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结肠癌中Ｓ１００Ａ２的表达及其与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的相关性
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　　［摘要］　目的　探讨钙结合蛋白Ｓ１００Ａ２与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路关键分子βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β在人结肠癌组织中的
表达和意义以及相关性。方法　采用免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测４２例结肠癌及癌旁正常组织中Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ和
ｐＧＳＫ３β的表达情况，分析它们与结肠癌临床病理参数的关系，进一步采用Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关分析其相关性。结果 　 ①免
疫组化显示Ｓ１００Ａ２和βｃａｔｅｎｉｎ主要定位于癌细胞核和（或）细胞质，而ｐＧＳＫ３β主要定位于癌细胞质；②Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ和ｐＧＳＫ３β在结肠癌组织中均高表达，明显高于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１），三者在结肠癌Ｄｕｋｅｓ
Ｃ＋Ｄ期中的表达明显高于 Ａ＋Ｂ期（Ｐ＜０．０１），在有淋巴结转移组的表达明显高于无淋巴结转移组（Ｐ＜０．０１）；
③Ｓ１００Ａ２分别与βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β的表达呈明显正相关（ｒ＝０．６３７，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．６２６，Ｐ＜０．０１）。结论　 Ｓ１００Ａ２可
能通过调节Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路关键分子而参与结肠癌的发生、发展。
　　［关键词］　 结肠癌；Ｓ１００Ａ２；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
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　　Ｓ１００Ａ２蛋白是一类具有 ＥＦ手型结构的信号分
子，与钙离子及其靶蛋白结合后发挥多种生理功能，参

与细胞增殖、分化、蛋白质磷酸化和转录因子的调

节［１］。目前发现 Ｓ１００Ａ２在几种肿瘤中异常表达，并
与肿瘤的发生、发展，浸润转移关系密切。已有大量研

究证实Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径的失调与肿瘤的发生、
发展密切相关，细胞质内游离βｃａｔｅｎｉｎ水平决定着该
信号途径的活性［２］，而前期实验也发现外源性Ｓ１００Ａ２
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可增加结肠癌细胞株ＨＣＴ１１６中βｃａｔｅｎｉｎ的含量，上调
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的活性，并且Ｓ１００Ａ２与Ｗｎｔ通路关
键分子βｃａｔｅｎｉｎ和ＧＳＫ３β在体外存在相互作用［３］，提

示Ｓ１００Ａ２可能通过调节该信号途径而参与结肠癌的发
生、发展，但是在人体组织内是否也存在 Ｓ１００Ａ２与这
两种关键分子的相关性呢？本研究以新鲜的人结肠癌

组织为实验对象，采用免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法定
性、定量检测其中 Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β蛋白的
表达情况并分析其相关性，旨在为阐明 Ｓ１００Ａ２通过
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路参与结肠癌的发生、发展这一机制
积累实验依据。

１　资料与方法

１．１　临床标本
　　收集重庆医科大学附属第一医院胃肠外科２０１１年２－６
月行结肠癌根治术标本４２例，其中男性１９例，女性２３例，年龄
≥６０岁的２５例，年龄＜６０岁的１７例。病例术前均未行放、化
疗，术后经病理诊断证实为高分化腺癌 ２例，中分化腺癌 ３１
例，低分化腺癌９例；有淋巴结转移的２５例，无淋巴结转移的
１７例；Ｄｕｋｅｓ分期Ａ＋Ｂ期的１５例，Ｃ＋Ｄ期的２７例。同时取
距肿瘤边缘约１０ｃｍ处的正常结肠组织４２例作为对照组。所
有标本离体后按常规的组织病理方法尽快去除过多血迹和污

染物，分２份分别放于１０％福尔马林中固定和 －１９０℃的液氮
灌中保存。石蜡包埋固定好组织块，液氮中标本转移至

－８０℃ 的低温冰箱保存。

１．２　主要试剂
　　Ｓ１００Ａ２兔抗人单克隆抗体、ｐＧＳＫ３β兔抗人单克隆抗体
（ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ公司，ＵＳＡ），βｃａｔｅｎｉｎ兔抗人多克隆抗体（Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＴｅｃｈＧｒｏｕｐ公司，ＵＳＡ），免疫组化 ＳＰ试剂盒，ＤＡＢ显影液
（北京康为世纪），ＲＩＰＡ蛋白裂解液（北京百泰克），ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、５×ＳＤＳ上样缓冲液、
ＥＣＬ化学发光显影试剂盒（上海碧云天）、预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＵＳＡ），羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ进口分
装），内参抗体βａｃｔｉｎ（北京四正柏）。

