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摘 要!$目的% 观察
<=>?%

在结肠癌组织及细胞中的表达" 探讨
<=>?%

在结肠癌发生发展
中的作用& $方法% 采用免疫组织化学染色法检测

B"

例结肠癌及同源癌旁组织中
<=>?%

蛋
白的表达"实时荧光定量

<.C

'

DCEF<.C

()

G12H1)* I,'H

检测人结肠癌
?GA@"

)

?GB!"

及
.3!

J3!"K

细胞株中
<=>?% LC;>

及蛋白表达水平* $结果% 结肠癌组织中
<=>?%

蛋白表达显著
高于癌旁正常组织!

!

!

M@:KA%

"

<M":""B

(+且表达强度随肿瘤病理分化程度的降低,

N(O12

分期
的增高及肿瘤体积的增大而逐渐增高 "差异有统计学意义 !

<

均
PQ:"K

(+

<=>?%

在结肠癌
?GA@"

)

?GB!"

及
.3J3!"K

细胞株中均有表达"其中
.3J3!"K

细胞株中
<=>?%

蛋白及
LC!

;>

表达高于
?GA@"

和
?GB!"

细胞株!

<P":"K

(& $结论%

<=>?%

的表达水平以及活性与结肠
癌的发生发展有关"可能为结肠癌的早期诊断及靶向治疗提供新的分子靶点&

主题词!

<=>?%

+结肠肿瘤+免疫组织化学+
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收稿日期!
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结肠癌是常见的恶性肿瘤之一" 具有发病率及

死亡率高等特点"在发达国家"男性结肠癌在恶性肿

瘤总发病率中居第
%

位" 而女性结肠癌的发病率在

恶性肿瘤中仅次于乳腺癌"位居第
!

位"其死亡率也

高居第
!

位$

8

%

&

?E>E%

信号转导通路直接影响细胞

的增殖)分化和凋亡"异常活化的
?E>E%

参与多种

恶性肿瘤的发生发展" 与肿瘤的治疗及预后也密切

相关$

!

%

&

<=>?%

最初被证实为
?E>E%

的特异性抑制

因子"通过调控
?E>E%

信号转导通路影响肿瘤的生

物学行为$

%

%

& 近年来研究表明"

<=>?%

具有调控
&>gV

?E>E%

$

A

%

)

<=%!gV>OH

$

K

%等信号通路及蛋白质泛素化降

解途径 $

B

%等多种生物学功能"与肝癌)胃癌)结直肠

癌)乳腺癌)肺癌)肾癌)皮肤癌及黑色素瘤等恶性肿

瘤的发生发展密切相关 $

$

%

& 本研究旨在观察
<=>?%

在结肠癌组织及细胞中的表达" 分析
<=>?%

在结肠

专
题
报
道

8QB



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

癌发生发展中的作用!

#

材料与方法

!"!

临床资料

收集解放军第二七三医院检验病理科
!&#%

年

$

月至
!&#'

年
#!

月结肠癌切除组织标本
(&

例及

同源癌旁正常组织
(&

例"患者术前均未接受放疗及

化疗! 病理诊断结果经病理科复核确认为结肠腺癌

及癌旁正常组织! 肿瘤组织按
)*+

结肠癌组织学

分类及分级标准进行分类! 男性
%%

例"女性
!$

例#

年龄
,'-$"

岁" 平均年龄
(,

岁# 有淋巴结转移
%%

例"无淋巴转移
!$

例!

!"#

细胞及试剂

所有标本均为石蜡包埋的存档标本" 切片厚

,!.

!

/012% /345643784 179:;3<5

$

=%,>(!=!1/

% 购自

/?39@:79@6A

公司"

/012%

免疫组化试剂盒购自
28798

6?BC

公司& 人结肠癌细胞株
2),>&

$来源于结肠癌

组织"

DBE@F G

期%'

2)(!&

(来源于淋巴组织"

DBE@F

H

期%及
H+I+!&'

(来源于腹水组织"

DBE@F D

期%均

购自中国科学院上海生物细胞库&

/012%

及
#>2

核

糖体
JK1

引物由上海生工设计合成&

LJ0C34

试剂'

抗
"!169:7

兔多克隆抗体'

*:M:!NNIO

二步法
JLP

/HJ

试剂盒'

Q49?82RGJ N:S9B?@ T):9A J+UV

等试剂

均购自北京康为世纪公司&

!"$

方 法

=W%W=

结肠癌组织免疫组织化学染色!

