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【摘* 要】目的：探讨 9$(:) 基因 4R,H及其蛋白在胃癌与正
常胃粘膜组织中的表达差异及其临床病理相关因素之间的关

系. 方法：采用逆转录#多聚合酶链反应（R0#TPR）和 U1@=1A9
Y2-=技术对临床 ’" 例胃癌新鲜标本及其周围正常粘膜组织

中 9$(:) 基因和蛋白的表达进行检测，并对其表达和各临床
病理参数的关系进行分析. 结果：R0#TPR 结果显示 9$(:)4#
R,H在胃癌组织标本中的表达量相对值（". %(+$ V ". !$>+）
低于正常胃癌粘膜组织中的表达量（". >+$% V ". "(+!），两组
比较差异有统计学意义（ ; < += &+!，> W ". """!）；U1@=1A9 Y2-=
结果显示 9$(:) 蛋白在胃癌组织标本中的积分光密度值
（!">$> V &>>. &）明显低于在正常胃粘膜组织中的光密度值
（+%>)) V %(’’），两组比较差异有统计学意义（ ; < )(= (%，> W
". """!）. 结论：9$(:) 4R,H及其蛋白在胃癌组织中的表达
量明显低于正常组织. 9$(:) 基因的表达异常在胃癌的发生
发展过程中起着重要作用.
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EF 引言
人类 A?9= 相关转录因子 )（ <?459 A?9=#A125=1C

=A59@BA6D=6-9 E5B=-A )，A?9Q)）是 A?9= 家族中新近受到
广泛关注的基因，它是哺乳动物 RL,0家族进化的基
础［!］，定位于人染色体 ! 号短臂 !D)’ 上. 转化生长
因子（ =A59@E-A469: :A-S=< E5B=-A J1=5，0ZG#!）是许多
细胞的有效抑制因子其信号紊乱将导致许多肿瘤的

发生. 近年来研究发现，A?9Q蛋白可指导 0ZG#!信号
转到过程中激活的 F45C 复合物从细胞质内转入细
胞核内特定靶位点，加强 F45C 复合物与靶位点的结
合强度并激活靶基因，从而对细胞的分化、细胞周期

调控、凋亡和恶性转化起作用［$］. 在众多的肿瘤中均
发现了染色体 !D)’ 的异常［) [ (］，因此作为一种新的

候选肿瘤抑制基因，9$(:) 受到广泛关注. 为进一步
明确 9$(:) 基因在胃癌发生、发展中的作用，本研究
检测 ’" 例胃癌新鲜组织和正常胃粘膜组织中的
9$(:) 基因和其蛋白的表达，探讨 9$(:) 基因表达及
其临床意义.

GF 材料和方法
G. GF 材料
!. !. !* 标本 * ’" 例胃癌和其对应的正常胃粘膜组
织取自我院自 $""(#! \ $""(#"> 的手术切除标本，并
立即放于液氮中速冻，[ >"]冻存备用. 年龄 $> ^ >"
（平均 (%）岁，男 )+ 例，女 $’ 例，有淋巴结转移的 ))
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例! 所有标本术后均经病理证实!
"! "! #$ 试剂$ %&’()* 购自 +,-’.&)/0, 公司! 1234 第
一链反应试剂盒购自 50&60,.78公司! 9:;引物序列
由上海生工生物工程公司合成! 考马斯亮蓝蛋白分
析试剂盒购自南京建成生物公司! !"#$< 兔单克隆抗
体购自 4=1)6 公司，41.’, 小鼠单克隆抗体购自 >7=
?’8’),公司! 辣根过氧化酶标记的羊抗兔二抗购自
@’/67公司!
!! "# 方法
"! #! "$ 组织总 ;34 和组织蛋白提取$ 将组织标本
研磨后，采用 %&’()*细胞裂解法按照说明书提取组织
样本总 ;34和组织蛋白，备用!
"! #! #$ 逆转录A多聚合酶链反应（;%A9:;）$ 紫外分
光光度计定量总 ;34，调整浓度为：" / B >! 按 1234
第一链反应试剂盒说明书采用随机引物法合成 12A
34! 用 C492D做为内参照进行 9:;! !"#$< 的引物
序列：上游：EFAC4%CC:4CC:44%C4:C4A<F，下游：
EFA%C:%C44C%CC:%%C%CC%A<F，扩增长度：<E< =G!
C492D 的引物序列：上游：EFA44:CC4%%%CC%:CA
%4%%CA<F，下游：EFACC44C4%CC%C4%CCC4%%A<F，
扩增长度：#HI =G! 9:; 参数：JKL E 6’, 变性；JKL
KE 8，EEL EE 8，M"L KE 8，<# 个循环；M#L延伸 M
6’,! 9:;产物于 #H / B >琼脂糖电泳，电压 NH ?，EE
6’,! C0* +2 凝胶图像分析系统摄片并测定分析其光
密度! 计算各个样本 !"#$< 表达水平，表达量的相对
值（ &0*7.’-0 0OG&088’), -7*P0）Q待测基因扩增条带的
灰度值 B C492D基因扩增条带的 %值!
"! #! <$ R08.0&, S*). 检测 &P,O< 蛋白在肿瘤组织和
正常组织中表达的差异$ 将组织总蛋白用考马斯亮
蓝试剂盒定量! @2@A94CT凝胶电泳分离蛋白后，"HH
?转膜 "#H 6’,! 凝胶上的蛋白转移至硝酸纤维素
膜，EH / B >脱脂奶粉封闭 " U，按照 "HH !> B 16#加入 "
VIH 用 " W %S@稀释的一抗，KL过夜! " W %S@ 漂洗硝
酸纤维素膜 E 6’, W <! 按照 "HH !> B 16# 加入 "VIHH
用 " W %S@ 稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗，<ML
" U! 用 " W %S@漂洗膜 E 6’, W < 次! 最后用 24S 显
色 I X "H 6’,，至膜上出现红棕色条带，显色适度时蒸
馏水漂洗中止显色反应，拍摄滤膜照片! 并用 C0* +2
凝胶图像分析系统测 %值! 分析计算各个样本 &P,O<
蛋白的 %值!
统计学处理：数据用 $ & ’ 表示，采用 @9@@"H! H

