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maspin mRNA和蛋自 在胃癌中的表达及意义 
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【摘 要】目的：研究胃癌及正常胃黏膜中maspin的表达，并探讨其与临床病理特征的关系。方法：应用免疫组化S-P法检测胃 

管状腺癌(3O例)、胃印戒细胞癌(30例 )、正常胃黏膜组织(20例 )中maspin的蛋白表达水平 ；同时应用半定量逆转录酶链反应 

(RT—PCR)检测正常胃黏膜组织和胃癌组织中maspinmRNA的转录水平。结果：在胃管状腺癌、胃印戒细胞癌 、正常胃黏膜组织 

中，maspin蛋白阳性表达率分别为 50％、46．7％、90％。正常胃黏膜组织 maspinmRNA相对表达量明显高于胃癌组织(尸<O．O1)。 

maspin蛋白的表达与侵润深度、淋巴结转移相关，而与肿块的大小和 TNM分期无关。Maspin mRNA的水平和蛋白的表达影响 

胃癌的润深度、淋巴结转移 ，而对肿块的大小和 TNM分期无影响。结论：maspin基因的蛋白和 mRNA在胃癌中表达下调可能在 

胃癌的发生发展中起着重要的作用，maspin的表达可能对胃癌的侵润转移具有抑制作用。 
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The Clinical—pathOgicaI significance and the expression of maspin mRNA and 

protein in human gastric carcinoma 
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【Abstract】Objective：To investigate the expression of maspin mRNA and protein in gastric cancer and the relationship between clnical 

pathological parameters．In order to explore their roles in tumorigenesis and progression of gastric cancer．Methods：Immunohistochemistry 

SP method was used to detemine expression of maspin in gastric adenocarcinoma，signet—ring cell carcinoma and normal gastric mucosa． 

The reverse transcriptase PCR was carried out to detect the level of maspin mRNA from the above mentioned 30 gastric adenocareinoma 

and 20 norn'lal samples．Results：The expression rate of maspin protein was 50％ in gastric adenocarcinoma，46．7％ in signet—ring cell 

carcinoma，and 90％ in nornlal gastric mucosa，respectively．The relative transcription level of maspin mRNA in normal gastric mncosa was 

higher than that in gastric adenocarcinoma．Maspin protein expression was significantly related to the depth of invasion and lymph node 

metastasis of gastric carcinoma，but did not relate to tumor size and TNM staging．The relative mRNA transcription level of maspin signifi— 

eantly correlated with the lymph node metastasis and the depth of invasion of carcinoma，but did not relate to TNM staging or tumor size． 

Conclusion：Down-regulated expression of maspin play an important role in gastric tumor．It may have inhibitory effects on invasion and 

metastasis of gastric tumor．Maspin might be objective indicator for pathobiological behaviors of gastric tumor． 
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maspin基因是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族中的 

一 种，研究显示，它在多种肿瘤中都具有抑制肿瘤活 

性的作用，且在肿瘤细胞的运动、侵袭，以及新生肿 

瘤血管形成等各个环节都发挥着重要的作用 ]。本 

研究应用免疫组化 S-P染色法，检测 maspin蛋白在 
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胃管状腺癌、胃印戒细胞癌及正常胃黏膜组织中的 

表达；同时通过半定量逆转录聚合酶链反应 (RT— 

PCR)检测 maspin mRNA在胃癌组织及正常胃黏膜 

组织中的含量。分析了maspin基因与胃癌的病理分 

型、分期、淋巴结转移等临床病理特征的关系，旨在 

探讨他们在 胃癌发生发展中的生物学意义及相关 

的分子病理学机制。 
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l 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 标 本 采 集 收 集 本 校 附 属 第 一 医 院 2 0 0 4 年 1 1 月 至