１．３　免疫组化
　　石蜡组织块４μｍ连续切片，切片后行 ＨＥ染色复核病理
诊断；烤片过夜，二甲苯脱蜡，梯度酒精水化后行免疫组化 ＳＰ
法染色，切片均采用微波抗原修复，后续步骤参照试剂盒说明

书进行。每例标本均对癌组织和正常黏膜组织染色进行对比。

１．４　ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　①组织总蛋白提取：称取适量冰冻组织于预冷的匀浆器
中，用预冷的剪刀尽量将组织剪碎，按１ｍｇ∶５μｌ的比例加入预
冷的ＲＩＰＡ蛋白裂解液，置于冰上匀浆３０ｍｉｎ，再将样品转移到
１．５ｍｌＥＰ管中，预冷低温离心机后于４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心样
品１０ｍｉｎ，用微量移液枪吸取上清液分装在ＥＰ管中，采用ＢＣＡ
法进行蛋白定量，根据结果将所有样品调整为相同蛋白浓度

１０ｍｇ／ｍｌ，同浓度同体积的蛋白样品按体积比 １∶５加入 ５×
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，１００℃煮５ｍｉｎ使蛋白变性，保存 －２０℃备用。

②配制１５％分离胶和５％的浓缩胶，待胶凝固后放入电泳槽中
倒入足量电泳液拔掉梳子，每个泳道上样７μｌ，先用６０Ｖ恒压
跑电泳待Ｍａｋｅｒ各颜色条带刚好分开后，将电压调至１００Ｖ，电
泳完毕后将蛋白转印于ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭９０ｍｉｎ，孵
一抗（Ｓ１００Ａ２稀释比１∶１０００，βｃａｔｅｎｉｎ稀释比１∶８００，ｐＧＳＫ３β
稀释比１∶１００００），４℃过夜，３７℃复温１ｈ后，ＴＢＳＴ液洗膜
１０ｍｉｎ×３次，孵二抗（稀释比１∶５０００），３７℃孵９０ｍｉｎ后再
ＴＢＳＴ洗膜１５ｍｉｎ×３次。③按ＥＣＬ显色试剂盒说明书进行显影，
ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集图像，通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析各
条带积分光密度值（Ｖ值），用目的条带 Ｖｘ与对应内参条带
Ｖβａｃｔｉｎ相比（Ｒｘ＝Ｖｘ／Ｖβａｃｔｉｎ），Ｒｘ即代表样本蛋白相对表达量。

１．５　统计学处理
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料经
正态性和方差齐性检验后，用独立样本 ｔ检验和单因素方差分
析以及Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结果

２．１　Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β免疫组化检测结果
　　Ｓ１００Ａ２在结肠癌组织中主要表达在细胞核和（或）细胞
质，呈散在均匀表达，小部分癌组织和正常结肠黏膜组织中未

见黄染；βｃａｔｅｎｉｎ也主要表达在癌细胞细胞质和（或）细胞核，
呈弥漫性棕黄色颗粒状分布，正常组织中不表达或仅有少部分

细胞膜表达；ｐＧＳＫ３β主要表达在癌细胞质，而在正常组织细
胞质中呈散在弱表达（图１）。

２．２　Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果

　　与正常结肠黏膜组织相比，结肠癌组织中Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ
和ｐＧＳＫ３β蛋白表达量显著增高（ｔ＝８．０９１，Ｐ＜０．０１；ｔ＝
７８９３，Ｐ＜０．０１；ｔ＝８．７６８，Ｐ＜０．０１）。在结肠癌中，Ｓ１００Ａ２、
βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β蛋白表达强度与结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期、有无
淋巴结转移密切相关，其中 ＤｕｋｅｓＣ＋Ｄ期表达量均明显高于
ＤｕｋｅｓＡ＋Ｂ期（ｔ＝４．３８７，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５．５６５，Ｐ＜０．０１；ｔ＝
７７００，Ｐ＜０．０１）。２５例有淋巴结转移的结肠癌中 Ｓ１００Ａ２、
βｃａｔｅｎｉｎ和ｐＧＳＫ３β蛋白表达量高于１７例无淋巴结转移的标
本（ｔ＝５．０８２，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５．６８０，Ｐ＜０．０１；ｔ＝８２９８，Ｐ＜
００１）；三者的表达强度与病人的年龄、性别、肿瘤分化程度均
无关（Ｐ＞０．０１）。见表１、图２。

表１　结肠癌中Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β蛋白表达与临床病理
参数之间的关系（珋ｘ±ｓ）

