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要"目的
#

检测胃癌中死亡相关蛋白激酶
+
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#基因表达水平!并研究其与临床病理因素间的相关性%方法
#

采用

免疫组织化学法"

0<

#检测胃癌肿瘤组织和癌旁正常组织中
3*<Z+

基因表达!采用半定量评分法评估!分析
3*<Z+

表达水平与

胃癌临床病理因素间的相关性%结果
#

胃癌肿瘤组织标本中!

3*<Z+

蛋白质低$中和高表达分别有
5.

$

+>

$
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例!评分为"

-=6_
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#分!癌旁正常组织标本中!低$中表达和高表达分别为
$

$

+5

$

56

例!评分为"

>=$_.=+

#分!胃癌肿瘤组织和癌旁正常组织评分

差异具有统计学意义"

!

%

,=,+

#%胃癌肿瘤组织中
3*<Z+

表达在性别$年龄和不同肿瘤部位间差异无统计学意义"

!

$

,=,5

#!

而组织学分级$

%&/

分期$肿瘤最大径$淋巴结转移及远处转移对
3*<Z+

表达的影响具有统计学意义"

!

%

,=,5

#'胃癌肿瘤组织

3*<Z+

表达评分与组织学分级$

%&/

分期$肿瘤最大径$淋巴结转移和远处转移呈负相关"

!

%

,=,5

#%结论
#

3*<Z+

在胃癌中

的表达与肿瘤细胞的生长$浸润及转移紧密相关!可作为胃癌诊断$病情及预后评估的指标%
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死亡相关蛋白激酶
+

$

3*<Z+

%为钙调蛋白调节的丝氨

酸"苏氨酸蛋白激酶#是细胞凋亡的正性调节因子之一#广泛存

在于各种细胞凋亡系统中#具有抑制肿瘤细胞增殖及促进凋亡

的作用#与肿瘤的发生'发展和转移密切相关)

+#.

*

(研究表明#

3*<Z+

基因启动子表观遗传学改变与胃癌的发病机制及转移

浸润紧密相关#但目前对
3*<Z+

表达与胃癌临床病理因素间

的关系报道较少)

-#$

*

(本研究采用免疫组织化学法$

0<

%检测

胃癌肿瘤组织和癌旁正常组织中
3*<Z+

蛋白质表达#分析

3*<Z+

基因表达与胃癌临床病理因素间的关系#研究胃癌分

子诊断'病情评价与预后评估的分子标志物(

F

#

资料与方法

F=F

#

一般资料
#

收集本院
.,,5

年
+

月至
.,++

年
+

月
68

例

原发性胃癌患者胃癌根治术切除的标本#标本取材于肿瘤组织

及癌旁正常组织$距癌灶边缘
5I(

以外%#取材后迅速转移至

液氮保存备用(均为体检'胃镜和病理组织学检查确诊的初治

患者#术前未行放疗及化疗#

ZNDABH2Q

M

$

Z<0

%评分大于或等于

8,

分(其中男性
$8

例#女性
-,

例&年龄
-.

%

6Y

岁#平均

$

5Y=5_6=.

%岁&根据美国癌症联合委员会$

*]11

%胃癌
%&/

分期!

(

期
.,

例#

"

期
.6

例#

*

期
+6

例#

+

期
+.

例&组织学分

级
b+

和
b.

期
.8

例#

b-

和
b$

期
5,

例(

F=G

#

方法

F=G=F

#

3*<Z+

免疫组织化学检测
#

采用
0<

法检测肿瘤组

织及癌旁正常组织
3*<Z+

蛋白质表达(烤片后常规二甲苯

脱蜡#梯度酒精脱水&

-V9

.

W

.

阻断灭活内源性过氧化物酶后

<70

洗涤
-

次#每次
5(@A

&

,=,+(BL

"

"

枸橼酸缓冲液$

P

98=,

%

中用煮沸
+5(@A

#冷却后
<70

洗涤
-

次#每次
5(@A

&正常羊血

清
-6a

封闭
+,(@A

#羊抗人
3QQ#-

多克隆一抗
$a

冰箱孵育

过夜#

<70

洗涤
-

次#每次
5(@A

&滴加生物素标记二抗#

-6a

孵育
.5(@A

#

<70

洗涤
-

次#每次
5(@A

&滴加辣根过氧化物酶

标记的链霉素卵白素工作液#

-6a

孵育
.5(@A

后
<70

洗涤
-

次#每次
5(@A

&加入
3*7

"

9

.