2 0 0 5 年 8 月 手 术 切 除 ( 术 前未 化 疗 ) 的 胃癌 组 织 6 0 例 ， 其 中

胃管状 腺 癌 3 0 例 ， 印戒 细胞 癌 3 0 例 ， 正 常 胃黏 膜 组 织 2 0 例

( 取 自胃癌手 术切 除标 本 的 正 常切 缘 ， 切 缘 经 组 织 学 证 实 无

癌组 织 侵 润 ) ；胃癌 中肿 块 直 径 ≥ 4 c m 3 6 例 ， < 4 c m 2 4 例 ；侵

及 黏 膜 及 黏膜 下 层 者 8 例 ， 侵 及 肌 层 者 1 3 例 ， 侵及 浆 膜 层 者

3 9 例 ；有 局 部 淋 巴 结 转 移 者 3 6 例 ， 无 淋 巴 结 转 移 者 2 4 例 。

按 国际抗 癌联 盟 T N M 组 织 学 分 期标 准 ：0 ～ I 期 2 4 例 ， Ⅱ～ Ⅳ

期 3 6 例 。

一 部 分标本用 1 0 ％ 甲醛 固定 2 4 h ， 常规 石 蜡包 埋 ，

连 续 切 片 ( 5 “ m ) ， 用 于 免 疫组 织 化 学 实验 ；另 一 部分 置 于 灭

菌 的锡箔纸 内 ， 投 入 液 氮罐 内 ， 随后 放 入 深 低 温 ( 一 8 0 ℃ )冰 箱

中保存 备用 ， 用 于 R T — P c R 实 验 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 m a s p i n 即用 型 鼠抗 人 单 克 隆抗 体 为 美 国

N e o m a k e r 公 司 产 品 ；s P 试 剂 盒 购 自北 京 中杉 金 桥 生 物 技 术

有 限 公 司 ；T r i z o l 、 R N A 酶 抑 制 剂 、 寡 聚 脱 氧 核 苷 0 l 如 ( d T )

1 8 、 P c R 试 剂 盒 、 D N A 标 准均 为美 国 P r o m e g a 公 司 产 品 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 R T — P c R 检 测 m a s p i n m R N A 的表 达 总 R N A 用 野 z 0 1

提取 ， 然后 逆转 录合成 c D N A 第 1 链 。 m a s p i n 引物序 列 ：上 游

5
’

一 C A c T G G G C A A T G T c c T c T T C 一 3
’

， 下 游 5
’

一 T C G T c T G G T C G

‘

rT C A C A c T G 一 3
’

；B —

a c t i n 弓I影丑片歹U：上游 5
’

一 A T T C C T A T G T G G G

C G A C G A G 一 3
’

， 下游 5
’

一 A G A G G C G T A C A G G G A T A G C A 一 3
’

