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Abstract :Objective　 To study the expression of Smac and Ki67 in gast ric cancer and the correlation of

Smac and Ki67 , the clinical significance as well. Methods 　Immunohistochemical staining of Smac and

Ki67 expression was performed by the standard st reptavidin2peroxidase ( SP) technique for the paraffin

sections of 71 gast ric cancers. The relationship between the Smac expression and the clincopathological

parameters ,prognosis or the cell p roliferation index Ki67 was analyzed. Results 　The positive rate of

Smac in gast ric cancer was 71 . 8 %(51/ 71) ,all of the normal gast ric tissues expressed Smac (20/ 20) . The

positive rate of Ki67 expression in gast ric cancer was 66 . 2 % (47/ 71) . Significant correlation was found

between Smac and Ki67 expression with histological differentiation grade ,tumor depth ,lymph node me2
tastasis , TNM stage of gast ric cancer ( P < 0 . 05) . The Ki67 expression in negative expression of Smac (17/

20) was significantly higher than that in positive expression of Smac (30/ 51 , P < 0 . 05) . The survival time

of patient s with Smac2positive tumors was significantly longer than that of Smac2negative tumors ( P <

0 . 05) . Conclusion　The Smac and Ki67 expression can serve as an important parameter of malignant de2
gree and prognosis of gast ric cancer. Smac expression was significantly correlated with Ki67 expression.
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摘　要 :目的　观察 Smac和 Ki67在胃癌中的表达 ,并探讨 Smac表达与 Ki67的关系及其临床意义。方

法　应用免疫组织化学法检测 71例胃癌组织中 Smac和 Ki67的表达 ,分析 Smac表达与临床病理因素、

预后及 Ki67的关系。结果　Smac在胃癌组织中的表达率为 71 . 8 %(51/ 71) ,在所有的癌旁组织中均见

表达 (20/ 20)。Ki67在胃癌组织中表达阳性率为 66 . 2 % (47/ 71)。Smac表达和 Ki67 表达与胃癌分化

程度、浸润深度、淋巴结转移、TNM分期明显相关 ( P < 0 . 05)。Ki67 在 Smac表达阴性的胃癌组织的阳

性率 (17/ 20)明显高于 Smac表达阳性组 (30/ 51 , P < 0 . 05)。Smac表达阳性患者的生存时间明显长于

Smac表达阴性患者 ( P < 0 . 05) 。结论 　Smac和 Ki67 可作为判断胃癌组织恶性程度和预后的指标之

一 ,其中 Smac的表达与 Ki67的表达呈负相关。
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0　引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 ,在我国的

发病率和死亡率均较高 ,其异常的细胞凋亡和增殖

在胃癌的形成和进展中具有重要意义[ 1 ]。Smac 是

2000年在线粒体中发现的一种蛋白 ,可释放到胞浆

中促进凋亡的发生[ 2 ]。Ki67 是一种与增殖细胞相

关的核抗原 ,是近年研究较多的反映肿瘤增殖活性

的蛋白 ,其与肿瘤的增殖、浸润、转移潜能和预后密

切相关[ 3 ]。本文旨在观察促凋亡蛋白 Smac在胃癌

中的表达情况并探讨其表达与增殖相关抗原 Ki67

的关系及其临床意义。

1　资料与方法

1 . 1　研究对象

随机收集 71例我院 1999 年 1 月～2002年 6 月

胃癌手术病例 ,有完整的临床病理学资料和随访资

料 ,术前均未接受放疗或化疗。患者年龄为 24～75

岁 ,平均年龄为54 . 3岁。其中男 47 例 ,女 24 例。病

理结果均经两名以上病理医师确认 ,按 1999年WHO

标准分类 :腺癌 49例 ,黏液腺癌 12 例 ,印戒细胞癌 5

例 ,未分化癌 5例 ;肿瘤细胞组织学分化 :高中分化 38

例 ,低分化或未分化 33 例。采用 1997 年 UICC第 5
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版胃癌 TNM分期 :Ⅰ期 5例 ,Ⅱ期 25例 ,Ⅲ期 29例 ,Ⅳ

