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抑癌基因 ＧＫＮ２在胃癌中的表达及其临床意义

毛苇　陶力　赵心恺　孔灿灿　邝继孙　邱敏霞

　　 【摘要】　目的　检测抑癌基因 ＧＫＮ２在人胃癌组织中的表达并探讨其临床意义。方法　选取
７０例胃癌组织及其相应的癌旁正常组织标本，利用 ＲＴＰＣＲ法检测 ＧＫＮ２的 ｍＲＮＡ表达。另外选取
７０例胃癌组织和７０例正常人胃组织标本，利用免疫组织化学法检测ＧＫＮ２的蛋白表达。结果　ＧＫＮ２
ｍＲＮＡ在癌旁正常胃组织中阳性表达率为 １００％，高于胃癌组织的 １０％（χ２＝６３００，Ｐ＜０００１）。
ＧＫＮ２蛋白分布在正常胃黏膜上皮细胞的胞浆内，在正常胃组织中 ＧＫＮ２蛋白表达阳性率为１００％，
高于胃癌组织的７％（χ２＝１２１３３，Ｐ＜０００１）。结论　抑癌基因 ＧＫＮ２在正常胃黏膜中高表达，但是
在胃癌中表达下调甚至缺失，这可能是导致胃癌发生的重要因素。

　　 【关键词】　胃癌；ＧＫＮ２；抑癌基因
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　　胃癌是全球高发的恶性肿瘤，居我国肿瘤发病
率的第二位和肿瘤病死率的第三位［１］。胃癌的发

病机制目前尚不完全清楚，但原癌基因的激活及抑

癌基因的失活是其病变过程中的重要因素。现在已

经发现多个特异性基因可能会在胃癌的发病过程中

起到重要作用，其中抑癌基因 Ｇａｓｔｒｏｋｉｎｅ２（ＧＫＮ２）
最近受到较多关注。ＧＫＮ２属于 Ｇａｓｔｒｏｋｉｎｅ家族，
其特点是家族成员编码的分泌蛋白中均含有一个保

守的 ＢＲＩＣＨＯＳ结构域［２３］。ＢＲＩＣＨＯＳ结构域是一

个保守蛋白结构域，它由约１００个氨基酸组成，其
保守序列主要位于一对可形成二硫键并发挥蛋白折

叠作用的半胱氨酸周围。目前发现含有 ＢＲＩＣＨＯＳ
结构域的蛋白与一系列重大的疾病相关，如 ＢＲＩ２
与家族性痴呆有关；ＣｈＭ１与软骨肉瘤相关；ＳＰＣ
与呼吸窘迫综合征相关；ＧＫＮ１与胃癌相关［４５］。

本研究旨在通过比较ＧＫＮ２在人胃癌组织和正常胃
组织中的表达情况，探讨ＧＫＮ２在胃癌发生过程中
的表达调节，为进一步研究ＧＫＮ２在胃癌中的抑癌
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机制提供基础。

材料与方法

一、材　料
１组织标本
１１　实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）标本
选取２０１３年１月至２０１４年１２月由中山大学

附属第三医院外科提供的７０例胃癌组织及其相应
的癌旁正常组织，所有标本均取自胃癌手术患者并

通过组织病理学检查确认。其中男６２例、女８例，
年龄（５９４±７６）岁。
１２　组织芯片标本
另外选取７０例来源于中山大学附属第三医院

的胃癌病灶手术标本用于组织芯片，其中男５９例、
女１１例，年龄（６１６±６６）岁，所有胃癌患者术
前均未接受化学治疗和放射治疗。同时选取７０例
来源于内镜中心的正常胃黏膜标本，男５９例、女
１１例，年龄（６１０±６０）岁。２组性别构成、年龄
比较差异均无统计学意义（Ｐ均＞００５）。

本研究获得医院医学伦理委员会批准，患者均

签署知情同意书。

２主要试剂
ＧＫＮ２兔抗人单克隆抗体购自 Ａｂｎｏｖａ公司；

βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体（ＢＡ２３０５）购自博士德公
司；二步法抗兔／鼠通用型免疫组化检测试剂盒购
自ＤＡＫＯ公司；ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ购自 Ｑｕｉａｇｅｎ公
司；ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ购自 ＴＯＹＯＢＯ
公司。

二、实验方法

１ＰＣＲ法
１１　总ＲＮＡ提取
使用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ，根据说明书操作。液氮

