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$摘要%
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目的
!

探讨
6\]V

依赖性蛋白激酶"

V[\

$两种亚型
V[\.

%

和
V[\.

&

%

6>]V

依赖性蛋白激酶

>

"

V[>

$%血管扩张刺激磷蛋白"

=>DV

$及其两种磷酸化蛋白
4

.=>DVD7<$;-

和
4

.=>DVD7<1'(

在结直肠癌

"

GJG

$组织中的表达水平及临床意义'方法
!

收集云南省肿瘤医院结直肠外科
1%$;

年
'X(

月收治的
1%

例有

完整病理资料的
GJG

患者通过手术切除获得的癌组织及其同源的正常癌旁组织!用
Z7+37<,M:"3

检测上述组

织中的
V[\.

%

%

V[\.

&

%

V[>

%

=>DV

%

4

.=>DVD7<$;-

和
4

.=>DVD7<1'(

的蛋白表达水平!进行统计分析'

同时!分析这些蛋白表达与年龄%性别等病理数据的相关性'结果
!

GJG

组织中的
V[\.

%

%

V[\.

&

%

=>DV

%

4

.=>DVD7<$;-

和
4

.=>DVD7<1'(

的蛋白表达均显著低于正常的癌旁组织 "

J

$

%&%;

$!而
V[>

差异无统计学

意义"

J

%

%&%;

$#并且所有蛋白因子和性别%年龄%肿瘤分化程度及
LY]

分期等一般病理数据无显著性相关'

结论
!

V[\

两种亚型与
=>DV

及其两种磷酸化蛋白在
GJG

组织显著降低!可能会成为临床诊断治疗
GJG

的

新靶点'
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发生在结肠和直肠的结直肠癌#

6":"<7639:69,6.
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GJG

$是全球第三大常见恶性肿瘤'

$

(

)据世界卫生

组织预计%到
1%'%

年%

GJG

的预期发病者超过
11%

万

新病例和
$$%

万死亡'

1

(

)在我国%

GJG

的发病率和病

死率每年均保持上升趋势%由高到低依次为东部地

区*中部地区*西部地区%且男性高于女性%年长者高

于年轻者'

'.0

(

)

GJG

的一般治疗手段包括手术切除*

放射治疗和化疗'

;

(

)另外%使用抗血管生成疗法#如

贝伐单抗$和表皮生长因子受体#

7

4

#327:#9:

I

<"T32

P963"<<767

4

3"<

%

H\AJ

$抑制剂#如西妥昔单抗$的靶

向治疗也只在特定患者中有一定治疗作用'

).-

(

%但患

者的生存率仍然不高%

;

年内约为
)%̂

'

/

(

%因此%需要

寻找新的治疗方案)

6\]V

依赖性蛋白激酶#

6\]V.!7

4

7,!7,3

4

<".

37#,5#,9+7

%

V[\

$是一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶)

在哺乳动物细胞中%

V[\

有两种亚型%即
V[\.

%

和

V[\.

&

)近年来的一些研究表明%

V[\

具有舒张血

管%改善血管功能等作用'

(.$%

(

%但在抗肿瘤特别是抗结

肠癌方面鲜为少见)

6>]V

依赖性蛋白激酶
>

#

6>]V.!7

4

7,!7,3

4

<"37#,5#,9+7

%

V[>

$与
V[\

同

样是一种丝氨酸"苏氨酸激酶%目前对
V[>

的研究大

多集中在大脑学习记忆方面%包括神经退行性疾病阿

尔兹海默症和帕金森病等'

$$.$1

(

%但关于结肠癌方面的

报道却较少)血管扩张刺激磷蛋白#

N9+"!#:93"<.+3#8.

O:937!

