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摘要： 目的　 检测结肠癌组织中 ｍＴＯＲ、ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ 及 ＶＥＧＦ 和 ｐ５３ 蛋白表达，探讨结肠癌发生、发展可能的分

子机制及临床意义。 方法　 选择 ２０１１ 年 ３ 月至 ２０１２ 年 １０ 月 ６５ 例结肠癌癌组织标本及 ２５ 例腹部外伤者的正常

结肠组织标本，分别采用免疫组化法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 方法检测 ｍＴＯＲ 及 ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 蛋白的阳性表达

率及相对表达量，并对检测结果进行比较。 结果　 ｍＴＯＲ、ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 蛋白在正常结肠组织中的阳性

率分别为 １２􀆰 ０％ 、９６􀆰 ０％ 、９２􀆰 ０％ 、１２􀆰 ０％ 、８􀆰 ０％ ，在结肠癌组织中综合阳性率为 ７８􀆰 ５％ 、２３􀆰 １％ 、２０􀆰 ０％ 、９２􀆰 ３％ 、
６７􀆰 ７％ 。 结肠癌组 ｍＴＯＲ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 阳性表达率高于正常对照组，ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ 低于正常对照组（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测结果显示，ＴＮＭ 分期越晚，ｍＴＯＲ 蛋白及 ＶＥＧＦ 表达水平越高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ
蛋白表达水平越低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ｐ５３ 蛋白表达水平在肿瘤 ＴＮＭ 不同分期无明显变化。 结论　 ｍＴＯＲ 通

路蛋白及抑癌基因 ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ｐ５３ 可能参与结肠癌发生、浸润、转移的信号传导。 提示 ｍＴＯＲ 通路蛋白抑制剂可

用于结肠癌的治疗。
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ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ

　 　 Ａｋｔ 信号通路的重要底物，哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（ｍＴＯＲ）是重要的中心调控蛋白，主要调控细胞

生存及增殖、凋亡等［１］，通过磷酸化其下游的多种蛋

白来调控翻译及转录。 ｍＴＯＲ 蛋白信号通路是许多

肿瘤的重要治疗靶点，影响着肿瘤的发生、发展和转

移［２ － ５］。 由于周围环境及饮食结构的改变，结肠癌发

病率逐年上升，已成为危及人类健康的常见消化道肿

瘤［６ － ９］。 目前研究结肠癌相关表达蛋白的标志物较

多，但对 ｍＴＯＲ 通路蛋白及抑癌基因表达的研究较

少。 本研究检测 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路相关蛋白及抑癌基

因在结肠癌癌组织中表达水平，探讨 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路

ｍＴＯＲ 蛋白及抑癌基因参与结肠癌发生、浸润、转移

的可能机制，为临床应用 ｍＴＯＲ 通路蛋白抑制剂治

疗结肠癌的有效性及疗效观察指标提供参考。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 对象 　 （１） 结肠癌组：２０１１ 年 ３ 月至 ２０１２ 年

１０ 月在我院胃肠外科行手术治疗并经术中快速病理

切片证实的结肠腺癌患者 ６５ 例，不分性别、民族、年
龄；标本采集前，均未对结肠癌患者进行放、化疗治

疗；均采用 ２００９ 年国际抗癌联盟临床分期法（ＴＮＭ）
进行分期。 （２）正常结肠组织对照组（正常对照组）：
为意外伤害后肠外伤行部分大肠切除的正常大肠黏

膜组织 ２５ 例。
１􀆰 ２　 试剂和器材 　 试剂：细胞裂解液，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ
试剂盒，Ｅｃｌ 试剂盒，显影液及定影液，上样 ｂｕｆｆｅｒ，
ｍＴＯＲ、ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 兔抗人一抗，羊抗

兔二抗（均购于深圳晶美生物工程有限公司）。 器

材：电泳仪和电转槽。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 免疫组化检测相关蛋白的阳性表达率　 将肿

瘤及正常组织标本先固定再连续切片。 采用免疫组

化法染色，羊抗人浓缩型单克隆抗体，浓度 １ ∶ ７０，羊
抗人浓缩型多克隆抗体 ｍＴＯＲ、ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、

