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方法检测６５例ＰＤＡ组织及配对癌旁组织中ＰＵＭＡ、Ｐ５３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白的表达情况。结果　ＰＤＡ中ＰＵＭＡ蛋白阳性表
达率为３０．８％（２０／６５），明显低于相应癌旁组织４９．２％（３２／６５），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。不同肿瘤大小及有、无淋巴结
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润患者ＰＵＭＡ表达差异无统计学意义。肿瘤组织ＰＵＭＡ蛋白表达与Ｐ５３、Ｂｃｌ２蛋白表达均负相关（Ｐ＝０．０１９，Ｐ＝０．０１５），

而与Ｂａｘ蛋白表达无相关性。结论　ＰＤＡ组织中ＰＵＭＡ蛋白表达下调与肿瘤大小、淋巴结转移有关，ＰＵＭＡ可能参与了
ＰＤＡ的发生、发展，其蛋白表达水平的检测可能有利于ＰＤＡ预后判定。
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ｍａ，ＰＤＡ）是一种恶性程度高、进展迅速和预后极差
的恶性肿瘤，５年生存率不足５％［１］，近年的发病率
呈上升趋势。细胞凋亡受阻是ＰＤＡ发生的重要机

制，而高侵袭、高转移和高耐药性等特性导致其治疗
效果较差［１２］。
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ｓｉｓ）基因是具有强大促凋亡作用的Ｂｃｌ２家族ＢＨ
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ｏｎｌｙ亚家族成员，它通过ｐ５３依赖性途径及非依赖

性途径促进细胞凋亡，是ｐ５３介导的下游促凋亡基

因［２４］。因此，本研究采用免疫组化方法观察ＰＤＡ
组织中ＰＵＭＡ蛋白的表达，并分析其与肿瘤恶性生

物学行为及与Ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达间的相关

性，探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　标本来源及一般资料　收集第二军医大学长

海医院２００４年１月至２００９年１２月间手术切除的

ＰＤＡ石蜡标本６５例，相应的癌旁组织作为对照。

６５例ＰＤＡ患者，男３９例，女２６例，年龄３７～７７岁，

平均（５８．８±４．６）岁。其中中高分化５３例，低分化

１２例；肿瘤发生于胰头部４７例，胰体尾１８例；根据

ＴＮＭ分期标准（２００２年ＵＩＣＣ胰腺癌分期第６版），

计有Ⅰ期１３例，Ⅱ期１５例，Ⅲ期３３例，Ⅳ期４例。

伴有胰周淋巴结转移３４例，无淋巴结转移３１例，远

处转移４例（肝转移３例，大网膜转移１例）；伴神经

浸润４７例，未见神经浸润１８例。所有患者术前均

未行放、化疗。６５例ＰＤＡ及癌旁组织切片均由病

理科专家２次阅片确定。癌旁组织均取自距离癌灶

２ｃｍ以上。所有标本均经１０％中性甲醛固定，石蜡

包埋，４μｍ连续切片。

１．２　免疫组织化学染色　兔抗人ＰＵＭＡ 多克隆抗

体为美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司产品，工作浓度１∶

１００；鼠抗人ｐ５３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２抗体购自武汉博士德

生物工程有限公司，二抗ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒购自Ｄａ

ｋｏ公司。采用免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法，主要步

骤：石蜡切片４μｍ，常规脱蜡水化，微波修复抗原，

０．３％过氧化氢阻断内源性过氧化物酶，室温下孵育

２０ｍｉｎ，滴加非免疫动物的血清，室温下孵育１０

ｍｉｎ，阻断非特异性抗原，滴加一抗３７℃孵育４０

ｍｉｎ，再滴加二抗ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂，温箱孵育３０ｍｉｎ，

ＤＡＢ显色；苏木精复染、分化、返蓝，梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封固。实验中用ＰＢＳ代替一

抗作为阴性对照，用已知阳性鳞状细胞癌标本作为

阳性对照。

１．３　结果判定标准　ＰＵＭＡ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２阳性判

定标准以胞质内出现棕黄染色为阳性，Ｐ５３阳性为

细胞核染成棕黄色。每例随机观察５个高倍视野，

每个视野计数２００个细胞，阳性细胞数＜１０％为阴

性（－），１０％～２５％为弱阳性（＋），２６％～５０％为中

等阳性（），＞５０％为强阳性（）。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，采用

χ
２检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　 ＰＤＡ 及 癌 旁 组 织 中 ＰＵＭＡ 蛋 白 表

