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摘要!目的 研究 Galectin-3在大肠癌组织!癌旁组织及转移组织中的表达"初步探讨其与大肠癌发生发展,侵袭转移的

关系# 方法 $1%用 SP 免疫组化法检测 158例临床石蜡组织标本$癌旁组织 30例"腺瘤组织 25例"大肠癌组织 65例"淋

巴结转移性大肠癌 38例%中的 Galectin-3蛋白的表达# $2%用 RT-PCR 法分析 Galectin-3mRNA 在 31对新鲜大肠癌

组织及相应癌旁组织中的表达情况# 结果 $1%Galectin-3 蛋白在大肠癌组织&癌旁组织及腺瘤中的表达具有明显差异

(!!0.001)’在浸润程度深&分化程度低及发生淋巴结转移的大肠癌组织中的表达明显高于浸润程度浅&分化程度高及未

发生淋巴结转移的大肠癌组织$!!0.05%# $2%在 31对大肠癌组织中浸润程度深&分化程度低及发生淋巴结转移的组织

中的表达明显高于浸润程度浅&分化程度高及未发生淋巴结转移的组织"其表达量的平均倍比关系分别为 2.67&1.98&

1.91# 结论 Galectin-3的差异表达,可能与大肠癌的发生发展及转移有关#
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=>"’3?7’@ ABC.$’%8. To investigate the association between galectin-3 expression and biologicalbehaviors of human

colorectalcarcinoma. D.’5(E" SP immunohistochemistry wasused to detectthe expression ofgalectin-3 in 158 casesof

paraffin-embeddedspecimens(including30 normalmucosa,25 adenoma,65 carcinomaand 38 metastatictumorspeciemns).

Real-time RT-PCR wasperformed to detectgalectin-3 mRNA expression in 31 pairsoffresh carcinoma and corresponding

adjacentnormalmucosaspecimens. F.":-’" Theexpression levelsofgalectin-3 wassignificantly differentbetween normal
mucosaand adenomatissues (!!0.001), and moderately orwelldifferentiated colorectalcarcinomasshowed significantly

lowerexpressionofthegalectin-3thanthepoorlydifferentiatedcarcinomas "!!0.03). Invasivecarcinomasexhibited higher

galectin-3 expression levelsthan non-invasiveones (!!0.001), and galectin-3 expression in thecolorectalcarcinomaswas

significantly related with the lymph node metastasis (! !0.001). Galectin-3 mRNA expression in poorly differentiated

colorectalcarcinomaswasabout1.98timesthatinmoderatelyorwelldifferentiated colorectalcarcinomas (!=0.03), and in

invasivecarcinomas,galectin-3mRNA expressionwas1.67timeshigherthanthatinnon-invasiveones(!!0.001).Galectin-3
mRNA expressionintumorswithlymphnodemetastasiswas1.91timesthatinnon-metastatictumors(!=0.013).G()$-:"%()
Galectin-3expressionispositivelycorrelatedwithandinvasion,poordifferentiationandmetastasisofcolorectalcarcinoma.

H.I 4(3E"J colorectalcarcinomas;galectin-3;metastasis;invasion

大肠癌是严重危害人类健康的常见消化道恶性

肿瘤# 近年来"我国大肠癌的发病率及死亡率呈逐年

上升的趋势"在恶性肿瘤发病率中排第四位# 因此大

肠癌的发生发展机制越来越引起人们的重视#为了研

究探索与大肠癌发生发展相关蛋白的功能机制"本实

验室利用 2-DE 和 M ALDI-TOF-M S 技术" 从来源于

同 一 亲 本 但 转 移 能 力 不 同 的 细 胞 株 SW 620 和

SW 480中初步筛选得到与 Galectin家族高度匹配的

蛋白质#
Galectins$!-半乳糖苷结合蛋白%是生物体内广

泛 存 在 的 一 大 类 结 合 蛋 白 " 属 于 凝 集 素 家 族 #
Galectin-3$#r31000%是 Galectin 家 族 的 重 要 成 员 之

