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目的
!

观察黑色素瘤相关抗原家族"

S8VW

$
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在结直肠癌组织中的表达变化!并探讨其意义%方法
!

收集
1%%)

年
$

月至
1%%/

年
$1

月南通大学附属医院初诊的
1%'

例结直肠癌患者标本!采用实时定量聚合酶链反应分析"

b

?5.R2?

$检测结

直肠癌患者癌组织及其对应癌旁正常组织中
S8VW.8(J?a8

的表达%通过免疫组织化学法检测
1%'

例结直肠癌与其对应癌

旁组织中
S8VW.8(

蛋白的表达!并分析其与结直肠癌临床病理特征及患者预后的相关性%结果
!

S8VW.8(

在结直肠癌组织

中阳性率高于癌旁正常结直肠组织"

"

#

%&%3

$%

S8VW.8(

蛋白表达与肿瘤分化程度"

">%&%$$

$&

5aS

分期"

">%&%%'

$&肿瘤

浸润深度"

">%&%%$

$和淋巴结转移"

">%&%%'

$等临床病理特征有关%生存分析显示
S8VW.8(

表达与结直肠癌患者预后关系

密切%结论
!

S8VW.8(

在结直肠癌组织中表达增加!提示预后不良%

"关键词#
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黑色素瘤相关抗原家族
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结直肠癌$
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2?2

%是一种全球最常见的

消化道恶性肿瘤#是世界第
'

高发恶性肿瘤#其病死率居恶性

肿瘤第
0

位&

$

'

)在过去的几十年里#尽管各种检测方法*新型

外科技术*辅助疗法及靶向生物疗法等技术迅猛发展使得

2?2

患者的
3

年生存率有所提高#但是
2?2

患者总体生存率

仍然较低&

1

'

)因此#深入研究
2?2

发生*发展的相关基因#寻

找
2?2

早期诊断及治疗的有效生物靶点#不仅具有重要的研

究价值#而且具有巨大的临床应用前景)黑色素瘤相关抗原家

族$

J@C;,"J;.;++"E#;:@!;,:#

K

@,

#

S8VW

%首先从黑色素瘤中发

现#是一组肿瘤相关抗原&

'

'

#目前已经发现了
)%

多个成员)

S8VW.8

是
S8VW

的亚家族#

S8VW.8

基因在多种肿瘤异

常表达&

0

'

)

S8VW.8(

是新近被发现的
S8VW.8

家族的成

员#研究发现其在黑色素瘤*喉癌*非小细胞肺癌*多发性骨髓

瘤及肝癌中异常表达#并且与肿瘤的发生*发展密切相关&

3.)

'

)

但是#目前有关
S8VW.8(

在
2?2

组织中的表达及其临床意

义的相关报道较少)本研究拟观察
S8VW.8(

在
2?2

组织及

相邻癌旁组织中的表达变化#以及其与患者预后的关系)

=

!

资料与方法

=&=

!

一般资料
!

以
1%%)

年
$

月至
1%%/

年
$1

月在南通大学

附属医院行手术治疗*临床资料完整且保留蜡块的
1%'

例

2?2

患者为研究对象#男
$'%

例#女
-'

例(年龄
03

!

/'

岁$中

位年龄
)0&$

岁%)所有
2?2

患者在手术前均未经相关抗肿瘤

治疗#如放疗*化疗或手术前免疫治疗等#并排除死于术后并发

症的患者)所有标本诊断标准*组织学类型和临床分期按照

1%%'

版
9YX

肿瘤组织学分类标准及美国癌症联合委员会和

国际抗癌联盟分期系统分别进行病理分类及
5aS

分期&

-./

'

)

每份组织标本由该院两名病理学医师进行病理诊断)本次研

究所有患者均签署知情同意书#并经过该院人类研究伦理委员

会批准)

=&>

!

方法

%%1$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
(

期

"

基金项目!南通市科技计划资助项目$

SL11%$3%33

%)

!

作者简介!陈建平$

$(/1O

%#主管技师#硕士#主要从事临床免疫检验工作)

!

$

!

通信作者#

W.J;#C

!

9,;

K

AG!",

K

//

'

D":J;#C&E"J

)



=&>&=

!b

?5.R2?

测定
!

S8VW.8(J?a8

表达通过实时定

量聚合酶链反应分析$

b

?5.R2?

%进行测定)选取
1'

例新鲜

2?2

及相应癌旁正常组织标本#

5?6]XU

$美国
U#H@5@ED"C".

K

#@+

公司%提取
?a8

)按试剂盒说明书进行逆转录为
E4a8

#

后进行
R2?

扩增)

R2?

反应条件如下!

(3j

预变性
'J#,

#

(3

j'%+

#

)%j'%+

#

-1j'%+

#反应
0%

个循环)以
V8R4Y

作

为内参#比较癌组织及癌旁组织
S8VW.8(

基因相对表达量)

V8R4Y

引物如下!

