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赵 帅!肖 琳

!长沙市第三医院"湖南 长沙
>9""""

#

摘 要!$目的% 研究膜联蛋白
=&

&

=++2?1+ =&

#在结肠腺癌组织中的表达水平及其与临床
病理因素之间的关系' $方法% 应用蛋白质印迹法!

@23A2*+ B-(A

(和
C!D

免疫组化法检测结
肠腺癌组织和相应癌旁正常组织中

=++2?1+ =&

表达状况' $结果%

=++2?1+ =&

在结肠腺癌
组织中的表达水平及阳性表达率均显著高于相应癌旁正常组织中的表达"差异具有显著性
ED"F;F&G

' 进一步研究表明"

=++2?1+ =&

表达与肿瘤大小和患者是否发生淋巴结转移有关
ED"F;F&H

' $结论%

=++2?1+ =&

在结肠腺癌的形成和转移中有着重要作用"有望成为结肠腺
癌临床治疗的新靶标'

主题词!结肠肿瘤)膜联蛋白
=&

)肿瘤转移
中图分类号!
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Y( 2?Q-(*2 A02 2?Q*2331(+ (. ,++2?1+ =& 1+ ,R2+(5,*51+(S, (. 5(-(+ ,+R

A02 *2-,A1(+301Q B2AZ22+ ,++2?1+ =& ,+R 5-1+15(Q,A0(-(615 .,5A(*3;

$

[2A0(R3

%

P?Q*2331(+ (. ,+!

+2?1+ =& Z,3 R2A25A2R B7 @23A2*+ B-(A ,+R 1SS)+(013A(502S13A*7 1+ ,R2+(5,*51+(S, (. 5(-(+
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"

2?Q*2331(+ (. ,++2?1+ =& 5(**2-,A2R Z1A0 A)S(* 31_2 ,+R -7SQ0
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$
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%

=++2?1+ =& Q-,73 ,+ 1SQ(*A,+A *(-2 1+ A02 5,*51+(62+313
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"
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膜联蛋白
X=++2?1+H

家族是一个钙离子依赖的磷

脂结合蛋白家族" 目前为止" 共发现
9!

个家族成

员' 膜联蛋白家族成员参与细胞增殖*信号转导*细

胞活动等' 研究发现"

=++2?1+ =9

和
=++2?1+ =!

参

与了多种肿瘤的发生"例如
=++2?1+ =9

高表达与肾

癌*胰腺癌有关 $

9

"

!

%

"

=++2?1+ =!

在宫颈癌*胰腺癌*

肾癌中表达上调$

$b&

%

' 有研究报道"结肠癌中也发现

=++2?1+ =$

阳性表达率较高$

L

%

' 考虑到膜联蛋白家

族各成员之间存在相似的保守序列"其余膜联蛋白

与肿瘤的发生也可能存在联系'

相比较而言"

=++2?1+ =&

与肿瘤的关系目前国

内外知之甚少"

=++2?1+ =&

在结肠癌中的表达及其

临床意义国内外均未报道' 本实验通过研究
=+!

+2?1+ =&

表达与结肠癌各临床病理因素之间的关

系"探讨其在结肠癌发生发展中的作用'

9

资料与方法

010

临床资料

收集长沙市第三医院
!FFO

年
9

月至
!F9!

年

9!

月的手术存档石蜡标本
>F

例" 其中男性
!&

例"

女性
9&

例)年龄
>LbJ&

岁"中位年龄
LF;&

岁' 所选

择病例均经病理医生核实"其中低分化及未分化结

$JO
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肠腺癌
'!

例!高分化及中分化结肠腺癌
!(

例"有淋

巴结转移
'$

例! 未发生淋巴结转移
!)

例" 临床

*+,

分期
!-"

期
!&

例!

#-$

期
'&

例#

.

例新鲜手

术切除结肠癌标本及相应的癌旁正常组织储存于液

氮罐中#

!"#

免疫组织化学法

将
/0

例结肠癌及癌旁正常组织石蜡标本!用免

疫组化的方法检测
1223452 1&

在各种不同分化程

度结肠腺癌组织与癌旁正常组织的表达# 免疫组织

化学染色及
617

显色试剂盒均购自迈新公司!兔抗

人
1223452 1&

多克隆抗体购自
892:9 ;<=>

! 稀释浓

度为
'!' """

!本实验采用
8"?

法!按照
8"?

试剂盒

的步骤进行操作# 切片脱蜡至水! 过氧化氢阻断内

源性过氧化物酶! 微波抗原修复! 加入一抗
/#

过

夜!

617

显色!苏木素复染!

?78

代替一抗作阴性对

照#

!"$

蛋白质印迹法!

@3A:3<2 BCD:

"

取出液氮罐中的
.

