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摘 要!%目的& 探讨胃癌中
'()*'!

的表达及其意义' %方法& 选取经病理确诊为胃癌并行
手术切除后的

+"

例标本"采用免疫组化方法检测
'()*'!

的表达"分析其表达与临床病理
特征的关系#采用

.'/

检测
'()*'! 0/12

在胃癌及癌旁组织中的表达#采用
3456478 9:;6

检测
'()*'!

蛋白的表达'%结果& 免疫组化法结果显示"

'()*'!

在
<<=>!+?+"@

的胃癌组织
中表达阳性'胃癌组
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水平
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(

C,%

$高于癌旁组
A,C$

)

A,B<

*"差异有统计学意
义
>.DA,A%@

+

'()*'!

蛋白在胃癌中的表达量
-,AC

!

A,%$

*高于癌旁组织
A,<&

!

A,B!

*"差异有统
计学意义

>.DA,A%@

'

'()*'!

表达水平与患者性别,年龄,肿瘤大小,分化程度,肿瘤位置均无
关"与淋巴结转移,

E1F

分期有关!

.DA,A%

*+ %结论&

'()*'!

在胃癌组织中高表达"有可能
成为胃癌诊断及预后判断的标志物+
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胃癌是常见恶性肿瘤"并且预后较差"居全球肿

瘤发病率第
%

位"肿瘤致死率第
+

位%

#

&

+ 据
!A#%

年

统计"我国胃癌新发病例约
B<,$

万例"死亡约
C$,&

万例%

!

&

+ 胃癌的发生发展由多种综合因素影响"涉及

炎症,细胞周期紊乱,细胞的凋亡异常等因素+ 胃癌

症状不典型"确诊时大部分处于进展期"预后较差"

%

年生存率仅为
!<,C=

%

+GC

&

+ 诊断的金标准是胃镜检

查"但因胃镜检查具有依从性差,经济负担等问题"

导致患者不能规律复查+ 因此检测胃癌中潜在的肿

瘤相关标志物" 可能对胃癌的发生发展及预后判断

提供指导性信息+

'()*'!

是一种功能尚未探明的蛋白质" 其由

张学敏教授首次提出"发现于乳腺癌中"分子量约为

+!`*

"其中位于第
#CCe#&<

位的氨基酸序列中含有

专
题
报
道

<A<
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/=>

结构域!可与泛素结合!参与乳腺癌黄体酮受

体的降解过程"

%

#

$

/=>?/!

可在卵巢癌%肾癌和脑肿

瘤中高表达! 调节细胞周期! 增加染色体的异常分

离!促进肿瘤的发生发展"

@

#

$ 并可调节肿瘤细胞的有

氧糖酵解过程! 通过调节葡萄糖转运蛋白
A

和乳酸

脱氢酶的活性 !为肿瘤的增殖提供能量 "

%

#

$ 但

/=>?/!

也可影响
BCADEFGH

途径!进而抑制肺腺癌

肿瘤细胞的发生发展!在肺腺癌中呈低表达"

I

#

$ 提示

/=>?/!

在不同肿瘤中的表达不一致! 且参与肿瘤

的机制也不相同$ 本实验将阐述
/=>?/!

在胃癌中

的表达!并探讨其与临床病理特征的关系!为胃癌的

诊断及预后提供一定的理论依据$

9

资料与方法

!"!

一般资料

收集
!"9I

年
9"

月至
!"9&

年
9"

月内蒙古医科

大学附属医院胃肠外科收治的经病理确诊为胃癌并

行手术切除后的
A"

例标本!包括胃癌组织标本及配

对癌旁组织标本
J

距离癌灶
!KA5LM

!全部病例均经手

术后病理证实为胃癌!术前未行化疗%放疗$ 其中男

性
!%

例! 女性
%

例! 年龄
ANKI%

岁! 平均年龄
%&

岁$肿瘤的原发病灶大小
O?P

%浸润深度
JQP

%分化程度

J?P

%局部淋巴结转移
J<P

可根据医院病理科病理资料

确定!远处转移
JRP

由病理学及临床资料共同确定$

肿瘤部位&胃底癌
I

例!胃体癌
$

例!胃窦癌
9N

例'

原发灶大小&

$

例
!%5L

'

!9

例
S%5L

'分化程度&高中

分化
!9

例!低分化
$

例'依据
!"9"

年美国癌症分期

联合会
JF'//P

第
I

版(癌症分期手册)进行诊断!

