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Grb2 在胰腺癌中的表达及其意义
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摘   要 目的：探讨生长因子受体结合蛋白 2（Grb2）在胰腺癌中的表达及其意义。

方法：分别采用 real-time PCR 和 Western blot 方法检测 6 种胰腺癌细胞株中 Grb2 基因和蛋白表达

水平；采用组织芯片检测 80 例胰腺癌组织及癌旁胰腺组织中 Grb2 的表达情况，并分析 Grb2 表达状

态与胰腺癌患者临床病理特征的关系。

结果：Grb2 的 mRNA 与蛋白在高侵袭力、低分化细胞株 PANC-1、MIA-PaCa-2、AsPC-1 中呈相对

高表达，而在低侵袭力、高分化细胞株 BxPC-3、SW1990、capan-2 中呈相对低表达；Grb2 在胰腺

癌组织中均有表达，而在癌旁胰腺组织中不表达或低表达，统计分析显示，Grb2 的高表达与肿瘤低

分化以及淋巴结或者远处转移有关（均 P<0.05）。

结论：Grb2 的表达与胰腺癌的分化程度和侵袭转移力密切相关，高表达者肿瘤恶性程度高，预后差。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(3):338-342]
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ABSTRACT Objective: To investigate the Grb2 expression in pancreatic carcinoma and its clinical significance. 
Methods: The Grb2 gene and protein expressions in 6 types of pancreatic cancer cell lines were detected 

by real-time PCR and Western blot, respectively. The Grb2 protein expressions in pancreatic cancer tissues 

and their adjacent normal tissues from 80 cases were determined by tissue microarray technique, and the 

relations of Grb2 expression status with clinicopathologic profiles of the pancreatic cancer patients were 

analyzed.

Results: Both the Grb2 mRNA and protein showed relatively high expression level in the highly invasive 

and poorly differentiated pancreatic cell lines PANC-1, MIA-PaCa-2 and AsPC-1, but presented relatively 

low expression level in the less invasive and well differentiated pancreatic cell lines BxPC-3, SW1990 and 

capan-2. The Grb2 expression was detected in all tested pancreatic cancer tissues, but no or weak Grb2 

expression was found in their adjacent normal pancreatic tissues. Statistical analysis showed that high Grb2 

expression was associated with poor differentiation of the tumor and lymph node or distant metastasis (both 
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胰 腺 癌 恶 性 程 度 极 高， 其 早 期 诊 断 困 难， 易

发 生 侵 袭 转 移 而 丧 失 手 术 时 机 [1-2]； 其 对 当 前 的

综 合 放 化 疗 也 极 其 耐 受 而 预 后 极 差 [3-5]。 生 长 因

子 受 体 结 合 蛋 白 2（growth factor receptor-bound 

protein 2，Grb2）被证实在多种肿瘤细胞株中表达

且在肿瘤的发生发展中起到重要作用 [6-9]，但 Grb2

与胰腺癌的关系尚不明确，本实验将为 Grb2 在胰

腺癌中的作用做一初步研究。

1　材料与方法

1.1  材料

RPMI1640 培 养 基 购 自 HyCone 公 司； 新

生 牛 血 清 购 自 HyClone 公 司；TRIzol 试 剂 购 自

Invitrogen 公 司；Reverse Transcription System 试

剂盒、SYBR Green Realtime PCR Master Mix 购自

TOYOBO 公 司；Grb2 和 GAPDH 引 物 Invitrogen

公 司 合 成； 浓 缩 型 兔 抗 人 Grb2 多 克 隆 抗 体 购 自

SANTA-CRUZ 公 司。 组 织 芯 片 购 自 上 海 芯 超 生 物

科技有限公司。Western blot 相关试剂购自武汉博

士 德 公 司。ECL 显 色 试 剂 盒 购 自 碧 云 天 公 司， 全

细 胞 蛋 白 提 取 试 剂 盒，BCA 法 测 蛋 白 浓 度 试 剂 盒

购自碧云天公司。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 人 胰 腺 癌 细 胞 株 PANC-1、

