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ＧＯＬＰＨ３在６种肿瘤中的表达特点
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［摘　要］目的：探讨反面高尔基网的癌基因 ＧＯＬＰＨ３在人胃腺癌（ＳＴＡＤ）、肝细胞癌（ＨＣＣ）、乳腺癌
（ＢＲＣＡ）、子宫内膜癌（ＵＣＥＣ）、睾丸生殖细胞肿瘤（ＴＧＣＴ）及前列腺癌（ＳＡＲＴ）组织中的表达特点。方法：应用
生物信息技术对ＧＯＬＰＨ３的肿瘤组织分布情况进行分析，筛选出ＧＯＬＰＨ３表达上调癌组织ＳＴＡＤ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ
及ＴＧＣＴ；应用免疫组织化学ＳＰ法分别检测人ＳＴＡＤ、ＨＣＣ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ、ＴＧＣＴ及 ＳＡＲＴ组织（ｎ＝３０）及其癌旁
组织（ｎ＝１０）中 ＧＯＬＰＨ３蛋白的表达水平，采用逆转录定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测人 ＳＴＡＤ细胞株、人 ＨＣＣ
细胞株、人ＢＲＣＡ细胞株、人ＳＡＲＴ细胞株及其相对应的对照细胞株中 ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ表达水平，分析 ＧＯＬＰＨ３
表达水平与恶性肿瘤的关系。结果：ＧＯＬＰＨ３广泛表达于多个人体正常组织，在 ＳＴＡＤ、ＨＣＣ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ、
ＴＧＣＴ、ＳＡＲＴ肿瘤细胞中表达显著上调；免疫组织化学及 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＧＯＬＰＨ３的蛋白及 ｍＲＮＡ在相应
实体恶性肿瘤组织及细胞株中的表达水平较癌旁组织或对照细胞的表达水平显著升高，差异具有统计学意义

（Ｐ＜００１）。结论：ＧＯＬＰＨ３表达上调可能在ＳＴＡＤ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ、ＴＧＣＴ、ＨＣＣ及ＳＡＲＴ的发生发展过程中发挥
重要促进作用。
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　　反面高尔基网的癌基因 ＧＯＬＰＨ３（ｇｏｌｇｉｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３）又名 ＧＰＰ３４／ＧＭｘ３３／ＭＩＤＡＳ，是定位
于人类染色体５ｐ１３３、全长３１ｋｂ、编码分子量为
３４ｋＤ的磷酸化高尔基体膜蛋白，亦是近年来发现
的首个定位于反面高尔基网（ＴＧＮ）的癌基因［１］。

以往研究认为，定位于 ＴＧＮ的蛋白质与肿瘤的发
生无直接相关性［２］；但近年研究显示，在蛋白质的

修饰中ＴＧＮ发挥重要作用，尤其在肿瘤表观遗传
学中的作用可能远远超过预期，定位于 ＴＧＮ的癌
基因ＧＯＬＰＨ３在多种实体瘤中的异常扩增现象就
是有力佐证［３］。目前关于 ＧＯＬＰＨ３在肿瘤领域所
发挥的确切作用及其机制尚未明确，且缺乏系统的

研究和报道。本研究应用生物信息技术对 ＧＯＬ
ＰＨ３的肿瘤组织分布情况进行分析，筛选出表达上
调的癌组织，应用免疫组织化学 ＳＰ法检查这些上
调癌组织中 ＧＯＬＰＨ３蛋白的表达水平，采用逆转
录定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测上调肿瘤细胞株
中ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ表达水平，探究 ＧＯＬＰＨ３与这
几种不同类型肿瘤发生发展的关系，为阐明肿瘤的

发生发展提供新的科学依据，亦为肿瘤的治疗提供

新的靶点。

１　材料与方法

１１　组织、细胞及试剂
１１１　组织　病例来源于广州市南方医院病理科
２０１３年１月～２０１５年１２月确诊并经手术切除获
得的胃腺癌（ＳＴＡＤ）、肝细胞癌（ＨＣＣ）、乳腺癌
（ＢＲＣＡ）、子宫内膜癌（ＵＣＥＣ）、睾丸生殖细胞肿瘤
（ＴＧＣＴ）及前列腺癌（ＳＡＲＴ）组织石蜡标本各 ３０
例，选择其癌旁正常组织石蜡标本各１０例作为对
照组。采用连续切片的方式处理所有组织标本

