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胃癌中硒结合蛋白１的表达及其
临床病理学意义

张锦　董卫国　林军

　　【摘要】　目的　检测硒结合蛋白１（ＳＢＰ１）在胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、正常胃黏膜上皮细胞系
ＧＥＳ１、胃癌组织以及正常胃黏膜组织中的表达水平，分析其表达变化与胃癌临床病理因素之间的联系，探
讨其作为胃癌标记物的可能性。方法　回顾性分析２００６年至２００７年武汉大学中南医院收治的１３５例胃
癌患者的临床资料，利用免疫组织化学染色法对胃癌组织及１６例正常胃黏膜组织中 ＳＢＰ１蛋白表达部位
及水平进行测定，并进行半定量评分。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ检测细胞系 ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＧＥＳ１中
ＳＢＰ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达水平。组间比较采用单因素方差分析，ＳＢＰ１表达强度与临床病理因素的关系
采用χ２检验。结果　ＳＢＰ１ｍＲＮＡ在胃癌细胞系ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ７９０１中的表达分别为０．１２０±０．０２０、０．１３３±
０．０１５，显著低于其在正常胃黏膜上皮细胞系 ＧＥＳ１中的表达（０．９０７±０．０１５）（Ｆ＝２１０６．４６２，Ｐ＜０．０５）。
胃癌细胞系ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ７９０１中的 ＳＢＰ１蛋白表达分别为０．２５３±０．０１５、０．２７３±０．０１５，显著低于其在正
常胃黏膜上皮细胞系 ＧＥＳ１中的表达水平（０．８７７±０．０２５）（Ｆ＝１０２６．７５８，Ｐ＜０．０５）。３例胃癌组织中
ＳＢＰ１呈强免疫反应，而１６例正常胃黏膜中ＳＢＰ１呈强免疫反应。ＳＢＰ１蛋白表达减少与胃癌患者临床分期
相关（χ２＝１２．６２９，Ｐ＜０．０５），而与患者的性别、年龄、肿瘤组织学分型、分化程度、浸润深度以及淋巴结转
移无关（χ２＝２．１４２，０．８６０，１．８３８，５．００１，４．８５８，１．９９４，Ｐ＞０．０５）。结论　ＳＢＰ１表达减少可以作为一种胃
癌诊断的新指标。ＳＢＰ１下调在胃癌发生及进展中可能发挥着重要作用。
　　【关键词】　胃肿瘤；　硒结合蛋白１；　免疫组织化学
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　　硒是一种具有显著抗癌效应的物质。它以硒代
半胱氨酸的形式参与多种蛋白质的翻译，这些蛋白质

在细胞防御和激素调节中具有非常重要的作用［１］。

近几年研究发现硒结合蛋白（ｓｅｌｅｎｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＳＢＰ）是一种与其他含硒蛋白质不同的特殊蛋白质［２］。

目前已知的ＳＢＰ基因家族包括ＳＢＰ１、ＳＢＰ２、ＳＢＰ３。多
项研究结果表明ＳＢＰ１下调与肿瘤快速进展有关［３－６］。

为了探讨ＳＢＰ１在胃癌发生、发展中的作用，本研究检
测正常胃黏膜上皮细胞系 ＧＥＳ１、胃癌细胞系、正常
胃黏膜组织以及胃癌组织中ＳＢＰ１的表达，并进一步
分析其表达水平与胃癌临床病理因素之间的关系。

１　材料与方法
１．１　标本来源
　　２００６年至２００７年在武汉大学中南医院接受手
术的胃癌患者１３５例，男８２例，女５３例；年龄３４～
７９岁，平均年龄６０岁。所有患者经病理检查诊断
证实并有完整的病例资料，术前未进行放疗或化疗。

胃癌组织经４０％甲醛固定、石蜡包埋。按胃癌协作
组制定的有关胃癌大体分型、组织学分型和临床病

理分期等规范进行严格的病理诊断并判断肿瘤转移

情况。经胃镜活组织检查取正常胃黏膜组织１６例。
中分化胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１、低分化胃癌细胞系
ＢＧＣ８２３以及正常胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ１均购自中
国科学院上海细胞库，并培养于ＲＰＭＩ１６４０细胞培养
液（购自美国Ｓｉｇｍａ公司）中，对数生长期传代培养。
１．２　方法
１．２．１　蛋白的制备：细胞经预冷的ＰＢＳ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ７．２～７．３）漂洗３次后，平均每１０６个细胞加入
含１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟化物的细胞裂解液（购自
江苏碧云天生物技术研究所）１ｍｌ，冰上充分裂解，离
心。吸取上清液，ＢＳＡ法检测蛋白含量后 －２０℃冻
存备用。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测：Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法提取总ＲＮＡ。
利用紫外分光光度仪和琼脂糖凝胶电泳检测所得

