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【 摘* 要】目的：研究中心体相关激酶 /=D@D6#/ 和突变型 G+)
（5E#G+)）在大肠癌中的表达规律，探讨其相互关系及在肿瘤

发生发展中的作用0 方法：应用组织芯片和免疫组化技术

（.G 法）检测 /=D@D6#/ 和 5E#G+) 在 +! 例大肠癌组织、癌旁组

织和正常大肠组织中的表达，并结合临床病理学参数进行综

合分析0 结果：在正常大肠组织、癌旁组织和大肠癌组织中

/=D@D6#/ 的阳性表达率分别为 "，)(T 和 (&T ；5E#G+) 的阳性

表达率分别为 "，$!T 和 +%T 0 与正常大肠组织和癌旁组织相

比，大肠癌组织中 /=D@D6#/ 和 5E#G+) 的表达明显升高（3 U
"0 "+）；两者的表达与肿瘤的浸润程度关系密切（3 U "0 "+），5E#
G+) 还与 B=P2?V 分期和淋巴结转移有关（3 U "0 "!）0 /=D@D6#/
在大肠癌组织中的表达与 5E#G+) 表达呈显著正相关（ 4 5
"6 %%(，3 U"0 "!）0 结论：/=D@D6#/ 蛋白的过表达与 G+) 的突变

在大肠癌的发生、发展中发挥着重要作用0 /=D@D6#/ 和 5E#G+)
蛋白的表达对大肠癌的早期诊断及预后判断具有重要价值0

【关键词】/=D@D6#/；基因，G+)；基因组不稳；组织芯片；结直肠

肿瘤

【中图号】X%)+0 )* * * 【文献标识码】/

JK 引言

有丝分裂过程的偏差会导致基因组不稳定从而

引发肿瘤0 研究发现，/=D@D6#/ 是维持基因组稳定性

所必需的、关键的有丝分裂调节因子，这个中心体相

关激酶在肿瘤细胞中过度表达［!］0 突变型 G+)（5E#
G+)）在维持基因组稳定方面同样发挥着重要作用，

它参与 BY/ 的复制和修复0 我们利用组织芯片和免

疫组化技术检测 /=D@D6#/ 和突变型 5E#G+) 蛋白在大

肠癌组织、癌旁组织和正常大肠组织中的表达，旨在

探讨它们在大肠癌发生、发展中的作用及相互关系0

LK 对象和方法

L0 LK 对象K 收集甘肃省肿瘤医院 $"") Z $""+ 年和兰

州石化医院 $""! Z $""+ 外科手术切除大肠腺癌石蜡

包埋标本 +!（ 男 $&，女 $$）例，年龄 $( [ %’（ 平均

+&0 %）岁0 入选条件：! 病史资料齐全；" 术前未经

放疗及化疗患者0 组织学类型：管状腺癌 )! 例，乳头

状腺癌 !) 例，黏液腺癌 % 例0 组织分化：高分化 $’
例，中分化 !& 例，低分化 , 例0 浸润程度：黏膜及黏

膜下层 + 例，肌层 !) 例，浆膜层 )) 例0 有淋巴结转

移 !$ 例，无淋巴结转移 )& 例0 另取该组大肠腺癌病
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例中肿瘤手术切除标本切缘处正常大肠黏膜（ 病理

证实）石蜡包埋标本 !" 例作为对照# 在大肠癌组织

蜡块相应部位标记大肠癌旁组织黏膜，在组织芯片制

作时取出，共选取 !$ 例# 兔抗人 %&’(’)*% 多克隆抗

体（英国 %+, -.’(/.0 公司）；鼠抗人 12*3"4 1%+，53
超敏试剂盒，,%6 显色试剂盒，365 缓冲液，柠檬酸

盐抗原修复缓冲液，防脱片（福州迈新公司）；石蜡切

片机（德国 7.80) 仪器厂）；电热恒温水浴箱（ 上海跃

进医疗器械厂）#
!# "# 方法

!# 9# !: 组织芯片设计和制备: 将大肠腺癌石蜡包埋

标本重新切片，;< 染色# 由病理专家复查 ;< 切片，

在显微镜下分别用标记笔画圈标记出典型癌灶（ 富

有肿瘤细胞且无坏死出血的区域）及癌旁组织黏膜

（距肿瘤 9 01 的正常组织），然后在组织蜡块上相应

的区域标记选取组织点，并参照文献［9］的方法应用

组织芯片仪制备组织芯片#
!# 9# 9: 免疫组织化学染色: 采用 53 法，染色步骤按

说明书进行# 抗体 %&’(’)*% 工作液浓度为 ! = !>>，

3"4 为即用型，二者都需要抗原修复，,%6 显色，苏木

素复染# 以 365 代替一抗作为阴性对照，已知阳性片

作为阳性对照#
!# 9# 4: 阳性结果判定 : %&’(’)*% 和 12*3"4 阳性染

色为黄色、棕黄色或棕褐色颗粒，%&’(’)*% 定位于细

胞质，12*3"4 定位于细胞核# 采用二级计分法，染色

强度分类：> 分为无色；! 分为黄色；9 分为棕黄色；4
分为棕褐色（深浅与背景色相对比）# 阳性细胞计数：

在 $>> 倍镜下选定 !> 个视野肉眼显微镜下观察，每

个视野计数 !>> 个肿瘤细胞，共计 !>>> 个细胞，计算

阳性细胞所占百分比# 阳性细胞（? ）@ 阳性细胞数 A
所计数细胞总数 B !>>? # ! 分为阳性细胞!!>? ；9
分为 !!? C">?；4 分为 "!? C D"? ；$ 分为 E DF? #
两者记分相乘后 > C 4 分为阴性；E 4 分为阳性［4］#