一"广泛表达于上皮细胞和免疫细胞"其存在于细胞

质及胞核内"参与多种生物学过程,如调节细胞 -细

胞&细胞 -基质的相互作用"参与细胞的增殖&分化&
局部免疫调节和凋亡等,与肿瘤的转移&浸润&生长和

粘附有关# 但是近期尚无人从蛋白水平及 mRNA 水

平对 Galectin-3 的异常表达与大肠癌的关系进行研

究#
本实验中我们采用免疫组织化学技术和荧光定

量多聚酶链式反应对大肠癌组织中 Galectin-3 在蛋

白及 m RNA 水平进行定性&定量研究"探讨其与大肠

癌组织分化&侵袭和转移的关系"为阐明大肠癌转移

分子机制提供新的线索#
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1材料与方法

1.1组织标本来源

收集南方医院病理科 2005 年间大肠癌病例石

蜡标本 158例!其中癌旁组织"距癌变边缘 15cm #30
例!腺瘤组织 25例!大肠癌组织 65例!淋巴结转移癌

38例!切 4!m 切片做免疫组化$ 收集南方医院外科

新鲜手术标本共 31例! 其中每例分别取肿瘤组织和

癌旁组织"距癌变边缘 15cm %,其中浸润深肌层或全

层的 25例! 浸润浅肌层或粘膜层的 6例& 低分化的

11 例!高或中分化的 20 例&未发生淋巴结转移的大

肠癌组织 17 例! 发生淋巴结转移的大肠癌组织 14

例$ 每个标本的组织学类型及浸润’转移情况以常规

病理诊断为依据$ 取材后液氮保存$
1.2免疫组化

鼠抗人 Galectin-3单克隆抗体’免疫组化染色试

剂盒 SP-9000 购自北京中杉公司$ 石蜡切片脱蜡至

水!蒸馏水冲洗 3次!3% H2O2 覆盖 10 min!灭活内源

性过氧化物酶!PBS 漂洗 5m in!3次! 用枸橼酸钠进

行抗原修复 20m in!PBS 漂洗 3!5m in次! 滴加 10%

正常山羊血清孵育 30min!封闭非特异性抗原$ 滴加

鼠抗人 Galectin-3抗体"1"200%37#孵育 2 h!PBS 漂

洗 5 min!3 次$ 滴加羊抗鼠二抗 37!#孵育 15 min!
PBS 漂洗 5m in!3次!滴加辣根酶标记链霉卵白素工

作液 37#孵育 15 m in!PBS 漂洗 5 min!3 次! 滴加

DAB!显微镜观察显色!蒸馏水洗中止!切片苏木素

复染!分化返蓝!脱水封片$
1.3免疫组化结果判断

光镜下半定量结果判断标准 (1)$ 按细胞着色评

分*棕褐色 3 分&棕黄色 2 分&淡黄色 1 分&无着色 0

分$ 按着色细胞的数量评分*一个视野内着色细胞!
75% 4 分 &51% -75% 3 分 &11% -50% 2 分 &!10% 1

分&阴性 0分$ 最后两者相乘*0-3分 阴性表达(-)&4-6
分 弱阳性表达(+)&7-9分 较强阳性表达(++)&9-12分

强阳性表达(+++)$
1.4Real-timePCR 检测大肠癌组织中 Galectin-3的表

达

1.4.1 RNA 的制备 TRIZol试剂 +Invitrogen公司%法

提取细胞总 RNA*取新鲜组织+每例标本约 100 mg%
置 匀 浆 器+180!#干 烤 8 h%!加 TRIZol1 m l!冷 冻 匀

浆!置 Eppendorf管!室温孵育 5min$ 加入 0.2ml氯

仿摇匀 15s!室温孵育 2-3min!4!# 12000r/m in离心

15m in$小心吸取上清液至新的 Eppendorf管!加异丙

醇 0.5m l!室温孵育 10min!4!# 12000r/m in离心 10

m in$ 弃上清液!加入 1m l75% 乙醇充分洗涤沉淀!4#
7500 r/min 离 心 5 m in$ 弃 上 清 液! 真 空 干 燥 5-10

m in!DEPC 水溶解 RNA !"80!#保存备用$

1.4.2 cDNA 第 1 链的合成 反应总体系为 20 !l!其

中样品总 RNA 1!l!10!逆转录缓冲液 2!l!M gCl2 4
!l!AM V 逆转录酶 1.5!l!dNTPs8!l!Rnasin0.5!l!
OligdT 2!l!DEPC 水 1!l$ 42!#反应 1h!95!#灭活

