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胃泌素／ＣＣＫＢ受体环在多种肿瘤中的表达
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［摘　要］目的：研究胃泌素（ＧＡＳ）在多种肿瘤中的表达。方法：应用免疫组织化学检测由４０例肿瘤组织组
成（含８７个点）的组织芯片中ＧＡＳ的表达，同时检测临床相应的肿瘤组织和胃癌细胞ＳＧＣ７９０１、ＡＧＳ、肺癌细胞
Ａ５４９、肝癌ＨｅｐＧ２、乳腺癌细胞ＭＣＦ７中ＧＡＳ和胃泌素受体（ＣＣＫＢＲ）的表达。结果：ＧＡＳ主要表达于细胞质，
组织芯片检测发现ＧＡＳ在食管鳞状细胞癌、胃腺癌、结肠腺癌、肝细胞性肝癌、肺鳞状细胞癌、乳腺浸润性导管
癌中表达；ＧＡＳ在临床肿瘤标本胃癌、肝癌、肺癌、乳腺癌和胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１、ＡＧＳ、肺癌细胞 Ａ５４９、肝癌细胞
ＨｅｐＧ２及乳腺癌细胞ＭＣＦ７中证实 ＧＡＳ阳性表达，同时发现 ＣＣＫＢＲ也在胃癌、肝癌、肺癌和乳腺癌组织及
ＳＧＣ７９０１、ＡＧＳ、Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、ＭＣＦ７细胞株中表达。结论：ＧＡＳ和 ＣＣＫＢＲ在消化道和非消化道肿瘤中表达，
胃泌素／ＣＣＫＢ受体环可能在胃癌、肺癌、肝癌及乳腺癌中起重要作用。
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　　组织微阵列／组织芯片技术（ｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ／
ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ）是一种高通量的研究工具，可以同时对
数十至上千小组织进行分子水平的检测，具有广阔

的应用前景［１］。胃泌素（ＧＡＳ）是一种自分泌生长
因子，主要由胃窦、十二指肠和上段空肠的 Ｇ细胞
分泌，与胃泌素受体（也称胆囊收缩素受体，ＣＣＫ
ＢＲ）结合后发挥作用［２］。ＧＡＳ生理作用是刺激胃
液、胃蛋白酶及胆汁的分泌，促进胃肠运动。近年

来的研究表明ＧＡＳ不仅能促进正常胃肠道黏膜的
生长，对细胞恶性转化、癌细胞生长也有重要作用，

并认为ＧＡＳ与ＣＣＫＢＲ在一些胃肠道肿瘤中的异
常表达可能与肿瘤的发生发展有关［３］。但是，

ＧＡＳ／ＣＣＫＢＲ环是否存在于其它肿瘤，尤其是消
化系统外的肿瘤并不清楚，因此本研究利用组织芯

片技术检测消化道内、外肿瘤中ＧＡＳ的表达，同时
检测组织标本和细胞株中 ＣＣＫＢＲ的表达，探讨
ＧＡＳ／ＣＣＫＢＲ环的表达谱。

１　材料与方法

１．１　材料　人类多器官癌组织芯片购买于上海芯
超生物科技有限公司，组织芯片中病例病史资料齐

全，其中鳞状细胞食管癌５例、胃腺癌６例、结肠腺
癌５例、肝细胞性肝癌６例、肾透明细胞癌６例、肺
腺癌２例、肺鳞状细胞癌４例、乳腺浸润性导管癌
６例，每例癌分２点；癌旁组织各１例，各１点。临
床组织标本来源于病理科２０１２～２０１３年手术切除
胃癌、肺癌、乳腺癌、肝癌的石蜡包埋标本各１０例，
所有标本均经病理确认，患者知情同意及医院伦理

委员会同意。胃癌 ＡＧＳ细胞、胃癌 ＳＧＣ７９０１细
胞、肝癌 ＨｅｐＧ２细胞、肺癌 Ａ５４９细胞和乳腺癌
ＭＣＦ７细胞来源中科院上海细胞库，课题组保存。
１．２　试剂　ＧＡＳ兔抗人多克隆抗体（编号ＲＡＢ－
００８０）、生物素标记二抗工作液（编号ＫＩＴ５００４）和
ＤＡＢ试剂盒均购自福建迈新生物技术开发有限公
司。人 ＣＣＫＢＲ单克隆抗体购自 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司
（ＳＣ－１６６６９０）。
１．３　免疫组织化学染色　将组织芯片、组织切片
放于６０℃烤箱中烤１５ｍｉｎ，二甲苯脱腊和梯度酒
精水化，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，柠檬酸盐缓冲液抗
原修复，微波高火煮沸后，低火 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗
５ｍｉｎ×３次，３％过氧化氢室温避光孵育２０ｍｉｎ，滴
加兔多克隆抗人 ＧＡＳ抗体（１∶４００）或鼠单克隆抗
人ＣＣＫＢＲ抗体（１∶１００），ＰＢＳ代替一抗作为空白