M I A - P a C a - 2 、 A s P C - 1 、 B x P C - 3 、 S W 1 9 9 0 、

capan-2 为本实验室长期冷冻保存。其中 PANC-1、 

MIA-PaCa-2、AsPC-1 为 高 侵 袭 力、 低 分 化 细 胞

株，BxPC-3、SW1990、capan-2 为 低 侵 袭 力、

高 分 化 细 胞 株 [10-11]。 采 用 含 10% 新 生 牛 血 清 的

RPMI1640 培 养 基， 置 37 ℃、50 mL/L CO2 培 养

箱内培养。

1.2.2   real-time PCR 检 测 胰 腺 癌 细 胞 株

中 Grb2 mRNA 的 表 达　 参 照 说 明 书， 用

TRIzol 试 剂 常 规 提 取 细 胞 总 RNA。 按 照 逆 转

录 试 剂 盒 操 作 程 序 进 行 逆 转 录 反 应。 反 应 总

体 系 为 20 μL， 其 中 样 品 总 RNA2 μg、primer 

m i x  1  μL 、 5 × b u f f e r  4  μL 、 e n z y m e  1  μL ，

加 DEPC 水 至 20 μL，37 ℃ 反 应 15 min， 

98 ℃ 灭 活 5 min。 管 家 基 因 GAPDH 为 内 对 照。

通过相对荧光定量 PCR 方法，对 Grb2 和 β -act in

进行检测，计算出不同样本的 Grb2 相对表达量。

运 用 Primer 5.0 设 计 引 物，Grb2 的 上 游 引 物 为

5' -GCC GAA TTC ATG CTG CTG CAG GGG AGC 

CA -3'， 下 游 引 物 为 5' -CGC GTC GAC TCA AGT 

CTG CTG GGC CTG CAG CA -3'。GAPDH 上 游

引物 5' -ACA GTC AGC CGC ATC TTC TT -3'，下

游引物 5' -GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG -3'。

应 用 Bio -Rad CFX 定 量 PCR 仪 进 行 real - t ime 

PCR 实验，反应条件为 95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，

72 ℃ 5 s，40 个 循 环。 以 Folds=2-ΔΔCt 表 示 实

验 组 与 对 照 组 目 的 基 因 表 达 的 倍 数 比 关 系， 其 中

ΔΔCt=[Ct（Grb2）-Ct（GAPDH）] 实验组 -[Ct

（Grb2）-Ct（GAPDH）] 对 照 组（ 考 虑 到 统 计

结 果 的 直 观 性， 选 择 PANC -1 为 对 照 组）。 重 复

3 次实验，计算平均值。

1.2.3  Western blot 检测胰腺癌细胞株中 Grb2 蛋

白水平的表达　 以 细 胞 裂 解 法 提 取 全 细 胞 蛋 白，

BCA 法 测 蛋 白 浓 度。 样 本 加 入 10%SDS - PAGE

凝 胶 进 行 电 泳， 转 膜 至 硝 酸 纤 维 素 膜。Grb2 一

抗浓度为 1:200，β - ac t in 一抗浓度为 1:1  000，

4 ℃ 孵 育 摇 床 过 夜， 二 抗（1:2  000）37 ℃ 孵 育

1 h。ECL 化学发光试剂盒显色、曝光、显影、定影。

用 Qual i t y  one 软 件 对 胶 片 条 带 进 行 定 量 吸 光 度

分析。

1.2.4  组织芯片检测 Grb2 在胰腺癌和癌旁正常胰

腺 组 织 中 的 表 达　 免 疫 组 织 化 学 染 色 采 用 SABC

法，余按试剂说明书操作。Grb2 抗体工作浓度为

1:500，DAB 显色，苏木素复染，中性树脂固定。

以 PBS 取代一抗为阴性对照，以棕黄色为阳性信

P<0.05).

