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EphA2蛋白在胃癌组织中的表达及与预后的关系*
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  [摘要] 目的 探讨EphA2在胃癌组织中的表达与临床病理因素及预后的关系,并分析胃癌患者预后的

影响因素。方法 收集2014年1月至2016年7月入住郑州大学附属洛阳中心医院胃肠外科收治的胃癌手术

治疗且术后病理确诊的73例胃癌患者标本,分别取患者的癌组织与癌旁正常组织,采用免疫组织化学的方法

检测EphA2的表达,分析胃癌患者EphA2的表达与临床病理特征的关系,采用Kaplan-Meier分析EphA2的

表达对患者术后总生存时间及无病生存时间的影响,应用Kaplan-Meier单因素分析和COX回归多因素分析分

析与患者预后相关的危险因素。结果 免疫组织化学结果显示,胃癌组织EphA2阳性率为54.80%,而癌旁组

织中无阳性表达。EphA2在胃癌组织中的表达水平高于癌旁组织(P<0.05)。胃癌组织中EphA2的表达与

肿瘤最大径相关(P=0.009)。Kaplan-Meier生存曲线结果表明,EphA2阳性表达组患者术后3年生存率及5
年生存率低于EphA2阴性组(P<0.05)。Kaplan-Meier单因素分析和COX回归多因素分析发现,肿瘤最大

径、TNM分期及EphA2高表达是影响胃癌患者预后无病生存时间的独立危险因素(P<0.05)。肿瘤最大径、
分化程 度、TNM 分 期 及 EphA2高 表 达 是 影 响 胃 癌 患 者 预 后 总 生 存 时 间 的 独 立 危 险 因 素 (P<0.05)。
结论 EphA2的表达与患者病理因素具有相关性,可作为临床医生评估患者预后的参考指标之一。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

EphA2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

with
 

clinicopathological
 

factors
 

and
 

prognosis,and
 

to
 

analyze
 

the
 

influence
 

factors
 

of
 

the
 

prognosis
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer.Methods The
 

specimens
 

of
 

73
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

treated
 

by
 

opera-
tion

 

and
 

diagnosed
 

by
 

pathology
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

surgery
 

department
 

of
 

Affiliated
 

Luoyang
 

Central
 

Hos-
pital

 

of
 

Zhengzhou
 

University
 

from
 

January
 

2014
 

to
 

July
 

2016
 

were
 

collected.The
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracan-
cerous

 

normal
 

tissues
 

were
 

taken,and
 

the
 

expression
 

of
 

EphA2
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

meth-
od.The

 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

EphA2
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

was
 

analyzed.Kaplan-Meier
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

EphA2
 

expression
 

on
 

postoperative
 

overall
 

survival
 

time
 

and
 

disease-free
 

survival
 

time.The
 

Kaplan-Meier
 

univariate
 

analysis
 

and
 

COX
 

regression
 

multivariate
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

risk
 

factors
 

related
 

to
 

prognosis.Results The
 

immunohisto-
chemical

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

EphA2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

was
 

54.8%,but
 

there
 

was
 

no
 

positive
 

expression
 

in
 

paracancerous
 

tissues.The
 

expression
 

level
 

of
 

EphA2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

was
 

high-
er

 

than
 

that
 

in
 

paracancerous
 

tissues.The
 

expression
 

of
 

EphA2
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

maximum
 

diameter
 

of
 

the
 

tumor
 

(P=0.009).The
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

post
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operative
 

3-year
 

survival
 

rate
 

and
 

postoperative
 

5-year
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

EphA2
 

positive
 

ex-
pression

 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

EphA2
 

negative
 

group(P<0.05).The
 

Kaplan-
Meier

 

univariate
 

analysis
 

and
 

COX
 

regression
 

multivariate
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

tumor
 

maximum
 

diameter,
TNM

 

stage
 

and
 

high
 

expression
 

of
 

EphA2
 

were
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

disease-free
 

survival
 

time
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer(P<0.05).The
 

maximum
 

diameter
 

of
 

tumor,degree
 

of
 

differentia-
tion,TNM

 

stage
 

and
 

high
 

expression
 

of
 

EphA2
 

were
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

overall
 

survival
 

time
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

EphA2
 

is
 

correlated
 

with
 

the
 

pathological
 

factors
 

of
 

the
 

patients,and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

one
 

of
 

the
 

reference
 

indexes
 

for
 

clinicians
 

evaluating
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients.
[Key

 

words] gastric
 

cancer;EphA2;immunohistochemistry;pathology;prognosis;

  胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一,2018年全球

胃癌新发病例中胃癌位于恶性肿瘤发病率第5位、病
死率第3位[1]。EphA2受体最初被称为Eck(上皮细

胞激酶),由 LINDBERG 等1990年筛选人类上皮

(HeLa)cDNA文库得出,高表达于上皮来源的细胞

系,在肠、肺、皮肤、肾脏中的表达较高[2]。EphA2受

体与配体结合后产生的信号转导能直接参与各种生

理活动,包括胚胎发育,特别是神经系统和血管系统,
以及细胞与细胞之间的连接、细胞的迁移等[3]。E-
phA2基因的过度表达常与不良预后相关。其参与了

许多对恶性进展至关重要的过程,如迁移、侵袭、转
移、增殖、存活和血管生成[4-5]。在宫颈癌中,EphA2
的表达与肿瘤分化程度、浸润肌层深度、淋巴结转移

有关,且与宫颈癌患者分期预后相关,随着宫颈病变

病理分级升高,EphA2蛋白在相应组织中表达阳性率

逐渐提高[6]。但是关系EphA2与胃癌之间的关系报

道较少,本文通过检测EphA2在胃癌组织中的表达,
分析EphA2表达与胃癌患者临床病理因素的关系及

预后的影响。
1 材料与方法

1.1 资料来源

收集2014年1月至2016年7月郑州大学附属洛

阳中心医院胃肠外科收治的胃癌手术治疗且术后病

理确诊胃癌患者73例胃癌组织样本,随访至2020年

6月。纳入标准:(1)术前未经放化疗治疗;(2)行胃癌

根治性切除术,并经病理医师确诊;(3)有详细完整的

病例及随访资料。排除标准:(1)临床病理资料不全

者;(2)合并其他肿瘤疾病者;(3)术前经过放化疗者。
1.2 主要试剂

兔IgG 免疫组织化学试剂盒 SABC即用型1
(SA1022)购自武汉博士德生物公司;

 

DAB染色试剂

盒(AR1022)购自武汉博士德生物公司;EphA2抗体

(#6997)购自美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司;
苏木精染色试剂(E808F

 

A0004)
 

购自生工生物工程

(上海)有限公司。
1.3 免疫组织化学

石蜡切片于60
 

℃烤片2
 

h,二甲苯和乙醇按梯度

脱蜡复水,3%过氧化氢避光室温10
 

min灭活内源

酶,PBS漂洗3次,0.1%TritonX-100室温透膜15
 

min,PBS漂洗3次,0.01
 

mol/L枸橼酸缓冲液微波

煮沸热修复3
 

min,2次,PBS漂洗3次,5%BSA室温

封闭30
 

min,除去多余液体,滴加一抗(1∶1
 

000),放
置湿盒内4

 

℃孵育过夜,PBS漂洗3次,滴加二抗,
37

 

℃孵育30
 

min,PBS漂洗3次,滴加链霉亲和素-生
物素复合物(SABC),室温孵育1

 

h,PBS漂洗3次,
DAB显色约2

 

min,出现棕黄色蒸馏水终止显色,用
含乙醇的苏木精染色约2

 

min,显微镜下观察染色情

况,脱水透明,中性树脂封片。为了量化EphA2的免

疫染色,将载玻片在相等的曝光量下进行数字成像,
并通过数字化的Image

 

J软件评估免疫阳性细胞百分

比。细胞染色强度分为:0为不显色;1为浅黄色;2为

棕黄色;3为深褐色。免疫染色结果由免疫阳性细胞

百分比(0~100)乘以染色强度得分(0、1、2和3)得出

0~300分。以患者生存状态作为状态变量绘制ROC
曲线图,根据曲线图形,EphA2表达评分在27.49分

时对应的约登指数最大,选取27.49分为最佳截点

(图1),根据EphA2表达水平分为阴性组(<27.49
分,n=33)和阳性组(≥27.49分,n=40)。

图1  ROC曲线选取最佳截点

1.4统计学处理

采用SPSS23.0统计软件进行数据分析。组间比

较采用t检验,计数资料采用χ2 检验。采用ROC曲

线确定EphA2阳性阴性表达的截点。生存分析采用

Kaplan-Meier分析和
 

Log-rank
 

检验,单因素分析采
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用Kaplan-Meier分析,多因素分析采用Cox回归模

