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胃癌组织和胃癌细胞株中Ｃｌａｕｄｉｎ６、ＣＤ４４Ｖ６的表达及其临床意义
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　　摘　要：目的　研究胃癌组织和胃癌细胞中Ｃｌａｕｄｉｎ６、ＣＤ４４Ｖ６蛋白的表达及其临床意义。方法　应用免疫组织化学及免疫

细胞化学法检测Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白在正常胃黏膜、不典型增生胃黏膜、胃腺癌组织及胃癌 ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３细

胞中的表达。结果　正常胃黏膜、不典型增生胃黏膜及胃腺癌组织中，Ｃｌａｕｄｉｎ６的阳性表达率分别为１００．０％、６５．０％、５３．３％，

呈明显降低趋势（χ
２＝７．７５８，犘＜０．０５）；ＣＤ４４Ｖ６的阳性表达率分别为２０．０％、４５．０％、７７．８％，呈明显增高趋势（χ

２＝１５．９１７，

犘＜０．０５）。肿瘤侵及浆膜层者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白的阳性表达率明显低于侵及肌层及以内者（犘＜０．０５）；而其ＣＤ４４Ｖ６蛋白的阳性表

达率明显高于侵及肌层及以内者（犘＜０．０５）。有淋巴结转移者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白的阳性表达率明显低于无淋巴结转移者（犘＜

０．０５），而其ＣＤ４４Ｖ６蛋白的阳性表达率明显高于无淋巴结转移者（犘＜０．０５）。在不同性别、年龄、分化程度及有无脉管侵犯的患

者中，Ｃｌａｕｄｉｎ６和ＣＤ４４Ｖ６蛋白阳性表达率的差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关性分析显示，Ｃｌａｕｄｉｎ６与

ＣＤ４４Ｖ６表达呈负相关（狉＝－０．９８６，犘＜０．０５）。在 ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３细胞中，Ｃｌａｕｄｉｎ６和ＣＤ４４Ｖ６免疫染色强度的差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６在胃癌发生、发展中有一定作用，检测Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６的表达有

助于判断胃癌患者的病情和预后。
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　　紧密连接是细胞间的主要黏附形式之一，其完整性的丢失

将直接影响细胞的营养摄取、增殖和迁移［１］。Ｃｌａｕｄｉｎ蛋白是

构成紧密连接的主要骨架蛋白之一，近年来研究发现Ｃｌａｕｄｉｎ

在多种癌组织中表达异常，推测Ｃｌａｕｄｉｎ的异常表达可能与恶

性肿瘤的发生、发展密切相关［２３］，但是，关于Ｃｌａｕｄｉｎ６在胃癌

中的表达至今尚未见报道。本研究拟通过检测Ｃｌａｕｄｉｎ６及

ＣＤ４４Ｖ６蛋白在正常胃黏膜、不典型增生胃黏膜、胃腺癌组织

及胃癌细胞株中的表达，探讨Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６在胃癌发

生、发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料　全部病例均来自邢台市人民医院病理科

２００８年２月至２００９年１１月期间的存档石蜡包埋标本。手术
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采集这些标本时，所有患者术前均未行放疗和化疗。胃腺癌

４５例，其中，男３３例，女１２例；年龄４１～７８岁；高、中分化腺癌

２５例，低分化腺癌２０例；有淋巴结转移２７例。胃黏膜不典型

增生４０例，其中，男２９例，女１１例；年龄３８～６８岁；轻度增生

１２例，中度增生１８例，重度增生１０例。在距病理组织边缘超

过５ｃｍ 处取正常胃黏膜组织１０例作为正常对照。胃癌

ＭＫＮ２８（高分化）、ＳＧＣ７９０１（中分化）、ＢＧＣ８２３（低分化）细胞

株购自中国科学院上海生命科学研究院；抗Ｃｌａｕｄｉｎ６抗体购

于英国Ａｂｃａｍ公司，抗ＣＤ４４Ｖ６抗体和链霉素抗生物素蛋白

过氧化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）试剂盒购于武汉博士

德生物工程有限公司。

１．２　方法　所有标本均经１０％甲醛溶液固定，常规石蜡包埋，

连续切片，切片厚度为４μｍ，经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水后，

行免疫组织化学染色。胃癌 ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３细胞

常规培养于ＲＰＭＩ１６４０培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度的

恒温培养箱中培养，每日更换培养基；细胞爬片用丙酮固定

１５ｍｉｎ，分别进行苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色和免

洗细胞化学染色。二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）

显色，苏木素复染，中性树胶封固。磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）代替第一抗体作阴性对照。

