
!!作者单位($"###"!西宁!青海大学附属医院胃肠"肿瘤#外科

通讯作者(燕速!副教授!硕士生导师!电子信箱([NRILcER6FNEg

"-&.MB5

河湟谷地胃癌患者 RFI!

"

%FI!

%

JQ+N 的

表达及临床意义

谢大伟!燕!速

摘!要!目的!探讨河湟谷地胃癌患者 >?̂ ;

$

及 ?̂ ;

,

XV-) 的表达及临床意义$ 方法!采用 YDeC+法检测河湟谷地健

康人'胃炎患者及胃癌患者"各 %# 例#血清中 >?̂ ;

$

的表达!fAIPAKR SGBP法检测上述胃癌患者癌组织及癌旁组织 ?̂ ;

,

XV-)

蛋白的表达!分析 >?̂ ;

$

和 ?̂ ;

,

XV-) 与胃癌发生'发展的相关性$ 结果!>?̂ ;

$

在健康人'胃炎患者及胃癌患者血清中的

表达具有差异性"!4#.##"#!并与胃癌分期及淋巴结转移具有相关性"!4#.#)#$ ?̂ ;

,

XV-) 蛋白在胃癌组织和癌旁正常组

织中的表达差异具有统计学意义"!4#.##"#!并与胃癌分期及淋巴结转移有相关性"!4#.#)#$ 胃癌患者 >?̂ ;

$

和 ?̂ ;

,

X

V-) 的表达呈正相关"Gj#.*/)!!4#.#"#$ 结论!>?̂ ;

$

和 ?̂ ;

,

XV-) 具有作为河湟谷地胃癌患者早期诊断的分子标志物

的潜力!并且二者在胃癌发生'发展及转移过程中可能起重要协同作用$

关键词!>?̂ ;

$

!?̂ ;

,

X!V-)!胃癌!河湟谷地

#中图分类号$! (*&).%!!!!#文献标识码$! +
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=>74;$#4!?>@1#4'81!>BERHAIPE6NPAPFAAZWKAIIEBR NRO PFAEKMGEREMNGIE6REJEMNRMABJ>?̂ ;

$

NRO ?̂ ;8NWWNXV-) ER WNPEARPIQEPF

6NIPKEMMNRMAKER :AFLNR6UNGGA[.A140/.7!>FAAZWKAIIEBR BJ>?̂ ;

$

ER FANGPF[WABWGA! WNPEARPIQEPF 6NIPKEPEINRO WNPEARPIQEPF 6NIPKEM

MNRMAK"%# MNIAI! KAIWAMPEHAG[# ER :AFLNR6UNGGA[QAKAOAPAMPAO S[YDeC+! NRO PFAAZWKAIIEBR BJ?̂ ;

,

XV-) QAKAOAPAMPAO ER %# WN\

PEARPIQEPF 6NIPKEMMNRMAKS[fAIPAKR SGBP.>FAMBKKAGNPEBR SAPQAAR PFAAZWKAIIEBR BJ>?̂ ;

$

! ?̂ ;

,

XV-) NRO PFABMMLKKARMA! OAHAGBW\

5ARPBJ6NIPKEMMNRMAKQAKANRNG[bAO.B17C%47!>FAKAQNINIE6REJEMNRPOEJJAKARMAER PFAAZWKAIIEBR BJ>?̂ ;

$

ER FANGPF[WABWGA! WNPEARPI

QEPF 6NIPKEPEINRO WNPEARPIQEPF 6NIPKEMMNRMAK"!4#.##"#! QFEMF QNINIIBMENPAO QEPF IPN6AINRO G[5WF RBOA5APNIPNIEIBJ6NIPKEMMNRMAK

"!4#.#)#.+IPNPEIPEMNGOEJJAKARMAER PFAAZWKAIIEBR BJ?̂ ;

,

XV-) SAPQAAR 6NIPKEMMNRMAKPEIILAINRO RBK5NGPEIILAIQNIOA5BRIPKNPAO

BSHEBLIG["!4#.##"#! QFEMF QNINGIBNIIBMENPAO QEPF 6NIPKEMMNRMAKIPN6AINRO G[5WF RBOA5APNIPNIEI"!4#.#)#.YZWKAIIEBR BJ>?̂

;

$

NRO ?̂ ;