0*H

"

将病理切片行二甲苯脱蜡" 梯度乙醇脱水"以

%X

过氧化氢灭活内源性过氧化酶"

#&..34YI

枸橼

酸盐溶液
TZ*[(W&V

抗原热修复"羊血清工作液封闭阻

断非特异性结合位点"

%$"

"孵育
=&.:7

"滴加
=#(&&

稀释的兔抗人
/012%

一抗"

,"

冰箱孵育
!,A

"

/G2

冲洗
%

次& 加生物素标记的二抗"

%$"

" 孵育
=A

"

D1G

显色"苏木素复染细胞核"中性树胶封片& 以

/G2

代替一抗作阴性对照& 文献已证实乳腺癌组织

表达
/012%

"因此选用乳腺癌组织作为阳性对照&

=W%W! 0*H

染色结果及判断标准

/012%

的阳性染色呈棕黄色小片段或散在分

布" 染色结果根据染色强度和阳性细胞百分比评分

进行半定量分析"同时根据
/012%

阳性信号积分光

密度值(

0+D

%进行定量分析& 染色强度)

&

分)无染

色"

=

分)淡黄色染色"

!

分)棕黄色染色"

%

分)棕黑

色染色# 阳性细胞)

&

分)

\'X

"

=

分)

'X-!'X

"

!

分)

!(X-'&X

"

%

分)

'&X-$'X

#

,

分)

]$'X

& 将两者评分

相乘"

&-,

分为低表达"

'-=!

分为高表达&

=W%W%

结肠癌细胞株培养

人结肠癌
2),>&

'

2)(!&

及
H+I+!&'

细胞株

在含
=&X

胎牛血清的
J/N0 =(,&

培养基"

%$"

'

'X

H+

!

培养箱中培养"隔
!<

换液"用胰酶消化传代"取

对数生长期细胞进行实验&

=W%W, ^JLP/HJ

检 测 人 结 肠 癌 细 胞 株 中
/012%

.JK1

表达

胰酶消化收集各组细胞"按照
LJ0C34

试剂说明

书提取三种细胞总
JK1

"紫外分光光度计检测其浓

度及纯度& 用
*:M:!NNIO L_3 29@Z JLP/HJ `:9

逆

转录合成
6D1K

第一链 & 反应条件为 )

,!"

孵育

'&.:7

"

$&"

孵育
#'.:7

&

^JLP/HJ

中所用引物序列

如下)

/012%

)上游引物
'$!1HL1H1La1aL1HHH1H!

HLaHHLLH ! % $

" 下 游 引 物
' $ !HH11aaaH1LHHL !

aLLH1LHL1!%$

"

#>2

核 糖 体
JK1

) 上 游 引 物
'$ !

LLLaHa1aL1HLH11H1HH11H1LH!%$

"下游引物
'$!

a1aH1L1LHLLHaaHHH1H1H!%$

&实时灾光定量
/HJ

反 应 体 系
!&!4

" 内 含
!SQ49?82RGJ N:S9B?@ T):9A

J+UV#&!4

"

M3?_8?< /?:.@? &W'!4

"

J@b@?F@ /?:.@? &W'!4

"

L@.Z489@ DK1 !!4

"

JK8F@!M?@@ )89@? $!4

" 反应条件

如下 )

c'" #&.:7

"

c'" #'F

"

(&" #.:7

"

,&

个循环 &

每个样品设
%

个平行反应" 同时进行内参
#>2

核糖

体
JK1

的实时荧光定量
/HJ

& 结果采用荧光定量

G:3!J1D :6546@? :d' F_3e9_8?@

进行定量分析&

#W%W' )@F9@?7 ;439

法 检 测 人 结 肠 癌 细 胞 株 中

/012%

蛋白表达

收集各组细胞" 按
J0/1

蛋白裂解液说明提取

三种细胞总蛋白质"以
GH1

法绘制标准曲线"计算

蛋白质浓度& 灌制
#&X

的
2D1!/1fg

凝胶"上样量

为
>"!aY

孔"

=="O

恒压
>".:7

将蛋白转于
/ODM

膜

上"

LG2L

缓冲液封闭
!A

"一抗
/012%T=%>""

稀释
V

'

"!

869:7T=#="""

稀释
V

"

,"

孵育过夜"二抗
%.4

孵育
=A

&

二氨基联苯胺
TD1GV

显色& 用
G:3!J1D

多功能凝胶成

像系统采集图像"

14ZA8!O:@_

软件分析"以目的条带与

"!869:7

的
1

值之比来表示目的蛋白的相对表达量&

!"%

统计学处理

采用
2/22=(W"

统计软件进行统计学分析& 数据

="$



肿瘤学杂志
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年第
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卷第
!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':!

.,0*04'<+=/','504+,

-1+=()12

> >?@A% ?3B >

@51C61+)2D

!E" F #G

H:$I8

%!G!:GG"EG8:$8

H:GEG

!EH 8! !J %GGH:%F"J8I:8!

