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摘要 目的 探讨胃癌中血小板反应蛋白 2 ( THBS2 ) 的表
达及其临床意义。方法 在 14 对配对胃癌样本及其正常对
照中，使用实时荧光定量 PCＲ和 Western blot法检测 THBS2
mＲNA和蛋白表达水平。使用 129 例胃癌样本构成的组织
芯片评价 THBS2 的临床意义。生存分析使用 Kaplan-Meier
法和 Cox比例风险模型。结果 THBS2 mＲNA 和蛋白表达
在 14 对样本中有 12 例胃癌样本中都显著低于其正常对照。
与 Western blot结果一致，组织芯片中胃癌 THBS2 表达明显
低于正常对照( P = 0. 031) 。高表达的 THBS2 与患者的良好
预后密切相关( P = 0. 002) ，并且 THBS2 表达越低胃癌的组
织分化程度越低( P = 0. 005 ) 。结论 与正常胃组织相比
THBS2 在胃癌组织中表达下调，可能在胃癌的发生发展中起
到重要的作用，并且可作为一个潜在的胃癌临床预后因子。
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血小板反应蛋白( thrombospondins，THBSs) 是一
个最少拥有五个成员的蛋白家族，其拥有多个结构

域并且是一类细胞膜表面钙结合糖蛋白。通过结合
多种靶蛋白，THBSs参与了多种生物进程如: 血管生
成、细胞运动、凋亡、细胞骨架构成，并且可以成为细
胞外基质 ( extracellular matrix，ECM ) 的反应平
台［1 － 2］。在血小板反应蛋白家族中 THBS1 和 TH-
BS2 是两个比较特殊的成员。由于拥有其余成员所
没有的Ⅰ型结构域，故其主要的作用是作为血管生
成的抑制剂［3］。另外，THBS2 只有少量的序列与
THBS1 的前胶原蛋白区域相同，但与其Ⅰ型结构域
也称血小板反应蛋白结构域或备解素样结构域却表

现出高度的一致性。因此，已经在体外实验中证实
的 THBS2 抗血管生成作用［2］，普遍推测定位在Ⅰ型
结构域上［4］。THBS2 可以与多种细胞受体、生长因
子、ECM蛋白相互作用，并且可以调节细胞凋亡、增

殖和黏附的能力［5］。研究［6 － 7］显示在肺腺癌中 TH-
BS2 可以作为潜在的预后因子，该研究主要检测
THBS2 在胃癌组织与相应的正常组织中的表达，同
时了解 THBS2 表达与胃癌患者的临床病理特征和
预后的联系，探讨 THBS2 表达与胃癌临床特征间的
关系。

1 材料与方法

1． 1 病例和组织样本 第 1 组样本包含 129 例福
尔马林固定后石蜡包埋的胃癌组织和 24 例随机挑
选的正常胃组织。选取 2006 年 11 月 ～ 2008 年 5 月
安徽医科大学第一附属医院普通外科样本，将样本

整合到组织芯片中，用以免疫组化染色。该组样本
的组织病理由两名病理医师确认。TNM 分期参照
2010 年美国癌症联合委员会( American Joint Com-
mittee on Cancer，AJCC) 标准进行。第 2 组样本来自
于安徽医科大学第一附属医院普通外科八病区接受

手术治疗的 14 例患者，手术中切下的新鲜胃癌组织
样本和对应的正常胃黏膜组织( 距肿瘤边缘最少 5
cm) 立即放入液氮中迅速冷冻，接着放入 － 80 ℃冰
箱存放用做实时荧光定量 PCＲ 和 Western blot 实
验。两组患者术前均未接受放疗或化疗治疗，均签
署知情同意书，所有标本根据伦理道德标准均匿名

