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人大肠癌组织中磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白的表达及意义
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［摘要］　目的：探讨哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）及其活化形式磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍＴＯＲ，ｐｍＴＯＲ）在人大肠癌发生发展中的作用及临床意义。方法：应用组织芯片和免疫组织化学技术检测１８５
例大肠癌组织及癌旁组织中ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ的表达，并分析其与大肠癌临床病理学特征如年龄、性别、肿瘤浸润深度（Ｔ分

期）、淋巴转移、ＴＮＭ分期和分化程度之间的关系。结果：在大肠癌旁组织中 ｍＴＯＲ呈现弥散表达，ｐｍＴＯＲ基本不表达或

散在表达，两者在大肠癌组织中的表达强度明显高于癌旁组织。ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ在大肠癌中的过表达率分别为４５．９％和

４２．２％。两者均与性别、年龄无显著相关。ｍＴＯＲ的过表达与大肠癌的分化程度相关（Ｐ＜０．０５），而与浸润深度（Ｔ分期）、

ＴＮＭ分期、淋巴转移无显著相关（Ｐ＞０．０５）。ｐｍＴＯＲ的过表达与大肠癌的浸润深度（Ｔ分期）、淋巴转移和ＴＮＭ 分期显著

相关（Ｐ＜０．０５），而与分化程度无显著相关（Ｐ＞０．０５）。结论：ｐｍＴＯＲ的过表达与人大肠癌的恶性表型密切相关，ｍＴＯＲ的

磷酸化可能参与调控了大肠癌的发生发展。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（５）：５１７５２０］

　　雷帕霉素靶蛋白 （ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＴＯＲ）是

近年来发现的一类进化上非常保守的蛋白激酶家

族，广泛存在于各种生物细胞中。ＴＯＲ于２０世纪

９０年代首先在酵母中被发现［１］；随后在哺乳动物中

也发现了酵母ＴＯＲ的同源物，称为哺乳动物雷帕霉

素 靶 蛋 白 （ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，

ｍＴＯＲ）［２］。研究［３］表明，ｍＴＯＲ是磷脂酰肌醇３激

酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）和蛋白激酶
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Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ，也称 Ａｋｔ）通路的下游分

子。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路在肿瘤的发生发展

过程中被过度激活，使细胞周期调节失控，引起细胞

转化和肿瘤进展。抑制 ｍＴＯＲ及其介导的信号通

路已成为肿瘤预防和靶向治疗的热点［４５］。ｍＴＯＲ
的活化形式为磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐｍＴＯＲ）。研究发现

ｐｍＴＯＲ的表达与肿瘤患者的预后及对靶向治疗的

敏感性密切相关。然而国内外少见关于 ｍＴＯＲ及

其活化状态在大肠癌中的报道，本研究旨在探讨

ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ在大肠癌组织中的表达及其与

临床病理学特征间的关系。

１　资料和方法

１．１　标本来源及资料　收集第二军医大学长征医

院２００２年至２００８年存档的１８５例大肠癌石蜡标

本，男性１１２例，女性７３例。年龄＜６０岁８４例，≥
６０岁１０１例，中位年龄６２岁。病理诊断结果经２名

以上病理医师确认。

１．２　组织芯片构建　首先根据 ＨＥ染色切片选取

存档组织蜡块，再根据 ＨＥ染色切片确定具有代表

性的病变部位，然后应用组织芯片构建仪（Ｂｅｅｃｈｅｒ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）制备组织芯片。方法如下：应用

构建仪在空白蜡块（４５ｍｍ×２０ｍｍ）中穿孔（直径

１．５ｍｍ），然后在选取的大肠癌标本蜡块中穿取组

织（直径１．５ｍｍ），准确放入空白蜡块的小孔内；每

例标本取样点均含有１处癌旁组织（癌边缘２ｃｍ以

上组织）和２处原发灶肿瘤。依次操作，直至将所有

组织标本种植于空白蜡块中，并加以记录。最后应

用石蜡切片机进行连续切片，厚度为４μｍ。

１．３　免疫组化染色　抗体来源：ｍＴＯＲ （Ａｂｃａｍ
公司，Ｙ３９１，稀释比例１５０）和ｐｍＴＯＲ（ＣＳＴ 公

司，４９Ｆ９，稀释比例１１００）。ＳＰ免疫组化试剂盒

购自福州迈新生物技术开发公司。免疫组化染色采

用ＳＰ法，ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．４　免疫组化结果判定　ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ阳性

