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　　［摘要］　目的　观察胃癌组织ＸＡＢ２基因及蛋白表达的变化，探讨其与胃癌发生发展的可能关系。方法　选取３４例
胃癌患者的肿瘤组织及癌旁正常组织，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ技术检测ＸＡＢ２ｍＲＮＡ的表达；采用免疫组化方法检测胃癌组

织、癌旁正常组织、胃炎组织ＸＡＢ２蛋白的表达；分析不同临床病理指标下胃癌组织ＸＡＢ２蛋白的表达差异。结果　胃癌组
织ＸＡＢ２ｍＲＮＡ表达显著低于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１），且在胃癌进展早期（Ⅰ＋Ⅱ期）即明显下降。免疫组化检测显示：胃

癌组织中ＸＡＢ２蛋白表达的阳性率为５０．０％（１７／３４），明显低于配对癌旁正常组织８２．４％（２８／３４）和胃炎组织９１．１％（３１／

３４），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而后二者间无统计学差异。胃癌组织 ＸＡＢ２蛋白表达与胃癌分化程度正相关（Ｐ＝

０．０４１），与肿瘤浸润深度、肿瘤大小负相关（Ｐ＝０．０１９、０．０２７）；在不同性别、年龄、肿瘤部位、有无淋巴结转移、ＴＮＭ 分期间无

统计学差异。结论　ＸＡＢ２低表达可能与胃癌发生、进展密切相关，值得深入研究以利于临床胃癌诊治。
　　［关键词］　ＸＡＢ２蛋白；胃肿瘤；组织阵列分析；差异表达
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　　胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其病死率在

消化道肿瘤中占首位，但其发病机制仍不明确，可能

是多基因共同作用的结果［１２］。手术切除仍是目前

早中期胃癌首选的治疗方式，而早诊断、早治疗是降

低胃癌病死率的关键［３４］。ＸＡＢ２蛋白（ｘｅｒｏｄｅｒｍａ

ｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍｇｒｏｕｐＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２）由８５５个

氨基酸组成，包括１５个四联重复肽序列，主要参与

基因转录前剪切、转录及转录偶联ＤＮＡ修复，与转

录偶联修复特异性蛋白ＣＳＡ、ＣＡＢ及ＲＮＡ聚合酶

Ⅱ起协同作用，与ｐ５３引起的细胞凋亡及细胞周期

阻滞相关［５６］。

　　我们的前期生物信息学分析筛选结果显示，胃

癌肿瘤细胞ＸＡＢ２基因表达较正常细胞显著下调，

可能与胃癌发生相关［７］。为进一步验证其生物学分

析结果，本研究观察了胃癌组织及配对正常或胃炎

组织中ＸＡＢ２ｍＲＮＡ及蛋白的表达情况，并观察不

同临床病理指标下胃癌组织 ＸＡＢ２蛋白的表达差

异，探讨ＸＡＢ２蛋白表达变化与胃癌发生、发展的关

系，为胃癌的临床诊治提供可能的作用靶标。

１　材料和方法

１．１　标本来源及患者资料　选择第二军医大学长

海医院普通外科２００７年１１月至２００９年７月手术

切除经病理证实的胃癌标本３４例，男２０例，女１４
例，年龄３２～８４岁，平均（６０．４±１２．４）岁。所有患

者术前均未行放化疗，取原发肿瘤组织、癌旁正常组

织（距原发癌５ｃｍ以上）、胃炎组织。新鲜组织切取

后于液氮冻存后送实验室８０℃冰箱保存。组织芯

片由上海芯超生物科技有限公司制备。

　　样本包括高分化腺癌１４例（４１．１％），中分化腺

癌９例（２６．５％），低分化腺癌１１例（３２．４％）。浸润

深度为：侵及黏膜、黏膜肌层１１例，侵及肌层、浆膜

层１３例，侵出浆膜外１０例。部位为：贲门部１１例，

胃体１０例，胃窦部１３例。ＴＮＭ 分期：Ⅰ＋Ⅱ期１６
例，Ⅲ＋Ⅳ期１８例。肿瘤大小计有：＜８ｃｍ１１例，

≥８ｃｍ２３例。

１．２　主要试剂及仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；ＲＮＡ反转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

