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摘 要!%目的& 定量分析类血管动蛋白
!!

!

6'()*+*,)' -)./!!

"

&789:!

'

+01&

表达水平的改
变与胃癌发生发展的关系及其临床意义( %方法& 免疫组化染色检测

;

对胃癌石蜡切片中
&789:!

蛋白的表达#实时荧光定量
<=0>?<=0@

检测
5A

对胃癌与癌旁组织及
!;

例胃癌患
者血浆中

&789:!

的表达# 回顾性分析临床病理特征及随访资料" 并结合
&789:! +01&

表达水平"用
BC6DE<6F <C)G+ 43A

软件绘制胃癌患者的
;

年生存曲线( %结果& 免疫组化染色
显示

&789:!

蛋白在胃癌及其癌旁组织均有表达"但是癌区的表达明显低于癌旁(

?<=0

定
量检测结果显示

&789:! +01&

在胃癌组织中明显低于癌旁组织
><HA3A%5I

#在胃癌患者血
浆中的

&789:! +01&

水平亦明显低于健康组
><HA3A2AI

( 胃癌组织中
&789:! +01&

水平
与肿瘤直径呈负相关

>CHJ"3;4K

"

<H"3""2I

#生存随访分析显示至术后
4"

个月"

&789:! +01&

低水平组患者术后总生存率明显低于高水平组
><H"3"5$I

( %结论&

&789:!

在胃癌组织及血
浆中均呈低表达"其

+01&

表达水平与肿瘤直径呈负相关"且胃癌组织中
&789:!

低表达
组生存率明显低于高表达组"提示

&789:!

可能是一个新的胃癌潜在预后标志物(

主题词!类血管动蛋白
J!

#胃肿瘤#实时荧光定量
<=0

中图分类号!

0L5;3!

文献标识码!

&
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胃癌是常见的恶性肿瘤之一! 流行病学调查显

示"

!<8!

年我国男性胃癌发病率和死亡率分别位居

同期恶性肿瘤的第
!

位和第
=

位"女性胃癌发病率和

死亡率分别位居同期恶性肿瘤的第
%

位和第
!

位#

8

$

!

近年来随着诊断技术的发展及人们体检意识的增

强"胃癌的早期发现率有所提高"但胃癌的发生发展

及调节机制仍不清楚!

血管动蛋白
>+*50'?'@0*

"

AB3CD

家族是一类涉及

血管新生及上皮细胞功能的动力蛋白 #

!

$

"该家族成

员 包 括
AB3C

%

+*50'?'@0* ,0E1!# >AB3CF8G

%

+*!

50'?'@0* ,0E1!! >AB3CF!G

"其中
AB3C

又分为
H#=<!

AB3C

和
H$<!AB3C

两种同源异构体! 该家族成员

在结构上都有保守的卷曲螺旋结构%

.!

端的
HIJ

结

构域及富含谷氨酸的结构域#

=

$

!

AB3CF!

具有调节

斑马鱼胚胎节间细胞的迁移" 调节血管内皮细胞的

迁移%管腔形成等功能#

%

"

K

$

! 关于
AB3CF!

与肿瘤的

关系以及在肿瘤中的作用迄今尚未明确!近年来"有

文献报道
AB3CF!

在人肝癌组织中表达下调"导致

癌基因
LAH

和
AMC

活性增强"肝肿瘤增大#

N

$

! 类似

的结果有"乳腺癌%结肠癌的癌细胞通过抑制癌基因

LAH

来发挥抑癌作用#

O

"

$

$

! 但值得一提的是"也有文

献报道
AB3CF!

在乳腺癌组织中的表达与癌旁组

织无差异#

P

$

! 目前国内外尚少见
AB3CF!

与胃癌的

相关研究报道! 本研究旨在定量检测胃癌组织及血

浆中
AB3CF! ?Q;A

水平"结合相关临床病例资料

以及随访资料"分析
AB3CF!