逆转录酶 5min$
1.4.3 相对定量荧光定量 PCR 由于实验选取的标本

为新鲜组织!因此在取材时很难做到每例样品的初始

浓度一致! 所以我们采用了分管看家基因 "-actin作

内部参比!通过相对定量荧光定量 PCR 方法!同时对

Galectin-3 和 "-actin 进 行 检 测 ! 计 算 出 不 同 样 本

Galectin-3m RNA 的相对表达量$ 采用 Primer5.0 设

计 引 物 !Galectin-3 的 上 游 引 物 为 5'-GCCACTG

ATTGTGCCTTAT-3'! 下 游 引 物 为 5'-AAACCGA

CTGTCTTTCTTCC-3'!产物长度为 233bp&"-actin的

上 游 引 物 为 5'-TCGTCCTCATACTGCTCA-3'!
"-actin 的 下 游 引 物 为 5'-GAAACTACCTTCAA

CTCC-3!产物长度为 268bp$ 退火温度为 55!#!PCR
体系 20!l!含 ExTaq 2! 10!l+内含 TaKaRaEx Taq

HS!dNTP M ixture!M g2+,SYBP GreenⅠ等%!DyeⅡ 0.4

!l+用于 M x3000P 等机型!以校正孔与孔之间产生的

荧光信号误差%!cDNA 1!!l!上下游引物+25!mol/L%
各 0.2!l!ddH2O 8.2!l$ 应用 M x3000P 定量 PCR 仪

+Stratagene% 进行 RT-PCR 实验! 检测各模版的 Ct

值! 所有实验均重复 3 次! 阴性对照不加模版$ 以

Folds=2-##Ct[2]表示实验组与对照组目的基因表达的

倍比关系!公式如下 ##Ct= (Cttargetgene" Ct"-actin)癌组织

" (Cttargetgene" Ct"-actin)相应癌旁组织$重复 3次实验!计

算平均值$
1.5 统计学方法

统计软件为 SPSS11.5! 免疫组化结果采用秩和

检验!RT-PCR 结果采用单样本 ! 检验和独立样本 t

检验$

2 结果

2.1 Galectin-3的免疫组织化学检测结果

2.1.1Galectin-3蛋白在正常大肠粘膜! 大肠腺瘤!大

肠癌及淋巴结转移癌组织中的表达 Galectin-3 蛋白

在正常大肠粘膜’大肠腺瘤’大肠癌及淋巴结转移癌

组织中均有表达但表达强度依次增加$ 4种组织之间

阳性表达率有显著性差异+表 1%$
2.1.2 Galectin-3 蛋白在不同大肠癌组织中的表达及

其关系 Galectin-3 蛋白在不同大肠癌组织中均有表

达$其中浸润程度深的表达明显高于浸润程度浅的大

肠癌组织!分化程度低的表达明显高于分化程度高的

大肠癌组织!发生淋巴结转移的明显高于未发生淋巴

结转移的癌组织+表 2’图 1-6%$
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Groups Cases ! !% " +!% " ++!% " +++!% " M eanRank

Normalmucosa 30 6!20" 23(77) 1(3) 0(0) 26.37

Adenoma 25 1!4" 15(60) 5!20) 4(16) 50.44

Carcinoma 65 0(0) 5(8) 12(18) 48(74) 101.58

M etastatictum ors 38 0(0) 3(8) 6(16) 29(76) 102.80

Kruskal-W allisTest# !2=90.236$!!0.001

表 ! "#$%&’()-* 在正常粘膜!腺瘤!大肠癌及

淋巴结转移癌中的表达

+#,-! ./01%22(3) 34 5#$%&’()-* () )316#$ &3$3)(&
%0(’7%$(869 #:%)36#9 &3$31%&’#$ &#1&()36#9 #): ’86312

