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1 引言
肿瘤发生发展过程中! 因基因不稳定性"!"# 倍体畸形"断

裂"细胞突变!可自发地不断出现表型不同的细胞亚群!随体积增
大!最终成为一异质性肿瘤# 其表现为肿瘤在基因型和表现型方
面存在着更多的异质性!即组织形态学相同!但肿瘤细胞可在核
型"免疫表型"遗传标志物"生长率"细胞产物"药物敏感性以及其
他细胞组织学特征方面呈现广泛的多态性!从而产生不同转移能
力的癌细胞$ 胃癌的发生率和死亡率占各种恶性肿瘤的首位!而
引起死亡的主要原因是病灶的扩散和转移$目前人们对胃癌发生
的分子生物学机制已有了较深的了解!但是对转移的认识起步较
晚$ 为了探讨转移涉及的机制和基因!我们制作了转移相关组织
芯片!并初步检测了转移抑制基因 !"$% 和转移促进基因 #&% 和
$%&&’’ 在癌旁%癌组织和转移灶组织中的表达!并检测了 (&% 在
同一肿瘤不同癌灶的突变情况!以分析肿瘤异质性与胃癌转移行
为的相关性和临床意义$

% 材料和方法

%$1 材料
%$1$1 组织标本
收集 )**+,)*** 年存档的石蜡标本!-’ 例胃癌!病理诊断结

果经 $ 名以上病理医师确认!按 )*** 年 ./0 标准分类!其中腺
癌 ’% 例!粘液腺癌 )% 例!未分化癌 * 例!印戒细胞癌 * 例&男性
&1 例!女性 $’ 例&年龄!+2 岁 ’’ 例!!+2 岁 %2 例&远处转移 %&
例$
%$1$% 组织芯片构建
首先根据 /3 切片选取存档组织蜡块! 再应用 /3 切片确定

具有代表性的病变部位’癌旁%癌%淋巴结和远处转移灶(#然后参
照 4565676 等 8)9建立的方法应用组织芯片构建仪 :;77<=7> ?6@A>B"
C76A@D EFGH7> E(>F6IJ K!L制备组织芯片#
%$1$3 4’5 样品抽提
石蜡包埋组织)每张蜡块切 M 张!厚度 & !C!脱蜡至水!加入

不含蛋白酶 4 的裂解液!&&#过夜!再加入蛋白酶 4!终浓度 ’11
6INCG!&&#温育 ’$& O!期间加入等量蛋白酶 4 ) 次!煮沸终止反
应 8%9# 粗提 !"# 再用酚N氯仿抽提!无水乙醇沉淀!室温干燥!加
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应用免疫组化和突变分析方法!分析晚期胃癌原发灶和转移灶 ;/%3F -1**5& 和 G)3 的表达差异!探讨肿瘤内部异质性在胃

癌转移发生中的意义"结果发现转移抑制基因 !"%3 在转移灶中的表达显著上调!转移促进基因 #1**$& 在转移灶中的表达显著下调!
癌基因 %)3 在两者中的表达和突变没有明显差异";/%3 在原发瘤中的表达下调以及 -1**5& 和 G)3 的过度表达与胃癌的高侵袭性显
著相关" 数据显示#;/%3 和 -1**5& 在胃癌的转移中发挥作用!而 G)3 是胃癌发生的一个晚期事件"
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!"" !# $% 溶解沉淀" 紫外分光光度计定量!&’"!保存备用"
!L! 方法
!L!L& 免疫组化
抗体来源#鼠抗 ()’* 单克隆抗体$+,-&"’*.%购于美国癌

基因公司&鼠抗 /.* 单克隆抗体012&34和鼠抗 5!"",6 单克隆抗
体7829!!:;购于丹麦 1,<= 公司" %(>?@?2( 免疫组化试剂盒购自
丹麦 1AB2 公司" 免疫组化技术采用 %(>?@?2( 二步法!C-5 替代
一抗作阴性对照" ()’*’/.* 和 5!"",6 阳性染色为淡黄色’棕黄
色或棕褐色( /.* 定位于细胞核!()’* 和 5!"",6 定位于细胞浆
和细胞膜) 采用二级计分法!阳性细胞计数#D.E!" 分&.E"’.E!
! 分&’.E"."E!’ 分&."E"3.E!* 分&F3.E!6 分" 染色强度分
类#淡黄色!! 分&黄或深黄色!’ 分&褐或棕褐色!* 分" 两者计分
相乘大于 ! 者为阳性 G’H"
!L!L! MK;-55KM

