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!摘要"
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目的"探讨
N+QI,,

和基质金属蛋白酶
-

!

IIG-

"蛋白在肝内胆管癌!

QAA

"中的表达及临床意义'方法"采用免

疫组织化学法检测
$)

例
QAA

患者肿瘤组织
N+QI,,

(

IIG-

蛋白的表达#进一步分析两者表达与患者临床病理指标及预后的

相关性%采用
/
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5:3L:<

相关性分析探讨
N+QI,,

和
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表达的相关性%采用
S:
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=:<%I5;53

法和
A2D

风险回归模型分析

N+QI,,

(

IIG-

表达对患者预后的影响'结果"

QAA

肿瘤组织
N+QI,,

(

IIG-

蛋白呈过表达状态#且
N+QI,,

与
IIG-

表

达正相关!
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N+QI,,

与淋巴结转移显著相关!

!_"."#,
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IIG-

与肿瘤大小(

R?G

水平与淋巴结转移显著正相关
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"#两者同时过表达提示患者预后不良'结论"

QAA

组织
N+QI,,

和
IIG-

呈过表达#且二者密切相关%两者同时高

表达提示
QAA

患者预后不良'
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QAA

"是一种起源于胆管上皮细胞的肿瘤#在原发性

肝脏肿瘤发病率中排名第二)

#

*

'近年来#我国
QAA

发病率逐年升高#由于
QAA

起病隐匿#侵袭转移能

力强#且缺乏有效的早期诊断标志物#除早期手术

外其他治疗效果有限#患者中位生存期时间短且易

转移复发)

!%'

*

'因此#探讨
QAA

复发及转移过程中

的分子机制#筛查新的关键分子#对于
QAA

肿瘤治

疗及预后改善有重要临床意义'

N+QI,,

是
N3;

1

=5L24;@

!

N+QI

"三基序蛋白

家族成员之一#该家族成员结构各异(功能不同#但

主要为
C'

泛素连接酶)

,

*

'

N+QI

家族成员功能涉

及细胞分化(细胞增殖(细胞免疫等)

(%&

*

'研究表明$

N+QI,,

在肺癌)

)

*

(前列腺癌)

$

*

(甲状腺癌)

-

*

(食管

!(#

!

中国临床医学
!

$%"&

年
&

月
!

第
$#

卷
!

第
'

期
!!

AB;<5K5V203<:=2@A=;<;>:=I56;>;<5

#

$%"&

#

2̀=.$#

#

92.'



癌)

#"

*

(肝癌)

##

*中高表达且表现为促癌作用#但是在

QAA

中的表达及临床意义不明'

基质金属蛋白酶
-

!

IIG-

"是基质金属蛋白酶家

族成员之一#又称为明胶酶
*

#其大多数时候是无活

性的前体蛋白#在细胞外蛋白酶修饰后才被活化'其

作用主要是降解
&

型(

*

型胶原蛋白)

#!

*

#参与许多生

理过程#如胚胎发育(组织分化等#也与诸多疾病密切

相关#包括炎症和肿瘤)

#'

*

'在肿瘤中#

IIG-

降解基

底膜和细胞外的
&

型(

*

型胶原蛋白#直接导致肿瘤

细胞突破基底膜#促进肿瘤细胞侵袭(转移)

#,

*

#并且

在肝癌和胰腺癌中可作为预后指标)

#(

*

'我们的前期

研究)

#&

*发现
N+QI,,

可通过
C+S#

&

!

信号途径促进

QAA

细胞的侵袭转移'而
C+S#

&

!

信号在
IIG-

表

达中发挥重要作用)

#)%#$

*

'因此#本研究拟探讨

N+QI,,

和
IIG-

在
QAA

中的表达及其相关性#并

分析两者在
QAA

患者预后中的临床意义'

B

!

资料与方法

#.#

!

组织来源及患者资料
!

!""!

"

!""-

年复旦大

学附属中山医院收治的
$)

例
QAA

患者肿瘤及癌旁

组织入选本研究'所有患者都进行了完整的手术

切除#并有明确的病理诊断和
(

年随访资料'本研

究获得了复旦大学附属中山医院医学伦理委员会

审核批准'所有患者均知情同意'

#.!

!

免疫组织化学染色测定蛋白表达
!

$)

例患者

的肿瘤组织芯片由上海芯超公司制作#取芯片
&"o

高温烘烤
#B

#二甲苯脱蜡
!