K1*L1)

M+,1 8G 8F

H:!!$

%!F$:!!"J!E:GJ

H:%!8

N1O+1 $ !H %GJ%:$J"EEH:FH

P(O') 20Q1R4OS

!J 88 E

":""E

%8GI:FF"E!!:FE

":"8%

!J 8" %% %E88:IE"GF%:$!

T6O</ *'L1 O1=+2=+202

U12 8J 8I

":8"!

%G$E:88"GEE:J%

":!IE

;' E !8 %8FJ:$J"E$G:FG

B0--1)1*=0+=1L L15)11

V05/ F E !I$%:!8"$!%:!$

M'L1)+=1,6 I 8% H:H!8 %!8G:8%"!$8:EJ H:H!G

T'W G !H %E$E:JH"!GJ:$G

B(X12 2=+51

@YZ 8% F

H:HHG

%88I:%8"J%!:8H

H:HH!

.YB I %H %EE%:E!"GI%:EG

>?@A% 1[<)1220'*

T'W V05/

!"#$% & '%$"()*+,-). #%(/%%+ 01234 .5*(%)+ %6.5%,,)*+ "+7

8$)+)8*."(-*$*9)8"$ :%"(;5%, )+ 8*$*+ 8"+8%5

分析采用两独立样本的
=

检

验!

!

! 检验!秩和检验!

N02/1)

精确概率等分析方法" 检验

水准
"\H:HJ

"

!

结 果

<=> >?@A%

蛋白在结肠癌

及癌旁正常组织中的表达

免疫组织化学染色结

果显示#结肠癌及癌旁正常

组织中
>?@A%

表达均阳性#

呈棕黄色小片状或散在分

布#主要位于细胞浆#部分

分布在细胞核
CN05()1 8S

"

EH

例结肠癌组织中
>?@A%

蛋

白低表达
!8

例# 高表达
%F

例 $

EH

例癌旁正常组织中

>?@A%

蛋白低表达
%$

例#高

表达
!%

例$

>?@A%

蛋白在结

肠癌组织中的表达强度高

于癌旁正常组织%

!

!

\I:JG%

#

>\H:HHE

&" 免疫组化染色结

果经
>?@A%

阳性信号积分

光密度值分析验证#结肠癌组织和癌旁

正常组织中
>?@A%

蛋白表达值分别为'

%%JG:E!"J$%:8I

和
!EIJ:HJ"IH%:GE

#差

异有统计学意义%

=\J:G$

#

>]H:HH8

&"

<=< >?@A%

表达与结肠癌临床病理特征

的关系

结肠癌组织中
>?@A%

蛋白的表达

强度随肿瘤分化程度降低!

B(X12

分期

增高及肿瘤体积的增大呈逐渐增高趋

势# 不同分化程度!

B(X12

分期及瘤体

大小的结肠癌组织中
>?@A%

蛋白表达

强度差异有统计学意义 %

>

均
]H:HJ

&#

而与患者的性别!年龄及是否有淋巴结

转移无明显相关性%

P+^,1 #

&"阳性信号

积分光密度值定量分析与半定量分析

结果一致#不同肿瘤大小!分化程度及

B(X12

分期者
>?@A%

积分光密度值差

?)9;5% > @6.5%,,)*+ *: 0123A .5*(%)+ )+ 8*$*+ 8"+8%5 (),,;% "+7 "7B"8%+(

+*+!(;C*5 (),,;%,D"EFFG

;')O+, 4','* =022(1

V05/ L0--1)1*=0+=1L 4','* 4+*41) =022(1

M'L1)+=1,6 L0--1)1*=0+=1L 4','* 4+*41) =022(1 T'W L0--1)1*=0+=1L 4','* 4+*41) =022(1

#HI
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异有统计学意义!

&

均
'"()*

"#

!"# &+,-%

在结肠癌细胞株中的表达

./0 1&2/

检 测 结 果 显 示 $

&+,-% 3/4,

在

-5678

%

-59!"

及
2:;:!8*

细胞株中表达均呈阳

性$ 其相对表达量分别为&

8(88!*!8(888*

%

8(88#$!

8(888#

%

8(886<!8(888#

$ 其中
2:;:!8*

细胞株中的

&+,-% 3/4,

表达水平高于其他两组细胞株$ 差异

有统计学意义
=&'">"*?

$而
-5678

%

-59!8

两种细胞

株间的相对表达量差异无统计学意义
=&@8>8*A

#

5BCDBEF GHID

检测三种细胞系中
&+,-%

蛋白的表达

水平与
./01&2/

检测结果一致$

-567"

%

-59!"