&" 引物设计及合成 /.**.&:%引物由上海生工生物工程技
术服务有限公司合成!经 C,I% 纯化) 引物序列#%J2( .#*5%.K&
$LL$$LL$L$$LL$,L,I! *,5%.M &,LLL$IIIL,,LL,ILLL$#
I$N%J2(OP *5%.M &,L,IIIL$II$$ILLL,III$! *,5%.M &
,I$$IL,,,LL,I,LL$L,IILI& %J2(3# *5%.M &$LL$,I#
I$$IIL$L$I,L$I$*,5%.M&I$IILLL$I,LL$II,I$L$& %J#
2(:#*5%.M&III,L,II$,II,LL,I,LL$I,$$$LL$$!*,5%.M&
,$L$I,,IIL,$,,L$IL,LLL$$II)

!" MK; 扩增 ." !# 反应体系#QR’=!:S. !#!!"$TUVVWX. !#!
QY$C*各 ’S. ))2#Z8%. !#!+[L#’7’. ))2#Z8;. !#!上+下游引物各
. !#*’S. ))2#Z8%!模板 1Y,6 !#*6"" ([%!!"#1Y, 聚合酶 ’S. !#
*!S’. !)2#Z8%" 反应条件#\6!变性 6)?(&\6! !)?(! 退火 ..!
!)?(! 3’! ! )?(!循环 *. 次!3’!延伸 !" )?(!6!保存"
!L!LN 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

&O 凝胶组成 6"%丙烯酰胺# 甲叉双丙烯酰胺 *!\P!%* )#!
!"$$-%!S. )#!甘油 "S3. )#!QR’= \S3. )#!制胶前加入 ’.%过硫
酸胺 ." !#!$%+%1 *" !#!混匀后立即制胶" ." > 电压预电泳
*" )?("

!O 样品点样 CL] 扩增产物 !. !# 与 1+5= 变性液按 ’P!
体积比混合!混合物置 \.&!""!水浴中变性 !" )?(^立即置冰浴
中骤冷 !. )?( 后上样!." ), 电流电泳 ! _!改为 ’. ), 电流!至
指示剂溴酚蓝达到胶底部!结束电泳"

NO 染色 取出胶板!置于固定液7!"E无水乙醇与 "S.E冰乙
酸;! 轻摇固定 !" )?(!’E硝酸银染色 . )?(! 置显影液 **" [Z8
YA=R!体积分数 "S.E甲醛溶液%显影至条带清晰!终止显影!每
步操作后均用去离子水漂洗 ’ 遍G.H"

6; 结果判断 与正常组织及癌旁组织相比较!若出现条带的
缺失或易位!即可判断为阳性"
!LN 统计学处理

5C55 软件作统计处理" ()’*’/.* 和 5!"",6 相互之间以及
它们与临床病理因素的关系采用 "’检验"

N 结果
NL& ,D!N#<%N 和 5&##I" 在胃癌旁# 癌组织及转移组织中的表
达

构建 ’ 张组织芯片分别含 !.* 和 !66 个位点! 其中脱落位
点!用常规切片补充"癌组织中 ()’*’/.* 和 5!"",6 染色阳性细
胞呈片状和Z或弥漫分布! 癌旁组织中阳性细胞呈散在或片状分
布!且染色强度均弱于癌组织!转移灶中阳性细胞呈散在或弥散
分布" ()’*’/.* 和 5!"",6 蛋白在胃癌旁’癌组织及转移灶中的
表达见表 !"统计结果表明!癌组织 /.* 和 5!"",6 的表达率高于
癌旁组织!而 ()’* 则低于癌旁组织*$D"S".%&5!"",6 在远处转
移灶中的表达明显高于癌组织和淋巴结中的表达*$D"S".%!()’*

在淋巴结转移灶中的表达明显低于癌组织中的表达!远处转移组
织中 ()’* 的表达也低于癌组织! 但无统计学意义 *$F"S".%!而
/.* 未观察到上述变化"

NL! ,D!N#<%N 和 5&##I" 表达阳性与胃癌部分临床病理参数的
关系

* 项指标的表达率与性别’年龄’肿瘤类型’大小’分化和淋
巴结转移部位均无明显关系*% 均F"S".%" ()’* 与肿瘤的大体类
型和远处转移相关高*% 值分别为 "S"*3 及 "S"’.%&/.* 表达在肿
瘤大体类型7溃疡型;’浸润程度及远处转移方面存在差异*% 值分
别为 "S""!!"S"!6 及 "S""6%&5!"",6 与肿瘤的大体类型和远处转
移相关高*% 值分别为 "S""! 及 "S""*%7见表 ’;"
NLN 胃癌组织中 ,D!N#<%N 和 5&##I" 阳性表达之间的相关性
将 3’ 例胃癌组织 ()’*’/.* 和 5!"",6 的表达结果相互对

照!经 "’检验显示 /.* 和 ()’* 之间以及 /.* 和 5!"",6 之间存
在相关性7% 分别为 "S"!O!"S"’.;*见表 *%"
NL" 免疫表型以及与临床病理参数的关系

