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胰腺癌中低氧诱导因子 --1 0【和轴突诱导因子4D 

的表达及其临床意义 
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【摘 要】目的：研究低氧诱导因子一1ot(hypoxia inducible factor一1 ，HIF—lot)和轴突诱导因子 4D(Semaphorin 4D，Sema4D)在 

胰腺癌组织中的表达，探讨两者之间的相关性及其临床意义。方法：采用免疫组织化学(immunohistochemistry，SP)法检测天津医 

科大学附属肿瘤医院和邯郸市中心医院82例胰腺癌组织和相应癌旁组织中HIF-一lot和Sema4D的表达，采用Chi．一square检验 

分析HIF-Ict和Sema4D在不同组织中的表达差异，采用 Chi一-square检验分析 HIE—lot和Sema4D与患者的性别、年龄、分化程 

度、肿瘤大小、胰腺癌分期、淋巴结转移、神经受侵、脉管内瘤栓等的相关性。HIF一1d和Sema4D在胰腺癌组织中的表达的相关 

性采用McNemar检验分析其相关性。HIF-一lct和Sema4D对胰腺癌患者生存率的影响分析采用Kaplan,一meier法．生存曲线的比 

较采用 Log—rank检验。Cox回归模型多因素分析方法，分析 HIF一1仪和Sema4D是否胰腺癌独立预后因素。结果：HIF-一lot和 

Sema4D的阳性表达主要在细胞质内，呈棕黄色颗粒。HIF—lot和Sema4D在胰腺癌组织中的阳性表达率分别为52．．4％(43／82)和 

51．2％(42／82)，显著高于两者在癌旁组织的表达，差异有统计学意义(P<0．05)。HIF—lot的异常表达与胰腺癌分期( 2==l1．398， 

0．000)、淋巴结转移( =20．341，P=O．ooo)、神经受侵( 2_23．A78，P=0．000)、脉管内瘤栓( -8．．281，P=-O．000)相关，Sema4D的异常 

表达与胰腺癌分期( =7．212，P=0．007)、淋巴结转移( =60129，P=0．013)、神经受侵( =25．794，P=O．000)、脉管内瘤栓( = 

6．678，P=-0．010)相关。HIF-一lot和Sema4D的表达之间存在正相关性(K=O．438，P=0．ooo)。单因素生存分析 HIF-一lct(X2=12．．098， 

P=-0．001)、Sema4D(x~-．-9．644，P=-0．002)是影响胰腺癌的预后因素，Cox分析显示2者均不是影响胰腺癌的独立预后因素。结论：胰 

腺癌组织中存在HIF—lot和Sema4D表达的上调，两者具有明显相关性，与胰腺癌淋巴结转移、神经受侵、脉管内瘤栓有关， 

HIF-．1ot、Sema4D的表达可能提示胰腺癌患者分期较晚和预后不良。 
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Expression of HIF-1 oc and Sema4D in pancreatic carcinoma 

and its clinicaI significance 
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【Abstract]Objective：To study the expression and clinical significance of hypoxia inducible flactor一1 (HIF一1仅)and Sema4D in pan- 

creatic carcinoma and to explore its correlation and clinical significant．Methods：The expression of HIF-lot and Sema4D in 82 cases 

of pancreatic cancer and the adjacent tissues were examined by immunohistochemistry(SP)．The differences in the different kinds of 

tissues were observed，and the relationship between the protein expression and the clinical pathological characteristics combined with 

the prognosis was analyzed,．Results：The positive expressions of HIF-一lot and Sema4D were mainly in the cytoplasm，presenting brown- 

ish yellow granules．HIF-1otand Sema4D expressions in pancreatic cancer tissues were 52．4％(43／82)and 51．2％(42／82)，which were 

significantly higher than those in precancerous tissues，with statistically significant differences，respective1y(P<0．05)．The abnormal 

expression of Hif-lot and Sema4D was in correlation with the tumor staging(x2=l 1．398，P=0．000)，lymph node metastasis(x2=20．341， 
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P=-O．000)，neural invasion，embolus tumor(xZ=23A78，P=0．ooo)． 

The level of Sema4D was significantly associated with HIF—lot 

expression(K=O．438，P=0．ooo)．HIF-lot( =12．098，P=0．O01) 

and Sema4D( =9．644，P=O．002)were the prognostic factors 

in patients with pancreatic carcinoma．Cox analysis showed 
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that they were not independent prognostic factors of pancreatic cancer．Conclusion：Upregulation of HIF一1 alpha and Sema4D ex-一 

pression in pancreatic cancer，both of which have significant correlation，both of wh ich associated with Lymph node metastasis of 

pancreatic cancer，nerve invasion，vascular tumor thrombus，expression of HIF-1 alpha and Sema4D may suggest that pancreatic can— 

eer patients with late stage and poor prognosis． 

【Key words]pancreatic carcinoma；immunohistochemistry；hypoxia inducible fact0r．1 ；semapho 4D 

