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　　摘要：目的　 探讨保罗样激酶 １（ｐｌｋ１）在胃癌组织中 ｍＲＮＡ及蛋白质的表达，并探讨其表达水
平与临床病理指标的关系。方法　采用实时定量多聚酶链反应及免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别检测了
６０例胃癌患者新鲜切除胃癌组织及其对应正常胃粘膜组织中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白质的表达。结果　
胃癌组织中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白质水平均明显高于正常组织（Ｐ ＜０．０５，Ｐ ＜０．０１）；并且其水平与胃
癌的分化程度和浸润深度有关（Ｐ＜０．０５）；蛋白质表达水平与胃癌的分化有关（Ｐ ＜０．０５）。结论
　ｐｌｋ１的过表达可能在胃癌发生发展中起促进作用；其表达程度可望作为胃癌的某些生物学行为新
的判定指标。
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有丝分裂中扮演关键角色，与细胞有丝分裂期多个

事件密切相关，如中心体复制、纺锤体形成、染色体

分离以及胞质分裂等［１］近年研究［２］表明，Ｐｌｋ１的过
表达与细胞的过度增殖乃至肿瘤发生有关。国外

多篇报道［３－１０］显示，ｐｌｋ１在多种实体瘤中存在着
过表达并与肿瘤的生物学行为及预后有关，故有人

拟将 ｐｌｋ１列为实体瘤的 １个新的生物学指标。国
内外有关 ｐｌｋ１在胃癌中表达的详细研究报道较少。
弄清 ｐｌｋ１在胃癌组织中的表达对于阐明 ｐｌｋ１在胃
癌临床及病理学方面具有理论意义及潜在的应用
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价值。本实验使用实时逆转录 －多聚酶链反应（ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ）与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（免疫印迹）检测了 ６０
例胃癌新鲜标本中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ与蛋白质的表达水
平，探讨其与胃癌临床病理指标的关系。

１　资料与方法

１．１　临床资料
收集 ６０例胃癌患者新鲜组织肿瘤及其对应的

远离肿瘤切断的正常黏膜，手术标本离体后立即放

入液氮中，然后转移至 －８０℃冰箱保存备用。标本
来自上海交通大学医学院（原第二医科大学）附属

瑞金医院外科 ２００３～２００４年胃癌手术切除标本。
患者均未接受术前化疗，本组男 ３３例，女 ２７例；平
均年龄 ６７．６岁（４５～８２岁）；２１例肿瘤位于胃上
１／３，１７例于胃中 １／３，２２例于远端 １／３；肿瘤直径
大于 １０ｃｍ者 ３６例，小于 １０ｃｍ２４例。ＢｏｒｒｍａｎｎＩ型
８例，ＩＩ型 １４例，ＩＩＩ型 ３１例，ＩＶ型 ７例。１０例高
分化，１４例中分化，３６例低分化。浸润深度 Ｔ１８
例，Ｔ２１８例，Ｔ３１９例，Ｔ４１５例。淋巴结转移，阴性
３７例，阳性 ２３例。术后 ＴＮＭ分期，Ｉ期 ８例，ＩＩ期
１３例，ＩＩＩ期 ２５例，ＩＶ 期 １４例 （按 ＵＩＣＣ第 ５
版）［１１］。

１．２　主要试剂及仪器
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）、

免疫酶标仪（美国 ＢＩＯＴＥＫｕＱｕａｎｔ公司）、ＤＵ６４０核
酸蛋白分析仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、Ｄｏｕｎｃｅ匀浆器
（国产）、垂直电泳仪、全湿转模仪、凝胶图像分析

仪（三 者 均 为 美 国 ＢｉｏＲａｄ公 司）；荧 光 标 记 物
（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）、ＰＣＲ引物（上海博亚生物技术有限公司合
成）、ＲＴＰＣＲ试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）、ｐｌｋ１鼠
抗人 单 克 隆 一 抗 （美 国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司）、ＨＲＰ标记的兔抗鼠二抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　实时 ＲＴＰＣＲ　总 ＲＮＡ的提取 加入 Ｔｒｉｚｏｌ
裂解，并按试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）提供的操
作步骤进行 ＲＮＡ抽提，分光光度计测定浓度。取
３μｇ的 ＲＮＡ按试剂盒说明操作，逆转录至 ｃＤＮＡ，实
时 ＲＴＰＣＲ在 ９６孔聚丙稀板上置于 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪上进行。ｐｌｋ１引物序列：５ＣＧＡＣＴＴＣＧＴＧＴＴＣＧＴＧ
ＧＴＧ３（上 游 ），５ＡＡＴＡＡＣＴＣＧＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣ３（下
游）。内参 ＧＡＰＤＨ引物序列如下：５ＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴ
ＧＣＣＧＴＣＴＡＧ３（上游），５ＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＡ
３（下游）。每孔反应体系为 ２０μＬ，其中含 １ｕＬ的 １
∶１０的样本 ｃＤＮＡ，引物终浓度为 ２００ｎｍｏｌ／Ｌ，以及
２Ｘ的荧光标记物 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ。扩增

