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摘   要 目的：探讨结肠癌组织内质网应激相关蛋白 CHOP/GADD153 的表达，并分析其与临床病理特征的关系。

方法：  选择 82 例结肠癌患者的结肠癌组织与相应的癌旁正常结肠组织（距癌组织 >5 cm）制作蜡块

后构建组织芯片，分别用免疫组化法及 Western blot 法检测 CHOP/GADD153 蛋白的表达，并分析其

表达与患者临床病理特征分关系。

结果：免疫组化与 Western blot 结果均显示，结肠癌组织 CHOP/GADD153 蛋白的表达水平明显癌旁

正常结肠组织（P<0.05）；与临床病理特征的关系分析显示，结肠癌组织中 CHOP/GADD153 蛋白的

表达水平随结肠癌组织分化程度的降低而增强（P<0.05），而与患者的年龄、性别、肿瘤的大小、

肿瘤的浸润深度和淋巴结转移等因素无关（均 P>0.05）。

结论：结肠癌组织中 CHOP/GADD153 蛋白的表达增高，并与结肠癌织的分化程度密切相关，提示内

质网应激可能参与了肿瘤分化的调控。

关键词 结肠肿瘤；CHOP/GADD153；应激，内质网；组织阵列分析
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Expression of endoplasmic reticulum stress-related protein 
CHOP/GADD153 in colon cancer tissue and its significance
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Abstract Objective: To investigate the expression of the endoplasmic reticulum stress (ERS)-related protein CHOP/

GADD153 in colon cancer and its relations with clinicopathologic characteristics.

Methods: The specimens of colon cancer tissue and normal adjacent colonic tissue (>5 cm distance from cancer 

tissue) were taken from 82 colon cancer patients and casted into paraffin blocks for tissue microarray construction. 

The CHOP/GADD153 protein expression was detected by immunohistochemical staining and Western blot analysis 

respectively, and the relations of its expression with clinicopathologic characteristics of the patients were analyzed.

Results: Both results of immunohistochemical and Western blot analysis showed that the expression level of 
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结 肠 癌 是 我 国 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 发 病

