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Notch 信号通路相关蛋白在胃肠道间质瘤中的表达及临床意义
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摘   要 目的：探讨 Notch1、Notch3 及 Hes1 在胃肠道间质瘤（GIST）中的表达及临床意义。

方法：收集 48 例手术切除的原发性 GIST 组织标本以及 48 例 GIST 瘤旁胃肠组织标本，用免疫组化法

检测 Notch1、Notch3 及下游靶基因 Hes1 蛋白的表达，并分析各蛋白表达与 GIST 患者临床病理因素的

关系。

结果：与瘤旁胃肠组织比较，GIST 组织中 Notch1（58.33% vs. 29.17%）、Notch3（97.97% vs. 35.47%）、

Hes1（35.47% vs. 10.42%）蛋白的阳性表达率均明显升高（均 P<0.05）。将 GIST 患者按性别、年龄、

肿瘤部位、肿瘤大小及 NIH 危险分级分组比较各蛋白的表达阳性率，结果显示，Notch1 蛋白表达与

GIST 的 NIH 危险分级有关（χ2=16.53，P=0.001）；Notch3 蛋白的表达与以上各因素级均无关（均

P>0.05）；Hes1 蛋白表达与 GIST 的大小有关（χ2=7.78，P=0.02）。

结论：Notch 信号通路相关蛋白在 GIST 组织中表达升高，且可能在 GIST 的发生、发展中起重要作用。
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Abstract Objective: To investigate expressions of Notch1, Notch3 and Hes1in gastrointestinal stromal tumors(GIST) and 

their clinical significance.

Methods: The tissue specimens of 48 cases of resected GIST and tissue specimens of gastrointestinal tissue 

adjacent to 48 cases of GIST were collected. The protein expressions of Notch1 and Notch3 along with the down-

steam target gene Hes1 were determined by immunohistochemical staining, and the relations of each protein 

expression with the clinicopathologic factors of GIST patients were also analyzed.

Results: IIn GIST tissue compared with its adjacent gastrointestinal tissue, the positive expression rate of either 

Notch1 (58.33% vs. 29.17%), Notch3 (97.97% vs. 35.47%) or Hes1 (35.47% vs. 10.42%) protein was significantly 

increased (all P<0.05). After comparison of the positive expression rate of each protein between or among groups 

of GIST patients stratified by gender, age, tumor site, tumor size and NIH risk classification, the results showed 
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胃 肠 道 间 质 瘤 （ g a s t r o i n t e s t i n a l  s t r o m a l 

