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摘 要!#目的$ 研究大肠侧向发育型肿瘤%

?@A0

"的发生与
9(:;!!2):/(.(;2!<42

通路活化的
关系& #方法$ 选取

!"

例大肠隆起型腺瘤%

BC0

"'

!"

例
?@A0

和
!"

例大肠癌%

2%*%'/2:)* 2)(!

2/'0

!

,,0

"患者的组织标本!采用免疫组化染色法检测标本中
9(:;!!2):/(.(;2!<42

蛋白的表
达!反转录

B,D

%

DAEB,D

"和
9/0:/'( F*%:

法分别检测标本中对应
<D8C

和蛋白的相对表达
水平& #结果$ 免疫组化染色显示

?@A0

组中
9(:;!!2):/(.(;2!<42

蛋白的阳性表达率
=G"7"H

!

G>7"H

!
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低于
,,0

组
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!

J"7"H

!
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!但高于
BC0

组
=!>7"H

!

K>7"H

!

L"7"HI

!差异
有统计学意义%

B""7">

"& 标本中
9(:;!!2):/(.(;2!<42

的
<D8C

和蛋白水平的变化也与免疫组
化结果的趋势一致!差异有统计学意义%

B""7">

"& #结论$

9(:;!!2):/(.(;2!<42

的表达水平可
能与大肠肿瘤的恶化相关!这种表达水平的变化可能与

?@A0

的发生及恶化生物学行为有关&
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大肠腺瘤性息肉是大肠癌发生的最主要癌前病

变类型#

N

$

& 大肠癌的发生和发展是多基因'多因素共

同参与!逐渐变化的过程!在促癌因素的刺激下!有

发展为大肠癌的可能& 结直肠腺瘤性息肉病蛋白

%

)P/(%<):%&0 U%*4U%0.0 U'%:/.( %+ 2%*%'/2:&<

!

CB,

"

基因作为重要的抑癌基因之一! 在大多数结直肠癌

的早期癌变过程中发挥着重要作用#

!

$

& 大肠侧向发

育型肿瘤%

*):/')**4 0U'/)P.(3 :&<%'0

!

?@A0

"作为一种

特殊形态的大肠腺瘤性息肉! 病理类型以腺瘤和黏

膜癌为主!直径多大于
N"<<

!比隆起型腺瘤%

U'%:&!

F/'):/ )P/(%.P :&<%'0

!

BC0

"具有更高的恶性潜能&临

基
础

%

临
床
研
究

N!J



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
!

期

$%&'( )*+,%-!". /01+,%-!". 22+,%-!". 34!

!

)

5'%&'6

789' :! :: :"

";<"< ";=:>

3'?89' = @ :"

*A'

!

B'86+

"

C!;#!:D;! CD;<!:<;C CC;!!:D;D ";D:C ";=#!

78(E?F? &E8?'G'6 HI GF?H6+

!

??

"

@;C!!;# :!;!!D;< ::;C!D;C ";#!C ";CD>

/HJ8GEH%

K'JGF? ,L. :D,#C;". :",C";". ::,CC;".

";@C" ";#!!
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床上
/01+

主要表现为大肠黏膜的扁平样突出#沿肠

壁黏膜表面侧向性生长#较少向深部浸润#常需染色

内镜辅助检查 $

D

%

#检出率约
";CLM!;"L

$

<

%

#以直肠和

盲肠部位多见$

C

%

& 有研究证实#

N%G

细胞信号转导通

路的活化程度与大肠癌的发生关系密切# 相关研究

也最为深入$

#

%

& 而
""J8G'%E%

蛋白是
N%G

信号通路系

统中的关键分子之一#在细胞核内聚集是
N%G

信号

通路激活的主要因素 $

>

%

&

2"?BJ

和
JBJ9E%O:

是
N%G

信号通路的主要下游靶基因# 在调控肿瘤细胞的分

裂周期' 增殖和凋亡等生物学行为中扮演着重要角

色$

=

%

& 基于此#本研究旨在分析
/01+

的发生与
N%G4

""J8G'%E%4J"?BJ

通路活化的关系# 为肿瘤的发生机

制和发现早期干预靶点提供参考依据&

:

材料与方法

!"!