型,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 EphA2在胃癌组织中的表达

73例胃癌组织中,胃癌组织 EphA2阳性率为

54.8%,而癌旁组织中无阳性表达(P<0.05),见表

1。EphA2高表达于胃癌组织,染色较深;于癌旁组织

低表达,染色较浅,见图2。
表1  EphA2在胃癌组织和癌旁组织中的表达[n(%)]

组别 阳性 阴性

胃癌组 40(54.80) 33(45.20)

癌旁组 0 73(100.00)

t 12.789

P 0.000

图2  EphA2在胃癌组织与癌旁组织的表达(SABC,×400)

2.2 EphA2表达与临床病理特征之间的相关性

EphA2的表达与肿瘤最大径相关(P=0.009),
与患者性别、年龄及浸润深度、TNM 分期、远处转移、
分化程度、淋巴结转移相关性不显著(P>0.05),见
表2。
2.3 EphA2表达与胃癌术后患者3年、5年生存率

的关系

生存分析显示,EphA2蛋白表达阳性与阴性患者

之间的生存率差异有统计学意义(P<0.05),见图3。
EphA2阳性组3年生存率为50.00%,5年生存率为

0。EphA2阴性组3年生存率为69.69%,5年生存率

为30.30%。EphA2阳性组3年生存率及5年生存

率低于阴性组(P<0.05)。
 

图3  EphA2阴性组与阳性组生存曲线

表2  EphA2与临床病理特征的关系[n(%)]

影响因素 阳性组(n=40) 阴性组(n=33) P

年龄 0.711

 ≤60岁 15(37.5) 11(33.3)

 >60岁 25(62.5) 22(66.7)

性别 0.628

 男 27(67.5) 24(72.7)

 女 13(32.5) 9(27.3)

肿瘤最大径 0.009

 <4
 

cm 10(25.0) 1(3.0)

 ≥4
 

cm 30(75.0) 32(97.0)

分化程度 0.834

 高分化/中分化 16(40.0) 14(42.4)

 低分化/未分化 24(60.0) 19(57.6)

浸润深度 0.499

 T1~T2 5(12.5) 6(18.2)

 T3~T4 35(87.5) 27(81.8)

淋巴结转移 0.196

 无 6(15.0) 9(27.3)

 有 34(85.0) 24(72.7)

远处转移

 无 38(95.0) 32(97.0) 0.673

 有 2(5.0) 1(3.0)
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续表2  EphA2与临床病理特征的关系[n(%)]

影响因素 阳性组(n=40) 阴性组(n=33) P

TNM分期 0.417

 Ⅰ 0 0

 Ⅱ 6(15.0) 9(27.3)

 Ⅲ 32(80.0) 23(69.7)

 Ⅳ 2(5.0) 1(3.0)