4

2"+

4

2"

4

<"37#,

%

=>DV

$是一种调节细胞形状

和极性的肌动蛋白结合蛋白%是
V[\

与
V[>

的共同

作用底物蛋白)

V[\

优先磷酸化
D7<1'(

#

4

.=>DV

D7<1'(

$处的
=>DV

%而
V[>

则是优先磷酸化
D7<$;-

#

4

.=>DVD7<$;-

$处的
=>DV

)有报道指出%

=>DV

蛋白的表达与癌症患者的疾病进展呈正相关%并且强

调了它在恶性肿瘤中的重要性'

$'

(

)因此作者推测%作

为
=>DV

的直接上游蛋白激酶%

V[\

与
V[>

的表达

与活性的变化与
GJG

有关)

基于以上文献报道%本研究通过检测分析
GJG

组织中
V[\

*

V[>

*

=>DV

及其磷酸化蛋白的表达情

况%旨在为
GJG

患者寻找到新的治疗靶点)

I

!

资料与方法

I&I

!

一般资料
!

收集
1%$;

年
'X(

月云南省肿瘤医

院结肠外科经手术切除的
1%

例患者的癌变组织及其

癌旁正常组织)

1%

例患者相关的临床病例指标包括

性别*年龄*肿瘤直径大小*肿瘤分化程度*

LY]

分期

以及肿瘤标志物癌胚抗原#

GH>

$及糖蛋白
$1;

#

G>.

$1;

$的测定结果)所有组织标本在手术完成后
'%

8#,

获得%再放于液氮中保存)

I&J

!

方法

I&J&I

!

主要试剂与仪器
!

V[\.

%

兔单抗 #货号!

.

'10/

$*

V[\.

&

兔单抗 #货号!

.

'10/

$*

V[>

兔单

抗 #货号!

'(1-D

$以及
\>VE@

兔单抗#货号!

.

1$$/

$均购自美国
G7::+#

I

,9:#,

I

3762,":"

IQ

公司&

=>DV

兔多抗#货号!

DG.$'(;

$*

4

.=>DVD7<1'(

兔多

抗#货号!

DG.1';%-

$*

4

.=>DVD7<$;-

鼠单抗#货号!

DG.');;)'

$*羊抗兔二抗#货号!

DG.1%%;

$和羊抗鼠二

抗#货号!

DG.1%%0

$均购自美国
D9,396<OR

公司&二辛

酸#

FG>

$蛋白浓度测定试剂盒#货号!

V%%$1

$购自上

海碧云天生物技术有限公司&

Z7+37<,M:"3

检测所用

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶#

DED.V>\H

$电泳

仪和半干转仪购自美国
FBc.J>c

公司)

I&J&J

!

Z7+37<,M:"3

分析
!

将标本从液氮中取出后%

快速剪成小块后在冰上进行匀浆)收集匀浆经
0_

$%%%%b

I

离心
$%8#,

%取上清液)以牛血清清蛋白

为标准%用
FG>

法对蛋白进行浓度测定)上样
1%

#

I

蛋白进行
$%̂ DED.V>\H

电泳%后予
$;=

%

'%8#,

半干转印至聚偏氟乙烯#

V=EA

$膜上)在室温下%用

;̂

脱脂奶粉
LFDL

缓冲液对膜进行封闭
$2

)

LFDL

洗膜
'

次%每次
; 8#,

)

V[\.

%

*

V[\.

&

*

V[>

*

=>DV

*

4

.=>DVD7<$;-

和
4

.=>DVD7<1'(

各个抗体

#

$̀ ;%%

!

$̀ $%%%

$

0_

孵育过夜)如前所述洗膜

后%将膜与辣根过氧化物酶标记的抗
B

I

\

抗体

#

$̀ /%%%

!

$̀ $%%%%

$室温孵育
$2

)洗膜%化学发

光#

HGC

$试剂显迹)同时用
\>VE@

抗体 #

$̀

$%%%%

$作为内参照)采用
D6#",B89

I

7

图像分析系

统对
Z7+37<,M:"3

图像进行分析计算)每例标本每

个蛋白重复
'

次)

I&K

!