一般资料

连续选择
!":#

年
:"

月至
!":=

年
:"

月入我院

诊断为
)*+

患者
!"

例#

/01+

患者
!"

例和大肠癌患

者
!"

例#既往无手术'放化疗病史#排除炎症性肠

病'家族性腺瘤性息肉等#内镜下或手术切除获得完

整的病灶组织标本& 三组患者的基线资料具有可比

性!

)#";"C

"& 见
18P9' :

&

!"#

研究方法

采用免疫组化染色法检测各组标本中
N%G4""

J8G'%E%4J"?BJ

蛋白的阳性表达率及阳性表达强度#

反转录
)2K

!

K1Q)2K

"和
N'+G'6% P9HG

法检测标本

中对应
?KR*

和蛋白的相对表达水平& 切片制作(

常规方法包埋'固定'切片#厚
=#?

#

Q="$

保存&

:;!;:

免疫组化染色法

切片经脱蜡至水# 过氧化氢溶液灭活内源性过

氧化物酶# 抗原修复# 羊血清封闭抗原# 滴加抗鼠

N%G

'

""J8G'%E%

和
J"?BJ

单克隆抗体!

+EA?8

公司#

0G;

/HFE+

#

7S

#

T0*

# 工作浓度
:%!"""

"

<$

过夜) 复温'

)U0

冲洗
C?E%&D

次)滴加兔抗鼠
$A5

二抗!上海碧

云天科技有限公司#工作浓度
:'C""

"#

!>$

孵育
:V

)

)U0

冲洗
C?E%&D

次# 置于免疫组化湿盒!

$%WEG6HA'%

公司#

2869+P8&

#

289EIH6%E8

#

T0*

"内反应
:V

)

)U0

冲洗

C?E%&D

次#

O*U

显色'苏木素复染'梯度乙醇脱水'

二甲苯透明'中性树脂封片'显微镜下拍照观察& 相

关免疫组化结果判断(选择
<""

倍镜下左'右'上'下

和中央共
C

个区域#每个区域观察
!""

个细胞&

N%G

阳性的评价标准(以已知阳性切片为阳性对照#

)U0

为阴性对照#胞浆中黄色至深棕色为阳性标准&计算

阳性细胞比例和着色强度# 其中着色强度无黄色为

"

分#淡黄色为
:

分#中等黄色为
!

分#棕黄色为
D

分) 阳性细胞比例
(:"L

为
"

分#

:"L)C"L

为
:

分#

C"L)>CL

为
!

分#

!>CL

为
D

分& 两项积分相乘得

总分#

"MD

分为阴性#

DM@

分为阳性&

""J8G'%E%

和
J"

?BJ

阳性评价标准同
N%G

&

:;!;! K1Q)2K

法

常规
1K$XH9

法提取
KR*

'紫外分光光度仪下测

定
KR*

的浓度和纯度# 逆转录试剂盒合成
JOR*

&

引物由日本
18Y868

公司设计合成#

N%G

!

3

"(

C*" 1*2"

2122*512*2*212222"D*

#

,K.

(

C* "22*1552*55"

*5**1*55*"D*

#

D<=PZ

)

""J8G'%E%

!

3

"(

C* "152*51"

12522112*21*15"D*

#

,K.

(

C* "*21*5125155**"

1552*22"D*

#

:#!PZ

)

J"?BJ

!

3

"(

C*"*15222212**"

2511*52"D*

#

,K.

(

C* "*52125212152152152"D*

#

:<DPZ

)内参
5*)O[

!

3

"(

C*"152112*22*221121"

15*"D*

#

,K.

(

C*"12*22*121122*55*52"D*

#

<C#PZ

&

反 应 体 系 为
C +PFII'6 !;C$9 \7A29

!