冷冻条件下将组织研磨成粉末状，将其移入预先准

备好的含３５０μｌＲＬＴ液的离心管中，用组织分散
机分散组织粉末，５ｍｌ一次性注射器反复抽打１０
次，４℃条件下１２０００转／分离心５ｍｉｎ，将上清液
移入１５ｍｌ离心管。加入同等体积（约 ３５０μｌ）
７０％乙醇液，充分混匀后，全部移入吸附柱中，
１２０００转／分离心１５ｓ，倒掉收集管内的液体。加
入７００μｌ的ＲＷ１液，１２０００转／分离心１５ｓ，倒掉
收集管内的液体。先后两次加ＲＰＥ液入吸附柱内，
１２０００转／分分别离心１５ｓ和２ｍｉｎ，均弃去收集
管内的液体。将吸附柱移入一新的２ｍｌ收集管内，
１２０００转／分离心２ｍｉｎ。将吸附柱移入一新的１５

ｍｌ收集管内，加入 ５０μｌＲＮａｓｅｆｒｅｅ水，１２０００
转／分离心１ｍｉｎ。经紫外分光光度计测定判断后将
所得ＲＮＡ存储于－８０℃备用。
１２　逆转录合成ｃＤＮＡ
使用 ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ，根据说

明书操作。在 ０５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中加入中 ＲＮＡ
１μｇ，５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ４μｌ、ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ（２５ｐｍｏｌ／μｌ）
１μｌ、１０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ、ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ逆转录
酶１μｌ，再用 ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ调整至总反应体系
２０μｌ，充分混匀。将离心管置于 ＰＣＲ仪，设置程
序如下：３０℃１０ｍｉｎ，４２℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，
４℃ ５ｍｉｎ。反应结束后将离心管瞬间离心，所得
ｃＤＮＡ储存于－２０℃冰箱备用。
１３　ＰＣＲ扩增
使用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计引物：正向引物５′

ＧＴＧＧＣＡＴＴＴＴＧＧＴＧＧＴＧ３′；反向引物５′ＣＡＴＴＧＴ
ＴＧＣＴＴＧＧＧＣＴＧＡ３′，交由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成［６］。

ＰＣＲ扩增根据说明书操作。反应条件：预变性
９５℃ ５ｍｉｎ，变性９４℃３０ｓ，退火５３℃３０ｓ，延
伸７２℃１ｍｉｎ，２８个循环后７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ
扩增完毕后，取扩增产物 １０μｌ混合上样缓冲液
２μｌ充分混匀，用１％琼脂糖凝胶在１００Ｖ稳压下
电泳４０ｍｉｎ，电泳完毕后使用紫外线凝胶成像仪观
察。

２免疫组织化学检查（免疫组化）
２１　组织芯片制备
从病理科调取原始标本石蜡块，复习病理诊断

及选取芯片打孔位置。比对带有打孔标记的切片，

在供体蜡块上的相应部位打孔采集组织芯片，将组

织芯片转移到受体蜡块的孔中，将组织芯片快速连

续切片２０张，每张约厚４μｍ。
２２　免疫组化染色
将所得组织芯片切片６０℃烤片，二甲苯脱蜡

１０ｍｉｎ×３次，梯度浓度乙醇 （１００％，９５％，
８５％，７５％，７０％）脱水各５ｍｉｎ，蒸馏水洗５ｍｉｎ
×３次。切片置于 １０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ
６０）中，微波加热（９５℃，１０ｍｉｎ）修复抗原，室
温下自然冷却后磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ３ｍｉｎ×３
次。切片置于０３％过氧化氢室温孵育１５ｍｉｎ以阻
断内源性过氧化物酶，后 ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。正
常山羊血清封闭液室温孵育１０ｍｉｎ。滴加一抗室温
孵育１ｈ（ＧＫＮ２一抗浓度１∶３００）。滴加二抗（ＨＲＰ
标记的即用型二抗工作液）室温孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ
显色，苏木素复染，中性树胶封片。
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三、统计学处理

利用ＳＰＳＳ１９０软件分析数据，符合正态分布
的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本 ｔ
检验；计数资料以百分率表示，组间比较用 χ２检
验或配对χ２检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、胃癌组织和癌旁正常组织的 ＧＫＮ２ｍＲＮＡ
对比

ＲＴＰＣＲ结果显示，ＧＫＮ２ｍＲＮＡ在癌旁正常
组织中全部高表达，阳性率为 １００％；ＧＫＮ２ｍＲ
ＮＡ在胃癌组织中仅有 ７例表达但表达明显下调，
其余表达缺失，阳性率为１０％。胃癌组织和癌旁
正常组织ＧＫＮ２ｍＲＮＡ阳性表达率差异有统计学意
义（χ２＝６３００，Ｐ＜０００１），见图１。

图１　胃癌组织和癌旁正常组织中ＧＫＮ２ｍＲＮＡ的表达
Ｎ：癌旁正常组织；Ｔ：胃癌组织

　　二、胃癌组织和正常胃组织的ＧＫＮ２蛋白表达
对比

免疫组化结果显示，７０例正常胃组织的ＧＫＮ２
呈强染色，分布在正常胃黏膜上皮细胞的胞浆内，

阳性率为１００％。而７０例胃癌组织标本中，仅有５
例呈弱阳性表达，其余６５例均表达缺失，阳性率
为７％。胃癌组织和正常胃组织的 ＧＫＮ２蛋白阳性
表达率差异有统计学意义（χ２ ＝１２１３３，Ｐ＜
０００１），见图２。

