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"摘要#
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目的
!

检测肿瘤相关钙信号转导蛋白
.1

"

47?3.1

%在结肠癌组织及结肠癌细胞中的表达水平!探讨
47?3.1

与结肠

癌进展的相关性及其对临床预后的意义&方法
!

应用免疫组织化学法检测
47?3.1

蛋白在结肠癌组织'癌旁组织及正常结肠组

织中的表达情况!回顾患者的临床资料!分析
47?3.1

蛋白表达水平与不同临床病理特征的相关性及其对临床预后的意义&应用

蛋白质印迹法检测
47?3.1

蛋白在新鲜结肠癌组织标本中的表达情况!并应用免疫荧光法观察
47?3.1

蛋白的定位&结果
!

47?3.1

蛋白主要定位于肿瘤细胞的细胞膜!在细胞质'细胞核则少量表达或不表达&结肠癌组织中
47?3.1

蛋白表达水平高于

癌旁组织和正常组织!差异有统计学意义"

!

$

%&%$

%$结肠癌组织中
47?3.1

蛋白表达与患者的性别'年龄'肿瘤分化程度无相关

性"

!

%

%&%2

%!而与淋巴结转移情况及
;KLB+

分期有明显相关性"

!

$

%&%2

%$伴淋巴结转移的患者结肠癌组织
47?3.1

蛋白阳性

率高于无淋巴结转移者!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%$随着肿瘤
;KLB+

分期的进展!结肠癌组织中
47?3.1

表达水平逐渐升高$

47?3.1

蛋白的高表达是结肠癌患者不良预后的独立因子&结论
!

结肠癌中存在
47?3.1

的高表达!其在结肠癌侵袭和转移过

程中可能发挥着重要作用&
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结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一#近年来发病率逐年

上升#且总体
2

年生存率仍然较低*肿瘤的侵袭和转移是导致

患者死亡的主要原因#目前对于结肠癌侵袭和转移机制的研究

成为热点#但确切的机制尚不明确*肿瘤相关钙信号转导蛋

白
.1

$

EKC">.I++"G#IEB!GIDG#KC+#

P

,IDE>I,+!KGB>.1

#

47?3.1

%是

一种跨膜糖蛋白#最早发现于人滋养层细胞&

$

'

#也称为人滋养

层细胞表面抗原
.1

#它主要参与细胞内钙离子水平的调控*近

年来发现#

47?3.1

在多种人类上皮源性肿瘤中存在高表达#

而其在正常组织中不表达或低表达#

47?3.1

被认为是一种肿

瘤相关抗原#与肿瘤细胞的侵袭和转移密切相关*然而#目前

国内外对于结肠癌中
47?3.1

表达情况的研究较少*本实验

采用蛋白质印迹法$

TB+EB>,HD"EE#,

P

%)免疫组织化学法和免疫

荧光法检测结肠癌手术切除标本中
47?3.1

蛋白的表达情况#

并结合患者的临床病理资料进行分析#旨在探讨结肠癌中

47?3.1

的表达与其进展的相关性#并进一步探讨其临床意

义#为结肠癌的早期诊断治疗和预后评价提供理论依据和参考

指标#为选择结肠癌靶向治疗的新靶点提供理论基础*

D

!

资料与方法

D&D

!

一般资料
!

用于
TB+EB>,HD"EE#,

P

检测的新鲜结肠癌手

术切除组织标本共
0-

份#均取自华北理工大学附属医院术后

')(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



病理确诊为原发性结肠腺癌的患者#所有患者均具有完整的临

床病理资料#术前均未接受放)化疗等辅助治疗*其中#无淋巴

结转移
1%

例#有淋巴结转移
1-

例(根据国际
;KLB+

分期标准!

9

期
)

例)

8

期
$0

例)

:

期
1%

例)

;

期
-

例*

用于免疫组织化学及免疫荧光染色的结肠癌组织切片来

源于华北理工大学附属医院病理科存档的结肠癌组织蜡块#所

选病例共
/1

例#且选取的病例术前均未接受放)化疗等辅助治

疗#术后病理诊断均为原发性结肠腺癌*其中#女
'%

例#男
21

例(年龄
'2

&

(%

岁#平均$

)$&)V(&/

%岁(低分化腺癌
12

例)高

分化腺癌
10

例)中分化腺癌
''

例(无淋巴结转移
0%

例#伴有

淋巴结转移
01

例(根据国际
;KLB+

分期标准!

