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摘 要"%目的& 探讨胃癌组织及其相应癌旁组织中
&'()*0

及其配体
+,--./0

' 下游信号
1.20

的表达情况"并分析其临床意义( %方法& 采用实时荧光定量
:;<

)

=<>?:;<

*检测胃癌
组织及其相应的癌旁组织)距癌组织

!6)@

*中
&'()*0

+

+,--./0

'

1.20 @<&A

的表达"免疫组织
化学染色法检测

&'()*0

'

+,--./0

'

1.20

蛋白的表达"并分析三种蛋白的表达与胃癌临床病理
特征的关系, %结果& 免疫组织化学染色'

=<>?:;<

结果均显示
&'()*0

'

+,--./0

在癌旁组织
中的表达高于胃癌组织!

:"9396

*"

1.20

在癌旁组织中的表达低于胃癌组织!

:"9396

*,

&'()*0

'

+,--./0
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1.20

的表达与肿瘤脉管浸润'分化程度'浸润深度相关!

:"9396

*"而与年龄'性别'

>&B

分期'淋巴结转移无关!

:!9396

*,胃癌组织中
&'()*#

与
+,--./#

的表达呈正相关!

CD9397!

"

:"9396

*"而
+,--./#

与
1.2#

的表达呈负相关!

CD?93$4!

"

:E9399#

*, %结论&

&'()*

信号通路中
&'()*#

受体及其配体
+,--./#

在胃癌组织中低表达 "

1.2#

在胃癌组织中高表达 " 提示
&'()*#

'

+,--./#

'

1.2#

的表达有望为胃癌诊断提供理论依据,

主题词"胃肿瘤#
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#

+,--./#

#
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#免疫组化#实时荧光定量
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胃癌是全球常见的消化道恶性肿瘤之一,目前" 我国每年新发胃癌病例数达
%9

万例"占世界总发病

例数
%!f

, 在胃癌的发生+发展中"

&'()*

通路起重

要作用"

&'()*

通路在胃癌中的表达已成为未来研

究方向"

&'()*

信号通路对正常发育调控的作用主

要体现在可以调节细胞增殖+分化和凋亡等方面"多

专
题
报
道

H0
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个研究团队的研究显示
;'<4/

通路正常与否与肿瘤

的发生!发展关系密切"具有促癌或抑癌作用# 促癌

作用的本质是细胞过度增殖"是由于
;=!!>

$核转录

因子%的上调导致的&抑癌作用的本质是加速细胞凋

亡"这一作用是通过上调
?!8

的表达"将细胞周期阻

滞在
@

"

A@

#

期"从而使癌基因
>4,!!

的表达降低' 但

目前学者们对
;'<4/

通路在胃癌发生发展过程中的

作用是促癌还是抑癌"仍有很大争议'本研究试图从

分子和蛋白水平探讨
;'<4/

通路在胃癌中的作用'

#

材料与方法

!"!

标本来源

收集
!B8C

年
%DE

月潍坊市人民医院普外科!

肿瘤外科! 急诊普外科手术切除并经术后病理证实

的人胃癌组织
!E

例及相对应的癌旁组织 $距肿瘤

C4F

以上%

!B

例"所有病例术前均未行放疗!化疗治

疗"所有患者年龄在
%#DGC

岁"平均年龄
EB:C%

岁&

其中"男性
#E

例"女性
#B

例&年龄
EB

岁以上
#%

例"

EB

岁$包括
EB

岁%以下
#!

例&细胞浸润深度未及浆

膜层者共
#!

例"侵及浆膜层者共
#%

例&高分化!中

分化腺癌共
#%

例"低分化腺癌共
#!

例&临床
H;I

分期(

"

!

#

期共
$

例"

$

!

%

期共
#$

例&有淋巴结转

移
#$

例"无淋巴结转移
$

例&有脉管浸润
#$

例"无

脉管浸润
$

例' 肿瘤和正常组织离体后取部分组织

置于冻存管中经液氮速冻后转移至
J$B"

保存"用于

K;L

提取"余组织经甲醛固定!石蜡包埋后行免疫

组织化学切片!染色'

!"#

试 剂

K;L

提取试剂盒!

4M;L

合成试剂盒!

NKHJO.K

试剂盒均购自
H+P+K+

公司"

;'<4/#

!

