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　　［摘要］　目的　探讨ｌｅｇｕｍａｉｎ在胃癌中的表达以及临床意义。方法　采用免疫组织化学染色方法检测胃腺癌组织
芯片上５０例胃癌组织及２００７年９月至２０１１年６月期间重庆医科大学附属第二医院普通外科收治的２１０例胃癌患者（其
中男性１４０例，女性７０例，平均年龄６５岁）经临床手术切除的胃癌组织中ｌｅｇｕｍａｉｎ的表达，分析其与多项临床指标间的相
关性，运用单因素和多因素生存分析研究ｌｅｇｕｍａｉｎ表达以及各项临床指标与预后的关系。结果　芯片上５０例胃癌组织
中，２９例（５８％）高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ，而在５０例相应正常组织中只有１６例（３２％）高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ，胃癌组织中ｌｅｇｕｍａｉｎ表达
较相应正常组织中高（Ｐ＜０．０５）；在２１０例临床手术切除胃癌组织切片中，１２４例（５９％）高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ；ｌｅｇｕｍａｉｎ与多项
临床指标间具有一定程度的相关性；生存分析结果显示ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达（Ｐ＜０．０１）、ＭＭＰ９高水平（Ｐ＜０．０５）、肿瘤远处
转移（Ｐ＜０．０１）以及肿瘤低分化（Ｐ＜０．０１）是影响胃癌预后的因素。结论　ｌｅｇｕｍａｉｎ在胃癌组织中高表达，高表达
ｌｅｇｕｍａｉｎ的胃癌患者其生存率明显降低，ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达是影响胃癌临床预后的独立危险因素。
　　［关键词］　 ｌｅｇｕｍａｉｎ；胃癌；ＭＭＰ９；远处转移；预后
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　　胃癌是高发的恶性肿瘤之一，预后差，病死率
高［１－３］。进展期胃癌往往生长迅速，发现时较多已进

入中晚期阶段，５年生存率低［４］。临床上根治术是治
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疗胃癌的首选方式，而对胃癌预后的判断，仍停留在较

传统的方式，局限于肿瘤组织学类型、淋巴结转移和

ＴＮＭ分期等［５］，缺乏新的思路。ｌｅｇｕｍａｉｎ是近年来发
现的一种半胱氨酸蛋白酶［６］，在多种肿瘤组织中呈现

高表达，如乳腺癌、结肠癌等［７－９］，它可能在肿瘤的发

生和发展过程中具有重要作用。本研究通过检测胃癌

组织中ｌｅｇｕｍａｉｎ的表达情况，分析 ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与肿
瘤临床预后的关系，以期能找到新的胃癌预后因子，并

且对胃癌的治疗提供新的方向。

１　材料与方法

１．１　材料
　　胃癌组织芯片购自西安艾丽娜生物科技有限公司
（ＢＣ０１１１４），其中Ⅰａ期０例，Ⅰｂ期７例，Ⅱａ期１２例，Ⅱｂ期
１４例，Ⅲａ期１０例，Ⅲｂ期５例，Ⅲｃ期２例，Ⅳ期０例；１级（高
分化）１９例，２级（中分化）１８例，３级（低分化）１３例。胃癌组
织切片取自２００７年９月至２０１１年６月期间重庆医科大学附属
第二医院普通外科（胃肠外科）２１０例诊断为胃部恶性肿瘤的
住院患者，其中男性１４０例，女性７０例，所有患者行手术治疗。
小鼠 抗 人 ｌｅｇｕｍａｉｎ单 克 隆 抗 体 购 自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司
（ｓｃ１３３２３４），辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标
记羊抗小鼠二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（ｓｃ２０１０），ＤＡＢ显色试剂
盒购自北京康为世纪生物科技有限公司（ＣＷ０１２５Ａ）。所有患
者的临床资料来自其医疗记录，平均年龄为６５（３２～８９）岁，平
均随访时间为２４．７个月。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学染色　　５μｍ石蜡切片经常规脱蜡水
化后，加入柠檬酸钠（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．０）微波２ｍｉｎ进行抗
原修复，再用３％ Ｈ２Ｏ２室温孵育１０ｍｉｎ以封闭内源性过氧化
物酶活性，用５％牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）室
温封闭１ｈ后滴加１∶５０小鼠抗人ｌｅｇｕｍａｉｎ一抗，阴性对照滴加
磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），４℃孵育过夜，再
滴加１∶５００ＨＰＲ标记羊抗小鼠二抗，室温孵育１ｈ，ＤＡＢ（３，３′ｄｉ
ａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）显色，苏木精复染后脱水透明，中性树胶封片。
１．２．２　免疫组织化学结果评价　　组织芯片染色情况由２位
研究者独立观察评价。组织染色强度分为阴性、弱染色、中染

