
中国肿瘤临床 2014年第41卷第7期 Chin J Clin Oncol 2014, Vol. 41, No. 7 www.cjco.cn

胃癌组织EB病毒感染与miR-101EZH2 COX-2表达

关系的研究*

袁 浩①③ 刘 伟② 姜 楠③ 王玉平①③ 陈兆峰①③ 刘 敏①③ 周永宁①③

摘要 目的：探讨甘肃省武威地区胃癌患者EB病毒（Epstein-Barr virus，EBV）感染状况及miR-101 、EZH2、COX-2在EBV
相关胃癌发生发展中的作用。方法：应用组织芯片、原位杂交和免疫组织化学技术检测120例胃癌组织及相应癌旁组织中EBV
小RNA（EBER）、miR-101、EZH2、COX-2的表达情况。结果：120例胃癌组织EBV阳性率为10.0%，EBV相关胃癌有较少的淋巴

结转移，好发于贲门、胃体（P<0.05）。miR-101、EZH2、COX-2在 120例胃癌组织和相应癌旁组织的阳性率差异有统计学意义

（P<0.05）。12例EBV阳性胃癌组织miR-101、EZH2、COX-2和 108例EBV阴性胃癌组织 3个分子的表达率差异有统计学意义

（P<0.05）。胃癌组织EBV 感染和miR-101表达呈正相关，EBV相关胃癌组织miR-101表达和淋巴结转移、COX-2、EZH2表达均

呈负相关（P<0.05）。结论：EB病毒感染与武威地区胃癌的发生有一定关系；EBV相关胃癌和EBV阴性胃癌在淋巴结转移和发生

部位的差异有统计学意义；miR-101、EZH2、COX-2与EB病毒相关胃癌的发展有一定关系。
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Abstract Objective: This study was conducted to investigate Epstein-Barr virus (EBV) infection in gastric cancer in Wuwei ar-

ea of Gansu province (China) and the roles of miR-101, EZH2, and COX-2 in EBV-associated gastric carcinomas (EBVaGC). Meth-

ods: Tissue microarray technique, immunohistochemistry, and in situ hybridization were performed to detect the expression of EBV-en-

coded small RNAs (EBERs), miR-101, EZH2, and COX-2, in gastric cancer tissues (n=120) and the corresponding adjacent tissues (n=

120). Results: The positive rate of EBV was 10.0% in 120 cases of gastric cancer tissues. EBVaGC was not significantly associated

with lymph node metastasis and developed most often in the cardia and body (P<0.05). The differences in the positive rates of

miR-101, EZH2, and COX-2 in 120 cases of gastric cancer tissues and corresponding adjacent tissues were significant (P<0.05). The

differences in the positive rates of miR-101, EZH2, and COX-2 in 12 cases of EBVaGC and in 108 cases of EBV-negative gastric can-

cer (EBVnGC) tissues were significant (P<0.05). The infection of EBV in gastric cancer tissues was positively related to miR-101 ex-

pression. By contrast, miR-101 expression was negatively related to lymph node metastasis and expression of COX-2 and EZH2 in EB-

VaGC tissues (P<0.05). Conclusion: EBV infection was related to gastric cancer in Wuwei area of Gansu province. EBVaGC and EB-

VnGC have significant differences in lymph node metastasis and in the location of cancer. MiR-101, EZH2, and COX-2 were related to

the development of EBVaGC.
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Epstein-Barr virus EB 病毒（Epstein-Barr virus，
EBV）是最早发现的人类肿瘤病毒，属疱疹病毒科的γ

亚科。1993年 Tokunaga等［1］提出经EBER原位杂交

证实胃癌细胞内存在EBV者，定义为EBV相关胃癌
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（EBV- associated gastric carcinomas，EBVaGC）。甘肃

武威地区是胃癌高发区，胃癌检出率高达12.2%［2］，但

关于该地区EBV感染对胃癌的影响未见报道。有研

究表明［3］EBV相关胃癌发生淋巴结转移较EBV阴性

胃癌（EBV-negative gastric carcinomas，EBVnGC）少，

其机制有待阐明。

微小RNAs（microRNAs，miRNAs）是一类非编码

的内源性小RNA分子，许多microRNAs在胃癌组织

中表达水平异常。其中，miR-101通过其靶基因能在

体外抑制肿瘤细胞增殖、侵袭、转移，也可在体内抑

制肿瘤生长［4］。Chakrabarty等［5］证明miR-101可在转

录后水平抑制COX-2的表达。生物信息学分析表明

miR-101有EZH2的结合位点，可调节EZH2基因的

表达。EZH2 基因被认为是一种癌基因，在许多肿瘤

组织中它的表达存在上调，其表达产物与肿瘤的侵

袭和转移有关。COX-2为诱导性环氧化酶，其异常

表达存在于多种肿瘤中。本研究旨在了解武威地区

胃癌患者 EBV 感染状况，探讨 miR-101 、EZH2、
COX-2在EBV相关胃癌侵袭转移中可能的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般临床资料 选择甘肃省武威肿瘤医院