W

.

反应显色#充分洗净后苏木素

复染#常规脱水'透明'干燥和封片后显微镜下观察(
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国际检验医学杂志
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年
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月第
--

卷第
+.

期
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F=G=G

#
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表达分析
#

采用半定量评分法(染色强度评

分!无色为
,

分#淡黄色为
+

分#棕黄色为
.

分#棕褐色为
-

分(

阳性细胞百分比评分!阴性为
,

分#阳性细胞小于
+,V

为
+

分#阳性细胞
+,V

%

5,V

为
.

分#阳性细胞
5+V

%

Y,V

为
-

分#阳性细胞
Y+V

%

+,,V

为
$

分(总染色评分
g

染色强度评

分
;

阳性细胞百分比评分(总染色评分为
,

%

+.

分#

,

%

$

分

为低表达#

5

%

Y

分为中表达#

>

%

+.

分为高表达(每个标本做

连续切片
-

张#取平均值(

F=H

#

统计学处理
#

采用
0<00+.=,

统计软件进行统计学分

析(计量资料采用
F_A

表示#采用
9

检验&计数资料进行
,

.

检验&

3*<Z+

表达相关因素采用
0

P

CND(NA

秩相关分析(

!

%

,=,5

为差异具有统计学意义(

G

#

结
##

果

G=F

#

3*<Z+

蛋白质表达
#

胃癌肿瘤组织
3*<Z+

蛋白质低'

中和高表达的标本数分别为
5.

'

+>

'

5

例#评分为$

-=6_+=-

%

分#癌旁正常组织表达低'中和高表达的标本数分别为
$

'

+5

'

56

例#评分为$

>=$_.=+

%分#差异具有统计学意义$

!

%

,=,+

%(

G=G

#

3*<Z+

表达与临床病理因素的关系
#

3*<Z+

在胃癌肿

瘤组织中低'中和高表达的标本在性别'年龄和肿瘤部位间差

异无统计学意义$

!

$

,=,5

%#但当标本的组织学分级低'

%&/

分期高'肿瘤最大径大'有淋巴结转移及远处转移时
3*<Z+

低表达比例更高$

!

%

,=,5

%#见表
+

(

表
+

##

胃癌
3*<Z+

表达与临床病理因素单因素分析

临床病理因素
'

3*<Z+

表达)

'

$

V

%*

低表达 中表达 高表达
,

.值
!

值

性别 男
$8 -+

$

86=$

%

+.

$

.8=+

%

-

$

8=5

%

,=,6$ ,=>8$

女
-, .+

$

6,=,

%

6

$

.-=-

%

.

$

8=6

%

年龄
%

8,

岁
$+ .8

$

8-=$

%

+.

$

.>=-

%

-

$

6=-

%

+=,$> ,=5>.

(

8,

岁
-5 .8

$

6$=-

%

6

$

.,=,

%

.

$

5=6

%

肿瘤部位 贲门
., +$

$

6,=,

%

5

$

.5=,

%

+

$

5=,

%

,=+Y+ ,=>>8

胃体
.5 +6

$

8Y=,

%

8

$

.$=,

%

.

$

Y=,

%

胃窦
-+ .+

$

86=6

%

Y

$

.5=Y

%

.

$

8=5

%

组织学分级
b+4b. .8 ++

$

$.=-

%

+.

$

$8=.

%

-

$

++=5

%

+.=558 ,=,,$

b-4b$ 5, $+

$

Y.=,

%

6

$

+$=,

%

.

$

$=,

%

%&/

分期
(

4

"

期
$6 .8

$

55=-

%

+6

$

-8=.

%

$

$

Y=5

%

+,=,-, ,=,$,

*

4

+

期
.> .8

$

Y>=6

%

.

$

8=>

%

+

$

-=5

%

肿瘤最大径
%

5I( $. .-

$

5$=Y

%

+5

$

-5=6

%

$

$

>=5

%

Y=+,Y ,=,+6

(

5I( -$ .>

$

Y5=-

%

$

$

++=Y

%

+

$

.=>

%

淋巴结转移 无
-+ +5

$

$Y=$

%

+.