在胃癌发生发展中的

作用及其临床意义!

8

材料与方法

!"!

标本来源

收集南通市肿瘤医院
!<8%

年
8

月至
!<8N

年

8!

月的
=<

例胃癌手术切除标本%

!K

例胃癌患者血

浆及
K

例健康人血浆标本" 全部患者术前均未受化

疗或放疗! 该课题通过南通市肿瘤医院伦理委员会

批准"并与患者已签署知情同意书! 胃癌中男性
8P

例"女性
88

例&年龄
%NR$<

岁"平均年龄
N%

岁&病

理类型均为腺癌"并经病理诊断医师确诊&无淋巴结

转移
8%

例"有淋巴结转移
8N

例&无血管侵犯
8N

例"

有血管侵犯
8%

例!

!"#

试 剂

C)0S',

试剂购自美国
0*T0@)'51*

公司& 逆转录试

剂盒为
C/1)?' U401*@0-04 V1)?1*@+2

"货号
M#N!!

&荧

光定量
H.Q

试剂盒为
C+M+Q+

公司的
ULWQ H)1?0X

YX C+Z !

"货号
QQ$!<A

&引物合成由上海生工生物

工程有限公司完成&兔抗人
AB3CF!

抗体受瑞典卡

洛琳斯卡医学院癌症研究中心
F+)2 [',?5)1*

教授

馈赠& 驴抗兔
A,1X+!%$$

荧光二抗购自
&+4E2'*

公

司"货号
O#K!%$K!<#<

! 免疫组化试剂盒鼠兔通用型

购自
I+E'

公司"货号
MK<<O

!

!"$

方 法

#:=:#

胃癌石蜡切片进行免疫组化染色!

\[.

"

采用免疫组织化学染色检测
K

对胃癌及其癌旁

石蜡标本中
AB3CF!

蛋白的表达! 将病理切片行二

甲苯脱蜡"梯度乙醇脱水"以
="

过氧化氢灭活内源

性过氧化酶"以
#<??',]F

枸橼酸盐溶液
^_[`N:<G

抗

原热修复" 羊血清工作液封闭阻断非特异性结合位

点"

=O#

孵育
=<?0*

" 稀释的兔抗人
AB3CF!

抗体

%#

孵育过夜"

HWU

冲洗
=

次"生物素标记的二抗"常

温孵育
!/

"

IAW

显色"苏木素复染细胞核"中性树胶

封片!

\[.

染色结果判断标准'

a

'无染色或染色弱"染

色范围
$K"

&

%

'染色弱"范围
K"RK<"

&

bb

'染色强"

范围
K""ROK"

&

%%%

'染色强"范围
!OK"

!

8:=:!

实时荧光定量
H.Q

检测

采用
CQ\J3F

法从组织%血浆中提取总
Q;A

"紫

外分光光度仪检测
Q;A

质量和纯度& 逆转录总

Q;A

得到
4I;A

"以
4I;A

为模板进行
ZH.Q

&使用

AW\ 2@1_'*1 _,(2

实时荧光定量
H.Q

仪进行
H.Q

反应!

AB3CF!

上游引物
K&!cC.ccCc..AC.CcCCCC.c!

=&

" 下游引物
K&!cC.CcCAcC.Ac..cAc.Ac!=&

&

cAHI[

上游引物
K&!C.AA.ccACCCccC.cCACCc!

=&

"下游引物
K&!CccAAcACccCcACcccACC!=&

! 反

应体系'取
!", 4I;A

产物加入
8$", dd[

!

3

"取
!",

稀释后的
4I;A

加入
8"", ULWQ H)1?0X YX C+Z !