ＤＮａｓｅⅠ、ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶、２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ购自ＴａＫａＲａ公司；ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓ

ｔｅｍ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成。Ｄａｋｏ抗体稀释

液、ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭ＋ＨＲＰ鼠工作液、Ｄａｋｏ液体ＤＡＢ＋

底物系统购自丹麦Ｄａｋｏ公司，ＨＥ染色试剂盒购自

Ｓｉｇｍａ公司。鼠抗人 ＸＡＢ２单克隆抗体购自英国

Ａｂｃａｍ公司。Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ４８０实时定量ＰＣＲ仪购自

罗氏公司。

１．３　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＸＡＢ２ｍＲＮＡ表达

１．３．１　总ＲＮＡ提取及反转录　组织总ＲＮＡ提取

按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书操作完成，

紫外分光光度仪 ＵＶ７５０４上对所提取ＲＮＡ进行纯

度鉴定和定量。取２μｇＲＮＡ为模板，按 Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ说明进行反转录。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ反应　ＸＡＢ２引物：Ｆ５ＣＣＣＣＣＡ

ＡＡＡ ＴＡＴ ＧＣＣ ＡＡＧ ＡＣＣ Ｔ３，Ｒ５ＴＧＣ ＴＣＧ

ＴＣＣＧＡＣＡＧＣＡＣＣＴＣ３，反应温度为５７℃。分

别以原发癌组织、正常癌旁组织的反转录产物稀释

１０倍后，取２μｌ作为模板，反应体系（１８μｌ）包括１０

μｌＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，１μｌＰＣＲ引物５μｍｏｌ／Ｌ，

７μｌＨ２Ｏ。每孔样本重复２孔。加好样的９６孔板

放入Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ４８０实时定量ＰＣＲ仪，按设定程序

启动扩增过程。反应程序为９５℃３０ｓ热启动，然后

９５℃１５ｓ，５７℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循

环，７２℃单次检测荧光。ＰＣＲ反应完成后，以０．２℃
间隔从７０℃升温至９５℃进行熔解曲线分析，以确定

扩增产物的特异性。ＰＣＲ 结束后应用 Ｌｉｇｈｔｃｙ

ｃｌｅ４８０实时定量 ＰＣＲ 仪中的相对定量软件，以

ＧＡＰＤＨ为参考基因，采用Ｅｍｅｔｈｏｄ法进行相对定

量［８］，目标基因及参考基因的扩增效率的计算采用

稀释的模板预先进行定量扩增，并根据模板稀释倍

数与样本扩增的Ｃｔ值来制作标准曲线，然后根据标

准曲线来计算基因的实际扩增效率。

１．４　免疫组化法检测胃癌组织 ＸＡＢ２蛋白的表

达　组织芯片：石蜡切片常规脱蜡至水，行免疫组化

和 ＨＥ染色（对照用）。免疫组织化学采用ＥｎＶｉ

ｓｉｏｎ二步法，工作浓度１７５，具体步骤参考说明书

进行。结果判断：每高倍镜视野阳性细胞数＜１％计

０分，２％～２５％ 计１分，２６％～５０％计２分，５１％～
７５％计３分，＞７５％计４分。染色强度：无黄色或棕

黄（胞质）或棕褐色（胞核）为０分，浅黄色或浅棕色

为１分，黄色／棕黄或棕褐色为２分，深棕黄色或深

棕褐色为３分。两者分值相乘计入总分，０～１分为

阴性（），２～４分为弱阳性（＋），５～８分为阳性

（），９～１２分为强阳性（）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，ＲＴ

ＰＣＲ结果与ＧＡＰＤＨ内参结果进行ｌｏｇ２转换后，运
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用配对ｔ检验检测上下调关系；免疫组化结果采用