达　ＰＵＭＡ在ＰＤＡ和癌旁组织中表达主要位于胞

质内，部分质、核内同时表达（图１）。６５例ＰＤＡ组

织中２０例表达阳性，阳性率３０．８％（２０／６５）；癌旁组

织中呈阳性表达的有３２例，阳性率４９．２％（３２／６５）。

ＰＵＭＡ在ＰＤＡ中的阳性率明显低于癌旁正常胰腺

组织，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　胰腺中分化导管腺癌（Ａ）、

癌旁（Ｂ）组织中ＰＵＭＡ蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＵＭＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＰＤＡ（Ａ）ａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ（Ｂ）

ｔｉｓｓｕｅｓ（ＥｎＶｉｓｉｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＰＵＭＡ 蛋白表达与ＰＤＡ临床病理特征间的

关系　结果（表１）表明：不同肿瘤大小及有、无胰周

淋巴结转移患者肿瘤组织ＰＵＭＡ表达差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），而不同年龄、性别、肿瘤部位、分

化程度、肿瘤分期和有无神经浸润患者ＰＵＭＡ表达

差异无统计学意义。

２．３　ＰＤＡ及癌旁组织中的Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｐ５３的表

达　Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达主要位于细胞质中，６５例

ＰＤＡ组织中分别有３２例和２７例表达阳性，阳性表

达率分别为４９．２％（３２／６５）和４１．５％（２７／６５），而癌

旁组织中分别有２６例和１７例表达阳性，阳性表达

率分别为４０．０％（２６／６５）和２６．２％（１７／６５）。经统

计学分析，癌和癌旁组织中两者的表达率差异均无

统计学意义；Ｐ５３在ＰＤＡ组织中的表达主要位于胞

核内，其阳性表达率为４７．７％（３１／６５），在癌旁组织

中全为阴性表达，经统计学分析，两者差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）。
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表１　ＰＵＭＡ蛋白表达与ＰＤＡ临床病理特征的关系

Ｔａｂ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＵＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＤＡｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｉｎｄｅｘ Ｎ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰＵＭＡｐｒｏｔｅｉｎ

＋ －
χ２ Ｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　≤６０ ３８ １３ ２５ ０．５０９ ０．４７６

　＞６０ ２７ ７ ２０
Ｓｅｘ

　Ｍａｌｅ ３９ １３ ２６ ０．３０１ ０．５８３

　Ｆｅｍａｌｅ ２６ ７ １９
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

　Ｈｅａｄｏｆｐａｎｃｒｅａｓ ４７ １５ ３２ ０．１０５ ０．７４６

　Ｂｏｄｙ／ｔａｉｌｏｆｐａｎｃｒｅａｓ １８ ５ １３
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｃｍ
　≤２ １１ ７ ４ ６．７１５ ０．０１０

　＞２ ５４ １３ ４１
Ｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　Ｗｅｌｌｍｏｄｅｒａｔｅ ５３ １７ ３６ ０．２３０ ０．６３２

　Ｐｏｏｒ １２ ３ ９
Ｔｕｍｏｒｓｔａｇｅ

　ⅠⅡ ２８ ９ １９ ０．０４４ ０．８３５

　ⅢⅣ ３７ １１ ２６
Ｎｅｕｒａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

　＋ ４７ １６ ３１ ０．８５４ ０．３５６

　－ １８ ４ １４
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　＋ ３４ ６ ２８ ５．７６３ ０．０１６

　－ ３１ １４ １７

２．４　ＰＤＡ组织中ＰＵＭＡ与Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｐ５３蛋白
表达间的相关性　结果（表２）表明：ＰＵＭＡ 蛋白表
达阳性的２０例ＰＤＡ组织中，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｐ５３阳性的
分别为７例、４例和５例，而ＰＵＭＡ蛋白表达阴性的

４５例ＰＤＡ组织中，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｐ５３阳性的分别为

２５例、２３例和２６例，经统计学分析表明，ＰＵＭＡ与

Ｂｃｌ２和Ｐ５３蛋白表达均呈负相关性（Ｐ＜０．０５），而
与Ｂａｘ蛋白表达无相关性。

表２　ＰＵＭＡ与Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及Ｐ５３表达的相关性

Ｔａｂ２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＰＵＭＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈＢａｘ，

Ｂｃｌ２ａｎｄＰ５３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＵＭＡｐｒｏｔｅｉｎ
＋ － χ２ Ｐ

