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'()*+ 在睾丸生殖细胞肿瘤中的表达及临床意义
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睾丸生殖细胞肿瘤占全世界男性新诊断癌症

的 ,>"_+,>3_，其发病率在过去 !" 年中呈上升趋

势，是 ,*+** 岁男性最常见的恶性肿瘤`,a。睾丸生殖

细胞肿瘤约占睾丸原发性恶性肿瘤的 4"_+43_，

约有 3",睾丸生殖细胞肿瘤患者的组织学类型为

精原细胞瘤，另外约 3",的患者被诊断为有各种类

型的非精原细胞瘤或混合型睾丸生殖细胞肿瘤，在

初次诊断时大约 #"_的患者已经发生了转移性病

变`!a。尽管手术和顺铂化疗的结合使睾丸生殖细胞

肿瘤患者的治愈率大大增加，但耐药及肿瘤的复发

依然对患者的生命造成了威胁，所以需要更好的了

解睾丸生殖细胞肿瘤发生的分子机制以及寻找新

的治疗靶点。

'-.$核糖基化因子$*（'()*）家族蛋白，包括

'()*'、'()*+ 和 '()*-，均涉及一些基本的细胞

功能，如迁移和传播等`#a。其中 '()*+ 已被发现在

结直肠癌、肺癌和平滑肌肉瘤等均呈现高表达，且对

肿瘤有不同程度的促进作用 `*a，但其在睾丸生殖细

胞肿瘤发生过程中扮演的作用依然未知，本实验重

点探索 '()*+ 在睾丸生殖细胞肿瘤中的表达情况

及对其发展的影响。
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,>, "# 通过 01.2'[D99KbccF7KJC>TC;T7:$K^B>T;c\

数据库收集 ,#? 例睾丸生殖细胞肿瘤患者及,&3 例
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非睾丸生殖细胞肿瘤患者 !"#$% 的表达情况，以

及 !"&$% 对 '( 例睾丸生殖细胞肿瘤患者和 )( 例

非睾丸生殖细胞肿瘤患者预后的影响。另外，收集

*+,-.*+,( 年天津医科大学第二医院 $+ 例睾丸生

殖细胞肿瘤患者的基本住院信息、临床病理资料以

及石蜡包埋的组织蜡块，每例患者都经过了 * 位以

上的病理医生确诊。实验中所用的正常睾丸细胞系

/0，睾丸生殖细胞肿瘤细胞系 10*，0234.* 由天津

泌尿外科研究所提供并保存。本研究已经天津医科

大学第二医院伦理委员会批准。

,5* !"#$ 患者的石蜡包埋切片通过免疫组

织化学测定蛋白质表达。首先使用二甲苯脱蜡，然

后将切片浸入 +6+, 4789# 枸橼酸盐抗原修复液中

（:/)6+!)6-）放入微波炉加热共 ,- 4;< 进行抗原修

复，室温冷却，=>/

*

?

*

去离子水避光孵育 ,- 4;< 阻

断内源性过氧化物酶。@AB 缓冲液清洗 ,+ 4;<，滴

加山羊血清封闭液孵育 ,- 4;<，然后滴加 C"&$%

一抗D,E*++F于 G"过夜。第 * 天 @AB 清洗 ,+ 4;< 后

依次滴加生物素标记的山羊抗兔二抗及辣根过氧

化物酶各孵育 ,- 4;<（中间用 @AB 清洗 ,+ 4;<）。之

后每张切片滴加 HCA 工作液，自来水冲洗 = 4;<，

滴加苏木素工作液复染，冲洗同前，最后经过脱水

处理之后常规中性树胶封片。免疫组化结果用

I3JJKL< 积分法判定，依照细胞阳性着色程度分为：

,（弱阳性）；*（中等阳性）；=（强阳性）。依照阳性细

胞数量可分为：+（+），,（,#!*-#），*（*)#!-+#），

=（-,#!,++#）。二者相乘，小于或等于 = 分为阴性，

大于 = 分为阳性，大于 ) 分为强阳性。$++$显微镜

下随机观察 - 个视野，取其平均值。

,6= %&'( 细胞用 "@IM.,)$+ 培养基加入胎

牛血清使终浓度为 ,+>（N;O27，CPQJL38;3），加入青

霉素和链霉素使终浓度为 ,R（B783LO;7，ST;<3），

在 =U"，-#S?