9

期
$%

例)

8

期

1/

例)

:

期
1)

例)

;

期
$/

例*本组病例中
-

例失访#

-2

例有

完整的随访信息#生存时间为病理确诊到死亡或最后
$

次随访

的时间*

D&E

!

主要试剂
!

鼠抗人
47?3.1

单克隆抗体购自美国
9H.

GIC

公司(兔抗人
$

.IGE#,

单克隆抗体购自美国
@I,EI:>KQ8#".

EBGF,"D"

P=

公司(山羊抗兔荧光二抗$

D

P

[.;

=

W#

P

FE0//

%)细胞

核染料碘化丙啶$

3A

%购自美国
:BDD@#

P

,ID#,

P

4BGF,"D"

P=

公

司(十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

@;@.39[5

%凝胶

配置试剂盒)二喹啉甲酸$

8:9

%法蛋白浓度测定试剂盒)牛血

清清蛋白$

8@9

%及超敏电化学发光$

5:W

%试剂盒购自碧云天

生物技术研究所*免疫组织化学检测试剂盒购自武汉博士德

生物工程有限公司*

D&F

!

方法

D&F&D

!

免疫组织化学染色检测结肠癌组织切片中
47?3.1

蛋

白的表达
!

免疫组织化学染色步骤采用
@3

法#以鼠抗人

47?3.1

抗体为一抗#以自身对照作阳性对照#以磷酸盐缓冲

液$

38@

%代替一抗作阴性对照*由本院病理科两名医师参照

文献&

1

'各自独立完成免疫组织化学结果的判定和评分*肿瘤

细胞质及细胞膜中出现棕黄色颗粒记为阳性细胞#在高倍镜下

任选
2

个视野进行观察#根据阳性肿瘤细胞所占百分率记分#

无明显阳性染色细胞记为
%

分#阳性细胞数占
$Y

&

$%Y

记为

$

分#阳性细胞数大于
$%Y

&

2%Y

记为
1

分#阳性细胞数大于

2%Y

记为
'

分(染色强度按肿瘤细胞着色的深浅计分!无着色

记为
%

分(黄色为弱阳性#记为
$

分(浅棕色为中等阳性#记为

1

分(棕褐色为强阳性#记为
'

分(每份标本
47?3.1

染色的总

分为两项之积!

%

分为$

U

%#

$

&

'

分为$

X

%#

0

&

)

分为$

XX

%#

-

&

(

分为$

XXX

%#总分
0

分以上记为高表达*

D&F&E

!

间接免疫荧光法检测结肠癌组织切片中
47?3.1

的表

达及定位
!

切片常规脱蜡及脱水#滴加
'Y

过氧化氢$

R

1

?

1

%#

抗原修复后加入一抗$鼠抗人
47?3.1

抗体%和荧光素
9DBNI

hDK">

2

0//

标记的荧光二抗#细胞核以
3A

染色#

he$%%%

激光

共聚焦显微镜$

:W@S

%下观察并拍片*

D&F&F

!

TB+EB>,HD"EE#,

P

检测结肠癌组织标本和细胞中
47?3.

1

蛋白的表达
!

提取组织标本的总蛋白#蛋白质定量后行
@;@.

39[5

凝胶电泳#每孔上样量为
$%%

#

P

蛋白#电泳并转膜至聚

偏氟乙烯$

3e;h

%膜#

2Y

脱脂奶粉封闭
$F

#抗
47?3.1

一抗

0\

孵育过夜*

4>#+

缓冲生理盐水吐温$

48@4

%漂洗
'

次#二

抗室温孵育
1F

#增强化学发光法显色*以
$

.IGE#,

为内参*

D&G

!

统计学处理
!

采用
@3@@$-&%

统计软件进行统计分析#

计数资料以例数或百分率表示#比较采用
!

1 检验(采用
aI

<

.

DI,.SB#B>

法绘制生存曲线#采用
W"

P

.>I,L

检验进行生存分析#

独立因素分析采用
W"

P

#+E#G

回归分析(以
!

$

%&%2

为差异有统

计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

免疫组织化学检测结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表

达
!