统计学处理
!

采用
D#

I

89D393'&;

统计分析软

件对数据进行分析处理)在检测
GJG

组织中各

V[\

*

V[>

*

=>DV

及其磷酸化蛋白的表达与临床病

理指标的关系时%对于性别*年龄*肿瘤大小*分化程

度和
LY]

分期病理指标采用
=

检验&对于
GH>

与

G>.$1;

的相关性检验采用
V79<+",G"<<7:93#",

检

验)

Z7+37<,M:"3

实验所得数据为目标基因与内参

\>VE@

的比值%以
LaD

表示%其中呈正态分布且方

差齐的数据采用单因素方差分析#

",7.T9

Q

>Yc=>

$

的
A#+27<C79+3.D#

I

,#P#69,3E#PP7<7,67

检验)采用

D#

I

89V:"3$%&%

图形软件进行作图)以
J

$

%&%;

为

差异有统计学意义)

J

!

结
!!

果

J&I

!

临床病理指标的相关性分析
!

V[\.

%

*

V[\.

&

*

V[>

*

=>DV

*

4

.=>DVD7<$;-

和
4

.=>DVD7<1'(

各蛋白经
Z7+37<,M:"3

检测%发现其在每例
GJG

标

本中均有表达)这些蛋白的表达水平与患者性别*年

龄*肿瘤大小*分化程度*

LY]

分期及
GH>

和
G>.

$1;

有一定的相关性%但差异无统计学意义#

J

%

%&%;

$%见表
$

)

J&J

!

Z7+37<,M":3

检测结果
!

Z7+37<,M:"3

结果显示%

GJG

组织中的
V[\.

%

*

V[\.

&

*

=>DV

*

4

.=>DVD7<$;-

和

4

.=>DVD7<1'(

蛋白表达水平均显著低于癌旁正常组织

#

J

$

%&%;

$)然而%

GJG

组织中的
V[>

蛋白表达水平与

癌旁正常组织相比并无明显差异%见图
$

)
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表
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组织中各蛋白因子与临床病理指标的相关性!

!$%&

"

项目
! '()! '()% '(*

+

,-*.'./0%12

+

,-*.'./0!34 -*.'

性别!

"

"

&5364 &5&44 &5%67 &526& &52%& &58%%

!

男
2

!

女
!!

年龄!

"

"

&5%&& &5&26 &5367 &5!33 &5!21 &5217

!"

34

岁
!&

!#

34

岁
!&

肿瘤大小!

"

"

&5&82 &524& &5144 &524! &5688 &5%86

!"

1539: !&

!#

1539: !&

分化程度!

"

"

&5%22 &5!&6 &546% &5841 &53!4 &5&84

!

中分化
!&

!

中低分化
!&

;<=

分期!

"

"

&578% &5!1% &54!% &5272 &5117 &5342

!!"#

2

!$"%

!!

相关性!

#

"

!

">* %& &5336 &5171 &517% &5%!8 &532% &5!6!

!

"*,!%3 %& &52!2 &5226 &574! &5%2% &5%31 &5113

!!

!

#癌旁正常组织$

%

#结直肠癌组织$

?

#

"

$

&5&3

%

@

#

"

$

&5&!

%与癌旁正常组织比较

图
!

!!

A/BC/0D@EFC

检测
"#"

组织与癌旁正常组织中
'()

#

'(*

#

-*.'

及其磷酸化蛋白表达

!

!

讨
!!

论

!!

'()

是蛋白激酶
*)"

家族的成员%从两个不同

的基因转录为两种亚型%即
'(),

!

和
'(),

#

&

'(),

!

分布比较广泛%在血管平滑肌细胞!

