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囊泡相关膜蛋白 8 在结肠癌中的表达及临床意义

廖真，张良敏，晏锐

（湖北省恩施州来凤县人民医院  普外胸外科，湖北 恩施 445700）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨囊泡相关膜蛋白 8（VAMP8）在结肠癌组织中的表达及其临床意义。

方法：收集 42 例结肠癌患者癌组织及癌旁正常组织标本，用免疫组化法检测 VAMP8 蛋白的阳性表达

率，分析其表达与结肠癌临床病理特征之间的关系；并选择其中 12 对标本，用 qRT-PCR 与 Western 

blot 法检测 VAMP8 mRNA 与蛋白的表达量。

结果：qRT-PCR 及 Western blot 检测显示，9 对标本的结肠癌组织 VAMP8 mRNA 与蛋白表达量明显高

于其对应的癌旁组织（均 P<0.05）；免疫组化结果显示，VAMP8 在结肠癌组织中的阳性率明显高于癌

旁组织（73.8% vs. 42.9%；χ2=8.28，P<0.01），且 VAMP8 的表达与肿瘤的分化程度、Dukes 分期及

淋巴结转移情况有关（均 P<0.05）。

结论：VAMP8 在结肠癌组织中表达上调，提示 VAMP8 可能通过调节自噬 / 溶酶体途径促进结肠癌的

恶性进展与转移。
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Expression of vesicle-associated membrane protein 8 in colon 
cancer and its clinical significance

LIAO Zhen, ZHANG Liangmin, YAN Rui

(Department of General and Thoracic Surgery, Laifeng People’s Hospital, Enshi, Hubei 445700, China)

Abstract	 Objective: To investigate the expression of vesicle-associated membrane protein 8 (VAMP8) in colon cancer 

tissue and its clinical significance. 

Methods: The specimens of colon cancer along with normal adjacent tissue from 42 patients were collected, in 

which the positive expression rate of VAMP8 protein was detected by immunohistochemical staining, and then 

the relations of VAMP8 expression with clinicopathologic characteristics of the patients were analyzed. Further, 12 

pairs of the specimens were selected, and then the VAMP8 mRNA and protein expression levels were determined 

by qRT-PCR and Western blot, respectively.

Results: Results of qRT-PCR and Western blot analysis showed that the VAMP8 mRNA and protein expression 

levels in colon cancer tissue were significantly higher than those in their matched adjacent tissue in 9 pairs of 

specimens (both P<0.05). Results of immunohistochemical staining demonstrated that the positive expression 

rate of VAMP8 protein in colon cancer tissues was significantly higher than that in adjacent non-tumorous tissues 
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自噬（autophagy）是细胞对受损的细胞器和