胰腺癌是目前预后最差的消化系统肿瘤，五年 

生存率低于5％lll。其乏氧性特点是肿瘤难治愈、易 

复发和转移的重要因素之一。低氧诱导因子一1(hy-一 

poxia inducible factor一1，HIF一1)是在乏氧时诱导产 

生的一类转录因子，低氧诱导因子一loL(hypoxia in— 

ducible factor一1 。HIF一1 0【)是唯一的氧调节亚单 

位。决定 HIF一1的活性。在胰腺癌中HIF—lcx的高表 

达，对胰腺癌侵袭、神经浸润和血管生成具有重要 

作用。 

轴突诱导因子4D(Semaphorin 4D，Sema4D)可 

以诱导轴突生长锥的定向生长，对神经发育影响重 

大。Sun等『2】研究发现。HIF．一1仅可以通过上调Sema4D 

的表达。从而促进恶性肿瘤细胞生长和肿瘤内部血 

管生成。本研究以免疫组织化学方法检测胰腺癌中 

HIF-一l 、Sema4D的表达，探讨HIF-一lcx和Sema4D在 

胰腺癌中的表达及与预后之间的关系，期望对胰腺 

癌患者的治疗提供新的靶向因子。 

1 材料和方法 

1．1 I临床资料 

收集2011年 1月至2015年 l2月期间天津医科大学附 

属肿瘤医院和邯郸市中心医院82例胰腺癌手术切除的组织 

标本，排除术后病理切缘阳性的患者，排除血管受侵行血管 

切除或置换的患者。全部病例均经手术和病理证实，术前未 

经化疗或放疗，具有完整的病例资料。取82例胰腺癌标本相 

应的癌旁胰腺组织标本作为对照。标本固定，常规石蜡包埋， 

5 m厚度连续切片。82例病例中男性52例，女性30例；年 

龄40 74岁，平均年龄(59．95±6．79)岁；组织学分化程度：高 

分化腺癌4例，中分化腺癌 38例，中低分化及低分化腺癌40 

例；肿瘤大小：2 am及其以下者4例，大于2 cm且小于等于 

4 am者39例，大于4 am者 39例；肿瘤分期：I期 l5例，Ⅱ 

期 30例，Ⅲ期37例，本组入选无Ⅳ期病例；淋巴结转移：阴 

性者46例，阳性者36例；神经受侵44例；脉管内瘤栓30例。 

1．2 试 剂 

HIF-一lot为兔抗人单克隆抗体购自武汉博士德生物工程 

有限公司。Sema4D鼠抗人单克隆抗体购自美国BD Biosciences 

公司，免疫组化二步法检测试剂盒购自北京中衫金桥生物技 

术有限公司。 

1-3 方法 

采用免疫组织化学(immunohistochemistry，SP)法对胰腺 

癌组织，癌旁胰腺组织中HIF—lct和Sema4D蛋白的表达进 

行检测。实验步骤严格按照试剂盒说明书操作，HIF-一l 和 

Sema4D工作液浓度均为 1：100，倒置显微镜观察拍照。阳性 

对照采用已知阳性片为标准，阴性对照采用PBS代替一抗为 

标准。其余步骤相同。 

1．4 免疫组化染色结果的判定 

HIF,-lot蛋白表达主要定位于肿瘤细胞的细胞质。少量 

细胞核着色，呈棕黄色颗粒状；Sema4D蛋白表达主要定位于 

肿瘤细胞的细胞质，少量着色于细胞膜，呈棕黄色颗粒状。结 

果判定：无着色为0分，浅着色为 1分，中等着色为2分，强 

着色为3分。阳性细胞所占比例分为：<l％为 0分，1％～25％ 

为 1分，25％- 50％为2分，>50％为3分。阳性强度和阳性细 

胞所占比例得分相乘为最后得分：<2分为阴性(一)，2～3分为 

(+)，4-6分(++)，>6分(+++)。 

1．5 统计学方法 

统计学处理采用 SPSS 17．0软件。计数资料作单因素采 

用 Chi一-square分析检验．HIF一1仪和Sema4D在胰腺癌组织 

中的表达的相关性采用 McNemar检验分析其相关性。HIF一 

1d和 Sema4D对胰腺癌患者生存率的影响分析采用 Ka-一 

plan-一Meier法，生存曲线的比较采用Log—rank检验。Cox回 

归模型多因素分析方法，分析 HIF—lot和 Sema4D是否胰腺 

癌独立预后因素。检验水准a=0．05。 

2 结 果 

2．1 HIF_1 和 Sema4D在胰腺癌组织中的表达 

82例原发性胰腺癌组织中有43例(52．4％)HIF—lot蛋白 

表达阳性，相应的癌旁组织中仅9例(11．0％)HIF—lot呈弱阳 

性表达。胰腺癌组织与癌旁组织中HIF-一lot阳性率比较 = 

32．552，P=-0．000)，其表达差异有统计学意义。82例原发性胰 

腺癌组织中有 42例(51．2％)Sema4D蛋白表达阳性 ，相应癌 

旁组织中仅 5例Sema4D呈弱阳性表达。胰腺癌组织与癌旁 

