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　　［摘要］　目的　在基因和蛋白水平检测胃癌组织中细胞周期蛋白Ｅ１（ＣＣＮＥ１）的表达，研究其与临床病理参数的相关
性，探讨其与胃癌发生发展之间的关系。方法　通过 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ（肿瘤微阵列数据库）分析ＣＣＮＥ１在胃癌中的表达。采用
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ技术检测３４例配对样本中ＣＣＮＥ１的 ｍＲＮＡ的表达水平。采用组织芯片／组织微阵列技术

结合免疫组化方法检测ＣＣＮＥ１在３４例配对样本中的蛋白表达情况。结果　胃癌原发灶ＣＣＮＥ１ｍＲＮＡ表达水平显著高于
癌旁正常组织（Ｐ＝０．００１），在胃癌组织中ＣＣＮＥ１ｍＲＮＡ表达水平在Ⅰ＋Ⅱ期和Ⅲ＋Ⅳ期均呈现显著上调（Ｐ＝０．０４２，Ｐ＝

０．０１６）。在胃癌原发组织中ＣＣＮＥ１蛋白阳性表达率［４１．２％（１４／３４）］显著高于癌旁正常组织［０（０／３４）］及胃炎组织［０（０／

３４）］，Ｐ＜０．０１。ＣＣＮＥ１蛋白表达水平在不同分化程度、浸润深度及有无淋巴结转移肿瘤的表达不同，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＣＮＥ１表达上调可能与胃癌的发生、发展密切相关，提示ＣＣＮＥ１的检测可能为胃癌的诊断和预后提供参
考。

　　［关键词］　细胞周期蛋白Ｅ１；胃肿瘤；实时定量ＰＣＲ；免疫组织化学；组织芯片

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０５０５０８０５

ＵｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＥ１ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ＧＵＬｉｑｉａｎｇ１，ＣＨＡＮＧＷｅｎｊｕｎ２，ＨＡＮＹｉｆａｎｇ２，ＣＡＩＨｕｉ１，ＭＡＬｉｙｅ１，ＣＡＯＧｕａｎｇｗｅｎ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１００２１１　　　　［接受日期］　２０１００３１６
［基金项目］　上海市公共卫生“三年行动”计划课题（０８ＧＷＺＸ０２０１，０８ＧＷＺＸ０１０１），上海市科技创新行动计划（０９ＤＺ１９５０１０１）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ

ｔｈｅ“ＴｈｒｅｅＹｅａｒＧ＆ＤＰｒｏｇｒａｍ”ｏｆＳｈａｎｇｈａｉＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ（０８ＧＷＺＸ０２０１，０８ＧＷＺＸ０１０１）ａｎｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍｏｆ

Ｓｈａｎｇｈａｉ（０９ＤＺ１９５０１０１）．
［作者简介］　顾立强，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｇｕｌｉｑｉａｎｇｄａｓｈｉ＠１２６．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７３３３７，Ｅｍａｉｌ：ｍａｌｙｄｒ＠１６３．ｃｏｍ；Ｔｅｌ：０２１８１８７１０６０，Ｅｍａｉｌ：ｇｃａｏ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＥ１（ＣＣＮＥ１）ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｏｎｃｏｍｉｎｅ（ａ

ｃａｎｃｅｒｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓｄａｔａｂａｓｅ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＣＮＥ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ３４ｐａｉｒｅｄｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｂｙＳＹＢＲＧｒｅｅｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ／

ｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（ＴＭＡ）ｔｅｃｈｎｉｑｕｅａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１

ｉｎｔｈｅ３４ｍａｔｃｈｅｄｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＣＣＮＥ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ

ｔｈａｎｔｈａｔｉｎａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＝０．００１）；ｔｈｅＣＣＮＥ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｓｔａｇｅⅠ＋ⅡａｎｄｓｔａｇｅⅢ＋Ⅳｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＝０．０４２，Ｐ＝０．０１６）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＣＣＮＥ１ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｐｒｉｍａｒｙｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ（４１．２％，１４／３４）ｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（０，０／３４）

ａｎｄｇａｓｔｒｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅｓ（０，０／３４，Ｐ＝０．０１）．ＣＣＮＥ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｓ，ｉｎｖａｓｉｏｎｄｅｐｔｈｓ，ａｎｄｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｓｔａｔｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１ｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ，ａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１ｍａｙ

ｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｙｃｌｉｎＥ１；ｓｔｏｍａｃｈｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ｔｉｓｓｕｅｂｉｏｃｈｉｐ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（５）：５０８５１２］

　　胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，在世界 范围内占恶性肿瘤病死原因的第２位［１］。胃癌的发
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生是遗传因素、饮食等环境因素及幽门螺杆菌
（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，ＨＰ）慢性感染等多种因素共
同作用的结果，与多种癌基因、抑癌基因以及细胞周
期调节基因的变化密切相关［２］。细胞周期蛋白 Ｅ１
（ｃｙｃｌｉｎＥ１，ＣＣＮＥ１）由４个外显子及３个内含子构
成，可转录长度为２．２ｋｂ的ｍＲＮＡ，其半衰期短，大
约３０ｍｉｎ［３］。ＣＣＮＥ１在细胞周期中的Ｇ１～Ｓ期表
达，通过结合并激活细胞周期蛋白依赖性激酶２
（ＣＤＫ２）从而调节哺乳动物细胞分裂期Ｇ１～Ｓ期的
过渡［４］。ＣＣＮＥ１ＣＤＫ２复合物的去底物磷酸化对
于引发ＤＮＡ复制的同步启动、中心体的复制与调
节、染色体重构以及组蛋白的生物合成起重要作
用［５］。过度的细胞增殖是人类肿瘤发生的标志性事
件，在多种肿瘤类型中已经发现ＣＣＮＥ１／ＣＤＫ２系
统的失调［６７］。文献［８］报道，在恶性肿瘤细胞中ＣＣ
ＮＥ１的过量表达可以加速Ｇ１期进程，减少有丝分裂
细胞，加速不依赖生长因子的细胞分裂，同时导致染
色体不稳定性。

　　本实验室运用生物信息学方法分析并预测了

ＣＣＮＥ１与胃癌的发生相关，旨在前期研究的基础
上，进一步验证ＣＣＮＥ１在胃癌原发组织及配对癌旁
正常组织中 ｍＲＮＡ及蛋白表达差异，探究ＣＣＮＥ１
蛋白表达变化与临床病理参数的关系，分析其在胃
癌发生、发展过程中可能的分子作用机制。

１　材料和方法

１．１　ＣＣＮＥ１在胃癌中表达的生物信息学分析　应
用Ｏｎｃｏｍｉｎｅ基因芯片数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｎｃｏ
ｍｉｎｅ．ｏｒｇ／），分析ＣＣＮＥ１在胃癌原发灶与配对癌旁
正常组织细胞中的表达情况，发现ＣＣＮＥ１在胃癌细
胞中的表达较在癌旁正常组织细胞中呈现明显上调

（Ｐ＝０．００１）。

１．２　标本来源及资料　３４例经病理学确诊的胃癌
标本来源于２００７年９月至２００９年７月第二军医大
学长海医院普通外科一病区实施胃癌根治术的患

者，其中男性１４例，女性２０例，年龄３４～８１岁，中
位年龄５７．７岁。所选患者术前均未行放化疗，配对

选取肿瘤原发组织、癌旁正常组织（距原发灶约５
ｃｍ）以及胃炎组织。所有新鲜组织标本离体后立即
经液氮冻存并迅速转移至－８０℃冰箱保存。根据术
后病理资料，组织标本确定为高分化腺癌１４例
（４１．２％），中分化腺癌９例（２６．５％），低分化腺癌１１
例（３２．４％）。按浸润深度分为：侵及黏膜、黏膜肌层