/1

例结肠癌组织中
47?3.1

蛋白阳性表达者
-2

例

$

($&2Y

%#其中高表达
22

例$

)-&$Y

%#低表达
1%

例$

10&0Y

%(

癌旁组织中
47?3.1

蛋白阳性表达者
$%

例$

$1&1Y

%#高表达

1

例$

1&0Y

%#低表达
/

例$

(&/Y

%*如图
$

所示#

47?3.1

的阳

性染色颗粒呈棕色或深棕色颗粒#主要分布在肿瘤细胞的细胞

膜和细胞质中#呈弥散分布#胞核阴性*切缘正常结肠组织中

无
47?3.1

阳性染色颗粒*结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表

达强度高于癌旁组织和正常组织*结肠癌组织
47?3.1

的阳

性率高于癌旁组织和正常组织#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%*随着肿瘤
;KLB+

分期的进展#肿瘤组织中
47?3.1

的

表达强度亦逐渐增强#见图
1

*

!!

9

!正常组织(

8

癌旁组织(

:

!癌组织*

图
$

!!

结肠癌组织
47?3.1

蛋白的表达%免疫组织化学法(

_1%%

&

E&E

!

结肠癌组织中
47?3.1

的表达与各临床病理参数的关

系
!

结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表达与患者的性别)年龄)

肿瘤分化程度无相关性$

!

%

%&%2

%#而与淋巴结转移情况及肿

瘤
;KLB+

分期有明显相关性*伴淋巴结转移的患者结肠癌组

织
47?3.1

蛋白阳性率高于无淋巴结转移者#差异有统计学意

义$

!

$

%&%2

%(随着肿瘤
;KLB+

分期的进展#

47?3.1

蛋白阳

性率逐渐升高#

:X;

期患者
47?3.1

蛋白阳性率高于
9X8

期者#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%*结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表达与各临床病理参数的关系#见表
$

*

E&F

!

:W@S

观察结肠癌组织中
47?3.1

的免疫荧光染色
!

本

0)(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



实验以双标法分别标记
47?3.1

蛋白和细胞核#荧光素
9DBNI

hDK">

2

0//

$绿色荧光%偶联的山羊抗小鼠二抗#特异性结合一

抗鼠抗人
47?3.1

单克隆抗体#

3A

标记细胞核$红色荧光%*

:W@S

下观察荧光#如图
'

所示#

47?3.1

呈环形绿色荧光#主

要是肿瘤细胞膜表达#细胞核呈红色#

47?3.1

在细胞质)细胞

核则少量表达或不表达*正常结肠组织基本无
47?3.1

蛋白

的绿色荧光表达#提示
47?3.1

在正常结肠组织中基本无表

达*随着
;KLB+

分期的进展#

47?3.1

的绿色荧光呈逐渐增多

的趋势#提示随着肿瘤
;KLB+

分期的进展#

47?3.1

的表达量

逐渐升高*

!!

9

!

;KLB+9

期(

8

!

;KLB+8

期(

:

!

;KLB+:

期(

;

!

;KLB+;

期*

图
1

!!

不同临床
;KLB+

分期结肠癌组织
47?3.1

蛋白的表达%免疫组织化学法(

_1%%

&

表
$

!!

结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表达与

!!!

各临床病理参数的关系

临床病理特征
& 47?3.1

$

X

%

47?3.1

$

U

%

!

性别
%&2$1

!

男
21 0/ 0

!

女
'% 1- '

年龄$岁%

%&)/0

!+

2( '( '0 2

!%

2( 0' 0$ 1

肿瘤分化程度
%&/2-

!

高分化
10 1$ '

!

中分化
'' '% '

!

低分化
12 10 $

淋巴结转移情况
%&%$/

!

有
01 0$ $

!

无
0% '0 )

;KLB+

分期
%&%%1

!

9X8

期
'/ '1 )

!

:X;

期
00 0' $

E&G

!

TB+EB>,HD"EE#,

P

检测结肠癌组织中
47?3.1

蛋白的表

达
!

如图
0

所示#正常结肠组织)癌旁组织及结肠癌组织中均

有
47?3.1

蛋白的表达#结肠癌组织中
47?3.1

蛋白表达水平

高于癌旁组织和切缘正常结肠组织#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%(癌旁组织
47?3.1

表达水平高于切缘正常结肠组织#但

差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%*如图
2

所示#伴淋巴结转移的

结肠癌组织
47?3.1

表达水平高于无淋巴转移的结肠癌组织#

差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%(如图
)

所示#随着肿瘤
;KLB+

分期的进展#结肠癌组织中
47?3.1

表达水平逐渐升高#差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

%*

E&H

!