ｐ５３，浓度 １∶ １１０；采用 ＰＢＳ 作为一抗阴性对照。 严格

按各试剂盒说明书操作。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 在低温环境下，
将各样品加裂解液提取总蛋白。 通过测定裂解上清

液蛋白浓度后，取每种样品 ２０ μｇ 总蛋白上样，并进

行电泳、转膜至硝酸银纤维素膜即 ＮＣ 膜上。 用非特

异性抗体封闭 ２ ｈ，加入稀释为 １∶ １ ０００ 的一抗，４℃
摇床过夜，再加入稀释为 １ ∶ ２ ０００ 二抗，室温孵育

１ ｈ。 取 ＮＣ 膜浸没在增强化学发光剂 （ Ｅｃｌ ） 中

３ ｍｉｎ，在暗室曝光显影及定影。 通过图像分析系统

处理 Ｘ 线片上的条带，测定灰度值积分，计算以上指

标与 β⁃ａｃｔｉｎ 比值即为各蛋白表达的相对量。
１􀆰 ４　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分

析。 计量资料用 􀭰ｘ ± ｓ 表示，进行正态性检验，非正态

分布数据行倒数转换为近似正态，组间差异比较采用

ｔ 检验；计数资料的比较采用 χ２ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ｍＴＯＲ、ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 蛋白在正常结

肠组织中的阳性率分别为 １２􀆰 ０％ 、９６􀆰 ０％ 、９２􀆰 ０％ 、
１２􀆰 ０％ 、８􀆰 ０％ ， 在 结 肠 癌 组 织 中 综 合 阳 性 率 为

７８􀆰 ５％ 、２３􀆰 １％ 、２０􀆰 ０％ 、９２􀆰 ３％ 、６７􀆰 ７％ 。 结肠癌组

ｍＴＯＲ、ＶＥＧＦ、 ｐ５３ 阳性表达率高于正常对照组，
ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ 低于正常对照组 （Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）。 见

表 １。
２􀆰 ２　 两组各相关蛋白表达水平比较　 正常对照组及

结肠癌组， 裂解细胞行免疫印迹 ｍＴＯＲ 蛋白及

ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 蛋白表达检测（各灰带值

分别与 β⁃ａｃｔｉｎ 已进行校正）。 各灰度值进行统计学

分析结果显示，ＴＮＭ 分期越晚，ｍＴＯＲ 蛋白及 ＶＥＧＦ
表达水平越高，ＰＴＥＮ 与 ＰＨＬＰＰ 蛋白表达水平越低，
而 ｐ５３ 蛋白表达水平在肿瘤 ＴＮＭ 不同分期无明显变

化。 见表 ２。
表 １　 正常结肠组织及不同临床分期结肠癌组织各蛋白表达阳性率　 例（％ ）

分组 例数 ｍＴＯＲ ＰＴＥＮ ＰＨＬＰＰ ＶＥＧＦ ｐ５３
正常对照组 ２５ ３（１２􀆰 ０） ２４（９６􀆰 ０） ２３（９２􀆰 ０） ３（１２􀆰 ０） ２（ ８􀆰 ０）
结肠癌组 ６５ ５１（７８􀆰 ５） １５（２３􀆰 １） １３（２０􀆰 ０） ６０（９２􀆰 ３） ４４（６７􀆰 ７）
Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１

表 ２　 结肠癌不同 ＴＮＭ 各分期相关蛋白相对表达量　 （􀭰ｘ ± ｓ）

分组 例数 ｍＴＯＲ ＰＴＥＮ ＰＨＬＰＰ ＶＥＧＦ ｐ５３
正常对照组 ２５ ０． １０６ ± ０． ０５３ ０． ２３５ ± ０． １３０ ０． １７６ ± ０． ２１０ ０． ３３５ ± ０． ２３０ ０． ２０３ ± ０． ０９０
结肠癌组 ＴＮＭ 分期 ６５
　 Ⅰ、Ⅱ期 ３７ ０． １７６ ± ０． ０３２∗ ０． １３０ ± ０． ２３０∗ ０． １２６ ± ０． ２５０∗ ０． ４８５ ± ０． ２３０∗ ０． ２４６ ± ０． １００
　 Ⅲ、Ⅳ期 ２８ ０． ２７８ ± ０． ０３８＃ ０． ０２４ ± ０． ０６０＃ ０． ０８５ ± ０． １２０∗ ０． ６２４ ± ０． ３８０＃ ０． ２３５ ± ０． １３０