3k.2885V82222552855V822.'k

$上游引物%和
3k.V8288V255222V552528V.'k

$下游

引物%#

1%1N

B

)

S8VW.8(

基因特异性引物如下!

3k.282

5V585V528 525 25V.'k

$上游引物%和
3k.825 825

V5285528558825.'k

$下游引物%#

1/%N

B

)试验重复
'

次#取平均值进行分析)

=&>&>

!

免疫组织化学染色
!

本研究采用
W,̂#+#",

二步法进

行免疫组织化学染色分析#试剂盒选购于北京中杉金桥生物技

术有限公司)严格按照操作说明书进行石蜡切片中
S8VW.

8(

蛋白检测)

S8VW.8(

兔抗人单克隆抗体购自美国
L;,

4#@

K

"

公司#生物素化山羊抗兔二抗和辣根过氧化物酶标记的

链酶卵白素$三抗%为试剂盒中的原液)显色液进行免疫组织

化学显色#不定时在显微镜下观察显色程度(苏木素复染#梯度

乙醇脱水后封片*拍照)阴性对照以磷酸盐缓冲液$

RZL

%代替

一抗)由该院病理科医师阅片#每张切片随机取
3

个
0%%

倍视

野)按着色强度评分如下!细胞无着色得
%

分#细胞着浅黄色

得
$

分#细胞着棕黄色得
1

分#细胞着棕褐色得
'

分)按阳性

细胞比例评分如下!阳性细胞百分比
%Q

!

$%Q

得
$

分#阳性

细胞百分比大于
$%Q

!

3%Q

得
1

分#阳性细胞百分比大于

3%Q

!

/%Q

得
'

分#阳性细胞百分比大于
/%Q

!

$%%Q

得
0

分)将细胞着色强度和阳性细胞比例的乘积作为
S8VW.8(

着色分数结 果 进 行 判 读!

'

'

判 为 高 表 达#

#

'

判 为 低

表达&

(.$%

'

)

=&?

!

统计学处理
!

所有数据应用
LRLL1%&%

软件进行统计学

分析)计量资料用
K=E

表示#比较采用配对
!

检验分析(计数

资料采用率表示#比较通过
$

1 检验进行评估(生存曲线采用

_;

B

C;,.S@#@<

分析(单因素及多因素分析采用
2"A

回归模型进

行分析#以
"

#

%&%3

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

S8VW.8(J?a8

在癌组织及癌旁组织中的表达
!

S8VW.8(J?a8

在癌组织和癌旁组织中的相对表达水平分

别是
00&(1=/&%'

和
'&/$=%&('

$

"

#

%&%3

%)

S8VW.8(J?.

a8

在癌组织中的表达是癌旁组织中的
$$&/

倍)

>&>

!

S8VW.8(

蛋白在癌组织及癌旁组织中的表达
!

免疫组

织化学结果显示#

S8VW.8(

蛋白在癌组织和癌旁组织中的高

表达率分别是
/'&13Q

$

$)(

"

1%'

%和
$3&-)Q

$

'1

"

1%'

%#差异有

统计学意义$

"

#

%&%$

%)

S8VW.8(

蛋白主要定位于
2?2

细

胞的细胞质$图
$

%#个别
2?2

组织标本中
S8VW.8(

蛋白定

位于间质细胞)

>&?

!

S8VW.8(

在
2?2

组织的表达与患者临床病理参数的

关系
!

2?2

组织中高表达的
S8VW.8(

与患者肿瘤分化程

度*

5aS

分期*肿瘤浸润深度和淋巴结转移有关$

"

#

%&%3

%#

见表
$

#而与患者年龄*性别*肿瘤位置*组织学类型及术前

2W8

水平临床病理参数无关)另外#有
3

例病例存在远处

转移)

!!

8

*

Z

*

2

*

4

!

2?2

组织中
S8VW.8(

呈阳性表达(

W

*

7

!

S8VW.8(

在癌旁组织中呈阴性表达(红色箭头!

S8VW.8(

定位于细胞质(绿色

箭头!

S8VW.8(

定位于间质细胞(

8

*

2

*

W

!

T0%

(

Z

*

4

*

7

!

T0%%

图
$

!!

免疫组织化学法检测
2?2

组织和癌旁

组织中
S8VW.8(

蛋白的表达

表
$

!!

2?2

组织中
S8VW.8(

表达与患者临床

!!!

病理特征的关系"

(

%

Q

(#

项目
(

低表达$

(>(0

% 高表达$

(>$%(

%

@ "

性别
'&'%0 %&%)(

!

男
$'% 30

$

0$&30

%

-)

$

3/&0)

%

!

