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  [摘要] 目的 研究胃癌组织环氧合酶-2(COX-2)、血管内皮生长因子(VEGF)、纤维细胞生长因子2
(FGF2)的表达及其与微卫星不稳定性的关系。方法 选取温州市中医院2014年1月至2018年6月确诊为胃

癌的67例患者作为研究对象,检测患者胃癌及癌旁正常组织COX-2、VEGF、FGF2的情况及5个位点的微卫

星不稳定性状态。结果 高微卫星不稳定性COX-2低表达率高于COX-2高表达率,高微卫星不稳定性COX-
2低表达率高于微卫星稳定性COX-2低表达率,差异有统计学意义(P<0.05)。高微卫星不稳定性VEGF高

表达率低于微卫星稳定性及低微卫星不稳定性,高微卫星不稳定性VEGF高表达率明显低于同状态VEGF的

低表达率,差异有统计学意义(P<0.05)。高微卫星不稳定性FGF2高表达率高于微卫星稳定性及低微卫星不

稳定性,高微卫星不稳定性FGF2高表达率高于同状态FGF2低表达率,差异有统计学意义(P<0.05)。结

论 胃癌发生过程中可能存在微卫星不稳定性状态,且可能伴随COX-2表达降低,微卫星不稳定性胃癌存在

不同的新生血管形成的途径,其VEGF表达较低,FGF2表达偏高。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

expression
 

of
 

cyclooxygenase-2
 

(COX-2),vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

and
 

fibroblast
 

growth
 

factor
 

2
 

(FGF2)
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

their
 

relationships
 

with
 

microsatellite
 

instability.Methods A
 

total
 

of
 

67
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

gastric
 

cancer
 

from
 

January
 

2014
 

to
 

June
 

2018
 

in
 

hospital
 

were
 

enrolled
 

in
 

this
 

study.COX-2,VEGF,FGF2
 

and
 

microsatellite
 

instability
 

status
 

at
 

5
 

sites
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

were
 

detected.Results The
 

rate
 

of
 

low
 

COX-2
 

expression
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

high
 

COX-2
 

expression
 

in
 

high
 

microsatellite
 

instability,the
 

rate
 

of
 

low
 

COX-2
 

ex-
pression

 

in
 

high
 

microsatellite
 

instability
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

low
 

COX-2
 

expression
 

in
 

microsatellite
 

sta-
bility,the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

rate
 

of
 

high
 

VEGF
 

expression
 

in
 

high
 

mic-
rosatellite

 

instability
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

microsatellite
 

stability
 

and
 

low
 

microsatellite
 

instability,the
 

rate
 

of
 

high
 

VEGF
 

expression
 

in
 

high
 

microsatellite
 

instability
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

low
 

VEGF
 

expression
 

in
 

the
 

same
 

state,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

rate
 

of
 

high
 

FGF2
 

expression
 

in
 

high
 

microsatellite
 

instability
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

microsatellite
 

stability
 

and
 

low
 

microsatellite
 

instability,the
 

rate
 

of
 

high
 

FGF2
 

expression
 

in
 

high
 

microsatellite
 

instability
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

low
 

FGF2
 

expression
 

in
 

the
 

same
 

state,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Microsatellite
 

instability
 

may
 

occur
 

during
 

the
 

development
 

of
 

gastric
 

cancer,and
 

it
 

may
 

be
 

accompanied
 

by
 

decreased
 

expression
 

of
 

COX-2.Microsatellite
 

unstable
 

gastric
 

cancer
 

has
 

different
 

pathways
 

of
 

neovascularization,its
 

VEGF
 

expres-
sion

 

is
 

low,and
 

FGF2
 

expression
 

is
 

high.
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  胃癌是起源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤,位于我国