１．３　结果判定标准　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白定位于细胞

膜与细胞质，出现黄色至棕褐色颗粒为阳性表现。结果采用双

人双盲光学显微镜观察，每例均随机观察１０个高倍视野，采用

半定量积分法判断结果，阳性着色强度：无色计为０分，淡黄色

计为１分，棕黄色计为２分，棕褐色计为３分；阳性着色细胞

数：≤１０％计为１分，＞１０％～５０％计为２分，＞５０％～１００％

计为３分。将着色强度与阳性细胞数百分比的分值相加，０～

２分为阴性（－），３分为弱阳性（＋），４分为阳性（＋＋），５～

６分为强阳性（＋＋＋）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析，计

数资料用χ
２ 检验，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６在不同病变胃组织中的表达　正常

胃黏膜、不典型增生胃黏膜及胃腺癌组织中，Ｃｌａｕｄｉｎ６的阳性表

达率分别为１００．０％、６５．０％、５３．３％，呈明显降低趋势（χ
２＝

７．７５８，犘＜０．０５），见图１；ＣＤ４４Ｖ６的阳性表达率分别为２０．０％、

４５．０％、７７．８％，呈明显升高趋势（χ
２＝１５．９１７，犘＜０．０５），见图

２。在胃腺癌高、中分化及低分化组之间Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６

的阳性表达均无明显差异（χ
２＝１．００４，犘＞０．０５；χ

２＝１．９６９，犘＞

０．０５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示Ｃｌａｕｄｉｎ６与ＣＤ４４Ｖ６的表

达呈负相关（狉＝－０．９８６，犘＜０．０５）。见表１。

图１　　Ｃｌａｕｄｉｎ６在正常胃黏膜（Ａ）、中度不典型增生胃黏膜（Ｂ）及胃低分化腺癌组织（Ｃ）中的表达 （×２００）

图２　　ＣＤ４４Ｖ６在正常胃黏膜（Ａ）、中度不典型增生胃黏膜（Ｂ）及胃低分化腺癌组织（Ｃ）中的表达 （×２００）

表１　　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白在不同病变

　　　　胃组织中的表达

组别 狀
Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白［狀（％）］

阳性 阴性

ＣＤ４４Ｖ６蛋白［狀（％）］

阳性 阴性

正常胃黏膜 １０ １０（１００．０） ０（０．０） ２（２０．０） ８（８０．０）

不典型增生胃黏膜 ４０ ２６（６５．０）１４（３５．０） １８（４５．０）２２（５５．０）

　轻度 １２ ９（７５．０）３（２５．０） ４（３３．３） ８（６６．７）

　中度 １８ １１（６１．１）７（３８．９） ８（４４．４）１０（５５．６）

　重度 １０ ６（６０．０）４（４０．０） ６（６０．０） ４（４０．０）

胃腺癌 ４５ ２４（５３．３）２１（４６．７） ３５（７７．８）１０（２２．２）

　高、中分化 ２５ １５（６０．０）１０（４０．０） １７（６８．０） ８（３２．０）

　低分化 ２０ ９（４５．０）１１（５５．０） １８（９０．０） ２（１０．０）

２．２　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白与胃腺癌患者临床生物学行

为的关系　经χ
２ 检验和四格表校正χ

２ 检验，肿瘤侵及浆膜层

者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白的阳性表达率明显低于侵及肌层及以内者

（犘＜０．０５）；而其ＣＤ４４Ｖ６蛋白的阳性表达率明显高于侵及肌

层及以内者（犘＜０．０５）。有淋巴结转移者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白的阳

性表达率明显低于无淋巴结转移者（犘＜０．０５），而其ＣＤ４４Ｖ６

蛋白的阳性表达率明显高于无淋巴结转移者（犘＜０．０５）。在

不同性别、年龄、分化程度及有无脉管侵犯的患者中，Ｃｌａｕｄｉｎ６

和ＣＤ４４Ｖ６蛋白阳性表达率的差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），见表２。

２．３　不同胃癌细胞株中Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白的表达　

细胞爬片固定后，ＳＰ染色显示，ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３

细胞中Ｃｌａｕｄｉｎ６与ＣＤ４４Ｖ６蛋白的阳性表达均定位在细胞膜
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和细胞质中，在不同细胞株之间，二者免疫染色强度的差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白与胃腺癌患者临床