* 种蛋白之间有 6 种免疫表型*见表 ’%" ()’*‘ Z/.*‘与年龄
*FO"%’组织分化*低%和大体类型*溃疡型%相关!% 分别为 "S""O’
"S"!. 和 "S"’6&/.*‘Z 5!"",6‘与大小*!*%’大体类型*溃疡型%
和远处转移高度相关 !% 分别为 "S"’:’"S""! 和 "S""*&()’*‘
Z5!"",6‘与性别*男%’大体类型*溃疡型%’远处转移和血管神经
浸润相关 !% 分别为 "S"".’"S""’’"S"!\ 和 "S"’*& ()’* ‘Z/.*‘
Z/ 5!"",6‘与性别*男%’大体类型*溃疡型%’远处转移和血管神
经浸润相关!% 分别为 "S""O’"S""*’"S"’! 和 "S"!*"
NL% <%N 基因突变的检测

*. 例原发灶 /.* 突变率为 6’S\E7!.Z*.;^ 转移灶中为 6.S3E
*!OZ*.%!共阴性率为 6:SOE*!3Z*.%!共突变率为 *3S!E*!*Z*.%!
原发灶 !. 例突变中 ’ 例转移灶未见突变!转移灶 !* 例突变中 *
例原发灶未见突变"

" 讨论
胃癌的一个重要生物学特性是早期发生淋巴结转移和晚期

发生远处转移!而转移是公认的愈后不良的重要指标!因此了解
转移涉及的机制和寻找能够区分具有转移潜能癌细胞的标志物!
将有助于胃癌的诊断和治疗" 分子生物学方面!癌基因和抑癌基
因的异常导致了肿瘤的发生!肿瘤进展涉及的基因有别于肿瘤的
发生!在肿瘤进展至转移这一阶段涉及到另两类基因#转移促进
基因和转移抑制基因"转移促进基因使不具转移能力癌细胞具有
转移能力!一些激活的转移促进基因也具有癌基因功能" 转移抑
制基因能抑制转移但不影响肿瘤的生长!而抑癌基因既可抑制肿

表 & 胃癌旁#癌组织及转移灶组织 ,D!N#<%N
和 5&##I" 的阳性表达率

C=2L & M98717F0 0P<@08879, 9: ,D!NQ <%N +,6 5&##I"
7, 1/0 ,9@D+2 1788*08Q <@7D+@B 1*D9@ +,6

1/0 D01+81+808 9: A+81@7J J+,J0@

组别 样本数
()’* 阳性 /.* 阳性 5!"",6 阳性
例数 率7E; 例数 率7E; 例数 率7E;

癌旁组织
癌组织
淋巴结转移
远处转移
肝脏组织
胰腺
其它

3*
36
3’
7*.;
’6
’
\

O\
.6
6"
7’!;
!3
"
6

\"S6a
3*S"
..SOa
7O"S";
3"S!
"

66S6

*.
O!
O.
7*’;
’!
’
\

63S\
:’S6
\"S*
7\!S6;
:3S.
!""
!""

*’
.*
."
7*’;
’!
’
\

6*S:
3!SO
O\S6
7\!S6;
:3S.
!""
!""

癌旁#癌7X;
癌#淋巴结转移
癌#远处转移

"S""!7!!SO*6;
F"S".
7.S6’\;

"S""O73S6.*;
"S"’:76S:’:;

F"S".

"S"""7!\S’\!;
F"S".
F"S".

!"" !# $% 溶解沉淀" 紫外分光光度计定量!&’"!保存备用"
!3! 方法
!3!3& 免疫组化
抗体来源#鼠抗 ()’* 单克隆抗体*+,-&"’*.%购于美国癌

基因公司&鼠抗 /.* 单克隆抗体712&3;和鼠抗 5!"",6 单克隆抗
体7829!!:;购于丹麦 1,<= 公司" %(>?@?2( 免疫组化试剂盒购自
丹麦 1AB2 公司" 免疫组化技术采用 %(>?@?2( 二步法!C-5 替代
一抗作阴性对照" ()’*’/.* 和 5!"",6 阳性染色为淡黄色’棕黄
色或棕褐色" /.* 定位于细胞核!()’* 和 5!"",6 定位于细胞浆
和细胞膜" 采用二级计分法!阳性细胞计数#D.E!" 分&.E&’.E!
! 分&’.E&."E!’ 分&."E&3.E!* 分&F3.E!6 分" 染色强度分
类#淡黄色!! 分&黄或深黄色!’ 分&褐或棕褐色!* 分" 两者计分
相乘大于 ! 者为阳性 G’H"
!3!3! MK;R55KM

