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［摘　要］目的：分析胃癌患者癌组织及转移淋巴结组织中胃泌素基因的表达，进一步阐明胃泌素与胃癌发
生、发展的相关机制，为胃癌的防治提供实验依据。方法：收集胃癌手术患者的癌组织、癌旁组织、淋巴结组织，

提取及纯化总ＲＮＡ，采用Ｔａｑｍａｎ实时荧光定量ＰＣＲ技术测定胃泌素ｍＲＮＡ的表达。结果：胃泌素ｍＲＮＡ表达
在胃癌组织较癌旁组织降低，为癌旁组织的００６３倍；淋巴组织较癌旁组织增加，为癌旁组织的３５４８２倍；胃泌
素ｍＲＮＡ在胃窦癌组癌组织及淋巴组织较胃体癌组增加，分别为胃体癌组的３０７４倍和９１９０倍；胃泌素 ｍＲ
ＮＡ在淋巴转移组的癌组织及淋巴组织较未转移组增加，分别为未转移组的５９９１２倍和５８９５倍；胃泌素ｍＲＮＡ
在＞Ｔ２组的癌组织及淋巴组织较≤Ｔ２组增加，分别为≤Ｔ２组１５４０倍和１３８３３倍，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００１）。结论：胃泌素在胃癌的发生、发展中有重要的作用，胃泌素与胃癌发生部位、淋巴结转移及临床分型密
切相关。
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　　胃泌素（Ｇａｓｔｒｉｎ）是胃肠道的一种多肽激素，由
Ｇ细胞产生，Ｇ细胞位于胃窦、十二指肠和空肠上
段，大多数 Ｇａｓｔｒｉｎ自幽门腺区域分泌。Ｇａｓｔｒｉｎ能
与胃泌素受体特异性结合，主要具有刺激胃酸分泌

和对胃肠黏膜的营养作用。研究证明，胃泌素也是

一种促生长因子，可刺激胃肠道黏膜增殖，促进胃

癌的发生。胃癌组织中存在胃泌素／ＣＣＫＢ受体
组成的自分泌环（即胃癌细胞既表达ＣＣＫＢ受体，
又分泌胃泌素，胃泌素作为生长因子与细胞膜上

ＣＣＫＢ受体结合，刺激细胞生长），并在胃癌的发
病机制及进程中起重要作用［１］。有关消化道肿瘤

组织、血清中胃泌素水平的研究结果尚不一致，多

数研究结果显示肿瘤患者组织、血清中 Ｇａｓｔｒｉｎ含
量高于健康对照组和胃肠道良性疾病组［１～３］，有实

验结果显示胃癌患者基础状态下Ｇａｓｔｒｉｎ水平明显
低于良性疾病［４］，这可能与其研究方法有关。以

前多采用的是 ＲＴＰＣＲ技术或免疫组化技术进行
研究，这两种方法一种是半定量法、一种是定性法，

具有一定的局限性。实时荧光定量 ＰＣＲ技术，在
ＰＣＲ反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积
累实时监测整个ＰＣＲ进程，通过对每个样品 Ｃｔ值
的计算获得定量结果。目前用 ＴａｑＭａｎ荧光探针
法检测胃癌组织中胃泌素基因表达研究尚未见报

道，尤其是对转移淋巴组织中胃泌素基因表达的研

究未见报道。因此本课题应用 Ｔａｑｍａｎ实时荧光
ＲＴＰＣＲ技术研究胃癌癌组织、淋巴组织中胃泌素
ｍＲＮＡ的表达，探讨胃泌素在胃癌发生发展中的作
用机制，为胃癌防治对策提供依据。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　临床病例来源

选择２００６－２００９年行胃切除并得到病理确诊
的胃癌患者２５例，男２０例，女５例；年龄４１～７７
岁，平均年龄５７９岁。分别取术后胃癌组织、癌周
切缘组织及胃周淋巴结，２０～３０ｍｉｎ内液氮快速冷
冻。癌周切缘组织经术后病理检查未见肿瘤细胞，

淋巴结组织为术中清扫的胃周淋巴结 。

１１２　主要试剂
βａｃｔｉｎ引物和探针、胃泌素引物和探针、Ｔａｑ

ＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＲＮＡ纯化试剂盒均
购于美国应用生物系统公司（ＡＢＩ）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＯｌｉｇｏｄＴ、ｄＮＴＰ购于宝生公司。
１２　方法
１２１　组织标本的采集和保存