次#每次
#"L;<

#分别用

-(U

(

$(U

(

)(U

无水乙醇梯度水化#每步骤
(L;<

#然

后用
G*/

清洗#切片滴加
'U

过氧化氢孵育
'"L;<

%

之后将芯片放入煮沸的
CONR

!

1

J_$."

"的抗原修

复液中
!"L;<

#然后用
(U

的胎牛血清白蛋白!

*/R

"

封闭
#B

#分别滴加一抗
N+QI,,

!

G3245;<45>B

#

##(##%

#%RG

#

#m,""

"#

IIG-

!

R7>:L

#

:7)&""'

#

#m!"""

"#

,o

孵育
#!B

%第
!

天洗去一抗并使用属兔通用二抗

室温孵育
#B

#

OR*

显色%镜检观察至深棕色不变后

放入清水终止反应#苏木精染核
#L;<

#

#U

盐酸乙醇

分色#反蓝%最后无水乙醇脱水#二甲苯透明风干#中

性树胶封片拍照'

N+QI,,

和
IIG-

阳性评分标准

参照文献)
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#
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'
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统计学处理
!

采用
/G//!#."

软件#组间资

料用
"

!检验#

S:

1

=:<%I5;53

法分析生存曲线#单因

素和多因素分析采用
A2D

风险回归模型#检验水准

!

!

"为
"."(

'

C

!

结
!

果

!.#

!

QAA

肿瘤及癌旁组织
N+QI,,

"

IIG-

蛋白

的表达
!

结果表明$

N+QI,,

蛋白主要表达于细胞

质!图
#R

"#

N+QI,,

在
QAA

肿瘤中表达水平较癌

旁组织更高!

!

#

"."(

"#且
N+QI,,

在癌组织中表

达异质性明显%

IIG-

蛋白主要表达于细胞质#在

间质中少量表达!图
#*

"#癌组织明显高于癌旁组织

!

!

#

"."(

"#且在不同癌组织中表达差异明显'

图
B

!

688

及癌旁组织
E?6>II

$

>>!V

蛋白的表达

!!

R

$

N+QI''

在
QAA

组织中的表达%

*

$

IIG)

在
QAA

组织中的

表达
.P3;

H

;<:=L:

H
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!原图"#

,$%%

!放大"

!.!

!

QAA

组织
N+QI,,

"

IIG-

蛋白表达的相关

性
!

结果!图
!

"表明$

QAA

组织
N+QI,,

(

IIG-

蛋

白表达存在异质性%

$)

例患者
QAA

组织中

N+QI,,

(

IIG-

蛋白表达的阳性强度正相关!

2

!

_

".,#!&

#

!

#

".""#
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图
C
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蛋白表达的相关性
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!

QAA

组织
N+QI,,

"

IIG-

蛋白表达与患者

预后的关系
!

结果显示$

N+QI,,

表达高的
QAA

患

者!

$_'&

"生存率明显低于
N+QI,,

低表达患者

!

$_(#

"#复发率则高于低表达组!图
'R

(

'*

#

!_

"."#)

(

!_".""#

"'与此同时#

IIG-

表达高的患

者!

$_,"

"生存率更低#复发率更高!图
'A

(

'O

#

!

#

".""#

"'将两个指标合并分析!图
'C

(

'?

#

!

#

".""#

"#将患者分为
'

组#第
#

组为两者均高表达组

!

$_#-

"#第
!

组为两者均低表达组!

$_'"

"#剩余为

第
'

组!

$_'$

"'结果显示两者均低表达组的总体

生存率高于其他两组!

!

#

".""#

"#而第
'

组和第
#

组之间差异无统计学意义!

!_"."--

"'在累计复

发率方面#两者均低表达组患者的复发率明显低于

其余两组!

!

#

".""#

"#两者均高表达组的复发率较

第
'

组更高!

!_"."!&

"'

图
F

!

688

组织
E?6>II

$

>>!V

蛋白表达与患者预后的相关性分析

!!

R

$

N+QI''

表达与
QAA

患者总体生存率的关系#高表达组患者预后差!

!+%.%"(

"%

*

$

N+QI''

表达与
QAA

患者术后复发的关系#高表达

组患者复发率高!

!+%.%%"

"%

A

$

IIG)

高表达的患者生存率更低!

!

#

%.%%"

"%

O

$

IIG)

高表达患者复发率更高!

!

#

%.%%"

"%

C

$两者均低表

达患者生存率更高%

?

$两者均高表达患者复发率更高

!.,

!

N+QI,,

"

IIG%-

表达与
QAA

患者临床病理

因素相关性分析
!