期 12例。所有病例获得随访 ,随访时间 8～81月 ,总

体 5年生存率为45 . 1 %(32/ 71)。

1 . 2　试剂

鼠抗人 Smac/ Diablo 单克隆抗体 ( Cell Signa2
ling Technology 公司 ,美国) ,兔抗人 Ki67 单克隆

抗体 (Lab Vision 公司 ,美国) ,即用型 SP 试剂盒

(北京中杉生物公司) ,DAB 染色试剂盒 (北京博奥

森生物公司)等。

1 . 3　方法

取 71 例患者手术切除标本存档的石蜡组织块

重新制作 ,4μm 厚连续切片。每份标本常规苏木

精2伊红染色 ,进行组织形态学观察和细胞分化程度

判断。SP法检测 Smac、Ki67 的表达。方法简述如

下 :石蜡切片经二甲苯脱蜡 ,梯度乙醇水化 ;柠檬酸

缓冲液 (p H6 . 0) 95 ℃修复 10 min ;3 % H2 O2室温孵

育 10 min ,磷酸盐缓冲液 ( PBS)冲洗后滴加非免疫

性动物血清室温孵育 15 min ,加一抗 (抗 Smac抗体

1∶200 ,抗 Ki67 抗体 1∶100) ,4 ℃孵育过夜 ; PBS冲

洗后滴加生物素标记二抗 37 ℃孵育 10 min ,辣根过

氧化物酶标记抗生物素三抗 37 ℃孵育 15 min , PBS

冲洗后 DAB显色 ,冲洗 ,苏木精复染 ,封片 ,显微镜

观察并拍照。每次实验用已知阳性切片作阳性对

照 ,用 PBS代替一抗作为阴性对照。另随机选取本

研究病例中距胃癌组织边缘至少 5cm 的癌旁黏膜

组织标本 (镜下未见癌细胞累及) 20份做对照。

1 . 4　结果判定

(1) Smac染色的判断标准[ 4 ] :以胞浆染为淡黄

或棕黄色定义为阳性细胞 ,随机选择 5～10 个高倍

镜视野 ( ×400) ,每个视野计数 500 个细胞 ,阳性细

胞数 > 30 %的组织切片视为阳性标本。(2) Ki67 染

色的判定[ 3 ] :随机选择 5～10个高倍镜 ( ×400)视野

进行计数 ,每个视野计数 500个细胞 ,计算 Ki267 阳

性细胞数占总细胞数的百分数 ,以阳性细胞数 >

20 %视为阳性标本。

1 . 5　统计学处理

采用 SPSS13 . 0统计软件进行统计学分析 ,样本

间采用χ2检验 ,生存率采用 Kaplan2Meier 法分析并

行 Log2rank检验 ,以 P < 0 . 05为差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1　胃癌组织中 Smac的表达

Smac表达于细胞浆内 ,呈淡黄色或棕黄色分布

(图略) 。71例中 Smac表达阳性者 51例 ,阳性率为

71 . 8 % ,20例癌旁正常组织均为阳性表达。两者差

异有统计学意义 ( P < 0 . 05 ,χ2 = 5 . 67) 。

2 . 2　Smac表达与临床病理指标的关系

Smac表达与性别无统计学意义 ( P > 0 . 05) ,与

癌细胞的分化程度、浸润深度、淋巴结转移和 TNM

分期明显相关 ( P < 0 . 05) ,即 Smac在低分化、T3 和

T4、有淋巴结转移、Ⅲ及 Ⅳ期胃癌患者中的表达明

显降低 ,见表 1。

表 1　Smac表达与胃癌临床病理和预后的关系

Table 1　The relationship of the expression of Smac and

chinicopathelogy and prognosis an gastric cancer

Chinical n

Smac expression Ki67 expression

positire
( %)
χ2 P

positire
( %)
χ2 P

Sex

　male 47 34

　female 24 17

Tissue differen2
tiation

　well 38 32

　low or no 33 19

Invisive degree

　T1and T2 15 15

　T3 and T4 56 36

Lymphomode
Metastass

　negative 26 23

　positive 45 28

TNM Stage

　Ⅰ、Ⅱ 30 26

　Ⅲ、Ⅳ 41 25

Survival time

　< 5 years 39 24

　> 5 years 32 27

0 . 018 > 0 . 05

6 . 19 < 0 . 05

5 . 78 < 0 . 05

5 . 60 < 0 . 05

5 . 65 < 0 . 05

4 . 53 < 0 . 05

21

28

21

26

6

41

12

35

16

31

20

27

1 . 26 > 0 . 05

4 . 37 < 0 . 05

5 . 83 < 0 . 05

7 . 36 < 0 . 01

3 . 84 < 0 . 05

8 . 60 < 0 . 01

2 . 3　Ki67在胃癌中的表达情况

Ki67表达于胃癌细胞核 ,呈棕黄色颗粒状 (图

略) ,共 47例 (66 . 2 %)胃癌患者 Ki67表达阳性。本

组胃癌 Ki67表达与性别无统计学意义 ( P > 0 . 05) ;