ＲＮＡ，进行浓度、纯度及完整性分析。ＳＢＰ１及内参
照β肌动蛋白的引物经 ＧｅｎＢａｎｋ检索，利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ１．５软件设计，引物购自上海生工生物工程
技术服务有限公司。ＳＢＰ１引物序列为：ＳＢＰ１Ｆ：５′
ＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＴ３′，ＳＢＰ１Ｒ：５′ＴＣＡＣ
ＡＧＡＧＣＣＴＴＣＣＣＴＧＡＴＧＡ３′，产物长度为１０９ｂｐ。β肌
动蛋白引物序列为：β肌动蛋白Ｆ：５′ＧＴＴＴＣＧＴＴＴ
ＣＣＧＣＴＧＴＴＡ３′。β肌动蛋白Ｒ：５′ＴＴＴＣＴＣＣＣＴＣＴ
ＴＧＣＣＡＴＣ３′，产物长度为３７３ｂｐ。扩增按以下条件

进行：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０℃退火
４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共３５个循环，最后７２℃终末
延长７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物加样于１．２％琼脂糖凝胶中，
电泳后在紫外灯下观察电泳条带，并进行吸光度扫

描及拍照。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：将蛋白与等量含有 ＭＴＴ
的２×ＳＤＳ上样缓冲液混匀后，１００℃沸水中变性
５ｍｉｎ，每孔上样 ２０μｌ，每个蛋白标本同时上 ２个
孔，分别检测目的蛋白和内参照。电泳后将凝胶上

的蛋白转至 ＰＶＤＦ膜，５％的脱脂牛奶 ４℃封闭过
夜。次日将膜取出用ＴＢＳＴ洗３次，每次１５ｍｉｎ，一
抗为抗ＳＢＰ１抗体（购自日本 ＭＢＬ公司），用封闭缓
冲液稀释（１∶５００），室温孵育２ｈ。二抗为辣根过氧
化物酶标记的抗鼠抗体，室温孵育１ｈ。ＤＡＢ显色，
拍照并利用ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软件进行分析。
１．２．４　免疫组织化学染色：将组织蜡块 ４μｍ连
续冷冻切片。严格按照 ＳＰ超敏试剂盒说明书进
行染色。

１．２．５　结果判断：遵循双盲原则，由另一组工作人
员完成结果判读。显微镜下观察 ＳＢＰ１蛋白在胃癌
细胞中的表达部位，免疫组织化学评分（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
ｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｃｏｒｅ，ＩＨＳ）结合阳性细胞百分比及阳性
细胞染色强弱两个方面进行：ａ为阳性细胞百分比
（无阳性细胞记０分，阳性细胞占１％～１０％ 记１分，
１１％～５０％ 记２分，５１％～８０％记３分，８１％～１００％
记４分）；ｂ为阳性细胞染色强弱（阴性记０分，弱阳
性记１分，中度阳性记２分，强阳性记３分）。ａ、ｂ
两项乘积即为该例组织的ＨＩＳ。分值９～１２为强免
疫反应，５～８为中等免疫反应，０～４为弱免疫反应。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计量资料
用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，ＳＢＰ１
表达强度与临床病理因素的关系采用 χ２检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＳＢＰ１在胃癌细胞系及正常胃黏膜上皮细胞系
中的表达

　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＳＢＰ１ｍＲＮＡ在胃癌细胞
系ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ７９０１中表达分别为０．１２０±０．０２０、
０．１３３±０．０１５，两组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＳＢＰ１ｍＲＮＡ在正常胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ１
中表达为０．９０７±０．０１５，与胃癌细胞系比较，差异
有统计学意义（Ｆ＝２１０６．４６２，Ｐ＜０．０５）。见图１。
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Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＳＧＣ７９０１；２：ＢＧＣ８２３；３：ＧＥＳ１