例新鲜结肠腺癌和相应的癌

旁正常组织!

?78

洗
$

次! 加入液氮后用研钵将其磨

碎!加入蛋白裂解液!置于冰上裂解
'E&F

#

'! """<GH52

!

/$

离心
!0H52

!小心吸取上清!测定蛋白含量# 取总

蛋白
$0%I

! 电泳结束后进行转膜!

?J6K

膜三明治

转移法!

#00J

! 约
.0H52

!

&L

牛奶封闭
!F

!

?J6K

膜

放入杂交袋中加入一抗 $兔抗人
1223452 1&

%

/$

孵

育过夜&

*78*

洗膜
'&H52%$

次!加入二抗!室温孵育

!F

!

*78*

洗膜
'&H52%$

次!用
M;N

进行发光'显影#

!"%

结果判定

免疫组化结果!

1223452 1&

阳性显色为细胞浆

和细胞膜出现阳性颗粒! 阳性表达评定以细胞染色

强度和阳性细胞所占百分比决定# 细胞染色强度评

分(无着色'淡黄色'棕黄色和棕褐色分别判定为
0

'

#

'

!

'

$

分"阳性细胞所占百分比评分(阳性细胞数
0

'

O#0L

'

##LP&0L

'

&#LP)&L

及
!)&L

! 分别判定为

0

'

#

'

!

'

$

'

/

分& 细胞染色强度和阳性细胞百分比评

分的乘积(

O$

为阴性
QRS

!

!$

为阳性
QTS

)

)

*

&

@3A:3<2 BCD:

结果!用凝胶图像分析系统对显影

条带进行扫描!

1223452 1&

蛋白表达量用
1223452

1&

光密度值与
U1?6V

光密度值的比值表示&

!"&

统计学处理

应用
8?88##E0

统计软件!对数据行
K5AF3<

确切

概率法!

?O0E0&

为差异有统计学意义&

!

结 果

#"! 1223452 1&

蛋白在结肠癌组织与癌旁正常结

肠黏膜组织中的表达

免疫组化实验结果表明! 癌旁正常结肠黏膜中

1223452 1&

蛋白阳性表达率为
#!E&L

$

&W/"

%& 而在

结 肠 癌 组 织 中
1223452 1&

蛋 白 阳 性 表 达 率 为

)!E&LQ!%-/"S

!两者比较差异有统计学意义
Q?O"E"&S

&

1223452 1&

在癌旁正常结肠黏膜组织中阳性表达

率低$

K5I=<3 '

%!

1223452 1&

在结肠癌组织中的表达

主要定位于肿瘤细胞的细胞浆和细胞膜中$

K5I=<3

!P/

%&

'()*+, ! -., /,)01(2, ,34+,55(6/ 67 8//,3(/ 8& (/

90/9,+ 0:;09,/1 1(55*,

'()*+, # -., 465(1(2, ,34+,55(6/ 67 8//,3(/ 8& (/

.(). :(77,+,/1(01(6/ 0:,/690+9(/6<0 67 96=6/

'()*+, $ -., 465(1(2, ,34+,55(6/ 67 8//,3(/ 8& (/

<6:,+01,=> :(77,+,/1(01,: 0:,/690+9(/6<0 67 96=6/

$)%
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!"#$% & !'% (%$")*+,-'*. #%)/%%, )'% %0.(%--*+, +1

2,,%0*, 34 ",5 )'% 6$*,*6+.")'+$+7*6"$ 1"6)+(- *,

"5%,+6"(6*,+8" +1 6+$+,

9:9 =23>2*+ ?-(>

结果

@,+A B5,+&;"

软件分析显示影条带后!

C++2D1+

C&

蛋白灰度值为各组条带灰度值与内参条带灰度

值之比"

E

例结肠腺癌组织中
C++2D1+ C&

蛋白灰度

值#

9;$!!";9F

$显著高于癌旁正常组织#

G;F9!";!9

$!

差异有统计学意义
HIJG;G&K

#

L16)*2 &

$%

9:; C++2D1+ C&

表达与结肠腺癌临床病理因素之

间的关系

统计学结果表明!

C++2D1+ C&

表达与肿瘤大小

和有无淋巴结转移有关
HI"G;G&M

!而与患者的性别&

年龄& 肿瘤分化程度&

N<O

分期等临床病理因素之

间无明显相关性
PI#";"&MHN,?-2 9M

"

$

讨 论

C++2D1+ C&

蛋白与肿瘤的关系目前报道很少"

与其他膜联蛋白相比!

C++2D1+ C&

的结构和功能存

在一定的特殊性"

C++2D1+ C&

氨基酸肽链的
<

末端

没有蛋白激酶
/ HIQ/M

的磷酸化位点!不是
IQ/

的

作用底物!因此!