2010年1月至2011年12月接受手术治疗的120例胃

癌患者的术后石蜡标本为研究对象，其中癌组织

120例，相应的癌旁组织120例（取材距癌组织边缘≥

5 cm）。男 92例，女 28例；年龄 35～78岁，中位年龄

为57.5岁。全部病例均经病理诊断证实。患者术前

均未进行放化疗治疗。

1.1.2 试剂 EBER原位杂交试剂盒（美国 PanPath
公司），EZH2兔抗人单克隆抗体、COX-2兔抗人单克

隆抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司），地高辛

标记的miR-101探针（美国 Invitrogen公司），两步法

免疫组织化学检测试剂盒、原位杂交检测试剂盒（武

汉博士德生物工程有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 组织芯片的建立 将所有石蜡标本行4 μm厚

切片，HE染色后，于显微镜下定位具有代表性的组织

位点，在对应的蜡块上找到相应位点并标记，用直径

为2 mm的取样针取出供体蜡块中的目标组织，置于

受体蜡块的对应位点，构建7×6的组织阵列蜡块（共6
个芯片蜡块，每个芯片蜡块 40例标本，2例肾脏组织

置于左上角用以定位），对制成的芯片蜡块行4 μm厚

连续切片，贴附于防脱片上，分别做常规HE染色、

EBER、miR-101原位杂交以及EZH2、COX-2免疫组

织化学。

1.2.2 原位杂交 EBER原发杂交操作按说明书进

行，组织芯片切片经二甲苯脱蜡，乙醇水化，胃蛋白

酶 37℃消化 30 min，逐级酒精脱水、空气干燥后，探

针 37℃孵育 16 h，辣根过氧化物酶标记的抗地高辛

抗体 37℃孵育 30 min，DAB显色。用已知阳性的淋

巴瘤组织切片作阳性对照，用PBS代替探针作阴性对

照。 miR-101原位杂交 组织芯片切片经常规脱蜡

至水，3%H2O2室温处理 10 min，胃蛋白酶 37℃消化

25 min，预杂交液 37℃孵育 4 h，地高辛标记的

miR-101探针37℃杂交16 h，生物素化鼠抗地高辛抗

体 37℃孵育 60 min，SABC孵育后DAB显色。用PBS
代替探针作阴性对照，用已知阳性切片作阳性对照。

1.2.3 免疫组织化学检测 采用 Super Vision两步

法，组织芯片切片经常规脱蜡至水，3%H2O2室温处

理 10 min，柠檬酸盐抗原热修复，封闭液室温封闭

10 min，分别滴加兔抗人 EZH2单克隆抗体、兔抗人

COX-2单克隆抗体后置于4℃冰箱中过夜，辣根过氧

化物酶标记的抗兔抗体37℃孵育30 min，DAB显色，

苏木素复染，脱水、透明、封片。用已知的阳性片作

阳性对照，用PBS代替一抗作阴性对照。

1.2.4 结果判断 EBER表达定位于细胞核（图1A），
呈棕黄色，几乎所有癌细胞均呈阳性表达，EBER阴

性细胞不着色。miR-101阳性染色为棕黄色颗粒，定

位于胃腺上皮或癌细胞胞质（图1B）。采用定性法判

断结果：光镜下观察阳性染色的细胞比例（5个高倍

视野下的均数），阳性细胞数少于 10％为阴性，阳性

细胞数为 10％～50％为阳性，阳性细胞数多于 50％
为强阳性。EZH2蛋白以细胞核呈棕黄色为阳性（图

1C），COX-2 蛋白以细胞胞质呈棕黄色为阳性（图

1D），采用半定量积分法判断结果，着色强度评分：无

色为0分、浅黄色为1分、黄色为2分、棕黄色为3分；

阳性细胞数评分：无为0分、1%～10%为1分、11%～

50%为 2分、51%～75%为 3分、>75%为 4分，两项乘

积0～3分为阴性，≥4分以上为阳性。

1.3 统计学分析

Excel建立数据库，采用SPSS 15.0统计软件包进

行统计学分析。计数资料的比较使用卡方检验，相

关性分析用 Spearman秩相关分析，以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 EBVaGC的比例及 EBVaGC和 EBVnGC临床病