组织Sema4D阳性率比较(g=4o．829，P=0．000)，其表达差异 
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有统计学意义。结果如图 1-3所示。 

A．HIF—l a B．Sema4 D 

图 1 HIF一1 a和 Sema4D在癌旁组织中的阴性表达(SP，200×) 

Fig．1 Negative expression of HIF-1 d and Sema4D in 

paraneoplastic tissue(SP，200×) 

A．HIF-1“ B．SemadD 

图2 HIF-1 a和 Sema4D在癌旁组织中的弱阳性表达 

(SP，200X) 

Fig．2 W eak positive expression of HIF-1 a and Sema4D in 

paraneoplastic tissue(SP，200×) 

A．HIF-1 a B．Sema4D 

图3 HIF一1 a和 Sema4D在胰腺癌组织中的阳性表达 

(SP。200×) 

Fig．3 Positive expression of HIF-1 d and Sema4D in pancreatic 

cancer(SP。200x) 

2．2 HIF一1Ot和 Sema4D在胰腺癌组织中的表达的相关性 

在 HIF—loL表达阳性的 43例胰腺癌组织中，Sema4D表 

达阳性者 3l例．胰腺癌癌旁组织均低表达或不表达 HIF—la 

和Sema4D。McNemar检验分析其相关性(表 1)显示，HIF—l 

和 Sema4D在胰腺癌组织中的表达呈正相关，相关系数K= 

0．438(P=-0．000)。 

表 1 82例胰腺癌 HIF一1 OC与Sema一4D表达的相关性分析 

Tab．1 Correlation between h_f_1 CX and sema4D expression in 

pancreatic cancer 

2．3 胰腺癌组织 HIF—l 和Sema4D的表达的相关性 

由表 2可知 ，HIF—l 0【的异常表达与胰腺癌分期 ( = 

l1．398，P=0．000)、淋巴结转移( =20．341，P=0．000)、神经受 

侵( =23．478。P=0．000)、脉管内瘤栓( =8．28l，P=0．000)相 

关，Sema4D的异常表达与胰腺癌分期( ：7．212，P=0．007)、 

淋巴结转移 ( =60129，P=0．013)、神经受侵 ( =25．794，P= 

0．000)、脉管内瘤栓( =6．678，P=0．010)相关 ，两者与患者的 

性别、年龄、分化程度、肿瘤大小无关。 

表2 HIF一1 a、Sema4D表达和胰腺癌的临床病理特征相关性分析 

Tab．2 Correlation between clinic0pathOIOgical features and 

HIF一1 a．Sema4D expression in pancreatic cancer 

2．4 胰腺癌组织 HlF一1 0【和 Sema4D的表达与患者术后预 

后相关性 

图4、图5所示单因素生存分析结果 永，HIF—ld = 

12．098，P=0 001)和 Sema4D =9．644，P=0．002)均与患者预 

后明 相关。HIF一】 阳性胰腺癌患者术后中位生存期明显 

短于 HIF—Ict阴性胰腺癌患者f(12．000±0．970)个月 VS． 

(18．000±4．348)个月1，Sema4D阳性胰腺癌患者术后中位生 

存时间明显短于 Sema4D阴性胰腺癌患者『(12．000±0．724)个 

月 vs．(18．000±3．740)个月1。多因素 Cox分析将 HIF—l 阳 

性、Sema4D阳性、胰腺癌分期 、淋巴结转移 、神经受侵、脉管 

内瘤栓等因素同时纳入，校正性别 、年龄以及临床相关指标 

的影响．分析结果显示 HIF—l仅和 Sema4D均不是影响胰腺 
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癌的独立预后因素。 
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图4 HIF一1 a与胰腺癌患者术后预后相关性分析 =82) 

Fig．4 Analysis of correlation between HIF-1 oc expression and 

Postoperative prognosis of pancreatic cancer =82) 