结果!表
#

"表明$

N+QI,,

表达

高低与淋巴结转移密切相关!

!_"."#,

"#

IIG-

的

表达与肿瘤大小!

!_"."")

"(

R?G

水平!

!_

"."!

"(淋巴结转移密切相关!

!_"."#!

"'

!.(

!

QAA

患者预后影响因素分析
!

结果!表
!

"表

明$肿瘤大小!直径
#

(>L&'

%

(>L

"(肿瘤个数

!单个
&'

多个"(淋巴结转移!无
&'

有"(癌栓!无
&'

有"(肝硬化!无
&'

有"(肿瘤分化!低
&'

高"(

N+QI,,

表达!低
&'

高"(

IIG-

表达!低
&'

高"(两

者共同表达!

#

组
&'!

组和
'

组"是影响
QAA

患者总

体生存率和复发率的因素'多因素分析结果显示

N+QI,,

蛋白表达(

IIG-

蛋白表达及两者共同表

达是影响
QAA

患者累计复发率的独立预后因素'

#(#
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表
B

!

E?6>II

$

>>!V

蛋白表达与
688

患者

临床病理因素相关性分析

变量
N+QI''

高表达 低表达
!

值

IIG)

高表达 低表达
!

值

性别
%.#(* %.$(!

!

男性
"( $" $% "&

!

女性
") !% $% $)

年龄
%."!$ %.!%$

!%

#!

岁
$% $% "* $'

!#

#!

岁
"* !" $' $!

J*KR

H

%.&(( %.!!#

!

阳性
$$ !$ $( $(

!

阴性
"' ") "! $%

AR")%) %.")) %.'!!

!%

!(<

H

&

LF $* !% $' !$

!#

!(<

H

&

LF "% $" "* "#

R?G

%."&&

:

%.%$%

:

"

!%

$%<

H

&

LF ( ' ) $

!#

$%<

H

&

LF $) '( !" '#

肿瘤大小!直径"

%."%#

:

%.%%(

:

"

!%

#>L !$ !( !( !$

!#

#>L ' "' ! "#

有无包膜
%.)&# %."$(

!

有
$) '" !# !#

!

无
( "% # "$

肿瘤个数
%.$*(

:

".%%%

:

!

单个
!" '& !* '!

!

多个
# ! ' '

淋巴结转移
%.%"'

"

%.%"$

"

!

有
"$ * "! #

!

无
'# $' $( '$

癌栓
%.!%" %.%((

!

有
& ( "% #

!

无
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近年来
QAA

的发病率日渐升高#由于该肿瘤异

质性强#早期诊断困难#手术外有效的治疗手段较

少'针对
QAA

的诊断和治疗研究一直是临床上的

热点)

!#%!!
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'本研究探讨
N+QI,,

和
IIG-

蛋白在

QAA

肿瘤中的表达情况#发现
N+QI,,

和
IIG-

在

肿瘤组织的表达普遍高于其对应的癌旁组织#并且

两者表达正相关#进一步研究结果显示两者高表达

均与患者的淋巴结转移密切相关'

N+QI,,

和

IIG-

同时高表达的患者生存率更低#复发率更

高#两者共同低表达的患者生存率较高#总体复发

率更低#并且为独立的复发因素'

N+QI,,

作为
N+QI

家族成员#是一种特殊的

泛素化酶#涉及多种病理生理过程)

!'

*

'既往研究显

示
N+QI,,

在肿瘤常呈过表达情况#并且可通过

RSN%9?%
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信号通路促进肿瘤发生发展)
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'

我们的前期研究中发现
N+QI,,

也可以影响

C+S#

&

!

信号通路)

#&
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'另外我们前期报道
\J+?!

在
QAA

中的表达及作用#尽管该分子也能作为潜在

的
QAA

诊断标志物#但本研究考虑
IIG-

和肿瘤侵

袭转移密切相关#而前期研究也认为
N+QI,,

和肿

瘤侵袭转移有关'因此#本研究进一步分析了

N+QI,,

(

IIG-

表达的相关性#结果显示
N+QI,,

和
IIG-

表达正相关'结果提示
N+QI,,

可能和

IIG-

表达有着密切关系#未来研究拟在
N+QI,,

干扰和过表达的细胞株内验证
IIG-

的表达水平#

并且通过免疫共沉淀法检测两者是否有直接相互

作用关系'
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综上所述#

N+QI,,

和
IIG-

在
QAA

肿瘤中的

表达上调显示其与
QAA

肿瘤发展密切相关#联合两

者表达情况可为
QAA

患者复发和预后评估提供
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