Conclusion: Grb2 expression is closely related to the degree of differentiation and ability of invasion and 

metastasis of pancreatic cancer, and high Grb2 expression may predict highly malignant tumor grades and poor ou

tcome.                                                                                 [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(3):338-342]

KeywoRdS Pancreatic Neoplasms; GRB2 Adaptor Protein; Neoplasm Invasiveness; Neoplasm Metastasis
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号。 综 合 细 胞 染 色 强 度 和 阳 性 细 胞 计 数 进 行 半 定

量 分 析， 每 张 切 片 至 少 观 察 5 个 视 野。 根 据 判 断

标 准， 背 景 清 晰 无 色 为 阴 性， 浅 黄 色 细 胞 ≤ 10%

为 可 疑 阳 性（±）， 浅 黄 色 细 胞 >10% 为 弱 阳 性

（+），棕黄色细胞 >30% 为阳性（++），棕黄色

细胞 >70% 为强阳性（+++）。将结果分为两组：

（±）、（+） 为 低 表 达，（++）、（+++） 为 高

表达。根据术后病理诊断结果进一步分析 Grb2 表

达量与临床病理参数之间的关系。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 21.0 软件包进行处理，计量资料采

用 t 检验、计数资料采用 χ2 检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结　果

2.1  各细胞株 Grb2 mRNA 的表达

real-time PCR 示细胞株 PANC-1 中 Grb2 mRNA

表 达 量 最 高， 以 PANC-1 作 为 对 照，AsPC-1、

S W 1 9 9 0 、c a p a n - 2 、B x P C - 3 、M I A - P a C a - 2 细

胞 株中 Grb2 的 mRNA 表达水平分别是 PANC -1 的

0.938 8、0.513 2、0.554 9、0.443 2、0.963 7 倍 

（图 1）。
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图 1　Grb2 mRNA 在各胰腺癌细胞株的相对表达水平
Figure 1　Relative expression levels of Grb2 mRNA in each 

pancreatic cancer cell line

2.2  各细胞株 Grb2 蛋白的表达

Western blot 示 Grb2 蛋 白 在 PANC-1、MIA-

PaCa-2、AsPC-1 中 相 对 高 表 达， 在 BxPC-3、

SW1990、capan-2 相对低表达，与基因水平一致。

运用 Quality one 软件对胶片条带进行定量分析，

以 细 胞 株 PANC-1 作 为 对 照，AsPC-1、SW1990、

capan-2、BxPC-3、MIA-PaCa-2 细 胞 株 中 Grb2 的

蛋白表达水平分别是 PANC-1 的 0.988 3、0.106 7、

0.254 9、0.534 0、0.939 1 倍（图 2）。
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图 2　Western blot 检测胰腺癌细胞株中 Grb2 蛋白的表达 

　　 A：电泳图；B：相对表达量
Figure 2　Western blot analyses for Grb2 protein expression in each 

pancreatic cancer cell line　 　 A: Electrophoretogram;  
B: Relative expression level

2.3  胰腺癌组织 Grb2 蛋白的表达及其与临床病

理因素的关系

组 织 芯 片 示 Grb2 在 80 例 临 床 切 除 的 胰 腺 癌

标本中均有表达，在癌旁正常胰腺组织中不表达或

者表达量很低，定位于胞浆和包膜（图 3）。Grb2

蛋白在胰腺癌中的表达与胰腺癌的病理分化程度有

关，在 低 分 化 的 胰 腺 癌 中，Grb2 高 表 达；在 高 分

化的胰腺癌组织中，Grb2 相对低表达（P<0.0001）。

Grb2 蛋白在胰腺癌中的表达与胰腺癌是否发生侵

袭转移密切相关，在伴有淋巴结或者远处转移的胰

腺 癌中，Grb2 明 显 高 表 达；在 不 伴 有 淋巴 结 和 远

处转移的胰腺癌中，Grb2 相对低表达（P<0.0001）

（表 1）。
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表 1　Grb2 蛋白的表达与胰腺癌患者临床病理特征间的关系
Table 1　Relations of Grb2 protein expression with the 