率 高 ， 其 病 因 目 前 尚 无 定 论 。 C / E B P 的 家 族 成

员 C - E B P 同 源 蛋 白 / 生 长 阻 滞 及 D N A 损 伤 诱 导

基 因 1 5 3 （ C / E B P - h o m o l o g o u s  p r o t e i n / g r o w t h 

a r r e s t  a n d  D N A  d a m a g e - i n d u c i b l e  g e n e  1 5 3 ，

CHOP/GADD153）是内质网应激（endop la smic 

re t iculum s t ress，ERS）特异性的转录因子 [1-3]。

作 为 内 质 网 应 激 蛋 白 分 子 伴 侣 参 与 蛋 白 质 的 折 叠

与 转 运 ， 生 理 状 态 下 其 表 达 量 很 低 ， 但 当 各 种 损

伤 引 起 错 误 折 叠 蛋 白 增 多 、 胞 内 C a 2 +稳 态 失 衡 等

内质网应激反应时则呈高表达[4]。近年来国内外对

CHOP/GADD153在人类也有研究，但结肠癌组织

中的研究甚少 [5-9]。本研究选取结肠癌组织标本及

癌旁正常结肠上皮组织82例，应用组织芯片免疫

组化法及Western blot法检测CHOP/GADD153蛋白

表 达 ， 探 讨 其 表 达 与 结 肠 癌 织 临 床 病 理 特 征 及 结

肠癌发生、发展的联系。

1　材料与方法

1.1  病例资料  

收集2011年1月—2013年12月在安徽省合肥市

第 一 人 民 医 院 普 外 科 手 术 切 除 的 新 鲜 结 肠 癌 织 标

本，以及癌旁（手术切缘距癌组织>5 cm，经HE

染色证实无癌细胞）正常结肠组织标本82例。患

者 术 前 均 未 接 受 放 疗 、 化 疗 ， 术 后 病 理 均 经 我 院

病理科2位以上专家证实。留取部分癌组织和正常

标本迅速置-80 ℃冰箱中备用检测。82例结肠癌

织患者中，男59例，女23例；年龄37~81岁，平均

（62.6±9.1）岁；26例患者癌组织未侵及浆膜，

另56例患者癌组织侵及浆膜；31例患者无淋巴结

转 移 ， 另 5 1 例 患 者 有 淋 巴 结 转 移 ； 根 据 W H O 分

型：38例患者为低分化型，30例中分化型，14例

高分化型；38例患者肿瘤直径≥5 cm，44例肿瘤

直径< 5 cm。

1.2  主要试剂与仪器  

鼠 抗 人 C H O P / G A D D 1 5 3 多 克 隆 抗 体 （ s c -
7351）、鼠抗人β -ac t in（sc -8432）多克隆抗体

购自美国Santa Cruz Biotechnology公司；链霉素抗

生物素蛋白-过氧化物酶（SP）试剂盒、3，3-二

氨基联苯胺（DAB ）购自北京中杉金桥生物技术

有限公司；预染蛋白质分子质量标准（Marker）

购 自 加 拿 大 F e r m e n t a s 公 司 ， E C L 超 敏 显 色 试 剂

盒购自美国Pierce公司，RIPA裂解液、BCA试剂

盒、PVDF膜、一抗稀释液购自碧云天生物技术研

究所。切片机购自德国Lecia公司；日本Olympus

显微镜观察摄片。

1.3   方法

1.3.1  制备组织芯片　新鲜结肠癌组织手术标本，

置于 4% 多聚甲醛溶液固定，常规石蜡包埋、切片、

HE 染色，作病理组织学诊断。利用组织芯片制作

仪，从蜡块上穿取直径 1.5 mm 的组织蜡块柱，插

入具有 7 列 ×8 行点阵的受体蜡块中，融蜡、冷却，

制备组织芯片，厚 4 μm 连续切片备用。

1.3.2  免 疫 组 化 检 测 CHOP/GADD153 蛋 白 的

表 达　 切 片 常 规 脱 蜡、 水 化、 抗 原 修 复 等， 滴 加

抗 CHOP/GADD153 抗 体（ 工 作 浓 度 1:200）4 ℃

孵 育 过 夜， 加 酶 标 二 抗（ 工 作 浓 度 1:400） 室 温 

30 min，滴加 DAB 显色，苏木素复染细胞核，梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，镜检并

摄片。每批切片使用 PBS 液替代 CHOP/GADD153

抗体作为阴性对照，用已知 CHOP/GADD153 阳性

乳 腺 癌 组 织 作 阳 性 对 照。 阳 性 结 果 呈 棕 黄 色 细 颗

粒， 分 布 于 细 胞 核 及 细 胞 质。 采 用 南 京 捷 达 801

CHOP/GADD153 protein in the colon cancer tissue was significantly higher than that in normal adjacent colonic 

tissue (P<0.05). The analysis of relationship between CHOP/GADD153 protein expression and clinicopathologic 

profiles indicated that the expression level of CHOP/GADD153 protein in colon cancer tissue was increased 

with the decrease of the degree of tumor differentiation (P<0.05), but was irrelevant to age, sex, tumor size, tumor 

infiltration depth and lymph node metastasis (all P>0.05).

Conclusion: CHOP/GADD153 protein expression is increased in colon cancer tissue, and is closely related to 

degree of differentiation of colon cancer, which suggests that ERS may probably participate in the regulation of 

tumor differentiation.

Key words Colonic Neoplasms; Stress, endoplasmic reticulum; Tissue Array Analysis

CLC number: R735.3
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分析软件测定阳性细胞的平均吸光度值（average 