染色为淡黄色、棕黄色或棕褐色，定位于细胞质和

（或）细胞膜。阳性判断采用二级计分法。（１）阳性

细胞计数：根据阳性细胞所占５个以上高倍镜视野

比例计数，＜５％记０分；５％～２５％记１分；２５％～
５０％记２分；５０％～７５％记３分；≥７５％记４分。

（２）染色强度分类：淡黄色记１分；黄或深黄色记２
分；褐或棕褐色记３分。两者分数相乘大于１为阳

性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件作统计学

处理。组内变量采用配对χ
２检验。

２　结　果

２．１　组织芯片的构建结果　构建了１８５例大肠癌

的组织芯片，共有３个组织蜡块，含５５５个位点，每

个蜡块切除５０～１００张切片，每隔２０张取一张切片

行 ＨＥ染色以观察肿瘤组织是否存在。发现共有

２４个位点组织脱落，用普通切片补充，其余位点组织

结构保存良好。

２．２　ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ在癌旁组织及肿瘤组织中

的表达　ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ表达主要定位于细胞

质或膜，呈淡黄至棕黄、棕褐色，弥漫或片状分布（图

１）。ｍＴＯＲ在癌旁组织呈弥漫弱阳性，而ｐｍＴＯＲ
基本不着色。两者在大肠癌组织中的表达强度明显

高于癌旁组织中的表达，ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ在大肠

癌中的过表达率分别为４５．９％（８５／１８５）和４２．２％
（７８／１８５）。

图１　ｍＴＯＲ（Ａ、Ｂ）和ｐｍＴＯＲ（Ｃ、Ｄ）在大肠癌旁组织及癌组织中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＴＯＲ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｐｍＴＯＲ（Ｃ，Ｄ）ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ，Ｃ：Ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ，Ｄ：Ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　ｍＴＯＲ与ｐｍＴＯＲ表达的相关性　统计学检
验结果显示，大肠癌组织中 ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ的表
达之间存在显著相关性（χ

２＝２３．２，Ｐ＜０．０１，表１）。

２．４　ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ表达与大肠癌临床病理学
特征间的关系　患者临床资料详见表２。进一步研
究发现，ｍＴＯＲ的过表达与大肠癌的分化程度相关
（Ｐ＜０．０５），而与浸润深度（Ｔ分期）、ＴＮＭ 分期、淋
巴转移无显著相关（Ｐ＞０．０５）；ｐｍＴＯＲ的过表达
与大肠癌的浸润深度（Ｔ分期）、淋巴转移和 ＴＮＭ
分期显著相关（Ｐ＜０．０５），而与分化程度无显著相

关（Ｐ＞０．０５）。

表１　大肠癌组织中ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ表达的相关性

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｍＴＯＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｗｉｔｈｐｍＴＯＲｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｐｍＴＯＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

Ｔｏｔａｌ

ｍＴＯＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ７４ ２６ １００

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ３３ ５２ ８５
Ｔｏｔａｌ １０７ ７８ １８５

表２　ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ与大肠癌临床病理学特征间的关系

Ｔａｂ２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｗｉｔｈｍＴＯＲａｎｄｐｍＴＯＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｆｅａｔｕｒｅ Ｎ ｍＴＯＲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎ（％） Ｐｖａｌｕｅ ｐｍＴＯＲ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎ（％） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　＜６０ ８４ ３９（４６．４） ＮＳ ３５（４１．７） ＮＳ

　≥６０ １０１ ４６（４５．５） ４３（４２．６）

Ｓｅｘ

　Ｍａｌｅ １１２ ５２（４６．４） ＮＳ ４８（４２．９） ＮＳ

　Ｆｅｍａｌｅ ７３ ３３（４５．２） ３０（４１．１）

Ｉｎｖａｓｉｏｎｄｅｐｔｈ（Ｔｓｔａｇｅ）

　Ｔ１／Ｔ２ ６４ ２４（３７．５） ＮＳ １９（２９．７） ０．０１２

　Ｔ３／Ｔ４ １２１ ６１（５０．４） ５９（４８．８）

Ｌｙｍｐｈｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　Ｎｏ ８０ ３１（３８．８） ＮＳ ２６（３２．５） ０．０２０