,

XV-) QAKAWBIEPEHAG[MBKKAGNPAO ER 6NIPKEMWNPEARPI"Gj#.*/)!!4#.#"#.,/(#%C7'/(!>?̂ ;

$

NRO ?̂ ;

,

XV-) 5N[

SAPFAWBIIESGA5BGAMLGNK5NK8AKIJBKANKG[OEN6RBIEIBJ6NIPKEMMNRMAKER :AFLNR6UNGGA[.>?̂ ;

$

NRO ?̂ ;

,

XV-) 5N[WGN[NR E5WBK\

PNRPI[RAK6EIPEMKBGAER PFABMMLKKARMA! OAHAGBW5ARPNRO 5APNIPNIEIBJ6NIPKEMMNRMAK.

D13 E/;.7!>?̂ ;

$

-?̂ ;

,

XV-)-9NIPKEMMNRMAK-:AFLNR6UNGGA[

!!肿瘤坏死因子 ;

$

"PL5BKRAMKBIEIJNMPBK

$

! >?̂

;

$

#是体内具有多种生物活性的重要促炎细胞因

子!主要通过激活单核细胞和巨噬细胞在炎性反应中

起着重要的作用!已被大量研究证实与多种人类肿瘤

的发生及发展相关
)" 0/*

$ 核因子 ;

,

X" RLMGANKJNMPBK

8NWWNX! ?̂ ;

,

X#作为一种多向转录调节因子!能够

广泛参与肿瘤的多种生理和病理过程的基因调控!参

与信号通路!促进肿瘤细胞血管生成'诱导细胞抗凋

亡并促进细胞的增殖'侵袭及转移
)) 0**

$ 大量研究证

实!?̂ ;

,

X可以促进胃癌的发生和发展!但有关

>?̂ ;

$

和 ?̂ ;

,

X二者与胃癌相关性的研究尚

少
)$!,*

$ 青海省境内的河湟谷地具有独特的地理环

境!是黄河与湟水流域间形成的肥沃三角地带!位于

青海省东部农业区!人口稠密!是我国胃癌高发生率

和高病死率地区之一
)"#*

$ 本研究采用酶联免疫吸附

法"YDeC+#和蛋白免疫印迹"fAIPAKR SGBP#法检测河

湟谷地胃癌患者中 >?̂ ;

$

和 ?̂ ;

,

X的表达并探

讨其临床意义$

材料与方法

".研究对象(随机抽取青海大学附属医院胃肠外科 %#"&

.,,.
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年 - 月 0%#"& 年 "% 月新发胃癌确诊病例 %# 例!设立胃癌组!

患者年龄 /) 0*) 岁!中位年龄 )-.$ 岁!其中!男性 "/ 例!女性

- 例!根据国际抗癌联盟 "=e]]#第 * 版 V>?T分期!

&

期 &

例!

*

期 - 例!

+

期 "" 例$ 随机选取胃良性病变"包括慢性浅

表性胃炎'慢性萎缩性胃炎#患者为 %# 例!设立慢性胃炎组!

患者年龄 /& 0*# 岁!中位年龄 )&." 岁!其中!男性 "" 例!女性

, 例-随机选取青海大学附属医院门诊体检中心健康体检者

%# 例!设立健康对照组!年龄 /# 0*% 岁!中位年龄 )&.* 岁!其

中!男性 "% 例!女性 $ 例$ 所有入组病例均世居于河湟谷地!

且无严重心'肺'肝'肾'血液系统疾病以及其他器官功能不

全!无自身免疫性疾病或内分泌疾病-无急'慢性感染性疾病

以及近期内手术史!无其他恶性肿瘤$ & 组年龄'性别比较差

异无统计学意义"!o#l#)#!组间具有可比性$

%.主要试剂及仪器(主要试剂有兔抗 ?̂ ;

,

XV-) 多克隆

抗体"+SMB5公司!美国#'兔抗 9+V3:"9AR >AZ!美国#'辣根

过氧化物酶":(V#标记的山羊抗兔 e69"碧云天生物科技有

限公司#'蛋白标准分子质量标志物"上海前尘生物科技有限

公司#'X]+蛋白测定试剂盒"VEAKMA公司!美国#'Y]D发光试

剂盒"VEAKMA公司!美国#'显影剂和定影剂 "碧云天生物科技

有限公司#'人 >?̂ ;

