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!!'摘要(!目的!探讨叉头框,"!\S[,=""*PQ=!及相关蛋白在胃癌发生发展及侵袭转移中的作用)方法!选

取!?#例胃组织标本#包括正常胃黏膜('例#胃黏膜上皮内瘤变('例#胃癌淋巴结未转移组织!?例#原发灶组织

?#例#胃癌患者淋巴结转移组织*$例#淋巴结未转移组织!?例#原发灶远处转移组织##例作为研究对象)采用

免疫组织化学法检测各类组织中\S[,="*PQ=!*<=钙黏蛋白!<=A41-.83/"*波形蛋白!Z3+./;3/"*基质金属蛋白酶=

"!UUT=""的表达及分布情况)结果!同正常及上皮内瘤变胃黏膜相比#胃癌原发灶组织中\S[,="#PQ=!#

Z3+./;3/和 UUT="表达升高#<=A41-.83/的表达降低#差异具有统计学意义!T%'%'(")\S[,="*PQ=!的表达与

<=A41-.83/的低表达和Z3+./;3/的高表达及 UUT="的表达之间存在弱相关)随着胃癌临床分期提高#淋巴结转

移和远处转移出现#\S[,="蛋白的表达增强!T%'%'(")随着胃癌临床分期的增高#分化程度的降低#浸润深度

的加深及淋巴结转移#远处转移的出现#PQ=!蛋白的阳性表达亦增高!T%'%'(")胃癌分化程度降低#浸润深度加

深#淋巴结转移和远处转移出现 UUT="蛋白的表达也随之增强!T%'%'(")结论!\S[,="*PQ=!与胃癌的发生

发展及侵袭转移有关#可能机制是通过激活上皮间质转化过程及上调转移相关分子 UUT="的表达从而促进癌细

胞的侵袭转移)

'关键词(!胃癌!\S[,="!PQ=!!UUT="!上皮间质转化!转移
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!!胃癌是我国常见的恶性肿瘤#但由于发病隐匿#

早期多无症状或症状轻微#就诊时大多数患者已至

病情晚期)转移是导致胃癌患者死亡的主要原因)

上皮间质转化!.:3;-.>34>=+.9./A-C+4>;84/93;37/#

<UB"是指上皮细胞在刺激因素作用下转化成间充

质样细胞并伴随明显基因和表型改变的一种多阶段

过程)研究表明-!.
该过程与肿瘤的侵袭转移相关#

表现为细胞间的连接减少或消失#细胞角蛋白

!,X"*<=钙黏蛋白!<=A41-.83/"等上皮性表型表达

降低#而波形蛋白!Z3+./;3/"*O=钙黏蛋白!O=

A41-.83/"等间充质表型表达增高)基质金属蛋白

酶="!UUT=""可以降解细胞外基质和基底膜以及

一些非基质成分#在<UB过程中降解细胞间连接#

实现上皮细胞向间质细胞的迁徙#促进肿瘤的侵袭

和转移
-".)文献提示叉头框,"!D78I-.41K7E,

"#\S[,=""编码的蛋白是<UB过程中一个重要

的调节因子
-#.)PQ=!亦可通过诱导9/43>和其他

<UB相关转录因子的翻译来调控<UB)但未见

在胃癌组织中两者的表达及与<UB和 UUT="表

达关系的相关报道)本研究采用免疫组化<>3H3937/

法分别检测正常胃黏膜*上皮内瘤变*胃癌及转移癌

组织 中 \S[,="*PQ=!*<=A41-.83/*Z3+./;3/ 和

UUT="的表达#初步分析以上标志物的相互关系

及与胃癌病变进展及转移行为的相关性)

1!资料与方法

1%1!标本收集

收集我院临床病理科"''?年!月至"'!'年

!"月间胃组织标本!?#例#其中正常胃黏膜('例

!来自因轻度的炎症性病变而活检的病例"#胃黏膜

上皮内瘤变('例!低级别上皮内瘤变!'例#高级别

$'例"#胃癌原发灶组织?#例!组织学类型均为腺

癌"#胃癌患者淋巴结组织和有转移的远处器官组织

作为研究对象)所有病例由"位病理医师利用多头

显微镜复阅达成共识性诊断)胃癌患者临床信息$

男&*例#女"&例)年龄#*))(岁#中位年龄为(?