&" 引物设计及合成 /.**.&:%引物由上海生工生物工程技
术服务有限公司合成!经 C,I% 纯化" 引物序列#%J2( .#*5%.M&
$LL$$LL$L$$LL$,L,I! *,5%.M &,LLL$IIIL,,LL,ILLL$#
I$N%J2(OP *5%.M &,L,IIIL$II$$ILLL,III$! *,5%.M &
,I$$IL,,,LL,I,LL$L,IILI& %J2(3# *5%.M &$LL$,I#
I$$IIL$L$I,L$I$*,5%.M&I$IILLL$I,LL$II,I$L$& %J#
2(:#*5%.M&III,L,II$,II,LL,I,LL$I,$$$LL$$!*,5%.M&
,$L$I,,IIL,$,,L$IL,LLL$$II"

!" MK; 扩增 ." !# 反应体系#QR’=!:S. !#!!"$TUVVWX. !#!
QY$C*各 ’S. ))2#Z8%. !#!+[L#’7’. ))2#Z8;. !#!上’下游引物各
. !#*’S. ))2#Z8%!模板 1Y,6 !#*6"" ([%!!"#1Y, 聚合酶 ’S. !#
*!S’. !)2#Z8%" 反应条件#\6!变性 6)?(&\6! !)?(! 退火 ..!
!)?(! 3’! ! )?(!循环 *. 次!3’!延伸 !" )?(!6!保存"
!L!LN 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

&O 凝胶组成 6"%丙烯酰胺# 甲叉双丙烯酰胺 *!\P!%* )#!
!"$$-%!S. )#!甘油 "S3. )#!QR’= \S3. )#!制胶前加入 ’.%过硫
酸胺 ." !#!$%+%1 *" !#!混匀后立即制胶" ." > 电压预电泳
*" )?("

!O 样品点样 CL] 扩增产物 !. !# 与 1+5= 变性液按 ’P!
体积比混合!混合物置 \.&!""!水浴中变性 !" )?(^立即置冰浴
中骤冷 !. )?( 后上样!." ), 电流电泳 ! _!改为 ’. ), 电流!至
指示剂溴酚蓝达到胶底部!结束电泳"

NO 染色 取出胶板!置于固定液7!"E无水乙醇与 "S.E冰乙
酸;! 轻摇固定 !" )?(!’E硝酸银染色 . )?(! 置显影液 **" [Z8
YA=R!体积分数 "S.E甲醛溶液%显影至条带清晰!终止显影!每
步操作后均用去离子水漂洗 ’ 遍G.H"

6; 结果判断 与正常组织及癌旁组织相比较!若出现条带的
缺失或易位!即可判断为阳性"
!LN 统计学处理

5C55 软件作统计处理" ()’*’/.* 和 5!"",6 相互之间以及
它们与临床病理因素的关系采用 "’检验"

N 结果
NL& ,D!N#<%N 和 5&##I" 在胃癌旁# 癌组织及转移组织中的表
达

构建 ’ 张组织芯片分别含 !.* 和 !66 个位点! 其中脱落位
点!用常规切片补充"癌组织中 ()’*’/.* 和 5!"",6 染色阳性细
胞呈片状和Z或弥漫分布! 癌旁组织中阳性细胞呈散在或片状分
布!且染色强度均弱于癌组织!转移灶中阳性细胞呈散在或弥散
分布" ()’*’/.* 和 5!"",6 蛋白在胃癌旁’癌组织及转移灶中的
表达见表 !"统计结果表明!癌组织 /.* 和 5!"",6 的表达率高于
癌旁组织!而 ()’* 则低于癌旁组织*$D"S".%&5!"",6 在远处转
移灶中的表达明显高于癌组织和淋巴结中的表达*$D"S".%!()’*

在淋巴结转移灶中的表达明显低于癌组织中的表达!远处转移组
织中 ()’* 的表达也低于癌组织! 但无统计学意义 *$F"S".%!而
/.* 未观察到上述变化"

NL! ,D!N#<%N 和 5&##I" 表达阳性与胃癌部分临床病理参数的
关系

* 项指标的表达率与性别’年龄’肿瘤类型’大小’分化和淋
巴结转移部位均无明显关系*% 均F"S".%" ()’* 与肿瘤的大体类
型和远处转移相关高*% 值分别为 "S"*3 及 "S"’.%&/.* 表达在肿
瘤大体类型7溃疡型;’浸润程度及远处转移方面存在差异*% 值分
别为 "S""!!"S"!6 及 "S""6%&5!"",6 与肿瘤的大体类型和远处转
移相关高*% 值分别为 "S""! 及 "S""*%7见表 ’;"
NLN 胃癌组织中 ,D!N#<%N 和 5&##I" 阳性表达之间的相关性
将 3’ 例胃癌组织 ()’*’/.* 和 5!"",6 的表达结果相互对

照!经 "’检验显示 /.* 和 ()’* 之间以及 /.* 和 5!"",6 之间存
在相关性7% 分别为 "S"!O!"S"’.;*见表 *%"
NL" 免疫表型以及与临床病理参数的关系