色和强染色；组织染色比例分为 ＜５０％和≥５０％；染色强度为
阴性或弱染色，同时染色比例 ＜５０％的组织判定为低表达，其
余为高表达。

１．２．３　临床资料评价　　①组织坏死程度分为≤１０％和 ＞
１０％。②血清基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，
ＭＭＰ９）＞４００ｎｇ／ｍＬ为高表达；血清血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）＞５００ｐｇ／ｍＬ为高表达。
③分析ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与各个临床指标间的相关性。④分析包
括ｌｅｇｕｍａｉｎ表达在内各个指标与胃癌患者临床预后的关系。
１．３　统计学处理
　　ｌｅｇｕｍａｉｎ在胃癌组织及相应正常组织中的差异表达用配
对ＭｃＮｅｍａｒ检验；ｌｅｇｕｍａｉｎ的表达与各个临床指标间的相关性
分析采用χ２检验，ｌｅｇｕｍａｉｎ的表达与各个临床指标间相关性大
小用相关系数ｒ值表示；单因素生存分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ模
型，多因素生存分析采用 Ｃｏｘ回归模型。所有统计分析采用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件。

２　结果

２．１　ｌｅｇｕｍａｉｎ在胃癌中的表达
　　组织芯片上５０例胃癌组织中２９例（５８％）高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ，
２１例（４２％）低表达；５０例相应正常组织中１６例（３２％）高表
达，３４例（６８％）低表达。胃癌组织与相应正常组织比较，表达
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。２１０例胃癌组织切片中，１２４例
（５９％）高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ，其余为低表达。高表达 ｌｅｇｕｍａｉｎ的胃
癌组织可见肿瘤细胞细胞质被染成清晰的棕黄色，染色强度

强，染色面积大（图１）。

!

"

Ａ：胃癌组织；Ｂ：未添加小鼠抗人ｌｅｇｕｍａｉｎ一抗的阴性对照
图１　免疫组化检测ｌｅｇｕｍａｉｎ在胃癌组织中的表达　（ＳＡＢＣ×２００）

２．２　ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与各临床指标间相关性分析
　　除了与年龄差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）外，ｌｅｇｕｍａｉｎ表
达与临床各指标差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。其中，ｌｅｇｕ
ｍａｉｎ表达与患者性别（ｒ＝－０．１９２）、肿瘤分化程度（ｒ＝０１６６）
和肿瘤临床分期（ｒ＝０．２６９）呈弱相关，与肿瘤远处转移
（ｒ＝０．４６２）、ＭＭＰ９水平（ｒ＝０．４８２）和ＶＥＧＦ水平（ｒ＝０．４１１）
呈中等相关，而与肿瘤坏死（ｒ＝０．７０６）呈强相关。见表１。

表１　ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与各临床指标间相关性分析［例（％）］
指标　　　 ｌｅｇｕｍａｉｎ低表达 ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达

年龄（岁）

　＜６５ ３６（１７．１） ４２（２０．０）
　≥６５ ５０（２３．８） ８２（３９．０）
性别

　男性 ４８（２２．９） ９２（４３．８）ａ

　女性 ３８（１８．１） ３２（１５．２）
分化程度

　高分化 ３４（１６．２） ２２（１０．５）ｂ

　中分化 ３４（１６．２） ７４（３５．２）
　低分化 １８（８．６） ２８（１３．３）
临床分期

　Ⅰ＆Ⅱ ４８（２２．９） ３６（１７．１）ｃ

　Ⅲ＆Ⅳ ３８（１８．１） ８８（４１．９）
远处转移

　无 ７２（３４．３） ４６（２１．９）ｄ

　有 １４（６．７） ７８（３７．１）
坏死

　≤１０％ ７２（３４．３） １６（７．６）ｅ

　＞１０％ １４（６．７） １０８（５１．４）
ＭＭＰ９
　高表达 ６４（３０．５） ３８（１８．１）ｆ

　低表达 ２２（１０．５） ８６（４１．０）
ＶＥＧＦ
　高表达 ６３（３０．０） ３９（１８．６）ｆ

　低表达 ２３（１１．０） ８５（４０．５）

ａ：Ｐ＜０．０１，与女性比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与低分化比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与
临床Ⅲ＆Ⅳ期比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与有远处转移比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与
坏死＞１０％比较；ｆ：Ｐ＜０．０１，与低表达比较