:;C$9 \&R1)

";C$9\ 5*)"<D

和内参上下游引物各
:$9\18]

酶

";D$9\JOR*

模板
!$9

#加水至总体积
!C$9

& 反应条

件 为
@C$ C?E%

#

@C$ D"+

'

#!$

D"+

'

>!$ D"+

# 共
DC

个 循 环 #

>!$ :"?E%

& 构建溶解曲线#以

!

Q""2G 法计算
?KR*

的相对表

达量&

:;!;D N'+G'6% P9HG

法

K$)*

裂解液处理 组织细

胞#冰上反应
D"?E%

'每隔
C?E%

剧烈震荡
$?E%

' 样品
<$ !"""A

$%&'( ! )%*('+,( -%.% /0 .12(( 32/45*
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8/3)G.S/ HJ

!
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#

!
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"
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!

HJ7"

"
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<%0.G.S/ J

!
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"

HM

!
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"

HN

!

QJ7"

"

!"2)G/(.(

8/3)G.S/ HI

!

#J7"

"

J

!

!J7"

"

M

!

!"7"

"

HH7JJN "7"!H

<%0.G.S/ N

!

IJ7"

"

HJ

!

NJ7"

"

H#

!

Q"7"

"

2"R42

8/3)G.S/ H!

!

#"7"

"

J

!

!J7"

"

M

!

!"7"

"

H"7"MQ "7"M"

<%0.G.S/ Q

!

M"7"

"

HJ

!

NJ7"

"

H#

!

Q"7"

"

8%G/

#

L

#

ABC0 3'%&T 2%RT)'/: U.G- <=0 3'%&T

$

<P"7"J

%

O

#

,,0 3'%&T 2%RT)'/: U.G- ABC0 3'%&T

$

<P"7"J7

离心
!"R.(

$ 吸取上清即为样品全蛋白%

V'):+%':

法

!

9(S.G'%3/(

公司$

,)'*0W):

$

,)*.+%'(.)

$

XB=

"测定蛋白

质浓度%

BYB"<=Z[

凝胶电泳!浓缩胶
J"6

$分离胶

H""6

$电泳时间
I-

"&

<6YE

转膜$加入
J\

脱脂奶粉

封闭液$室温孵育
M-

%加稀释羊抗
F(G

&

!"2)G/(.(

和

2"R42

单克隆抗体!北京中杉金桥生物有限公司$工

作浓度
H#!J""

"和内参
!")2G.(

!北京中杉金桥生物

有限公司$工作浓度
H$J""

"

IN%

孵育
H-

%

CVBC

洗涤

JR.(&I

次$ 加兔抗羊
93Z

二抗 !

]^Y

公司$

_.("

(/)T%*.0

$

XB=

$ 工作浓度
H$!""

"

IN%

孵育
H-

%

CVBC

洗涤
JR.(&I

次$

[,A

显色& 扫描& 图像分析软件

9<<#7"

!

_/:.) ,4W/'(/G.20

公司$

F)0-.(3G%(

$

XB=

"进

行灰度分析'

!"#

统计学处理

采用
B<BB !"7"

软件进行统计分析$ 计量资

料以均数
'

标准差表示$ 组间比较采用单因素

=816=

分析$两两比较采用
ABY"G

法检验$计数资

料以例数或!

\

"表示$组间比较采用
"

! 检验$等级

资料采用秩和检验%

<("7"J

为差异有统计学意义(

!

结 果

$"!

免疫组化染色结果

F(G

表达结果#大肠癌组
QJ7"\

!

HN`!"

"的患

者表达阳性$明显高于
<=0

组!

!J7"\

"和
ABC0

组

!

N"7"\

"( 大肠癌组
Q"7"\

的患者
!"2)G/(.(

表达

阳性 $ 明显高于
<=0

组 !

IJ7"\

" 和
ABC0

组

!

NJ7"\

"( 大肠癌组
Q"7"\

的患者
2"R42

表达阳

性$明显高于
<=0

组!