手术同时取胃癌组织、癌旁组织及肿大淋巴结

组织，分别放入１ｍｌＲＮＡ保护液，－８５℃存放。
１２２　总ＲＮＡ的提取

运用标准Ｔｒｉｚｏｌ酚－氯仿一步法提取总ＲＮＡ，
用 ＲＮＡ纯化柱进行 ＲＮＡ纯化。用紫外分光光度法
测定ＲＮＡ的量，Ａ２６０／Ａ２８０鉴定ＲＮＡ纯度。
１２３　ＴａｑＭａｎ实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＲＴＰＣＲ）检测胃泌素转录水平

取２０００ｎｇ总ＲＮＡ，经ＭＭＬＶ逆转录酶催化合
成ｃＤＮＡ，以此为模板进行荧光定量ＰＣＲ扩增胃泌
素和βａｃｔｉｎ基因，运用ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ试剂盒在 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００型实时荧光定量
ＰＣＲ仪上检测，根据扩增的曲线，计算出各样本的初
始拷贝数。实验过程中以βａｃｔｉｎ作为内对照。
１２３１　引物、探针序列　由 ＡＢＩ公司提供胃泌
素基因表达试剂盒（ＡＢＩ（Ｓｃｏｒｅｓｂｙ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａ），ＡｓｓａｙＩＤＨｓ００１７４９４５ｍｌ）；ＨｕｍａｎＡＣＴＢ
（ｂｅｔａａｃｔｉｎ）ＥｎｄｏｇｅｎｏｕｓＣｏｎｔｒｏｌ，编号 ４３３３７６２Ｔ；
ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，编号４３０４４３７。
１２３２　ｃＤＮＡ合成　逆转录反应体系２５μｌ：总
ＲＮＡ２０００ｎｇ，加入ＯｌｉｇｏｄＴ１８（１００ｐｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，
ＤＥＰＣ水补足１２μｌ，混匀置７０℃水浴５ｍｉｎ，迅速取
出转置冰上，短暂离心，再加入ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
５μｌ，ＭＭＬＶ５×Ｒｅａｃｔｉｎｂｕｆｆｅｒ５μｌ，４０Ｕ／μｌＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０７５μｌ，２００Ｕ／μｌＭＭＬＶ逆转录酶１μｌ，
加ＤＥＰＣ处理水至２５μｌ。循环参数：４２℃６０ｍｉｎ，
９５℃５ｍｉｎ，４℃ 保存，置－２０℃备用。
１２３３　实时荧光定量 ＰＣＲ　ＰＣＲ反应体系
２０μｌ：包括 ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２
×）１０μｌ，ＴａｑＭａｎＡｓｓａｙｓ试剂 （２０×）１０μＬｌ，ｃＤ
ＮＡ２μｌ，余量用去离子水补足。ＰＣＲ扩增条件：
５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，
６０℃ １ｍｉｎ，共４０个循环。
１３　数据分析和统计学处理

ＡＢＩ７３００型实时荧光定量 ＰＣＲ仪采集待测
Ｇａｓｔｒｉｎ基因及内参照 βａｃｔｉｎ扩增各循环荧光信
号，以 ＳＤＳ１４软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行荧光
收集和资料分析。ＳＤＳ１４软件分析其△△Ｃｔ值及
ＲＱ（ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙ）值，ＲＱ＝２^（－ΔΔＣｔ）。分析
结果以 βａｃｔｉｎ为内对照，计算 Ｇａｓｔｒｉｎ的相对水
平，与对照组的结果进行比较，计算Ｇａｓｔｒｉｎ的表达
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水平。结果用（ｘ±ｓ）表示。采用 ＳＰＳＳ１１５进行
统计分析，多样本比较用单因素方差分析。显著性

水平为 α＝００５，Ｐ＜００５为统计学差异有显著
性。计算公式：△Ｃｔ＝ＧａｓｔｒｉｎＣｔ值 －βａｃｔｉｎＣｔ值，
△△Ｃｔ＝实验组△Ｃｔ－对照组△Ｃｔ（癌旁组△Ｃｔ
），ＲＱ（相对表达量）＝２^（－ΔΔＣｔ）。

