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　　［摘　要］　目的　探讨磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）在胃癌组织及远端正常组织中的表达情况，分析其表达

与胃癌临床病理特征之间的关系。方法　应用免疫组化ＳＰ法、逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测６０例胃癌组织和２５例正常

胃组织（距癌边缘１０ｃｍ以上的胃组织）中ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在胃癌组织中的表达均明显高于

在远端正常胃组织中的表达，差异有统计学意义（犘＜０．０１），二者在胃癌组织中的表达均与胃癌的分化程度、ＴＮＭ 分期、浸润深

度、淋巴结转移情况相关（犘＜０．０５）。结论　ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ蛋白及ｍＲＮＡ参与了胃癌的发生、发展、浸润转移，在胃癌的癌变过程中

起着重要作用。
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　　近年来，随着分子生物学的发展，信号转导通路已成为肿

瘤发病机制和靶向治疗研究的热点。磷脂酰肌醇３激酶

（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号转导

通路在多种肿瘤的发生、发展过程中都扮演着重要角色［１２］。

本研究利用免疫组化和逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）技术从蛋白和基

因水平观察ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在胃癌和远端正常组织中的表达，分析

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ蛋白及ｍＲＮＡ与胃癌临床病理特征的关系，探讨其

在胃癌发生、发展中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集承德医学院附属医院２０１２年７月至

２０１３年２月手术切除的胃癌组织６０份（胃癌组）及距癌边缘

１０ｃｍ以上正常胃组织２５份（对照组），术前均未行化疗、放

疗，所有病例经术后病理学检查证实为胃腺癌，相应癌旁组织

均未见癌细胞累及。６０例胃癌患者中，男４５例、女１５例；年

龄４５～７７岁，中位５０岁；高中分化者２４例、低分化者３６例，

Ⅰ、Ⅱ期患者２８例，Ⅲ、Ⅳ患者３２例，癌组织穿透浆膜者４８

例，有淋巴结转移者３５例。所有标本离体后立即分为两份，一

份在离体后３０ｍｉｎ内储存在－８０℃冰箱里，另一部分离体后

立即置于１０％福尔马林溶液中固定，常规石蜡包埋。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　兔抗人ＰＩ３Ｋ（Ｐ８５α亚型）、Ａｋｔ１／２浓缩型

多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司，工作浓度１∶

１００。ＲＴＰＣＲ试剂盒及ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自宝生物工程有限公

司（大连），ＰＣＲ引物由北京赛百盛基因技术有限公司设计合

成。Ｐ８５α上游引物：５′ＴＧＣＴＡＴＧＣＣＴＧＣＴＣＴＧＴＡＧＴＧ

ＧＴ３′，下游引物：５′ＧＴＧＴＧＡＣＡＴＴＧＡＧＧＧＡＧＴＣＧＴ

ＴＧ３′，扩增片段为１７５ｂｐ；Ａｋｔ上游引物：５′ＧＴＧＣＴＧＧＡＧ

ＧＡＣＡＡＴＧＡＣＴＡＣＧＧ３′，下游引物：５′ＡＧＣＡＧＣＣＣＴ

ＧＡＡＡＧＣＡＡＧＧＡ３′，扩增片段为１９４ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：

５′ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，下游引物：５′ＡＣＡ

ＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣ３′，扩增片段为４５３ｂｐ。

１．２．２　免疫组化检测　采用ＳＰ法，严格按照说明书实验步

骤进行操作。最后组织切片用ＰＢＳ替代ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ作为阴性

对照，用已知阳性切片做阳性对照。ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ阳性染色呈黄

色至棕黄色，主要定位于癌细胞细胞质。在染色均匀的区域，

选取５个高倍镜视野（×２００），（１）按阳性细胞百分率（Ａ值）评

分：１％～２５％为１分，＞２５％～５０％为２分，＞５０％为３分；
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（２）按染色强度（Ｂ值）评分：不着色为０分，浅棕黄色为１分，