条件：５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，４０循环的 ９５℃
１５ｓ，６０℃ ６０ｓ。最后 １个循环后，得到 －５５～９５℃
的融解曲线。所有 ＰＣＲ采用 ３个复孔并使用 ＧＡＰ
ＤＨ为内参。数据分析：在 ＰＣＲ任意循环中，当荧光
强度 值 大 于 由 仪 器 自 带 的 软 件 计 算 出 的 阈 值

（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ， ＣＴ）时，样 本 被 认 为 阳 性，

ｐｌｋ１ｍＲＮＡ表达量用 ２－ΔＣＴ表示（２－ΔＣＴ即比值，ΔＣＴ
由 ｐｌｋ１的 ＣＴ值减去 ＧＡＰＤＨ的 ＣＴ值）［１２］，实验重
复测量 ３次，取比率的平均值作为 ｐｌｋ１最后的表达
水平。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　组织加入蛋白裂解液机械匀
浆，按试剂盒（ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ公司，美国）说明抽提蛋
白质。采用 ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（ＰＩＥＲＣＥ公司，美
国）测定蛋白浓度，取 １００ｕｇ的蛋白进行浓度为
１２．５％的聚丙烯酰胺电泳，电泳毕将蛋白转至聚偏
二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶室温阻断 ２ｈ，
１∶２００的 ｐｌｋ１一 抗 室 温 孵 育 ２ｈ，ＴＢＳＴ液 （２０ｍＭ
Ｔｒｉｓ／１３７ｍＭＮａＣｌ／０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ｐＨ７．６）洗 ３次，
１∶１０００ＨＲＰ标记的二抗室温孵育 １ｈ，ＰＶＤＦ膜最后
使用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）试剂显色。
１．４　统计分析

采用 ＳＰＳＳ１１．０软件包。使用方差检验、符号
秩和检验、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验、ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验及
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析进行统计处理，Ｐ ＜０．０５为
差别具有显著性意义。

２　结　果

２．１　胃癌组织中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ的表达水平
６０例正常胃组织中，比值的中位数为０．０００８１９

（０．０００１９５～０．０１３７４１）；而癌组织比值的中位数
为 ０．００１７６７（０．０００１９５～０．０２０６７５）；胃癌组织
中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ表达水平明显高于正常胃组织（Ｐ ＜
０．０５）（附图 ａ）。
２．２　胃癌组织中 ｐｌｋ１蛋白质的表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果以灰度比（ｐｌｋ１／ＧＡＰＤＨ）来评
估 ｐｌｋ１蛋白质的表达水平。结果：６０例正常胃组
织中，ｐｌｋ１蛋白质灰度比的中位数为 ０．４５１（０．１１３
～０．８２２），而癌 组织灰 度比 的 中 位 数 为 １．４５８
（１．１１５～４．７８５），胃癌组织中 ｐｌｋ１蛋白质的表达
水平明显高于正常胃组织（Ｐ＜０．０１）（附图 ｂ）。
２．３　ｐｌｋ１ｍＲＮＡ与蛋白质表达水平的关系

为便于分析与 ｍＲＮＡ表达水平的相关性，将癌
组织蛋白质灰度比分为 ３组：＜２．３（＋）；２．３～
３．５（＋＋）；＞３．５（＋＋＋）。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分
析显示，随着蛋白质表达水平的升高（＋～＋＋
＋），ｍＲＮＡ水平亦呈明显上升，二者存在明显相关
（Ｐ＜０．０５）。

９９
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２．４　Ｐｌｋ１表达水平与胃癌的临床病理指标的关系
ｐｌｋ１ｍＲＮＡ与胃癌的分化程度及浸润深度均有

关（Ｐ＜０．０５），而与年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大
小、Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型、淋巴结转移、ＴＮＭ分期无关（组
间差异 Ｐ＞０．０５）；ｐｌｋ１蛋白质仅与胃癌的分化程

度有关（Ｐ＜０．０５），而与其他临床病理指标 －年
龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大小、浸润深度、Ｂｏｒｒｍａｎｎ
分型、淋巴结转移、ＴＮＭ分期无关（附表）。两个水
平的分析共同之处是胃癌组织的 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白
质表达均与肿瘤分化程度有关。

附图 ａ：胃癌及正常胃黏膜组织中 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ表达水平的
比较。６例胃癌组织的 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ表达均较正常组
织明显升高

