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Krüppel 样转录因子 9 在胰腺癌中的表达及其临床意义

张建新 1，李冉 2，吕莉慧 3，孙康 1，党胜春 1，毛正发 1

（1. 江苏大学附属医院 普通外科，江苏 镇江 212001；2. 江苏大学临床医学院，江苏 镇江 212013；3. 南京军区总医

院 干部保健科，江苏 南京 210002）

摘   要 目的：探讨 Krüppel 样转录因子 9（KLF9）在胰腺癌中的表达并探讨其与胰腺癌患者临床病理参数、

预后的关系。

方法： 收集 200 例配对的胰腺癌组织与癌旁组织标本，分别用 RT-PCR（28 对）、Western blot（4 对）

和免疫组化（全部标本）检测 KLF9 的表达，分析 KLF9 的表达水平与患者临床病理参数以及生存率的

关系。

结果：RT-PCR 结果显示，在 28 例配对标本中，21 例（75%）胰腺癌组织中 KLF9 mRNA 的表达水

平明显低于其癌旁正常胰腺组织。Western blot 结果显示，与癌旁正常胰腺组织比较，胰腺癌组织中

KLF9 蛋白表达水平明显下调。免疫组化显示，在胰腺癌组织中 KLF9 的染色强度明显减弱。与患者临

床病理参数关系分析结果显示，KLF9 的表达水平与肿瘤的分化程度（P=0.008）和血管侵犯（P=0.006）

有关。生存分析显示，KLF9 阳性表达患者 1、2、3 年总生存率明显高 KLF9 阴性表达患者（41%、

31%、16% vs. 18%、6%、6%）、中位生存时间明显长于 KLF9 阴性表达患者（21.05 个月 vs. 11.82 个月）

（均 P<0.05）。

结论：KLF9 在胰腺癌中表达下调，且可能与不良预后密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the expression of Krüppel-like transcription factor 9 (KLF9) in pancreatic cancer tissue 

and its association with clinicopathologic features and prognosis of pancreatic cancer patients.

Methods: The specimens of 200 paired pancreatic cancer and adjacent pancreatic tissues were collected. 

The KLF9 expressions in these specimens were determined by RT-PCR (28 pairs), Western blot (4 pairs), 
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胰 腺 癌 是 一 种 常 见 恶 性 肿 瘤 ， 近 年 我 国 的 发