Q

9

期
!

例!

Q

!

期
!

例!

Q

A

期
&

例!

Q

N

期
9&

例$ 根据患者

术后病理汇报淋巴结转移情况! 有淋巴结转移
9I

例!无淋巴结转移
9A

例$

!!#

免疫组化法

采用免疫组织化学染色法
TB

法! 将新鲜胃癌

组织放于
9"U

甲醛中固定!经脱水透明!浸蜡包埋

制成蜡块!切片厚度
N!L

$ 再经脱蜡!水化!洗片!

V

!

4

!

灭活内源性过氧化物酶活性!抗原修复!洗片!

山羊血清封闭过程' 滴加一抗 "兔多克隆
/=>?/!

抗体
OFW5,L

公司
M

!工作液浓度
9!!""

#!

N"

孵育过

夜'

BXT

冲洗
A

次$滴加二抗 "山羊抗兔抗体
O

北京中

杉金桥公司
M

!工作液浓度
9!!""

#!室温避光孵育
90

'

BXT

冲洗 ! 滴加辣根酶标记链霉卵白素 !

AI"

%

A"L1+

!

BXT

冲洗!滴加
?FX

显色液!室温
@ L1+

'复

染!脱水!透明!封片$ 以磷酸盐缓冲液
OBXTM

作为阴

性对照!已知阳性切片为阳性时照$

!"$

免疫组化结果评分标准

按照染色强度分&无色
O

未着色
M

为
"

分!淡黄色

O

基本未着色
M

为
9

分!黄棕色
O

中等着色
M

为
!

分!棕

褐色
O

强着色
M

为
A

分*染色的深浅程度与背景着色

相对比+$ 再按照阳性细胞数进行评分&每张切片随

机选取
%

个视野或每个视野中
9""

个细胞为依据&

阳性细胞占计数细胞百分比为
"

记为
"

分! 阳性细

胞数
"9"U

记评为
9

分!阳性细胞数为
9"UK%"U

记

评为
!

分!阳性细胞数为
%"UKI%U

记为
A

分!阳性

细胞数
#I%U

记为
N

分$将染色强度得分与阳性细胞

数得分相乘!

#A

分为阳性表达 "

&

#

$ 所有染色结果由

病理科医生独立进行评价$

!"%

荧 光 定 量
B/Y

检 测 胃 癌 和 癌 旁 组 织 中

/=>?/! LY<F

的表达

为分析
/=>?/! LY<F

的表达水平!采用新鲜

胃癌组织 *每个样本
!""L6

+ 和胃癌细胞中提取总

Y<F

!使用
Q*1Z(-

*

-1.2 H250+(-(6123

!

FL2*15,+

+进行提

取总
Y<F

!检测
Y<F

纯度及浓度合格$ 使用反转录

试剂盒*

-1.2 H250+(-(6123

!

FL2*15,+

+将总
Y<F

反转

录胃
5?<F

!以
5?<F

为模板!对
/=>?/!

进行实时

B/Y

扩增! 采用
![!-

体系! 包含
!$T\XY ]*22+

R,3H2* R1^ 9[!-

!

5?<F

模 板
A!-

!

__V

!

4 %;$@!-

!

Y4` [;[N!-

!

/=>?/!