恶性肿瘤发病率的首位,其主要发病年龄为50岁及

以上,男女比例为2∶1,具有明显的地域差别[1-3]。由

于早期胃癌诊断缺乏有效的特异性临床生物学指标,
且大部分早期胃癌患者无明显临床症状,所以临床上

发现胃癌多已属中、晚期。有研究表明,胃癌的发生

通常受到遗传、环境等多种因素影响。随着现代医疗

水平的不断提高,逐渐有研究发现胃癌组织通常会伴

随环氧合酶-2(cyclooxygenase-2,COX-2)表达升高,
且多数学者研究证实COX-2选择性抑制剂具有良好

的抗肿瘤治疗效果[4-7]。肿瘤的发生基础为新生血管是

目前临床医师广泛接受的理论,人体肿瘤细胞通过刺激

炎性细胞后释放血管新生相关因子,故血管内皮生长

因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)是
一种具有高度特异性的促进血管内皮细胞生长的因

子[8-10]。大量临床研究表明,部分肿瘤患者血清成纤

维细胞生长因子2(fibroblast
 

growth
 

factor
 

2,FGF2)
水平明显高于身体健康者,因此肿瘤患者的血清

FGF2水平可作为临床专科医师进行肿瘤诊断及预后

评估的潜在可靠指标[11-14]。微卫星不稳定性是一种

遗传性改变,现通常将微卫星不稳定性阳性的胃癌划

分为高微卫星不稳定性与低微卫星不稳定性[11,15-16]。
既往对于胃癌COX-2、VEGF、FGF2的表达水平及胃

癌中微卫星不稳定研究较多,但研究COX-2、VEGF、
FGF2与微卫星不稳定性关系的相关性研究较少,故
本研究选取确诊为胃癌的67例患者的临床资料进行

回顾性研究,分析胃癌中COX-2、VEGF、FGF2的表

达及其与微卫星不稳定性的关系,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取温州市中医院2014年1月至

2018年6月确诊为胃癌的67例患者作为研究对象,
其中男44例,女23例,年龄38~75岁,平均(58.12±
3.59)岁,胃肠外科手术切除的胃癌及相应癌旁正常

组织标本各67例用于研究胃癌中 COX-2、VEGF、
FGF2的表达及其与微卫星不稳定性的关系,标本切

除后立即冻存,每个标本一部分用于DNA抽提,剩余

部分由10%甲醛将其固定后石蜡包埋,切片由苏木

素-伊红染色,所有标本均由两位经验丰富的病理科医

师做出病理诊断,排除具有肿瘤家族史及既往接受过

放疗和化疗的患者。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色法检测 COX-2、VEGF、
FGF2表达 石蜡包埋标本层厚4

 

μm进行连续切片

后常规脱蜡,切片放置于柠檬酸缓冲液中进行微波加

热修复抗原,其一抗为浓度为1∶200的山羊抗人

COX-2多 克 隆 抗 体,浓 度 为1∶200的 山 羊 抗 人

VEGF多克隆抗体,浓度为1∶200的山羊抗人FGF2
多克隆抗体,过夜孵育后进行生物素化二抗,其细胞

核用苏木素复染中性树脂进行封片;以细胞质或细胞

核内出现棕黄色颗粒或棕黄色团块为 阳 性 细 胞,
COX-2高表达信号位于细胞质中,以主要显色部位为

判断标准,低表达为COX-2、VEGF、FGF2基本不着

色、着色细胞低于5%或着色细胞占整张切片5%~
25%,高表达为着色细胞范围占整张切片超过25%。
1.2.2 PCR检测微卫星不稳定性 应用DNA提取

试剂盒提取癌组织及癌旁正常组织基因组DNA,紫外

分光光度法定量。DNA抽提具体步骤按照试剂盒说明

书进行,研究对象的肿瘤组织基因组与正常组织基因组

DNA经电泳后确定提取成功,选取5个微卫星位点:
BAT-26、BAT-40、D2S123、D17S250、D5S346,采用同

一条件进行扩增,反应体系为20
 

μL,其模板为200
 

ng,引物各15
 

pmol,其中dNTPs
 

0.5
  

μL,RedTaq
 

DNA聚合酶
 

1.5
  

μL。预变性94
 

℃
 

2.5
 

min,循环参

数为94
 

℃
 

45
 

s、55
 

℃
 

60
 

s、72
 

℃
 

90
 

s,35个循环,72
 

℃延伸10
 

min。产物行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳,
溴化乙锭染色后凝胶成像照相保存,将同一患者的肿