$

YDeC+试剂盒 "上海川翔试剂有限公

司#$ 仪器采用电动匀浆机 VKB%##"VKBCMEARPEJEM!美国#'离心

机 ]ARPKEJL6A)$"#("YWWAROBKJ公司!德国#'超低温冰箱 >FAK\

5BJBK5N"热电公司!美国#'Xe2;(+3电泳仪"VBQAKVNM:]

公司!美国#'半干转膜仪">(+?;XD2>C3!美国#$

&.实验方法(""#>?̂ ;

$

的检测(& 组受检者均于清晨空

腹抽取静脉血 /5G!/###K75ER 离心 "#5ER!然后吸取上层血清

置于 ;$#m下冻存待测$ 采用酶联免疫吸附法"YDeC+#测定

血清 >?̂ ;

$

水平!操作严格按照试剂盒说明书进行$ 在酶

标仪上测吸光度"+/)##!用 CVCC 软件绘出标准曲线!计算各

样本的值$ "%#?̂ ;

,

XV-) 的检测(取胃癌组患者术后胃癌

组织以及相应癌旁正常组织!正常组织距肿瘤边缘至少 $M5$

所有标本均经术后病理证实$ 标本均于离体后 &#5ER 内采

集!剔除坏死出血组织!液氮速冻!后转至 ;$#m冰箱冻存备

用-蛋白提取参照 >KEbBG提取法!蛋白浓度测定按照 X]+蛋白

定量试剂盒说明书严格操作$ 提取的蛋白样本通过聚丙烯酰

胺凝胶电泳"C3C ;V+9Y#分离蛋白质"""#U电泳 &#5ER!$#U

电泳 "F#!取出凝胶!用半干转膜法""#U/#5ER#将蛋白质转

到 VU3̂ 膜上!取下 VU3̂ 膜!>XC>洗膜后!放入含质量分数

为 *'的脱脂牛奶中!摇床室温孵育 %F!封闭非特异性蛋白结

合位点$ 一抗孵育(将 VU3̂ 膜置于 )'的脱脂牛奶稀释的

一抗中 /m过夜孵育 " ?̂ ;

,

XV-) 抗体 "p"###!内参 9+V\

3:抗体 "p&#### -二抗孵育(分别浸泡于 :(V标记的山羊

抗兔的二抗""p"### 稀释于 )'脱脂奶粉中 #中!常温孵育

".)F->XC>充分洗膜 "# 次!- 分钟7次!洗膜后 Y]D发光'显

影'定影'洗片$ 选取质量较好的显影片!胶片用 Xe2;(+3

扫描仪"9AG3BM1(i美国 #进行扫描!用 e5N6ADNS ).# 图

像分析软件进行目的蛋白及内参蛋白灰度值分析!计算出

?̂ ;

,

XV-) 与 9+V3:灰度值的比值即为所测目的蛋白的

相对百分含量$

/.统计学方法(采用 CVCC "*.# 统计软件!实验数据以均

数 <标准差 "H<2#表示!同一组不同组织间比较采用配对 #

检验!多组间比较采用单因素方差分析!两两比较采用最小显

著性差异法"'=D#!两变量间的相关性研究采用 !"$G21) 相关

分析$ !4#.#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".胃癌组'慢性胃炎组'健康对照组血清 >?̂ ;

$

的表达差异(胃癌组'慢性胃炎组与健康对照组间 >?̂

;

$

的表达差异有统计学意义"!4#.##"!表 "#$

表 )"P 组受检者血清 RFI!

"

水平比较"H<2! W675G#

组别 ) >?̂ ;

$

, !

健康对照组 %# &#.&/ <"%./)

慢性胃炎组 %#

-#.$, <").-/

"

"*-.,) 4#.##"

胃癌组 %#

%-%.*) <*#.)#

"$

!!与健康对照组比!

"

!4#.##"-与慢性胃炎组比!

$

!4#.#)

!!%.不同分期胃癌患者血清 >?̂ ;

$

水平差异比

较(

&

期'

*

期'

+

期胃癌患者 >?̂ ;

$

水平差异有统

计学意义"!4#.##"!表 %#$

表 M"不同分期胃癌患者血清 RFI!