;(’7 $<607#’(& 6%’#2’#2(2

2.2Galectin-3的 Realtime-PCR 检测结果

新鲜组织总 RNA 琼脂糖凝胶电泳可见清晰的

18S%28S 条带!图 7"&

组织总 mRNA 经逆转录成 cDNA 后$ 进行荧光

实时定量 PCR 检测$从融解曲线上未见到杂峰$说明

扩增产物单一$没有非特异性扩增!图 8"& 从扩增曲

线可见所有样品均已进入扩增的平台期$说明反应条

件设定准确!图 9"& 产物鉴定的琼脂糖电泳结果显示

!图 10"$5个不同的样品扩增得到的产物单一$ 符合

引物设计时的扩增长度!233bp"& 通过对获得的样本

Ct值进行相对定量计算分析$31 例大肠癌组织中浸

润 程 度 深 的 大 肠 癌 相 对 浸 润 程 度 浅 的 大 肠 癌 $其

Galectin-3 m RNA 的表 达 水 平 的 平 均 倍 比 关 系 约 是

Groups Cases +!% " ++!% " +++!% " Kruskal-W allisTest

Invasion

Superficiallayer 10 4!40" 4!40" 2!20" !2" 18.904

Deeplayer 55 1!2" 8!15) 46!83" !!0.001
Differentiation

Poor 25 1!4) 3!12) 21!84) !!!!!!2" 10.723

W ellorM oderate 40 4!10" 9!23" 27!67" !" 0.03

M etastasis

Non-metastatic 27 4!15" 10!37" 13!48) !!!!!!2" 16.349

M etastatic 38 1!3" 2!5) 35!92" !!0.001

表 = "#$%&’()-> 在不同浸润程度!分化程度!

转移情况的大肠癌中的表达

+#,-= ./01%22(3) 34 5#$%&’()-* () &3$31%&’#$
&#1&()36# ;(’7 :(44%1%)’(#’(3) 51#:%2 #):

,%7#?(312 34 ()?#2(3) #): 6%’#2’#2(2

图 @ "#$%&’()-> 在正常粘膜组织中的表达

A(5-@ "#$%&’()-> %/01%22(3) () )316#$ &3$3)(& %0(’7%$(86 #:B#&%)’ ’3 ’7% &#1&()36# (SP,originalmagnification:!200)
图 = "#$%&’()-> 在腺瘤中的表达

A(5-= ./01%22(3) 34 5#$%&’()-> () #) #:%)36# 20%&(6%) (SP,originalmagnification:!200)
图 > "#$%&’()-> 在高分化腺癌中的表达

A(5- > "#$%&’()-> %/01%22(3) () ;%$$ :(44%1%)’(#’%: &3$31%&’#$ &#1&()36# (SP,originalmagnification:!400)
图 C "#$%&’()-> 在中分化腺癌中的表达

A(5- C "#$%&’()-> %/01%22(3) () 63:%1#’%$< :(44%1%)’(#’%: &3$31%&’#$ &#1&()36# (SP,originalmagnification:!200)
图 D "#$%&’()-> 在低分化腺癌中的表达

A(5- D "#$%&’()-> %/01%22(3) () 0331$< #:%)3&#1&()36# (SP,originalmagnification:!200)
图 E "#$%&’()-> 在淋巴结转移灶中的表达

A(5-E "#$%&’()-> %/01%22(3) () # $<607#’(& 6%’#2’#’(& ’8631 43&82 (SP,originalmagnification:!100)

1 2 3

4 5 6

图 F 大肠癌组织 GHI
A(5-F .$%&’130731%2(2 34 ’7% GHI () &3$31%&’#$ ’(228%

28S

18S
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Groups Cases Folds!!"#$!%&" ’ (
Invasion