；按

以 下 反 应 条件在 P c R 仪上 进 行扩增 ：9 4 ℃ 预 变 性 5 m i n ， 9 4 ℃

复性 4 5 s ， 5 9 ℃ 退 火 4 0 s ， 7 2 ℃ 延 伸 4 0 s ， 共 3 5 个循 环 ， 7 2 ℃ 总

延 伸 5 m i n 。 P c R 产 物 在 1 ． 5 ％ 的琼 脂 糖 凝 胶 电泳 中电泳 ， 7 0

v 2 0 m i n 后 ， 在长波紫外灯下 观 察 、 照 相 。 电泳结 果用 Qu a n t i ty

0 n e 分 析 系 统 进 行 电 泳 条 带 分 析 ， 计 算 m a s p in 产 物 与

p — a c t i n 产 物 的 比 值 为 m a s p i n m R N A 在 组 织 中表 达 的 相 对

量 。

1 ． 2 ． 2 免 疫 组 化 检 测 m a s p i n 蛋 白 的 表 达 采 用 免 疫 组 化

s — P 法 ， m a s p i n 为 即用 型 抗 体 ， 稀 释 到 1 ： 1 0 0 ， P B s 代 替 一 抗

作 阴性 对 照 。 m a s p i n 蛋 白定 位 于 细 胞 质 ， 以 细 胞 质 内 出现 棕

黄色 颗 粒 者 为 阳性 细 胞 。 按 阳性 细胞 所 占百 分 比 ， 并 结合 染

色强 度 来 计 算 评 分 ， 染 色 强 度 ：0 为 阴性 ， 1 为弱 阳性 ， 2 为 强

阳性 ；阳性 细 胞 数 0 、 < l ％ 、 < 1 0 ％ 、 < 1 ，3 、 < 2 ／3 、> 2 ／3 的积 分 分 别

为 O 、 1 、 2 、 3 、 4 、 5 ；两 项 之 和 0 ～ 2 分 为 阴 性 ( 一 ) ， 3 ～ 5 分 为 阳 性

( + ) ， 6 ～ 8 分 为强 阳性 ( + + ) 。

1 ． 3 统 计 学 处 理

计 量 数据 以 互± s 表 示 ， 采 用 x
。 检 验 分 析 胃癌 组 织 中

m a s p i n 蛋 白 表 达 的 免 疫 组 化 结 果 ， n s h e r 精 确 计 算 法 分 析

m a s p in 蛋 白表 达 与 胃癌 临床病 理 特 征 的关 系 ， R T — P c R 结 果

进 行 ￡检验 。

2 结 果

2 ． 1 胃癌 组 织 中 m a s D i n 蛋 白 的 表 达

m a s p i n 主 要 表 达 于 正 常 胃 黏 膜 的 腺 上 皮 细 胞

和 胃癌 细 胞 的 细 胞 质 ( 图 1 ) 。 在 胃管 状 腺 癌 中 m a s p i n

阳 性 表 达 率 为 5 0 ％ ( 1 5 ／3 0 ) ， 其 中 9 例 ( + ) ，
6 例

( + + ) ， 强 阳 性 率 为 2 0 ％ ( 6 ／3 0 ) ； 胃 印 戒 细 胞 癌 中

m a s p i n 阳性 表 达 率 为 4 6 ． 7 ％ ( 1 4 ／3 0 ) ， 其 中 1 0 例 ( + ) ，

4 例 ( + + ) ， 强 阳 性 率 为 1 3 3 ％ ( 4 ／3 0 ) ；正 常 胃 黏 膜 组

织 中 m a s p i n 阳性 表 达 率 为 9 0 ％ ( 1 8 陀0 ) ， 其 中 5 例 (+ ) ，

1 3 例 ( + + ) ， 强 阳 性 率 为 6 5 ％ ( 1 3 ／2 0 ) 。 正 常 胃黏 膜 组

织 中 m a s p i n 阳 性 表 达 率 和 阳 性 表 达 强 度 明 显 高 于

胃管 状 腺 癌 和 胃 印 戒 细 胞 癌 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 而 胃 管 状 腺

癌 和 胃 印 戒 细 胞 癌 之 间 m a s p i n 阳 性 表 达 率 无 统 计

学 意 义 ( 尸> 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 m a s D i n 蛋 白 表 达 与 胃癌 临 床 病 理 特征 的 关 系

m a s p i n 的 阳 性 表 达 率 与 肿 瘤 的 大 小 、
T N M 分 期

无 明 显 关 系 (P > 0 ． 0 5 ) ， 而 浸 润 深 度 与 m a s p i n 的 阳 性

表 达 率 有 相 关 性 ， 侵 及 黏 膜 和 黏 膜 下 、 肌 层 、 浆 膜 层

者 阳 性 率 分 别 为 7 5 ％ ( 6 ／8 ) 、 6 1 ． 5 ％ ( 8 ／1 3 ) 、 3 8 ． 5 ％

( 1 5 ／3 9 ) ， 三 者 间 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 无 淋

巴 结 转 移 者 m a s p i n 的 阳 性 表 达 率 为 6 6 ． 6 ％ ( 1 6 ／2 4 ) ，

有 淋 巴 结 转 移 者 为 3 6 ． 1 ％ ( 1 3 ／3 6 ) ， 前 者 明 显 高 于 后

A ． 正 常 胃黏膜 的 阳性 表达 ( × 4 【)(】) ；B ． 胃管状 腺癌 的强 阳性表 达 ( × 2 0 0 ) ；c ． 胃印戒 细胞 癌 的强 阳性 表达 ( × 4 0 0 )