统计学处理：计数资料采用 !9 检验，相关分析

采用 5G.)’1)H 等级相关分析# 统计学软件采用 5355
!># > 软件包，! I ># >" 为差异具有统计学意义#

"# 结果

"$ !# %&’(’)*%，+,*-./ 在大肠癌组织、癌旁组织、正

常大肠组织中的表达# 构建两张组织芯片分别含 $9
个位点（包括 9 个标记点，图 !）# 其中个别脱落位点

用常规切片补充# 在正常大肠组织中，%&’(’)*% 低表

达，个别腺细胞胞质中出现黄色颗粒并呈散在分布，

12*3"4 无 ! 例表达# 在癌旁组织中，%&’(’)*% 和 12*
3"4 染色阳性细胞胞质或胞核呈黄色或棕黄色颗粒

并散在或片状分布，阳性表达率分别为 4F?（" A !$）

和 9!?（4 A !$），阳性细胞主要见于异型增生的上皮，

成纤维细胞、平滑肌细胞和血管内皮细胞中未见表

达# %&’(’)*% 和 12*3"4 在大肠癌组织中的表达明显

增强，染色强度均强于正常大肠组织和癌旁组织，阳

性细胞胞质或胞核出现棕褐色颗粒并呈片状和 A 或弥

漫分布，阳 性 表 达 率 分 别 为 FJ?（4" A "!）和 "D?
（9J A "!），明显高于癌旁组织（! I ># >"，图 9，4）和正

常大肠组织（! I ># >!）#

所构建的两张组织芯片分别含 $9 个位点，每张右上方第 ! 行的 9 个

点为标记点，病例共 K> 个点，分别代表 "! 例大肠癌组织，!" 例正常大

肠组织和 !$ 例癌旁组织#
图 !: 组织芯蜡块和组织芯片

%：正常大肠组织；6：中分化大肠腺癌组织#

图 9: %&’(’)*% 在正常大肠组织和中分化大肠腺癌组织中的

表达: 53 B $>>
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图 !" #$%&’! 在低分化大肠腺癌组织中的表达" (& ) *++

!" !# $%&’&()$，*+),-. 的表达与大肠癌组织临床病

理特征的关系 # ,-./.0%,，#$%&’! 的表达与性别、年

龄、组织学分型及病理学分级无关（! 1 +2 +’，表 3），

但均与浸润程度有关（! " +2 +’），#$%&’! 还与淋巴结

转移和 4-5678 分期密切相关（! 9 +2 +3），而 ,-./.0%,
则与淋巴结转移和 4-5678 分期无关（! 1 +2 +’）2

表 3" ,-./.0%,，#$%&’! 蛋白表达与大肠癌组织临床病理特征

的关系

项目 #
,-./.0%,

阳性 阴性 !

#$%&’!

阳性 阴性 !

性别

" 男 :; :3 < +2 ’+! 3= 3! +2 ><+

" 女 :: 3* < 3! ;

年龄（岁）

" 9 =+ :* 3> > +2 >*; 3! 33 +2 >3*

" !=+ :> 3< ; 3= 33

组织类型

" 管状腺癌 !3 :+ 33 +2 ’’+ 3; 3: +2 :==

" 乳头状腺癌 3! ; * ’ <

" 黏液腺癌 > = 3 ’ :

组织分化

" 高 :* 3’ ; +2 =>: 3: 3: +2 3=+

" 中 3; 3* ’ 3+ ;

" 低 < = : > 3

4-5678 分期

" ,，? !; := 3! +2 ’<= 3< :3 +2 ++’

" @，4 3: ; ! 33 3
浸润程度

" 黏膜和黏
" 膜下层

’ : ! +2 +:: 3 * +2 +!*

" 肌层 3! = > ’ <

" 浆膜层 !! :> = :! 3+

淋巴结转移

" 有 3: ; ! +2 ’<= 33 3 +2 ++’

" 无 !; := 3! 3< :3

!" .# $%&’&()$，*+),-. 在大肠癌组织中表达的关系

# ,-./.0%, 和 #$%&’! 蛋白共同表达阳性者 :; 例，共

阴性者 3= 例，,-./.0%, 表达阳性而 #$%&’! 表达阴性

者 = 例，,-./.0%, 表达阴性而 #$%&’! 表达阳性者 +
例2 ,-./.0%, 与 #$%&’! 表达呈正相关（ $ % +& >>=，!
9 +2 +3）2