* 种蛋白之间有 6 种免疫表型*见表 ’%" ()’*‘ Z/.*‘与年龄
*FO"%’组织分化*低%和大体类型*溃疡型%相关!% 分别为 "S""O’
"S"!. 和 "S"’6&/.*‘Z 5!"",6‘与大小*!*%’大体类型*溃疡型%
和远处转移高度相关 !% 分别为 "S"’:’"S""! 和 "S""*&()’*‘
Z5!"",6‘与性别*男%’大体类型*溃疡型%’远处转移和血管神经
浸润相关 !% 分别为 "S"".’"S""’’"S"!\ 和 "S"’*& ()’* ‘Z/.*‘
Z/ 5!"",6‘与性别*男%’大体类型*溃疡型%’远处转移和血管神
经浸润相关!% 分别为 "S""O’"S""*’"S"’! 和 "S"!*"
NL% <%N 基因突变的检测

*. 例原发灶 /.* 突变率为 6’S\E7!.Z*.;^ 转移灶中为 6.S3E
*!OZ*.%!共阴性率为 6:SOE*!3Z*.%!共突变率为 *3S!E*!*Z*.%!
原发灶 !. 例突变中 ’ 例转移灶未见突变!转移灶 !* 例突变中 *
例原发灶未见突变"

" 讨论
胃癌的一个重要生物学特性是早期发生淋巴结转移和晚期

发生远处转移!而转移是公认的愈后不良的重要指标!因此了解
转移涉及的机制和寻找能够区分具有转移潜能癌细胞的标志物!
将有助于胃癌的诊断和治疗" 分子生物学方面!癌基因和抑癌基
因的异常导致了肿瘤的发生!肿瘤进展涉及的基因有别于肿瘤的
发生!在肿瘤进展至转移这一阶段涉及到另两类基因#转移促进
基因和转移抑制基因"转移促进基因使不具转移能力癌细胞具有
转移能力!一些激活的转移促进基因也具有癌基因功能" 转移抑
制基因能抑制转移但不影响肿瘤的生长!而抑癌基因既可抑制肿

表 & 胃癌旁#癌组织及转移灶组织 ,D!N#<%N
和 5&##I" 的阳性表达率

C=2L & M98717F0 0P<@08879, 9: ,D!NQ <%N +,6 5&##I"
7, 1/0 ,9@D+2 1788*08Q <@7D+@B 1*D9@ +,6

1/0 D01+81+808 9: A+81@7J J+,J0@

NN
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瘤生长又可抑制转移!"#! 同一种瘤体内癌细胞转移能力的差异称
之为肿瘤细胞转移异质性!不是所有肿瘤细胞都能完成转移全过
程! 绝大多数肿瘤未能产生转移的原因"可能是由于在转移过程
中某一个或几个环节缺陷所致"如未能侵润宿主基质#抗原性太
高#肿瘤细胞缺乏凝聚力#未能停留在血管床以及不具有在转移
器官实质中定居的能力!现代分子生物学#肿瘤学研究认为"肿瘤
转移行为的获得是多基因损伤#肿瘤进展的结果! 癌基因的点突
变#扩增#重排和抗癌基因的缺失是肿瘤临床生物学行为的基础"
基因的损伤导致肿瘤过快进入相对和绝对晚期"异质性克隆的增

多必然导致转移异质性的增强"转移过程的一系列环节可能都是
有不同的基因在 $%& 或 ’%& 水平上"通过一过性或永久性的变
化来调节的! 在细胞株$转移定居%过程中"转移促进基因的激活
和转移抑制基因的失活可能是使之适应环境#增强组织亲和力的
条件!
组织芯片技术在肿瘤核酸#蛋白检测中的应用"以及这种技

术与基因芯片#蛋白芯片等其他生物学技术的结合应用"极大地
丰富并促进了肿瘤的基础性研究! 应用该技术可快速# 高效#经
济#简便地进行大样本#高通量检测"同时避免了操作及统计中造
成的误差"较好地克服了人为因素带来的偏差!我们将癌旁组织#
癌组织#转移淋巴结和远处转移灶放在一张在玻片上"可以很好
地观察它们之间的变化和区别!

()* 是胃癌组织中最常发生突变的肿瘤基因"也是研究得最
为深入的基因之一"位于人 +,(+*-+"编码 .* /0 的蛋白质! ()*
是一细胞周期调控基因"在 0%1 损伤后将细胞阻滞在 2+ 期"抑
制细胞增殖"促进 0%1 修复"而 ()* 突变后不能调控细胞增殖"
使肿瘤侵袭力增加"容易发生转移!继往研究发现"突变型 ()* 蛋
白表达与胃癌的生物学行为关系密切" 尤其与浸润和转移相关"
因此 ()* 被认为也是一个转移促进基因 !3#! 我们研究发现胃癌中
()* 蛋白的表达率明显高于癌旁"而 ()* 过表达与肿瘤的大体类
型&溃疡型’#浸润深度&浆膜外’和远处转移高度相关"说明突变
型 ()* 对胃癌细胞调控作用减弱或消失"从而导致癌细胞的浸润
和转移"这一结果同文献资料相符! 胃癌转移淋巴结和各个转移