１１例，侵及肌层、浆膜层１３例，侵出浆膜层１０例。
根据ＴＮＭ 分期：Ⅰ＋Ⅱ期１６例，Ⅲ＋Ⅳ期１８例。
组织芯片由上海芯超生物科技有限公司制备。

１．３　主要试剂及仪器　ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ试
剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ 反转录试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮａｓｅⅠ、ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶、２×
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自ＴａＫａＲａ公司；Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

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，

ＨＥ染色试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司。鼠抗人ＣＣＮＥ１
单克隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司。实验所用引物
均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

ＵＶ７５０４紫外分光光度仪购自上海新茂仪器有限公
司。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ?４８０高通量实时荧光定量ＰＣＲ系
统购自罗氏公司。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＣＣＮＥ１的ｍＲＮＡ表
达水平

１．４．１　总ＲＮＡ提取及反转录　组织总ＲＮＡ提取
按ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作完成，用紫外分光光度仪
对所提取ＲＮＡ进行纯度鉴定和定量。取２μｇＲＮＡ
为模板，按ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒说
明进行反转录。

１．４．２　引物设计及 ＰＣＲ 反应条件优化　选择

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，ＰＣＲ产物要求：
长度９０～３００ｂｐ，退火温度５５～６０℃，上下游引物退
火温度相差小于２℃，引物３′端最后５个碱基避免出
现连续３个相同，ＰＣＲ 扩增条件在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ?

４８０ＰＣＲ仪上优化，选取扩增效率高，产物特异性好
及实验结果稳定的ＰＣＲ程序为最优程序。基因及
其引物、ＰＣＲ扩增程序如表１。

表１　基因引物及实时荧光定量ＰＣＲ扩增条件

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ Ｐｒｅｍｉｅｒ（５′３′） ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

ＣＣＮＥ１ Ｆ：ＣＧＧＣＧＡＧＧＧＡＣＣＡＧＴＧＴＧ ９５℃３０ｓ，（９５℃５ｓ，６３℃１０ｓ，７２℃１５ｓ）×４０ｃｙｃｌｅｓ

Ｒ：ＣＧＧＧＧＡＧＣＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣ ９５℃３０ｓ，（９５℃１５ｓ，５７℃１５ｓ，７２℃３０ｓ）×４０ｃｙｃｌｅｓ

Ｒ：ＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣ
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　　实时荧光定量ＰＣＲ反应：选取胃癌原发组织及
癌旁正常待测样本的反转录单链ｃＤＮＡ，稀释１０
倍，抽取２μｌ作模板，反应体系如下：１０μｌＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，１μｌＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ（５μｍｏｌ／Ｌ），７

μｌＨ２Ｏ。每个样本加样时重复３孔。加样完毕甩板
机１２００×ｇ离心数秒，将９６孔板置入预先设定好
扩增程序的ＰＣＲ仪进行检测。扩增反应完成后，以

０．２℃间隔从７０℃缓慢升高至９５℃，作熔解曲线分
析以验证反应产物的特异性。ＰＣＲ程序完成后，应
用ＰＣＲ仪的相对定量软件，以 ＧＡＰＤＨ 为内参基
因，采用Ｅｍｅｔｈｏｄｓ法进行目的基因表达水平的评
价［９］。

１．５　免疫组织化学染色　选取胃癌组织芯片（ＯＤ
ＣＴＤｇＳｔｍ０１００３）：矩阵排列１６×９，共３４例１３６
点，常规脱蜡至水，高压抗原热修复后，行免疫组织
化学及ＨＥ染色（用于对照）。免疫组化采用ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ二步法检测ＣＣＮＥ１蛋白表达，实验流程依照

ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒说明书进行。结果判定标准：细胞
核着色为阳性细胞，核内呈均匀棕黄色或黄色颗粒。
选择５个不同的代表性区域（即中心部位及上、下、
左、右四边）分别进行细胞计数，每区计数２００个细
胞，５区共１０００个细胞，算出染色细胞所占比例。
每高倍视野阳性染色细胞数＜１％为０分，２％～
２５％为１分，２６％～５０％为２分，５１％～７５％为３
分，＞７５％为４分。染色强度：无黄色、棕黄（胞质）、
棕褐色（胞核）计０分，浅黄色、浅棕色计１分，黄色／
棕黄、棕褐色计２分，深棕黄色、深棕褐色计３分。
前两者乘积计为总分：０～１分计为阴性（－），２～４
分计为弱阳性（＋），５～８分计为阳性（），９～１２分
计为强阳性（）。

１．６　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件
分析，计量资料采用配对ｔ检验，计数资料采用

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法及秩和检验，Ｐ＜０．０５认为差异有
统计学意义。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果以目的基因ｍＲＮＡ

与内参基因ｍＲＮＡ的比值，经以２为底的对数转换
后表示基因的表达水平。

２　结　果

２．１　ＣＣＮＥ１在配对组织中的表达　Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测结果显示，ＣＣＮＥ１在胃癌原发灶表达水
平较癌旁正常组织呈现显著上调，差异有统计学意
义（Ｐ＝０．００１）。ＣＣＮＥ１在胃癌早期（Ⅰ＋Ⅱ期）和
晚期（Ⅲ＋Ⅳ期）均呈现显著上调（Ｐ＝０．０４２，Ｐ＝
０．０１６）。见图１。

图１　原发胃癌组织ＣＣＮＥ１ｍＲＮＡ表达的上调倍数

Ｆｉｇ１　ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
Ｙａｘｉｓｓｈｏｗｓｔｈｅｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｓｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ（＞０ｍｅａｎｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，＜０ｍｅａｎｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）．Ｘ

ａｘｉｓｓｈｏｗｓＴＮＭｓｔａｇｅ．Ｅａｃｈｂｏｘｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｍａｘｉｍｕｍ，ｔｈｉｒｄｑｕａｒｔｉｌｅ，ｍｅｄｉａｎ，ｆｉｒｓｔｑｕａｒｔｉｌｅａｎｄｍｉｎｉｍｕｍｏｆｔｈｅ

ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ｎⅠ＋Ⅱ＝１６，ｎⅢ＋Ⅳ＝１８，ｎＡｌｌ＝３４

２．２　ＣＣＮＥ１蛋白在胃癌中的表达　ＣＣＮＥ１阳性
表达产物主要定位于细胞核，部分定位于细胞质（图

２）。胃癌组织中ＣＣＮＥ１蛋白阳性表达１４例，阳性
表达率为４１．２％（１４／３４），癌旁正常组织及胃炎症
组织均未见ＣＣＮＥ１蛋白表达，阳性表达率为０（０／

３４）。胃癌组织ＣＣＮＥ１蛋白阳性表达率高于癌旁
正常组织及胃炎组织，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。见表２。

图２　ＣＣＮＥ１在胃癌原发灶（Ａ）、癌旁正常组织（Ｂ）、胃炎组织（Ｃ）中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣＣＮＥ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ）

Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｃ：Ｇａｓｔｒｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　ＣＣＮＥ１蛋白表达与临床病理参数的关系　组
织芯片免疫组化结果显示，ＣＣＮＥ１在高、中、低分化
程度的肿瘤中阳性表达率３组间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。ＣＣＮＥ１在侵及黏膜层、浆膜层及穿透
浆膜层的阳性表达率分别为９．１％、４６．２％、７０．０％，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在伴有淋巴结转移的
胃癌组织中和无淋巴结转移的胃癌组织中ＣＣＮＥ１阳
性表达率分别５７．９％和２０．０％，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。ＣＣＮＥ１与性别、年龄、肿瘤部位及ＴＮＭ
分期无相关性（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　ＣＣＮＥ１在不同临床病理参数下的表达情况