M"7"\

"和
ABC0

组!

NJ7"\

"(

大肠癌组与
<=0

组和
ABC0

组比较$ 各指标表达

差异均有统计学意义!

<("7"J

"( 见
C)W*/ !

(

$"$ ]Ca<,]

结果

各肿瘤组织
]Ca<,]

检测结果比较如
E.3"

&'/ H

$结果显示#

<)0

&

ABC0

和
,,0

组组织中
F(G`

!"2)G/(.(`2"R42 R]8=

水平呈

递增趋势 !

C)W*/ I

"$ 其中 $

ABC0

组
F(G

表 达 水 平 为

!

"7I#!K'"7H!IJ

"$低于大肠癌

组!

"7J!HM'"7HJ!N

"$但明显高

于
<=0

组 !

"7H!IJ '"7"#IK

"(

ABC

组
!"2)G/(.(

表达水平为!

"7IN!J'"7H"!N

"$低于

,,0

组!

"7JI!Q'"7H#IM

"$明显高于
<=0

组!

"7H"!#'

"7"J!Q

"(

ABC0

组
2"R42 R]8=

水 平 !

"7I#IQ '

"7HH#I

"低于
,,0

组 !

"7JH##'"7HJ!K

"$但明显高于

<=0

组!

"7HI!M'"7"M#N

"(各指标
<=0

组与
ABC0

组比

较差异均有统计学意义!

<("7"J

"(

$"# F/0G/'( W*%G

结果

各肿瘤组织代表性
F/0G/'( W*%G

检测结果如

E.3&'/ !

及
C)W*/ M

( 结果显示#与
<=0

组比较$

ABC0

组的
F(G

与
2"R42

蛋白水平有明显上调$ 上调趋势

与
,,0

组相似$ 但上调幅度低于
,,0

组(

!"2)G/(.(

的蛋白水平结果提示
ABC0

与
<=0

相比有略上调$

幅度低于
,,0

组上调程度( 其中$ 大肠癌组与
<=0

组各指标比较差异均有统计学意义 !

<("7"J

"$

<=0

%&'() $ *+,-&./0+1 +2 34) 513

!

!!6&3)1/1 &17 6!,86

)9-.)00/+1 /1 7/22).)13 :.+;-
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"7Q
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4%5 "678!"6"8 "698!"67!

:

"68;!"67<

=

>6#!; ?"6""7

!"@A5'%B% "67;9!"6"# "6!>!"677 "6#7!"6!7

=

;69!C ?"6""7

@"DE@ "677!"6"C "6!9!"6">

:

"6#9!"67;

=

;6#!< ?"6""7

组合
/01+

组
4%5

与
@"DE@

蛋白水平比较差异均有

统计学意义!

)#"6"8

"#

9

讨 论

前期研究证实$

F"GA+

%

H89

和环氧合酶!

2IJ"!

"

与
/01+

和大肠癌的发生密切相关#

F"GA+

基因在

/01+

癌变中的突变率高达
>"KL;"M

$明显高于
)*+

的
!"ML9"M

&

<

'

#

H89

与多种恶性肿瘤的抑癌效应密

切相关 &

7"

'

#

2IJ"!

是前列腺素合成的关键限速酶$

2IJ"!

可抑制细胞凋亡发生$促进细胞黏附$在绝大

多数胃肠道肿瘤中均有较高表达$且与肿瘤的发生%

病理分期%预后等有关&

77

'

# 我国自行分离的
/01+

细

胞株!

/01"N7

"$通过对细胞的超微结构%染色体及

异种动物接种实验$证实其具有高度的恶性倾向&

7!

'

#

通 过 对
/01"N7

中 一 系 列 黏 附 因 子
O"@A&P'GB%

%

1QC03<

及
RAS'@5B%"7

等研究$发现细胞中多项黏附

因子表达均显著缺乏$ 可能与侧向浅表扩散的特殊

生长方式密切相关&

79

'

#

通过该研究得出 $ 大肠癌组标本中
4%5T!"