３３２
第３６卷第３期
２０１４年２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．１５　２０１４



２．３　生存分析
２．３．１　单因素生存分析　　从表２中可见，就单个因素来说，
除了性别（Ｐ＞０．０５）以外，ｌｅｇｕｍａｉｎ表达以及其余临床指标均
是影响生存率的因素。

２．３．２　多因素生存分析　　同样从表２中得知，将ｌｅｇｕｍａｉｎ表
达以及所有临床指标综合分析以后，发现肿瘤分化程度（Ｐ＜
００１）、肿瘤远处转移（Ｐ＜０．０１）、ｌｅｇｕｍａｉｎ表达（Ｐ＜０．０１）和
ＭＭＰ９水平（Ｐ＜０．０５）是影响生存率的重要因素。见图２。

表２　胃癌患者临床各指标与生存率的单因素及多因素生存分析
指标　　 例数 肿瘤死亡危险比（９５％置信区间）

年龄（岁）

　＜６５ ７８ １．０
　≥６５ １３２ ０．８７１（０．５１９～１．４６３）
性别

　男性 １４０ １．０
　女性 ７０ ０．９９４（０．６２１～１．５９０）
分化程度

　高分化 ５６ａ １．０ａ
　中分化 １０８ １．４４７（０．７７６～２．６９８）
　低分化 ４６ ３．９７１（１．８３８～８．５７９）
临床分期

　Ⅰ＆Ⅱ ８４ｂ １．０
　Ⅲ＆Ⅳ １２６ １．４２０（０．７１８～２．８０７）
远处转移

　无 １１８ｃ １．０ｃ
　有 ９２ ２．６０３（１．５９２～４．２５８）
坏死

　≤１０％ ８８ｄ １．０
　＞１０％ １２２ １．５９６（０．７８２～３．２５７）
ｌｅｇｕｍａｉｎ
　低表达 ８６ｆ １．０ｅ
　高表达 １２４ ３．５９０（１．６４１～７．８５３）
ＭＭＰ９
　低表达 １０２ｆ １．０ｅ
　高表达 １０８ １．８３０（１．１４４～２．９２７）
ＶＥＧＦ
　低表达 １０２ｆ １．０
　高表达 １０８ ０．８４３（０．４９０～１．４５２）

ａ：Ｐ＜０．０１，与低分化比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与临床Ⅲ＆Ⅳ期比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与有远处转移比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与坏死 ＞１０％比较；
ｅ：Ｐ＜０．０５，ｆ：Ｐ＜０．０１，与高表达比较

３　讨论

　　胃癌的高发病率和高病死率使其成为了最常见的
恶性肿瘤之一。胃癌的治疗与预后也进入到一个需要

新思路的阶段。ｌｅｇｕｍａｉｎ蛋白表达是否与胃癌发生、
发展及临床预后具有相关性，国内外少见文献报道。

ｌｅｇｕｍａｉｎ属于半胱氨酸蛋白酶 Ｃ１３家族［８］，其基因定

位在染色体１４ｑ３２．１上，编码长度为４３３个氨基酸的
蛋白［１０－１４］。ｌｅｇｕｍａｉｎ由肿瘤细胞或者肿瘤相关巨噬
细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＴＡＭｓ）表达并分
泌，在多种实体肿瘤中高表达，但在正常组织中却不表

达或者低表达，提示了ｌｅｇｕｍａｉｎ在肿瘤的发生、发展过
程中发挥了重要的作用。

　　本研究运用免疫组织化学染色方法检测组织芯片
上５０例胃腺癌组织及相应正常组织，结果发现在胃癌
组织中ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达，与相应正常组织比较差异显
著（Ｐ＜０．０５）。对２１０例胃癌组织切片进行检测，发
现１２４例（５９％）高表达 ｌｅｇｕｍａｉｎ，ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达的
胃癌组织切片上可见清晰的黄棕色染色，染色强度大，