Ｔａｂ２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＣＮＥ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｉｔｅｍ Ｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＣＮＥ１％（ｎ／Ｎ） Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｅｘ ０．７２８

　Ｍａｌｅ １４ ３５．７（５／１４）

　Ｆｅｍａｌｅ ２０ ４５（９／２０）

Ａｇｅ ０．２６４

　≤４０ ３ ３３．３（１／３）

　４０６０ １５ ２６．７（４／１５）

　＞６０ １６ ５６．３（９／１６）

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ ＜０．０１

　Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔ ３４ ０（０／３４）

　Ｇａｓｔｒｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅ ３４ ０（０／３４）

　Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ ３４ ４１．２（１４／３４）

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ０．０１３

　Ｈｉｇｈ １４ １４．３（２／１４）

　Ｍｉｄｄｌｅ ９ ４４．４（４／９）

　Ｌｏｗ １１ ７２．７（８／１１）

Ｔｕｍｏｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ０．４６７

　Ｃａｒｄｉａ １１ ３６．４（４／１１）

　Ｃｏｒｐｕｓ １０ ３０．０（３／１０）

　Ａｎｔｒｕｍ １３ ５３．８（７／１３）

ＴＮＭｓｔａｇｅ ０．０９２

　Ⅰ＋Ⅱ １６ ２５．０（４／１６）

　Ⅲ＋Ⅳ １８ ５５．６（１０／１８）

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．０３８

　Ｎｏ １５ ２０．０（３／１５）

　Ｙｅｓ １９ ５７．９（１１／１９）

Ｄｅｐｔｈｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ０．０１７

　Ｍｕｃｏｓａ １１ ９．１（１／１１）

　Ｓｅｒｏｕｓｍｅｍｂｒａｎｅ １３ ４６．２（６／１３）

　Ｐｅｎｅｔｒａｔｅｓｅｒｏｕｓｍｅｍｂｒａｎｅ １０ ７０．０（７／１０）

３　讨　论

　　浸润和转移是影响恶性肿瘤病死率的关键因
素，恶性肿瘤的发生与多种基因和分子生物学机制
的参与密切相关［１０］。探索胃癌发生和转移的分子
生物学机制，寻找早期诊断及转移监测的生物学标

志，成为肿瘤研究的热点之一。细胞周期蛋白与多
种恶性肿瘤的发生密切相关。研究表明，哺乳动物
体内有以下分子参与了细胞周期调控：细胞周期蛋
白（ｃｙｃｌｉｎｓ）、细胞周期蛋白依赖激酶 （ｃｙｃｌｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）、磷酸化酶以及细胞周期蛋
白依赖激酶抑制蛋白（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＣＤＫＩｓ）［１１］。正常情况下，ＣＣＮＥ１的表达
是按计划顺序进行的：合成于Ｇ１中期，表达最大化
出现于进入Ｓ期时，降解于Ｓ期内，Ｇ２及 Ｍ 期内无
表达。ＣＣＮＥ１在Ｇ１晚期及Ｓ早期通过结合并激活

ＣＤＫ２，形成ＣＣＮＥ１／ＣＤＫ２复合物，从而调节细胞
周期Ｇ１～Ｓ期的过渡。ＣＣＮＥ１的周期性表达受控
于转录调节和泛素依赖性蛋白水解［１２］。异常情况
下，ＣＣＮＥ１的异常过量表达可持续性激活ＣＤＫ２，
导致底物ＰＲｂ磷酸化，进而发生细胞异常增殖［１３］。
在多种恶性肿瘤（包括乳腺癌、非小细胞肺癌、白血
病等）中，ＣＣＮＥ１的表达与细胞周期不同步，且表达
水平显著高于生理水平［１４］。ＣＣＮＥ１被认为是癌基
因，定位于１９ｑ１２染色体，目前已经在多种肿瘤类型
（包括胃癌）的发生过程中发现位于１９ｑ１２区域的扩
增［１５］。在１５％～２０％的胃癌组织中存在ＣＣＮＥ１的
基因扩增，其过量表达与肿瘤的侵袭性相关［１６］。有
研究［１７］表明，全长ＣＣＮＥ１蛋白在体内发生蛋白水
解可产生ＣＣＮＥ１低相对分子质量亚型，这些低相
对分子质量亚型具有更高的ＣＤＫ２亲和力，可以加
速Ｓ期进程、导致遗传不稳定性以及具备较全长