棕黄色为２分，棕褐色为３分。两项得分相加小于或等于２分

为阴性，＞２分为阳性。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测　采用Ｔｒｉｏｚｏｌ试剂盒分别提取胃癌及

远端正常胃组织总 ＲＮＡ，分析其完整性、纯度和浓度，并作

ＲＴＰＣＲ检测。ＰＩ３Ｋ的循环条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃

变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再

延伸５ｍｉｎ。Ａｋｔ的循环条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再延伸

５ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ的循环条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０

ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃再延伸５

ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳进行定性检测，相

应位点出现单一电泳条带为阳性表达。以βａｃｔｉｎ做内参照，

电泳结果用凝胶图像分析系统进行光密度测定。

１．３　统计学处理　实验数据通过ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处

理，免疫组化结果采用χ
２ 进行统计检测，ＰＣＲ灰度值用狓±狊

表示，采用两独立样本狋检验检测，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两组ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达情况及二者的相关性　ＰＩ３Ｋ

蛋白在６０份胃癌组织中，阳性表达５２份（８６．６７％），Ａｋｔ蛋白

在６０份胃癌组织中，阳性表达４３份（７１．６７％）；二者在２５份

正常组织中无表达或弱阳性表达，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在胃癌组织中的

阳性表达明显高于在正常胃组织中表达，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。且二者的表达呈正相关关系（狉＝０．２９７，犘＜

