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［摘要］　目的：观察人胃癌组织中增殖诱导配体（ＡＰＲＩＬ）及其受体Ｂ细胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）和穿膜蛋白活化物（ＴＡＣＩ）蛋白

的表达，探讨其临床意义。方法：采用 ＨＥ染色及间接免疫荧光法检测３０例人胃癌组织及相应１０例癌旁正常组织 ＡＰＲＩＬ

及其受体蛋白的表达，分析不同临床病理特征下相关蛋白的表达水平。结果：胃癌组织中ＡＰＲＩＬ阳性率为８６．７％，癌旁正常

组织未见表达（Ｐ＜０．０５）；而其受体ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ蛋白表达水平在两者间无统计学差异。胃癌组织不同临床病理指标下

（肿瘤大小、分化程度、浸润深度、有无淋巴结转移和ＴＮＭ临床分期），ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白表达无统计学差异。结论：胃癌

组织中ＡＰＲＩＬ蛋白高表达，检测其表达水平可能有助于胃癌的早期诊断。
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　　胃癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，发病率和病死率较

高，早期多无症状，临床亦缺乏敏感和特异的血清学肿瘤标志

物，发现时多处于进展期，因此早发现、早诊断具有重要的临

床意义，是改善预后的关键。增殖诱导配体（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ

ｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）是肿瘤坏死因子家族成员，在人消化系

肿瘤细胞株及肿瘤组织中均异常高表达，而在正常组织低表

达或不表达［１５］。ＡＰＲＩＬ蛋白通过膜结合型和可溶型两种形

式与其受体Ｂ细胞成熟抗原（Ｂｃｅｌｌｍａｔｕｒａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ，ＢＣＭＡ）

和穿膜蛋白活化物（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅａｃｔｉｖａｔｏｒａｎｄＣＡＭＬｉｎｔｅｒ

ａｃｔｏｒ，ＴＡＣＩ）结合发挥生物学效应，如促进肿瘤细胞增殖和

（或）抑制肿瘤细胞凋亡，发挥免疫调节作用［２］。食管癌、胃

癌、结肠腺癌和胰腺癌等组织均有ＡＰＲＩＬ蛋白表达［５６］，但其

与肿瘤发生发展的确切关系尚不清楚。为此，本研究应用间

接免疫荧光法检测胃癌组织中 ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白的表达

情况，并与癌旁正常组织作比较，分析其与胃癌生物学行为的

关系，为筛选胃癌早期诊断的新指标奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集２００５年５月至２００６年１０月南通大学

附属医院普通外科手术切除并经病理组织学证实的胃癌标

本３０例。其中男１９例，年龄３２～８０岁，平均（６５±１１．２７）

岁；女１１例，３７～８１岁，平均（６５±１２．４６）岁。病理类型包括

腺癌和黏液腺癌，其中高中分化１２例，低分化１８例；肿瘤直

径＜５ｃｍ１４例，≥５ｃｍ１６例；浸润浆膜外１９例，未及浆膜

１１例；无淋巴转移８例，有淋巴转移２２例；ＴＮＭ 分期：Ⅰ期

６例，Ⅱ期７例，Ⅲ期１５例，Ⅳ期２例。１０例对照组即癌旁

胃黏膜组织均取自胃癌行胃切除的近侧断端胃黏膜，所有断

端均距癌组织５ｃｍ以上，组织学检查为基本正常胃黏膜，其

中男６例，女４例。入选病例术前皆未进行化疗或放疗，无

长期服用非甾体类抗炎药、皮质激素等药物史。

１．２　主要试剂　山羊抗人 ＡＰＲＩＬ多克隆抗体（编号ＳＣ

５７３９）、山羊抗人ＢＣＭＡ多克隆抗体（编号ＳＣ１１７４６）和兔抗

人ＴＡＣＩ多克隆抗体（编号 ＳＣ２８９８６）均购自美国 Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；ＦＩＴＣ标记的驴抗山羊ＩｇＧ和 ＴＲＩＴＣ标记的驴