临床参数 ｎ Ｓ１００Ａ２ βｃａｔｅｎｉｎ ｐＧＳＫ３β

正常组织 ４２ ０．１０７±０．１２７ ０．２７７±０．０８３ ０．１８４±０．０９０

肿瘤组织 ４２ １．３０７±０．５２０ａ １．３８８±０．５４４ａ １．２６２±０．４７７ａ

淋巴结转移

　有 ２５ １．６５３±０．３７９ｂ １．６０３±０．４７３ｂ １．５５１±０．２８５ｂ

　无 １７ ０．９９８±０．４５３ ０．８７１±０．２９１ ０．８３６±０．２５７

Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ＋Ｂ期 １５ ０．９９５±０．４８４ ０．８３０±０．２８５ ０．８０４±０．２５８

　Ｃ＋Ｄ期 ２７ １．６０６±０．４０２ｃ １．５７２±０．４６９ｃ １．５１６±０．３０２ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与无淋巴结转移组比
较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ａ＋Ｂ期比较
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图１　正常结肠黏膜组织和结肠癌组织中Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β的表达　（ＳＰ×２００）
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１、２：有淋巴结转移的结肠癌组；３、４：无淋巴结转移的结肠癌组；

５、６：正常结肠黏膜组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测有无淋巴结转移结肠癌和正常结肠组织的

Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β蛋白表达

２．３　结肠癌中 Ｓ１００Ａ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＧＳＫ３β的表达相
关性

　　经 Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关分析结果显示：在结肠癌中，Ｓ１００Ａ２
与βｃａｔｅｎｉｎ的表达之间呈明显正相关（ｒ＝０．６３７，Ｐ＜０．０１）；
Ｓ１００Ａ２与ｐＧＳＫ３β的表达之间呈明显正相关（ｒ＝０．６２６，Ｐ＜
０．０１）。

３　讨论

　　Ｓ１００Ａ２蛋白是广泛分布于不同组织的一类分子
量较小的酸性蛋白，通过对钙离子和靶蛋白的调节在

机体内发挥各种生物学功能，参与细胞增殖、钙稳态、

蛋白质磷酸化和转录因子的调节［１］。与其他 Ｓ１００蛋
白不同，其主要定位于细胞核而发挥生物学作用，具有

明显的组织和细胞特异性，已有文献报道他在多种肿

瘤中异常表达并与肿瘤的转移、预后相关。Ｏｈｕｃｈｉｄａ［４］

和Ｂｉａｎｋｉｎ等［５］分别对胰腺癌患者研究发现：胰腺癌

细胞较炎症和正常胰腺细胞高表达 Ｓ１００Ａ２蛋白，并
与胰腺癌转移和预后密切相关，高表达 Ｓ１００Ａ２的胰
腺癌患者术后生存期明显低于 Ｓ１００Ａ２阴性表达者。
Ｂｕｌｋ等［６］用非小细胞型肺癌的老鼠模型作为实验对

象，发现 Ｓ１００Ａ２可促进肺癌细胞发生侵袭与转移，用
ＲＮＡ干扰技术下调 Ｓ１００Ａ２的表达后，非小细胞肺癌
鼠的癌转移也下降。本研究通过免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ技术定性、定量分析发现，Ｓ１００Ａ蛋白主要定位在
人结肠癌细胞核中，细胞质也有部分表达，其在结肠癌

组织的表达明显高于正常组织（Ｐ＜０．０１），有淋巴结
转移标本明显高于无淋巴结转移（Ｐ＜００１），Ｄｕｋｅｓ分
期 Ｃ＋Ｄ期的肿瘤也明显高于Ａ＋Ｂ期（Ｐ＜０．０１），但
Ｓ１００Ａ２的表达与患者的年龄、性别以及肿瘤的分化程
度无显著相关性。最近有报道，Ｅｃｏｎｍｅｓｃｕ等［７］采用

基因芯片技术也发现 Ｓ１００Ａ２高表达在胃癌中，认为
其在胃癌的形成过程中扮演着重要角色。以上研究结

果均提示 Ｓ１００Ａ２的高表达与恶性肿瘤的发生、发展，
侵袭转移密切相关。然而，Ｓ１００Ａ２是通过何种机制参
与结肠癌等恶性肿瘤生物学行为的呢？前期研究［３］

以及文献［８－９］报道均提示 Ｓ１００家族蛋白可能参与
了Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调节。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
是已被大量研究所证实的与结肠癌发生、发展密切相