蛋 白 质 进 行 自 我 吞 噬 、 清 除 的 过 程 ， 其 在 正 常 细

胞 功 能 维 持 、 肿 瘤 发 生 和 放 化 疗 抵 抗 等 病 理 生 理

过 程 中 发 挥 着 重 要 作 用 ， 已 成 为 当 今 肿 瘤 学 研 究

的热点 [1-2]。然而，目前自噬的研究大多关注于早

期 的 启 动 和 调 控 过 程 ， 对 于 其 晚 期 阶 段 — 自 噬 体

和 溶 酶 体 融 合 的 研 究 却 较 少 ， 而 自 噬 溶 酶 体 形 成

才是自噬发生的根本性标志 [3-4]。因此，加强对自

噬 晚 期 阶 段 相 关 分 子 信 号 的 研 究 具 有 十 分 重 要 的

意义。

囊泡相关膜蛋白8（vesicle-associated membrane 

protein 8，VAMP8）是可溶性N-乙基马来酰亚胺

敏感因子附着蛋白受体（SNARE）复合物的成员

之一，研究 [5-6]发现其同时也是自噬体和溶酶体融

合过程中的关键调控分子。然而目前关于VAMP8

在 肿 瘤 中 的 研 究 鲜 有 报 道 ， 本 研 究 通 过 多 种 分 子

生物学方法检测VAMP8在结肠癌中的表达，并探

讨其临床意义。

1　材料与方法

1.1  标本材料

收 集 2 0 1 2 年 6 月 — 2 0 1 4 年 6 月 本 院 诊 断 为 结

肠 癌 并 行 手 术 切 除 的 组 织 标 本 共 4 2 例 ， 所 有 标

本 均 经 病 理 确 诊 。 其 中 女 1 2 例 ， 男 3 0 例 ； 中 位

年龄58.5岁；肿瘤位于近段结肠26例、远端结肠 

16例；病理分期按Duke分期A期12例，B期7例， 

C期20例，D期3例；按分化程度高分化10例，中

分化18例，低分化14例；按浸润深度侵及浆膜者

29例，未侵及浆膜者13例；经病理证实有淋巴结

转移22例，无淋巴结转移20例。同期肿瘤切除后

距肿瘤边缘5 cm以外的肠管黏膜为癌旁组织。所

有患者术前均未行放疗或化疗。42例标本均常规

行石蜡包埋，另取12例新近收集的组织（液氮中

保存）进行Western blot和PCR检测。

1.2  主要试剂 

TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司；VAMP8

及 G A P D H 引 物 序 列 由 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限

公 司 合 成 ； 兔 抗 人 V A M P 8 多 克 隆 抗 体 购 自 英 国

Abcam公司；鼠抗人GAPDH单克隆抗体购自美国

Proteintech公司；免疫组化SABC试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。

1.3  方法

1.3.1  qRT-PCR　 按 TRIzol 说 明 书 提 取 组 织

样 品 总 RNA， 按 逆 转 录 试 剂 盒（ReverTra Ace®  

qPCR RT kit， 日 本 TOYOBO） 说 明 书 二 步 法

合 成 cDNA， 产 物 保 存 于 -80 ℃。 再 根 据 qRT-

PCR 试 剂 盒（SYBR® Green Realtime PCR Master 

Mix， 日 本 TOYOBO） 说 明 书 在 荧 光 定 量 PCR 仪

（ABI7500）上进行检测。VAMP8 上游引物序列为：

5'-CAT CTC CGC AAC AAG ACA GA-3'； 下 游 引

物序列为：5'-TGG CAA AGA GC ACA ATG AAG-

3'。GAPDH 上 游 引 物 序 列 为：5'-GGG TGT GAA 

CCA TGA GAA GT-3'；下游引物序列为：5'-GGC 

ATG GAC TGT GGT CAT GA-3'。样本中目的基因

与内参基因（GAPDH）循环阈值的差异为 ΔCT，

实验样本与对照样本（正常肠管黏膜组织）ΔCT

的差异为 ΔΔCT，以 2-ΔΔCT 表示基因的相对表达

量。以上实验重复 3 次。

1.3.2  Western blot　 提 取 组 织 中 的 总 蛋 白，

BCA 法检测蛋白浓度。以 20 μg 蛋白 / 泳道上样，

10%SDS-PAGE 凝 胶 进 行 电 泳、 转 膜，5% 脱 脂 奶

粉室温封闭 1 h，然后加入 VAMP8一抗（1 :500）

和 GAPDH 一 抗（1:5 000） 于 杂 交 袋 中 4 ℃ 孵 育

过夜，TBST 洗膜后二抗（1:2 000）室温孵育 2 h，

之后采用增强化学发光（ECL）试剂（美国 Pierce

公 司） 于 凝胶 成 像 仪（Bio -rad） 中 进 行 曝 光。 结

果用图像分析软件 Image J 进行灰度分析，计算目

的蛋白与 GAPDH 的光密度比值。

1.3.3  免 疫 组 织 化 学 染 色　 所 有 标 本 均 经 多 聚

(73.8% vs. 42.9%; χ2=8.28, P<0.01), and the VAMP8 expression was significant associated with histopathological 

grade, Dukes’ stage and lymph node metastasis (all P<0.05).

Conclusion: VAMP8 expression is increased in colon cancer tissue, which suggests that VAMP8 may promote 

the progression and metastasis of colon cancer through regulating the autophagy-lysosome pathway. 