上游引物
F]/]FQ]//F]]%

FF/FFF]F]

! 下 游 引 物 &

/F]/F]/F]//]FF%

]FF/

$ 内参基因
]FB?V

上游引物&

]FF]]Q]FF%

]]Q/]]F]Q/

! 下游引物&

]FF]FQ]]Q]FQ]]]%

FQQQ/

$ 体系配制完成后! 在
B/Y

仪 *

FX Faa-12_

X1(373H2L3

+上进行扩增!预变性条件为
$%" A[3

!循

环条件为
$%" 9%3

!

@[" A[3

!循环
N[

次!延伸
I!"

@[3

$ 实验得出结论采用
/H

法进行统计!实验重复
A

次!取平均值$

!"& b23H2*+ X-(H

检测
/=>?/!

蛋白的表达

取适量的裂解液
YCBF

提取新鲜胃癌组织和胃

癌细胞内*

9$9[

@ 个细胞
E5L

!

+的总蛋白!使用
X/F

法进行蛋白定量!配制
T?T%BF]>

分离胶和浓缩胶!

分离目的蛋白! 采用湿转法! 以
![[LF

电流转膜

$[L1+

!将蛋白转至硝酸纤维素膜上$ 用
%U

脱脂奶

粉封闭
@[L1+

!经
QXTQ

缓冲液洗涤后!孵育一抗*稀

释倍数
9!9%[[

+%

"%,5H1+

单克隆抗体
J9!9[[[P

!

N"

摇

床孵育过夜$

QXTQ

洗涤
A

次!孵育二抗*稀释倍数
9!

I[&
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C*DAB* % 9 !

EF*7G*A12: >?%>

HI> #% #! 9

!I> #% ## J

KLD41 23M*7ND: >?%J

H% !# #I %

!% $ < !

/3OO*1*(P3AP34( >?II

Q3FR;D*)3LD !# #I %

S4T $ < !

KU@ >?>J

!V" #% $ I

#V$ #% #J #

SGD0R (4)* D*PA2PA232 >?>!

W*2 #< #I #

U4 #9 < I

S4NAP34( 4O FA2P13N NA(N*1 >?<&

CL()L2 < I #

X4)G $ & #

E(P1LD #J $ %

!"#$% & '())%$"*+(, (- .$+,+.(/"*0($(1+."$ 2")+"#$%3 4+*0

567859 %:/)%33+(, +, /"*+%,*3 4+*0 1"3*)+. .",.%)

&>>

!"室温孵育
I>D3(

"注意避光处理#

使用
Y)G22*G

扫描仪$

=*(*

"

ED*13NA(

!

进行扫描成像% 结果分析"目的条带灰

度值
Z

内参
%!ANP3(

的灰度值"重复
9

次

实验"取平均值#

&;<

统计学处理

采用
[5[[ !\?>

进行统计分析# 计

量资料采用
]3BN4+4(

秩和检验"计数资

料采用卡方检验或
C32R*1

概率法# 采用

'DAF3N ^

软件分析
]*2P*1( _B4P

条带灰

度值#

5">?>%

为差异有统计学意义#

!

结 果

9;= ,-./,!

蛋白表达情况

免疫组化染色结果显示"

,-./,!

在胃癌组织中的阳性表达率为
<<`

7!9Z9>:

"

,-./,!

蛋白在
J>>

倍视野下

胃癌中阳性表达为棕黄色颗粒"位于细

胞胞质内# 癌旁组织中阳性表达率为

!I?<`

&

&Z9>

!"位于细胞质内"可见正常

腺体形态% 见
C3FL1* \

%

9;9 ,-./,!

表达与临床病理特征的关系

,-./,!