（厚４μｍ）。
１１２　细胞株　人 ＳＴＡＤ细胞株 ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ
７９０，正常胃黏膜上皮细胞株 ＲＧＭ１，人 ＨＣＣ细胞

株ＨｅｐＧ２、ＨＨＣＣ，人永生化肝细胞株 ＴＨＬＥ２，人
ＢＲＣＡ细胞株ＭＣＦ７、ＳＫＢｒ３，人正常乳腺上皮细胞
株ＭＣＦ１０Ａ，人 ＳＡＲＴ细胞株 ＬＮＣａｐ、ＰＣ３，人正常
前列腺上皮细胞株ＲＷＰＥ１，均购自美国ＡＴＣＣ。
１１３　主要试剂　兔抗人 ＧＯＬＰＨ３多克隆抗体
（购自美国 Ａｂｃａｍ公司），即用型 ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＴＭ ｐｌｕｓ
试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒及磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，购
自福州迈新生物技术有限公司），总 ＲＮＡ提取试
剂（购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆转录
试剂盒（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）及 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
试剂盒（购自日本ＴＡＫＡＲＡ公司）。
１２　方法
１２１　ＧＯＬＰＨ３的数字化细胞表达谱分析　以
ＧＯＬＰＨ３为查询对象，应用 ＧＣＢＩ基因雷达数据库
进行搜索，统计 ＧＯＬＰＨ３在不同肿瘤细胞中的表
达丰度。

１２２　免疫组织化学染色　组织标本均在同一条
件下采用ＳＰ法进行免疫组织化学染色：６５℃烤片
２ｈ，利用二甲苯及不同浓度乙醇试剂完成脱蜡及
水化处理，利用柠檬酸钠抗原修复液修复抗原后使

用双氧水封闭内源性过氧化物酶，山羊血清封闭液

处理１ｈ，加入相应目的蛋白的一抗，４℃孵育过
夜，使用ＰＢＳ清洗３次；二抗室温孵育２ｈ，同样使
用ＰＢＳ清洗样本３次（５ｍｉｎ／次），通过ＤＡＢ显色，
苏木素复染及树胶封片后，使用光学显微镜采集图

片及分析。选用已知阳性的肺腺癌标本作为阳性

对照，ＰＢＳ液代替一抗作阴性对照。
１２３　ｑＲＴＰＣＲ检测　将各种细胞种植于６孔板
中，待细胞长满后加入 Ｔｒｉｚｏｌ（１ｍＬ／孔），充分吹匀
后转移至１５ｍＬ的ＥＰ中，冰上裂解３０ｍｉｎ；加入
三氯甲烷２００μＬ，剧烈震荡后，静置２ｍｉｎ，在４℃
及１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ；将上层透明液
体转移至新的１５ｍＬＥＰ管中，加入等量的异丙醇，
缓慢轻柔地上下颠倒混匀，冰上静置１０ｍｉｎ，再在
４℃及１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ。去上清，加
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入７５％乙醇溶液清洗沉淀，在４℃及１２０００ｒ／ｍｉｎ
条件下离心１０ｍｉｎ；去上清，干燥沉淀后，加入适量
的ＤＥＰＣ水溶解沉淀。使用微量紫外分光光度计
检测样本 ＲＮＡ浓度。以 ＲＮＡ总量１０００ｎｇ的标
准进行逆转录反应获得ｃＤＮＡ。ＧＯＬＰＨ３基因上下
游引物序列分别为 ５′ＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＧＡＣＡＡＡＴ
ＧＧ３′和 ５′ＡＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＣＴＴＣＡＧＡＣ３′；内参
ＧＡＰＤＨ基因上下游引物序列分别为 ５′ＡＣＡＧＴ
ＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴ３′和 ５′ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴ
ＴＣＴＣＡＧ３′，每个样本的检测均设立３个重复孔，
利用ΔΔＣＴ算法计算目的基因的相对表达量。
１２４　结果判定　细胞质内出现棕黄色至深棕色
颗粒为 ＧＯＬＰＨ３表达阳性细胞，符合以下标准：
（１）细胞结构清晰，（２）阳性颗粒定位准确，（３）着
色程度明显高于背景且对比清楚。按阳性细胞的