岁)$?例肿瘤直径&#A+#$$例%#A+)浸润深

度$未及浆膜层#"例#突破浆膜层&!例)根据T=

BOU分期!国际 NF,,!??*分期标准"$.期及/

期患者#(例#3期及4期患者()例)高*中分化癌

&"例#低分化癌#!例)淋巴结转移阳性*$例#淋

巴结转移阴性!?例)远处转移##例#其中肝脏"$

例#胰腺*卵巢*胆囊各"例#子宫*前列腺*肠管各!

例)随访时间自确诊日期开始至"'!(年!"月#以

门诊复查及电话调查相结合形式进行随访#死亡为

终点#随访时间"=*)个月#中位随访期("个月)

1%/!抗体与试剂

兔抗人\S[,="多克隆抗体!!g!''"和兔抗人

PQ=!多克隆抗体!!g!''"购自美国 LKA4+公司)

兔抗人 <=A41-.83/单克隆抗体!即用型"*鼠抗人

UUT="单克隆抗体!即用型"*鼠抗人Z3+./;3/!即

用型"单克隆抗体#二抗及MLQ显色剂购自北京中

杉金桥生物技术有限公司)

1T6!免疫组化染色检测JQb>C/*]̂C1*a#<,(=#(*

++PC/*.C$'-%,:#(蛋白

将实验所需蜡块经切片*脱蜡*脱苯*水化等处

理后#恒温箱中过夜#脱蜡*水化#TQ5冲洗#免疫组

化经微波抗原修复后滴加相应抗体#按试剂盒说明

书!<>3H3937/法"操作#中性树胶加盖玻片后封片*晾

干)以TQ5代替一抗为阴性对照)

1%3!结果判定

\S[,="*PQ=!*Z3+./;3/*UUT="均主要表达

在细胞浆内#以细胞浆内明显着色及强着色为阳性

细胞)<=A41-.83/以胞膜+胞浆内出现棕黄色颗粒

为阳性)高倍镜下随机选取(个视野!每个视野观

察细胞数不少于"''个"#按阳性细胞所占百分比及

着色深浅进行结果判定)着色深浅等级为$'b无着

色!不表达"#!b淡黄色!弱表达"#"b棕黄色!中等

表达"##b棕褐色!强表达"&着色范围等级为$%(̂

为'分#(̂ )"(̂ 为!分#"&̂ )('̂ 为"分#

(!̂ )*(̂ 为#分#(*(̂ 为$分&以二者乘积分数

为最终判定结果$#=(分为弱阳性!c"#&)?分为中

度阳性!cc"#!')!"分为强阳性!ccc"-$.)%

#分为阴性#&#分为阳性)计算阳性率)

1%N!统计学方法

两样本率的比较采用卡方检验#相关性分析采

用5:.48+4/等级相关分析#生存分析用 X4:>4/=

U.3.8法#T%'%'(为差异有统计学意义)

