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组织芯片分析 PRSS2 蛋白在胃癌组织中的表达与意义
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摘摇 要:摇 目的摇 采用组织芯片分析 PRSS2 蛋白在胃癌组织中表达与意义,为获取胃癌诊断相关的蛋白分子

提供实验资料。 摇 方法摇 首先收集 8 例胃癌手术切除标本,包括正常胃粘膜、癌旁组织与胃癌组织,选用 Western鄄
blotting 方法检测 PRSS2 蛋白在正常胃粘膜、癌旁组织与胃癌组织中的表达;其次运用免疫组织化学染色方法观察

组织芯片(包括正常胃粘膜、癌旁和胃癌组织)中 PRSS2 蛋白在胃癌组织中的表达,分析其临床意义。 摇 结果摇 胃

癌组织中 PRSS2 蛋白表达较正常胃粘膜和癌旁组织明显升高,癌旁组织中的表达较正常胃粘膜组织升高;正常胃

粘膜、癌旁和胃癌组织中 PRSS2 蛋白的阳性表达率分别为 14. 29% (5 / 34)、26. 92% (7 / 26)和 77. 78% (63 / 81),在
胃癌组织中高分化、中分化和低分化腺癌的阳性表达率分别为 60. 00% (3 / 5)、70. 59% (12 / 17)和 81. 36% (48 /
59);PRSS2 蛋白的阳性表达与胃癌组织的分化程度也呈现负相关。 摇 结论摇 PRSS2 蛋白在胃癌组织中表达较正

常胃粘膜和癌旁组织高,癌旁组织中的表达较正常胃粘膜组织高,该蛋白表达与胃癌组织的发生和分化程度有关。
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Significance and Expression of PRSS2 Proteins Analyzed
by Tissue Array in Gastric Cancer Tissue

ZHAO Qiang,ZHANG Zhiwei,XIAO Juan,et al
(Department of Pathology,the First Affiliated Hospital,University of Southern China,

Hunan,Hengyang 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 The significance and expression of PRSS2 protein was analyzed by tissue array in gastric cancer
tissue and provide valuable data for finding diagnosis related protein of gastric cancer. 摇 Methods摇 The 8 cases including normal
gastric mucosa,cancer side tissue and gastric cancer were respectively collected. The expression of PRSS2 proteins was checked
by Western鄄blotting. Then,the expression of PRSS2 protein was detected in gastric tissue arrays including normal gastric mucosa,
cancer side tissue and gastric cancer by immunohistochemistry staining. The clinical pathology significance of expression of PRSS2
protein was analyzed in gastric cancer tissue. 摇 Results摇 The expressions of PRSS2 protein was higher in gastric cancer tissue
than that in normal gastric mucosa and cancer side tissue. It was higher in cancer side tissue than that in normal gastric mucosa.
The expression positive rates of PRSS2 protein were 14. 29% (5 / 34),26. 92% (7 / 26) and 77. 78% (63 / 81) in normal gastric
mucosa,cancer side tissue and gastric cancer tissue,respectively. The expressiong of PRSS2 was 60. 00% (3 / 5),70. 59% (12 /
17) and 81. 36% (48 / 59) in gastric well differentiated,middle differentiated and poorly differentiated adenocarcinoma,respec鄄
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tively. (P <0. 01). There are negative relation between tissue differentiation level of gastric cancer and the expression positive rate
of PRSS2(P <0. 01). 摇 Conclusion摇 The expression positive rate of PRSS2 protein was higher in gastric cancer tissue than that
in normal gastric mucosa and cancer side tissue and higher in cancer side tissue than in normal gastric mucosa tissue. The expres鄄
sion of PRSS2 protein was related with effluence and differentaiation level of gastric cancer tissue.

Key words:摇 Gastric cancer;摇 PRSS2 protein;摇 protein expression;摇 differentaiation level

摇 摇 胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一[1,2]。 近年

来,我国胃癌发病率呈逐渐下降趋势,但呈现年轻化

趋势,仍严重威胁着人们的健康与生命[3鄄5]。 早期

诊断是目前防治胃癌的关键,因此寻找高效、敏感的

胃癌诊断标记物,对提高胃癌早期诊断,改善整体疗

效,延长患者生命具有十分重要的意义。 本研究旨

在分析 PRSS2 蛋白在胃癌中表达与意义,为胃癌早

期诊断及评估患者预后提供有价值的资料。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 摇 收集 8 例南华大学附一医院胃癌手

术切除标本,其中男性 7 例,女性 3 例,年龄 38 ~ 72
岁,平均年龄约 48 岁。 标本收集时以距癌灶 10 cm
以上者为正常胃粘膜组织(经病理确诊为正常胃粘