Key words	 Colonic Neoplasms; Vesicle-Associated Membrane Protein 8; Autophagy; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.3
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甲 醛 固 定， 常 规 石 蜡 包 埋、 连 续 4 μm 厚 切 片。

VAMP8 一 抗 的 工 作 浓 度 为 1:100。 操 作 步 骤 按 即

用型免疫组化 SABC 检测试剂盒说明书进行。用已

知阳性的结肠癌切片作为阳性对照，用 PBS 代替

一抗作为阴性对照。VAMP8 主要为胞浆着色，判

定标准参照文献 [7]：每张切片随机观察 5 个高倍视

野（400 倍）读取阳性细胞数，并计算阳性细胞百

分率。以阳性细胞染色程度及阳性细胞百分数评分

的乘积进行综合判断。不着色为 0 分，浅棕黄色为

1 分，棕黄色为 2 分，黄褐色为 3 分；阳性细胞数

<5% 为 0 分，5%~25% 为 1 分，26%~50% 为 2 分，

51%~75% 为 3 分，>75% 为 4 分。结果判定：总分

<2 判定为阴性，总分≥ 2 判定为阳性。以上结果由

两位高年资病理科医师在双盲条件下进行评定。

1.4  统计学处理

所 有 数 据 采 用 S P S S  1 3 . 0 软 件 进 行 统 计 分 析 . 

两个样本均数间比较用Studen t ' s  t检验；VAMP8

的表达与临床病理资料之间的分析采用χ 2检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  VAMP8 mRNA 在结肠癌及癌旁组织中的表达

qRT -PCR检测结果显示，在12对结肠癌组织

中有9对（75.0%）癌组织的VAMP8 mRNA表达水

平高于对应的癌旁组织（均P<0 .05）；以癌组织

和癌旁组织的mRNA表达水平作散点图，两者的均

值差异有统计学意义（P<0.05）（图1）。

2.2  Western blot 检测结果 

在12对结肠癌组织中有9对（75.0%）癌组织

的VAMP8蛋白（17 kD）表达量高于对应的癌旁组

织，差异有统计学意义（均P<0.05）（图2）。

2.3  VAMP8 蛋白在结肠癌及癌旁组织中的表达

VAMP8在所有癌组织及大部分癌旁组织中均

有 表 达 ， 主 要 定 位 于 胞 浆 ， 呈 棕 黄 色 颗 粒 状 分 布

（图3）。42例结肠癌组织中VAMP8阳性表达率为

73.8%（31/42），而对应的癌旁组织中VAMP8阳

性表达率为42.9%（18/42），差异有统计学意义

（χ2=8.28，P<0.01）。

2.4  VAMP8 蛋白表达与结肠癌临床病理特征之

间的关系

经 统 计 学 分 析 发 现 ， V A M P 8 蛋 白 的 表 达 与

患 者 的 年 龄 、 性 别 、 肿 瘤 部 位 、 肿 瘤 大 小 和 浸 润

深度无关（均P>0 .05），而与肿瘤的分化程度、

D u k e s 分 期 及 淋 巴 结 转 移 情 况 有 关 （ 均P< 0 . 0 5 ）

（表1）。

图 1　VAMP8 mRNA 表达检测　　A：12 对标本中 VAMP8 mRNA 相对表达量；B：12 对标本中 VAMP8 mRNA 相对表达量的
散点图

Figure 1　Detection of VAMP8 mRNA expression　　A: Relative VAMP8 mRNA expression levels in the 12 pairs of specimens; B: 
Scatterplots for the relative VAMP8 mRNA expression levels in the 12 pairs of specimens
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图 3　免疫组织化学检测 VAMP8 蛋白表达（×200）　　A：癌旁组织中 VAMP8 阴性表达；B：癌组织中 VAMP8 阳性表达
Figure 3　Immunohistochemical staining for VAMP8 protein expression (×200)　　A: Negative VAMP8 expression in adjacent tissue;  

B: Positive VAMP8 expression in tumor tissue

A B

表 1　VAMP8 蛋白表达与结肠癌临床病理特征之间的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of VAMP8 expression with clinicopathologic factors of colon cancer [n (%)]