图２　正常胃组织和胃癌组织的ＧＫＮ２蛋白表达
Ａ：ＧＫＮ２蛋白在正常胃组织中高表达（免疫组化，×４０）；Ｂ：ＧＫＮ２蛋白在胃癌组织中表达缺失（免疫组化，×４０）；

小图×１００

讨　　论

ＧＫＮ２只特异性地表达于正常胃黏膜上皮细
胞，非胃上皮组织组织均无表达［７］。本研究显示，

ＧＫＮ２主要表达于腺体的中上部分，以胃黏膜表面
的上皮细胞最为明显，越往深部其在腺体中的表达

越弱。这与ＧＫＮ１的表达分布十分相似，我们推测
ＧＫＮ２也可能通过胞吐的方式分泌出去，构成胃上
皮黏液层的一部分抵御损害，并促进受损胃黏膜的

修复。有研究显示，在胃黏膜炎性反应过程中，

ＧＫＮ２起着胃黏膜保护作用，能够抑制幽门螺杆菌
对胃黏膜的炎性损害，避免胃黏膜进入癌变过

程［８］。这提示ＧＫＮ２能够维护胃黏膜上皮的完整性

并促进受损的胃黏膜进行修复。ＧＫＮ２还可与
ＴＦＦ１形成二聚体在正常胃黏膜中表达。而ＴＦＦ１在
胃中起着胃黏膜保护因子的作用，能够增强胃黏膜

上皮防御酸和食物诱发损伤的能力；诱发细胞移行

的信号传导途径，促进细胞移行从而促进受损黏膜

重建；促进胃上皮细胞分化，帮助细胞内蛋白的折

叠［９１０］。因此推测ＧＫＮ２在胃中也扮演类似的黏膜
保护作用。

本研究结果显示，ＧＫＮ２在正常胃粘膜细胞中
高表达，但是在胃癌组织中表达明显下调甚至缺

失。有研究报道ＧＫＮ２在胃癌细胞株、胃肠上皮化
生组织和胃组织中表达明显下降或缺失［１１１２］。这

与我们的结果相似，提示ＧＫＮ２的表达缺失可能是
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胃癌发生的重要因素。Ｍｏｓｓ等［１３］研究了１５５个远
端胃腺癌中ＧＫＮ２的表达趋势，发现ＧＫＮ２在大多
数胃癌组织中表达缺失或明显下降；而且ＧＫＮ２的
表达缺失在临床中可作为提示患者生存期缩短的一

个独立预测指标。目前已经证实ＧＫＮ２能够通过促
进胃癌细胞的凋亡，抑制胃癌细胞的增殖和侵袭发

挥，抑制上皮间质化等抑癌作用。其能够激活包括

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＳＫ３β、ＮＦＫβ等在内的
信号通路发挥作用［１４］。ＧＫＮ２与 ＴＦＦ１形成的二聚
体也在胃癌中表达下降［１５］。而ＴＦＦ１已经被证实在
胃黏膜中具有抑癌作用，ＴＦＦ１通过调节经典的ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１ＣＤＫｓＣＫＩｓｐＲｂＥ２Ｆ通路，延迟肿瘤细胞从
Ｇ１到Ｓ期的转化，从而抑制肿瘤细胞增殖［１６］。因

而ＧＫＮ２与ＴＦＦ１二聚体表达的缺失也可能是参与
了胃癌发生的进程。

综上所述，ＧＫＮ２在正常胃黏膜中高表达，但
是在胃癌中表达下调甚至缺失，这可能是导致胃癌

发生的重要因素。
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（３）：６３２６４０

［１６］ ＢｏｓｓｅｎｍｅｙｅｒＰｏｕｒｉｅＣ，ＫａｎｎａｎＲ，ＲｉｂｉｅｒａｓＳ，ＷｅｎｄｌｉｎｇＣ，

ＳｔｏｌｌＩ，ＴｈｉｍＬ，ＴｏｍａｓｅｔｔｏＣ，ＲｉｏＭＣＴｈｅｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ１ｐａｒ

ｔｉｃｉｐａｔｅｓｉｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｄｅｌａｙｉｎｇＧ１Ｓ

ｐｈａｓｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００２，１５７

（５）：７６１７７０

（收稿日期：２０１８０３０４）

（本文编辑：郑巧兰　杨江瑜）

２９４ 新医学２０１８年７月第４９卷第７期
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