结肠癌中
47?3.1

的表达与预后的相关性
!

47?3.1

高

表达结肠癌患者总体生存时间为$

'$&)2V$%&$0

%个月#低表达

患者总体生存时间为$

)0&01V)&02

%个月*如图
-

所示#

47?3.1

高表达患者的
2

年生存率明显低于
47?3.1

低表达

患者$

'/&1YJ=&)'&)Y

%#差异有统计学意义$

!

1

`'0&21%

#

!`%&%%2

%*单因素生存分析结果显示#

47?3.1

高表达

$

<< )̀&0'

#

(2Y/N

!

1&$-

&

(&)1

#

!

$

%&%%$

%)淋巴结转移

$

<< $̀%&(0

#

(2Y/N

!

-&0'

&

$1&()

#

!

$

%&%%$

%)肿瘤
;KLB+

分期$

<< -̀&2/

#

(2Y/N

!

0&1)

&

$%&-$

#

!

$

%&%%$

%与术后的不

良预后相关(多因素回归分析表明#校正性别)年龄)肿瘤分化

程度)淋巴结转移等影响因素后#

47?3.1

蛋白高表达$

<<`

$-&1%(

#

(2Y/N

!

0&1'(

&

)(&/2-

#

!

$

%&%%$

%是结肠癌患者不

良预后的独立因子*

图
'

!!

结肠癌组织与正常结肠组织
47?3.1

蛋白的表达与定位%

:W@S_$1%%

&

!!

$

!结肠癌组织(

1

!正常结肠组织(

'

!癌旁组织*

图
0

!!

结肠癌组织'癌旁组织及正常结肠组织

47?3.1

蛋白的表达

2)(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



!!

$

)

1

!无淋巴转移的结肠癌组织(

'

)

0

!伴淋巴结转移的结肠癌组织*

图
2

!!

47?3.1

蛋白表达与淋巴转移的相关性

图
)

!!

不同临床
;KLB+

分期结肠癌组织

47?3.1

蛋白的表达

图
-

!!

47?3.1

蛋白表达相关结肠癌患者

aI

<

DI,.SB#B>

生存曲线

F

!

讨
!!

论

!!

结肠癌是人类常见的消化道恶性肿瘤之一#尽管治疗方法

有了很大的进步#但总体病死率仍然很高*肿瘤的侵袭和转移

是导致患者死亡的主要原因之一*统计表明约
2%Y

的结肠癌

患者虽然接受了有效的治疗#但最终仍死于肿瘤的侵袭与转

移*国内外针对结肠癌侵袭和转移机制的研究较多#但其确切

的机制仍不完全清楚*

47?3.1

是一种
(

型跨膜糖蛋白#属于
49:@4;

基因家

族#由
'1'

个氨基酸所组成#包括信号肽)胞外区)跨膜区和胞

质尾区
0

个部分*最初认为
47?3.1

主要参与细胞内钙离子

水平的调控#能够改变细胞内的钙离子水平&

'.0

'

*近年来发现#

多种人类上皮源性肿瘤$如卵巢癌)前列腺癌)膀胱癌)肺癌)乳

腺癌)胰腺癌)胃癌等%中均存在
47?3.1

蛋白的高表达&

2.$'

'

#

其在正常组织中不表达或低表达#

47?3.1

也被认为是一种肿

瘤相关抗原#目前国内对结肠癌中
47?3.1

表达情况及其作用

的研究较少*

本研究发现#

47?3.1

蛋白主要定位于结肠癌细胞的细胞

膜上#结肠癌组织中
47?3.1

蛋白表达水平高于癌旁组织和正

常结肠组织(结肠癌中
47?3.1

蛋白表达水平与肿瘤的淋巴结

转移)临床
;KLB+

分期有明显相关性#而与患者年龄)性别)肿

瘤分化程度无相关性*随着
;KLB+

分期的进展#结肠癌组织中

47?3.1

表达水平逐渐升高*本研究还发现#

47?3.1

高表达

患者总生存率低于
47?3.1

低表达患者*

综上所述#

47?3.1

在结肠癌的进展过程中可能起着重要

作用#

47?3.1

蛋白有望成为结肠癌分子靶向治疗的新靶点#

但结肠癌中
47?3.1

蛋白高表达的具体机制仍有待进一步

研究*
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