数量评分（Ａ）：阳性细胞数≤１５％记１分，阳性细
胞数为１６％～７５％记２分，阳性细胞数≥７５％记３
分；按细胞染色程度评分（Ｂ）：无显色细胞记０分，

淡黄色记１分，棕黄色记２分，棕褐色记３分。总
分数（Ｔ）＝Ａ×Ｂ，Ｔ＝０时判定为“－”，Ｔ＝１～２时
判定为“＋”，Ｔ＝３～４时判定为“＋＋”，Ｔ＝６～９
时判定为“＋＋＋”，“＋～＋＋＋”为阳性表达。
随机选择５～１０个高倍镜视野观察并评分。
１３　统计学方法

数据均使用ＳＰＳＳ１３０软件进行处理，计量资
料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，计数资料采用率
（％）表示，数据比较采用单因素方法差分析、配对
ｔ检验、秩或检验或 χ２检验分析，以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２结果

２１　ＧＯＬＰＨ３的数字化组织表达谱
结果显示，ＧＯＬＰＨ３广泛表达于人类大多数正

常组织，在ＳＴＡＤ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ及 ＴＧＣＴ等多种肿
瘤细胞中的表达显著上调。见图１。

图１　ＧＯＬＰＨ３在不同肿瘤细胞中的表达情况
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＯＬＰＨ３ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

２２　ＧＯＬＰＨ３蛋白在６种常见恶性肿瘤中的表达
结果显示，ＧＯＬＰＨ３表达的阳性信号定位于细胞

质内，在癌旁组织中多为弱阳性表达（＋），中等强度
阳性表达率仅为８３％，而在相应ＳＴＡＤ、ＨＣＣ、ＢＲＣＡ、

ＵＣＥＣ、ＴＧＣＴ及ＳＡＲＴ等肿瘤组织中，ＧＯＬＰＨ３的表达
显著升高，多为中强表达（＋＋／＋＋＋）。中强度阳
性表达率为９６７％，与相应癌旁组织比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１）。见表１、图２。
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表１　ＧＯＬＰＨ３在６种恶性肿瘤组织与癌旁组织中的表达
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＯＬＰＨ３ｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ

组织 ｎ
ＧＯＬＰＨ３表达（ｎ，％）

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
Ｐ

ＳＴＡＤ ３０ ０（００） ０（００） ９（３００） ２１（７００）
＜００１ＳＴＡＤ旁组织 １０ ０（００） ９（９００） １（１００） ０（００）

ＨＣＣ ３０ ０（００） ２（６７） ８（２６６） ２０（６６７）
＜００１ＨＣＣ旁组织 １０ ０（００） ９（９００） １（１００） ０（００）

ＢＲＣＡ ３０ １（３３） ０（００） １０（３３３） １９（６３４）
＜００１ＢＲＣＡ旁组织 １０ ０（００） ８（８００） ２（２００） ０（００）

ＵＣＥＣ ３０ ０（００） ２（６７） １３（４３３） １５（５００）
＜００１ＵＣＥＣ旁组织 １０ １（００） ９（９００） ０（００） ０（００）

ＴＧＣＴ ３０ ０（００） ０（００） ４（１３３） ２６（８６７）
＜００１ＴＧＣＴ旁组织 １０ ２（２００） ８（８００） ０（００） ０（００）

ＳＡＲＴ ３０ ０（００） １（３３） １０（３３３） １９（６３４）
＜００１ＳＡＲＴ旁组织 １０ ０（００） ９（９００） １（１００） ０（００）

注：ａ为胃、ｂ为肝、ｃ为乳腺、ｄ为子宫内膜、ｅ为睾丸、ｆ为前列腺，Ａ为ＳＴＡＤ、Ｂ为ＨＣＣ，
Ｃ为ＢＲＣＡ、Ｄ为ＵＣＥＣ、Ｅ为ＴＧＣＴ、Ｆ为ＳＡＲＴ

图２　ＧＯＬＰＨ３在６种常见恶性肿瘤与癌旁正常组织中的表达水平（ＳＰ，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧＯＬＰＨ３ｉｎｃｏｍｍｏｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ

２３　ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ在４种常见恶性肿瘤细胞株
的表达

结果显示，ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ在人 ＳＴＡＤ细胞

株、人ＨＣＣ细胞、人ＢＲＣＡ细胞株及人 ＳＡＲＴ细胞
株中的表达水平均显著高于其相对应的正常细胞

株，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图３。
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（１）与正常细胞株比较，Ｐ＜００５
图３　ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ在４种常见恶性
肿瘤细胞株的表达（ｑＲＴＰＣＲ）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡｉｎｆｏｕｒ
ｃｏｍｍｏｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

３　讨论
近年来，随着分子生物学技术的突飞猛进，新

发现的肿瘤相关基因也日益增多［４－６］。在正常细

胞基因组中，一旦发生突变或被异常激活后可使细

胞发生恶性转化的基因称之为癌基因，癌基因反映

的是一种功能的获得，即获得使细胞发生癌变的能

力。但是这种功能的获得并不是癌基因的唯一作

用［７］，正常细胞的生长、分化和增殖均需要原癌基

因的参与［８］。因此确切地说，癌基因是一类具有

正常的生物学功能，仅在特殊条件下才会使细胞发

生癌变的一类基因［９］。

ＧＯＬＰＨ３自首次报道以来，一直被认为是一种
磷酸化的高尔基体膜蛋白，参与执行细胞正常的高

尔基体的蛋白质分选功能［１０］。直到 ２００９年 Ｎａ
ｔｕｒｅ有文章提出，ＧＯＬＰＨ３是首个定位于ＴＧＮ的癌
基因［１］，能够促进肿瘤的发生［１１－１４］。随后这一研

究成果引起医学界的广泛关注，认为ＧＯＬＰＨ３是一
个真正意义上的且具有强大转化能力的癌基

因［１５－２０］。目前关于ＧＯＬＰＨ３癌基因功能的研究尚
处于起步阶段，其在人体常见恶性肿瘤组织中是否

均存在基因活化现象、是否也具有癌基因特性等尚

缺乏系统性报道。

生物信息学技术是研究新基因并进行功能研

究的重要手段，已广泛地渗透到医学的各个领域。

本研究首先通过 ＧＣＢＩ数据库对 ＧＯＬＰＨ３的肿瘤
组织分布情况进行初步分析，结果显示 ＧＯＬＰＨ３
广泛表达于人类大多正常组织，在大部分肿瘤细胞

株如ＳＴＡＤ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ、ＴＧＣＴ及ＳＡＲＴ中存在显
著的表达上调；随后，本研究选择临床较常见的相

应肿瘤组织标本进行 ＧＯＬＰＨ３表达验证，结果显

示，ＧＯＬＰＨ３蛋白在全身多器官癌组织旁的正常组
织中多呈低表达（＋），与ＧＣＢＩ数据库分析结果一
致，提示ＧＯＬＰＨ３作为原癌基因在正常细胞中具有
活性，参与细胞正常的生物学功能，而在 ＳＴＡＤ、
ＨＣＣ、ＢＲＣＡ、ＵＣＥＣ、ＴＧＣＴ及 ＳＡＲＴ等恶性肿瘤组
织中，ＧＯＬＰＨ３的表达量相对其配对的正常组织显
著升高，差异具有统计学意义。由于胃、肝、乳腺及

前列腺肿瘤发病率高且严重危害人们生命健康，应

用ｑＲＴＰＣＲ技术从细胞水平检测了人 ＳＴＡＤ细胞
株、人肝细胞癌细胞、人 ＢＲＣＡ细胞株及人 ＳＡＲＴ
细胞株及其相对应的正常细胞株中ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ
表达水平，结果显示肿瘤细胞株中 ＧＯＬＰＨ３ｍＲＮＡ
表达显著高于相对应的正常细胞株（Ｐ＜００１）。以
上结果均提示在部分恶性肿瘤中 ＧＯＬＰＨ３作为原
癌基因被活化，参与了相应肿瘤的发生。

综上所述，目前关于肿瘤标志物的研究发展飞

速，迄今为止，ＧＯＬＰＨ３是首个也是唯一被发现的
定位于 ＴＧＮ的癌基因。本研究发现，ＧＯＬＰＨ３表
达量的上调与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关。

随着对ＧＯＬＰＨ３基因研究的进一步深入，将有力的
推动肿瘤的表观遗传学研究，为多种常见恶性肿瘤

的诊治提供新的思路和线索。
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