"

水平比较"H<2! W675G#

病理分期 ) >?̂ ;

$

, !

&

期 & "$$.*# <&$.%-

*

期 - %#$.,$ <%,.&" ").&) 4#.##"

+

期 ""

&"%.%* <)"./%

"$

!!与
&

期比!

"

!4#.#)-与
*

期比!

$

!4#.#)

!!&.不同淋巴结转移胃癌患者血清 >?̂ ;

$

水平

差异的比较(?

#

'?

"

'?

%

'?

&

淋巴结转移胃癌患者血清

>?̂ ;

$

水平差异有统计学意义"!4#.##"!表 &#$

表 P"不同淋巴结转移胃癌患者血清 RFI!

"

水平比较"H<2! W675G#

淋巴结分期 ) >?̂ ;

$

, !

?

#

) "$/.)/ <&".$&

?

"

)

%&*.## <%".%,

"

&".&$ 4#.##"

?

%

-

%*$./# <&-.*&

"$

?

&

/

&-,.%& <",.",

"$

r

!!与 ?

#

比!

"

!4#.##"-与 ?

"

比!

$

!4#.#)-与 ?

%

比!

r

!4#.#)

!!/.癌旁组织与癌组织 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白的表达

差异(fAIPAKR SGBP法检测 ?̂ ;

,

X结果见图 " 和图

%!癌组织中 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白的相对表达量明显高

于相应的癌旁组织!差异有统计学意义 "!4#.##"!

表 /#$

.##".
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图 )"癌旁组织中 FI!

%

JQ+N 与 H=QGT的表达

!

图 M"癌组织中 FI!

%

JQ+N 与 H=QGT的表达

!

表 K"胃癌患者癌旁组织%癌组织 FI!

%

JQ+N 蛋白

表达水平比较"H<2#

指标 癌旁组织 癌组织 # !

?̂ ;

,

XV-) #.$- <#."- %.)) <#.$) ;$.*& 4#.##"

!!).不同分期胃癌患者组织 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白表

达水平差异的比较(

&

期'

*

期'

+

期胃癌患者癌组织

?̂ ;

,

XV-) 蛋白表达水平差异有统计学意义"!j

#.##"!表 )#$

表 N"不同分期胃癌患者癌组织 FI!

%

JQ+N 蛋白

表达水平比较"H<2#

病理分期 ) ?̂ ;

,

XV-) , !

&

期 & ".-& <#.&)

*

期 - %.## <#.-* "#.-/ #.##"

+

期 ""

&."# <#.),

"$

!!与
&

期比!

"

!4#.#)-与
*

期比!

$

!4#.#)

!-.不同淋巴结转移胃癌患者组织 ?̂ ;

,

XV-) 蛋

白表达水平差异的比较(?

#

'?

"

'?

%

'?

&

淋巴结转移胃

癌患者癌组织 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白表达水平差异有统

计学意义"!j#.##"T!表 -#$

表 +"不同淋巴结转移胃癌患者癌组织 FI!

%

JQ+N 蛋白

表达水平比较"H<2#

淋巴结分期 ) ?̂ ;

,

XV-) , !

?

#

) ".-/ <#.%%

?

"

) %.%$ <#.$& ,."/ #.##"

?

%

-

%.,& <#.-%

"$

?

&

/

&./) <#.%-

"$

!!与 ?

#

比!

"

!4#.#)-与 ?

"

比!

$

!4#.#)

!!*.?̂ ;

,

XV-) 和 >?̂ ;

$

的相关性分析(线性

相关分析结果显示!在胃癌患者体内 ?̂ ;

,

XV-) 和

>?̂ ;

$

的表达呈正相关"Gj#.*/)!!4#.#"!图 &#$

图 P"RFI!

"

与 FI!

%

JQ+N 表达关系散点图

!

讨!!论

>?̂ ;

$

在炎症过程中是一个重要的免疫介质!

被认为是人类致癌作用的内源性肿瘤促进剂
)""!"%*

$

肿瘤的发生可诱导体内淋巴细胞过度释放 >?̂ ;

$

!