1．0 

O．8 

0．6 

0．4 

O．2 

0．0 

生存函数 

阳性 

—1阴性 

+ 阳性·删失 
-4-阴性t删失 

O．00 l0．00 2O．0o 30．00 40．o0 

生存时间 

=9．644，P=O．002 

图 5 Sema4D与胰腺癌患者术后预后相关性分析(n=82 J 

Fig．5 Analysis of correlation between Sema4D expression and 

postoperative prognosis of pancreatic cancer(n=82) 

3 讨 论 

乏氧性特点是肿瘤难治愈、易复发和转移的重 

要因素之一。乏氧是胰腺癌肿瘤微环境特征之一， 

HIF—la是在乏氧时诱导产生的一类转录因子。在 

多种恶性肿瘤中高表达[3-5]．能特异性地结合于靶基 

因启动子 中的低氧反应元件 (hypoxia—responsive 

element，HRE)，调控多种分子的表达。这种表达模 

式提示我们HIF—lot除了作为胰腺癌适应低氧环境 

的调控因子以外，可能还参与胰腺癌其他生物学特 

性。在人胰腺癌细胞系、胰腺癌患者手术标本中， 

HIF—lot和CX3CR1的表达均具有相关性，HIF—lot 

和 CX3CR1的相互作用可以调节胰腺癌的嗜神经 

侵袭 。 

目前研究认为Sema4D和其受体的相互作用与 

肿瘤关系密切，多种肿瘤细胞可表达 Sema4D。如头 

颈鳞状细胞癌、乳腺癌、前列腺癌和结肠癌等[91。 

Plexin—B1为 Sema4D高亲和力受体，Sema4D和其 

受体的相互作用与肿瘤关系密切。Sema4D／plexin— 

B1在神经浸润中发挥重要作用，有研究表明．plex— 

in—B1在亲神经的恶性肿瘤组织和细胞系高表达． 

并且以 Rho／Rho激酶依赖的方式吸引其配体 Se— 

ma4D．神经通过该方式吸引肿瘤【l0J。Sema4D与 

plexinB1结合后激活小分GTP酶Ras的同源基因家 

族 A—Ras，导致 MAPK和Akt磷酸化，从而增强胰腺 

癌细胞的侵袭力[11l。在结直肠中HIF一1和Sema4D 

表达具有显著相关性，Sema4D是结直肠癌的独立 

预后因素㈣。 

本研究表明，HIF—lot和Sema4D在胰腺癌中的 

异常表达均与胰腺癌分期、淋巴结转移、神经受侵、 

脉管内瘤栓相关，并且两者在胰腺癌组织中的表达 

呈正相关，这具有重要的临床应用价值。HIF—lot和 

Sema4D的表达均与患者预后明显相关。这可能揭 

示在胰腺癌组织中HIF—lot参与了Sema4D的活 

化。Sema4D启动子中存在低氧反应元件．在胰腺癌 

的乏氧微环境中，过高表达的HIF—lot与 Sema4D 

靶基因的低氧反应元件发生特异性结合，激活了 

Sema4D，使其产生了一系列生物学效应，可能与淋 

巴结转移、神经受侵、脉管内瘤栓等密切相关。 

胰腺癌早期症状没有特异性【 ，恶性程度很高， 

与其具有嗜神经生长的生物学特性有关。结合我们 

的结果可以表明，在缺氧状态下胰腺癌组织中HIF一 

1仪基因的激活与Sema4D的过度表达有密切关系。 

并可能通过调控的转录促进胰腺癌的神经浸润，这 

具有重要的理论意义。HIF—lot是胰腺癌适应缺氧 

和诱导Sema4D产生的一个重要调节因素，随着对 

其作用机制的深人研究。可能会成为胰腺癌神经浸 

润治疗的一个新的靶点。 
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PKC信号通路在KISS1基因抑制人结直肠癌 

HCTll6细胞侵袭迁移的作用 
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【摘 要】目的：探讨PKC信号通路在KISS1基因发挥抑制结直肠癌细胞 HCT116侵袭迁移的作用。方法：构建pGC—LV-KISS1一 

EGFP慢病毒载体感染人结直肠癌细胞HCT116，分空白对照组(CON组)、空载体对照组(NC组)、过表达组(OE组)。qRT—PCR 

和Western blot检测KISS1基因mRNA和Metastin、PKC信号通路的关键分子PKCoc、PKC~II及下游E钙黏蛋白表达量的变化。 

Transwell法检测细胞侵袭、迁移能力的变化。结果：转染后能够稳定表达报告基因EGFP，荧光率均>80％，且0E组KISSI基因 

mRNA、Metastin表达量较CON组和Nc组均明显升高(P<0．05)。转染后，PKC[3Ⅱ的蛋白表达量(01288 2±0．023 7)较 CON组 
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达而发挥抑制结直肠癌细胞 HCT1 16侵袭、迁移作用，有望成为防治结直肠癌转移的新靶点。 
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