/!结果

/T1!JQb>C/#]̂C1#.C$'-%,:#(#a#<,(=#(#++PC/

蛋白在各种组织中的表达

见图!)图(*表!#在正常及低级别上皮内瘤

变胃组织中\S[,="*PQ=!*Z3+./;3/*UUT="蛋白

阴性或仅偶尔弱阳性表达)在高级别上皮内瘤变组

织中可见上述蛋白有一定程度表达#但表达较弱#

不是所有的细胞均着色#而胃癌组织中上述因子表

达较强#呈棕黄色或棕褐色颗粒分布于癌细胞的胞

&!"
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浆内)淋巴结及远处转移灶中阳性表达亦较强)上

述因子在胃癌原发灶及转移灶组织中的表达均高于

正常及上皮内瘤变组!T % '%'(")PQ=!在正常

及低级别上皮内瘤变胃黏膜中仅偶见胞核着色)而

胃癌原发灶及伴有转移的组织中#PQ=!蛋白在细胞

核中表达明显增强)<=A41-.83/在正常*上皮内瘤

变及胃癌组的胞膜+胞浆表达则逐渐减少)胃癌淋

巴结未转移组中<=A41-.83/*Z3+./;3/的阳性率分

图1!JQb>C/在各组组织中的表达).K#*#9#?(法!`300!!!图/!]̂C1在各组组织中的表达).K#*#9#?(法!`300!!!图6!.C

$'-%,:#(在正常组织和胃癌组织中的表达).K#*#9#?(法! 3̀00!!!图3!a#<,(=#(在胃癌中的阳性表达).K#*#9#?(法!`300!!!图N

++PC/在胃癌中的阳性表达).K#*#9#?(法! 3̀00

J#D1!.U@:,99#?(?AJQb>C/#(=#99&,9T.K#*#9#?(! 3̀00!!!J#D/!.U@:,99#?(?A]̂C1#(=#99&,9T.K#*#9#?(! 3̀00!!!J#D6!.U@:,99#?(

?A.C$'-%,:#(#(=#99&,9T.K#*#9#?(!`300!!!J#D3!.U@:,99#?(?Aa#<,(=#(#(D'9=:#$$':$#(?<'=#99&,T.K#*#9#?(!`300!!!J#DN!

.U@:,99#?(?A++PC/#(D'9=:#$$':$#(?<'=#99&,T.K#*#9#?(! 3̀00

!L#"L##L$O78+4>049;83A+2A794&!Q#"Q$W49;83A+2A794>3/;84.:3;-.>34>/.7:>4934&!,#",##Q$W49;83AA48A3/7+4&"M$VC+:-

/71.+.;49;4939;2+78&"<$M39;4/;+.;49;4;3A;2+78

表1!胃组织中JQb>C/#]̂C1#.C$'-%,:#(#a#<,(=#(和 ++PC/的阳性表达"例数!V"

7'EK,1!P?9#=#*,,U@:,99#?(9?AJQb>C/#]̂C1#.C$'-%,:#(#a#<,(=#('(-++PC/@:?=,#(9#(-#AA,:,(=D'9=:#$=#99&,9"$'9,!V"

W872: ) \S[,="c PQ=!c <=A41-.83/c Z3+./;3/c UUT="c

O78+4> (' *!!$%''" ?!!)%''" $$!))%''" '!'" !)!#&%''"

V7G3/;84.:3;-.>34>/.7:>4934 !' "!"'%''" #!#'%''" &!&'%''" !!!'%''" (!('%''"

J30-3/;84.:3;-.>34>/.7:>4934 $' !$!#(%''" !&!$'%''" "*!&*%('" (!!"%('" !?!$*%('"

W49;83AA48A3/7+4 ?# $(!$)%#?"" &#!&*%*$"" #"!#$%$!" ")!#'%!!"" (#!(&%??""

VC+:-/71.+.;49;4939!c" *$ $#!()%!!"" ($!*"%?*"" !(!"'%"*" "&!#(%!#"" $?!&&%""""

VC+:-/71.+.;49;4939!f" !? "!!'%(#"# ?!$*%#*"# !*!)?%$*"# "!!'%(#"# $!"!%'("#

M39;4/;+.;49;4939 ## "#!&?%*'"" "(!*(%*&"" !(!$(%$(" "!&%'&" "*!)!%)"""

!!"T%'l'(#H9%/78+4>#>7G3/;84.:3;-.>34>4/1-30-3/;84.:3;-.>34>/.7:>49340872:&#T%'l'(#H9%>C+:-/71.+.;49;4939!c"0872:

*!"
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别为 )?%$*̂ *!'%(#̂ #而转移组为 "'%"*̂ *

#(l!#̂ #组间差异有统计学意义!T %'%'(")

\S[,="*PQ=!*UUT="蛋白在淋巴结转移组阳性

表达率高于无淋巴转移组#差异均有统计学意义

!T%'l'(")同时远处转移灶中三者的表达相比

胃癌原发灶也均有不同程度的增强)