图 1 免疫 组 化 法 观 察 m a s p i n 在 正 常 胃黏 膜组 织 、 胃癌 组 织 中的表 达 ( S — P )



重 庆 医 科大 学 学 报 2 0 0 9 年 第 3 4 卷 第 3 期 (J 0 u m a l 0 f C h o n g q in g M e d ic a I U n iv e r s it y 2 0 0 9 ． V O I． 3 4 N o ． 3 )
～ 2 7 9

一

者 ( P < 0 ． 0 5 ， 表 1 ) 。

2 _3 正 常 胃黏 膜 组 织 与 胃癌 组 织 中 m a s p i n m R N A

表 达

本 组 正 常 胃黏 膜 组 织 2 0 例 ， 光 密 度 比 值 (m a s p i fl／

B —

a c t i n ) 为 (0 ． 7 9 3 3 ±0 -3 2 0 2 ) ；而 胃癌 组 织 ( 管 状 腺

癌 和 印 戒 细 胞 癌 一 共 3 0 例 ) 的 光 密 度 比 值 为 ( 0 ． 5 2 7

8 ±0 ． 1 4 7 7 ) 。 胃癌 组 织 m a s p i n m R N A 相 对 表 达 量 显

著 低 于 正 常 组 织 ( P _ 0 ． 0 0 2 < 0 ． 0 1
， 表 2

， 图 2 ) 。

2 ． 4 胃癌 组 织 中的 m a s D i n m R N A 表 达 与 临 床 病 理

特 征 的 关 系

胃 癌 组 织 无 淋 巴 结 转 移 者 m a s p i n m R N A 相 对

表 达 量 显 著 高 于 有 淋 巴 结 转 移 者 (P < 0 ． 0 1 ) 。 浸 润 深

度 达 黏 膜 及 黏 膜 下 的 m a s p i n m R N A 相 对 表 达 量 显

著 高 于 浸 润 深 度 达 浆 膜 层 (P < 0 ． 0 1 ) 。 m a s p i n m R N A

相 对 表 达 量 对 肿 瘤 的 大 小 和 T N M 分 期 无 影 响 ( 表 3 、

图 3 ) 。

3 讨 论

m a s p i n 基 因 是 一 种 新 发 现 的 丝 氨 酸 蛋 白酶 抑

制 剂 ， 它 是 常 染 色 体 基 因 ， 位 于 1 8 q 2 1 -3 ～

q 2 3 上 ， 此

位 点 被 称 为 是 丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 集 落 。 研 究 表

表 l 胃癌 组 织 m a 叩 i n 蛋 白表 达 与 临床 病 理 特 征 的关 系

5 ()0 b p

4 0 0 b p
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M ． D N A 标 准 ；1 ． 胃癌组 织 ；2 ． 正 常 胃黏 膜组 织

图 2 胃癌 组 织 和 正 常 胃黏 膜 组 织 中 m a 。p i n m R N A 的表 达
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m a s p i n ( 3 8 2 b p )

B —

a c t i n ( 2 2 4 b p )