"

上%下游引物各
8",

"

Q3e Q1-1)1*41 I61 ":%",

"用不

含
Q;A

酶的水补至
!"",

" 混匀并短暂离心后进行

扩增! 每个样本进行
=

个复孔实验" 扩增条件为

PK#

%

8"2

"然后以
PK#

%

8K2

"

N"#

%

!"2

"

O!#

%

8"2

循环

%"

次"

N"#

%

8K?0*

后检测信号! 反应完成后由软件

自动进行基线调整并将获取的数据进行自动分析"

之后软件会算出达到阈值的最低循环数比
^.@

值
G

"

实验中对每个标本针对目的基因测量
=

次" 对获取

的
.@

值取平均后再采用相对表达量计算法对各组

$!
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基因
&'()

表达量进行比较分析!

!"#

统计学处理

采用
*+**#,-"

统计软件进行统计学分析"采用

两独立样本
.

检验"

)(/0)

检验"

+123456

检验"

+7

"-"8

为差异有统计学意义!采用
932:;+2< +3=4& >-?

软件进行生存分析!

!

结 果

$"! )@/AB!

蛋白在胃癌组织中的

表达

结 果 显 示 " 在
8

对 标 本 中

)@/AB!

均表达" 但是胃癌组织中的

)@/AB!

染色 #呈
C

$ 弱于癌旁组织

#呈
CCC

$#

D=EF31 G)

%

H

$! 将组织切片

进行
IJ

染色" 确认癌区与癌旁区以

及
)@/AB!

表达的定位! 结果表明"

)@/AB!

主要分布在癌及癌旁组织中

的腺体
KD=EF31 #L

%

MN

!

$"$ )@/AB! &'()

在胃癌与癌旁

组织及胃癌患者血浆中的表达

O+L'

检测显示" 在
P?

对胃癌及

癌旁组织中
)@/AB! &'()

水平的相

对 量 均 值 分 别 为
?Q$GR !S-G!$

和

!->"$!"-$$%

" 两组比较差异有统计学

意义&

.T!-",!

"

+T"-"%P

$&

D=EF31 !)

$'

!8

例胃癌患者血浆中
)@/AB! &'()

的相对量均值为
"-R$%!"-G8%

" 而在健

康人血浆中其相对量均值为
!-","!

"-8"R

" 两组差异有统计学意义 &

.T

!->$8

"

+T"-"G!

$&

D=EF31 !H

$! 胃癌患

者血浆中
)@/AB! &'()

水平与其

在组织中的水平一致"呈低表达状态!

$"%

胃癌组织中
)@/AB! &'()

水平

与临床病理参数的关系

将胃癌组织 中
)@/AB! &'()

水平与临床病理资料结合分析" 发现

)@/AB! &'()

相对量与肿瘤大小相

关" 肿瘤直径
78U&

的
G>

例胃癌组织

中
)@/AB!

相 对 表 达 量 均 值 为

G-GG,!"-G$P

"而肿瘤直径
!8U&

的
G%

例胃癌组织中其相对表达量均值为
"-%,,!"-G!R

"两

组有显著性差异&

.T!-,$"

"

+T"-"G"

$! 而在其它参数

方面"如年龄%性别%分化%

A(@

分期%淋巴结转移%

血管侵犯%

LJ)

等"组间差异均无统计学意义&

A2VW1

G

$! 进一步将
)@/AB! &'()

相对量与肿瘤直径进

行相关性分析"

+123456

相关性分析显示两者呈负相

关&

3TX"-8>R

"

+T"-""G

$&

D=EF31 P

$!

A +

&'()*+ $ ,-+ .+/+. 01 234,5!$ 6782 '9 (:;<*'= =:9=+* :9> =0**+;?09>'9(

?+*'<)60*:. <';;)+; :; @+.. :; '9 <-+ ?.:;6: 01 ?:<'+9<; @'<- (:;<*'= =:9=+*

&'()*+ ! ,-+ +A?*+;;'09 01 234,5$ '9 (:;<*'= =:9=+* :9> <-+

=0**+;?09>'9( ?+*'<)60*:. <';;)+;

!