秩和检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　实时定量ＲＴＰＣＲ检测结果　结果（图１）表明：
原发癌组织 ＸＡＢ２表达较正常组织显著下调（Ｐ＜
０．０１），在Ⅰ＋Ⅱ期样本即明显下降（Ｐ＜０．０１），但Ⅲ＋Ⅳ
期样本差异无统计学意义（Ｐ＝０．１７２）。

图１　原发癌组织ＸＡＢ２ｍＲＮＡ表达的下调倍数

Ｆｉｇ１　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＸＡＢ２ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
　Ｙａｘｉｓｓｈｏｗｓｔｈｅｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｓｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｒｄｏｗｎｒｅｇｕ

ｌａｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｓ（＞０ｍｅａｎｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，＜０ｍｅａｎｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ

ｔｅｄ）．ＸａｘｉｓｓｈｏｗｓｔｈｅＸＡＢ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ．Ｅａｃｈ

ｂｏｘｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍａｘｉｍｕｍ，ｔｈｉｒｄｑｕａｒｔｉｌｅ，ｍｅ

ｄｉａｎ，ｆｉｒｓｔｑｕａｒｔｉｌｅａｎｄｍｉｎｉｍｕｍｏｆｔｈｅｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．２　免疫组化染色检测结果　ＸＡＢ２蛋白表达阳
性表达主要定位于胞核及胞质（图２），统计学分析结
果（表１）表明：胃癌组织ＸＡＢ２蛋白阳性表达率低于
癌旁正常组织、胃炎组织（Ｐ＜０．０１），后二者间

ＸＡＢ２蛋白阳性表达差异无统计学意义。

图２　癌旁正常组织、胃炎组织、
原发癌组织中ＸＡＢ２蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＸＡＢ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔ，ａｎｄｇａｓｔｒｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｇａｓｔｒｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓ

ｓｕｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　胃癌组织不同临床病理指标下ＸＡＢ２蛋白的
表达　结果（表２）表明：胃癌组织ＸＡＢ２蛋白表达与

胃癌分化程度正相关（Ｐ＝０．０４１），与肿瘤浸润深度、
肿瘤大小负相关（Ｐ＝０．０１９、Ｐ＝０．０２７），与淋巴结
转移无相关性（Ｐ＝０．５００），与肿瘤ＴＮＭ 分期亦无
相关性（Ｐ＝０．１２５）。Ⅰ＋Ⅱ期胃癌ＸＡＢ２阳性表达

４３．８％，较Ⅲ＋Ⅳ期６１．１％低，但无统计学差异，提
示在胃癌进展早期阶段ＸＡＢ２表达即有显著下调。

表１　不同胃组织中ＸＡＢ２蛋白的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＸＡＢ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

Ｉｔｅｍ Ｇａｓｔｒｉｔｉｓ
ｔｉｓｓｕｅ

Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅ

Ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ

Ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ

　　＜１％ ２ ５ １６

　　２％２５％ ３ ３ ４

　　２６％５０％ ２ ４ ３

　　５１％７５％ ７ ７ ３

　　＞７５％ ２０ １５ ８

Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

　　Ｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ２ ６ １７

　　Ｗｅａｋｓｔａｉｎｉｎｇ ９ ９ １３

　　Ｍｏｄｅｒａｔｅｓｔａｉｎｉｎｇ ２３ １９ ４

　　Ｓｔｒｏｎｇｓｔａｉｎｉｎｇ ０ ０ ０

Ｔｏｔａｌｓｃｏｒｅ

　　０１ ３ ６ １７

　　２４ １１ １０ １６

　　５８ ２０ １８ １

　　９１２ ０ ０ ０

表２　不同临床病理指标下ＸＡＢ２蛋白表达情况

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＸＡＢ２ｐｒｏｔｅｉｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｉｔｅｍ ｎ  ＋ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％） Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｅｘ ０．５１２