染色面积广。分析ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与患者临床指标的相
关性时发现，高表达 ｌｅｇｕｍａｉｎ的肿瘤组织其坏死程度
较重（ｒ＝０．７０６，Ｐ＜０．０１）。同时，高表达 ｌｅｇｕｍａｉｎ的
胃癌患者存在更多远处转移（ｒ＝０．４６２，Ｐ＜０．０１）和
较高血清ＭＭＰ９水平（ｒ＝０．４８２，Ｐ＜０．０１）。这提示
ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与肿瘤坏死、远处转移以及血清 ＭＭＰ９
水平有密切联系。在生存分析中，不论是单因素分析

还是多因素分析，ｌｅｇｕｍａｉｎ高表达（Ｐ＜０．０１）、肿瘤远
处转移（Ｐ＜０．０１）、血清高水平 ＭＭＰ９（Ｐ＜０．０５）和
肿瘤低分化（Ｐ＜０．０１）都显示与肿瘤预后有关，是影
响胃癌患者生存率的重要因素。
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Ａ：ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与生存率的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线；Ｂ：ＭＭＰ９水平与生存率的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线；Ｃ：肿瘤远处转移与生存率的 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲
线；Ｄ：ｌｅｇｕｍａｉｎ表达与生存率的Ｃｏｘ回归曲线；Ｅ：ＭＭＰ９表达与生存率的Ｃｏｘ回归曲线；Ｆ：肿瘤远处转移与生存率的Ｃｏｘ回归曲线

图２　ｌｅｇｕｍａｉｎ表达、ＭＭＰ９水平及肿瘤远处转移与胃癌患者生存率的单因素及多因素生存分析
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　　肿瘤的发生、发展过程复杂而多变，多种细胞因子
参与其中。胃癌组织中高表达 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰｓ［１５］，提
示其可能与胃癌的发生、发展过程密切相关。ＶＥＧＦ
能促进肿瘤新生血管形成，增加肿瘤转移［１６］，对胃癌

的预后判断有一定价值［１７－１８］。高水平 ＭＭＰ９能使肿
瘤侵袭力增加［１９－２０］，更容易发生转移，使病情发展迅

速。当肿瘤发生远处转移，往往已经进入中晚期阶段，

患者生存率降低，预后差［２１］。另有研究显示［２２］，胃癌

组织缺氧与ＴＡＭｓ数量以及 ＶＥＧＦ、ＭＭＰｓ水平密切相
关，肿瘤组织严重缺氧、高表达 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰｓ，以及
富含 ＴＡＭｓ的胃癌患者，其生存率明显降低。而
ｌｅｇｕｍａｉｎ不仅在多种肿瘤组织中高表达，在缺血、缺氧
等应激环境中同样高表达［８］。肿瘤生长迅速，内部供

血供氧相对不足，导致肿瘤一方面迅速生长，另一方面

却由于供氧相对不足而出现坏死，因此肿瘤坏死部位

往往存在明显缺血、缺氧的情况。这也解释了为何

ｌｅｇｕｍａｉｎ的高表达与肿瘤坏死具有密切关联。ｌｅｇｕｍａｉｎ
的本质是一种蛋白酶，它可能直接或间接作用于

ＭＭＰ９，将其从无活性的蛋白酶原形式活化成为能降
解肿瘤基质的蛋白酶形式，从而发挥其增加肿瘤转移

的生物学作用。在打靶 ｌｅｇｕｍａｉｎ治疗肿瘤的研究中，
去除肿瘤中的 ｌｅｇｕｍａｉｎ可以减少肿瘤的生长和转
移［８－９，１２］，提示ｌｅｇｕｍａｉｎ可能同 ＶＥＧＦ、ＭＭＰｓ一样，是
一个新的独立的胃癌预后因素［７－９，２３］。

　　本研究表明，除了 ｌｅｇｕｍａｉｎ的表达外，肿瘤分化
程度同样是影响胃癌预后的因素，但由于ｌｅｇｕｍａｉｎ表
达与肿瘤分化只是呈弱相关，因此我们估计 ｌｅｇｕｍａｉｎ
表达与肿瘤分化程度应该是两个独立的影响胃癌预后

的因素。

　　综上所述，高表达ｌｅｇｕｍａｉｎ的胃癌患者其生存率
明显降低，它是影响胃癌预后的一个独立危险因素。

ｌｅｇｕｍａｉｎ作为一个新的肿瘤相关因子，为胃癌的预后
判断和治疗都提供了新的思路和方向。
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