处理。本实验得到了医院伦理委员会的认可。
1． 2 主要试剂和仪器 TＲIzol，美国 Invitrogen公司
产品; ＲT-PCＲ试剂盒、SYBＲ-Green 荧光染料，日本
TOYOBO公司产品; 7900HT 序列分析仪，美国 Ap-
plied Biosystems 公司产品; ＲIPA 溶液、BCA 蛋白定
量试剂盒、兔二抗，碧云天公司产品; PVDF 膜，美国
Millipore公司产品; THBS2 抗体，美国 Novus 公司产
品; GAPDH抗体，美国 Aogma 公司产品; EnVisionTM

+ /HＲP兔二抗，日本 DAKO公司产品
1． 3 ＲNA 提取及实时荧光定量 PCＲ 第 2 组的
14 对样本总 ＲNA提取使用 TＲIzol试剂按照制造商
的说明书操作。cDNA 使用两步法 ＲT-PCＲ 合成。
用于扩增 THBS2 的引物: 正向引物 5'- CGTGGA-
CAATGACCTTGTTG-3'，反向引物 5'-GCCATCGTT-
GTCATCATCAG-3'。GAPDH 作为同一个定量 PCＲ
反应中的内参，其引物: 正向引物 5'-AGCCA-
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CATCGCTCAGACAC-3'，反 向 引 物 5'-GCCCAAT-
ACGACCAAATCC-3'。反应使用 SYBＲ-Green 荧光
染料在 7900HT序列分析仪上进行。反应条件包括
一个变性阶段( 95 ℃，5 min) 和 40 个循环的扩增定
量阶段( 95 ℃，15 s; 60 ℃，45 s) 。每个样本的实验
重复 3 次，其特异性由分析溶解曲线来检验。使用
THBS2 与 GAPDH的 CT比值来表示 THBS2 的 mＲ-
NA表达水平。
1． 4 蛋白提取及 Western blot 实验 第 2 组的 14
对样本总蛋白提取使用 ＲIPA 法( 全过程在冰上操
作) ，蛋白定量使用 BCA 蛋白定量试剂盒。裂解产
物 12 000 r /min 离心 5 min，取上清液加热至 100
℃，5 min使蛋白变性。加入 3 × Loading Buffer 后分
别点样在 SDS-PAGE 胶上电泳，随后将蛋白转至
PVDF膜上。PVDF 膜在 5%脱脂牛奶配制的 TBST
中室温封闭 1 h 后，孵育 THBS2 抗体( 1 ∶ 1 500) 12
h，清洗过后使用兔二抗孵育 1 h，清洗过后使用增强
化学发光法显影，内参使用 GAPDH( 1 ∶ 4 000) 。
1． 5 免疫组化和组织芯片分析 第 1 组样本被制
成组织芯片，HE 染色观察肿瘤组织中最典型的部
位，使用取样器进行取材。4 μm 厚的芯片放入 63
℃烘箱，烘蜡 1 h，全自动染色机中脱蜡，纯水清洗后
柠檬酸抗原修复，放入内源性过氧化物酶阻断剂进

行阻断，加入 THBS2 一抗( 1 ∶ 2 000) 过夜，加入 En-
VisionTM + /HＲP 兔二抗，DAB 显色，苏木精复染后
封片。使用兔血清作为一抗的阴性对照。最终染色
的评估根据染色强度和染色范围由两名完全不知道

切片信息的病理医师分别进行，范围评分划分标准

为: 未着色 0 分，＜ 25% 1 分，25% ～ 75% 2 分，＞
75%3 分。染色强度同样分为 0 ～ 3 分。最终根据
评分为染色强度评分和染色范围评分的乘积，将样

本划分为表达阴性组( 0 ～ 2 分) ，表达阳性组( 3 ～ 9
分) 。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 15. 0 统计软件分析。
THBS2 蛋白表达水平与临床病理之间的关系统计
采用 Fisher 精确或 Pearson 卡方检验，组织芯片中
THBS2 在胃癌中和正常组织中表达差异使用两独
立样本 Mann-Whitney U 检验。生存曲线计算和总
体生存期曲线绘制使用 Kaplan-Meier 方法，Log-
Ｒank检验用于比较组间分布。多因素 Cox 风险模
型用于比较临床病理变量以及 THBS2 蛋白表达水
平在生存期中所发挥的作用。