ＣＣＮＥ１蛋白更高的致瘤潜能，目前已在直肠癌、皮
肤癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中检测到［１７１８］。

　　本研究运用生物信息学方法预测ＣＣＮＥ１在胃
癌中的表达较癌旁正常组织上调（Ｐ＝０．００１），采用
实ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术对３４对胃癌组织配对样本进
行检测，结果与预测相符，并通过进一步分层分析发
现ＣＣＮＥ１在胃癌ＴＮＭ 分期的Ⅰ＋Ⅱ期和Ⅲ＋Ⅳ
期均呈现明显上调（Ｐ＝０．００４２，Ｐ＝０．０１６），提示

ＣＣＮＥ１可能是与胃癌发生发展相关的生物学标志。
免疫组化结果显示ＣＣＮＥ１蛋白表达水平在胃癌原
发组织较癌旁正常组织显著升高，与基因检测水平
一致。胃癌组织ＣＣＮＥ１蛋白表达水平与临床病理
参数的相关性研究结果表明：ＣＣＮＥ１蛋白表达水平
与肿瘤分化程度、浸润深度及有无淋巴结转移有关
（Ｐ＜０．０５），提示ＣＣＮＥ１可能与胃癌预后相关。

　　综上所述，ＣＣＮＥ１作为癌基因，在胃癌中其基
因及蛋白表达水平均显著上调，其异常表达与胃癌
的发生发展相关，可能成为胃癌诊断及预后监测的
分子生物学标志，但具体机制不明，仍需进一步研
究。
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·消　息·

ＷＨＯ官员ＪｕｎｔｒａＫａｒｂｗａｎｇ教授莅临我校大师论坛

　　２０１０年４月２７日上午，世界卫生组织／热带病研究（ＷＨＯ／ＴＤＲ）临床协调员、《临床试验委员会操作标准》起草人、抗疟

疾、抗利什曼病药物开发部负责人ＪｕｎｔｒａＫａｒｂｗａｎｇ教授莅临我校大师论坛，作了题为《ＱｕａｌｉｔｙＭａｎａｇｅｍｅｎｔＳｙｓｔｅｍｉｎＣｌｉｎｉｃａｌ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ（临床研究质量管理系统）》的学术报告。此次大师论坛由科研部主办、卫生勤务学系承办，卫生勤务学系主任贺祥主

持了本次论坛。来自 ＷＨＯ、ＷＨＯ／ＴＤＲ临床数据管理中心的５名国外专家、卫生勤务学系统计学教研室主任贺佳等近百名

专家、研究生一起听取了ＪｕｎｔｒａＫａｒｂｗａｎｇ教授的精彩报告。

　　ＪｕｎｔｒａＫａｒｂｗａｎｇ教授在报告中详细介绍了临床研究质量管理系统（ＱＭＳ）的使用方法，结合临床研究的整个流程，着重讲

解了该系统是保证临床研究获得可靠、可信结果的重要措施，在临床研究中有重要的价值，对我校临床医学科研工作者今后更

好地从事科研工作、获得科研数据提供了指导。ＪｕｎｔｒａＫａｒｂｗａｎｇ教授针对与会人员提出的如何获得患者的知情同意等伦理

问题进行了现场解答。与会者通过这次报告会了解了 ＷＨＯ对临床研究质量管理方面的最新要求，增长了知识，对其今后从

事医学科研工作具有重要指导意义。