&+551Q#

引物序

列由上海生工公司设计!合成' 兔抗人
;'<4/#

多克

隆抗体!兔抗人
&+551Q#

多克隆抗体!

ROSBBB

三步法

免疫组化检测试剂" 其中一抗均于北京博奥森生物

科技有限公司购买" 免疫组化
ROSBBB

试剂盒于北

京中杉金桥生物科技有限公司购买'

!"$

方 法

#:T:#

实时荧光定量
O.K

每份标本为
#BBF5

的组织" 根据
K;L

提取试

剂盒的标准操作步骤进行"提取
<'<+, K;L

"

TU

琼脂

糖凝胶电泳及紫外分光光度计用来测定
K;L

浓度

和纯度'

L!EBAL!$B

值控制在
8:GD!:8

符合要求' 反

转录后以
4M;L

为模板进行荧光定量
O.K

' 反应体

系 为
!C&,

'

RV>K O)1F0W #!:C&,

" 上 下 游 引 物

$

B:!&I

%各
B:C&,

"

4M;L

模板
!:B&,

"

QX

!

3 S:C&,

' 反

应条件 ( 预变性
SC"

"

!F0*

&

O.K

反应 "

SC"

"

#C2

"

EB"

"

TB2

"

%C

个循环&溶解曲线分析(

SC" #C2

"冷却

至
EB"

'

;'<4/#

基因引物序列( 上游
C#!@LLH@!

@.@@@LL@H@H@LL@!T#

" 下游
C# !@HH@@H@L@!

@.L@@.LHH@H!T#

" 扩增产物
!T!Y?

&

&+551Q#

基因

引物序列(上游
C#!H..H@.H.@...H@.H.H@H@.!

..H!T#

"下游
C#!H@L@@HH@LL@@H@HH@...!T#

"扩

增产物
#GGY?

&

X12#

基因引物序列( 上游
C#!@@L!

HLLL..LLL@L.L@.LH!T#

"下游
C#!LLH@H..@.!

.HH.H..L@.H!T#

"扩增产物
#$SY?

&内参基因引物

@LOMX

(上游
C#!LH@@@@LL@@H@LL@@H.@@L@!

T#

"下游
C#!@LH@L.LL@.HH...@HH.H.L!T#

"扩增

产物
#SEY?

' 采用
!''.<

分析'

#:T:!

免疫组化方法及结果判断

采用
XZ

染色技术和免疫组化染色技术进行染

色处理" 实验步骤严格按照
RO!SBBB

试剂盒所示进

行' 阳性对照组为已知的标准的
;'<4/#

!

&+551Q#

阳

性表达的正常胃组织标本"阴性组为
O>R

'

根据阳性细胞染色程度及深度以及阳性细胞率

作为结果判断的标准'细胞阳性染色程度分为无色!

淡棕黄色!棕黄色!棕褐色"计分分别为
B

!

#

!

!

!

T

分'

随机计数
C

个高倍镜中阳性细胞的百分比" 阳性细

胞率
$CU

"

CUD!CU

"

!CUDCBU

"

[CBU

" 计分分别为

B

!

#

!

!

!

T

分'将阳性率和染色强度评分之积作为判定

结果"总分
!T

分为阳性表达"

\T

分为阴性表达)

#

*

'

!"%

统计学处理

数据采用
RORR#G:B

统计学软件处理' 正态分布

计量资料均以均数
%

标准差$

!%2

%表示"组间比较采

用独立样本
<

检验&计数资料均以例数$

*

%表示"组

间比较采用
=02/1)

精确概率法& 相关性分析采用

R?1+)F+*

等级相关分析及
O1+)2'*

相关分析'

O\

B:BC

为差异有统计学意义'

!

结 果

#"! ;'<4/#

!

&+551Q#

!

X12#FK;L

的表达

扩增曲线为典型
R

峰"基线平整"熔解曲线为单

S!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

一峰!

&'()*+ #,%

"#

-./012 34-5

在癌

旁组织中的表达!

2"678!"69:

"高于胃癌

组 织 !

26:8 !"6;%

" !

< ="6""2

"$

>?((+@2

34-5

在癌旁组织中的表达 !

%69;!

268!

" 高于胃癌组织 !

26A!!"6"8

"!

<=

"6""2

"$

BCD2 34-5

在癌旁组织的表

达 !

"622!"6"!

" 低于胃癌组织 !