２　结果

２１　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ的表达水平
以癌旁组织 ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ的表达量 ２^（－

ΔΔＣｔ）为１，胃癌患者ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ表达癌组织较
癌旁组织降低，为癌旁组织的００６３倍。淋巴组织
较癌旁组织增加，为癌旁组织的３５４８２倍，差异均
有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ在胃癌患者癌旁组织、
癌组织、淋巴组织中的表达

Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎｍＲＮＡＬｉｎｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ，ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ
ｍｕｃｏｓａａｎｄｌｙｍｐｈｔｉｓｓｕｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
分组 ｎ βａｃｔｉｎＣｔ值 ＧａｓｔｒｉｎＣｔ值 ２^（－ΔΔＣｔ）

癌旁组织 ２５ ２４７７±４８３３３８６±７１９ １
癌组织 ２５ ２２９２±６２０３６０１±５１６ ００６３（１）

淋巴组织 １５ ２６６７±７５４３０６１±６２１ ３５４８２（１）

注：（１）与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０５。

２２　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ与胃癌发生部位的相关性
胃窦癌组癌组织、淋巴组织 ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ表

达均较胃体癌组增加，分别为胃体癌组癌组织、淋

巴组织的３０７４倍、９１９０倍，差异均有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ在胃体癌和胃窦癌中的表达
Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎｍＲＮＡＬｉｎｓｔｏｍａｃｈ
ｂｏｄｙｃａｎｃｅｒａｎｄｃａｎｃｅｒｏｆｓｉｎｕｓｖｅｒｔｒｉｃｕｌｉ

胃癌部位 ｎ 取材 βａｃｔｉｎＣｔ值 ＧａｓｔｒｉｎＣｔ值 ２^（－ΔΔＣｔ）
胃体癌 ７ 癌旁组织 ２６４９±４６０３６３５±８１７ １

癌组织 ２０５１±３２４３６７９±４１２ ００１１６
淋巴组织 ２６７７±６１７３２５２±７６０ １７２２

胃窦癌 １８ 癌旁组织 ２１８９±２６２３０７８±６４４ １
癌组织 ２２４４±６３６３６１３±５８４ ００３６
淋巴组织 ２６２７±９９３２７８５±５３９ １５９２１

２３　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ与胃癌转移的相关性
胃癌转移组癌组织及淋巴组织的 ＧａｓｔｒｉｎｍＲ

ＮＡ均较胃癌未转移组增加，分别为胃癌未转移组

癌组织及淋巴组织的５９９１２倍和５８９５倍，差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ与胃癌转移的关系
Ｔａｂ．３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎ

ｍＲＮＡＬａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
转移情况 例数 取材 βａｃｔｉｎＣｔ值 ＧａｓｔｒｉｎＣｔ值 ２^（－ΔΔＣｔ）
淋巴未转

移组

１２ 癌旁组织 ２７６５±３０１３３９２±８６０ １
癌组织 ２１８７±４５０３８８３±１９１ ００００６

淋巴转

移组

１３ 淋巴组织 ２５３６±７８１２８０３±７９６ １２１５１
癌旁组织 ２２９１±３４６３４３６±７５７ １
癌组织 ２１９１±６１３３８１３±２２０ ００３６３
淋巴组织 ２７９９±７９２３３２７±３９９ ７１６４２

２４　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ与胃癌侵润程度的相关性
＞Ｔ２组癌组织及淋巴组织的 ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ

均较≤Ｔ２组增加，分别为≤Ｔ２组癌组织及淋巴组
织的１５４倍、１３８３３倍，差异均有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见表４。

表４　ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ与胃癌侵润的关系
Ｔａｂ．４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｎ

ｍＲＮＡＬａｎｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
胃癌侵润 例数 取材 βａｃｔｉｎＣｔ值 ＧａｓｔｒｉｎＣｔ值 ２^（－ΔΔＣｔ）
≤Ｔ２ ７ 癌旁组织 ２２１８±３１４３０２０±６０９ １

癌组织 ２４４９±６７１３７７６±２２４ ００２６
淋巴组织 ２６８２±８２７３１８７±４０８ ７８２

＞Ｔ２ １８ 癌旁组织 ２５７４±４８４３５８２±７３５ １
癌组织 ２１０１７±５０６３２７２±５８７ ００４
淋巴组织 ２６５８±７８４２９８９±７３７ １０８２９