C++2D1+ C&

可抑制
IQ/

的活性"众

所周知!

IQ/

在因细胞增殖失控而导致的恶性转化

过程中起着重要作用! 它的激活紊乱理论是引起肿

瘤发生的重要因素之一'

RS99

(

%

本实验研究结果发现!

C++2D1+ C&

蛋白在结肠

腺癌组织的细胞浆和细胞膜中表达高! 并且阳性表

达率明显高于癌旁正常结肠黏膜组织!提示
C++2D1+

C&

蛋白表达在结肠癌的发生中发挥着重要作用!李

欣等'

9!

(也曾报道宫颈鳞癌中!

C++2D1+ C&

表达在
TU$

<C

和蛋白水平上都明显增强!这与本实验的报道是

一致的% 值得注意的是!

Q,*)?2

等 '

9$

(报道
C++2D1+

C&

在宫颈癌组织和子宫内膜癌组织中的表达比相

应的正常组织显著下调! 这与我们的研究结果是矛

盾的! 可能是肿瘤的类别不同引起的!

Q,*)?2

研究

的是宫颈癌而本实验研究的样本是结肠腺癌) 也可

能是与研究的样本量不足有关!当时
Q,*)?2

收集的

样本仅十几例!样本量不够大可能影响实验结果%进

一步研究发现!

C++2D1+ C&

表达与肿瘤的大小直接

相关% 有研究报道!

C++2D1+ C&

可以促进肿瘤细胞

的增殖!我们的实验结果也发现
C++2D1+ C&

与肿瘤

的大小呈正相关!这也间接证明了
C++2D1+ C&

可以

促进肿瘤细胞的增殖% 值得注意的是! 国外有报道

C++2D1+ C&

对正常淋巴细胞&心肌细胞的凋亡有促

进作用'

9F

!

9&

(

% 但是关于
C++2D1+ C&

在肿瘤细胞凋亡

中的作用研究较少!李欣等'

9E

(研究
C++2D1+ C&

可促

进宫颈癌细胞系
B1V,

细胞的凋亡%关于
C++2D1+ C&

<*7=(% > !'% .+-*)*?% %0.(%--*+, +1 3,,%0*, 3@ *,

$+/$A 5*11%(%,)*")%5 "5%,+6"(6*,+8" +1 6+$+,

N9 <9 N! <!

C++2D1+ C&

!$,5>1+

NW /,+52* >133)23

)

<W<(*T,- >133)23 ,AX,52+> >( 5,+52*

<*7=(% 4 !'% %0.(%--*+, +1 3,,%0*, 34 *,

"5%,+6"(6*,+8" +1 6+$+, ",5 )'% ,+(8"$ )*--=%

"5B"6%,) )+ 6",6%( #A C%-)%(, #$+)

/-1+15(Y,>0(-(615,-

.,5>(*3

+ I(31>1Z2 <26,>1Z2

I(31>1Z2

*,>2H[K

I

\2+A2*

O,-2 !& 9% E ]E;G

G;EG$

L2T,-2 9& 9G & EE;E

C62P72,*3K

!EG 9R 9$ & ]!;!

G;$!!

#EG !! 9E E ]!;]

N)T(* 31^2H5TM

!& !% 9% 9G E&;&

G;G!E

#& 99 9G 9 %G;%

_1..2*2+>1,- A26*22

V160ST(A2*,>2 !R !! E ]R;E

G;&FE

`(aS+(*T,- 9! ] & &R;$

N<O 3>,62

"b# !& !G & RG;G

G;&]%

$b% 9& % E EG;G

`7TY0 +(A2 T2>,3>,313

c23 !] 9] 9G E!;%

G;G9F

<( 9$ 9! 9 %!;$
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在结肠癌细胞中是否存在促凋亡及其细胞凋亡中的

确切作用机制值得继续深入探讨! 本实验研究结果

还发现"

'(()*+( '&

蛋白阳性表达率在有淋巴结转

移组中明显高于未发生淋巴结转移组"表明
'(()*+(

'&

与结肠癌组织的淋巴结转移相关" 提示
'(()*+(

'&

可能促进了癌细胞的淋巴结转移! 此外" 本实

验还有一些阴性发现"

'(()*+( '&

在不同分化程度

的结肠腺癌中的表达没有明显差别" 且与患者的年

龄#性别亦无关!

综上所述"

'(()*+( '&

在结肠腺癌组织中的高

表达与结肠腺癌组织大小以及肿瘤的淋巴结转移有

关" 提示
'(()*+( '&

可能参与结肠腺癌的发生#发

展" 并可能成为结肠癌预后判断的参考指标" 但是

'(()*+( '&

在结肠癌中的作用及相关分子机制仍

有待深入研究!
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