理资料的比较

原位杂交结果表明，120例胃癌标本中，EBVaGC
占 10.0％，而 120例相应癌旁组织未检测到 EBV感

染，差异有统计学意义（χ2=12.632，P<0.001）。统计

学分析表明，EBVaGC和EBVnGC在淋巴结转移及发

生部位方面差异有统计学意义，EBVaGC与EBVnGC
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相比有较少的淋巴结转移，好发于贲门、胃体。但年

龄、性别、肿瘤大小、分化程度、浸润深度在两组间的

差异均无统计学意义（表1）。
2.2 胃癌及癌旁组织miR-101、EZH2、COX-2检测

结果

120例胃癌组织miR-101阳性率为 8.33%，相应

癌旁组织miR-101阳性率为 40.83%，二者阳性率差

异有统计学意义（χ2=32.452，P<0.001）；120例胃癌组

织EZH2阳性表达率为 78.33%，相应癌旁组织EZH2
阳性表达率为 35.83%，二者阳性表达率差异有统计

学意义（χ2=42.520，P<0.001）；120例胃癌组织COX-2
阳性表达率为64.17 %，相应癌旁组织COX-2阳性表

达率为 29.17 %，二者阳性表达率差异有统计学意义

（χ2=28.142，P<0.001）。
2.3 EBVaGC、EBVnGC组织 miR-101、EZH2、COX-2
检测结果

12例 EBVaGC组织miR-101阳性率为 41.67%，

108例 EBVnGC组织miR-101阳性率为 4.63%，二者

阳性率差异有统计学意义（χ2=14.848，P<0.001）；12
例EBVaGC组织EZH2阳性表达率为 50.00%，108例

EBVnGC组织EZH2阳性表达率为81.48%，二者阳性

表达率差异有统计学意义（χ2=4.588，P=0.032）；12例
EBVaGC组织 COX-2阳性表达率为 33.33%，108例

EBVnGC组织COX-2阳性表达率为67.59 %，二者阳性

表达率差异有统计学意义（χ2=4.124，P=0.042，表2）。
2.4 胃癌组织 EBV 感染和 EBVaGC组织、EBVaGC
淋巴结转移、COX-2表达、EZH2表达的关系

胃癌组织 EBV 感染和miR-101表达呈正相关

（r=0.402，P<0.001）；EBVaGC 组织 miR-101 表达和

EBVaGC淋巴结转移、COX-2表达、EZH2表达均呈负

相关（r=-0.845，P=0.001；r=-0.598，P=0.040；r=-0.845，
P=0.001）。

A. EBER expression in EBVaGC（ISH×200）；B. miR-101 expression in EBVaGC（ISH×200）；C. EZH2 expression in EBVnGC（IHC×200）；D. COX-2
expression in EBVnGC（IHC×200）
图1 EBER、miR-101、EZH2、COX-2在EBVaGC和EBVnGC中的表达

Figure1 Expression of EBER、miR-101、EZH2、COX-2 in EBVaGC and EBVnGC

A B C D

表1 EBVaGC和EBVnGC患者的临床病理特征

Table 1 Clinicopathological parameters of EBVaGC and EBVnGC
Pathologic feature
Age（years）

<50
≥50

Gender
Male
Female

Tumor size（cm）
<5
≥5

Tumor site
Cardia and body
Antrum and pylorus

Type
Well/Moderately
Poorly

n

26
94

92
28

51
69

52
68

43
77

EBV（+）

4
8

11
1

4
8

9
3

5
7

EBV（-）

22
86

81
27

47
61

43
65

38
70

χ2

0.442

0.875

0.136

4.106

0.016

P

0.506

0.350

0.712

0.043*

0.899

422



中国肿瘤临床 2014年第41卷第7期 Chin J Clin Oncol 2014, Vol. 41, No. 7 www.cjco.cn

表1 EBVaGC和EBVnGC患者的临床病理特征 （续表1）

Table 1 Clinicopathological parameters of EBVaGC and EBVnGC （Continued table 1）
Pathologic feature
T satatus

T1-T2

T3-T4

LN metastasis
Yes
No

*P<0.05

n

21
99

94
26

EBV（+）

2
10

6
6

EBV（-）

19
89

88
20

χ2

<0.001

4.588

P

1.000

0.032*

表2 miR-101、EZH2、COX-2在癌、癌旁、EBVaGC、EBVnGC中的表达

Table 2 Expression of miR-101，EZH2，and COX-2 in cancer tissues，adjacent tissues，EBVaGC，and EBVnGC