另外肿瘤细胞的自分泌也导致患者的 >?̂ ;

$

升高$

血液中 >?̂ ;

$

浓度过高可促进肿瘤血管生成!使肿

瘤组织能吸收更多的营养物质!促进瘤细胞生长-还

能够激活金属蛋白酶等某些基质降解酶的活性!使基

质分解!有利于癌细胞向周围组织浸润并转移从而对

机体产生明显的损害$ 激活的炎性因子参与胃癌的

发生'发展!影响胃癌的预后及转归!>?̂ ;

$

即为其

中一种有效的促炎细胞因子
)"&!"/*

$ 本研究结果显

示!河湟谷地胃炎患者血清中 >?̂ ;

$

表达水平比健

康人的 >?̂ ;

$

表达水平高!而胃癌患者 >?̂ ;

$

表

达水平均高于胃炎患者及健康体检者!且 >?̂ ;

$

表

达水平与胃癌临床病理分期呈正相关$ 笔者认为!河

湟谷地胃癌患者存在细胞因子分泌调节的紊乱!其血

清 >?̂ ;

$

水平增高!并与临床病理分期及淋巴结转

移等有关!检测河湟谷地胃癌患者血清中 >?̂ ;

$

可

能作为胃癌侵袭和转移的辅助预测指标以及判断胃

."#".
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癌病情进展程度及预后的可能分子标志物$

此外!肿瘤的发病机制复杂且与多因素相关!细

胞内信号转导通路的失调是主要致瘤机制之一$ 致

癌物质和炎症因子能活化大多数细胞的生存信号!从

而导致肿瘤形成$ ?̂ ;

,

X是细胞主要的生存信号

之一!是刺激抗凋亡基因表达的主要转录因子!在静

息的细胞中!?̂ ;

,

X被阻隔在细胞质内!与 e;

,

XI

等抑制性蛋白形成复合体!处于无活性状态$ ?̂ ;

,

X的激活不仅促进恶性肿瘤细胞转化'肿瘤进展!亦

可促进肿瘤逃避免疫监测'产生治疗耐受
)")*

!其活化

与胃癌演进过程密切相关$ 本研究结果显示!胃癌组

织与癌旁正常组织中 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白的表达具有

显著差异性!且与临床病理分期及淋巴结转移呈正相

关!提示 ?̂ ;

,

XV-) 蛋白的表达促进胃癌的侵袭及

淋巴结转移$

>?̂ ;

$

可以促进 ?̂ ;

,

X的激活!?̂ ;

,

X激

活也是诱导 >?̂ ;

$

表达的关键因素!>?̂ ;

$

和 ?̂

;

,

X之间并不是只有单向调节作用!还存在复杂的

相互调节$ >?̂ ;

$

是 ?̂ ;

,

X主要的诱导者!接受

>?̂ 的刺激后!e;

,

X尤其是 e;

,

X

$

被降解!从而活

化 ?̂ ;

,

X!这是 ?̂ ;

,

X激活的经典模式$ 而 ?̂ ;

,

X是炎性反应的中心环节!可通过抑制凋亡!上调

>?̂ ;

$

等细胞因子的表达从而导致细胞转化$ 研

究结果得出!在河湟谷地胃癌患者中 >?̂ ;

$

与 ?̂

;

,

X的表达呈正相关!>?̂ ;

$

可通过诱导 ?̂ ;

,

X

信号通路!在胃癌的发生'发展中起到重要作用$ ?̂

;

,

XV-) 和 >?̂ ;

$

参与胃癌的发生!且与胃癌的

侵袭及转移有一定的关系!具备作为早期诊断胃癌的

分子标志物的可能性$ ?̂ ;

,

XV-) 与 >?̂ ;

$

的表

达呈正相关!提示它们在河湟谷地胃癌的发生发展中

可能起重要协同作用$

前期研究显示!河湟谷地胃癌具有高侵袭性!该

地区进展期胃癌易发生神经及脉管侵犯!易发生胃周

淋巴结的转移!是造成河湟谷地胃癌高病死率的原因

之一
)"-*

$ ?̂ ;

,

XV-) 和 >?̂ ;

$

在胃癌发生及发

展中的分子机制尚不明确!而如何启动 >?̂ ;

$

表

达!并诱导 ?̂ ;

,

X信号通路的激活!以及下游效应

基因的功能尚不十分明确!接下来将进一步扩大样本

量!深入研究河湟谷地胃癌侵袭及转移相关信号通路

的分子机制$
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