!BC"

"

Y)

(

Z&&F65;=4.5U;1&=U2W 4.2=6=6E KZIL[ 5\ E24.3=U U26U13 .=44F14 KA[ ]=.; 26.="
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胃癌组织中
>?3@A! BC;>

水平与患者生存率

的关系

根据
K"

例胃癌组织中
>?3@A! BC;>

相对量

均值
":$8M

! 将在胃癌组织中
BC;>

相对量高于该

值的归为
>?3@A!

高表达组!低于该值的归为低表

达组"分别对高#低表达组$各
8P

例%进行生存分析!

发现至术后
O"

个月!低表达组患者术后的生存率明

显低于高表达组! 其中在
!"

个月#

%"

个月的生存

率!低表达组术后为
OPY

#

KLY

!而高表达组术后为

$JY

#

OJY

&并且在术后
!L

个月到
%L

个月间!高表达

组生存率下降
!KY

!而低表达组生存率下降了
P%Y

!

两组比较差异有统计学意义$

GZ":"K$

%$

F05()1 %

%"

K

讨 论

胃癌的发展与预后是一个多因素参与的复杂过

程!如患者年龄#身心素质#肿瘤的发生部位#

@;?

分期# 淋巴结转移和血管侵犯等" 在众多指标中!

@;?

分期和局部淋巴结转移是胃癌的主要预后因

素" 然而!即使具有相同
@;?

分期且接受同样治疗

的患者!其临床预后仍有不同" 因此!既往基于组织

形态病理诊断已不能适应肿瘤患者的临床综合评

估!对此!胃癌标志物的研发是一个重要的补充"

目前关于
>?3@A!

的研究报道主要集中于血

管生成和肿瘤调节两方面" 血管生成方面!

>?3@A!

通过
.

端的
G[\

结构域调节血管内皮细胞功能'

8"

(

"

在斑马鱼胚胎模型中将
>?3@A!

敲除!血管内皮细

胞的迁移及增殖功能明显受到抑制'

P

!

88

(

" 然而!关于

>?3@A!

在肿瘤中作用的报道仅限于细胞水平上的

研究 " 在人肺腺癌细胞中 !

>?3@A!

通过
;

端的

GG]W

结构域与转录共激活子
@>\

的
^^

结构域
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结合!抑制
&'(

入核从而抑制该细胞表面蛋白的表

达"

)!

#

$在乳腺癌细胞中!

'*+&,!

泛素化促进
,-./)0!

激酶%大肿瘤抑制激酶&的磷酸化!激活激酶级联反

应使
1'2

磷酸化从而抑制其功能"

#3

#

$在肾癌细胞中!

'*+&,!

直接与
1'2

蛋白结合滞留在细胞浆中!抑

制
1'2

入核!从而抑制其促增殖'抑凋亡功能"

#

#

$ 在

肝癌细胞中!

'*+&,!

通过诱导上皮间充质转化促

进原发性肝癌的迁移侵袭能力和血管生成拟态的形

成"

#%

#

$最新资料报道!

'*+&,!

在人肝癌组织中表达

下调!同时癌基因
1'2

和
'4&

活性增强!肝肿瘤块

增大"

5

#

$ 曾有研究表明
'*+&,!

在乳腺癌组织中的

表达与癌旁没有差异"

6

#

$ 然而关于
'*+&,!

与相关

的肿瘤临床研究尤其是在胃癌方面鲜有报道$ 本研

究发现
'*+&,!

在胃癌组织中的表达水平明显低

于其相应的癌旁组织$ 由于免疫组织化学染色方法

的精确性有限!为了更客观地反映
'*+&,!

的表达

量与胃癌患者的病情及预后的关系! 我们进一步采

用了
7289

对胃癌患者的组织标本进行
'*+&,!

:9;'

水平分析 $

7289

结果提示 ! 胃癌组织中

'*+&,! :9;'

水平仅为癌旁组织的
)03

$ 结合临

床病理参数分析!发现胃癌组织中的
'*+&,! :9!