optical density，AOD）， 每 张 切 片 随 机 测 定 5 个

区域，反映 CHOP/GADD153 的表达水平。

1.3.3  Western blot 检 测 CHOP/GADD153 蛋 白

的表达　按蛋白裂解液说明书抽提获取蛋白样本，

取 20 μg 蛋 白 样 本，SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 后， 转

移至 PVDF 膜上，脱脂奶粉封闭液室温孵育 2 h，

PBST 漂 洗 膜 3 遍， 加 入 鼠 抗 人 CHOP/GADD153

抗 体（ 工 作 浓 度 1:1 000）、β-actin（ 工 作 浓 度 

1:2 000），4℃孵育过夜。弃一抗，PBST 洗 3 遍。

加入羊抗鼠二抗（工作浓度 1:1 000），室温振摇

孵 育 2~3 h， 弃 二 抗，PBST 洗 3 遍， 增 强 化 学 荧

光发光法（ECL）显影，曝光。结果以灰度扫描，

并进行定量分析。

1.4  统计学处理

所有计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

采用SPSS 15.0统计软件进行分析，各测定值组间

比较采用成组t检验。

2　结　果

2.1  免疫组化显示组织中 CHOP/GADD153 蛋白

的表达 

8 2 例 结 肠 癌 组 织 和 对 照 组 均 显 示 C H O P /

GADD153蛋白染色阳性，CHOP/GADD153蛋白主

要 表 达 于 细 胞 质 ， 有 的 胞 核 也 有 阳 性 染 色 ， 呈 淡

黄 色 、 黄 色 或 棕 黄 色 ， 细 颗 粒 状 。 采 用 南 京 捷 达

801分析软件，检测阳性细胞的平均 A 值，研究表

明结肠癌组织中的CHOP/GADD153蛋白表达水平

（0.362±0.049）明显高于正常结肠组织黏膜上皮

和腺体中的表达（0.252±0.032），差异有统计学

意义（t=5.824，P=0.001）（图1）。

2.2  CHOP/GADD153 在结肠癌组织中的表达与

临床病理特征关系  

对免疫组化结果进行AOD分析，结果表明，

在结肠癌组织中，CHOP/GADD153的表达的与结

肠癌织分化程度有关（ P <0 .05），而与患者的年

龄 、 性 别 、 结 肠 癌 肿 瘤 大 小 、 浸 润 程 度 、 淋 巴 结

转移情况无关（均P>0.05）（表1）。

图 1　免疫组化检测 CHOP/GADD153 的表达（×400）　　A：正常结肠组织的弱阳性表达；B：结肠癌组织的强阳性表达
Figure 1　Immunohistochemical staining for CHOP/GADD153 expression (×400)　　A: Weak positive expression in normal colonic 

tissue; B: Strong positive expression in colon cancer tissue

A B

表 1　结肠癌组织中 CHOP/GADD153 的表达与临床病理特征的关系（x±s）
Table 1　Relations of CHOP/GADD153 expression in colon cancer tissue with clinicopathologic features ( x±s)

项目 n AOD t P 　　项目 n AOD t P 
性别 有无淋巴结转移
　男 59 0.572±0.265 0.937 0.365 　无 31 0.508±0.242 -0.604 0.438
　女 23 0.514±0.303 　有 51 0.589±0.285
年龄（岁） 浸润深度
　＜ 60 35 0.535±0.317 -0.572 0.562 　未浸润浆膜者 26 0.519±0.296 -0.738 0.426
　≥ 60 47 0.589±0.275 　浸润浆膜或浆膜外 56 0.597±0.308
肿瘤直径（cm） 分化情况
　＜ 5 44 0.532±0.269 -1.382 0.137 　高分化 14 0.310±0.023 6.287 0.002
　≥ 5 38 0.612±0.286 　中分化 30 0.381±0.029

　低分化 38 0.485±0.032 8.623    0.001
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2.3  Western blot 结果 

W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， 不 同 分 化 级 别 结 肠

癌组织与正常结肠黏膜上皮中均可检测到CHOP/

GADD153的表达。由图像分析可知，与正常组比

较，结肠癌组织中CHOP/GADD153蛋白的表达明

显 增 强 ， 且 随 着 分 化 程 度 的 降 低 而 升 高 ， 其 中 ，

中、低分化的结肠癌组织中CHOP/GADD153蛋白

的表达量明显高于正常组中CHOP/GADD153蛋白

的表达量（均P<0.05）（图2）。
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图 2　CHOP/GADD153 蛋 白 的 表 达 检 测　　A：Western 
blot 检测结果；B：蛋白表达的半定量分析  1：正常结
肠组织；2：高分化结肠癌组织；3：中分化结肠癌组织；
4：低分化结肠癌组织