病率逐渐增加，预后极差 [1-3]。对于胰腺癌患者，

目 前 治 愈 的 唯 一 方 法 是 手 术 切 除 ， 但 是 大 多 数 患

者 确 诊 时 局 部 已 不 能 手 术 或 已 有 远 处 转 移 ， 只 有

20%~30%的患者可以接受手术切除。即使在这部

分手术的患者中，5年生存率只有15%~20%[4-5]。

有 研 究 表 明 多 种 基 因 的 改 变 参 与 了 胰 腺 癌 的

发 生 发 展 ， K r ü p p e l 样 转 录 因 子 9 （ K r ü p p e l - l i k e  

transcription  factor  9，KLF9）即是其中一种重要

基因。KLF9是一个重要的核转录因子，在高等哺

乳 动 物 和 人 类 的 组 织 中 高 度 保 守 且 广 泛 表 达 ， 如

脑、肝、子宫等[6-8]。越来越多的证据表明，KLF9

不 但 参 与 许 多 重 要 的 生 物 学 事 件 中 ， 如 细 胞 增 殖

生长[9]、免疫反应[10]等，同时其与多种肿瘤的发生

和发展密切相关[11-14]。

但是KLF9在胰腺癌发生过程中的功能及分子

机 制 目 前 尚 不 清 楚 。 本 研 究 检 测 了 其 在 人 胰 腺 癌

中 的 表 达 并 探 讨 其 与 临 床 参 数 之 间 的 关 系 ， 提 示

其可能参与了胰腺癌的发生发展过程。

1　材料与方法

1.1  材料

KLF9抗体购自美国Santa  Cruz公司。收集复

旦大学附属中山医院2005—2009年病理诊断为胰

腺癌的手术切除标本例，其中男86例，女64例；

年龄35~81岁。距肿瘤3  cm以上正常组织取为对照

组 织 （ 病 理 证 实 非 肿 瘤 组 织 ） 。 所 有 患 者 术 前 均

未 行 放 、 化 疗 。 将 本 组 胰 腺 癌 按 部 位 分 为 胰 头 颈

和 胰 体 尾 。 胰 腺 癌 组 织 学 类 型 均 为 导 管 腺 癌 ； 癌

细胞分化为高、中、低，胰腺癌的临床分期根据美

国癌症联合委员会（AJCC）的 TNM分期为I~IV期。

1.2  方法

1.2.1  实时荧光定量 PCR（real time PCR，RT-
PCR）　使用 RT-PCR 检测 KLF9 的表达时，引物

序列如下：正向引物 5'-ACA  GTG  GCT  GTG  GGA  

AAG  TC-3'； 反 向 引 物 5'-TCA  CAA  AGC  GTT  

GGC  CAG  CG-3'。β-actin 引物序列如下：正向引

物 5'-GAT  CAT  TGC  TCC  TCC  TGA  GC-3'； 反 向

引 物  5'-ACT  CCT  GCT  TGC  TGA  TCC  AC-3'。 使

用 20  μL 体 积 的 Light-Cycler-DNA  Master  SYBR  

Green  I  Mix 进行扩增反应。反应条件设置如下：

95  ℃  3  min，接下去反应 40 个循环：94  ℃  30  s，

56  ℃  20  s，72  ℃  30  s；72  ℃  1  min。

1.2.2  Western blot 法 检 测　 收 集 培 养 细 胞 用 冷

PBS 洗 涤 2 次， 于 冰 上 加 入 含 蛋 白 酶 体 抑 制 剂 的

RIPA 蛋白裂解液，裂解，于 4  ℃  12  000  r/min 离

心 15  min，取上清液。Braford 法检测蛋白浓度，

加 入 6× 上 样 缓 冲 液，100  ℃  5  min 煮 沸 变 性。

10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜至 PVDF 膜，5%

and immunohistochemical staining (all specimens), respectively, and the relations of KLF9 expressions with 

clinicopathologic features and postoperative survival of the patients were also analyzed.

Results: The results of RT-PCR showed that the KLF9 mRNA expression level in pancreatic cancer tissue was 

remarkably lower than that in its adjacent pancreatic tissue in 21 of 28 paired specimens (75%). The results of 

Western blot showed that the KLF9 protein expression was obviously down-regulated in pancreatic cancer tissue 

compared with its adjacent pancreatic tissue. The results of immunohistochemical staining showed the KLF9 

expression intensity was remarkably weaker in pancreatic cancer tissue than that in adjacent pancreatic tissue. The 

results of analyses of the relationship between KLF9 expression and clinicopathologic variables showed that the 

KLF9 expression level was significantly related to degree of tumor differentiation (P=0.008) and vascular invasion 

(P=0.006). Survival analysis showed that the 1-, 2- and 3-year overall survival rate in patients with positive KLF9 

expression was significant higher than that in patients with negative KLF9 expression (41%, 31%, 16% vs. 18%, 6%, 

6%), and the median survival time in patients with positive KLF9 expression was significant longer than that in 

patients with negative KLF9 expression (21.05 months vs. 11.82 months) (all P<0.05).

Conclusion: KLF9 expression is decreased in pancreatic cancer, which is closely related to malignant unfavorable 

prognosis.

Key words	 Pancreatic Neoplasms; Kruppel-Like Transcription Factors; Prognosis

CLC number: R735.9
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脱 脂 奶 粉 封 闭 过 夜。 一 抗 4  ℃ 孵 育 过 夜， 碱 性 磷