与癌细胞的分化程度、浸润深度、淋巴结转移和

TNM分期明显相关 ( P < 0 . 05) 。

2 . 4　Smac表达与 Ki67表达的关系

20例 Smac表达阴性胃癌组织 Ki67表达阳性为

17例 ,51 例 Smac 表达阳性组织中 Ki67 阳性者 30

例 ;统计学分析两者呈负相关 ( P < 0 . 05 ,χ2 = 4 . 40)。

2 . 5　Smac表达与预后的关系

本组患者全部获得随访 ,总 5 年生存率为

45 . 1 %。生存时间大于 5 年的 32 例患者中 Smac表

达阳性者 27例 ,生存时间小于 5年的 39例患者有 24

例阳性 ,统计学分析有明显差异 ( P < 0 . 05)。经 Log2
rank检验 ,Smac表达阳性患者的生存时间明显长于
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Smac表达阴性患者 (见图 1 , P = 0 . 002)。

图 1　胃癌患者 Smac表达情况

与术后特定时间生存率的关系

3　讨论

目前研究表明 ,肿瘤不仅是一种细胞凋亡异常

的疾病 ,也是一种细胞增殖和分化异常的疾病 ,在致

癌因子的作用下 ,细胞凋亡的抑制和 (或)细胞增殖

的增强是肿瘤形成、浸润和转移的生物学基础[ 1 ]。

Smac是 2000 年首次报道在 Hela 细胞中分离出的

一种线粒体蛋白 ,在凋亡信号刺激下与细胞色素 C

(cyt c)一同从线粒体中释放 ,可通过结合并活化

apaf21以及结合并解除凋亡抑制蛋白 ( IA Ps) 对

caspase23、7、9 的抑制作用而发挥促凋亡作用[ 2 ,4 ]。

有研究证实[ 426 ] ,Smac N 段多肽或其类似物或过表

达 Smac等可以促进多种形式诱导的凋亡而发挥抗

肿瘤作用。

Smac在不同正常组织和肿瘤组织中表达各异。

Yoo等[ 7 ]研究发现约 62 %的癌组织中可见 Smac表

达 ,约 22 %的肉瘤组织可见表达 ,且在不同的癌或

肉瘤组织中 Smac的表达有差异。包仕廷等[ 8 ]发现

Smac在肝癌中低表达。Mizutani 等[ 6 ]证实 Smac

在肾细胞癌中的表达下降 ,转染 Smac cDNA 可以

增强 TRA IL 和顺铂介导的细胞毒作用。本研究证

实约 70 %(51/ 71)的胃癌组织中 Smac表达阳性 ,与

Yoo 等[ 7 ]研究基本一致。在随机选取的 20 例癌旁

组织标本中均可见 Smac表达。癌旁组织染色强度

较部分胃癌组织为弱 ,这可能提示正常组织中多为

正常的细胞凋亡 ,而胃癌组织中细胞凋亡减少 ,但存

在部分凋亡过度活跃的细胞。且进一步分析表明

Smac表达与癌细胞的分化程度、浸润深度、淋巴结

转移和 TNM 分期有明显相关性 ,提示 Smac 表达

可能在胃癌的发生发展中发挥重要作用。结果还显

示 Smac 表达阴性患者 5 年生存率明显低于 Smac

表达阳性组 ,在生存时间少于 1 年患者中表现尤为

明显 ,提示 Smac 还可能作为术后判断预后的辅助

指标。Smac 在胃癌中的表达减少 ,致使 IA Ps 对

caspase的抑制作用相对增加 ,凋亡过程被抑制 ,促

进肿瘤细胞生长和转移。

Ki67是目前应用最广泛的增殖细胞指标之一 ,

参与肿瘤的发生发展 ,可表达于除 G0 期外的所有

细胞周期时相中。Ki67 与胃癌关系的研究报道较

多 ,但结论并不完全一致[ 3 ,9 ]。Czyzewska等[ 3 ]研究

证实 Ki67表达与肿瘤的分化程度、Lauren分型、淋

巴结转移等明显相关 ,与年龄、肿瘤部位无关 ;Oshi2
ma等[ 9 ]的研究表明 Ki67表达与年龄、性别、分期和

预后等均无明显相关。本研究中超过 60 % (47/ 71)

的患者表达阳性 ,进一步临床病理分析表明其与组

织分化程度、分期和预后等有显著相关性 ,与 Czyze2
wska等[ 3 ]研究一致。在 Smac 表达阴性的患者中

Ki67表达阳性率高 (17/ 20) ,而 Smac表达阳性患者

的 Ki67表达阳性率相对较低 (30/ 51 ) ,提示 Smac

的表达下降可能有促进胃癌细胞增殖的作用 ,可进

一步定量分析其相关性。

总之 ,Smac在胃癌组织中的表达下降 ,可能通

过抑制 IA Ps的活性降低胃癌细胞的凋亡 ,并促进

肿瘤细胞的增殖 ;且 Smac 表达下降与组织分化程

度、分期、预后相关 ,可作为判断胃癌的恶性程度和

预后的辅助指标 ,并可能作为胃癌治疗的新靶点。
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