t u m o r s ， G I S T ） 是 胃 肠 道 最 常 见 的 间 叶 源 性 肿

瘤，起源于消化道的Caja l细胞。全世界范围内，

G I S T 每 年 发 生 率 1 0 / 1 0 万 [ 1 ]， 早 期 肿 瘤 可 手 术 切

除，但40%多的肿瘤为复发或不可切除[2]。尽管盐

酸伊马替尼改变了GIST的治疗历史，但由于Kit二

次 突 变 所 致 的 伊 马 替 尼 获 得 性 耐 药 仍 然 是 一 临 床

难 题 。 即 使 二 代 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 的 应 用 ， 仍 未

给 伊 马 替 尼 获 得 性 耐 药 的 患 者 带 来 生 存 获 益 。 因

此 ， 探 索 新 的 治 疗 靶 点 以 克 服 伊 马 替 尼 获 得 性 耐

药成为迫切的任务 [3]。Notch信号通路中的多个信

号 分 子 在 多 种 肿 瘤 中 的 表 达 已 被 阐 明 ， 但 是 关 于

Notch信号通路中各个信号分子，包括配体、受体

及下游靶基因在GIST组织中的表达研究很少。本

研究就Notch信号通路中Notch -1、Notch-3及下游

靶基因Hes-1在GIST中的表达及临床意义，为GIST

治疗探索新的治疗靶点。

1　材料与方法

1.1  标本来源

2007年1月—2010年12月48例连云港市第一

人民医院普通外科手术切除的标本，复阅HE及免

疫组化切片，经2位以上病理医师根据诊断标准证

实为GIST。病例纳入标准：⑴ 接受R 0切除的原发

性GIST患者；⑵  无其他合并肿瘤；⑶ 术前、术

后 未 接 受 放 化 疗 及 分 子 靶 向 治 疗 （ 甲 磺 酸 伊 马 替

尼）。反之，则排除。同期收集手术切除的GIST

患者瘤旁正常的胃肠组织标本48例（切缘距离肿

瘤2 cm）作为对照组。本研究经连云港市第一人

民 医 院 医 学 伦 理 委 员 会 批 准 ， 并 获 得 患 者 的 知 情

同 意 。 4 8 例 患 者 中 ， 男 1 9 例 ， 女 2 9 例 ； 年 龄 为

27~83岁，平均年龄（58.92±10.91）岁；肿瘤直

径2.0~19.0 cm，平均直径（7.05±3.91）cm；胃

27例，十二指肠6例，小肠9例，结直肠3例，其它

部 位 3 例 ； 按 N I H 公 布 的 G I S T 术 后 危 险 度 分 级 系

统（2008版） [4]分为极低危2例，低危14例，中危

12例和高危20例。另取22例胃癌患者的组织标本

作为阳性对照。所有标本均经10%甲醛固定，常规

石蜡包埋。

1.2  主要试剂

多 克 隆 兔 抗 人 抗 体 N o t c h 1 及 N o t c h 3 购 自

PoteintechTM公司、单克隆兔抗人抗体Hes1（克隆

号D6P21）购自Cell  Signal ing Technology公司、

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG抗体购自碧云天

公司、通用型SP-9000免疫组化检测试剂盒购自北

京中杉金桥生物技术公司。

1.3  方法

1.3.1  GIST 诊断标准　⑴ 对于组织学形态上符合

典型 GIST，D117 和 DOG1 弥漫阳性者，可以做出

GIST 的 诊 断； ⑵ 组 织 学 形 态 考 虑 为 GIST， 但 是

CD117（+）、DOG1（-） 或 CD117（-）、DOG

（+） 者， 在 排 除 其 他 类 型 肿 瘤 后 可 做 出 GIST 的

诊 断， 必 要 时 应 进 一 步 行 分 子 病 理 学 检 测， 以 确

定 是 否 存 在 c-kit 或 PDGFRA 基 因 突 变。 如 经 分

子 病 理 学 检 测 也 无 c-kit 或 PDGFRA 基 因 突 变，

建 议 请 病 理 学 专 家 讨 论 后 做 出 最 终 诊 断， 且 严 密

随访观察；⑶ 对于组织学形态符合典型 GIST，但

是 CD117 和 DOG1 均为阴性者，需要进行 c-kit 基

因 和 或 PDGFRA 基 因 的 检 测， 如 有 c-kit 基 因 或

PDGFRA 基 因 突 变， 可 诊 断 为 GIST， 如 无 c-kit

基因或 PDGFRA 基因突变，需结合肿瘤原发部位

和组织形态学特征，在排除其他类型肿瘤（如平滑

肌肿瘤、神经鞘瘤和纤维瘤病等）后，方可慎重做

出野生型 GIST 的诊断 [5]。

1.3.2  免 疫 组 化 检 测　 将 病 理 科 保 存 的 GIST

及 相 应 瘤 旁 组 织 的 蜡 块， 置 于 68 ℃ 烤 箱 中 固

定 20 min， 二 甲 苯 脱 蜡 40 min， 再 用 梯 度 酒 精 

that Notch1 expression was significantly associated with NIHrisk classification (χ2=16.53, P=0.001), Notch3 

expression was irrelevant to any of the above factors (all P>0.05) and Hes1 expression was significantly related to 

tumor size (χ2=7.78, P=0.02).

Conclusion: The expressions of Notch signaling pathway related proteins are increased in GIST tissue, which may 

play an important role in the occurrence and development of GIST.
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（70% → 80% → 95% → 100%） 脱水，加入 3% 双