2 结果

2． 1 患者临床预后 最终 129 例患者纳入此研究，
其中男 101 例，女 28 例，年龄 29 ～ 80 岁，中位年龄
61 岁。
在随访过程中，有 65 例死亡。中位总体生存期

为 57 个月，平均总体生存期 44. 01 月 ( 95% CI
39. 78 ～ 49. 24 个月) 。
2． 2 THBS2 mＲNA 在胃癌与相应的正常组织中
表达 THBS2 在 12 例胃癌中的 mＲNA 表达水平明
显低于其正常对照，但有 2 对样本结果相反，见图
1。

图 1 14 对胃癌组织与其相对应的正常胃组织中 THBS2

mＲNA的表达，正常组织表达标化为 1

2． 3 THBS2 的蛋白表达 12 对样本胃癌中 TH-
BS2 蛋白表达低于正常组织，5 号样本和 11 号样本
结果相反，见图 2。为了验证以上结果，在组织芯片
中观察 THBS2 的染色强度和范围，发现 THBS2 蛋
白主要表达于细胞的胞质中，见图 3，与 Western blot
结果相一致，THBS2 在胃癌组织中的表达显著低于
正常对照( Z = － 2． 158，P = 0. 031) ，见图 3。
2． 4 THBS2 蛋白表达与临床病理的联系 为了进
一步明确 THBS2 的临床重要性，本研究分析 THBS2
高低表达组与临床特征，包括: 年龄、性别、分化程
度、肿瘤位置、浸润深度、淋巴结转移、TNM 分期之
间的关系。THBS2 表达与胃癌分化程度密切相关
( P = 0. 005) ，与其他特征无显著相关性，见表 1。
2． 5 生存期分析 如表 1 所示，分化程度、浸润深
度、淋巴结转移以及 TNM分期在单因素 Cox风险回
归模型中与生存期密切相关。由于 TNM 分期包含
浸润深度和淋巴结转移的信息，故进一步使用多因

素分析来校正分化程度与 TNM 分期，结果显示
TNM分期和 THBS2 表达水平均是胃癌患者独立预
后因素。高级别的TNM分期是长生存期的风险因
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图 2 Western blot法检测 14 组配对胃癌及

正常胃黏膜组织 THBS2 蛋白表达
A: 14 对胃癌组织与其相对应的正常胃组织的 Western blot 条

带; B: 用 Image J计算 THBS2 与 GAPDH Western blot 条带灰度值的

比值，正常组织标化为 1; T: 胃癌组织; N: 正常胃组织

图 3 胃癌组织和正常胃组织 THBS2 免疫组化照片
A: 正常胃组织; B: 胃中分化腺癌; C: 胃低分化腺癌; 1: × 100; 2:

× 400

素( P ＜ 0. 01，HＲ = 7. 23，95% CI 3. 55 ～ 14. 69 ) ，而
THBS2 表达增高却是长生存期的保护因素( P =
0. 009，HＲ = 0. 51，95%CI 0. 31 ～ 0. 85) 。

Kaplan-Meier生存分析同样表明 THBS2 的高表

表1 胃癌患者临床病理特征与THBS2表达及总体生存期之间的关系

项目
表达阴性

［n( %) ］
表达阳性

［n( %) ］
总数 Pa值

总体生存期

Log-Ｒank Pb值 HＲ( 95% CI)
年龄(岁) 0．112 0．743

＜61 24(38．1) 39(61．9) 63 1( －)
≥61 35(53．0) 31(47．0) 66 1．09(0．67～1．77)
性别 0．831 0．405
男 47(46．5) 54(53．5) 101 1( －)
女 12(42．9) 16(57．1) 28 0．76(0．40～1．45)
分化程度 0．005 0．011
高分化+中分化 24(33．8) 47(66．2) 71 1( －)
低分化+其他 35(60．3) 23(39．7) 58 1．89(1．16～3．09)
肿瘤位置 0．419 0．204
上部 27(40．3) 40(59．7) 67 1( －)
中部 15(53．6) 13(46．4) 28 1．66(0．86～3．18)
下部 17(50．0) 17(50．0) 34 1．90(0．90～4．01)
浸润深度 0．271 0．001
T1～T2 9(34．6) 17(65．4) 26 1( －)
T3～T4 50(48．5) 53(51．5) 103 11．60(2．83～47．45)
淋巴结转移 0．454 ＜0．01
无 17(40．5) 25(59．5) 42 1( －)
有 42(48．3) 45(51．7) 87 5．16(2．46～10．84)