　　　生物学行为的关系［狀（％）］

组别 狀
Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白

阳性 阴性 犘

ＣＤ４４Ｖ６蛋白

阳性 阴性 犘

年龄（岁）

　＜５０

　≥５０

１１

３４

５（４５．５）

１９（５５．９）

６（５４．５）

１５（４４．１）
０．５４７

７（６３．６）

２８（８２．４）

４（３６．４）

６（１７．６）
０．３７８

性别

　男

　女

３３

１２

１６（４８．５）

８（６６．７）

１７（５１．５）

４（３３．３）
０．２８０

２６（７８．８）

９（７５．０）

７（２１．２）

３（２５．０）
１．０００

浸润深度

　肌层及以内

　浆膜

１２

３３

１０（８３．３）

１４（４２．４）

２（１６．７）

１９（５７．６）
０．０１５

５（４１．７）

３０（９０．９）

７（５８．３）

３（９．１）
０．００２

淋巴结转移

　无

　有

１８

２７

１５（８３．３）

９（３３．３）

３（１６．７）

１８（６６．７）
０．００１

１０（５５．６）

２５（９２．６）

８（４４．４）

２（７．４）
０．０１０

脉管侵犯

　无

　有

３５

１０

２０（５７．１）

４（４０．０）

１５（４２．９）

６（６０．０）
０．５４９

２６（７４．３）

９（９０．０）

９（２５．７）

１（１０．０）
０．５３３

３　讨　　论

Ｃｌａｕｄｉｎ蛋白是细胞间紧密连接的骨架蛋白之一，并参与

细胞间的信号转导，Ｃｌａｕｄｉｎ蛋白的异常表达在肿瘤的发生、发

展过程中起重要作用。许多肿瘤发生时，Ｃｌａｕｄｉｎ蛋白的表达

水平明显下降。Ｍｉｃｈｌ等
［４］向实验组模型鼠的静脉内注入

Ｃｌａｕｄｉｎ４低表达的胰腺癌细胞，结果发现，与对照组相比，肿

瘤细胞的肺转移率明显增加，从而认为Ｃｌａｕｄｉｎ４低表达能增

强胰腺癌细胞的侵袭性；Ｋｏｍｉｎｓｋｙ等
［５］发现Ｃｌａｕｄｉｎ７表达下

调的乳腺癌细胞恶性程度较高；Ｈｏｅｖｅｌ等
［６］认为Ｃｌａｕｄｉｎ１在

肿瘤细胞中的重新表达可促进肿瘤细胞的凋亡。本研究发现，

在正常胃黏膜、非典型增生胃黏膜及胃腺癌组织中，Ｃｌａｕｄｉｎ６

蛋白的阳性表达呈降低趋势，肿瘤侵及浆膜层者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋

白的阳性表达率明显低于侵及肌层及以内者；而其ＣＤ４４Ｖ６蛋

白的阳性表达率明显高于侵及肌层及以内者。有淋巴结转移

者Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白的阳性表达率明显低于无淋巴结转移者。

Ｃｌａｕｄｉｎ６蛋白在胃癌组织中的低表达提示Ｃｌａｕｄｉｎ６可能作

为抑癌基因不仅参与了胃癌的发生，而且还参与了胃癌的进

展、侵袭和转移，这与以上的研究结果相似。

ＣＤ４４蛋白是位于人类第１１号染色体短臂上基因所编码

的黏附分子，是一种整合膜糖蛋白，能与细胞基质中的纤维粘

连蛋白、层粘连蛋白、Ⅰ型胶原和透明质酸分子以及骨架蛋白

相结合，引起细胞形态和游动性改变。ＣＤ４４Ｖ６是最早被发现

的含有变异型外显子Ｖ６编码序列的ＣＤ４４分子，其表达可改

变肿瘤细胞表面黏附分子的构成和功能，是近年来受到密切关

注的在肿瘤细胞浸润和转移过程中可能发挥重大作用的因

子［７８］。许多研究表明，ＣＤ４４Ｖ６的过表达与多种人体恶性肿

瘤的发生、发展、侵袭转移和不良预后密切相关，是判断肿瘤生

物学行为及预后的重要指标［９１０］。本研究结果显示：在胃腺癌

组织中的ＣＤ４４Ｖ６表达率明显高于其在非典型增生胃黏膜及

正常胃黏膜中的表达率，这与国、内外研究结果一致［１１１３］。同

时随着肿瘤细胞浸润深度的增加、淋巴结转移，ＣＤ４４Ｖ６阳性

表达率显著升高，但与年龄、性别及有无脉管侵犯无关。这提

示ＣＤ４４Ｖ６不但与胃癌的发生、发展密切相关，而且在胃癌的

临床进展和转移过程中均发挥了重要作用。这与 Ｏｋａｙａｍａ

等［１４］和于海英等［１５］的研究相符。

本研究对不同分化程度的３株胃癌细胞株进行免疫细胞

化学检测，结果显示３株胃癌细胞中Ｃｌａｕｄｉｎ６与ＣＤ４４Ｖ６蛋

白均呈阳性表达，但免疫染色强度无明显差别；对４５例不同分

化程度的胃腺癌组织进行免疫组织化学检测，结果显示胃腺癌

组织中，高、中分化及低分化组间Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白的

阳性表达率也无明显差异，与细胞染色结果一致。这表明

Ｃｌａｕｄｉｎ６及ＣＤ４４Ｖ６蛋白的表达与肿瘤的分化程度无关。

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示Ｃｌａｕｄｉｎ６与ＣＤ４４Ｖ６的表

达呈负相关，提示Ｃｌａｕｄｉｎ６异常表达可能破坏细胞间紧密连

接的结构和功能，使肿瘤细胞失去黏附而易于浸润；ＣＤ４４Ｖ６

阳性表达可赋予肿瘤细胞更强的运动能力，二者不是两个独立

的过程，而是具有相关性。因此，检测胃癌组织中Ｃｌａｕｄｉｎ６及

ＣＤ４４Ｖ６蛋白的表达有助于判断胃癌患者的病情程度和预后，

但其具体的作用机制尚待进一步研究。
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［１２］张大伟，张锦红．ＣＤ４４Ｖ６在胃癌胃镜标本和术后标本中

的表达及与胃癌生物学行为的关系［Ｊ］．世界华人消化杂
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