检测项目 例数
阳性例数&百分比4’

567*8()* ()*89+::13 567*89+::13 567*8()*8(9+::13 567* ()* 9+::13
性别
男
女
年龄
!;:
<;:
肿瘤类型
腺癌
粘液腺癌
未分化癌
印戒细胞癌
腺癌组织分化
高中
低
大小
!*
*=;
<;
大体类型
蕈伞型
溃疡型
缩窄型
浸润程度
粘膜深层
肌层
浆膜层
周围组织
远处转移
有
无

血管神经浸润
有
无

):
73

33
*:

3*
+*
>
>

7+
77

+7
3+
7+

+)
)3
)

+
?
)*
+*

*@
*;

7*
)+

**A;;-::B
+)CD7-):B

77C):-::B
7)C@*-*:BE

*:CD>-@:B
@CD+-.:B
3C33-3:B
DCDD-,:B

++C.7-3:B
+>C@D-3:BE

DC.:-::B
7>C,:-,:B
+*&D+->:B

DC3:-::B
3:C,3-+:BE
7C3:-::B

+C+::-::B
*C37->:B
*.CDD-::B
>CD>-7:B

7@C,*-,:B
7:C..-D:B

+@C,@-*:B
*:C.@-@:B

*DC,7-::B
+3C.@-*:B

*+C,:-.:B
+>CD*-*:B

**C,D-,:B
,C.*-@:B
DCDD-,:B
3C33-3:B

+,C@+-::B
+DC,7-,:B

++C>+-,:BE
7>C,:-,:B
+:C3,-D:B

.C**-*:B
33C@+-.:BE
+C7:-::B

+C+::-::B
DC@.-,:B
*.CDD-::B
>CD>-7:B

*7C@3-7:BEE
+@C.:-::B

+,C,*->:BE
**CD3-,:B

*7CD3-::BEE
,C7>-7:B

73C.3-.:’
+.C.:-::B

7DCD:-.:B
DC3D-7:B
*C**-*:B
3C33-3:B

+3CDD-,:B
++C.:-::B

,C.@-*:B
77C.*-,:B
+:C3,-D:B

7C+*-*:B
*.CD3-@:BEE
7C73-::B

+C+::-::B
*C37->:B
7>C.3-,:B
,C.*-@:B

7.CD.-@:BE
+*C*D-+:B

+,C,*->:BE
77C3*-+:B

7>C.@-::BEE
DC7.-::B

7:C3.-.:B
+.C.:-::B

7*C.*-.:B
DC3D-7:B
7C77-7:B
3C33-3:B

+7C.,-+:B
++C.:-::B

DC.:-::B
7:C3@-@:B
>C37->:B

7C+*-*:B
*7C.>-D:BE
+C7:-::B

+C+::-::B
7C7@-D:B
7DC3>-+:B
,C.*-@:B

77C.,->:BE
++C*:-D:B

+DCD>-D:BE
+>C*,-*:B

*@C,D-::B
+DCDD-,:B

7,CD+-3:B
7*C,D-,:B

*3C,>-+:B
>CD>-7:B
.C..-D:B
DCDD-,:B

+@C@.-,:B
+DC,7-,:B

,C.@-*:B
*7C,@-::B
+.C,+-3:B

,C3D-,:B
3*C,>-D:BE
3C@:-::B

+C+::-::B
3C.,-+:B
*>C,*-D:B
+:C,D->:B

*7C@3-7:BE
77CD+-+:B

+.CD.-7:B
*>C,D-.:B

3*C@D-::B
+@C>+-,:B

**C,.-::B
7@C>*-*:B

*DC@*-,:B
@CD+-.:B
@C@@->:B
>C+::-::B

+@C@.-,:B
+@C@+-@:B

@CDD-,:B
*DC@,-@:B
+,C@+-::B

@C.*-*:B
.:C>7-D:BEE
*CD:-::B

+C+::-::B
*C37->:B
33C@*-::B
+*C+::-::BE

7DC>3-,:BE
7.CD>-3:B

77C>.-,:BE
*>C,D-.:B

*,C,3-::B
+DCDD-,:B

**C,.-::B
7:CDD-,:B

*3C,>-+:B
@CD+-.:B
,C,,-@:B
3C33-3:B

+,C@+-::B
+,C,,-*:B

++C>+-,:B
7>C,:-,:B
+*CD+->:B

.C**-*:B
3.C@*-*:BEE
*CD:-::B

+C+::-::B
DC@.-,:B
*DCD,->:B
+:C,D->:B

**C@D-@:BEE
7:C..-.:B

+,C,3-::B
*DC,:-D:B

于观贞!等" 晚期胃癌中的肿瘤异质性表达与侵袭转移的相关性研究

表 % 胃癌临床病理参数与 3/%4!5)4 和 -1**6& 阳性表达和不同阳型表型间的关系
789: % ;<9=>?"3@A?5@ =/"3B 8?"9"B?C=9 CA=DEC><D?@>?C@ "F GE@>D?H HE3HID E3J 3/%4K