抗兔ＩｇＧ均购自美国ＪａｃｋｓｏｎＬａｂ公司；标记有辣根过氧化

物酶（ＨＲＰ）的驴抗山羊和驴抗兔ＩｇＧ抗体均购自美国Ｊａｃｋ

ｓｏｎＩｍｍｕｎｉｔｙ公司。

１．３　胃组织ＡＰＲＩＬ蛋白及其受体蛋白的表达　标本甲醛

溶液固定，石蜡包埋，４μｍ切片，常规脱蜡，进行 ＨＥ染色及

免疫荧光染色。将切片插入片架，放置在枸橼酸盐缓冲液

中，高压锅加热法修复抗原，取出自然冷却至室温。加二抗

来源的封闭血清４℃封闭过夜，吸去封闭血清，加入一抗（１

１００），室温孵育１ｈ后４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，

加入二抗：ＦＩＴＣ偶联的驴抗山羊ＩｇＧ（１１００）、ＴＲＩＴＣ偶联

的驴抗兔ＩｇＧ（１２００），避光，４℃孵育２ｈ。甘油封片后荧光

显微镜下观察。
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１．４　免疫荧光染色结果的判断　根据染色阳性细胞荧光强

度评定。ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白阳性染色定位于细胞质或胞

膜，ＡＰＲＩＬ和ＢＣＭＡ染色呈绿色，ＴＡＣＩ染色呈红色。荧光

亮度判断：“－”无或可见微弱的自发荧光；“＋”能见到明确

可见的荧光。阴性对照采用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ替代一抗。

１．５　统计学处理　　应用Ｓｔａｔａ１０．０统计软件进行Ｆｉｓｈｅｒ
确切概率法统计分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＥ染色结果　３０例胃癌组织和１０例癌旁正常组织

均经 ＨＥ染色证实（图１）。

２．２　免疫荧光染色结果　胃癌组织中 ＡＰＲＩＬ和ＢＣＭＡ蛋

白阳性表达呈绿色荧光，ＴＡＣＩ呈红色荧光，位于胞膜或胞

质，而正常组织主要位于胞膜（图２）；胃癌组织中 ＡＰＲＩＬ和

ＴＡＣＩ双标时当两者表达同一部位时呈黄色。ＡＰＲＩＬ蛋白

表达阳性率为８６．７％（２６／３０），１０例癌旁正常组织全部阴性

（０／１０），两者差别具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；而胃癌组织中

ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ蛋白阳性率分别为７６．７％（２３／３０）、８３．３％
（２５／３０），与癌旁正常组织无统计学差异［５０％（５／１０）、７０％
（７／１０）］。

图１　胃癌组织（Ａ）、胃正常组织（Ｂ）的ＨＥ染色

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　胃癌（ＡＣ）和正常胃黏膜组织（ＤＦ）ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白表达的免疫荧光染色结果

Ａ，Ｄ：ＡＰＲＩＬ；Ｂ，Ｅ：ＢＣＭＡ；Ｃ，Ｆ：ＴＡＣＩ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　不同临床病理特征下 ＡＰＲＩＬ 及其受体蛋白的表