酸酶标记的二抗孵育 1  h，ECL 发光试剂盒显影，

暗室中 X 光片曝光成像。

1.2.3  免疫组化检测　胰腺癌组织和正常胰腺组

织经 10% 的福尔马林固定脱水，常规石蜡包埋后，

4  μm 厚的连续石蜡切片。采用 ABC 法进行免疫组

织化学的检测，苏木精复染核。IgG 代替 KLF9 做

一抗，检测 KLF9 的特异性。阳性定位于胰腺癌细

胞胞核，细颗粒状。胰腺癌细胞 KLF9 表达强度判

断：染色阳性细胞 <5% 为 0 分，11%~25% 为 1 分，

26%~50% 为 2 分，51%~75% 为 3 分，>75% 为 �

4 分。染色强度淡黄为 1 分，黄为 2 分，棕黄为 3 分。

阳 性 细 胞 数 与 染 色 强 度 相 乘， ≤ 6 分 低 表 达， �

>6 分为高表达。  

1.3  统计学处理 

实验数据用SPSS  16.0软件对数据进行处理，

病理相关性分析采用Pearson检验，以α=0.05为检

验水准。

2　结　果

2.1  胰腺癌、癌旁组织中 KLF9 mRNA 的表达检测 

为了研究KLF9在胰腺癌中的表达情况，首先

在28对胰腺癌组织及癌旁正常组织中采用RT-PCR

方法分别检测KLF9  mRNA的表达。KLF9的表达水

平用KLF9与内参基因β-actin的比值来表示，以此

来修正RNA量不同带来的差异。结果显示，与癌

旁正常胰腺组织相比，胰腺癌组织中KLF9  mRNA

的表达明显下调（21/28，75%）（图1）。
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图 1　RT-PCR 检测 28 个配对标本中 KLF9 mRNA 表达
Figure 1　KLF9 mRNA expressions in 28 paired specimens 

detected by RT-PCR

2.2  胰腺癌、癌旁正常组织中 KLF9 蛋白的表达

检测

为了进一步证实低表达的KLF9的mRNA水平

是否伴有蛋白水平的减少，随机选择了4对组织标

本进行Western  blot检测。结果显示，在配对的胰

腺组织中，KLF9的蛋白表达水平与RT -PCR检测

出的mRNA水平相平行（图2A）。此外，免疫组

化检测（200对胰腺癌组织和配对的正常的胰腺组

织 ） 结 果 显 示 ， 与 正 常 胰 腺 组 织 相 比 ， 胰 腺 癌 组

织中KLF9的染色强度明显减弱（图2B）。

2.3  KLF9 的表达与胰腺癌临床病理参数之间的

关系

分析免疫组化KLF9的表达水平与患者临床参

数之间的关系，结果表明，KLF9的表达水平与肿

瘤的分化程度和血管侵犯有关（ P < 0 .05），但是

与患者性别、年龄、肿瘤位置、TNM分期、神经

侵犯及淋巴结转移无关（P>0.05）（表1）。  

2.4  KLF9 的表达与胰腺癌患者术后生存间的关系

术后111例患者获随访，随访时间16~60个月。

Kaplan-Meier生存曲线显示KLF9阳性患者1、2、

图 2　KLF9 的蛋白表达水平检测  　　A：Western blot 检测；B：免疫组化检测（×200）
Figure 2　Measurement of KLF9 protein expression　　A: Western blot analysis; B: Immunohistochemical staining (×200)
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3年总生存率分别为41%、31%、16%，中位生存

期21.05个月；KLF9阴性患者1、2、3年总生存率

分别为18%、6%、6%，中位生存期11.82个月。

两 组 患 者 总 生 存 率 的 比 较 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）（图3）。

表 1　KLF9 表达水平与临床病理参数之间的关系 [n（%）]
Ta b l e  1 　 R e l a t i o n s  o f  K L F 9  e x p r e s s i o n  l e v e l  w i t h 

clinicopathologic variables [n (%)]

临床参数 n KLF9 P
高表达 低表达

性别
　男 86 31（36.0） 55（64.0）

0.832
　女 64 22（34.4） 42（65.6）
年龄 ( 年 )
　＜ 60 72 28（38.9） 44（61.1）

0.381
　≥ 60 78 25（32.1） 53（67.9）
肿瘤部位 
　头颈 111 40（36.0） 71（64.0）

0.761
　体尾 39 13（33.3） 26（66.7）
分化程度
　高 5 5（100.0） 0（0）

0.008　中 96 33（34.4） 63（65.6）
　低 49 15（30.6） 34（69.4）
TNM 分期
　I+II 89 32（36.0） 57（64.0）