Projiect
Cancer
Adjacent
EBVaGC
EBVnGC

n

120
120
12

108

miR-101
+
10
49
5
5

χ2

32.452

14.848

P

<0.001

<0.001

COX-2
+
77
35
4

73

χ2

28.142

4.124

P

<0.001

0.042

EZH2
+
94
43
6

88

χ2

42.520

4.588

P

<0.001

0.032

3 讨论

大量研究表明，部分胃癌的发生与EBV有关，约

2%～16%的胃癌组织EBV阳性。甘肃省武威地区是

我国胃癌高发区之一，本研究采用原位杂交对120例
胃癌进EBV检测，结果显示其EBV阳性率为10%，这

一水平略高于李淑英等［6］报道的全国平均水平

8.23%，而与 Zur Hausen 等［7］报道的全球平均水平

10%基本一致，提示EBV感染不是武威地区胃癌高

发的主要病因。检测出的 12例 EBVaGC发生淋巴

结转移的有 6例，发生于贲门、胃体的有 9例，而 108
例EBVnGC中，发生淋巴结转移的有88例，发生于贲

门、胃体的为43例，这两个临床病理指标在两组间的

差异均有统计学意义。

miRNAs是肿瘤研究的重大发现，其广泛存在于

真核生物细胞中，是一类基因表达转录后调控因

子。近来研究表明，miRNAs可通过其靶基因影响信

号传导途径、细胞因子及降低癌基因表达等方式抑

制肿瘤的侵袭和转移。Luo等［8］研究表明，miR-101
低表达与黑色素瘤患者较短的生存期相关，过表达

miR-101 可以抑制黑色素瘤细胞的侵袭和增殖。

miR-101还可抑制膀胱癌细胞的浸润、转移［9］。研究

发现［4］，过表达miR-101能抑制胃癌细胞的增殖、迁

移和侵袭能力。近年研究表明，EBV可以通过调节

miRNAs的表达来参与肿瘤的发展过程。在EBV阳

性鼻咽癌中，miR-203下调被证明是由EBV编码的潜

伏膜蛋白1（LMP-1）所引起［10］，另外LMP-1可以激活

PI3K/Akt/FOXO3a通路，诱导miR-21表达从而抑制

PDCD4和 Fas-L的表达，进而引起 EBV阳性鼻咽癌

对顺铂的耐药［11］。Rosato等［12］的实验显示，EBV编码

的核抗原EBNA1通过上调miR-21参与了EBV诱导

B细胞转换过程。

本研究发现与癌旁组织相比，胃癌组织中

miR-101表达下调，并且和 EBVnGC相比，EBVaGC
组织miR-101阳性率升高，相关性分析表明，胃癌组

织 EBV 感染和 miR-101 表达呈正相关，12 例 EB⁃
VaGC组织miR-101表达和EBVaGC淋巴结转移呈负

相关，提示 EBV 相关胃癌淋巴结转移较少可能和

EBV所致miR-101的上调有关，具体机制方面是否有

EBV编码的EBNA1或LMP-1介导有待进一步研究。

大量研究表明 COX-2在多数人类肿瘤如结肠

癌、胃癌、食管癌中异常表达，COX-2的过表达可通

过抑制细胞凋亡、促进肿瘤血管形成等机制参与肿

瘤的形成及浸润转移过程［13］。本研究显示胃癌组织

较相应癌旁组织COX-2表达升高。EZH2具有组蛋

白甲基转移酶、HDAC和多种基因外的调控作用，

EZH2高表达可以促进细胞增殖，还可通过抑制肿瘤

转移抑制基因而促进肿瘤的侵袭和转移［14］。本研究

显示，胃癌组织EZH2表达高于癌旁组织，提示EZH2
参与胃癌的发生发展过程。

miR-101可靶向调控COX-2、EZH2，并抑制二者

的 表 达［5，15］。 本 研 究 结 果 表 明 ，EBVaGC 组 织

miR-101的表达和COX-2表达、EZH2表达均呈负相
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关，提示EBV相关胃癌中，miR-101对淋巴结转移的

影响可能是通过调控其靶基因 COX-2、EZH2 实

现的。

综上所述，EBV与武威地区胃癌有一定关系，但

不是武威地区胃癌高发的主要病因。EBV相关胃癌

淋巴结转移较 EBV 阴性胃癌少，EBVaGC 组织

miR-101表达上调并进一步引起COX-2、EZH2表达

下调可能是其中原因之一。
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