达　胃癌组织中ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白表达在不同的肿瘤大

小（直径＜５ｃｍ和≥５ｃｍ）、分化程度（高中和低分化）、浸润

深度（是否浸润浆膜层）、淋巴结转移（有和无）和ＴＮＭ 临床

分期（Ⅰ＋Ⅱ和Ⅲ＋Ⅳ）之间无统计学差异（表１）。

表１　不同病理特征下ＡＰＲＩＬ及其受体蛋白的表达

病理特征
ＡＰＲＩＬ

－ ＋
Ｐ

ＢＣＭＡ
－ ＋

Ｐ
ＴＡＣＩ

－ ＋
Ｐ

肿瘤大小　＜５ｃｍ １ １３ ０．６０２ ３ １１ １．０００ ２ １２ １．０００

　　　　　≥５ｃｍ ３ １３ ４ １２ ３ １３
分化程度　高、中 ３ ９ ０．２７４ ４ ８ ０．３９２ ３ ９ ０．３６４

　　　　　低 １ １７ ３ １５ ２ １６
浸润深度　未及浆膜层 １ １０ １．０００ ３ ８ １．０００ ２ ９ １．０００

　　　　　浆膜及以外 ３ １６ ４ １５ ３ １６
淋巴转移　有 １ ７ １．０００ ３ ５ ０．３４５ ２ ８ ０．６３７

　　　　　无 ３ １９ ４ １８ ３ １９
临床分期　Ⅰ＋Ⅱ １ １２ ０．６１３ ３ １０ １．０００ ２ １１ １．０００

　　　　　Ⅲ＋Ⅳ ３ １４ ４ １３ ３ １４
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３　讨　论

　　ＡＰＲＩＬ是由ＴＮＦＳＦ１３Ａ基因编码的Ⅱ型跨膜单链糖蛋

白，由２５０个氨基酸组成［１］。ＡＰＲＩＬ蛋白在细胞内合成后以

可溶型形式（ｓＡＰＲＩＬ）分泌到胞外，而ｓＡＰＲＩＬ在细胞外与膜

蛋白 ＴＷＥＡＫ 融合形成 ＴＷＥＰＲＩＬ，后者可能代表着 Ａ

ＰＲＩＬ的膜结合型形式［７］。ＡＰＲＩＬ蛋白可以通过自分泌、内

分泌及旁分泌的形式与靶细胞表面受体ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ结

合，激活ＮＦκＢ途径，从而促进肿瘤细胞增殖，抑制肿瘤细胞

凋亡［８９］。

　　ＡＰＲＩＬｍＲＮＡ在人类许多肿瘤细胞株（结肠癌细胞株

ＳＷ４８０、肺癌细胞株 Ａ４５９、黑素瘤细胞株 Ｇ３６１和人肝癌细

胞株 ＨｅｐＧ２等）和肿瘤组织（结肠癌、胃癌、食管癌、肝癌、淋

巴瘤和前列腺癌等）中高表达［１，３５，１０１１］。低浓度重组ＡＰＲＩＬ
能刺激体外培养的多种人类肿瘤细胞株增殖，转染 ＡＰＲＩＬ
基因的ＮＩＨ３Ｔ３裸鼠移植瘤肿瘤生长速度明显高于 ＮＩＨ

３Ｔ３裸鼠移植瘤。外加可溶性ＢＣＭＡ能竞争性抑制 ＡＰＲＩＬ
与结肠癌细胞株 ＨＴ２９表面受体ＢＣＭＡ的结合，阻碍由 Ａ

ＰＲＩＬ引起的肿瘤细胞增殖，抑制裸鼠 ＨＴ２９移植瘤生长［１２］。

Ｒｏｔｈ等［１３］在ＡＰＲＩＬ基因转移实验中发现，ＡＰＲＩＬ能防止瘤

细胞免受死亡配体ＣＤ９５Ｌ、ＦａｓＬ和凋亡诱导配体 ＴＲＡＩＬ／

Ａｐｒｏ２Ｌ诱导的细胞凋亡。Ｈｅｎｄｒｉｋｓ等［１４］发现，ＡＰＲＩＬ蛋白

还能与硫酸乙酰肝素蛋白聚糖（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙ

ｃａｎｓ，ＨＳＰＧ）特异性结合，通过与多种生长因子结合或者使

ＡＰＲＩＬ 其他受体之间存在协同作用从而使细胞增殖。

ＭｈａｗｅｃｈＦａｕｃｅｇｌｉａ等［６］证实胃腺癌组织可高表达 ＡＰＲＩＬ
蛋白，并且可能是以与 ＨＳＰＧ结合的方式存在，但有关其蛋

白在胃癌组织中表达的生物学意义尚未被进一步阐明。

　　本研究应用间接免疫荧光法检测胃癌组织中 ＡＰＲＩＬ及

其受体蛋白的表达，发现 ＡＰＲＩＬ蛋白在胃癌组织中呈高表

达，蛋白主要分布于胞膜和胞质中，而癌旁正常组织表达全

部阴性，ＡＰＲＩＬ蛋白表达与肿瘤大小、分化程度、浸润深度、

有无淋巴结转移和ＴＮＭ临床分期等临床病理特征无关。这

些结果提示ＡＰＲＩＬ作为一个重要的肿瘤增殖刺激因子、一

种胞膜或胞质蛋白，可能在诱导胃癌发生发展过程中起一定

作用，检测其表达水平可能有助于胃癌的早期诊断。ＡＰＲＩＬ
受体ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ蛋白在胃癌和正常组织中的表达水平

无统计学差异，说明可能还存在肿瘤特异性的 ＡＰＲＩＬ未知

受体，仍有待进一步的研究探讨。
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