/T/!JQb>C/*]̂C1和 ++PC/蛋白在胃癌中的表

达及与临床病理因素的关系

!! 统计分析结果!表""表明#随着胃癌:BOU分

期提高*淋巴结转移和远处转移出现#\S[,="蛋白

的表达增强!T%'%'(")随着分化程度的降低*浸

润深度的加深及淋巴结转移*远处转移的出现#PQ=

!蛋白和 UUT="蛋白的阳性表达亦增高!T%

'l'(")

/T6! 胃 癌 组 织 中 JQb>C/*]̂C1 与 ++PC/*

a#<,(=#(和.C$'-%,:#(表达的相关性

表/!胃癌组织中JQb>C/#]̂C1*++PC/蛋白的表达与临床病理特征的关系

7'EK,/!7%,:,K'=#?(9%#@E,=H,,(JQb>C/#]̂C1#++PC/@:?=,#(,U@:,99#?(9'(-$K#(#$?@'=%?K?D#$'K$%':'$=,:#9=#$9#(_>

,-484A;.839;3A )
\S[,=":87;.3/

f c
T

PQ=!:87;.3/

f c
T

UUT=":87;.3/

f c
T

W./1.8 '%$&( '%$"( '%()!

!U4>. &* ## #$ "' $* #' #*

!\.+4>. "& !( !! !' !& !' !&

L0.+C8% '%&$) '%$#$ '%&)"

!&(' () #! "* !* $! "$ #$

!%(' #( !* !) !# "" !& !?

B2+78134+.;.8+A+ '%!"# '%!(& '%?*(

!&# $? "? "' !? #' "! ")

!%# $$ !? "( !! ## !? "(

M3DD.8./;34;37/ '%'*) '%''' '%''!

!Y.>>4/1+71.84;. &" #& "& !" (' #$ ")

!T778 #! !" !? !) !# & "(

VC+:-4;3A+.;49;4939 '%''* '%''! '%''"

!O.04;3H. !? !( $ !" * !$ (

!T793;3H. *$ ## $! !) (& "& $)

M39;4/;+.;49;49.9 '%''" '%''' '%''*

!O.04;3H. &' #) "" !' (' #" ")

!T793;3H. ## !' "# "' !# ) "(

:BOU9;40. '%''# '%''' '%?)!

!.c / #( "( !' !? !& !( "'

!3c 4 () "# #( !! $* "( ##

M.:;-7D3/H4937/ '%!") '%''' '%''!

!5.87943/931. #" "' !" !) !$ "! !!

!5.879472;931. &! ") ## !" $? !? $"

!!经5:.48+4/等级相关分析发现#胃癌原发灶

组织中\S[,="蛋白的表达与PQ=!蛋白的表达呈

弱正相关!Hb'%#$?#T%'%''!"&\S[,="#PQ=!蛋

白的表达均与 UUT="蛋白的表达呈弱正相关!Hb

'l")##'%#$?#T%'%''!"#与Z3+./;3/的表达呈弱

负相关!Hbf'%#&*#f'%#!*#T%'%''!"#与 <=

A41-.83/呈弱正相关!Hb'%#?!#'%#'$#T%'l''!")

见表#)

/%3!胃癌患者的预后分析

X4:>4/=U.3.8法 生 存 分 析 显 示 胃 癌 患 者

\S[,="蛋白表达阳性组与阴性组的(年生存率分

别为"*%#̂ 和&!%$̂ #差异有统计学意义!T%

'l'("&PQ=!蛋白表达阳性组与阴性组的(年生存

率分别为"!%?̂ 和$?%"̂ #差异有统计学意义

!T%'l'("&UUT="蛋白表达阳性组与阴性组的(

年生存率分别为"#%?̂ 和($%*̂ #差异有统计学意

义!T%'%'(")见图&)

表6! 胃癌组织中 JQb>C/*]̂C1表达与 .C$'-%,:#(*a#<,(=#(*

++PC/表达的关系

7'EK,6!7%,:,K'=#?(9%#@E,=H,,(JQb>C/#]̂C1,U@:,99#?(9'(-.C

$'-%,:#(#a#<,(=#(#++PC/,U@:,99#?(9#(_>

F/1.E
<=A41-.83/

f c

Z3+./;3/

f c

UUT="

f c

\S[,="

!f "& "" #( !# "? !?