Deeplayer 25 3.56!2.37 4.592 !(!0.001
Superficiallayer 6 1.33!0.19

Differentiation

Poor 11 4.33!2.70 2.447 !!(=0.03
W ellorM oderat20 2.18!1.45

M etastasis

Non-m etastatic 17 2.20!1.73 2.643 !(=0.013
M etastatic 14 4.21!2.47

表 ! 实时荧光定量 "#$ 检测 %&’()*+,-- 在

大肠癌及癌旁组织中的表达

.&/0! %&’()*+,-! (123(44+5, +, ,536&’ )5’5,+)
67)54& &,8 )&3)+,56& &44&9(8 /9

:7&,*+*&*+;( 3(&’ *+6( "#$

2.67# 低 分 化 的 大 肠 癌 相 对 高 分 化 的 大 肠 癌 $其

Galectin-3mRNA 的 表 达 水 平 的 平 均 倍 比 关 系 约 是

1.98#发生淋巴结转移的大肠癌组织相对未发生淋巴

结转移的大肠癌组织$其 Galectin-3mRNA 的表达水

平的平均倍比关系约是 1.91!表 3"%

3讨论

Galectin-3是一种细胞内和细胞外凝集素$ 包括

三个结合域:NH2末端结合域$ 一个糖结构识别域和

一个特有的富含甘氨酸&脯氨酸和酪氨酸重复序列的

结构域% Galectin-3广泛分布于正常细胞和肿瘤组织

中$如单核细胞和巨噬细胞&正常胃黏膜及胃癌&结肠

黏膜及结肠癌&乳腺上皮及乳腺癌&前列腺及前列腺

癌&间变型大细胞淋巴瘤&甲状腺癌&卵巢癌及黑色素

瘤等’3-14(% 目前认为 Galectin-3可能在以下几个方面

促进肿瘤的形成和转移)!1"Galectin-3的糖亲和性促

进血管内皮细胞和平滑肌细胞的有丝分裂及参与肿

瘤形成中的血管生成’15(%!2"Galectin-3是基质金属蛋

白 酶 (M M P)-2 和 (M M P)-9 的 底 物 $M M P 将

Galectin-3 分解 后 产 生 一 个 相 对 分 子 质 量 为 22"103

的糖识别域和一个相对分子质量为 9"103 的氨基酸

残 基 组 成 Galectin-3 末 端 片 段 ’16(% 目 前 已 经 明 确

M M P$ 特别是 M M P-2 的表达增高与肿瘤的演进相

关$这样裂解的 Galectin-3 可能在肿瘤的转移&侵袭

这一步具有一定的作用% !3"肿瘤的转移需要肿瘤细

胞与内皮细胞粘附$进一步形成细胞游走$Galectin-3
在炎症反应中参与炎症细胞的游走$因此认为肿瘤细

胞表面的 T 抗原和内皮细胞表面的 Galectin-3 在肿
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图 < 荧光定量 "=$ 融解曲线
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图 CD 荧光定量 "=$ 产物

M :PCR marker$1-5:galectin-3扩增产物(233bp)
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图 EE 实时荧光定量 "=$ 检测 %&’()*+,-- 在大

肠癌及癌旁组织中的表达
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瘤细胞粘附内皮细胞方面起着重要的作用 !17"# (4)

Galectin-3能阻止细胞的凋亡 !18,19"$ Galectin-3的过度

表达可使细胞逃脱同其他的凋亡刺激所引起的巢式

凋亡 !19-21"$因而认为$Galectin-3在肿瘤细胞中的表达

增强了肿瘤细胞的转移潜能% 综合而言&肿瘤细胞表

面 Galectin-3 表达升高通过增加细胞的聚集和提高

与内皮细胞的亲和性而增大肿瘤的转移潜能%
本研究为了探讨 Galectin-3 在大肠癌发生发展

中的作用& 以石蜡组织及新鲜大肠癌组织为研究对

象&应用免疫组化技术’荧光实时定量 RCR&从蛋白

与 m RNA 水平检测 Galectin-3在大肠癌组织中的表

达情况# 我们的免疫组化检测结果显示 Galectin-3在

大肠癌组织中的表达明显高于相应的癌旁组织(在浸

润程度深’分化程度低及发生淋巴结转移的组织中的

表达明显高于浸润程度浅’分化程度高及未发生淋巴

结转移的组织% 这些结果提示 Galectin-3的高表达与

大肠癌细胞的癌变’高侵袭能力’低分化趋向有一定

相关性% Realtime-PCR 检测结果表明大肠癌组织中

Galectin-3mRNA 的表达明显高于相应的癌旁组织%
在浸润程度深’分化程度低及发生淋巴结转移的组织

中的表达明显高于浸润程度浅’分化程度高及未发生

淋巴结转移的组织% Galectin-3mRNA 水平的检测与

蛋 白 水 平 的 检 测 结 果 一 致 & 说 明 大 肠 癌 组 织 中

Galectin-3表达的增强是由于基因转录水平上调的结

果%
根 据 这 些 实 验 结 果 说 明 无 论 在 蛋 白 水 平 还 是

m RNA 水平&Galectin-3的异常表达与肿瘤的侵袭能

力和转移能力有密切的相关性&可作为一个潜在的大

肠癌发病与转移的观察指标% 但是 Galectin-3的生物

学功能依然没有明确&阐明它的功能有待进一步的研

究%
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