附图 ｂ：胃癌及正常胃黏膜组织中 ｐｌｋ１蛋白质表达水平的
比较。６例胃癌组织的 ｐｌｋ１蛋白质表达均较正常组
织明显升高

附表　ｐｌｋｍＲＮＡ及蛋白质的表达与胃癌临床病理指标的关系

临床病理指标 例数
ｐｌｋ１蛋白质

中位数（灰度比） Ｐ值
ｐｌｋ１ｍＲＮＡ

中位数（ｒａｔｉｏ值） Ｐ值
　年龄（岁）
　　＜６０
　　＞６０

２３
３７

１．８６
２．１７

０．３５
０．００２１４７
０．００１８１１

０．４４

　性别
　　男
　　女

３３
２７

１．８１
２．６７

０．６９
０．００１９３１
０．００２５５４

０．５６

　部位
　　近端 ２１ ２．５１ ０．００２１７３
　　中部 １７ １．８１ ０．４６ ０．００１３１５ ０．２３
　　远端 ２２ ２．４２ ０．００１７８２
　大小（ｃｍ）
　　＜１０
　　＞１０

２４
３６

２．３４
２．５２

０．７１
０．００１４６６
０．００１８２３

０．５１

　Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型
　　Ｉ，ＩＩ
　　ＩＩＩ，ＩＶ

２２
３８

１．９２
２．２８

０．３１
０．００１３５４
０．０００９４３

０．２９

　侵犯深度
　　Ｔ１ ８ ２．１４ ０．０００４３４
　　Ｔ２
　　Ｔ３

１８
１９

３．５１
２．３４

０．１４
０．０００８５９
０．００３６４３

０．０２５

　　Ｔ４ １５ ３．１９ ０．００５４３４
　淋巴结转移
　　阴性
　　阳性

３７
２３

３．１３
２．８０

０．６２
０．０００９０２
０．００１３５１

０．７５

　ＴＮＭ分期
　　Ｉ ８ １．９２ ０．０００８７３
　　ＩＩ
　　ＩＩＩ

１３
２５

２．３３
２．１８

０．２５
０．０００９８４
０．０００６９５

０．４８

　　ＩＶ １４ ２．１９ ０．００１５６３
　肿瘤分化
　　高 １０ １．２７ ０．０００７４１
　　中 １４ ２．５５ ０．０２ ０．００１８３４ ０．０１６
　　低 ３６ ３．５６ ０．００２７３２

００１
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３　讨　论

Ｐｌｋ１基因是近年来细胞周期领域研究较为活

跃的基因之一。因为 ｐｌｋ１在启动维持细胞有丝分

裂中发挥重要的调控作用［１３］，细胞分裂期相关的

系列事件 －中心体复制、纺锤体形成、染色质分

离、胞质分裂等皆与 ｐｌｋ１基因功能相关。有趣的

是，研究显示 ｐｌｋ１与肿瘤存在着密切关系，ｐｌｋ１的

过表达可导致细胞恶性转化［２］。各种肿瘤的组织

研究也证实，ｐｌｋ１在诸多恶性实体瘤中存在过表

达并与肿瘤生物学行为及预后有密切关系，迄今

为止，关于 ｐｌｋ１在各种实体瘤中表达的报道有：结

肠癌、卵巢癌、食管癌、肺癌、头颈部磷癌、黑色素

瘤、胶质瘤、乳腺癌［３－１０］。这 些研究的共同点在

于，ｐｌｋ１无论是在 ｍＲＮＡ水平抑或蛋白质水平均存

在过表达。然而，笔者发现少有同时对 ｐｌｋ１ｍＲＮＡ

水平及蛋白质表达水平进行研究的报道，本实验，

对 ６０例新鲜标本进行了两个水平的定量（ｍＲＮＡ）

及半定量（蛋白质）检测。结果显示，胃癌组织中

ｐｌｋ１蛋白表达明显高于正常胃粘膜上皮组织，且

癌组织中 ｍＲＮＡ与蛋白质水平变化基本一致，此结

果与上述各家的报道一致。说明 ｐｌｋ１的过表达现

象普遍存在于包括胃癌在内的各种恶性实体瘤

中，证实了 ｐｌｋ１在恶性肿瘤发生发展中起促进作

用的推测，至于 ｐｌｋ１过表达的原因目前尚未完全

阐明。有研究认为肿瘤中 ＲＢ蛋白的丢失，使 ＲＢ

对 ｐｌｋ１启动子抑制减弱致使 ｐｌｋ１表达增强［１４］。

进一步对 ｐｌｋ１表达水平与胃癌生物学行为的

分析发现，ｐｌｋ１ｍＲＮＡ表达水平与 ６０例患者胃癌

的分化程度及浸润深度有关，ｐｌｋ１蛋白质表达水

平与胃癌的分化程度有关，虽然二者结果不完全

相同，但都提示与胃癌的分化程度有关。故笔者

推测，ｐｌｋ１可能与胃癌的分化调节途径存在着较

为密切的关联。但尚需充分的实验予以证实。另

外，与胃癌浸润深度的关系也需进一步确认。

本实验证实，ｐｌｋ１在胃癌组织中转录及翻译水

平都出现明显的上调，与胃癌分化也存在密切的

关系，此结果将有助于阐明胃癌的发病机制及其

在临床病理学诊断方面的应用，对胃癌药物基因

靶向治疗也将提供有意义的线索。
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