-.="

"'

神经元'血小板'血管和肠平滑肌细胞分布较多%在心

肌'血管内皮和大多数白细胞中表达较少&

'(),

#

表达更多的分布于脑'肠和肾&在肠道中%

'(),

#

参

与囊性纤维化跨膜调节剂阴离子通道和氯通道的活

化%引起氯化物和碳酸氢盐的外排%然后使水流入肠

腔%从而调节肠壁细胞内外的渗透压(

!6

)

&

'(*

是
*

型激酶锚定蛋白家族成员%由催化亚基和抑制性调节

亚基组成%其通过磷酸化底物蛋白或转录因子%以调

节基因的转录翻译&

'(*

参与多个信号转导网络以

调节细胞的生长'代谢及增殖等过程(

!3

)

&

-*.'

属于

接头蛋白
>D?

*

-*.'

家族%可将细胞骨架系统连接

到信号转导通路%并且它在细胞骨架组装'成纤维细
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胞迁移'血小板活化和轴突导向中发挥重要作用(

!7

)

&

-*.'

作为
'()

与
'(*

的共同作用底物%其区别在

于两种激酶对其作用的磷酸化位点不同%分别为
+

,

-*.'./0%12

与
+

,-*.'./0!34

%两种磷酸化蛋白的

表达水平分别可提示
'()

与
'(*

的活化水平&在

本研究中%作者通过检测
%&

例
"#"

患者病变癌组织

与正常癌旁组织中的
'(),

!

与
'(),

#

的表达水平%

发现
"#"

组织中的两种蛋白显著低于正常的癌旁组

织$同时%

"#"

组织中反映
'()

活性的
+

,-*.'

./0%12

的表达水平也显著降低&这一研究结果提示%

'()

蛋白的表达及活性均与
"#"

密切相关&虽然

"#"

组织中
'(*

的表达水平与正常组织中的表达

相比并没有明显差异%但反映
'(*

活性的
+

,-*.'

./0!34

的表达明显降低%这一结果提示%

"#"

虽对

'(*

蛋白表达无显著影响%但对其活性却有显著影

响&另外%

"#"

中的
-*.'

的表达水平同样明显

降低&

A*GH(I#"J

等(

!4

)的研究结果发现
'(),

!

在

肿瘤组织高表达时可以抑制肿瘤细胞的侵袭%因此推

测其可能具有一定的抗肿瘤作用&与正常细胞相比%

许多肿瘤类型的
'(),

!

表达降低%其中也包括从结

肠切除标本中收集的肿瘤组织&有研究表明%

'()

!

对人结肠癌细胞
.A7%&

的生长抑制是由于减少血管

内皮生长因子导致血管生成严重缺乏&有研究人员

提出 其 机 制 可 能 是
'(),

!

参 与 的 凋 亡 通 路

=>((!

*

=>(6

*

K<(

通路有关(

!8

)

&虽然目前还少

有
'(),

#

对结肠癌发生发展作用方面的报道%但已

经有关于其他癌症方面的报道&

L*GG*JI*<

等(

!2

)

的研究结果显示
9)='

可以诱导乳腺癌细胞的凋亡%

并提出这一作用时与
'(),

#

有关&近年来%有研究

显示
'(),

#

在胃癌组织中表达和活性均明显降低%

并且证实提高
'(),

#

活性可明显抑制胃癌细胞的生

长%而这一作用可能与
>)L#

*

=*'(

*

>#(

通路和

>)L#

*

=*'(

*

K<(

通路相关&本研究结果显示%

'(),

!

与
'(),

#

在
"#"

中的表达水平低于正常组

织%并且反映其活性的磷酸化底物
+

,-*.'./0%12

的

蛋白同样在
"#"

组织中表达减少%表明
'()

两种亚

型的表达及活性均被抑制%这一结果与上述
A*GH,

(I#"J

等(

!4

)的结果一致&

钱晶等(

%&

)在研究
"#"

肝转移中
9*='

*

'(*

通

路的作用时发现%给小鼠腹腔注射
9*='

类似物
8,

溴
,9*='

后%原 发 灶 中 的
'(*

有 微 弱 减 少%而

->)L

'

>,

钙粘蛋白及
=='%

的表达却有显著变化&

;I<.G>M

等(

%!