Figure 2　Determination of CHOP/GADD153 protein expression
　　A: Western blot image; B: Semi-quantitative analysis 
of the protein expression  1:  Normal colonic tissue;  
2: Colon cancer tissue of well differentiation; 3: Colon 
cancer tissue of moderate differentiation; 4: Colon cancer 
tissue of poor differentiation

3　讨　论

结 肠 癌 是 我 国 常 见 的 消 化 系 统 恶 性 肿 瘤 ， 有

很 高 的 发 病 率 和 病 死 率 ， 其 病 因 未 明 ， 目 前 普 遍

认 为 其 涉 及 多 因 素 、 多 阶 段 、 多 基 因 变 异 积 累 的

结 果 。 C H O P 是 内 质 网 应 激 特 异 的 转 录 因 子 ， 与

机 体 各 种 细 胞 功 能 活 动 ， 如 能 量 代 谢 、 分 化 、 增

殖 、 凋 亡 有 关 。 正 常 情 况 下 ， C H O P 主 要 位 于 细

胞 质 中 ， 含 量 较 低 ； 而 当 细 胞 处 于 应 激 状 态 时 ，

C H O P 可 被 活 化 而 转 位 至 胞 核 内 [ 1 0 - 1 2 ] ； C H O P /

GADD153是内质网应激标志性蛋白，抗肿瘤药可

上调CHOP/GADD153基因的表达，从而诱导肿瘤

细胞凋亡[13]。目前普遍认为，3条内质网应激通路

介导细胞凋亡：⑴ 激活和转录CHOP/GADD153基

因；⑵ 激活通路JNK（c-Jun NH2-terminal protein 

k i n a s e ） ； ⑶  激 活 内 质 网 特 有 的 半 胱 氨 酸 蛋 白

酶caspase -12的通路。CHOP/GADD153是机体促

进 细 胞 内 蛋 白 质 成 熟 、 维 持 细 胞 功 能 的 关 键 性 调

节 物 质 [ 1 4 - 1 6 ]。 为 保 证 各 病 例 间 组 织 块 制 片 、 染 色

和 观 察 等 实 验 条 件 的 一 致 性 ， 使 试 验 结 果 更 具 可

比 性 ， 减 小 系 统 性 误 差 ， 本 研 究 应 用 组 织 芯 片 技

术 ， 分 析 C H O P / G A D D 1 5 3 在 结 肠 癌 组 织 中 的 表

达。结果显示，结肠癌组织中CHOP/GADD153的

表 达 明 显 高 于 正 常 结 肠 组 织 ， 这 可 能 与 结 肠 实 体

肿 瘤 的 血 供 不 足 ， 局 部 肿 瘤 组 织 营 养 缺 乏 、 缺 氧

和 酸 中 毒 ， 进 而 激 活 C H O P / G A D D 1 5 3 基 因 的 启

动子，引起CHOP/GADD153的过表达 [17]。高表达

的 C H O P / G A D D 1 5 3 抑 制 前 凋 亡 组 分 的 激 活 ， 稳

定 内 质 网 的 钙 和 内 环 境 稳 态 ， 使 得 肿 瘤 细 胞 的 存 

活 [ 18]。本实验提示在结肠正常黏膜上皮癌变过程

发 生 内 质 网 应 激 。 研 究 中 还 发 现 不 同 分 化 程 度 的

结肠癌织细胞中CHOP/GADD153表达的水平也不

同，CHOP/GADD153的表达与结肠癌组织的分化

程 度 相 关 ， 随 着 分 化 程 度 的 降 低 而 增 高 ， 低 分 化

癌 多 呈 强 阳 性 表 达 ， 而 在 高 、 中 分 化 癌 中 多 呈 弱

阳性或阳性表达，提示CHOP/GADD153在结肠癌

的 分 化 中 起 着 重 要 的 作 用 ， 有 可 能 成 为 衡 量 结 肠

癌恶性程度的一种潜在的分子标志物[19-20]。

综 上 ， 本 研 究 表 明 结 肠 癌 组 织 中 C H O P /

G A D D 1 5 3 的 表 达 增 高 ， 通 过 抑 制 内 质 网 应 激 反

应中大量CHOP/GADD153的产生，提高肿瘤细胞

对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 ， 促 进 结 肠 癌 肿 瘤 细 胞 的 凋

亡，可能成为防治结肠癌的新策略。
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