5)4 E3J -1**6& @>E?3?3B E3J H"/L?3<J B<3">M5<@

表 % 胃癌临床病理参数与 3/%4!5)4 和 -1**6& 阳性表达和不同阳型表型间的关系
7L9: % ;<9E>?"3@A?5@ E/"3B L?"9"B?HE9 HAEDEH><D?@>?H@ "F BE@>D?H HE3H<D E3J 3/%4K

5)4 E3J -1**6& @>E?3?3B E3J H"/L?3<J B<3">M5<@

表 4 N% 例胃癌组织中 3/%4!5)4 和 -1((6& 间的相关关系
7L9: 4 ;<9E>?"3@A?5@ E/"3B 3/%4K 5)4 E3J -1((6&

?3 N% HE@<@ "F BE@>D?H HE3H<D

蛋白 总例数
阳性结果!例数&4’#

567* ( (.* ( 9+::13 (
567*
F
G
(."
F
G

9+::1H
F
G

.H
7:

D+
+*

.*
7+

H@&,@-,:’E
D&HD-7:’

*@&,+-,:’
+D&,D-7:’

:-:7

H@&@@->:’E
+*&D.-::’

H,&@@-,:’E
+H&DD-,:’

:-:7

:-:*

*@C,:-+:B
+.C,.-::B

H,C,,-::BE
DCHD-7:B

:-:*

瘤生长又可抑制转移!*#! 同一种瘤体内癌细胞转移能力的差异称
之为肿瘤细胞转移异质性!不是所有肿瘤细胞都能完成转移全过
程! 绝大多数肿瘤未能产生转移的原因"可能是由于在转移过程
中某一个或几个环节缺陷所致"如未能侵润宿主基质#抗原性太
高#肿瘤细胞缺乏凝聚力#未能停留在血管床以及不具有在转移
器官实质中定居的能力!现代分子生物学#肿瘤学研究认为"肿瘤
转移行为的获得是多基因损伤#肿瘤进展的结果! 癌基因的点突
变#扩增#重排和抗癌基因的缺失是肿瘤临床生物学行为的基础"
基因的损伤导致肿瘤过快进入相对和绝对晚期"异质性克隆的增

多必然导致转移异质性的增强"转移过程的一系列环节可能都是
有不同的基因在 0%1 或 ’%1 水平上"通过一过性或永久性的变
化来调节的! 在细胞株$转移定居%过程中"转移促进基因的激活
和转移抑制基因的失活可能是使之适应环境#增强组织亲和力的
条件!
组织芯片技术在肿瘤核酸#蛋白检测中的应用"以及这种技

术与基因芯片#蛋白芯片等其他生物学技术的结合应用"极大地
丰富并促进了肿瘤的基础性研究! 应用该技术可快速# 高效#经
济#简便地进行大样本#高通量检测"同时避免了操作及统计中造
成的误差"较好地克服了人为因素带来的偏差!我们将癌旁组织#
癌组织#转移淋巴结和远处转移灶放在一张在玻片上"可以很好
地观察它们之间的变化和区别!

(.* 是胃癌组织中最常发生突变的肿瘤基因"也是研究得最
为深入的基因之一"位于人 +,(+*-+"编码 .* /0 的蛋白质! (.*
是一细胞周期调控基因"在 0%1 损伤后将细胞阻滞在 2+ 期"抑
制细胞增殖"促进 0%1 修复"而 (.* 突变后不能调控细胞增殖"
使肿瘤侵袭力增加"容易发生转移!继往研究发现"突变型 (.* 蛋
白表达与胃癌的生物学行为关系密切" 尤其与浸润和转移相关"
因此 (.* 被认为也是一个转移促进基因 !H#! 我们研究发现胃癌中
(.* 蛋白的表达率明显高于癌旁"而 (.* 过表达与肿瘤的大体类
型&溃疡型’#浸润深度&浆膜外’和远处转移高度相关"说明突变
型 (.* 对胃癌细胞调控作用减弱或消失"从而导致癌细胞的浸润
和转移"这一结果同文献资料相符! 胃癌转移淋巴结和各个转移

表 4 N% 例胃癌组织中 3/%4!5)4 和 -1((6& 间的相关关系
7L9: 4 ;<9E>?"3@A?5@ E/"3B 3/%4K 5)4 E3J -1((6&