对照，湿盒内４℃孵育过夜，，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３
次，滴加 ＨＰＲ－羊抗兔或羊抗鼠二抗，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ×３次，滴加 ＤＡＢ室温显
色，显微镜下观察，双蒸水冲洗终止反应，自来水泡

５ｍｉｎ，苏木素复染１ｍｉｎ，自来水冲洗２ｍｉｎ，１％盐
酸酒精分化，自来水返蓝 ２ｈ，分级酒精（７０、８０、
９０、１００％）脱水、二甲苯透明、树胶封片，显微镜下
拍照。

１．４　免疫细胞化学染色　分别对ＡＧＳ细胞、ＳＧＣ
７９０１细胞、ＨｅｐＧ２细胞、Ａ５４９细胞、ＭＣＦ７细胞进
行ＧＡＳ和 ＣＣＫＢＲ的免疫化学染色。操作如下：
将盖玻片放入 ６孔板，加 ０１％的多聚赖氨酸
２ｍＬ，４℃过夜，３７℃温箱１ｈ后ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×
３次，紫外线消毒备用。取对数生长期的细胞，经
０２５％胰酶消化后制成细胞悬液，以１×１０５个细
胞数加入备用的６孔板中，制成细胞爬片，ＰＢＳ冲
洗５ｍｉｎ×３次，加无水乙醇固定４０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗
５ｍｉｎ×３次，３％过氧化氢室温封闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗５ｍｉｎ×３次，０３％Ｔｒｉｔｏｎ×１００室温２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，余下操作与免疫组织化学
相同。将细胞内出现淡黄色至褐黄色细小颗粒判

定为ＧＡＳ阳性或ＣＣＫＢＲ阳性。

２　结果

２．１　ＧＡＳ在多种肿瘤组织芯片中的表达　组织
芯片经免疫组织化学染色后无掉片、重叠、扭曲移

位、皱褶及脱片现象（图１Ａ）。ＧＡＳ主要表达于细
胞质，在食管鳞状细胞癌、胃腺癌、结肠腺癌、肝细

胞性肝癌、肺鳞状细胞癌及乳腺浸润性导管癌组织

中ＧＡＳ表达阳性，肾透明细胞癌组织中 ＧＡＳ表达
阴性，见图１Ｂ～Ｇ。
２．２　ＧＡＳ和ＣＣＫＢＲ在多种肿瘤病理切片中的表
达　为了对组织芯片中阳性表达的标本进行验证，
取相应肿瘤的手术切除病理标本，用免疫组织化学

检测ＧＡＳ和ＣＣＫＢＲ的表达，结果可见胃腺癌、肝
细胞性肝癌、肺鳞状细胞癌、乳腺浸润性导管癌中

ＧＡＳ和ＣＣＫＢＲ的表达均为阳性（图２）。
２．３　ＧＡＳ和ＣＣＫＢＲ在体外肿瘤细胞株的表达　
为了进一步证实 ＧＡＳ／ＣＣＫＢＲ环在多种肿瘤中
存在，本研究用免疫细胞化学检测胃癌 ＳＧＣ７９０１
细胞、胃癌ＡＧＳ细胞、肺癌Ａ５４９细胞、肝癌ＨｅｐＧ２
细胞及乳腺癌ＭＣＦ７细胞中ＧＡＳ和ＣＣＫＢＲ的表
达，结果均为阳性（图３）。
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Ａ：组织芯片；Ｂ：食管鳞状细胞癌；Ｃ：胃腺癌；Ｄ：结肠腺癌；Ｅ：肝细胞性肝癌；Ｆ：肺鳞状细胞癌；Ｇ：乳腺浸润性导管癌