M ． D N A 标 准 ；1 ． 浸 润 达 黏 膜及 肌 层 ；2 ． 浸 润 达 浆 膜 层 3 ． 无 淋 巴

结 转移 ；4 ． 有 淋 巴 结 转 移 ；5 ． 肿 瘤直径 大 于 4 c m ；6 ． 肿 瘤 直径 小

于 4 r m ；7 ． T N M 0 ～ I 期 ；8 ． Ⅱ～ Ⅳ 期

图 3 不 同 临床病 理 特 征 的 胃癌 组 织 中 m a s p i n m R N A 的表 达

表 3 胃癌 组 织 中 的 m a s p i n m R N A 表 达 与 临床 病 理 特 征 的关 系

临 床病理 特 征 例 数 m a 。p i n ／p —

a c t i n Jp 值

肿瘤 直径

侵润 深 度

淋 巴结 转 移

T N M 分期

< 4 c m

≥ 4 c m

达 黏膜及 肌 层

达 浆 膜层

无

有

0 ～ I 期

Ⅱ～ Ⅳ 期

0 ， 5 5 9 9 ± 0 ． 10 8 9

0 ． 5 0 6 4 ± 0 ． 1 6 8 3

0 ． 5 9 1 2 ± 0 ． 1 1 7 3

O． 4 1 8 4 ± 0 ． 1 3 2 9

0 ． 5 9 3 5 ± 0 ． 1 3 5 8

0 _4 4 2 0 ± 0 ． 1 2 3 l

0 ． 5 3 8 7 ± 0 ． 1 3 2 l

0 ． 5 】8 3 ± O． 1 6 3 8

0 ． 3 4 0

0 ． 0 0 1

O． 0 0 3

0 ． 7 1 2

2 8 9
●

7 3 4 6
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明 ，maspin在多种正常细胞如乳腺 、阴道 、前 列腺 、 