　　Ｍａｌｅ １４ ７ ７ ５０

　　Ｆｅｍａｌｅ ２０ １０ １０ ５０

Ａｇｅ ０．１７４

　　≤４０ ３ ３ ０ ０

　　４０６０ １５ ６ ９ ６０

　　＞６０ １６ ８ ８ ５０

Ｔｕｍｏｒｇｒａｄｅ ０．０４１

　　Ｈｉｇｈ １４ ４ １０ ７１．４

　　Ｍｉｄｄｌｅ ９ ４ ５ ５５．６

　　Ｌｏｗ １１ ９ ２ １８．２

Ｔｕｍｏｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ０．４７７

　　Ｃａｒｄｉａ １１ ４ ７ ６３．６

　　Ｃｏｒｐｕｓ １０ ５ ５ ５０

　　Ａｎｔｒｕｍ １３ ８ ５ ３８．５

ＴＮＭｓｔａｇｅ ０．７３２

　　Ⅰ＋Ⅱ １６ ９ ７ ４３．８

　　Ⅲ＋Ⅳ １８ ８ １０ ５５．６
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续表

Ｉｔｅｍ ｎ  ＋ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％） Ｐｖａｌｕｅ

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．５００

　　Ｎｏ １５ ９ ６ ４０

　　Ｙｅｓ １９ ８ １１ ５７．９

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｃｍ ０．０２７

　　＜８ １１ ２ ９ ８１．８

　　≥８ ２３ １５ ８ ３４．８

Ｄｅｐｔｈｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ０．０１９

　　Ｍｕｃｏｓａ １１ ２ ９ ８１．８

　　Ｓｅｒｏｕｓｍｅｍｂｒａｎｅ １３ ７ ６ ４６．２

　　Ｐｅｎｅｔｒａｔｅｓｅｒｏｕｓ １０ ８ ２ ２０

　　　ｍｅｍｂｒａｎｅ

３　讨　论

　　晚期胃肿瘤不能行根治性手术及肿瘤转移是目

前胃癌治疗失败和患者死亡的主要原因，肿瘤复发

仍然是困扰临床的问题之一［９］。早期诊断、早期治

疗是目前肿瘤治疗的难点。Ｆａｃｈｉｎ等［１０］用低剂量

的γ射线在体外照射人正常淋巴细胞，结果发现与

转录密切相关的ＸＡＢ２基因呈现下调，同时其他已

证实的相关致癌或抑癌基因呈现不同程度上调和下

调。Ｌｏｒｄ等［１１］研究发现，与ＤＮＡ修补密切相关的

ＤＤＢ１和ＸＡＢ２在肿瘤发生、发展中起关键作用，进

一步证明该途径能有效抑制同源重组引起的ＤＮＡ
损伤，从而维持基因稳定和细胞正常发育。我们的

前期研究利用生物信息学方法通过基因芯片从原位

癌和癌旁组织中筛选差异表达基因，发现胃癌肿瘤

细胞ＸＡＢ２基因表达较正常细胞显著下调，可能与

胃癌发生相关［７］。ＸＡＢ２可能通过与 ＨＬＡＢ相互

作用，影响胃癌的进展和复发［１２］。

　　本研究发现胃癌组织ＸＡＢ２基因表达下调，并

在Ⅰ＋Ⅱ期患者即出现显著下调；免疫组化结果与

基因检测结果基本一致，说明在胃癌进展早期

ＸＡＢ２有特异性下调。胃癌组织ＸＡＢ２蛋白表达与

临床病理指标的相关性分析结果表明：胃癌组织中

ＸＡＢ２蛋白表达水平与胃癌分化程度正相关，与肿

瘤浸润深度、肿瘤大小负相关，提示ＸＡＢ２与胃癌发

生发展密切相关，随着肿瘤进展，ＸＡＢ２的低表达或

缺失表达可能是胃癌发生、发展的重要分子生物学

标志，但具体机制不明，仍有待进一步实验证实。
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