0.847
　III+IV 61 21（34.4） 40（65.6）
神经侵犯 
　无　 38 15（39.5） 23（60.5）

0.537
　有 112 38（33.9） 74（66.1）
血管侵犯
　无 133 52（39.1） 81（60.9）

0.006
　有 17 1（5.9） 16（94.1）
淋巴结转移
　无 90 32（35.6） 58（64.4）

0.994
　有 60 21（35.0） 39（65.0）
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图 3　KLF9 阳性与阴性患者生存曲线比较
Figure 3　Comparison of the survival curves between patients 

with positive and negative KLF9 expression

3　讨　论

胰 腺 癌 的 恶 性 程 度 高 ， 预 后 极 差 ， 存 活 率 极

低 ， 其 发 生 发 展 与 多 种 癌 基 因 过 度 表 达 以 及 肿 瘤

抑 制 基 因 失 活 密 切 相 关 。 K L F 9 属 于 K L F s 转 录 因

子家族成员之一 [15]，在肿瘤中研究发现，KLFs的

作用是条件依赖性 [ 16]，对于肿瘤其具有肿瘤抑制

作用和原癌基因的作用 [17-18 ]。最近有研究 [19]表明

在 食 管 中 K L F 9 的 表 达 下 调 并 其 可 以 与 T C F 4 结 合

抑 制 β - c a t e n i n / T C F 信 号 通 路 ， 从 而 发 挥 肿 瘤 抑

制作用；在结直肠癌中，与正常组织相比，KLF9

转录及蛋白水平明显下调 [ 20]；在子宫内膜癌 中，

与 I I ~ I V 期 的 肿 瘤 相 比 ， 正 常 组 织 及 I 期 肿 瘤 中 ，

KLF9的表达也明显下调。在这些肿瘤中，过表达

KLF9后，检测到了肌动蛋白骨架蛋白的调节因子

下游分子的抑制 [21]。然而KLF9在胰腺癌中的表达

罕有研究。

本 研 究 通 过 R T - P C R 法 分 别 检 测 2 8 例 胰 腺 癌

组 织 及 配 对 癌 旁 组 织 中 K L F 9  m R N A 水 平 ， 与 结

肠 癌 中 检 测 结 果 相 似 ， 与 正 常 胰 腺 组 织 相 比 ，

胰 腺 癌 组 织 中 K L F 9  m R N A 的 表 达 水 平 明 显 下 调

（ 2 1 / 2 8 ） 。 提 示 K L F 9 可 能 参 与 了 胰 腺 癌 的 发 生

发展。随后在Western  blo t法检测4例胰腺癌组织

及 配 对 癌 旁 组 织 ， 结 果 发 现 ， 与 正 常 对 照 胰 腺 组

织相比，胰腺癌组织中KLF9蛋白表达水平明显下

降 。 进 一 步 用 免 疫 组 化 法 检 测 发 现 ， 胰 腺 癌 组 织

基 因 片 （ 含 2 0 0 对 胰 腺 癌 组 织 和 配 对 的 正 常 的 胰

腺组织）免疫组织化学显示，KLF9在胰腺癌组织

中 的 染 色 强 度 明 显 减 弱 。 该 研 究 结 果 表 明 无 论 在

基因还是蛋白水平上，KLF9与胰腺癌的发生均有

关。结肠癌中研究结果显示KLF9表达与结直肠癌

患 者 临 床 病 理 参 数 （ 肿 瘤 分 化 程 度 、 浸 润 深 度 、

淋巴结转移、肿瘤部位）无关（均P >0.05)。我们

免疫组化统计分析结果显示KLF9的表达水平与肿

瘤的分化程度和血管侵犯有关（均 P < 0 .05），但

是与患者性别、年龄、肿瘤位置、TNM分期、神

经侵犯及淋巴结转移无关（均 P > 0 .05）。本研究

分析了胰十二指切除术后的患者KLF9的表达情况

与患者预后的关系。结果显示标本中KLF9阳性表

达的患者的生存率明显高于KLF9阴性表达的患者

（P<0.05）。

本 研 究 显 示 K L F 9 在 胰 腺 癌 中 处 于 低 表 达 状

态，其是否参与胰腺癌的抑制机制尚不清楚，还需

要大量的实验研究进行验证，然而KLF9在胰腺癌
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中的低表达为胰腺癌的抑制机制提供了新的思路。
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