!c #( !' #' !( !! #$

PQ=!

!f !? "! !) !" !# !*

!c (" !! $* !& "* #&

)!"
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图5!患者术后生存曲线

J#D5!"&:*#*'K$&:*,9?A@'=#,(=9

6!讨论

我国是消化道恶性肿瘤的高发国家#发病率占

全球$"%#̂ #每年新增胃癌病例数$'余万例#居全

球首位)胃腺癌作为胃癌最主要的组织学类型#占

据了胃癌患者的绝大多数)转移是导致胃癌治愈率

低*死亡率高的主要原因)深入研究胃癌转移的分

子机制#将为临床治疗提供必要的理论基础)

胃癌转移是一个连续*多步骤的复杂生物学过

程#涉及肿瘤微环境的改变*细胞迁移运动及肿瘤血

管形成等过程)<UB是胚胎发育中形态发生的重

要部分#是一种基本的病理生理现象)近年来研究

表明#在许多恶性肿瘤的侵袭转移中<UB过程也

发挥着重要作用)此过程中上皮细胞的极性和黏附

性丧失#变成运动能力更强的梭形#赋予肿瘤细胞

更强的侵袭和转移能力)通过<UB肿瘤细胞不仅

获得了迁移侵袭能力#还被赋予包括自我更新*抗凋

亡及耐药在内的一系列干细胞特质)<UB的重要

标志 是 <=A41-.83/ 表 达 的 下 调 同 时 伴 有 以

Z3+./;3/为主的间充质表型的上调)我们课题组

在前期研究中就证实
-(.
在胃腺癌组织中BG39;可能

通过抑制<=A41-.83/的表达诱导<UB的发生而促

进肿瘤的浸润和转移#具有肿瘤干细胞特性的细胞

也更易发生<UB过程)但<UB的发生机制复杂#

涉及多条信号通路*众多转录因子及下游相关基因)

\S[,="是叉头框转录因子超家族成员#基因

定位于!&@"$%##其编码的蛋白参与胚胎发育*机体

代谢调节*脉管系统的发育及肿瘤血管生成等过

程
-&.)近年来的研究表明#\S[,="作为一种新的

<UB转录因子#在恶性肿瘤的侵袭和转移中发挥

作用)研 究 显 示-*.$\S[,=" 的 过 表 达 能 诱 导

BG39;#5/43>和BW\=*的表达#诱导上皮标志物的

移位#促进间质分化#上调间质标志物的表达#并诱

导 UUT="和 UUT=?的表达)\S[,="还可通过

直接下调 T!"' 蛋白间接抑制上皮标 志 物 <=

A41-.83/的表达而参与 <UB 过程)实验证实

\S[,="在乳腺癌*结肠癌等组织中高表达-) ?.#本

实验结果显示#\S[,="在胃癌组*淋巴结转移组及

远处转移组呈高表达#在正常胃组织中很少表达或

不表达#其表达与肿瘤的临床BOU分期#淋巴结转

移和 远 处 转 移 有 关)\S[,=" 的 高 表 达 与 <=

A41-.83/的低表达及Z3+./;3/的高表达密切相关)

综合以上结果提示\S[,="的高表达促进了胃癌的

发生*发展和转移#可能通过抑制<=A41-.83/的表

达促进<UB的发生而在肿瘤的发生*浸润和转移

中发挥作用)