０．０５），见表１、２。

表１　　ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ蛋白在两组标本组织中的表达

组别 狀
ＰＩ３Ｋ

＋ － χ
２ 犘

Ａｋｔ

＋ － χ
２ 犘

胃癌组 ６０ ５２ ８ ３５．５０５ ０．０００ ４３ １７ ２５．３０２ ０．０００

对照组 ２５ ５ ２０ ３ ２２

表２　　在胃癌中ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ蛋白表达的相关性

Ａｋｔ
ＰＩ３Ｋ

＋ －
狉 犘

＋ ４０ ３ ０．２９７ ０．０２１

－ １２ ５

２．２　ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达与胃癌临床病理特征的关系　

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的表达与患者的年龄、性别均无相关（犘＞

０．０５），而与胃癌的分化程度、肿瘤分期、浸润深度及淋巴结转

移情况均密切相关（犘＜０．０５），见表３、图１。

表３　　ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ蛋白表达与胃癌临床特征的相关性

临床特征 狀
ＰＩ３Ｋ蛋白

阴性阳性 χ
２ 犘

Ａｋｔ蛋白

阴性阳性 χ
２ 犘

年龄（岁）

　＞５０ ５２ ６ ４６ ０．２３４ ０．６２８ １４ ３８ ０．０３９ ０．８４４

　≤５０ ８ ２ ６ ３ ５

性别

　男 ４５ ４ ４１ １．７３１ ０．１８８ １０ ３５ ２．２１６ ０．１３７

　女 １５ ４ １１ ７ ８

组织学分级

　高中分化 ２４ ７ １７ ６．５４４ ０．０１１ １３ １１１３．１４６ ０．０００

续表３　　ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ蛋白表达与胃癌临床特征的相关性

临床特征 狀
ＰＩ３Ｋ蛋白

阴性阳性 χ
２ 犘

Ａｋｔ蛋白

阴性阳性 χ
２ 犘

　低分化 ３６ １ ３５ ４ ３２

临床分期

　Ⅰ／Ⅱ ２８ ７ ２１ ４．４３６ ０．０３５ １２ １６ ５．４５４ ０．０２０

　Ⅲ／Ⅳ ３２ １ ３１ ５ ２７

黏膜侵犯

　有 ４８ ３ ４５ ７．５８１ ０．００６ ９ ３９１０．８５５ ０．００１

　无 １２ ５ ７ ８ ４

淋巴结转移

　有 ３５ １ ３４ ５．９５１ ０．０１５ ６ ２９ ５．１８０ ０．０２３

　无 ２５ ７ １８ １１ １４

２．３　两组ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ表达比较　胃癌组织中ＰＩ３Ｋ与

βａｃｔｉｎ、Ａｋｔ与βａｃｔｉｎ的灰度值比显著高于远端正常胃组织

（图２），差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表４。

表４　　两组ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ表达比较（狓±狊）

组别 狀 ＰＩ３ＫｍＲＮＡ ＡｋｔｍＲＮＡ

胃癌组 ６０ ０．８１±０．２９ ０．５６±０．２０

对照组 ２５ ０．３９±０．０６ ０．３１±０．２６

狋 ７．３５５ ３．２０４

犘 ０．０００ ０．００３

２．４　ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ表达与胃癌临床病理特征的关系　胃

癌组织中ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ的表达与患者的年龄、性别均无相

关（犘＞０．０５），而与肿瘤的分化程度、肿瘤分期、浸润深度及淋

巴结转移情况均密切相关（犘＜０．０５），见表５。

表５　　ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ的表达与胃癌

　　临床特征的相关性（狓±狊）

临床特征 狀 ＰＩ３ＫｍＲＮＡ 狋 犘 ＡｋｔｍＲＮＡ 狋 犘

年龄（岁）

　＞５０ ５２ ０．５８±０．０８ ０．６８１ ０．９５３ ０．４９±０．２０ ３．４２６ ０．７５６

　≤５０ ８ ０．５１±０．１０ ０．５３±０．０９

性别

　男 ４５ ０．５９±０．０８ ０．９７５ ０．３９２ ０．５０±０．１３ １．３３８ ０．２３４

　女 １５ ０．５２±０．０７ ０．５９±０．０５

组织学分级

　高分化中 ２４ ０．７２±０．２０ ２．４０２ ０．０２１ ０．４７±０．１７ ２．４４０ ０．０２０

　低分化 ３６ ０．９０±０．３３ ０．６５±０．１９

临床分期

　Ⅰ／Ⅱ ２８ ０．７５±０．２５ ４．７４０ ０．０００ ０．４４±０．０９ ５．１３０ ０．０００

　Ⅲ／Ⅳ ３２ １．２５±０．２０ ０．７６±０．１７

黏膜侵犯

　有 ４８ １．０６±０．７６ ３．０７８ ０．００３ ０．６８±０．２１ ２．５４０ ０．０２０

　无 １２ ０．７６±０．２５ ０．４９±０．１６

淋巴结转移

　有 ３５ １．２４±０．１５１０．３０００．０００ ０．７７±０．２１ ３．７１０ ０．０００

　无 ２５ ０．６８±０．１７ ０．４９±０．１４
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图１　　ＰＩ３Ｋ及Ａｋｔ蛋白在两组标本组织中的表达 （×２００）

　　Ｍ：标记物；１：正常胃黏膜；２：高中分化胃癌组织；３：低分化胃癌

组织。

图２　　ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔｍＲＮＡ在两组标本中的表达

３　讨　　论

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路是一条酪氨酸激酶级联信号通

路，其中ＰＩ３Ｋ是此信号通路的始动因子。Ｓｒｃ、Ｒａｓ、Ｒａｃ、Ａｂｌ、

ｖＣｒｋ等具有酪氨酸激酶活性的癌性蛋白可与ＰＩ３Ｋ的调节亚

基ｐ８５结合而发生作用，这些癌性蛋白的异常活化可使 ＰＩ３Ｋ

持续活化，引致细胞形态改变、凋亡受阻，导致细胞转化及过度

增殖［３］。ＰＩ３Ｋ还可以将具有ＰＨ结构域的信号分子Ａｋｔ招募

到质膜上进行活化，活化的Ａｋｔ进一步激活下游信号分子，对

细胞功能进行调控［４］。通过对底物的磷酸化，Ａｋｔ可阻断代谢

抑制激酶如腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）的活性
［５］，上调细胞的新陈代谢活性［６］；并且其

还可使细胞周期激酶抑制剂ｐ２１、ｐ２７失活，从而促进细胞生

长、存活及肿瘤生成。本研究结果显示，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在胃癌组织

中的表达明显高于在远端正常组织中的表达，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），且随着胃癌分化程度高→中→低变化，ＴＮＭ分