氧 水 去 除 内 源 性 过 氧 化 物 酶； 加 入 EDTA 缓 冲 液

（pH8.0） 在 95 ℃ 下 行 抗 原 修 复 15 min， 室 温 冷

却 冲 洗， 用 PBS 冲 洗 3 次，3 min/ 次； 用 5 % 胎

牛血清室温封闭 10 min 后，滴加 1:100 稀释的多

克隆兔抗人抗体 Notch1、1:200 多克隆兔抗人抗体

Notch3 和单克隆兔抗人抗体 Hes1，4 ℃冰箱孵育

过夜，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次，滴加辣根过氧化

物 酶 标 记 山 羊 抗 兔 IgG 抗 体，37 ℃ 孵 育 30 min，

PBS 冲 洗 3 次，3 min/ 次， 滴 加 辣 根 过 氧 化 物 酶

标记的链霉素卵白素工作液，37 ℃孵育 30 min，

PBS 冲 洗 3 次，3 min/ 次；DAB 显 色 10 min， 苏

木素复染，常规脱水，透明，干燥，封片。

1.3.3  结 果 判 读　Notch1 和 Notch3 表 达 于 细 胞

膜上，Hes1 表达于细胞核及细胞质中，呈现明显

棕 黄 色 颗 粒 或 黄 色 颗 粒 的 细 胞 为 阳 性 细 胞。 采 用

组织积分法（H-score）进行结果判读。阳性细胞

所 占 百 分 率（percentage of positive cells，PP）

得分：在光学显微镜下随机选取 10 个高倍镜视野

（×400），每个视野计数 100 个肿瘤细胞，计算

PP，<10% 为 0 分，10%~25% 为 1 分，26%~50%

为 2 分，51%~75% 为 3 分，>75% 为 4 分； 染 色

强度（staining intensity，SI）得分：阴性染色为 0 分，

弱染色为 1 分，中等染色为 2 分，强染色为 3 分。

H-score=PP×SI，0~4 分 为 阴 性，5~12 分 为 阳 性

表达 [6]。所有标本的结果判定由两位病理科医师证

实，并进行评估。

1.4  统计学处理

采 用 S P S S  1 9 . 0 统 计 软 件 分 析 ， N o t c h 1 、

Notch3及Hes1蛋白的阳性表达率与各临床病理参

数间的关系比较采用χ 2检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  Notch1、Notch3 和 Hes1 蛋白在 GIST 组织

与瘤旁组织中的表达

Notch1蛋白在GIST组织和相应瘤旁组织中的

表达阳性率分别为58.33%和29.17%（χ 2=7.73，

P = 0 . 0 0 5 ） ； N o t c h 3 蛋 白 在 G I S T 组 织 和 相 应 瘤

旁 组 织 中 的 表 达 阳 性 率 分 别 为 9 7 . 9 7 % 和 3 5 . 4 7 %

（χ 2=42.19，P=0.000）；Hes1蛋白在GIST组织

和相应瘤旁组织中的表达阳性率分别为35.47%和

10.42%（χ2=8.49，P=0.004）（图1）。

图 1　免疫组化检测 Notch1、Notch3、Hes1 蛋白的表达（×400）
Figure 1　Immunohistochemical staining for Notch1, Notch3 and Hes1 expressions (×400)

瘤
旁

组
织

Notch1 Notch3 Hes1

G
IS

T
组

织



中国普通外科杂志 第 25 卷550

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

2.2  Notch1、Notch3 和 Hes1 蛋白表达与 GIST

患者临床病理特征的关系

N o t c h 1 蛋 白 在 G I S T 组 织 中 的 表 达 与 患 者

的 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 部 位 及 肿 瘤 大 小 无 关 （ 均

P>0.05），而与NIH危险分级有关（χ 2=16.53，

P=0.001）；Notch3蛋白在GIST组织中的表达与患

者 的 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 部 位 、 肿 瘤 大 小 及 N I H 危

