘 要!%目的& 分析胃癌相关差异表达蛋白
<#=

在不同胃组织中的表达意义"为临床早期发
现胃癌及评估胃癌患者预后提供有价值的资料' %方法& 采用免疫组织化学染色"检测胃组织
芯片(包括正常胃黏膜)癌旁)非典型增生)胃癌及淋巴结转移癌组织*中

<#=

蛋白的表达"分
析其在胃癌组织中表达与临床病理特征的关系' %结果&
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蛋白在正常胃黏膜)癌旁)非典型
增生和胃癌组织中的表达率分别为
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蛋白在胃癌组织中阳性表达率较正常胃黏膜) 癌旁组织和非典型增生组织降低
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EF&:&@

*#

<$=

蛋白
表达与胃癌患者年龄)肿块大小和淋巴结转移有关!

EF&:&@

*' %结论&
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蛋白表达与胃癌的
发生发展)患者年龄)肿块大小及淋巴结转移有关'
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胃癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤" 每年新 发现病例约
?&

万" 严重威胁着人们的健康与生命"

是当前危害我国人民身体健康的重大疾病%

$

&

' 大量

的研究显示 %

!f@

&

"胃癌中存在众多基因的表达异常"

不同基因的表达与胃癌的组织学类型) 肿瘤的分化

程度)转移及耐药等密切相关"对早期诊断与发现)

临床治疗) 评估和预测胃癌患者预后具有十分有价

值的作用'我们课题组前期从正常胃黏膜)非典型增
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生胃黏膜! 胃癌组织中筛选到一系列胃癌相关的差

异表达蛋白质 "

'(%

#

$包括
)#'

%

*+,-./+.

!

01$2

!

3!451!

和
)!#

蛋白等&本文选取其中的
)#'

蛋白&分析其在

正常胃黏膜%癌旁%非典型增生%胃癌及淋巴结转移

癌组织中的表达及临床病理学意义'

#

资料与方法

!"!

临床病理资料

胃组织芯片"

2

#由湘潭市第一人民医院吴勇军赠

送&芯片包括
!&&6(!""2

年湘潭市第一人民医院胃

癌手术标本
%$

例&其中男性
7'

例&女性
!7

例&平均

年龄
77867

岁(

!9(%#

岁)&常规病理诊断为高分化

腺癌
7

例&中分化腺癌
#9

例&低分化腺癌
72

例&其

中淋巴结转移
77

例& 同时取
:2

例癌灶
#&3,

以上

胃黏膜组织作为对照* 另外& 收集非典型增生胃组

织
!'

例&正常胃黏膜
6:

例*胃组织芯片中依据正常

胃黏膜+癌旁!非典型增生!胃癌和淋巴结转移胃癌

进行排列&每块组织芯片有
7"#&

个点阵&右下方最

后一排的最后一孔为空白标记&以便确定方位顺序,

所有患者术前均未进行放疗或化疗,

!"#

主要试剂

鼠抗人
)#'

单克隆抗体及
;<

免疫组化检测试

剂盒均购自福建迈新生物有限公司,

!"$

免疫组织化学染色

操作按照超敏
;<

试剂盒所附说明书进行&用

<=;

替代第一抗体作阴性对照&具体步骤如下-将制

备好的石蜡切片经二甲苯脱蜡
!

次后水化.

<=;

洗

片
6"6,+.

. 将切片浸入枸橼酸盐缓冲液中抗原修

复.加
6>

过氧化物酶阻断液&

69# #7,+.

.

<=;

洗片

6"6,+.

.滴加非免疫性动物血清&

69$ #&,+.

.滴加

鼠抗人
)#'

蛋白单克隆抗体&

:$

过夜.滴加生物素

标记的二抗&

69$ #7,+.

. 滴加链霉菌抗生物素蛋

白/过氧化物酶溶液&

69$ #7,+.

.

?@=

显色+ 苏木

素复染+返蓝+脱水+透明&封片&显微镜观察+照相*

!"%

免疫组织化学染色结果判定

以黄色+棕色+棕褐色颗粒沉淀为阳性表达* 结

果判定标准&选取不重复的
7

个视野&按染色强度及

阳性细胞所占的百分比综合计分&染色强度-无色

计为
#

分&黄色为
!