TNM分期 0．283 ＜0．01
Ⅰ～Ⅱ 21(39．6) 32(60．4) 53 1( －)
Ⅲ～Ⅳ 38(50．0) 38(50．0) 76 7．14(3．52～14．49)

a临床病理特征与 THBS2表达的 P值; b临床病理特征与总体生存期的 P值

达与较好的临床预后显著相关 ( P = 0. 002，n =
129) ，见图 4。THBS2 表达阴性组中位生存期 36 个
月，平均( 40. 07 ± 3. 65) 个月，显著比表达阳性组中
位生存期 59 个月，平均( 53. 70 ± 2. 95 ) 个月，生存
期短。

图 4 Kaplan-Meier生存分析曲线

分析 THBS2 表达与胃癌患者手术后生存期的关系

3 讨论

本研究通过实时荧光定量 PCＲ 和 Western blot
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实验显示，胃癌中 THBS2 无论是 mＲNA和蛋白水平
都明显低于相应的正常对照，在组织芯片样本中胃

癌 THBS2 的表达明显低于正常对照。另外，与临床
病理信息作对比时发现 THBS2 的表达与胃癌的分
化程度密切相关。更重要的是，生存期分析的结果
表明 THBS2 过表达是胃癌患者预后良好的独立预
后因子。这些结果显示 THBS2 的下调导致胃癌患
者生存期变短。

THBS2 被认为是一种强大的血管生成抑制因
子和组织创伤后重塑过程的调节因子［8 － 12］。近来
陆续有研究［13 － 15］显示 THBS2 在肿瘤中发挥重要作
用。Tokunaga et al ［13］发现在结肠癌患者中有一半
以上表达 THBS2，而且这些患者肝转移的几率明显
低于 THBS2 表达阴性。然而，THBS1 却没有类似的
联系。De Fraipont et al［14］认为在大多数肿瘤中 TH-
BS2 的表达与其恶性程度相关。Koch et al［15］对乳
腺癌的体内实验中发现 THBS2 可以抑制乳腺癌细
胞的生长和转移。
本研究着重于 THBS2 在胃癌中的临床预后的

意义，并没有涉及到其发挥作用分子机制的研究。
在世界范围内，THBS2 在肿瘤发生发展中作用的研
究十分有限，有待更进一步的研究。在本研究中 1
号样本胃癌中 THBS2 mＲNA的表达高于正常对照，
然而蛋白表达却低于正常对照，5 号样本同样呈现
相反的结果。由此推测，在翻译过程中存在未知的
调控机制参与，而揭示这些机制同样需要未来进一

步的研究。
综上所述，THBS2 的表达与胃癌的恶性程度负

相关，更重要的是 THBS2 高表达与胃癌患者的良好
预后密切相关。这些研究提示 THBS2 在胃癌的发
生发展中可能发挥着潜在的重要作用，随着进一步

深入研究，THBS2 可能会成为胃癌患者重要的预后
指标。
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The expression of THBS2 and its correlation with prognosis in gastric cancer
Sun Ｒuochuan，Li Yongxiang

( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the expression of THBS 2 and its clinical significance in gastric cancer ． Methods
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The mＲNA and protein expression levels of THBS2 were assessed in 14 paired of gastric cancer specimen and corre-
sponding normal mucosa using quantitative real-time PCＲ and Western blot analysis． Immunohistochemistry of TH-
BS2 on a population-based tissue microarray consisting of 129 gastric cancer cases was used for evaluating the TH-
BS2 prognostic significance． Kaplan-Meier method and Cox's proportional hazards model were used in survival a-
nalysis． Ｒesults Both mＲNA and protein expression of THBS2 in 12 gastric cancer tissues were remarkably lower
than the corresponding normal tissues among total 14 pair tissues． Consistent with the results of our Western blot，
THBS2 expression was significantly inhibited in gastric cancer tissues as that in the normal controls in TMA ( P =
0. 031) ． Overexpression of THBS2 had a significant correlation with favorable prognosis of gastric cancer patients
( P = 0. 002) and decreasing THBS2 expression was associated with the poor histological grade of gastric cancer his-
tological grade ( P = 0. 005) ． Conclusion This study suggests THBS2 is down-regulation in gastric cancer tissue
versus normal gastric tissue，and it may play a critical role in gastric cancer carcinogenesis and may be a potential
prognosis predictor of gastric cancer．
Key words THBS2; gastric cancer; prognostic biomarker

一颗粒状角膜营养不良家系 BIGH3 基因突变的研究
郑 洁1，薛 敏1，张 棣1，周 青2，汪 渊2，李寿玲1

摘要 目的 对一颗粒状角膜营养不良( GCD) 家系进行
BIGH3 基因突变筛查，以确定其致病基因。方法 收集一常
染色体显性遗传的 GCD 家系，提取该家系患者及正常者的
DNA，通过聚合酶链式反应( PCＲ) 扩增 BIGH3 基因的目的
片段，纯化后直接测序，用 DNAStar软件分析测序结果，检测
其 BIGH3 基因突变的类型。结果 该家系患者均检测出第
4 外显子的 Ｒ124H突变( CGC ＞ CAC) ，而家系中的正常者及
50 例正常对照者的 BIGH3 基因中均未发现该突变。家系成
员都检测出第 11、12 外显子的同义单核苷酸多态性( SNP) 。
通过基因检测，确定该家系角膜营养不良的分型，即为 GCD
Ⅱ型，又称 Avellino 角膜营养不良( ACD) 。结论 BIGH3 基
因突变导致了该家系角膜营养不良患者的角膜病变，突变类

型为 Ｒ124H杂合突变。
关键词 角膜营养不良; 基因突变; BIGH3 基因
中图分类号 Ｒ 772． 2
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2014) 07 － 0999 － 04

角膜为一透明组织，无血管，无色素，是眼的一

个重要的屈光介质。角膜保持透明是视觉器官发挥
正常生理功能的重要条件，在一些外伤，感染或基因
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突变等因素的作用下，角膜的结构或功能受到损害，

从而失去其透明及屈光性，继而导致视力下降甚至

丧失。角膜营养不良就是一组双眼对称性的、遗传
性的疾病，在某种基因异常的诱导下，角膜不同层次

的组织中蛋白质非典型的聚合，逐渐形成沉淀物使

角膜发生浑浊失去透明性，严重影响患者的视力及

生活质量。人转化生长因子 β 诱导( transforming
growth factor-beta induce，TGFBI) 基因又称 BIGH3 基
因，是首个被确定的角膜营养不良致病基因，超过

50%的人角膜营养不良是由 BIGH3 的某些突变导
致。根据文献［1］报道，BIGH3基因突变热点主要位于
外显子 4、11、12。Ｒ124H和 Ｒ555W是两个最常见的
突变位点。故该研究针对 BIGH3 基因的这几个外显
子进行基因热点突变位点检测，以明确该家系是否存

在 BIGH3基因的突变、突变类型及突变位点。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 本研究中的颗粒状角膜营养不良
( granular corneal dystrophy，GCD) 家系来自安徽省
合肥市，汉族，无近亲婚史。将该家系中首个在我院
眼科门诊就诊并被诊断为 GCD的患者作为先证者，
详细询问其病史，确定该患者有家族史后进行遗传

学调查并绘制该家系遗传图谱，见图 1。共调查连
续 4 代，家系共 13 名成员，其中 4 例患者，9 例非患
者。对所有可获得的家系成员进行全面的眼科检

·999·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Jul; 49( 7)