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
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３　 讨　 论

结肠癌血清标记物较多，但特异性及敏感性均

低。 本研究以探索结肠癌敏感性指标为目的，现已证

实，结肠癌发生、发展分子机制中 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通

路可促进细胞增殖、抑制细胞凋亡及诱导肿瘤多药耐

药［６］。 进一步表明，ｍＴＯＲ 通路蛋白参与结肠癌发生

及发展的分子机制，可能是通过激活下游 ＰＴＥＮ、
ＰＨＬＰＰ、ＶＥＧＦ、ｐ５３ 来调控细胞周期基因转录或诱导

转录调控子生成。
ＰＴＥＮ 是新型抑癌基因，在多种肿瘤中如造血系

统其表达均有降低，其表达降低提示肿瘤预后不良。
本文结果显示，已有淋巴结及远处转移，且病理分型

为高度恶性的结肠癌组织中其表达降低。 推测可能

机制是 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路通过信号分子来调控 ＰＴＥＮ
活性，发挥肿瘤抑制功能［６ － ８］。

ＰＨＬＰＰ 的缺失引起肿瘤的发生、发展，ＰＨＬＰＰ 是

一种抑癌基因［９］。 有文献报道，在结肠癌内 β⁃ＴｒＣＰ
介导的泛素化可以降解 ＰＨＬＰＰ，并且此降解过程受

ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 的负性调控［１０］。 这与本文结果相一

致，即在结肠癌中，ｍＴＯＲ 表达增强，而 ＰＨＬＰＰ 表达

减低。 其机制可能是以上分子信号调控综合作用的

结果。
在肿瘤组织中，ＶＥＧＦ ／ ＶＥＧＦＲ２ 信号转导通路决

定肿瘤微血管生成。 对 ＲＣＣ 移植动物模型的研究发

现，ｍＴＯＲ 抑制剂与 ＶＥＧＦ 抑制剂（如苏尼替尼） 具

有协同抗肿瘤作用［１１］。 本研究结果显示，在结肠癌

组织中 ｍＴＯＲ 与 ＶＥＧＦ 的阳性表达较正常结肠组织

显著增强。
ｐ５３ 是最为常见的突变基因，陈奇等［１２］ 报道在

结肠癌组织中的总表达率为 ５５􀆰 ６％ ，而与组织学类

型无关，如腺瘤、腺癌［１３ － １４］。 本文结果显示，在结肠

癌中突变型 ｐ５３ 阳性率为 ６７􀆰 ７％ ，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 实验

检测 ｐ５３ 蛋白表达水平与肿瘤临床分期无关。 推测

ｍＴＯＲ 信号通路的异常激活合并 ｐ５３ 失活时导致细

胞恶性转化，激活 ｍＴＯＲ 信号通路能引起细胞生长

及分化蛋白的表达增强，进一步促使肿瘤的发生及

发展［１５ － １６］。
总之，在结肠癌中 ｍＴＯＲ 蛋白、ＶＥＧＦ 表达阳性

率及表达水平增高，且在肿瘤晚期，合并有淋巴结转

移、远处转移更显著；而 ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ 则表达显著减

少［１７ － １９］。 ｍＴＯＲ 通 路 蛋 白 及 抑 癌 基 因 ＰＴＥＮ、
ＰＨＬＰＰ、ｐ５３ 及 ＶＥＧＦ 可能参与结肠癌发生、浸润、转
移的信号传导。 其分子机制可能是，在结肠癌中

Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路可通过异常激活，调控减低抑癌

基因 ＰＴＥＮ、ＰＨＬＰＰ 表达，促使抑癌基因 ｐ５３ 突变型

转化，增强 ＶＥＧＦ 表达，进一步促成肿瘤血管生成等，
从而促使结肠癌发生与发展。
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