表达水平与患者性别' 年龄' 肿瘤大

小' 分化程度' 肿瘤位置均无关" 与淋巴结转移'

KU@

分期关系密切# 见
KA_B* \

#

9;> ,-./,! DaUE

表达情况

在
9>

例胃癌组织中 "

\$

例
7I9?9`:

癌组织

,-./,! DaUE

表达水平高于癌旁组织
7KZUb\:

"

\

例
79?99`:

癌组织与癌旁组织表达水平相当
7KZU"

\:

"

\>

例
799?9`:

癌旁组织表达高于癌组织
7KZUH\:

#

9>

例 胃 癌 组 织 中
,-./,! DaUE

水 平 为
\?>I

&

J?%

!"高于癌旁组织的
>?J$

&

>?I<

!"差异有统计学

意义&

5H>?>%

!# 见
C3FL1* !

#

9;? ]*2P*1( XB4P

检测
,-./,!

表达

]*2P*1( XB4P

检测胃癌' 癌旁组织中
,-./,!

蛋白的表达情况"

,-./,!

蛋白在胃癌中的表达量

为
\?>J

&

>?%$

!"癌旁组织中为
>?<&

&

>?I!

!"差异有统

计学意义&

5H>?>%

!# 见
C3FL1* 9

#

9

讨 论

目前胃癌治疗的最有效手段是手术治疗"但胃

a*01*2*(PAP3c* 3DDL(4R32P4NR*D3NAB 3DAF*2 4O FA2P13N NA(N*1 P322L* 20*N3D*(2 3()3NAP!

3(F R3FRBG )*P*NPA_B* A())*P*NPA_B* ,-./,! 2PA3(3(F E A() X? T*AdBG ,-./,! 2PA3(!
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"

癌具有发病隐匿的特点! 根治术后生存率也较低!

若早期胃癌得到有效治疗!

%

年生存率可超过
$=>

"

?@A

#

$

因此寻找更有助于胃癌诊断%预后判断的标志物具

有重要的临床意义$

/BCD/!

是一个多功能蛋白! 一方面具有促进

肿瘤发生发展! 另一方面证实可抑制肿瘤的增殖$

/BCD/!

促进沃伯格效应! 进而具有促进肿瘤代谢

作用"

%

#

$ 乳腺癌的研究中发现!

/BCD/!

通过泛素化

途径影响雌激素受体表达!

/BCD/!

高表达!雌激素

受体低表达!

/BCD/!

的高表达导致乳腺癌内分泌

抵抗作用!预后较差"

E

#

$

/BCD/!

可下调上皮
!

钙黏蛋

白
FC!5,G02*1+H

的表达!并促进转录因子
IJBK

的表

达!使
IJBK

结合于
C!5,G02*1+

启动子的
C

盒附近!

阻止
C!5,G02*1+

的表达!降低细胞的黏附!促进乳腺

癌细胞的侵袭转移能力"

$

#

$

L)

等"

#=

#针对结直肠癌的

研究发现!

/BCD/!

在淋巴结转移组中呈高表达!通

过原代细胞离体培养方法显示淋巴结转移组中培养

的
IME!=

%

LN!$

细 胞 系 中
/BCD/! OP<Q

和

/BCD/!

蛋白均高于无淋巴结转移组! 进一步证实

了
/BCD/!

与肿瘤相关的淋巴结转移密切相关$ 潘

冰等"

99

#对
R$

例卵巢癌患者进行研究!通过免疫组化

法检测结果显示!

!

%

"

期卵巢癌组织中
/BCD/!

的表达高于
#

%

$

期! 有淋巴结转移组中
/BCD/!

表达高于无淋巴结转移组&

ST";"%

'$

!""&

年张学敏教授发现
/BCD/!

突变体
F9""!

!!EH

能够阻止由肿瘤坏死因子引起的
<U!%V

通路的

激活!进而证实
/BCD/!

与
%V

激酶的结合区域!及

发挥抑制炎症作用的具体发生机制 "

9!

#

$

!=99

年!张

学敏教授发现
/BCD/!

的氨基端
F9!9$=H

和
/G5!=

的羧基端残端
F9R%!A$$H

相互结合!进而调节细胞周

期$同时通过对缺乏
9AA!9&R

氨基酸的
/BCD/!

突变

体的研究证明!