图１　ＧＡＳ在肿瘤组织芯片中的表达（×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐｓ（×１００）

Ａ：胃腺癌；Ｂ：肺鳞状细胞癌；Ｃ：肝细胞性肝癌；Ｄ：乳腺浸润性导管；１：空白对照；２：ＧＡＳ阳性；３：ＣＣＫ－ＢＲ阳性

图２　ＧＡＳ及ＣＣＫＢＲ在肿瘤组织中表达（×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎａｎｄＣＣＫＢＲｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（×４００）
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Ａ：胃癌ＳＧＣ７９０１细胞；Ｂ：胃癌 ＡＧＳ细胞；Ｃ：肺癌 Ａ５４９细胞；Ｄ：肝癌 ＨｅｐＧ２细胞；Ｅ：乳腺癌 ＭＣＦ７细胞。
１：空白对照；２：ＧＡＳ阳性；３：ＣＣＫＢＲ阳性

图３　ＧＡＳ及ＣＣＫＢＲ在肿瘤细胞中表达（×２００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎａｎｄＣＣＫＢＲｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（×２００）

３　讨论

近年的研究发现，ＧＡＳ作为一种自分泌生长
因子，广泛存在于胃肠道和胰腺组织内，可通过自

分泌，旁分泌及神经内分泌方式发挥作用。ＧＡＳ
的异常表达与肿瘤的发生发展密切相关。研究发

现，ＧＡＳ与ＣＣＫＢＲ结合后不仅能促进正常胃肠道
黏膜的生长，对细胞恶性转化、癌细胞生长也会产

生影响［４］。Ｍｉｃｈａｅｌ等［５］指出胃癌患者血清 ＧＡＳ
水平明显升高，手术切除肿瘤后，血清胃泌素明显

下降，肿瘤复发时ＧＡＳ水平又再次升高，提示ＧＡＳ
的升高可以作为胃癌的早期诊断、监测治疗、预测

复发的一个较好的生物学标志物。高水平 ＧＡＳ及
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其中间代谢物对不同大肠癌肿瘤细胞株具有明显

的促生长作用，并可以促进结肠上皮组织增生，增

加结直肠癌发病的概率［６］。也有研究表明，ＧＡＳ
处理胃癌细胞后，通过ＣＣＫＢＲ可能激活蛋白激酶
Ｃ、磷脂酰肌醇３激酶及丝裂酶原蛋白激酶等肿瘤
生长相关蛋白的信号途径，从而导致胃癌细胞的增

殖与转移［７］。随着研究的不断深入，发现在胃癌、

直肠癌、胰腺癌等恶性肿瘤中，ＧＡＳ与 ＣＣＫＢＲ都
有不同程度的表达，尤其在胃肠道肿瘤中均复合表

达ＧＡＳ与 ＣＣＫＢＲ［８－１０］，因此推测肿瘤细胞自分
泌的 ＧＡＳ通过与瘤细胞表达的 ＣＣＫＢＲ结合，促
进了胃肠道肿瘤的发生，并建立了 ＧＡＳ促进肿瘤
细胞生长的自分泌环假说［１１－１３］。有文献报道除了

胃肠消化道肿瘤以外，ＧＡＳ／ＣＣＫＢＲ在其它恶性
肿瘤中可能也有重要作用［１４－１５］。

组织芯片是生物芯片技术的一个重要分支。

该技术自１９９８年问世以来，以其大规模、高通量、
标准化等优点得到大范围的推广应用。本研究采

用免疫组织化学方法，运用组织芯片检测发现

ＧＡＳ不仅在食管鳞状细胞癌、胃腺癌、结肠腺癌和
肝细胞性肝癌等消化道肿瘤表达，也在鳞状细胞肺

癌、乳腺浸润性导管癌等非消化道肿瘤中高表达，

揭示ＧＡＳ可能在非消化道肿瘤的发生发展中也有
重要作用。为了验证这个结果，本研究检测了胃

癌、肝癌、肺癌及乳腺癌的病理组织和细胞株，发现

ＧＡＳ／ＣＣＫＢＲ环复合表达在胃癌、肝癌、肺癌和乳
腺癌组织和细胞株中。除了这４种肿瘤外，课题组
在前期工作中还发现 ＣＣＫＢＲ基因和蛋白在脐静
脉血管内皮细胞 ＨＵＶＥＣ、神经母细胞瘤细胞 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ、肺癌细胞 ＮＣＩＨ４４６、前列腺癌细胞 ＤＵ１４５、
膀胱癌细胞Ｔ２４、胚肾细胞ＨＥＫ２９３、宫颈癌及膀胱
癌组织中表达。这些研究结果提示 ＧＡＳ和 ＣＣＫ
ＢＲ构成的自分泌环广泛存在于多种肿瘤组织中，
可能在肿瘤的发生发展中起重要作用。
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