险分级均无关（均P>0.05）；Hes1蛋白在GIST组

织中的表达与患者的性别、年龄、肿瘤部位及NIH

危险分级无关（均P>0 .05），而与肿瘤大小相关

（χ2=7.78，P=0.02）（表1）。

3　讨　论

N o t c h 信 号 通 路 参 与 调 控 细 胞 多 种 进 程 ， 包

括细胞的增殖、分化、凋亡、黏附、上皮-间质转

换 、 迁 移 及 血 管 的 形 成 [ 7 - 8 ]。 N o t c h 信 号 通 路 在 肿

瘤 生 成 过 程 依 据 细 胞 内 环 境 不 同 ， 既 表 现 促 癌 作

用，又具抗增殖作用 [9-10]。研究表明，在急性T淋

巴 细 胞 白 血 病 、 胆 管 癌 ， 卵 巢 癌 、 乳 腺 癌 及 非 小

细胞肺癌中，Notch信号通路起促癌作用 [11-15]。而

在 前 列 腺 癌 、 皮 肤 癌 、 小 细 胞 肺 癌 、 神 经 内 分 泌

肿 瘤 、 慢 性 粒 细 胞 白 血 病 及 B 细 胞 恶 性 肿 瘤 中 ，

Notch信号通路起肿瘤抑制作用[16-18]。Notch信号通

路在肿瘤发生中的双重作用因其在生理条件下生物

学特点造成，即在某些组织中维持其干细胞表型，

而在另一些组织中引起其干细胞的分化[19]。目前，

关于Notch信号通路在GIST中的表达及意义的研究

很少，其作用尚不明确，需进一步探讨。

本研究首次探讨Notch信号通路中细胞膜受体

Notch1及Notch3蛋白在GIST组织中的表达。与对

照组相比，在48例GIST组织中，Notch1和Notch3

阳性表达率分别为58.33%和97.97%（P<0.05），

可见，Notch3在GIST组织中普遍高表达。同时本

研究进一步探讨了Notch1及Notch3在48例GIST中

的 表 达 情 况 与 临 床 因 素 之 间 的 关 系 。 研 究 表 明 ，

Notch1蛋白在GIST组织中的表达与患者的性别、

年龄、肿瘤部位及肿瘤大小无关（P>0 .05），而

与NIH危险分级有关；Notch3蛋白在GIST组织中

的 表 达 与 患 者 的 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 部 位 、 肿 瘤 大

小 及 N I H 危 险 分 级 均 无 关 。 由 此 可 见 ， N o t c h 1 及

Notch3在GIST组织中异常表达，且Notch1与GIST

的NIH危险分级有关。

Notch配体（Delta- l ike-1、3、4和Jagged1、

2 ） 与 N o t c h 受 体 （ N o t c h - 1 、 N o t c h - 2 、 N o t c h - 3

和Notch -4）特异性结合，Notch信号通路随之激

活。Notch受体经过按序3次剪切释放其活性形式

NICD，NICD进入细胞核后，其RAM区与CBF-1及

M A M L 蛋 白 结 合 形 成 转 录 复 合 物 ， 并 募 集 转 录 共

激活因子（co -ac t i va to r，CoA），激活下游靶基

表 1　各蛋白表达与 GIST 患者临床病理参数之间的关系 [n（%）]
Table 1　The relations of each protein expression with the clinicopathologic variables of GIST patients [n (%)]

　因素 n Notch1 阳性 χ2 P Notch3 阳性 χ2 P Hes1 阳性 χ2 P
性别     
　男 19 11（57.9）

0.002 0.96
19（100.0）

0.67 0.41
6（31.6）

0.20 0.65
　女 29 17（58.6） 28（96.6） 11（37.9）
年龄（岁）
　≤ 60 29 17（58.6）

0.002  0.96
28（96.6）

0.67  0.41
11（37.9）

0.20   0.65
　＞ 60 19 11（57.9） 19（100.0） 6（31.6）
部位
　胃 27 13（48.2）

4.952  0.29

27（100.0）

4.43  0.35

10（37.0）

4.20   0.38
　十二指肠 6 5（83.3） 6（100.0） 3（50.0）
　小肠 9 7（77.8） 8（88.9） 2（22.2）
　结直肠 3 1（33.3） 3（100.0） 0（0.0）
　其他 3 2（66.7） 3（100.0） 2（66.7）
肿瘤大小（cm）
　≤ 5 21 11（52.4）

1.76  0.41
21（100.0）

4.43  0.35
5（23.8）

7.78  0.02　5~10 18 10（55.6） 18（100.0） 9（50.0）
　＞ 10 9 7（77.8） 8（88.9） 0（0.0）
NIH 分级
　极低危 2 0（0.0）

16.53   0.001

2（100.0）

1.43  0.70

0（0.0）

3.30   0.35
　低危 14 9（64.3） 14（100.0） 3（21.4）
　中危 12 6（50.0） 12（100.0） 5（41.7）
　高危 20 13（65.0） 19（95.0） 9（45.0）
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因的转录。Hes家族是Notch信号通路阐述最为明

确的靶基因 [20-22]。本研究探讨Hes1蛋白在GIST组

织和相应瘤旁组织中的表达阳性率分别为35.47%

和 1 0 . 4 2 % ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ χ 2 = 8 . 4 9 ，

P=0.004），表明Hes1在GIST组织中异常表达。从

而进一步分析Hes1蛋白在GIST组织中的表达与患

者的性别、年龄、肿瘤部位及NIH危险分级无关，

而与肿瘤大小相关。

综 上 所 述 ， N o t c h 通 路 的 激 活 可 能 在 G I S T 发

生 、 发 展 过 程 中 起 重 要 作 用 ， 但 其 机 制 仍 需 进 一

步阐明。随着“精准医学”的发展，对GIST分子

机制进一步阐明，有望揭示Notch信号分子对GIST

细胞抗凋亡和促血管生成、肿瘤侵袭及转移方面的

具体机制，同时为GIST分子靶向治疗寻找新的有效

靶点以及制定GIST综合治疗的新策略提供帮助。
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