临床因素 n VAMP8 蛋白表达
χ2 P 临床因素 n VAMP8 蛋白表达

χ2 P 
阳性（n=31） 阴性（n=11） 阳性（n=31） 阴性（n=11）

年龄（岁） 分化程度

　≤ 55 25 18（72.0） 7（28.0）
0.00 0.95

　高 - 中分化 28 17（60.7） 11（39.3）
5.56 0.02

　＞ 55 17 13（76.5） 4（23.5） 　低分化 14 14（100.0） 0（0.0）

性别 Dukes 分期

　男性 30 21（70.0） 9（30.0）
0.25 0.67

　A+B 19 10（52.6） 9（47.4）
6.17 0.02

　女性 12 10（83.3） 2（16.7） 　C+D 23 21（91.3） 2（8.7）

肿瘤部位 浸润深度

　近段结肠 26 20（76.9） 6（23.1）
0.05 0.84

　未及浆膜 13 7（53.8） 6（46.2）
2.53 0.14

　远段结肠 16 11（68.8） 5（31.2） 　浆膜以外 29 24（82.8） 5（17.2）

肿瘤大小（cm） 淋巴结转移

　＜ 5 28 19（67.9） 9（32.1）
0.75 0.46

　无 20 11（55.0） 9（45.0）
6.99 0.03

　≥ 5 14 12（85.7） 2（14.3） 　有 22 20（90.9） 2（9.1）

图 2　VAMP8 蛋白表达检测　　A：12 对标本中 VAMP8 蛋白表达（N：癌旁组织；T：癌组织）；B：12 对标本癌组织相对
自身癌旁组织的 VAMP8 蛋白相对表达量

Figure 2　Determination of VAMP8 protein expression　　A: VAMP8 protein expressions in the 12 pairs of specimens; B: The expression 
levels of VAMP8 protein in the tumor tissues relative to their adjacent tissue of the 12 specimens
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3　讨　论

目 前 研 究 认 为 肿 瘤 的 发 生 发 展 是 多 步 骤 、

多 因 素 参 与 的 复 杂 过 程 ， 其 中 肿 瘤 细 胞 离 开 原 发

灶进入脉管系统（如淋巴管或血 管 ） 而 不 发 生 凋

亡，并能够在游离状态下生存进而到达远处器官，

称 之 为 “ 失 巢 凋 亡 ” 抵 抗 ， 其 被 认 为 是 肿 瘤 转 移

的早期事件和先决条件 [8-9]。遗憾的是肿瘤细胞具

备失巢凋亡抗性的机制尚不明确，最新研究 [10-11 ] 

发 现 自 噬 可 能 是 肿 瘤 细 胞 逃 避 失 巢 凋 亡 的 关 键 机

制之一。自噬是细胞通过单层或双层膜包裹待降解

物形成自噬体，然后运送到溶酶体进行消化降解，

以实现自身代谢需要和细胞器更新的过程。大量研

究[12-13]表明，自噬在多种人类肿瘤（包括结肠癌）

的发生发展、侵袭转移和化疗耐药等过程中发挥了

重要作用。然而目前有关自噬的研究均针对其早期

的调控过程，对于自噬晚期阶段的研究却较少。自

噬虽然经过早期的诱导发生，而一旦自噬体和溶酶

体融合过程功能失调就无法完成自噬的全过程。因

此，自噬溶酶体的形成可能是肿瘤细胞抵抗失巢凋

亡进而发生远处转移的主要原因[14-15]。

V A M P 8 是 S N A R E 复 合 物 的 主 要 成 员 之 一 ，

该 复 合 物 在 细 胞 的 物 质 运 输 以 及 特 异 性 膜 融 合 等

过 程 中 发 挥 了 关 键 作 用 [ 1 6 - 1 7 ]。 而 细 胞 自 噬 的 发 生

同 样 包 括 物 质 的 转 运 及 相 关 膜 的 融 合 过 程 ， 因 此

SNARE蛋白在自噬过程中也发挥着不可或缺的作

用[18-19]。Furuta等[5]研究发现，VAMP8能通过与自

噬体上的Vti1b蛋白相结合，调控自噬体与溶酶体

的融合过程。而同时抑制VAMP8与Vti1b的表达可

阻断自噬体标记蛋白LC3与溶酶体标记蛋白LAMP1

荧 光 信 号 的 共 定 位 。 I t a k u r a 等 [ 6 ]也 发 现 ， 当 自 噬

体与溶酶体进行融合时，VAMP8可与SNARE蛋白

syntax in  17及snap29形成复合体并促进自噬体与

溶 酶 体 的 融 合 ， 从 而 调 控 细 胞 自 噬 的 过 程 。 J e a n

等 [ 2 0 ]最新研究还发现，细胞在饥饿状态下能通过

MTMR13/Rab21信号轴激活VAMP8介导的自噬体

与 溶 酶 体 融 合 ， 进 而 促 进 自 噬 的 发 生 。 然 而 关 于

VAMP8在肿瘤中的研究鲜有文献报道，Chen等 [7]