@A5'%B%T@"DE@

蛋白的阳性表达程度显著高于
/01+

$

)*+

最低$差异有统计学意义#并且大肠癌组
4%5T!"

@A5'%B%T@"DE@ DNU*

和蛋白的相对表达水平也显著

高于
/01+

$

)*+

最低$差异有统计学意义#提示$

4%5T

!"@A5'%B%T@"DE@

通路活化程度与
/01+

的发生及恶

化生物学行为有密切联系#

<"M

以上大肠癌的发生

与
4%5

经典信号通路的激活有着密切联系$以该信

号通路中关键分子为靶点治疗大肠癌$ 已成为研究

的热点方向# 其中
!"@A5'%B%

作为正性调控因子$

*)2

%轴蛋白!

*(B%

"%糖原合成酶激酶!

V0W

"

"9!

和

酪蛋白激酶!

2W

"

7

作为负性调节因子&

7C

'

#

!"@A5'%B%

分子结构中氨基末端含有数个
V0W"9!

的磷酸化位

点$羧基末端含有活化相应靶基因转录的功能$中间

区域形成
"

螺旋和连接环结构$与
2A&P'GB%

%

*)2

蛋

白及核内转录因子
1

细胞因子!

123

"结合$因此$

!"

@A5'%B%

在细胞内稳定和积聚调节是
4%5

信号通路激活的关键&

78

'

#

2"DE@

蛋白是细

胞增殖的重要调节因子$ 被认为
V

7

期的

进展因子 &

7#

'

#

2"DE@

也可以诱导细胞凋

亡$其调节方向取决于细胞接受的信号及

细胞所处的生长环境 &

7>

'

# 研究表明$

2"

DE@

可激活细胞的端粒酶$诱导细胞端粒酶转录$使

细胞(永生化)$从而促进肿瘤的形成 &

7;

'

*此外$

2"

DE@

还可促进血管内皮生长因子!

XOV3

"的表达$促

进肿瘤中新生血管的形成&

7<

'

# 癌基因
2"DE@

在基因

转录和细胞调节中具有(分子开关)作用$在直肠腺

瘤向腺癌序列演变过程中$

2"DE@

异常激活$蛋白表

达增高$促进细胞增殖&

!"

'

#

此外$ 调控
4%5

通路的多种关键基因的
YU*

甲基化状态也与
/01+

和大肠癌的发生密切相关$而

且
YU*

甲基化为可逆的基因修饰$可能成为有效的

分子干预靶点# 研究表明
/01

组织
YU*

的
2HV

岛

高甲基化与
Z"GA[

基因突变密切相关 &

!7

'

*

*)2

基因

的高甲基化与
/01

的黏膜下侵袭呈负相关&

!!

'

#

综上所述$

4%5T!"@A5'%B%T@"DE@

通路活化程度

可能与
/01+

的发生及恶化生物学行为有着密切的

联系#该研究的创新点是提出了
/01+

的发生可能与

肿瘤细胞中
4%5T!"@A5'%B%T@"DE@

通路的活化程度相

关$ 为疾病的发生机制和探索早期干预靶点提供重

要的参考依据#当然$肿瘤的发生除了与细胞信号通

路的活化状态相关$ 其他多种因素也共同参与# 因

此$ 该研究结果仅能说明
/01+

的发生与细胞
4%5T

!"@A5'%B%T@"DE@

这条信号通路有关#

U\5'

+

]

+

/01+ RG\^H @\DHAG'& _B5P )*+ RG\^H

$

)?"6"8

*

=

+

22+ RG\^H @\DHAG'& _B5P /01+

RG\^H

$

)?"6"86

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

3,42+% 5 6%1%71,(. (/ *+(1%,. %8*+%--,(. ,. 9,//%+%.1

4+(2* #: 0%-1%+. #$(1

)*+ /01+ 22+

4%5

!"@A5'%B%

@"DE@

!"A@5B%
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