皮肤的上皮细胞中高表达_4I 5I，而在癌细胞如口腔鳞 

癌、乳腺癌中表达下调或缺失l 6_ ，且 maspin在肿瘤 

的浸润转移的各个环节中起着重要的作用 ：maspin 

能改变细胞表面粘合素的结构增强细胞对细胞外 

基质的粘附能力，影响细胞内的信号传导，使细胞 

向更良性表型转化吲；maspin能有效阻止内皮细胞 

对血管生长因子的反应，抑制内皮细胞的生长，阻 

止其形成管道状结构，使肿瘤微血管的密度减少 ， 

maspin这一作用主要是依赖一NH 端的活性部位 ， 

此外 maspin—NH 端结构还可与 I、Ⅲ型胶原结合 ， 

增加细胞 的粘附能力 ，阻止肿瘤细胞 的转移和血管 

形成 ：最近的研究表明 maspin还可以通过调节小 

G蛋 白 Rac1和 PAKl(p21一活性激酶 )的活性来抑 

制细胞的运动，通过磷酰肌醇一3激酶和细胞外信号 

调节激酶途径来调节细胞的黏附I“]。 

本实验检测 了正常 胃黏膜和 胃癌 中 maspin蛋 

白及其 mRNA的表达水平 ，从蛋 白表达和基 因转录 

水平探讨 maspin基因在肿瘤浸润和转移中的作用。 

我们的结果显示胃癌 maspin mRNA相对表达量显 

著低于正常胃黏膜；蛋白水平研究亦表明，总趋势 

是正常胃黏膜中 maspin蛋白的阳性表达率明显高 

于胃管状腺癌和胃印戒细胞癌，但由于肿瘤的异质 

性少数病例亦出现强阳性表达，而胃管状腺癌和胃 

印戒细胞癌之间的阳性表达率无显著差异。提示 

maspin可能在胃癌的发生发展中有一定的抑癌作 

用，而转录水平的表达下调可能是maspin在肿瘤组 

织中表达下调的原因之一，在胃癌细胞增殖过程中， 

maspin转录活性减弱导致 maspin蛋白产物减少，抑 

癌功能下调 ，从而使得肿瘤发生浸润 、转移 。maspin 

蛋白和 mRNA的下调可能与启动子的甲基化 、染色 

体的自身浓缩和转录因子失活有关。有作者认为， 

表达 maspin基因的正常细胞。其 maspin启动子是非 

甲基化的，在癌细胞 中maspin的启动子出现 cytosine 

甲基化 ，maspin启动子甲基化能阻止具有正 向调节 

作用的转录因子如 P53、Ets、Ap1对其相应位点的 

识别和结合，但应用甲基化抑制剂后，maspin重新表 

达【”]。也有作者报道，正常上皮细胞中去除 Ets位点 

后，maspin活性降低 50％，说明Ets可上调maspin的 

表达，但在肿瘤细胞中Ets丧失此活性 ；Ets还可和 

Apl协同作用。激活启动子转录，而在癌细胞中Ets 

和Apl正调节作用减弱，maspin表达降低 。而Zou 

等Il引研究指出，在肿瘤中常有 18q的缺失，而maspin 

基因正位于此臂上，因此染色体臂的缺失可能是导 

致 maspin表达降低的原因之一。 

本研究显示胃癌中maspin的表达与肿瘤的大 

小、TNM分期无关，与淋巴结转移和侵润深度有关， 

随着胃癌侵润深度增加、淋巴结的转移 maspin蛋白 

和 mRNA表达下调，这提示 maspin作为肿瘤转移 

抑制基因在胃癌的侵润和转移中起着重要的抑制 

作用。有研究表明所有maspin蛋白高表达患者无一 

例出现淋巴结转移 ，且缺乏 maspin表达者生存率 

明显下降。Machtens等n5]对前列腺癌患者随访中发 

现，maspin为阴性或下调患者中 58％发生转移，而 

maspin稳定表达患者中仅 l8％发生局部复发或转 

移，其生存率明显高于前者，maspin可用于对前列癌 

的预后的预测。但 maspin与胃癌的预后的关系未见 

报道，本实验显示胃癌中maspin表达低者淋巴结转 

移率高，侵润程度深。提示 maspin可作为判断预后 

的指标之一 
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肾细胞癌组织与正常组织中VEGF165b的差异表达及其意义 

姜翠苹，王德林，彭 波 

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究血管内皮生长因子 165b(Vascular endotheliM growth factor 165b，VEGF165b)在肾细胞癌(Renal cell carcino— 

ma，RCC)组织和正常组织中的表达情况，初步探讨其与肾细胞癌发生发展的关系。方法：(1)用 S-P免疫组化法检测 30例肾细 

胞癌组织和 29例正常肾组织中 VEGF165b蛋白的表达情况；(2)用 RT—PCR法分别检测 32例肾细胞癌组织和 30例正常肾组 

织 中 VEGF165b mRNA的表达情况。结果 ：(1)正常肾组织 中 VEGF165b蛋 白表达率为 96．55％(28／29)，肾细胞癌组织 中 

VEGF165b蛋白的表达率为 20．00％(6／30)，表达差异有统计学意义(尸<0．05)。(2)正常 肾组织中 VEGF165b mRNA阳性表达率 

为 93．33％(28／30)，肾细胞癌组织中VEGF165b mRNA的阳性表达率为 18．75％(6／32)，具有统计学意义(，)<0．05)。结论：VEGF165b 

在肾细胞癌组织中的表达低于正常肾组织的表达 ，这种表达差异可能与肾癌发生、发展的机制有关。 

【关键词】肾肿瘤；VEGF165b；免疫组织化学；逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR) 
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The differentiaI expression of VEG F1 65b in the renal celI carcinoma and nOrmal 

renal tissues and its clinicaI significance 

JIANG Cui-ping，et al 

(Department ofUrology，the FirstAffiliatedHospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the differential expression ofVEGF165b in the renal cell carcinoma(RCC)and normal renal tissues 

and its role in the development of RCC．Methods：S-P immunohistochemistry was used to detect the expression of VEGF165b protein in 

30 specimens of paraffin-embedded RCC tissues and 29 specimens of paraffin-embedded normal renal tissues．RT—PCR was performed to 

detect the expression of VEGF165b mRNA in 32 specimens of ffesh RCC tissues and 30 specimens of ffesh normal renal tissues．Results： 

Among 29 of normal renal tissues，28 specimens had positive expression of VEGF1 65b protein，with the positive rate of 96．55％ (28／29) 

that was significantly higher than 20．00％ (6／30)in RCC tissues(P<0．05)．The positive rate of VEGF165b mRNA in normal renal tissues 

was 93．33％(28／30)，while that ofRCC tissues was only 18．75％(6／32)．The positive expression rate ofVEGFI65b mRNA in RCC tissues 

was significantly lower than that in normal renal tissues(P<O．05)．Conclusion：VEGF165b might play a role in inhibiting development of 
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