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＳＢＰ１ｍＲＮＡ在胃癌细胞系及正常胃黏膜上

皮细胞系中的表达情况

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，胃癌细胞系ＢＧＣ８２３、
ＳＧＣ７９０１中 ＳＢＰ１蛋白表达分别为０．２５３±０．０１５、
０．２７３±０．０１５，两组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），但显著低于正常胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ１中
ＳＢＰ１蛋白的表达水平（０．８７７±０．０２５）（Ｆ＝１０２６．７５８，
Ｐ＜０．０５）。见图２。

１：ＧＥＳ１；２：ＢＧＣ８２３；３：ＳＧＣ７９０１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＢＰ１蛋白在胃癌细胞系及正常胃黏膜上

皮细胞系中的表达情况

２．２　ＳＢＰ１在胃癌及正常胃黏膜组织中的表达
　　１３５例胃癌组织中，１１０例ＳＢＰ１呈弱免疫反应，

２２例呈中等免疫反应，３例呈强免疫反应，而１６例
正常胃黏膜组织均呈强免疫反应（图３，４）。免疫组
织化学染色结果显示，ＳＢＰ１在正常胃黏膜细胞的胞
质及胞核内表达丰富，而在生发中心、结缔组织等部

位表达很弱（图３ａ）。
２．３　胃癌组织中ＳＢＰ１表达与临床病理因素的关系
　　ＳＢＰ１表达减少与患者的性别、年龄、肿瘤浸润
深度及淋巴结转移情况无关。ＳＢＰ１表达水平在
高、中、低分化癌组织中差异无统计学意义。乳头

管状腺癌、印戒细胞癌及黏液腺癌中 ＳＢＰ１表达均
明显减少，但 ３者比较差异无统计学意义。ＳＢＰ１
在不同临床分期的胃癌组织的表达差异有统计学

意义，Ⅳ期胃癌组织中 ＳＢＰ１呈弱免疫反应的例数
更多。见表１。

３　讨论
　　目前，由于缺少用于诊断和监测疾病进展的特
异、敏感的生物标记，临床上绝大多数胃癌患者诊

断时已经处于进展期，５年生存率非常低［７］。而现

在临床上最常用的胃癌标记物 ＣＥＡ和 ＣＡ１９９敏
感性不高，特异性不强。有研究结果证实 ＳＢＰ１在
多种肿瘤组织或细胞系中表达减少或缺失，但是

ＳＢＰ１在胃癌中的表达情况以及ＳＢＰ１与胃癌临床病
理因素的关系还不清楚［３－６］。因此，进一步研究将

有助于提高 ＳＢＰ１作为早期胃癌诊断的生物标记的
可能性。

ａ：ＳＢＰ１在正常胃黏膜细胞胞质及胞核中表达丰富；ｂ：ＳＢＰ１在乳头管状腺癌组织中表达减少；ｃ：ＳＢＰ１在印戒细胞癌中表达减少；ｄ：ＳＢＰ１
在黏液腺癌中表达减少

图３　ＳＢＰ１在正常胃黏膜组织及不同组织学类型的胃癌组织中的表达　ＳＰ×２００

ａ：ＳＢＰ１在低分化胃腺癌中表达减少；ｂ：ＳＢＰ１在中分化胃腺癌中表达减少；ｃ：ＳＢＰ１在高分化胃腺癌中表达减少
图４　ＳＢＰ１在不同分化程度的胃腺癌组织中的表达　ＳＰ×４００

·６３４· 中华消化外科杂志２０１０年１２月第９卷第６期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１０，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．６



表１　胃癌组织中ＳＢＰ１表达与临床病理因素的关系（例）

年龄（岁） 浸润深度 组织学分型 分化程度 淋巴结转移 临床分期

ＳＢＰ１表达情况
　

例数

　
男

　
女

　
≥６０
　

＜６０
　

黏膜及

黏膜下层

肌层及

浆膜层

乳头管

状腺癌

印戒

细胞癌

黏液

腺癌

高

　
中

　
低

　
有

　
无

　
Ⅰ
　

Ⅱ
　

Ⅲ
　

Ⅳ
　

弱免疫反应 １１０ ６５ ４５ ６６ ４４ ２０ ９０ ７７ １９ １４ ９ ３０ ７１ ７７ ３３ １２ ２７ ５０ ２１
中等免疫反应 ２２ １４ ８ １３ ９ ６ １６ １４ ４ ４ ３ ９ １０ １２ １０ ８ ７ ５ ２
强免疫反应 ３ ３ ０ １ ２ ２ １ ２ ０ １ １ １ １ ２ １ １ １ １ ０