女
-' 0%

$

30&-(

%

''

$

03&1$

%

年龄$岁%

%&$'- %&-$$

!#

)% -3 ')

$

0/&%%

%

'(

$

31&%%

%

!'

)% $1/ 3/

$

03&'$

%

-%

$

30&)(

%

位置
1&3%/ %&$$'

!

结肠
$3' ))

$

0'&$0

%

/-

$

3)&/)

%

!

直肠
3% 1/

$

3)&%%

%

11

$

00&%%

%

组织学类型
%&'0/ %&333

!

腺癌
$/1 /'

$

03&)%

%

((

$

30&0%

%

!

其他;

1$ $$

$

31&'/

%

$%

$

0-&)%

%

分化程度
)&0)1 %&%$$

!

低
'0 (

$

1)&0-

%

13

$

-'&3'

%

!

高*中度
$)( /3

$

3%&'%

%

/0

$

0(&-%

%

5aS

分期
$$&0(- %&%%'

!

%

!#

0) '$

$

)-&'(

%

$3

$

'1&)$

%

!$

/% '3

$

0'&-3

%

03

$

3)&13

%

!%!&

-- 1/

$

')&')

%

0(

$

)'&)0

%

浸润深度
$'&1%- %&%%$

!

5#+e5$ - '

$

01&/)

%

0

$

3-&$0

%

!

51 00 '$

$

-%&03

%

$'

$

1(&33

%

!

5'

*

0N $31 )%

$

'(&0-

%

(1

$

)%&3'

%

淋巴结转移
$'&()% %&%%'

!

a% $13 ))

$

31&/%

%

3(

$

0-&1%

%

$%1$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
(

期



续表
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2?2

组织中
S8VW.8(

表达与患者临床

!!!

病理特征的关系"

(

%

Q

(#

项目
(

低表达$

(>(0

% 高表达$

(>$%(

%

@ "

!

a$; '/ $(

$

3%&%%

%

$(

$

3%&%%

%

!

a$N 1% -

$

'3&%%

%

$'

$

)3&%%

%

!

a$E

*

1;

*

N 1% 1

$

$%&%%

%

$/

$

(%&%%

%

术前
2W8

$

,

K

"

JU

%

$&1$( %&1-%

!(

$3 $1$ 3(

$

0/&-)

%

)1

$

3$&10

%

!%

$3 1- $%

$

'-&%0

%

$-

$

)1&()

%

!

不确定
33 13

$

03&03

%

'%

$

30&33

%

!!

;

!混合腺癌$管状*黏液状%

$%

例(黏液癌
/

例(印戒细胞癌
1

例(腺

鳞癌
$

例

>&B

!

S8VW.8(

的表达与
2?2

患者预后的关系
!

基于单因

素
2"A

回归分析#

S8VW.8(

表达是
2?2

患者不良预后的危

险因子$

"

#

%&%$

%#肿瘤部位*肿瘤分化*

5aS

分期*肿瘤浸润

深度*淋巴结转移及术前
2W8

水平均是影响
2?2

患者预后的

相关因素$

"

#

%&%$

%#见表
1

)对上述影响患者预后的因素进

一步进行多因素
2"A

风险比例函数模型分析)结果表明#

S8VW.8(

表达*肿瘤部位*肿瘤分化*

5aS

分期和术前
2W8

水平是影响
2?2

患者预后的主要因素#见表
1

)

_;

B

C;,.S@#@<

法生存曲线显示高表达
S8VW.8(

组
2?2

患者的生存时间明

显低于低表达
S8VW.8(

组$

"

#

%&%$

%)结肠肿瘤*低分化肿

瘤*晚期
5aS

分期及术前高
2W8

水平患者的生存时间明显

较短$

"

#

%&%$

%#见图
1

)

图
1

!!

S8VW.8(

蛋白不同表达患者的生存曲线图

表
1

!!

单因素和多因素分析临床病理特征对
3

年生存预后的影响

项目
单因素分析

( " (3Q2$

多因素分析

3B " (3Q2$

S8VW.8(

表达
#

%&%$ )&3'-

!

'0&--) (&%%3

#

%&%$ '&-))

!

1$&3')

!

高
$%(

!

低
(0

年龄$岁%

%&-') %&)-/

!

$&-'3

!#

)% -3

!'

)% $1/

性别
%&$$0 %&0%/

!

$&$%$

!

男
$'%

!

女
-'

位置
#

%&%$ 1&%00

!

)&%(( 1&)%$ %&%%0 $&')(

!

0&(01

!

结肠
$3'

!

直肠
3%

组织学类型
%&'3% %&1(1

!

$&30-

!

腺癌
$/1

!

其他;

1$

分化程度
#

%&%$ %&$(3

!

%&3$' %&0$- %&%%0 %&1'$

!

%&-3$

!

高*中分化
$)(

!