３　讨论

Ｇａｓｔｒｉｎ是研究最早、最多的多肽类胃肠激素，
广泛存在于胃肠道和胰腺组织内，不仅能刺激胃酸

分泌、营养胃肠道黏膜，而且动物实验及体外细胞

系的研究表明，Ｇａｓｔｒｉｎ对肿瘤细胞尤其是消化道
肿瘤的生长具有促进作用，并且存在于一些消化道

肿瘤中，如胃癌、胰腺癌、结直肠癌等［５，６］。胃癌细

胞能自分泌 Ｇａｓｔｒｉｎ，作为生长因子与癌细胞上胃
泌素受体结合，形成自分泌环，刺激细胞生长，在胃

癌的发病机制及进程中起重要作用［１］。用 Ｇａｓｔｒｉｎ
受体拮抗剂或针对 Ｇａｓｔｒｉｎ受体的抗血清，阻断
Ｇａｓｔｒｉｎ与受体的结合，在体内外实验中均显示能
促进细胞凋亡、抑制肿瘤生长［７，８］。同时 Ｗａｎｇ［９］

研究发现，高胃泌素血症与幽门螺杆菌的感染在胃

癌的发生、发展过程中有协同作用。
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本研究结果显示，ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ表达在胃癌
患者癌组织较癌旁组织降低，为癌旁组织的００６３
倍。Ｇａｓｔｒｉｎ主要由 Ｇ细胞分泌产生，考虑可能与
癌组织 Ｇ细胞数目减少有关。刘锦涛等 ［１０］通过

实验发现浅表性胃炎时 Ｇ细胞无明显变化，萎缩
性胃炎Ｇ细胞密度明显减低，严重萎缩的胃黏膜Ｇ
细胞消失，肠化组织中 Ｇ细胞甚少或缺如，胃窦癌
组织中无Ｇ细胞。ＷｉｎｓｌｏｗＪＬ［１１］认为 Ｇ细胞计数
是反映慢性萎缩性胃炎，特别是肠化严重程度的一

项可靠指标，降低到正常值１／３时，可能是演变为
胃癌的临界点，由于大多数胃癌是从萎缩性胃炎演

变而来，这可能是胃癌组织中 Ｇａｓｔｒｉｎ基因表达下
降的原因之一。蔡华等［１２］用免疫组化方法也发现

胃癌癌旁黏膜中Ｇａｓｔｒｉｎ水平显著高于癌组织。但
是该实验结果与过去的研究［１，１３］不一致，他们的研

究发现胃癌组织 Ｇａｓｔｒｉｎ表达较胃其他组织增加，
并在转移的胃癌中高表达，这些报道的研究方法多

为普通或半定量 ＰＣＲ方法，使用方法的差异可能
导致了检测结果的准确性和特异性的差异，引起了

研究结果的矛盾。本实验使用了更准确，特异性更

高的Ｔａｑｍａｎ探针定量ＰＣＲ检测技术，使结果更为
可靠。

胃癌转移淋巴结组织中Ｇａｓｔｒｉｎ基因的表达研
究迄今为止未见报道。本实验结果显示，胃癌转移

淋巴结组织中ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ的表达水平较癌组织
和癌旁组织增加，为癌组织的５６３２倍，癌旁组织
的３５４８２倍，推测转移至淋巴结组织中的癌细胞
也能形成自分泌环，自分泌胃泌素，作为生长因子

与细胞上Ｇａｓｔｒｉｎ受体结合，刺激细胞生长，在胃癌
的转移中起重要作用。王文玲等［８］研究发现胃癌

细胞株 ＳＧＣ７９０１细胞复合表达胃泌素和 ＣＣＫＢ
受体基因，存在胃泌素／ＣＣＫＢ受体自分泌环，阻
断胃泌素／ＣＣＫＢ受体自分泌环可以促进细胞的
凋亡。

为了进一步研究Ｇａｓｔｒｉｎ基因表达与胃癌恶性
特征的关系，本研究检测了 ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ表达水
平与胃癌的发生部位、转移程度和侵润深度的关