　Ｙｅｓ １０５ ５４（５１．４） ５２（４９．５）

ＴＮＭｓｔａｇｅ

　Ⅰ／Ⅱ ７３ ２９（３９．７） ＮＳ ２４（３２．９） ０．０３９

　Ⅲ／Ⅳ １１２ ５６（５０．０） ５４（４８．２）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ

　Ｗｅｌｌ／ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ９２ ５０（５４．３） ０．０２３ ４４（４７．８） ＮＳ

　Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ９３ ３５（３７．６） ３４（３６．６）

３　讨　论

　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）由２５４９个

氨基酸组成，相对分子质量为２８９０００，是一种非典

型的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，属于磷脂酰肌醇激酶

家族 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｋｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，

ＰＩＫＫ）成员。研究［３］表明，ｍＴＯＲ是ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通

路的下游分子，汇聚了来自于细胞内外的营养、生长

因子、能量和环境压力对细胞的刺激信号，控制着细

胞周期的进程，对细胞的分化、凋亡起重要作用。

ｍＴＯＲ信号通路在肿瘤的发生发展过程中被过度

激活，在多种实体肿瘤中过度表达，包括乳腺癌、前

列腺癌、胃癌、肾癌、肝癌等［６１０］。如果能够特异性
地抑制ｍＴＯＲ，就能把细胞周期阻滞在Ｇ１期，从而

触发细胞凋亡。因此，将ｍＴＯＲ作为相关肿瘤的治

疗靶点已成为当前靶向治疗研究的新热点。

　 　 ｍＴＯＲ 的 活 化 形 式 为 磷 酸 化 ｍＴＯＲ
（ｐｍＴＯＲ）。研究［１１］发现不同恶性肿瘤组织中

ｐｍＴＯＲ的阳性表达率不同，在肝癌中约为１５％，而

在胃癌中达６０％。Ｆａｒｉｅｄ等［１２］发现ｐｍＴＯＲ是子

宫颈癌的一个重要的预后指标，是治疗子宫颈癌的

重要靶标。Ｈｅｒｂｅｒｇｅｒ等［１３］同样发现ｐｍＴＯＲ是

胆道肿瘤的一种负相关预后指标，ｐｍＴＯＲ阳性的

肿瘤患者比阴性的患者生存期短。这说明ｐｍＴＯＲ
的表达与否与肿瘤的发生发展及患者对靶向治疗的

敏感性密切相关。然而关于两者在大肠癌中的共同

研究相对少见。本研究利用免疫组化和组织芯片技

术观察 ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ二者在大肠癌中的表
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达，以探讨其在大肠肿瘤发生发展中的作用。

　　在肿瘤细胞中，信号转导的异常导致细胞分化

与分裂异常。本研究发现 ｍＴＯＲ及ｐｍＴＯＲ在大

肠癌组织中的表达强度明显高于癌旁组织中的表

达，提示两者与大肠肿瘤的发生关系密切。ｍＴＯＲ
在癌旁组织中呈现弥散表达，提示该蛋白在维持正

常组织形态和发育中具有一定作用，然而其磷酸化

形式在癌旁组织中基本不表达或散在表达，却高表

达于肿瘤细胞，表明ｍＴＯＲ的磷酸化形式ｐｍＴＯＲ
在大肠癌的发生过程中起了非常重要的作用。进一

步分析显示ｐｍＴＯＲ的表达随浸润深度的增加和

疾病进展逐步增加，该结果表明ｐｍＴＯＲ的过度表

达同样与肿瘤的进展高度相关。上述结果提示

ｐｍＴＯＲ在大肠癌发生发展过程中发挥了极其重要

的作用。

　　转移是导致肿瘤患者死亡的主要原因，约一半

以上患者在第一次确诊时即存在淋巴结和（或）脏器

转移。因此了解转移发生的机制非常重要。本研究

显示ｐｍＴＯＲ与大肠癌淋巴转移有关，过表达该蛋

白的大肠癌患者淋巴转移的比例显著高于不表达该

蛋白的患者，提示ｐｍＴＯＲ在大肠癌淋巴转移中起

到了重要的作用。

　　综上所述，ｐｍＴＯＲ在大肠癌的发生发展中起

到极其重要的作用，其过表达预示着大肠癌的恶性

程度和转移潜能。本研究结果为 ｍＴＯＲ抑制剂应

用于临床提供了理论依据。
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