$

-Y=6

%

$

$

+.=>

%

+,=+>, ,=,,8

有
$5 -6

$

Y.=.

%

6

$

+5=8

%

+

$

.=.

%

远处转移 无
8$ $,

$

8.=5

%

+>

$

.>=6

%

5

$

6=Y

%

8=566 ,=,-6

有
+.+.

$

+,,=,

%

,

$

,=,

%

,

$

,=,

%

表
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胃癌
3*<Z+

表达评分与临床病理因素相关性

临床病理因素 秩相关系数$

8

A

%

!

值

组织学分级
f,=5+Y

%

,=,5

%&/

分期
f,=6.-

%

,=,5

续表
.
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胃癌
3*<Z+

表达评分与临床病理因素相关性

临床病理因素 秩相关系数$

8

A

%

!

值

肿瘤最大径
f,=5->

%

,=,5

淋巴结转移
f,=$5+

%

,=,5

远处转移
f,=Y+6

%

,=,5

G=H

#

3*<Z+

表达与临床病理因素相关性研究
#

胃癌肿瘤组

织
3*<Z+

表达评分与组织学分级'

%&/

分期'肿瘤最大径'

淋巴结转移和远传转移呈负相关$

!

%

,=,5

%#见表
.

(

H

#

讨
##

论

3*<Z+

基因位于染色体
>

`

-$=+

#是一种钙调蛋白调节的

丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#在各种组织中广泛表达#参与内源性

和外源性凋亡通路#是凋亡的正性调节因子)

5

*

(

3*<Z+

基因

在正常组织中均有表达#在肝癌'肺癌及膀胱癌等肿瘤中呈低

表达或缺失状态)

8#>

*

(研究表明#胃癌中
3*<Z+

基因启动子

处于高甲基化状态#肿瘤组织和外周血浆中的高甲基化可能为

胃癌的诊断以及临床预后评估提供有益的线索)

+,

*

(孔祥勇

等)

++

*检测了
88

例胃癌标本
3*<Z+

基因启动子的甲基化状

态#胃癌组织中有
88=6V

$

$$

"

88

%存在
3*<Z+

基因的异常甲

基化#显著高于相应的癌旁正常组织)

+,=8V

$

6

"

88

%*$

!

%

,=,+

%(体外培养表明#采用
5

氮杂胞苷逆转
7b1Y.-

与

01b6>,+

胃癌细胞
3*<Z+

基因启动子甲基化后#胃癌细胞生

长增殖活性明显被抑制#

3*<Z+

基因的
()&*

表达明显增

加)

+.

*

(本研究中#胃癌肿瘤组织
3*<Z+

蛋白质表达评分为

$

-=6_+=-

%分#癌旁正常组织为$

>=$_.=+

%分#肿瘤组织

3*<Z+

表达显著低于癌旁正常组织$

!

%

,=,+

%#因此#胃癌中

3*<Z+

基因处于低表达状态#可能与其启动子表观遗传学等

改变有关(

本研究分析了
3*<Z+

基因表达与胃癌临床病理因素间

的关系#结果表明
3*<Z+

在胃癌组织中低'中'高表达在性

别'年龄和肿瘤部位中无明显差异$

!

$

,=,5

%#在组织学分级'

%&/

分期'肿瘤最大径'淋巴结转移及远处转移中的差异具

有统计学意义$

!

%

,=,5

%#进一步相关性分析表明肿瘤组织

3*<Z+

表达评分与组织学分级'

%&/

分期'肿瘤最大径'淋

巴结转移和远传转移呈负相关$

!

%

,=,5

%#与
3*<Z+

基因启

动子甲基化在胃癌中与临床病理因素的关系基本一致(提示

3*<Z+

基因表达越低#患者病情越重#预后越差#因此#笔者认

为
3*<Z+

基因在胃癌中的表达与肿瘤细胞的生长'浸润及转

移紧密相关#可作为胃癌诊断#病情及预后评估的标志物(
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检测(

F=I

#

统计学处理
#

用
0<00+-=,

统计软件进行统计学处理(

所有计量资料均以
F_A

表示#各组间比较用
9

检验(

%

淋巴

细胞亚群和铁蛋白的相关关系采用直线相关分析#以
!