;'

水平与肿瘤大小相关!且两者呈负相关性!即随

肿瘤直径的增大
'*+&,! :9;'

水平降低! 提示

'*+&,!

与胃癌的发展密切相关!

'*+&,!

可能是

一个胃癌抑制因子$ 此外!值得一提的是!在随访生

存分析中! 发现在术后
5"

个月的观察中!

'*+&,!

低表达组的胃癌患者术后生存率下降程度比同期高

表达组低
!!<=3><

! 提示
'*+&,! :9;'

水平的

降低能反映患者术后预后不良$ 为了进一步确认

'*+&,!

是否可作为胃癌预后标志物! 并且能在临

床上定期追踪患者的
'*+&,! :9;'

水平变化!以

及临床实际的操作性和便利性! 我们用
7289

分析

了患者血浆中
'*+&,! :9;'

水平变化并与健康

受试者进行比较! 在胃癌患者的血浆中
'*+&,!

:9;'

水平明显低于健康对照组! 提示
'*+&,!

:9;'

水平在胃癌患者血浆中的变化趋势与在组织

中的水平一致$

综上所述!本研究发现
'*+&,!

在胃癌组织和

血浆中呈低表达! 并且与肿瘤增长呈负相关!当

'*+&,!

表达降低时 ! 患者生存率下降 ! 提示

'*+&,!

是一个新的胃癌潜在预后标志物$当然!关

于确认
'*+&,!

是否为胃癌标志物并应用于临床

检测!以及
'*+&,!

在胃癌中的作用机制还有待于

进一步的研究$

!致谢"对瑞典卡洛琳斯卡医学院癌症研究中心

,-?/ @AB:C?DE

教授馈赠抗体及给予的学术性指导

以表感谢# $

参考文献!

F)G (HA &&

!

(IDEC 9J

!

(DEC @*

!

D. -BK LMNOD:NABACP AQ /.A:-RI

R-ERD? NE 8INE-FSGK8INE S 8BNE +ERAB

!

!T)>

!

%%U#V

(

W!XW$Y

F

左婷婷!郑荣寿!曾红梅!等
Y

中国胃癌流行病学现状
FSGY

中国肿瘤临床!

!")>

!

%%Z)V

(

W!XW$YG

F!G *ABDN?NEIA J

!

[HD??-E. \

!

4N//NB S,Y &ID -ECNA:A.NE/ XX

Q?A: ON/RA]D?P .A QHER.NAE FSGY ^L_J ,D..

!

!T)%

!

W$$Z)5V

(

!563X!>T3Y

F3G _?-.. '

!

\NB/AE \S

!

&?AP-EA]/`P _

!

D. -BY 'ECNA:A.NE aD!

BAEC/ .A - EA]DB M?A.DNE Q-:NBP bN.I RAE/D?]DO RANBDO!RANB

-EO 2c( aNEONEC OA:-NE/FSGY [DED

!

!TT!

!

!6$Z)V

(

56X>>Y

F%G @H-EC @(

!

,H ^,

!

SN- JS

!

D. -BY ':A.B! N/ D//DE.N-B QA? RDBB

:A]D:DE./ NE dDa?-QN/I D:a?PA -EO ?DCHB-.D/ R!J?R

.?-E/BAR-.NAE FSGY cD]DBAM:DE. Z8-:a?NOCD

!

LECB-EOV

!

!TT>

!

)3%ZWV

(

6>6X6$$Y

FWG '-/D 4

!

L?E`]N/. *

!

La-?-/N ,

!

D. -BY 'ECNA:A.NE ?DCHB-.D/

DEOA.IDBN-B RDBB :NC?-.NAE OH?NEC D:a?PAENR -ECNACDED/N/

FSGY [DED/ cD]

!

!TT>

!

!)Z)5V

(

!TWWX!T5$Y

F5G @-E @

!

1-EC _

!

\-EC \Y 'ECNA:A.NE!BN`D ! NE.D?-R./

bN.I -EO EDC-.N]DBP ?DCHB-.D/ '4& FSGY+ERACDED

!