膜组织),距癌灶 3 ~ 5 cm者为癌旁组织(经病理确

诊为非典型增生或伴肠上皮化生的胃粘膜组织)。
上述所有患者术前均未进行化疗或放疗,所有标本

均经病理确诊。
组织芯片由湘潭市第一人民医院病理科吴勇军

主任医师制作赠送。 芯片中包括正常胃粘膜、癌旁

与胃癌组织,芯片中组织样本取自 2003 年 ~ 2009
年湘潭市第一人民医院手术切除胃癌标本 81 例,其
中高分化腺癌 5 例、中分化腺癌 17 例、低分化腺癌

59 例。 所有胃癌患者中男性 56 例,女性 25 例,年
龄 27 ~ 81 岁,平均年龄为 55. 35 岁;芯片中另有 34
例正常胃粘膜对照(经病理确诊),芯片包括 5 伊 10
个点阵,芯片中包含的所有组织均经病理确诊[5],
患者也未进行化疗或放疗。 鼠抗人 PRSS2 蛋白抗

体购自上海优宁维生物科技有限公司,SP 免疫组化

检测试剂盒均购自福建迈新生物技术有限公司。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 Western鄄blotting摇 将收集组织加入组织裂解

液后,在匀浆器中研磨,制备总蛋白液,测定浓度后,
以各泳道 50 滋g 的总蛋白进行 10% SDS 不连续聚

丙烯酰胺凝胶电泳,转膜、封闭,一抗(1颐 1 000)及抗

茁鄄actin 单体(1颐 2 000)4 益孵育过夜,洗膜后,HRP

标记的羊抗兔二抗(1 颐 1 000)孵育、洗膜、发光、曝
光、显影、定影以及分析结果。
1. 2. 2摇 免疫组织化学染色摇 操作按照超敏 SP 试剂

盒所附说明书进行,用已知阳性片作阳性对照(福建

迈新生物有限公司提供),同时用 PBS 替代第一抗体

作阴性对照,实验步骤如下:将制备好的石蜡切片

58 益隔水式恒温培养箱中过夜;二甲苯脱蜡 2 次后

水化,PBS 洗片 3 次,每次 3 min;将切片浸入盛有枸

椽酸盐缓冲液容器中微波炉加热进行抗原修复;加
3%过氧化物酶阻断液,37 益 15 min,PBS 洗片 3 次,
每次 3 min;加足量非免疫性动物血清,37 益 10 min,
阻断非特异性结合位点;分别滴加一抗,置湿盒中 4
益冰箱过夜;滴加生物素标记的二抗,37 益 15 min;
滴加链霉菌抗生物素蛋白鄄过氧化物酶溶液,37 益 15
min; DAB 显色、苏木素复染、返蓝、脱水、透明、封片、
显微镜观察、照相(结果阳性部位呈棕黄色)。
1. 2. 3摇 免疫组织化学染色结果判定摇 组织芯片中

黄色、棕色、棕褐色部位为蛋白阳性表达。 选取五个

不重复视野,记数组织中细胞总数与阳性表达细胞

数,计算阳性表达率。 蛋白表达结果的判定,按染色

强度与阳性细胞数占细胞总数的百分比综合计

分[2鄄4]。 染色强度:无色者为 1 分,黄色者为 2 分,棕
褐色者为 3 分;阳性细胞数:臆总数的 10% 者为 1
分;11% ~50%者为 2 分; > 50%者为 3 分。 将染色

强度分值与阳性细胞数分值相乘,1 分者为阴性

“ - 冶;2 ~ 4 分者为阳性“ + 冶,逸6 分者为强阳性“ +
+ + 冶,其中阳性细胞数 > l0%者为阳性表达。
1. 2. 4摇 统计学处理摇 采用 SPSS17. 0 统计软件对所

有数据进行统计处理和分析。 选用 字2 检验分析

PRSS2 蛋白的表达与不同胃组织临床资料的关系,
以 P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 Western鄄blotting 检测 PRSS2 蛋白的表达 摇 摇
PRSS2 蛋白在胃癌组织中的表达较正常胃粘膜和癌

旁组织低。 同时,癌旁组织中 PRSS2 蛋白表达较正
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常胃粘膜组织低(图 1)。

图 1摇 PRSS2 蛋白的表达摇 1:正常胃粘膜;2:癌旁组织;3:胃癌组织

2. 2摇 免疫组织化学染色观察 PRSS2 蛋白的表达

采用免疫组织化学染色检测 PRSS2 蛋白在组织芯

片中的表达。 结果显示 PRSS2 蛋白表达主要位于

细胞浆(图 2)。

图 2摇 免疫组织化学检测组织中 PRSS2 蛋白表达代表切片

A:正常胃粘膜( - );B:癌旁组织( + );C:高分化腺癌( + + );D:中
分化腺癌( + + + );E:低分化腺癌( + + + ). A1、B1、C1、D1 和 E1
放大倍数为 40 倍;A2、B2、C2、D2 和 E2 放大倍数为 400 倍