PQ=!属于P=K7E结合蛋白家族成员之一#基

因定位于染色体!:#$#是从细菌到人类的细胞中均

广泛表达的转录因子)它是一种与肿瘤的生长*增

殖及耐药性密切相关的多功能蛋白#参与基因的转

录调节*ROL 剪切*+ROL 翻译*MOL损伤修复*

细胞增殖和再生调节等多种过程
-!'.)越来越多的

证据提示PQ=!也可通过作用于<UB相关转录因

子及信号通路来调控<UB过程#从而影响肿瘤的

侵袭转移#在调控<UB相关转录因子的网络中起

到了重要作用)通常情况下 PQ=!因与 +ROL 结

合而位于细胞浆中#而当其调节转录时则在细胞核

中表达)研究发现PQ=!在某些恶性肿瘤如前列腺

癌*非小细胞肺癌等-!! !".
中过表达且在一些癌细胞

核内异常聚集)PQ=!的表达量随病情恶化而增加#

与这些恶性肿瘤的发生*发展呈高度相关性)本实

验观察到$在正常胃黏膜 PQ=!不表达或仅有少数

细胞弱表达#在上皮内瘤变及胃癌组中癌细胞的胞

浆可见深染的棕褐色或棕黄色颗粒#同时细胞核内

亦可见阳性表达)PQ=!在正常#上皮内瘤变及癌变

组表达率差异均具有统计学意义#在转移组和非转

移组中的差异也具有统计学意义!T%'%'(")提示

PQ=!参与胃黏膜上皮内瘤变进展*癌变及转移过

程)和\S[,"一样#PQ=!的高表达与 <=A41-.83/

的低表达及 Z3+./;3/和 UUT="的高表达密切相

?!"
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关#和临床分期及淋巴结及远处转移潜能明显相关#

提示PQ=!作为<UB的诱导因子#不仅参与了胃黏

膜上皮内瘤变进展和癌变过程#还可以通过上调

UUT="的表达诱导<UB的发生而在肿瘤转移中

发挥作用)

肿瘤转移过程多阶段步骤中的关键步骤之一是

细胞外基质和基底膜的降解破坏)UUT9是重要

的蛋白水解酶家族#可以降解细胞外基质和基底膜

以及一些非基质成分#影响肿瘤细胞的微环境#从而

促进肿瘤的侵袭和转移
-!#.)目前研究证实 UUT="

是与肿瘤侵袭关系最为密切的基质金属蛋白酶之

一#它与<UB过程也存在密切联系)既可以作为

<UB的标志物#又可以作为<UB的诱发因素#在

多种肿瘤的侵袭和转移中起着重要作用
-!$.)本实

验免疫组织化学结果提供了 \S[,="*PQ=!*<=

A41-.83/*Z3+./;3/*UUT="表达相关的直接证据)

我们发现\S[,="*PQ=!*Z3+./;3/*UUT="均在正

常胃黏膜*上皮内瘤变及胃癌组中表达逐步增强#相

反#<=A41-.83/的表达逐步减弱)相关性分析显示#

\S[,="*PQ=!*Z3+./;3/*UUT="的表达之间存在

较强的正相关且均与<=A41-.83/表达存在负相关

关系#即 <=A41-.83/ 低 表 达 与 \S[,="#PQ=!*

Z3+./;3*UUT="的表达上调有关)实验同时发现

在转移的淋巴结中#<=A41-.83/表达与原发灶相比

下降明显#而形成的远处转移灶则又出现了一定程

度的升高#这与文献中远处转移部位的癌细胞克隆

会经历一个相反的过程#即间质=上皮转化#转移性

癌细胞重新获得上皮表型相一致
-!(.)我们推测$

\S[,="*PQ=!可能通过上调 UUT="的表达诱导

<UB的发生参与胃癌的进展及转移)但该调控机

制十分复杂#涉及到一系列的分子事件及调控通路)

我们下一步的工作是从胃癌组织中提取这些基因#

进行相关分子机制研究)预后分析表明胃癌组织中

\S[,="*PQ=!*UUT="表达阳性的患者预后均较

阴性患者更差#提示三者的表达对判断预后也有一

定价值)

综上所述#\S[,="*PQ=!均是胃癌发生侵袭转

移的关键分子#参与胃癌的演变进展#深入研究这两

个指标与基质金属蛋白酶 UUT="和<UB的关系

可为胃癌进展和转移机制及评判生物学行为提供重

要参考)但本研究中各指标间相关性较弱#还需要

进一步采用其他检测方法对蛋白表达进行交叉验

证)
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