Ｂａｘ

　＋ ７ ２５ ２．３４１ ０．１２６

　－ １３ ２０
Ｂｃｌ２

　＋ ４ ２３ ５．５１９ ０．０１９

　－ １６ ２２
Ｐ５３

　＋ ５ ２６ ５．９６３ ０．０１５

　－ １５ １９

３　讨　论

　　人ＰＵＭＡ基因定位于１９ｑ１３．３ｑ１３．４，由４个

外显子和３个内含子组成，其ｃＤＮＡ全长１．９ｋｂ，编

码１个全长为１９３个氨基酸残基的蛋白［３４］。许多

恶性肿瘤存在ＰＵＭＡ蛋白的表达缺失，且ＰＵＭＡ
表达缺失在不同肿瘤组织中意义不尽相同［５６］。

Ｊａｎｓｓｏｎ等［５］在散发性大肠癌研究中发现，ＰＵＭＡ

ｍＲＮＡ、蛋白在肿瘤组织中的表达与正常黏膜相比，

既有上调也有下调，ＰＵＭＡ上调可能是应答 ＤＮＡ
损伤的结果，下调可能是 ｐ５３基因突变的信号；

ＰＵＭＡ上调或下调与临床病理特征及预后间均无相

关性，认为ＰＵＭＡ表达的改变在大肠癌的发生、发

展中发挥次要作用。Ｋａｒｓｔ等［６］应用组织芯片和免

疫组化技术研究原发性和转移性恶性黑素瘤及不典

型增生组织的ＰＵＭＡ表达，发现原发性黑素瘤的

ＰＵＭＡ表达明显弱于不典型增生组织，而转移性黑

素瘤的ＰＵＭＡ表达明显弱于原发性黑素瘤组织，提

示肿瘤组织ＰＵＭＡ弱表达与预后不良正相关；进一

步研究表明，外源性ＰＵＭＡ在人类黑素瘤细胞中表

达将导致显著的细胞凋亡，ＰＵＭＡ表达可能是人类

黑素瘤预后的重要指标之一［７］。但Ｙｏｏ等［８］在人胃

癌标本中研究发现，癌组织中ＰＵＭＡ蛋白较癌旁正

常黏膜组织呈高表达，基因突变分析显示，癌组织中

没有ＰＵＭＡ基因突变，认为ＰＵＭＡ表达增强在胃

癌发生中起重要作用。本研究结果显示，ＰＵＭＡ在

ＰＤＡ组织中的阳性表达率明显低于癌旁正常胰腺

组织，提示ＰＤＡ组织中存在ＰＵＭＡ表达缺失；ＰＵ

ＭＡ蛋白表达与ＰＤＡ肿瘤大小有关，这可能是由于

ＰＵＭＡ具有促凋亡作用所致，高表达者肿瘤细胞凋

亡加快，表达缺失者则肿瘤细胞凋亡减慢，从而造成

肿瘤体积相对较大。

　　ＰＵＭＡ可以通过ｐ５３依赖性途径以及ｐ５３非

依赖性两条途径促进细胞凋亡［９１０］。本研究结果显

示，ＰＵＭＡ表达阴性组Ｐ５３及Ｂｃｌ２表达率显著高

于ＰＵＭＡ表达阳性组，即ＰＵＭＡ与Ｐ５３和Ｂｃｌ２表

达间呈负相关性，说明在ＰＤＡ组织中ＰＵＭＡ是依

赖ｐ５３途径进行调节的，ＰＵＭＡ可以与Ｂｃｌ２蛋白

结合，中和Ｂｃｌ２的凋亡抑制作用［１１１２］。当ｐ５３突变

后丧失了对ＰＵＭＡ的调节作用，引起ＰＵＭＡ表达

减少或缺失，对Ｂｃｌ２蛋白的中和作用减弱或消失，

从而使Ｂｃｌ２抑制凋亡的作用增强，提示ＰＤＡ肿瘤

细胞凋亡调节的机制可能是通过Ｐ５３调节ＰＵＭＡ
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表达，再调节Ｂｃｌ２，抑制凋亡活动这一途径。与Ｂｃｌ

２抑制凋亡的作用相反，Ｂａｘ可促进细胞凋亡。Ｂｃｌ

２／Ｂａｘ比率对细胞命运有决定作用。当Ｂｃｌ２过表

达而Ｂａｘ表达不足，则形成Ｂｃｌ２／Ｂｃｌ２同源二聚

体，使细胞存活期延长；当Ｂａｘ／Ｂａｘ同源二聚体占

优势时，则促进细胞凋亡［１３１４］。

　　本研究结果还发现，ＰＵＭＡ表达水平与淋巴结

转移有明显相关，淋巴结转移组ＰＵＭＡ表达率明显

低于无淋巴结转移组，提示 ＰＵＭＡ 可能参与了

ＰＤＡ的转移过程，这可能是由于ｐ５３突变后丧失了

对ＰＵＭＡ的调节作用，引起ＰＵＭＡ表达减少或缺

失，从而对 Ｂｃｌ２蛋白的中和作用减弱或消失，使

Ｂｃｌ２表达增强，肿瘤细胞因凋亡减少而易发生转

移，这与既往报道的ｐ５３和Ｂｃｌ２高表达的肿瘤淋巴

结转移率高是一致的［１５１６］。
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