瘤组织与正常组织标本所显示的条带进行比较。判

定标准:肿瘤组织出现DNA条带而正常组织未出现

条带则判断为微卫星不稳定性阳性,阳性标本重复1
次,患者出现2个或2个以上微卫星位点为高微卫星

不稳定性,出现1个微卫星位点为低微卫星不稳定

性,无微卫星位点出现为微卫星稳定性,微卫星位点

越多,则说明肿瘤发生途径与微卫星不稳定性越相

关。其特异性引物合成序列见表1。
表1  微卫星引物序列

引物 序列     

BAT-40

 上游引物 5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'

 下游引物 5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'

BAT-26

 上游引物 5'-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'

 下游引物 5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'

D2S123

 上游引物 5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3'

 下游引物 5'-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3'

D17S250

 上游引物 5'-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3'

 下游引物 5'-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3'

D5S346

 上游引物 5'-ACTCACTCTGATAAATCC-3'

 下游引物 5'-AGCAGATAAGACAGTATTACTACTT-3'

1.3 统计学处理 采用SPSSP22.0软件进行数据

分析,计数资料以频数或百分率表示,比较采用χ2 检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 COX-2表达与微卫星不稳定性的关系 67例

胃癌标本中,微卫星稳定性38例(56.72%),微卫星

不稳定性29例(43.28%),高微卫星不稳定性COX-2
低表达率明显高于COX-2高表达率,差异有统计学

意义(P<0.05)。高微卫星不稳定性COX-2低表达

率明显高于微卫星稳定性COX-2低表达率,差异有

统计学意义(P<0.05)。比较高、低微卫星不稳定性

及微卫星稳定性COX-2表达率的构成,差异有统计

学意义(P<0.05),见表2。
表2  COX-2表达与微卫星不稳定性的关系

组别 n
COX-2

高表达 低表达

高微卫星不稳定性 20 7(35.00) 13(65.00)ab

低微卫星不稳定性 9 7(77.78) 2(22.22) 

微卫星稳定性 38 36(94.74) 2(5.26) 

χ2 24.749

P <0.001

  a:P<0.05,与同状态COX-2高表达比较;b:P<0.05,与微卫星

稳定性COX-2低表达比较

2.2 VEGF表达与微卫星不稳定性的关系 67例胃

癌标本中,高微卫星不稳定性VEGF高表达率明显低

于微卫星稳定性及低微卫星不稳定性,差异有统计学

意义(P<0.05)。高微卫星不稳定性 VEGF高表达

率明显低于同状态VEGF低表达率,差异有统计学意

义(P<0.05)。比较高微卫星不稳定性、低微卫星不

稳定性及微卫星稳定性VEGF表达率的构成,差异有

统计学意义(P<0.05),见表3。
表3  VEGF表达与微卫星不稳定性的关系

组别 n
VEGF

高表达 低表达

高微卫星不稳定性 20 3(15.00) 17(85.00)b

低微卫星不稳定性 9 5(55.55)a 4(45.45)

微卫星稳定性 38 29(76.32)a 9(23.78)b

χ2 19.923

P <0.001

  a:P<0.05,与高微卫星不稳定性 VEGF高 表 达 比 较;b:P<
0.05,与同状态VEGF高表达比较

2.3 FGF2表达与微卫星不稳定性的关系 67例胃

癌标本中,高微卫星不稳定性FGF2高表达率明显高

于微卫星稳定性及低微卫星不稳定性,差异有统计学

意义(P<0.05)。高微卫星不稳定性FGF2高表达率

明显高于同状态FGF2低表达率,差异有统计学意义

(P<0.05)。比较高微卫星不稳定性、低微卫星不稳

定性及微卫星稳定性FGF2表达率的构成,差异有统

计学意义(P<0.05),见表4。

2.4 微卫星不稳定状态PCR检测结果 BAT-26、
BAT-40、D2S123、D5S346、D17S250的微卫星不稳定

状态电泳图,见图1。
表4  FGF2表达与微卫星不稳定性的关系

组别 n
FGF2

高表达 低表达

高微卫星不稳定性 20 18(90.00) 2(10.00)a

低微卫星不稳定性 9 5(55.55)b 4(45.45)