关的重要信号途径，βｃａｔｅｎｉｎ是其中最关键的分子。
在没有 Ｗｎｔ信号时，细胞内的 βｃａｔｅｎｉｎ被 ＧＳＫ３β、
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ＡＰＣ和Ａｘｉｎ所构成的降解复合体磷酸化降解从而维
持在较低水平。一旦 Ｗｎｔ信号激活，βｃａｔｅｎｉｎ的磷酸
化依赖性降解受到抑制，胞质内的βｃａｔｅｎｉｎ水平升高
并进入细胞核与ＴＣＦ／ＬＥＦ结合形成转录复合物，激活
下游靶基因 （如 ｃｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ７、ＣＤ４４、
ＶＥＧＦ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ）转录，这些肿瘤的生长和运动相关基
因的过度激活将促进结肠癌的发生和发展［１０］。降解

复合体中ＧＳＫ３β的异常变化近年来也受到重视，它
是一种多功能的丝氨酸／苏氨酸激酶，依赖其对底物的
磷酸化作用调节多种细胞信号途径［１１］。ＧＳＫ３β不仅
通过对底物的磷酸化来调节底物的活性，而其自身的

活性变化也是通过其他分子的磷酸化来实现的［１２］，磷

酸化的ＧＳＫ３β活性下降从而使βｃａｔｅｎｉｎ在胞质中积
聚。那么Ｓ１００Ａ２的促瘤作用是否与这两种分子相关
呢？

　　本实验结果显示，同 Ｓ１００Ａ２一样，βｃａｔｅｎｉｎ和
ｐＧＳＫ３β在结肠癌中的表达明显高于正常组织（Ｐ＜
０．０１）。在癌组织中，βｃａｔｅｎｉｎ和 ｐＧＳＫ３β的表达强
度与结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期和有无淋巴结转移密切相关
（Ｐ＜０．０１），而与患者的性别，年龄和肿瘤分化程度无
关（Ｐ＞０．０１）。本结果与最近Ｗａｎｇ等［１３］的报道不谋

而合，该研究组同样采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化和激
酶活性分析方法发现 ＧＳＫ３β、ＣＴＮＮＢ１（βｃａｔｅｎｉｎ）在
２４例人结直肠癌中高表达，且 ＧＳＫ３β表达水平与
ＣＴＮＮＢ１呈显著相关性。另外，我们通过 ｐｅａｒｓｏｎ等级
相关分析发现，Ｓ１００Ａ２与βｃａｔｅｎｉｎ的表达之间呈明显
正相关（ｒ＝０．６３７，Ｐ＜０．０１），Ｓ１００Ａ２与ｐＧＳＫ３β的表
达之间也呈明显正相关（ｒ＝０．６２６，Ｐ＜０．０１）。前期还
发现，外源性 ｈＳ１００Ａ２可增加人结肠癌细胞株中
βｃａｔｅｎｉｎ的表达和上调 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径的活
性，ｈＳ１００Ａ２蛋白在体外与βｃａｔｅｎｉｎ和ＧＳＫ３β存在相
互作用［２］。本实验进一步证实了Ｓ１００Ａ２与βｃａｔｅｎｉｎ、
ＧＳＫ３β之间的相互作用关系，正是通过这种相互协同
作用使 Ｓ１００Ａ２介导了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径进而
参与了结肠癌的发生和转移。结合上述分析，我们推

测其机制可能是 Ｓ１００Ａ２与 ＧＳＫ３β相互作用而使其
磷酸化活性降低，同时 Ｓ１００Ａ２也与 βｃａｔｅｎｉｎ直接相
互作用而使其失磷酸化，从而导致胞质内 βｃａｔｅｎｉｎ水
平增高，进入细胞核激活下游相关靶基因，最终导致结

肠癌的发生乃至侵袭转移。Ｓ１００Ａ２的作用机制是否
如我们推测的这样还是存在别的机制，我们正在进一

步研究中。

　　综上所述，本研究观察了钙结合蛋白 Ｓ１００Ａ２与
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路关键分子βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β在结肠

癌中的表达情况，并发现它们与结肠癌的淋巴结转移和

Ｄｕｋｅｓ分期密切相关。同时我们在课题组前期工作的
基础上进一步证实了Ｓ１００Ａ２与βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β不仅
在体外癌细胞株中存在相关性，在体内的组织水平同样

也存在相关性，为阐明Ｓ１００Ａ２通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
参与结肠癌的发生、发展这一作用机制积累了实验依

据，同时也为临床上联合检测三者的表达作为判断结肠

癌的预后提供了理论依据。
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