和

2:;:!"*

的相对灰度值分别为&

%*>%"!J>%!

%

!<>99 !

J>6J

和
67><*!!>!8

$

&+,-%

蛋白在
2:;:!8*

株中的

表达明显高于
-5678

与
-59!8

细胞株$ 差异有统

计学意义
=&'8>8*A

$而在
-5678

与
-59!8

细胞株中

的表达差异无统计学意义
=&@8>8*A=KLMNEB %A

#

%

讨 论

人 类
&+,-%

基 因 定 位 于
#

号 染 色 体 长 臂

OJ.!JA

$编码的
&+,-%

由
9!7

个氨基酸组成$分子量

大约为
97PQ

'

%

(

#早期研究表明
&+,-%

为
-0,0%

信号

转录因子的特异性抑制剂$通过抑制
-0,0%

与
Q4,

结合$参与调控肿瘤细胞的增殖%血管生成及免疫监

视等功能 '

7

(

#

&+,-%

在人体多数正常组织细胞中都

有表达$如胃%食管%肺%结肠和前列腺等 '

$

(

# 当前$

&+,-%

在恶性肿瘤组织中表达的研究结论报道并不

一致$

5RFM

等 '

$

(研究表明$在人类脑肿瘤%乳腺癌%

肺癌%肝癌%胃癌%结直肠癌%肾癌%皮肤磷状细胞癌

和黑色素瘤等多种恶性肿瘤组织中
&+,-%

表达水

平较正常组织高# 另有研究证实$ 在肿瘤组织或细

胞中$

&+,-%

表达较正常组织明显降低$甚至出现缺

失现象'

7

(

$如胃癌'

<

(

%脑胶质瘤'

J8

$

JJ

(等$这仍需进一步

研究论证#

从
&+,-%

发现至今$人们对其认识已从单纯的

-0,0%

信号转录因子的特异性抑制剂$ 拓展为可调

控多条信号通路% 蛋白质泛素化降解途径及免疫应

答等多种生物功能的重要因子#

S,TU-0,0%

信号转

导通路与细胞的增殖%分化和凋亡密切相关$也是肿

瘤发生发展的重要途径$异常活化的
-0,0%

可引起

细胞的异常增殖及恶性转化$正常情况下$

&+,-%

羧

基末端的酸性区域能特异地与
-0,0%

的
E&&"27

区

域结合$ 从而抑制肿瘤细胞的增殖$ 促进凋亡'

6

$

J!

(

#

&+%TV,PD

信号通路与肿瘤细胞的生长增殖及侵袭转

移密切相关'

J%

(

$

&+,-%

可抑制
,PD

的磷酸化$使
&+%TU

,PD

失活$从而抑制肿瘤细胞生长'

*

(

#

&+,-%

同时具

有
-WX:"Y%

连接酶的活性$ 可介导多种蛋白质发

生泛素化'

J6

(

$通过泛素化作用$对肿瘤细胞的生长增

殖及能量代谢发挥负性调控作用$新近的研究表明$

&+,-%

在胃癌及肺鳞状细胞癌中的表达水平与两种

肿瘤的生存率密切相关'

J*

$

J9

(

#

本研究证实$

&+,-%

在结肠癌组织中的表达主

要定位于细胞浆$部分位于细胞核$结肠癌组织中的

表达强度显著高于同源正常结肠组织$ 且表达强度

随着分化程度的降低和
QNPBC

分期的增高及肿瘤体

积的增大而逐渐增高$ 这也进一步证实了我们初期

的研究结果以及该基因可能在结肠癌的发生发展中

发挥重要作用的假设 '

J$

(

# 对来源于不同组织且

QNPBC

分期不同的三种结肠癌细胞株中
&+,-%

表达

情况检测证实$

&+,-%

在
2:;:!8*

细胞株中的表达
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':!

水平明显高于
<=>?"

和
<=@!"

细胞株! 其结论与

结肠癌组织免疫组化分析结果基本一致! 即
ABC<%

在结肠癌中的表达与肿瘤分化程度和
D(E12

分期关

系密切!而与是否有淋巴转移无关"

ABC<%

可能通过

&CFG<HCH%

#

AB%!FGCEI

信号通路或蛋白质泛素化降

解途径等多种机制参与并调控结肠癌的发生和发

展!虽然调控的具体机制还需进一步研究!但本研究

证实!

ABC<%

与结肠癌病理分化程度和
D(E12

分期

及肿瘤体积的大小关系密切!深入研究
ABC<%

的生

物学行为和作用机理! 有望为结肠癌的早期诊断及

靶向治疗提供新的分子靶点"
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