2. 3摇 PRSS2 蛋白表达情况的分析摇 摇 根据免疫组

织化学染色结果,分别计算 PRSS2 蛋白在不同类型

组织中的阳性表达率。 PRSS2 蛋白在正常胃粘膜、
癌旁组织及胃癌组织中的阳性表达率分别为

14郾 29% (5 / 34)、26. 92% (7 / 26) 和 77郾 78% (63 /
81)。 胃癌组织中 PRSS2 蛋白的阳性表达率较正常

胃粘膜和癌旁组织高。 同时,癌旁组织中 PRSS2 蛋

白的阳性表达率较正常胃粘膜组织高(表 1,P <
0郾 01)。 胃高分化、中分化和低分腺癌中 PRSS2 蛋

白的阳性表达率分别为 60. 00% (3 / 5)、70. 59%
(12 / 17)和 81. 36% (48 / 59),结果提示,PRSS2 蛋白

的表达与胃癌的发生及分化程度有关,即该蛋白在

胃癌组织中高表达,且癌组织分化程度降低,其表达

增加。

表 1摇 不同组织中 PRSS2 蛋白的表达情况

组摇 别 n
PRSS2 蛋白表达

- + ~ + + +
阳性率(% )

正常胃粘膜 34 25 5 14. 29
癌旁组织 26 19 7 26. 92a

胃癌组织
摇 高分化腺癌 5 2 3 60. 00ab

摇 中分化腺癌 17 5 12 70. 59abc

低分化腺癌 59 11 48 81. 36abcd

摇 摇 与正常胃粘膜组比较,a:P < 0郾 01;与癌旁组织比较,b:P <
0郾 01;与高分化腺癌比较, c: P < 0郾 01; 与中分化腺癌比较, d:
P < 0郾 01

3摇 讨摇 摇 论

近年来,人们对胃癌的早期诊断做了大量的系

统研究,使胃癌的早期筛查、诊断与治疗水平均取得

了一定程度的提高,但临床疗效仍有待进一步改观。
现已有一些胃癌诊断分子标记物应用临床的诊断与

治疗,如 CA19鄄9[6]、CEA[7]、Span鄄1[8] 等,但它们针

对胃癌早期诊断的应用效果尚有待分析。 近年来,
随着蛋白组学技术的不断发展,许多胃癌相关蛋白

被不断的发现,为获取胃癌早期诊断的标志物提供

了可能。
胰蛋白酶原 2(PRSS2)是一种丝氨酸蛋白酶,

许多研究均证实其和多种恶性肿瘤密切相关,因此

PRSS2 也称为肿瘤相关胰蛋白酶原 2 ( PRSS2)。
PRSS2 具有以下特征[9鄄11]:多种恶性肿瘤细胞株和

人体恶性肿瘤中均表达该蛋白,其表达与肿瘤的侵

袭与转移机制有关,可直接或间接地水解肿瘤周围

基质蛋白,促进肿瘤细胞的侵袭与转移,其抑制剂可
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抑制肿瘤侵袭,多产生于胰腺外的器官或组织。
PRSS2 是基质金属蛋白酶(MMP)的激活物,能激活

间质胶原酶(MMP鄄1、8 和 13),导致肿瘤细胞周围

的胶原蛋白降解,促进肿瘤细胞的侵袭和转移[12]。
基于 PRSS2 蛋白的功能,结合我们在胃癌组织中的

检测结果,胃癌组织中该蛋白的表达与其分化程度

成负相关,即恶性程度高的低分化腺癌呈现高表达,
低分化腺癌临床常表现易发生侵袭与转移,其在转

移过程中需要 PRSS2 蛋白水解癌细胞周围的基质

蛋白、血管壁组织、淋巴管组织,有利于癌细胞的浸

润、转移。 因此,临床检测该蛋白在癌组织中的表达

水平,可分辨癌细胞的恶性程度与转移能力,对预测

评估患者的预后具有十分重要的意义。
PRSS2 蛋白能够激活蛋白酶激活受体,促进肿

瘤的生长发育[9,10]。 有研究报道[13],结直肠肿瘤组

织 PRSS2 的表达较其周围的正常粘膜组织明显上

调。 我们在胃癌组织中检测该蛋白得到了类似的结

果,即 PRSS2 蛋白在癌组织中高表达,在非典型增

生的胃粘膜也高于正常粘膜组织,结果提示该蛋白

在胃粘膜癌变过程中呈现逐渐上调的现象。 另外,
许多研究显示,多种肿瘤患者体内呈现血清 PRSS2
蛋白的高水平,检测血清中该蛋白的变化,可预测体

内肿瘤的进展情况[14]。 因此,观察 PRSS2 蛋白在胃

癌组织与患者体内血清蛋白的水平,了解该蛋白的

改变情况,有望监测患者体内胃癌的进展情况。 由

于血清检测的简单、便捷,深入揭示该蛋白在胃癌发

生与发展中的作用,有望成为胃癌早期诊断与检测

胃癌发展的蛋白分子。 因胃癌发生发展的多基因与

多因素参与的复杂性,以及本次研究样的本量有限,
临床应用前仍需扩大检测样本进行分析与评估。
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