%

,=,5

为差异有统计学意义(

G

#

结
##

果

G=F

#

*0

组
13$

4 和
13$

4

"

13Y

4 均明显低于健康对照组

$

!

%

,=,5

%#

13Y

4明显高于健康对照组$

!

%

,=,5

%#铁蛋白明

显高于健康对照组$

!

%

,=,5

%(疾病对照组
13$

4和
13Y

4均

明显低于健康对照组$

!

%

,=,5

%#

13$

4

"

13Y

4明显高于健康

对照组$

!

%

,=,5

%#铁蛋白高于健康对照组$

!

%

,=,5

%(

*0

组

13Y

4明显高于疾病对照组$

!

%

,=,5

%#

13$

4

"

13Y

4明显低于

疾病对照组$

!

%

,=,5

%#铁蛋白明显高于疾病对照组$

!

%

,=,5

%(见表
+

(

表
+

##

各组中
%

淋巴细胞亚群和铁蛋白水平比较

组别
13$

4

$

V

%

13Y

4

$

V

%

13$

4

"

13Y

4 铁蛋白$

A

S

"

("

%

*0

组
-+=Y6_-=+> .Y=,._$=.- +=+,_,=-> .Y.=$5_$,=-.

疾病对照组
-.=.8_$=.+ +8=5$_.=66 .=+._,=$. +Y6=,5_5$=>Y

健康对照组
-Y=$5_5=.8 ..=-,_$=85 +=6._,=5. +5.=-$_.8=8-

G=G

#

*0

组铁蛋白与
13Y

4呈正相关$

8g,=Y$8>

#

!

%

,=,5

%#

与
13$

4 及
13$

4

"

13Y

4 比值呈负相关$

8

分别为
f,=6$Y6

'

f,=5Y.,

#

!

%

,=,5

%(

H

#

讨
##

论

13$

4

%

细胞和
13Y

4

%

细胞通常指表达
%

细胞受体

$

%1)

%

!

'

&

的
%

细胞(

13$

4

%

细胞可以帮助
13Y

4

%

细胞'

7

细胞活化与产生抗体#并能激活巨噬细胞#增强其杀伤胞内菌

和抗原呈递能力#故
13$

4

%

细胞又称为辅助性
%

细胞$

%G

%(

而
13Y

4

%

细胞识别由
Y

%

+,

个残基组成的外源性抗原肽)

$

*

(

13Y

4

%

细胞主要执行杀伤被病毒及其他胞内寄生微生物感

染的靶细胞的功能#故又被称为细胞毒性
%

细胞$

%I

%#其释放

的肿瘤坏死因子
#

!

$

%&'#

!

%和干扰素
#

-

$

!'&#

-

%与靶细胞表面

的受体结合#可造成靶细胞的死亡)

5

*

(本研究观察到
*0

患者

13$

4

%

细胞和
13$

4

"

13Y

4比值明显降低#而
13Y

4

%

细胞

明显升高#与国内报道基本一致)

8#6

*

#说明细胞免疫功能受到抑

制#体液免疫功能相对亢进#提示
*0

患者存在
%

淋巴细胞亚

群功能紊乱#进一步探讨
13$

4

'

13Y

4的平衡关系将有助于理

解其在
*0

发生'发展中的作用#从而为临床评估病情以及治

疗提供新的思路)

Y#>

*

(

铁蛋白是一种急性时相反应蛋白#在机体发生炎性反应

时#巨噬细胞活化并且铁蛋白合成增加(实验证明铁蛋白具有

多种免疫活性#可以结合
%

淋巴细胞并抑制玫瑰花环形成#抑

制迟发型超敏反应#也可抑制
7

细胞产生抗体#削弱中性粒细

胞的吞噬功能(在
*0

中#单核巨噬细胞产生多种炎性反应性

细胞因子#如
%&'#

!

'白细胞介素$

!"

%

#+

'

!"#8

'

!'&#

!

'

!'&#

&

'

!'&#

-

#这些细胞因子可以减少转铁蛋白合成#增加铁蛋白的

合成#提示铁蛋白可以作为
*0

诊断的客观指标#其升高机制

可能与炎症细胞因子导致的免疫功能紊乱有关)

+,

*

(

综上所述#

%

淋巴细胞亚群和铁蛋白可能参与了
*0

的发

生'发展的过程#对
*0

患者的早期诊治有较大的帮助(
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