2.4 影响患者无病生存时间的危险因素分析

单因素分析示,肿瘤最大径、TNM 分期、淋巴结

转移、远处转移及EphA2表达与胃癌患者无病生存

时间相关(P<0.05),见表3。多因素分析示,肿瘤最

大径、TNM分期及EphA2表达是影响胃癌患者预后

无病生存时间的独立危险因素(P<0.05),见表4。
表3  Kaplan-Meier单因素分析患者无病生存时间

   及总生存时间影响因素

临床特征
无病生存时间

χ2
 

P

总生存时间

χ2
 

P

年龄 0.103 0.748 0.090 0.764

性别 1.092 0.296 1.210 0.271

肿瘤最大径 16.586 0.000 16.244 0.000

分化程度 3.679 0.055 4.369 0.037

浸润深度 1.786 0.181 1.912 0.167

TNM分期 29.431 0.000 43.369 0.000

淋巴结转移 9.343 0.002 9.585 0.002

远处转移 21.133 0.000 34.835 0.000

EphA2表达 18.667 0.000 16.689 0.000

表4  COX回归多因素分析患者无病生存时间影响因素

临床特征 SE Wald df HR(95%CI) P

肿瘤最大径 0.370 4.537 1 2.197(1.065~4.532) 0.033

TNM分期 0.648 9.074 1 0.142(0.040~0.505) 0.003

EphA2表达 0.298 8.814 1 0.413(0.231~0.741) 0.003

2.5 影响患者总生存时间的危险因素分析

单因素分析示,肿瘤最大径、分化程度、TNM 分

期、淋巴结转移、远处转移及EphA2表达与胃癌患者

总生存时间相关(P<0.05),见表3。多因素分析示:
肿瘤最大径、分化程度、TNM 分期及EphA2表达是

影响胃癌患者术后总生存时间的独立危险因素(P<
0.05),见表5。

表5  COX回归多因素分析患者总生存时间影响因素

临床特征 SE Wald df HR(95%CI) P

肿瘤最大径 0.423 8.686 1 3.479(1.518~7.970) 0.003

分化程度 0.317 6.514 1 0.445(0.239~0.829) 0.011

TNM分期 0.722 9.157 1 0.113(0.027~0.463) 0.002

EphA2表达 0.295 8.266 1 0.429(0.240~0.764) 0.004

3 讨  论

  有研究报道,EphA2在肿瘤中不仅扮演着促癌因

子的角色,还有作为抑癌因子的发现[7]。配体Ephri-
nA1依赖的EphA2的激活主要发挥抑制肿瘤细胞生

长、增殖和迁移的作用。然而EphrinA1蛋白水平与

肿瘤分期密切相关,晚期肿瘤患者中
 

EphrinA1蛋白

表达较低[8-9]。过表达的EphA2在多种肿瘤中都有

发现,如黑色素瘤、乳腺癌[10]、结肠[11]、肺癌[12]等。
EphA2是肿瘤转移的关键驱动因子和不良预后的关

键预测因子[13-14]。本研究中,过表达的EphA2与胃

癌的进展及不良预后相关。在肾细胞癌中,EphA2肾

癌组织中过表达且与肿瘤大小、核分级、肿瘤分期、患
者预后有显著相关性[15]。本研究中,EphA2在胃癌

组织中的表达水平高于癌旁组织,EphA2表达与肿瘤

最大径相关,且肿瘤最大径大于或等于4
 

cm,EphA2
蛋白阳性表达率越高。

前列腺癌中,高表达EphA2组生化复发率高于

低表达EphA2组,多因素分析显示,高表达EphA2
是生化复发的独立预后因素[16]。在喉鳞状细胞癌中,
癌组织中EphA2阳性表达率明显高于癌旁组织。E-
phA2表达与喉癌组织学分级、T分期、临床分期、淋
巴结转移、复发及预后相关,EphA2表达是影响喉癌

预后的独立因素,在喉鳞状细胞癌的发生、发展和预

后不良中可能起重要作用[17]。EphA2表达阳性与阴

性患者之间的生存率差异有统计学意义,与上述讨论

一致。Cox多因素分析结果显示,EphA2高表达是影

响胃癌患者预后无病生存时间及总生存时间的独立

危险因素(P<0.05)。
胃癌的发生、发展是多因素综合的复杂过程,其

预后与多重因素相关[18]。研究报道,肿瘤最大径[19]、
TNM分期[20]、肿瘤分化程度[21]、淋巴结转移[22]都是

影响胃癌预后的重要因素。
 

本研究中,Cox回归模型

多因素分析还发现肿瘤最大径、TNM 分期、EphA2
表达是患者影响患者无病生存时间的独立危险因素。
肿瘤最大径、分化程度、TNM 分期及EphA2高表达

是影响患者总生存时间的独立危险因素。肿瘤最大

径越大、分化程度越差、TNM 分期越差,患者预后

越差。
综上所述,EphA2在胃癌组织中的表达水平高于

癌旁组织,且与患者病理特征及预后相关,可作为临

床医生评估患者预后的参考指标之一。但本研究样

本量较少,下一步需扩大样本量,进一步研究EphA2
在胃癌发生发展中的意义。
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