期Ⅰ、Ⅱ期→Ⅲ、Ⅳ期改变，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ阳性表达明显增高，提示

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路与胃癌的发生与发展有关。本实验结

果与 Ｈｏｒｉｇｕｃｈｉ等
［７］的报道中提及的胃癌中 Ａｋｔ激酶活性增

高的现象一致。Ｏｓａｋｉ等
［８］发现，在在胃癌细胞系 ＭＫＮ４５

中，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路在抵抗Ｆａｓ调节的凋亡中起重要

作用。已有研究发现Ａｋｔ上游调节器肝细胞生长因子（ＨＧＦ）

及其受体ｃＭｅｔ高表达于胃癌中，ｃＭｅｔ小分子量抑制剂ＰＨＡ

６６５７５２可减少Ａｋｔ信号的激活，使胃癌异种移植模型中肿瘤

细胞减少［９］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路可将有丝分裂信号传递

给ｐ７０ｓ６ｋ，使细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎ）、细胞周期依赖性蛋白激酶４

（ＣＤＫ４）等细胞周期主要蛋白的翻译上调，同时抑制ＣＤＫ４的

表达，促进Ｇ期进展，使细胞周期加速，促进细胞增殖和分化，

从而促进肿瘤的发生、发展［１０］。

本研究还发现随着胃癌浸润程度的增加，淋巴结转移灶的

出现，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的阳性表达明显增高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），提示ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路参与了胃癌的浸润

转移。活化的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路可以上调基质金属蛋

白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的表达，降解细胞外基

质，突破基底膜，促进侵袭浸润［１１］。Ａｋｔ能磷酸化 ＧＳＫ３β，拮

抗βＣＡＴ的降解，增高其浓度，从而下调Ｅ钙黏素表达最终减

弱了细胞的黏附能力［１２］。活化的 Ａｋｔ还可以增加 ＮＦＫＢ的

转录活性，增加肿瘤细胞的运动功能，有助于癌细胞侵袭。

Ａｋｔ还能上调胰腺癌细胞的胰岛素样生长因子受体（ＩＧＦＩＲ），

ＩＧＦＩＲ在许多恶性肿瘤中过表达并且与肿瘤细胞的侵袭与转

移相关［１３１４］。

综上所述，本实验从基因和蛋白水平证实了ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ在胃

癌组织中高表达，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路参与了胃癌的发生、发

展及侵润转移等生物学行为。进一步扩大研究对象并采用多种研

究方法检测ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ与胃癌的临床病理意义，可能为胃癌的早

期诊断寻找到敏感标志物并且为临床治疗提供新的靶点。
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规律有效的被动张口训练（特制木楔式撑口器）至少１年。本

研究关节强直患者伴有小颌畸形，为了减轻因颏部畸形造成的

心理压力，提高患者术后生存质量，同期行颏前徙成形手术的

必要性是明确的，由于颏前徙成形手术的手术部位靠前，对下

颌骨后段特别是髁突的移位并未产生特别大的影响，术后所有

患者移植喙突在关节窝内稳定，张口度明显改善，术后面形改

善良好。但有１例患者出现移植喙突明显吸收，可能与局部炎

症及机械刺激强度明显有关。

综上所述，自体喙突移植再造髁突的关节成形手术伴同期

颏前徙成形手术的疗效确切，术后并发症少。因此，两种术式

的早期联合应用，对于颞颌关节强直伴有小颌畸形患者的治疗

是一种新的有效方法。
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［４］ＪｉＷＴ，ＬｉｕＨＪ．ＰＩ３ＫＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
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［５］ ＨａｈｎＷｉｎｄｇａｓｓｅｎＡ，ＮｏｇｕｅｉｒａＶ，ＣｈｅｎＣＣ，ｅｔａｌ．Ａｋｔａｃ
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ｍｅｎｔｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈＡｋｔａｎｄｐ７０Ｓ６Ｋ１：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
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