!T)>

!

35

Z3!V

(

%55!X%556Y

F>G 2-?-:-/N]-: *

!

J-?`D/IN` '

!

1-.D/ S9

!

D. -BY 'ECNA:A.NE

Q-:NBP M?A.DNE/ -?D EA]DB -R.N]-.A?/ AQ .ID ,'&J! `NE-/D

.H:A? /HMM?D//A? FSGY *AB _NAB 8DBB

!

!T))

!

!! Z)6V

(

3>!WX

3>33Y

F$G \-EC \e

!

@H-EC S

!

8IDE SSY 'ECNA:A.NE!BN`D M?A.DNE/

-//ARN-.D bN.I -EO EDC-.N]DBP ?DCHB-.D 1'2) FSGY S _NAB

8ID:

!

!T))

!

!$5Z5V

(

%35%X%3>TY

F6G SN-EC \[

!

\-.`NE/ [

!

cAHCB-/!SAED/ '

!

D. -BY 'ECNA:A.NE

-EO -ECNA:A.NE BN`D M?A.DNE/

!

.IDN? DfM?D//NAE -EO RA??D!

B-.NAE bN.I -ECNACDED/N/ -EO RBNENR-B AH.RA:D NE IH:-E

a?D-/. R-ERD?FSGY _*8 8-ERD?

!

!TT5

!

5

(

)5Y

F)TG ,D]RIDE`A &

!

'-/D 4

!

&?AP-EA]/`P _

!

D. -BY ,A// AQ ?D!

/MAE/N]DED// .A RID:A.-R.NR Q-R.A?/ aP ODBD.NAE AQ .ID 8!

.D?:NE-B M?A.DNE NE.D?-R.NAE /N.D AQ -ECNA:A.NE FSGY S 8DBB

JRN

!

!TT3

!

))5Z2. )$V

(

3$T3X3$)TY

F))G \-EC 1

!

,N (

!

gH 2

!

D. -BY 'ECNA:A.NE!BN`D! CDED Z-:A.B!V

N/ ?D7HN?DO QA? :NC?-.NAE -EO M?ABNQD?-.NAE AQ DEOA.IDBN-B

RDBB/ OH?NEC -ECNACDED/N/ FSGY S _NAB 8ID:

!

!T))

!

!$5Z%>V

(

%)T6WX%))T%Y

F)!G ,HRRN h

!

cN 2-B:- &

!

ci':a?A/NA 8

!

D. -BY '*+&,! NE.D?!

-R.NAE bN.I &'( R-H/D/ .ID NEINaN.NAE AQ /H?Q-R.-E. M?A.DNE/

DfM?D//NAE NE BHEC RDBB/FSGY [DED

!

!T)3

!

W!6Z!V

(

3TTX3T5Y

F)3G 4N: *

!

4N: *

!

2-?` JS

!

D. -BY 9ABD AQ 'ECNA:A.NE!BN`D !

:AEA!HaN7HN.NE-.NAE AE 1'2 NEINaN.NAE FSGY L*_+ 9DM

!

!T)5

!

)>Z)V

(

5%X>$Y

F)%G 1H-E @(

!

JHE _8

!

(I-A g,

!

D. -BY ':A.B! M?A:A.D/ ]-/!

RHBACDENR :N:NR?P -EO DMN.IDBN-B!:D/DERIP:-B .?-E/N.NAE

NE IDM-.ARDBBHB-? R-?RNEA:-FSGY SAH?E-B AQ &N-EjNE *DONR-B

kEN]D?/N.P

!

!T#5

!

!!Z%V

(

!>>X!$!YF

袁华尊 !孙保存 !赵秀
兰!等

Y':A.B!

促进肝细胞肝癌血管生成拟态及
L*&

形
成
FSGY

天津医科大学学报!

!T#5

!

!!Z%V

(

!>>X!$!YG

$W