统计软件对胃癌和正常粘膜组织间的 &P,O< 表达量
及光密度行配对 (检验，对临床病理因素间 &P,O< 的
表达行成组 (检验，) Y H! HE 为差异有统计学意义!

"# 结果
"$ !# !"#$% &’()在胃癌和正常粘膜组织中的表达
# 正常粘膜组织中扩增产物电泳条带比胃癌组织中
较清晰，扩增片段大小与所设计的大小完全一致，分

别为 <E< =G和 #HI =G! !"#$< 表达量相对值在胃癌组
织和正常粘膜组织中分别是（H! MEK# Z H! "#IK）和
（H! IK#M Z H! HEK"，图 "），两者差异有统计学意义（ (
* K+ JK"，) Y H! HHH"）!

[：[7&\0&；3：正常组织；%：肿瘤!

图 "$ ;%A9:;分析 !"#$<6;34 在胃癌组织和正常粘膜内的
表达

"$ "# !"#$% 蛋白在胃癌和正常粘膜组织中的表达#
!"#$< % 值在胃癌组织和正常粘膜组织中分别为
（"HI#I Z JIJ）和（KMI<< Z MENN）（图 #），两组相比有
统计学意义（ ( * <E+ EM，) Y H! HHH"）!

3：正常胃粘膜组织；%：肿瘤组织!

图 #$ R08.0&, S*).分析 &P,O<蛋白在胃癌组织和正常粘膜内
的表达

"$ % # *+,-% 的表达与胃癌临床病理因素的关系 #
!"#$< 6;34的表达与胃癌的分化程度及淋巴结转移
有关（) Y H! H"），而与性别、肿瘤大小无关（) ] H!
HE，表 "）!

%# 讨论
;P,.家族包括 < 个基因其家族成员均具有含

"#< 个氨基酸 ;P,. 2)67’,（;2 区域），&P,O 蛋白与
@67^#，@67^< 形成复合物传递 %C5A" B 71.’-’, 信号，
都与人类疾病的发生密切相关! !"#$< 含有 # 个高度
保守的 :GC岛，其中一个大的 :GC 岛位于 !"#$< 基
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因启动子 !" 周围，其内富含有 #$ 启动子的特征控
制 %&’() 基因的转录［*］+ 目前研究发现消化道肿瘤
如胃癌、胆管癌、胰腺癌和肝细胞癌中均有染色体

*,)- 异常［- . /］+ !"#$) 基因则作为一种肿瘤抑制基
因，与多种肿瘤的发生发展相关+

表 *0 !"#$) 1234表达与其临床病理因素的关系（%，$ & ’）

临床 5病理 # !"#$) 1234 ( )

性别 男 )6 7+ /)87 9 7+ *):7 *+ *6) 7+ ":/;

女 "- 7+ //:: 9 7+ **86

肿瘤大小（<1） !: )8 7+ /:"/ 9 7+ *)-: 7+ *":- 7+ ;77-

= : "" 7+ /:-; 9 7+ **-"

分化程度 低分化 )- 7+ -;// 9 7+ 7;-8* 6+ -;- = 7+ 777*

高分化 "6 7+ 8);* 9 7+ *"6-

淋巴结转移 有 )) 7+ /*77 9 7+ **8; )+ *-7 = 7+ 777*

无 "/ 7+ 878) 9 7+ *"76

0 0 在 6:> ? -7>的胃癌细胞系和胃癌组织中，有
紧邻 !" 启动区的 $,#岛的甲基化［8 . ;］+ 研究发现在
)7>的胃癌中有 *,)-+ * 的杂合性缺失，而 !"#$) 的
点突变则为 7+ 8>［*7］+ 本研究结果表明胃癌中 !"#$)
的表达量明显低于正常粘膜组织，由此可见，在胃癌

发生、发展过程中 !"#$) 基因表达在低分化和伴有淋
巴结转移组中明显低于中高分化和未转移组+ 因此，
近年来部分学者更倾向于 !"#$) 基因是一种抑癌基
因，在胃癌发生中起重要作用+

%&’() 蛋白作为 @#AB! 信号通路下游的一个转
录因子其内部的 2C区域 !亚单位可与蛋白结合，阻
止了 %&’D区域的泛素化且稳定 %&’( 蛋白，增加其与
C34的亲和力+ 本研究结果发现胃癌组织中 %&’()
蛋白的表达低于正常粘膜组织，说明在胃癌的发生发

展过程中可能由于 !"#$) 基因的失活导致了其编码
的蛋白不能够表达，影响了其功能的发挥从而导致胃

癌的发生+
!"#$) 在胃癌中存在异常表达，在胃癌的发生、发

展中起一定作用，!"#$) 基因作为胃癌的一种新的抑
癌基因，对其参与胃癌发生、发展的具体机制的进一

步研究必将对胃癌的临床早期诊断和治疗带来新的

启示+
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