.# 讨论

中心体作为细胞的微管组织中心，当出现扩增等

异常现象时可导致错误的纺锤体装配和染色体分离，

从而造成基因组不稳定，研究表明几乎所有的肿瘤组

织及肿瘤细胞系都存在中心体异常现象［*］2 人类

,-./.0%, 属于 ,-./.0 家族，是一个和中心体相关的

丝氨酸 A 苏氨酸激酶，在有丝分裂间期位于中心体，而

在有丝分裂前期和后期位于纺锤体，说明它与中心体

的分离、成熟以及纺锤体装配都密不可分，当 ,-./.0%
, 过表达时可导致中心体扩增、染色体不稳定和细胞

转化2 有 研 究［3，’］发 现，,-./.0%, 基 因 位 于 染 色 体

:+B3!，这个区域在许多恶性肿瘤中都存在基因扩增2
因此，当 ,-./.0%, 过表达时它可能是一种潜在的癌

基因，并通过多种途径参与肿瘤的发生、发展2 C$%
&’! 蛋白在维持基因组稳定方面同样发挥重要作用，

研究［=］发现 C$%&’! 下调、缺失或突变都会导致中心

体扩增和基因组不稳定2 虽然已有研究［’］证实 ,-./%
.0%, 在乳腺癌及胃癌等实体肿瘤中存在过表达，但

应用组织芯片技术检测 ,-./.0%, 和 #$%&’! 在大肠

癌、癌旁组织和正常大肠组织中的表达，目前国内外

还鲜有报道2 我们的结果显示，与大肠癌旁及大肠正

常组织相比，,-./.0%, 和 #$%&’! 在大肠癌组织中的

表达明显增强（! 9 +2 +’），提示 ,-./.0%, 和 #$%&’!
蛋白表达的升高与大肠癌的发生有关2

关于 ,-./.0%, 和 #$%&’! 与大肠癌临床病理特征

的关系，我们发现 ,-./.0%, 的表达只与肿瘤的浸润

程度有关2 其浸润程度越深，,-./.0%, 的阳性表达率

越高，提示 ,-./.0%, 蛋白表达的升高可能在大肠癌

的进展中起一定作用2 #$%&’! 在既往研究［>］中被认

为与肿瘤的发展有关，我们发现，#$%&’! 蛋白的阳性

表达率与肿瘤的浸润程度有关，并且与淋巴结转移和

4-5678 分期关系密切，说明 #$%&’! 也参与了肿瘤的

发展，这可能是由于 #$%&’! 对大肠癌细胞的调控作

用减弱或消失，从而导致癌细胞的浸润和转移2 淋巴

结转移是目前公认的大肠癌预后不良的重要指标，因

此，共同检测 ,-./.0%, 和 #$%&’! 蛋白的表达水平可

有助于大肠癌的早期诊断和预后判断［< D ;］2
而对于 ,-./.0%, 和 #$%&’! 在大肠癌演变过程中
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的相互关系，有研究［!"］报道 #$%&’( 蛋白对 )*+,+-%)
起负调控作用，在细胞内以转录活化非依赖的方式

（ $+-./-0$12-$1,.%1.3454.34.$）直接结合在 )*+,+-%) 的

6 端并抑制其活性，从而阻止 )*+,+-%) 过表达所诱

导的中心体扩增和细胞转化；另一方面，)*+,+-%) 高

度活化又可抑制 #$%&’( 所介导的负性调节，其重要

机制是 )*+,+-%) 对 &’( 的 74+(!’ 磷酸化，从而促进

839: 介导的 &’( 通过泛素化途径降解，也可对 &’(
的 74+:!’ 磷酸化，抑制 &’( 的转录活性，并以同样方

式抑制 &’( 下游基因的活性，比如 &:!;<& = >)?! 和

&@A6，最终使 &’( 失去正常功能［!! B !:］C 这些发现都

提示 )*+,+-%) 可能是 #$%&’( 通路中的一个重要调节

因子，过表达或过度激活 )*+,+-%) 会打破细胞内的

)*+,+-%)%&’( 平衡，造成细胞恶性增殖C 我们采用同

一组病例作了两种蛋白表达的检测，结果显示，)*+,%
+-%) 与 9$%&’( 在大肠癌中的表达显著正相关（! D
"C "!），并且随着肿瘤细胞浸润程度的加深，两者的

表达都有所增强，这些都提示 )*+,+-%) 和 9$%&’( 在

大肠癌的发生发展过程中存在一定联系，它们可能共

同参与了肿瘤的进展C 然而，)*+,+-%) 和 9$%&’( 也

有个别表达不一致，说明 )*+,+-%) 和 9$%&’( 有相关

性但又可能都是独立的致瘤因子C
我们发现从正常大肠组织、癌旁组织到大肠癌组

织，这个进程与 )*+,+-%) 和 9$%&’( 表达的递增密切

相关，两者在肿瘤的发生、发展中起着相互促进的作

用C 由于 )*+,+-%) 与肿瘤的发生有关，因此，)*+,+-%
) 有可能成为肿瘤治疗的一个靶点C
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