262!!

"622

"!

<="6""2

"$差异均有统计学意义#

!"! -./012

!

>?((+@2

!

B+E2

蛋白的表达

-./012

在胃癌组织和癌旁组织中

的阳性表达率分别为
:$67F

和
97GAF

$

差异有统计学意义
H<="6"7I

%

>?((+@#

在

胃癌组织和癌旁组织中的阳性表达率

分别为
:%J;F

和
$AJAF

$差异有统计学

意义
H<=AJA7I

$

B+E#

在胃癌组织和癌旁

组织中的阳性表达率分别为
79J9F

和

!AJAF

$差异有统计学意义!

<=AJA7

"#见

K?LM+ #

$

&'()*+ 7,$

#

DN+?*3?O

相关性分析显示$

-./012

和
>?((+@2

在胃癌组织中的表达呈正

相关!

*PAJA:!

$

<=AJA7IHK?LM+ !I

$

<+?*E.O

相关分析显示
>?((+@2

和
B+E2

在胃癌

组织中的表达呈负相关 !

*P"AJ$;!

$

<=

AJAA2I

!

&'()*+ 8

"#

!"# -./012

!

>?((+@2

!

B+E2

在胃癌组织中

表达与临床病理特征的关系

-./012

和
>?((@2

&

B+E2

在胃癌组

织中的阳性表达与患者的性别& 年龄&

K-Q

分期& 淋巴结转移均无明显相关

性!

<

均
RA#A7

"$与肿瘤分化程度&浸润

深度&有无脉管浸润相关
H<

均
=AJA7I

#

高&中分化癌组织
-./012

&

>?((+@2

的阳

性表达率高于低分化癌组织$ 而
B+E2

的阳性表达低于低分化癌组织%未侵及

浆膜者癌组织
-./012

&

>?((+@2

的阳性

表达率高于侵及浆膜 者癌组织 $而

B+E2

的阳性表达低于侵及浆膜者癌组

织%无脉管浸润者癌组织
-./012

&

>?((+@2

的阳性表达率高于脉管浸润者癌组织$

而
B+E2

的阳性表达低于有脉管浸润癌

组织# 见
K?LM+ :

#

$%&'() * +%,,-.%/0%-1 .'(2) -3

4-0.56

$%&'() ! 789:%3%./0%-1 .'(2) -3

4-0.56

$%&'() # +%,,-.%/0%-1 .'(2) -3

;/&&)<6

$%&'() = 789:%3%./0%-1 .'(2) -3

;/&&)<6

$%&'() > 4)&/0%2) )?9(),,%-1 -3

4-0.56 %1 &/,0(%. ./1.)(

"

@A!=BB

#

$%&'() C A-,%0%2) )?9(),,%-1 -3

4-0.56 %1 &/,0(%. ./1.)(

"

@A!=BB

#

$%&'() D 4)&/0%2) )?9(),,%-1 -3

;/&&)<6 %1 &/,0(%. ./1.)(

"

@A!=BB

#

$%&'() E A-,%0%2) )?9(),,%-1 -3

;/&&)<6 %1 &/,0(%. ./1.)(

"

@A!=BB

#
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<

讨 论

;'=4/

信号通路是一种信号转导通路! 近几年

研究较多! 在进化过程中保守度较高! 作用相当广

泛!从胚胎发育"组织分化"干细胞干性维持到细胞

增殖及凋亡#

!

$

% 在哺乳动物体内!发现
%

种
;'=4/

受

体 &

;'=4/#>%

' 和
?

种
;'=4/

配体 &

@1,=+8

"

@1,=+<

"

@1,=+%

"

&+551A8

和
&+551A!

'

#

<

$

%

;'=4/

受体属于跨膜

受体!其分子构成相对简单!主要由两部分组成!胞

外域和跨膜区
B

胞内域%

;'=4/

胞外区负责激活!前提

是与其配体结合后! 还要通过调节细胞间相互作用

而发挥功能 !

<

次裂解之后产生的
;C.@;

! 就是

;'=4/

的活化形式 #

%

$

%

;'=4/#

与肿瘤的关系早在

#DD#

年就被发现!当时的研究是关于人
E

淋巴细胞

白血病% 后来!经过学者的深入研究得知!染色体易

位
=

&

F

(

D

'&

G<%

(

G<%"<

'使
D

号染色体上的
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