)研究表明增加
9*='

以激活结肠肿

瘤细胞中的
'(*

并不显著促成细胞死亡&然而%

G>I'J#*('*=

等(

%%

)的研究结果发现%在
L>;

和

)>N

结肠癌细胞实验中转化生长因子
&

!

;)L,

&

"和

胰岛素样生长因子
!

受体!

I)L!#

"增加细胞凋亡的

机制可能与
'(*

的激活有关&

'()

与
'(*

是分别依赖于细胞内
9)='

与

9*='

水平磷酸化特定蛋白的激酶%与其相关的经典

的信号通路分别为
<N,9)=','()

与
*",9*=',

'(*

&

O*OM(P;;M

等(

%1

)的研究显示
<N,9)=',

'()

通过激活
>#(,!

*

%

和
*',!

促进
==',%

*

2

的

表达%可以抑制结肠癌细胞迁移*侵袭&

L#*<"I.

等(

%6

)发现细胞内的磷酸二酯酶!

'H>

"的可同时降低

胞内
9)='

与
9*='

水平%抑制
'()

与
'(*

活性%

并表明非甾体类抗炎药可通过抑制
'H>

的活性可增

加
9)='

与
9*='

水平从而激活
'()

与
'(*

%但通

过抑制
ADC

*

&

,"?C/DQD

信号通路诱导结肠肿瘤细胞

凋亡仅与
'()

有关(

%3

)

&

-*.'

作为一种肌动蛋白结合蛋白%也是细胞骨

架蛋白%它控制着癌细胞的形状'极性和细胞分裂%迁

移和侵袭的膜组织&有研究表明%

-*.'./0

磷酸化

作为调节肌动蛋白聚合速率和细胞骨架依赖性细胞

器的关键因子%调控着丝状伪足'板状伪足'侵袭伪

足'粘着斑和细胞
,

细胞连接等肌动蛋白依赖的膜细胞

器(

%7

)

&宋胜江等(

%4

)的研究发现%

-*.'

在结直肠癌

组织中的表达明显高于相对应的癌旁正常组织%这一

结果与本研究结果一致&

*GI

等(

%8

)研究结果发现%分

别抑 制
+

,-*.' ./0!34

和 诱 导
+

,-*.' ./0%12

-*.'

磷酸化可控制肌动蛋白细胞骨架组装以及结

肠癌细胞的存活和死亡行为%这一结果表明%

-*.'

./0

磷酸化的失调可能是造成结肠癌永生和侵袭性细

胞表型发育的潜在因素&在本研究中反映
'(*

活性

的
+

,-*.'./0!34

在
"#"

组织中与
+

,-*.'./0%12

同时降低%与
*GI

等(

%8

)研究相悖%推测可能与研究对

象不同有关#

*GI

等(

%8

)研究用的结肠癌细胞%细胞种

类较为单一%而本研究中用的是结肠癌组织%可能其

中也含有其他细胞种类$另外%由于临床标本珍贵'难

得%推测可能与本研究的样本量偏少有关%在后续相

关研究中%将考虑增大样本量&

本文系统的研究了
'()

两种亚型'

'(*

'

-*.'

以及反映
'()

与
'(*

活性的两种
-*.'./0

磷酸

化蛋白的表达水平在
"#"

组织已经正常癌旁组织中

的表达%研究结果提示
'()

两种亚型的活性及表达

与
"#"

发生发展密切相关&这一结果与目前的相关

报道呈现一致性&目前%信号转导研究揭示药物开发

的新治疗靶点%这种前景正在改善$而本研究结果正

是为临床诊断治疗
"#"

寻找到新的治疗靶点提供了
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