分&棕褐色为
6

分.阳性细胞

数-

!

总数的
#&>

计为
#

分.

##>(7&>

计为
!

分.大

于
7&>

计为
6

分* 染色强度得分与阳性细胞数得分

相乘&

#

分计为阴性0

A

1.

!(7

分计为阳性0

B

1&

"'

分

计为强阳性0

BBB

1&阳性细胞数
CD&>

为阳性表达*

!"&

统计学处理

采用
;<;;#68&

统计进行数据处理和分析*

)#'

蛋白的表达采用
!

! 检验和方差分析& 组间的相关性

分析采用
;)-EF,E.

等级相关进行比较& 以
<G&8&7

表示差异有统计学意义*

!

结 果

#"! )$'

蛋白在不同胃组织中的表达情况

免疫组织化学染色结果显示&芯片中不同点阵的

组织排列整齐&无脱落&阳性表达信号清楚&背景清

洁&

)$'

蛋白阳性染色主要位于细胞浆和核(图
$

)*

@

-正常胃黏膜.

=

-癌旁组织.

0

-非典型增生组织.

?

-胃癌
组织.

H

-淋巴结转移癌组织*
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图
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组织芯片中不同胃组织
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蛋白的表达情况
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蛋白在不同胃组织中的表达分析

<$=

蛋白在正常胃黏膜!癌旁!非典型增生和胃

癌组织中的表达率分别为
>=:?>@

"

!=AB?

#!

>C:DC@

"

BCA?C

#!

B?:=!@

"

CA!=

# 和
%:=?@

"

>A%#

#$

<#=

蛋白在

胃癌组织中阳性表达率较正常胃黏膜 "

!

!

EDB:%D

%

FE

&:&&&

#!癌旁组织"

!

!

E=>:!!

%

FE&:&&&

#和非典型增生

组织"

!

!

E%:D

%

FE&:&&&

#降低%而非典型增生组织中阳

性表达率较正常胃黏膜"

!

!

E$&:=!

%

FE&:&!B

#和癌旁组

织"

!

!

E$?:C$

%

FE&:&&&

#降低&

!"# <$=

蛋白表达与胃癌临床病理特征的关系

<$=

蛋白表达与胃癌患者年龄和肿块大小有

关%两者小则表达率高"

FG&:&D

#$另外%

<$=

蛋白表

达与胃癌的淋巴结转移有关% 转移的癌组织中表达

率低"

FG&:&$

#$而
<$=

蛋白表达与性别!胃癌的分型

以及
H;I

分期无关"

F!&:&D

#& 见表
!

&

B

讨 论

胃癌由于临床起病隐匿% 早期症状不典型%容

易发生早期浸润与转移%因此许多患者临床就诊时

已为晚期'

$&

(

& 目前胃癌早期诊断技术缺乏%有效的

治疗方法仍以手术为主%以致患者临床疗效和预后

仍难不尽人意%许多患者
D

年生存率低%预后非常

差& 因此%寻找早期诊断胃癌的分子标志物%对防治

及评估患者预后具有十分重要的意义% 也是现今防

治胃癌研究的热点之一&

从蛋白质组学技术建立至今% 其设备的更新与

技术的完善日新月异% 许多以往无法发现与鉴别的

重要蛋白质被不断挖掘% 但它们的功能及临床意义

仍有待不断地深入研究& 蛋白质组学方法获取蛋白

信息时步骤多%常存在仪器和人为误差等'

$$

(

%影响结

果的准确性与真实性% 被鉴定的蛋白质的功能和临

床应用%尚需后续的研究进行证实与补充&我们课题

组前期通过多次从事胃癌相关蛋白质组学研究%筛

选了一系列胃癌差异表达蛋白质'

=J%

(

%为揭示胃癌的

发生发展机制及寻找胃癌相关的肿瘤标志物提供了

实验素材& 为了进一步证实被鉴定蛋白质的差异表

达及分析它们的临床病理学意义% 本研究通过免疫

组织化学染色% 观察筛选获得的差异表达蛋白质

<$=

在不同分化程度! 不同病理学类型以及正常胃

黏膜至胃癌恶变过程不同组织中的表达% 分析其临

床意义及临床应用价值&

<$=

基因编码的
<$=

蛋白是正常细胞周期的调

控者%分子量为
$D:% KL

%由
$?%

个氨基酸残基组成'

$!