报道在人恶性胶质瘤中VAMP8的表达水平较对应

的 癌 旁 组 织 升 高 ， 且 其 能 通 过 调 控 细 胞 的 自 噬 过

程 参 与 肿 瘤 的 恶 性 增 殖 及 对 化 疗 药 物 的 抵 抗 。 此

外，VAMP8的高表达还与患者的不良预后相关, 且

是其独立的风险因素。Stegeman等 [21]也发现在人

前列腺癌中miR-370可与VAMP8的miRSNP位点相

结 合 并 调 控 其 表 达 ， 进 而 影 响 细 胞 的 多 种 生 物 学

功能。以上研究表明VAMP8与肿瘤的恶性生物学

行为关系密切，但其具体功能及机制仍未明确。

目前国内外尚未见VAMP8在结肠癌中的研究

报道，本研究结果显示，VAMP8在结肠癌组织及

对 应 的 癌 旁 组 织 中 的 表 达 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ，

在结肠癌中VAMP8表达上调。此外，本研究还发

现VAMP8的高表达与结肠癌的分化程度、Dukes

分 期 及 淋 巴 结 转 移 情 况 有 关 ， 而 与 其 他 临 床 特 征

之 间 没 有 相 关 性 。 结 合 前 述 文 献 报 道 ， 笔 者 推 测

VAMP8可能通过调节自噬/溶酶体途径，进而参与

了结肠癌的恶性进展及转移等生物学过程。

综上所述，本研究通过检测首次发现VAMP8

在 结 肠 癌 组 织 中 表 达 上 调 ， 且 与 肿 瘤 的 进 展 及 转

移 情 况 相 关 ， 而 肿 瘤 的 恶 性 转 化 和 转 移 是 影 响 结

肠癌患者预后的重要因素。因此，VAMP8也可能

成为结肠癌的一个预后判断指标，但目前VAMP8

在 肿 瘤 中 所 扮 演 的 角 色 及 调 控 机 制 尚 不 完 全 清

楚 ， 而 其 在 结 肠 癌 中 的 作 用 及 详 细 机 制 还 有 待 于

进一步研究。
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认仕医生重构医疗生态，改善医生生活
　　——未来医生·新生活·发布会隆重召开

2015 年 10 月 22 日，一场以打造互联网新医疗生态圈，改善医生生活为探讨主题的“未来医生·新生活·发布会”

在北京隆重召开。原卫生部副部长孙隆椿，军事科学院微生物流行病研究所政委唐明山，解放军第三〇六医院院长顾建文 ,

中华医学会杂志社副社长刘冰，急诊科女超人于莺，九州通医药集团业务总裁耿鸿武，中国医疗器械商学院创始人朱明，

万方医学专家委员会秘书长王光跃等嘉宾都做了主题发言，他们在畅想互联网 + 医疗各种可能的同时，也充分肯定了认

仕医生平台打造互联网新医疗生态圈对于中国医疗发展的积极意义。

认仕医生董事长、CEO 万马，万马表示他和他的团队一直在寻找可以真正帮助到医生，打破行业封闭，让医生获得

应有回报与职业尊严的方法。CEO 万马表示：连接的彼此需要信息，而医疗当中大量存在的信息都在医院当中，如何让

医院中的信息发挥出价值，帮助更多患者找到好的医生，求得好药，快速看对病。2014 年 12 月中国首个互联网＋医生

轻职业生活平台——认仕医生，正式上线。到目前为止已覆盖 280 万执业医生数据，20 余万家医疗企业数据，数十个医

学分会，并与网易、民生银行、三大运营商、国家密码局建立深度合作。截至到今天，认仕医生平台已签约北京、上海、

广州、深圳、浙江、四川、湖北、湖南等地，签约多家顶级医院的医疗专家上千位。