系。结果发现，ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ表达水平在胃窦部
高于胃体，胃窦癌组癌组织及淋巴结组织中 Ｇａｓ
ｔｒｉｎｍＲＮＡ表达水平分别为胃体癌组的３０７４倍、
９１９０倍，这与胃癌的高发部位相一致。推测胃窦
部高表达Ｇａｓｔｒｉｎ，从而较胃体部更易发生胃癌，而
临床资料也证明胃癌好发于胃窦部。ＧａｓｔｒｉｎｍＲ
ＮＡ表达在胃癌转移组癌组织及淋巴结组织均较

胃癌未转移组增加，分别为胃癌未转移组的

５９９１２倍、５８９５倍，说明 Ｇａｓｔｒｉｎ在胃癌的转移过
程中具有重要的作用，该结果与路名芝［１４］的研究

一致，中、低分化胃癌Ｇａｓｔｒｉｎ阳性率高于高分化胃
癌，淋巴结转移阳性的胃癌 Ｇａｓｔｒｉｎ阳性率高于无
淋巴结转移胃癌。本研究还发现ＧａｓｔｒｉｎｍＲＮＡ的
表达水平也与胃癌的侵润深度有关，＞Ｔ２组癌组
织及淋巴组织均较≤Ｔ２组增加，分别为≤Ｔ２组的
１５４倍、１３８３３倍。

综上所述，Ｇａｓｔｒｉｎ的表达与胃癌淋巴结转移、
发生部位、临床分型相关，Ｇａｓｔｒｉｎ高表达较 Ｇａｓｔｒｉｎ
低表达易发生胃癌及转移，同时对胃黏膜的侵润程

度也越深。Ｇａｓｔｒｉｎ作为胃肠道肽类激素在肿瘤发
生、发展中起重要作用，可通过阻断Ｇａｓｔｒｉｎ调节过
程中的多个环节来抑制肿瘤细胞的生长，包括内源

性激素水平的调节，受体的结合，细胞内信号传导

以及Ｇａｓｔｒｉｎ基因的表达等方面，从而进一步提高
防治胃癌的疗效。
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表２　三种不同方法的诱虫率
Ｔａｂ．２　Ｔｒａｐｐｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｍｉｄｇｅｓ

ｂｙ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

种名
诱虫率（％）

帐诱法 挥网法 灯诱法

原野库蠓 ０（０） ８（２７８） ４（２２２２）
日本库蠓 ０（０） ５（１７４） ８（４４４４）
尖喙库蠓 ０（０） ７（２４４） ０（０）
荒川库蠓 ０（０） １７４（６０６３） ０（０）
刺螫库蠓 １（４５５） ０（０） ４（２２２２）
低飞蠛蠓 １０（４５４５） １３（４５３） ２（１１１１）
毛蠓 ６（２７２７） ８６（２９９７） １（５５６）
铗蠓 ５（２２．７３） ０（０） １（５．５６）
裸蠓 ０（０） ２（０．７０） ２（１１．１１）

５种，其中以三带喙库蚊最多，由于此次采集点周
围主要是以坡地、稻田为主，生境特点简单，所以所

获蚊虫种类和数量均有限。

与蚊类相比，蠓类的相关研究较少，虞以新等

报道，本省已知蠓类有７属１９种［３］，其中大多都是

在贵阳市和罗甸的采集记录，２０１０年吴家红等［４］

在荔波自然保护区的调查中首次发现贝蠓属。在

本次调查中发现的刺螫库蠓为本省的新记录，其

中日本库蠓是继１９８６年周际川等在贵州省首次报
道之后的第二次报道［５］。蠛蠓是白天高温光照强

时活动的蠓类，因此本次黄昏后采集的蠛蠓数量很

少［６］。由于毛蠓是非吸血蠓，所以挥网法采集到

的毛蠓数量最多，而帐诱法采集到的毛蠓数量少。

三种方法采集到的蠓类中，尤以挥网法采集到的荒

川库蠓为数最多，这主要是由于采集线路所决定

的，荒川库蠓嗜吸鸡血，而采集线路中恰好经过鸡

舍。另外，本次研究还发现荒川库蠓在黄昏后数量

逐渐增多，２４∶００达到最高峰，这一现象可能和采
集路线的选择有关系，还有待进一步观察。
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