χ２值 ２．１４２ ０．８６０ ４．８５８ １．８３８ ５．００１ １．９９４ １２．６２９

Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５

　　我们利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１、
ＢＧＣ８２３及正常胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ１中ＳＢＰ１的
表达情况，结果显示两种分化的胃癌细胞系中，ＳＢＰ１
表达均显著降低，而 ＧＥＳ１中 ＳＢＰ１表达丰富。ＲＴ
ＰＣＲ检测结果也显示 ＳＢＰ１ｍＲＮＡ在 ＳＧＣ７９０１和
ＢＧＣ８２３中表达缺失，而在 ＧＥＳ１中强免疫表达。
我们推测，ＳＢＰ１表达下调是正常胃黏膜上皮细胞转
变为胃癌细胞的重要分子生物学事件。ＳＢＰ１可能
在维持正常胃黏膜上皮的形态及功能上具有非常重

要的意义。

　　本研究结果显示，胃癌组织中 ＳＢＰ１的表达与
患者的性别、年龄、肿瘤浸润深度以及淋巴结转移情

况均无关。Ｃｈｅｎ等［８］的研究结果表明，肺癌中

ＳＢＰ１表达减少与肿瘤分化程度有关，低分化肺癌中
ＳＢＰ１显著减少，与中分化及高分化的肺癌比较差异
明显。而在结直肠癌和卵巢癌中，ＳＢＰ１表达减少与
肿瘤分化程度并无明显关系［４－５］。我们的研究结果

表明，在不同分化程度的胃癌组织及细胞系中ＳＢＰ１
表达均减少，不同分化组之间差异无统计学意义。

这种结论的不一致，可能是由于组织特异性引起的。

另外，本研究中各个临床分期的胃癌组织中 ＳＢＰ１
的表达情况存在明显差异，Ⅳ期胃癌组织中 ＳＢＰ１
减少更明显。结合现有的研究，我们推测 ＳＢＰ１表
达减少或缺失不仅与胃癌的发生密切相关，它可能

在胃癌的恶性进展中也发挥十分重要的作用。

　　目前，ＳＢＰ１在肿瘤中表达减少的机制以及其受
到的调节情况尚不清楚。新近研究指出结肠癌组织

及细胞系中ＳＢＰ１启动子呈现超甲基化状态。利用
５氮杂２脱氧胞苷酸使 ＳＢＰ１启动子脱甲基不仅增
加了启动子的活力，同时还抑制了 ＳＢＰ１的表达［９］。

此前有报道指出前列腺癌细胞系中 ＳＢＰ１的表达被
雄性激素抑制，推测 ＳＢＰ１的表达可能受到了若干
转录因子的调节［１０］。ＳＢＰ１可能是以硒元素依赖性
的方式，通过泛素化／去泛素化作用介导的蛋白降解
通路在体内发挥作用［１１］。这也再次验证了硒元素

本身对ＳＢＰ１表达的调节。ＳＢＰ１可能参与了硒元素
介导的抗癌效应。由于 ＳＢＰ１中的硒元素并非以硒
代半胱氨酸形式结合，它是与传统含硒蛋白质不同

的一类特殊蛋白。因此，不同细胞系中 ＳＢＰ１是否
有相同的表达情况，以及控制这种转录下调的机制

还有待进一步研究。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｓｅｌｅｎｉｕｍｔｈｒｏｕｇｈｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆ
ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，６４（１）：１９－２２．

［１１］ＪｅｏｎｇＪＹ，ＷａｎｇＹ，ＳｙｔｋｏｗｓｋｉＡＪ．Ｈｕｍａｎｓｅｌｅｎｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ１（ｈＳＰ５６）ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈＶＤＵ１ｉｎａｓｅｌｅｎｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００９，３７９（２）：５８３－５８８．

（收稿日期：２０１００５２２）
（本文编辑：张昊）
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