微卫星稳定性 38 22(57.89)b 16(42.11)

χ2 6.759

P 0.034

  a:P<0.05,与同状态FGF2高表达比较;b:P<0.05,与高微卫星

不稳定性FGF2高表达比较

  N:癌旁正常组织;T:胃癌组织

图1  5个位点的微卫星不稳定状态PCR结果

3 讨  论

  微卫星是基因组中的核苷酸简单重复序列,通常

为碱基重复,可用于遗传标记、遗传连锁图的构建及

基因的定位,其微卫星不稳定性则是因复制错误引起

的简单重复序列的变化,进而引起肿瘤的发生与转

移[17-19]。在目前的医疗研究水平下,学界认为人类大

多数疾病发生的主要原因是人体遗传物质的突变。
胃癌微卫星不稳定性在既往研究中的检出率可

达34%,说明微卫星不稳定性能够作为胃癌发展过程

中的诊断指标之一。本研究中高微卫星不稳定性

COX-2低表达率明显高于COX-2高表达率,高微卫

星不稳定性COX-2低表达率明显高于微卫星稳定性

COX-2低表达率。COX-2是在患者体内细胞受到刺

激时迅速合成的限速酶,主要调控细胞增殖与抑制细

胞凋亡、促进患者体内血管生成及肿瘤转移。有研究

表明,COX-2在胃癌、乳腺癌及卵巢癌等肿瘤组织中

表达水平明显降低,本研究结果表明微卫星不稳定性

途径发生的肿瘤通常会伴随COX-2的低表达,与既

往研究结果一致。
VEGF作为一种能够增强微血管渗透性浸润的

强效内皮细胞有丝分裂元,与肿瘤的发展、转移具有

密切关系。VEGF作为肿瘤血管新生最主要的刺激

因子之一,能够解释本研究中微卫星不稳定性胃癌存

在的侵袭性及转移性,也有部分原因可能是依赖于肿

瘤活跃的微血管渗透性。本研究中胃癌 VEGF高表

达,占55.22%(37/67),67例肿瘤标本中,高微卫星
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不稳定性VEGF高表达率明显低于微卫星稳定性及

低微卫星不稳定性,高微卫星不稳定性VEGF高表达

率明显低于同状态VEGF低表达率,本研究在一定程

度上能够说明不同新生血管形成的途径会造成患者

VEGF的表达不同,预后较好可能与 VEGF低表达

相关。
FGF2存在于人体多个器官组织和细胞中,FGF2

在恶性肿瘤组织中的表达会明显升高,与本研究基本

一致。本研究胃癌FGF2高表达45例,占67.16%;
67例肿瘤标本中,高微卫星不稳定性FGF2高表达率

明显高于微卫星稳定性及低微卫星不稳定性,高微卫

星不稳定性FGF2高表达率明显高于同状态FGF2
低表达率,FGF2与细胞膜上相应受体结合后会导致

患者体内肿瘤细胞分裂与增殖,促进肿瘤组织新生血

管的形成,导致患者肿瘤的发生与发展。且既往研究

表明,乳腺癌、肺癌患者血清FGF2表达会明显高于

健康人,进而证实了血清FGF2与肿瘤的相关性。
综上所述,胃癌发生过程中可能存在微卫星不稳

定性状态,且可能伴随COX-2表达降低,微卫星不稳

定性胃癌存在不同的新生血管形成的途径,其VEGF
表达较低,FGF2表达偏高。
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