clinicopathologic characteristics of pancreatic cancer 
patients

临床病理
因素

n
Grb2

P χ2

高表达 低表达
年龄（岁）
　＜ 55 42 28 14

0.867 0.028
　≥ 55 38 26 12
性别
　男 37 26 11

0.628 0.241
　女 43 28 15
肿瘤最大径（cm）
　＜ 2 40 25 15

0.340 0.912
　≥ 2 40 29 11
组织分化
　高 23 6 17
　中 23 17 6 <0.0001 18.77
　低 34 31 3
转移
　是 55 46 9

<0.0001 20.89
　否 25 8 17

3　讨　论

Grb2 是 生 长 因 子 受 体 结 合 蛋 白 2， 又 叫 Ash

蛋白，在人类中由 Grb2 基因编码。该蛋白参与细

胞内各种受体激活后的下游调节。它能够直接与激

活 的 表 皮 生 长 因 子 受 体 磷 酸 化 的 酪 氨 酸 结 合， 参

与 EGF 受体介导的信号转导，也能通过与 Shc 磷

酸 化 的 酪 氨 酸 结 合 间 接 参 与 由 胰 岛 素 受 体 介 导 的

信 号 转 导 [12]。Grb2 能 够 同 时 与 Shc、Sos 结 合 形

成 Shc-Grb2-Sos 复 合 物， 并 将 Sos 激 活， 激 活 的

Sos 与质膜上的 Ras 蛋白结合，并将其激活，引起

信号级联反应。Grb2 蛋白含有一个 SH2 结构域和

两个 SH3 结构域，属 SH 蛋白 [13-14]。

本研究发现在胰腺癌细胞株中，Grb2 蛋白和

mRNA 在侵袭能力较弱、分化程度较高的 BxPC-3、

SW1990、capan-2 细胞株中相对低表达；在侵袭能

力 较 强、 分 化 程 度 较 低 的 MIA-PaCa-2、ASPC-1、

PANC-1 细胞株中相对高表达。在胰腺癌组织中，

Grb2 明显高表达；而在癌旁胰腺组织中，Grb2 表

达量很低或者不表达。本研究通过对 80 例胰腺癌

组 织 进 行 免 疫 组 织 化 学 法 分 析， 发 现 Grb2 表 达

量 与 分 化 程 度 和 是 否 伴 有 转 移 高 度 相 关。 目 前 研 

究 [15-16] 证 实 Grb2 在 结 肠 癌、 乳 腺 癌、 胃 癌 的 发

生发展中起到重要作用，与肝癌、前列腺癌的预后

有明确关系 [17-18]，在 Grb2 高表达的病例中，患者

的预后明显较差。这都说明 Grb2 在各种肿瘤的发

生发展的各个时期都起到重要的作用。

胰 腺 癌 恶 性 程 度 高、 早 期 发 生 侵 袭 转 移、 预

后非常差。胰腺癌的发生是一个极其复杂的过程，

是多基因协同作用、多因素共同参与、综合发展的

结果 [19-20]。Grb2 的表达与胰腺癌细胞的分化程度

和是否伴有转移高度相关，很有可能在胰腺癌的发

图 3　组织芯片免疫组化检测 Grb2 在胰腺癌组织与癌旁组织中的表达　　A：×40；B：×200
Figure 3　Immunohistochemical analysis of tissue microarrays for Grb2 expressions in pancreatic cancer tissues and adjacent non-

tumorous tissues　　A: ×40; B: ×200

正常胰腺组织 高分化胰腺癌组织 低分化胰腺癌组织中分化胰腺癌组织

A

B
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生发展和侵袭转移过程中发挥重要的作用。因此进

一步研究 Grb2 在胰腺癌中的作用，有可能进一步

阐明胰腺癌早期发生侵袭转移的原因，开发新的治

疗药物。
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