低分化
'0

5aS

分期
#

%&%$ $&3(0

!

'&$1/ 1&$$$ %&%$( $&$1(

!

'&(0/

!

%

!#

0)

!$

/%

!%!&

--

浸润深度
#

%&%$ 1&)-'

!

$(&100

!

5#+e5$ -

!

51 00

!

5'e0; $31

淋巴结转移
#

%&%$ $&1$0

!

$&-/3

!

a% $13

!

a$; '/

!

a$N 1%

!

a$E

#

a1;

#

1N 1%

术前
2W8

$

,

K

"

JU

%

#

%&%$ $&)($

!

3&1$% 1&313 %&%%1 $&'(1

!

0&3/%

!%

$3 1-

!(

$3 $1$

1%1$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
(

期
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续表
!

!!

单因素和多因素分析临床病理特征对
"

年生存预后的影响

项目
单因素分析

! " #"$#$

多因素分析

%& " #"$#$

淋巴结阴性病例
%&'() %&'*#

!

(&+!,

!

-./01.#

高表达
"#

!

-./01.#

低表达
''

!!

2

!混合腺癌"管状#黏液状$

+%

例%黏液癌
*

例%印戒细胞癌
!

例%腺鳞癌
+

例

!

!

讨
!!

论

!!

-./0

是从黑色素瘤细胞系中发现并分离出的肿瘤特异

性抗原基因&

(

'

(

-./0

基因分为
-./01

"

和
-./01

#

两大

亚组&

(

'

(

-./01.

为
-./013

的成员之一(

-./01.+

!

-./01.+!

是
-./01.

家族的几个亚型)其中
-./01.+

和

-./01.(

是科学家们研究较为透彻的两个亚型&

)

)

,

'

(近年来

研究发现
-./01.#

在肝癌#食管腺癌#喉鳞状细胞癌等人类

多种肿瘤组织中存在异常表达)并且与恶性肿瘤的侵袭转移#

不良预后密切相关&

"1'

'

(有研究发现在某些肿瘤中
-./01.#

是进行个性化免疫疗法的潜在靶点&

*1+%

'

(

在本次研究中)本课题组运用
4

561785

法及免疫组织化

学法分别检测了
-./01.#95:.

和
-./01.#

蛋白在
858

肿瘤组织和相应癌旁组织中的表达差异(结果显示
-./01

.#95:.

和蛋白在
858

患者肿瘤组织中的表达均明显高于

癌旁组织(这些发现表明
-./01.#

在人类肿瘤中的多态

性)预示
-./01.#

可能与肿瘤的发展和进程有关(

本研究比较分析了
-./01.#

表达与
858

患者临床病理

参数及临床预后的关系(分析发现
-./01.#

高表达提示

858

患者肿瘤低分化#较晚的
6:-

分期或淋巴结转移(本次

研究中只发现
"

例远处转移病例)由于样本量较少)因此没有

评估
-./01.#

和远处转移的关系(这些结果表明
-./01

.#

可能在
858

的发生#发展中起了重要作用(运用
8;<

比例

风险回归模型进行单因素预后分析表明
-./01.#

表达#肿

瘤部位#肿瘤分化#

6:-

分期#肿瘤浸润深度#淋巴结转移及

术前
80.

水平与
858

患者预后有关(多因素预后分析进一

步表明
-./01.#

高表达#肿瘤位置#肿瘤分化#

6:-

分期和

术前
80.

水平都是影响
858

患者预后的主要独立因素(使

用
=2

>

?2@1-ABAC

法分析显示)

-./01.#

低表达组
858

患者

比
-./01.#

高表达组
"

年生存率长(这意味着
-./01.#

高表达提示临床预后差)

-./01.#

的过表达是一个独立的预

后不良的重要标志)并可能成为
858

治疗的一个参考指标(

因此推断在结直肠癌患者中)

-./01.#

从肿瘤早期即开始表

达增高)在一定程度上起着癌蛋白的作用)其高表达在肿瘤细

胞的生存#增殖中发挥了重要作用(此外)

-./01.#

高表达

可能会打破人体内微环境平衡)在促进肿瘤细胞的增殖和远处

转移过程中起着重要的作用(其机制需要通过体外细胞实验

研究进行深入探讨(

有研究报道在喉鳞状细胞癌
-./01.#

高表达于细胞质

和间质细胞&

++

'

(值得注意的是)本研究中发现在少数
858

病

例中
-./01.#

表达于间质细胞(这种现象可能需要进一步

扩大样本量深入研究
-./01.#

在间质细胞表达的意义和潜

在机制(

综上所述)本次研究结果显示
858

组织中
-./01.#

高

表达)并与患者预后差密切相关(

-./01.#

可能是
858

诊

断#预测
858

患者预后的重要指标)同时可作为
858

的潜在

靶点个性化指导治疗方案的选择(
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