?3 N% HE@<@ "F BE@>D?H HE3H<D

4&
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灶中 !"# 的阳性表达率高于癌组织中的表达! 但没有统计学意
义" 考虑到所测的均为进展期胃癌且样本较少!还需加大样本量
进一步确定转移灶和原发灶之间是否存在差异"结果表明 !"# 突
变是肿瘤发生的晚期事件! 与胃癌的恶性表型和转移高度相关!
此外由于 !"# 在癌及转移灶中的高突变率!可在进展期胃癌的治
疗中将 !"# 作为一个靶点进行基因治疗"

!"$# 是第一个发现的转移抑制基因!位于人 %&’$%#编码 %&
() 的蛋白质!主要为二磷酸核苷激酶$*)+,%!*)+, 参与体内
磷酸核苷的生成! 通过影响微管聚合状态及 - 蛋白介导的信号
传导通路而调节细胞代谢!在肿瘤细胞增值#分化和侵袭转移中
起重要作用."/" 研究表明!!"$# 基因的缺失和突变与胃癌肿瘤的
浸润和转移有关!并与短的生存期相关 .0/" 本实验发现 !"$# 在癌
旁#癌和转移灶组织中的阳性表达率呈下降趋势!而且两两之间
存在统计学差异!说明 !"$# 具有部分抑瘤活性!而且表达的缺
失可能引起部分细胞的转移" 但 !"$# 在溃疡型肿瘤和具有远处
转移的原发肿瘤中过表达!和以往结果不符!这可能与肿瘤的增
殖活性或与 !"# 的状态有关"

#$%1&%23’4 是 56$7结合蛋白 8%33 家族的一员!编码 %%() 的
蛋白质! 参与细胞浆骨架动力学和细胞运动的调节" 文献报道
#$%1&%33’4 的过表达与肿瘤的侵袭转移高度相关 ! 即 #$%1
&%33’4 也是一转移促进基因.&/"本研究发现癌组织中 #$%1&%33’4
阳性表达要高于癌旁中的表达! 远处转移灶中 #$%1&%33’4 的表
达要高于癌和淋巴结中的表达!但癌组织与淋巴结中的表达无明
显差异!说明 #$%1&%33’4 具有一定的抑瘤活性!而其过表达能促
进癌细胞的移动!转移至远处" 溃疡型肿瘤和具有远处转移的肿
瘤中 #$%1&())’4 的过表达也支持这一观点"
如同肿瘤的发生是一个多基因参与的过程一样!肿瘤的进展

至转移这一阶段也有许多基因参与!多个基因相互作用" 野生型
!"# 在一定条件下可以增加 !"$# 的表达! 但在另外条件下抑制
!"$# 的表达 .9/!多数研究认为 !"$# 的缺失和 !"# 的突变与肿瘤
的恶性表型和转移相关!但也有人发现两者的表达与胃癌患者的
愈后相关 .0/" 本研究发现 !"$# 阳性表达与 !"# 阳性表达之间具
有相关性!且 !"$#71!"#7表型占 04:;<$491&4%!并与年龄=03#低
分化和溃疡型相关! 提示突变型 !"# 的获得性功能可能会调节
!"$# 的表达" !"# 与 &%33’4 存在着物理结合!&%33’4 能调节突
变型 !"# 的活性!通过介导突变型 !"# 的获得性功能调整一系列
基因的表达!从而发挥其转移促进作用 .;/"本研究中 !"# 过表达和
&%33’47过表达关系密切!!"#71&%33’47表型占 0&:0<$"31&4%!
并与!##溃疡型和远处转移相关!提示两者之间可能相互作用!
作用于肿瘤的进展和转移 " 近年来 ! 一些学者认为 !"$# 与
&())’4 在肿瘤转移过程中具有共同调节作用" 本研究未发现两
者表达之间有相关性!但 !"$#71&%33’47表型占 "$:&<$#;1&4%!
且与性别$男%#溃疡型#远处转移和血管神经浸润!说明在评价胃

癌的恶性生物学行为方面两者共表达较单一表达效果显著"由于
!"# 表达较高!!"$#71!"#71&%33’4 表型特点同 !"$#71&%33’47
表型"
胃癌的转移是以多个转移促进基因激活和转移抑制基因失

活为基础的多步骤#多阶段过程"通过比较转移淋巴结#远处转移
灶和原发灶中 >?$##!"# 和 &%22’4 的表达! 可以发现在转移过
程中部分癌细胞性状发生了变化!这可能与转移潜能有关 .%2/" 此
外!蛋白表达间的相关性提示基因间调控可能会促进或抑制转移
的发生"通过研究蛋白表达结合表型以及它们与临床参数之间关
系!可发现利用基因表型去预测胃癌的恶性性状和转移较单一指
标更好" 本课题组将进一步随访分析 >?$##!"# 和 8%22@4 与胃
癌患者愈后的关系!证实三者在胃癌评价中的作用"
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