/BCD/!

仍可与
/G5!=

结合! 进而证

明
/BC

结构域对于细胞周期的调节不起作用 "

9?@9A

#

$

/BCD/!

通过结合
/G5!=

!促进
W,G!FO1X(X15 ,**23X

G2.1512+X!

!有丝分裂阻滞缺陷蛋白
H

从
QS/Y/!/G5!"

复合物中分离!使得
QS/Y/

活化!导致了染色体错

误分离和非整倍性!进而导致细胞周期紊乱!引起肿

瘤发生发展"

9A

#

$

胃癌是一种典型炎症依赖性癌症!而
<U!%V

通

路 %

'QZ!INQN

信号通路是重要的炎性通路 "

9%

!

9R

#

$

/BCD/!

可以调控
<U!%V

的活性!能够结合并阻止

[ZZ

的磷酸化 ! 抑制
<U!%V

通路的活性 ! 提示

/BCD/!

具有抗炎作用 "

9!

#

$ 敲除
/BCD/!

基因后!

小鼠更易罹患结肠炎!促炎性细胞因子
[J!E

%

N<U&

%

/4\!

和
W[S!

水平明显升高 "

9&

#

$ 且
/BCD/!

还可

加强与延伸蛋白
/

的结合! 增加
I4/I?

的稳定性!

起到抑制
'QZ9

和
INQN?

的磷酸化作用"

9$

#

$ 但张学

敏教授通过实验发现! 使用紫外线照射
L2J,

细胞

F

宫颈癌细胞
H

后! 出现
/BCD/!

过表达的情况下!

<U!%V

通路没有被抑制的情况"

9!
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"采用免疫组化方法#分析
'&(

例肝

细胞癌癌组织和癌旁组织中
)*+,)!

表达#结果显

示#

&%-%./#%$0'&(1

的肝癌组织中有表达#在肝癌组

织中的表达较癌旁组织的表达呈现增高趋势#且

)*+,)!

高表达的患者总生存及无复发生存期显著

缩短$ 周维!

!#

"针对
(#

例胆管癌的实验发现#胆管癌

中
)*+,)!

的表达高于胆管结石$

2345

等 !

!!

"研究

发现#

'6'

例卵巢浆液性癌组织样本中#

)*+,)!

在

%$-78

的组织样本中呈高表达#并与病理分期%诊断

疾病年龄%

9:;

分期和复发密切相关& 生存分析发

现#

)*+,)!

阳性表达患者的无病生存时间约为
<(

个月 # 而表达阴性患者为
%<-$

个月 # 进而证明

)*+,)!

可作为评估卵巢癌潜在的生物标志物$

本研究通过免疫组化结果发现 #

)*+,)!

在

==.

胃癌组织中均有表达# 胃癌中阳性表达为棕黄

色颗粒#位于细胞胞质内&癌旁组织中也有表达#多

呈现淡黄色弱阳性表达$

)*+,)!

表达与与淋巴结

转移%

9:;

分期关系密切# 而与其他因素无显著相

关性$

)*+,)! >?:@

在胃癌中表达水平#高于癌旁

组织$ 因
)*+,)!

最终发挥作用是以蛋白为主#本

研究故通过
2ABCAD4 EFGC

法验证提示
)*+,)!

在胃

癌中高表达$

综上所述#

)*+,)!

作为一种多功能蛋白#具有

抑制炎症%抑制肿瘤的作用$但也有学者证明了即使

)*+,)!

抑制
:H!!E

通路的情况下#

)*+,)!

仍可

促进肿瘤的发生发展#并已证实
)*+,)!

在多种肿

瘤中高表达#本实验证明了
)*+,)!

在胃癌中高表

达# 并可能成为胃癌诊断及预后判断的潜在生物标

志物#但
)*+,)!

如何在胃癌中参与肿瘤的发生发

展# 及淋巴结转移的具体机制及相关的通路仍需进

一步研究$
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