(

&

细胞周期的完成需要周期依赖性蛋白激酶"

575-1+

M2<2+M2+N K1+,32

%

/LO

#的参与%而
/LO

需要在细胞

周期蛋白的结合下才被激活% 同时也可被一系列蛋

白质结合而被抑制% 这些蛋白质即为周期依赖性蛋

白激酶抑制剂"

/OP3

#

'

#B

(

&

<#=

蛋白就是一种周期蛋

白依赖性激酶抑制因子%与周期蛋白"

575-1+

#竞争性

结合周期依赖性蛋白激酶
/LO?

和
/LO=

% 抑制它

们的活性%使其一系列底物"如视网膜母细胞瘤蛋白

QR

#持续去磷酸化%阻止细胞从
S

#

期进入
T

期%抑

制细胞的增殖'

#?

(

&

当
<#=

基因失活不能正常表达时% 细胞因不受

S

#

关卡的限制而迅速增生%导致肿瘤的发生'

#D

(

&

<#=

基因的缺失!点突变!缺失和启动子的甲基化异常均

造成
<#=

基因表达缺失% 在多种人类肿瘤中广泛存

在%而高频率的突变!缺失及甲基化情况与肿瘤的发

生发展密切相关% 变异
<#=

在多种人类癌症中高频

率发生'

#=

(

& 有研究认为
<#=

表达与胃癌预后可能相

关 '

#>

(

& 目前%多种人类肿瘤中均存在
<#=

基因的失

活%与其他肿瘤有所不同的是%胃癌中
<#=

基因表达

异常并非基因缺失或突变所致% 而是由于其启动子

表
! <#=

蛋白表达与胃癌临床病理特征的关系

例数 阳性率"

@

#

!

!

F

女性
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#

!=& #> D:%%

"

#A#>

#

!B:& ?C =:#!

"

#A?C

#

中分化腺癌
#> ##:>=

"

!A#>

#

低分化腺癌
DC =:>%

"

?ADC

#

有
DD #:=C

"

#ADD

#

"

!

#

期
?C ?&:%!

"
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#

临床指标

男性
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"
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#
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#

>:#D &:&#B
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U

岁
V

!B:& B! $!:D&

"

=AB!

#

?:%C &:&B?

肿瘤大小"

5W

#

高分化腺癌
D !&:&&

"

$AD

#

&:&? &:?&$

胃癌分型

无
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"
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#
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"

DAB!
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肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
$&

期

区
'()

岛甲基化异常引起!

#%

"

# 有研究发现$胃癌癌

旁组织中
(#*

基因甲基化异常与慢性萎缩性胃炎明

显相关$与胃癌的发生密切相关 !

$+

"

% 启动子区
'()

岛甲基化的异常是
($*

基因失活的主要原因& 可导

致胃癌细胞中
($*

蛋白表达缺失& 也是胃癌发生过

程中的早期事件!

!"

"

% 由于
($*

对细胞周期的重要调

控作用和其在多种肿瘤中均存在表达异常& 我们推

测
($*

在胃癌早期诊断和治疗中可能存在潜在的价

值%目前已经发现&联合使用
($*

免疫组织化学染色和

传统的
,-

染色能够大大提高宫颈癌的检出效率!

!$

"

%

我们的结果显示& 随着胃黏膜组织恶性度的增加&

($*

蛋白表达逐渐降低& 提示该蛋白与胃癌的发生

发展密切相关%

($*

蛋白表达与患者年龄'肿块大小

和淋巴结有关& 预示着
($*

蛋白可以用于胃癌患者

早期检测与预后的观察#

总之& 本研究证实了课题组前期筛选的胃癌相

关蛋白质
($*

的差异表达& 检测了它们在不同胃组

织类型' 不同分化程度胃癌及淋巴结转移癌中的表

达情况及与临床病理的联系& 为进一步临床应用提

供了非常有价值的实验依据#由于样本量有限&临床

的推广仍需大样本检测评估#
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