*

的加湿培养箱中培养，隔天换液，常

规传代。

,6G )*+,-./012345"0.V@S"6 取

对数生长期细胞，根据试剂说明书，使用 0"MW78

0I 试

剂（&;XK 0K2T<787Y;KQ，ZBC）获得细胞总 "1C。通过

/;[;B2L;:J 2H1C 合成试剂盒（%\O;7JK2T，ST;<3）将

总 "1C 合成互补 H1C（2H1C），使用 ]270I"K38^

0;4K @S" B_QJK4（M88P4;<3，ZBC）进行聚合酶链反

应，反应参数如下：̀-" ,+ 4;<，之后 `-",- Q，)+"

=+ Q，U*" ,- Q，持续 $*个循环。最终 `-"持续,- Q，

)+"持续 ,- Q，̀-"持续 ,- Q。在 V"0^@%" 中使用

引物如下：C"&$%：正向：-%^CNN0NC%%CCN00%N%

%NCN^=%，反向：-%̂ NC%N0NC0CNN0NN0NN%%N^=%。

NC@H/E 正向：-%^0N%%CCC0C0NC0NC%C0%CC&

NCC^=%，反向：-%^NNCN0NNN0N0%N%0N00N^=%。

使用 *

^!!%J 方法计算相对基因表达水平。实验重复

=次。

,6- aKQJKL< O87J 取对数生长期细胞，使用细胞总

蛋白提取试剂盒与 @IB[（,++E,）提取细胞蛋白，

A%C 法测量蛋白浓度，按 =E, 添加蛋白上样缓冲液

后于 `-"加热 - 4;< 使蛋白变性。聚丙烯酰胺凝胶

电泳（BHB^@CN]）用于蛋白分离，制备浓度为 ,+R

的分离胶，按上述测量浓度添加一定体积蛋白，初

始电压 (+ b 进行电泳。G+ 4;< 后转为 ,*+ b 直至

电泳结束。将分离的蛋白质转移至 @bH[膜并用 -#

ABC 封闭 , T，在 G"下与 C"&GS 一抗敷育过夜。第

* 天用 0AB0 洗涤 ,- 4;<'= 次，并在 *+"下与二抗

孵育 , T。通过增强化学发光法（]S&）显影，NC@H/

用于对照。实验重复 = 次。

,6) 789:; 采用 B@BB,=6+ 及 NL3:T@3c

@L;Q4U6+ 软件进行统计分析，!* 检验分析 C"&GS

在睾丸生殖细胞肿瘤及癌旁组织中的表达情况，

!"#$"%&'()(* 生存曲线分析患者预后情况，+#("*!

,"% 相关性分析 C"&GS 与 HM"CB, 之间的关系，独

立样本 - 检验分析 C"&GS 在正常睾丸细胞与睾丸

肿瘤细胞之间的差异表达，.(+6+- 为差异具有统计

学意义。

! !"

*6, C"&GS <=>?@ABCDEFGH 在

N]@MC 数据库中搜索 C"&GS 基因，发现其在多种

癌症中呈现高表达趋势，结果如图 ,C 所示。其中，

在胆管癌（S/?&）、多形性胶质母细胞瘤（NAI）、肾

透明细胞癌（de"S）、肾乳头状细胞癌（dM"@）、急性

髓系白血病（&CI&）、肺鳞状细胞癌（&ZBS）、卵巢浆

液性囊腺癌（?b）、胰腺癌（@CCf）、嗜铬细胞瘤和副

神经节瘤D@S@gF、胃腺癌（B0Cf）、睾丸生殖细胞肿

瘤（0gS0）、胸腺瘤（0/hI）、子宫内膜癌（ZSiS）、

子宫癌肉瘤（ZSB）中的差异表达具有显著统计学意

义（均 .(+5+j），结果如图 ,A，笔者选取睾丸生殖细

胞肿瘤作为研究对象。

*5* C"&GS <IJKL%&MNAOEFPQR

STOUV 在 Ni@MC 中收集了 ,=U 例睾丸生殖

细胞肿瘤患者及 ,)j 例非睾丸生殖细胞肿瘤患者

的 C"&GS 表达情况，发现在非睾丸生殖细胞肿瘤

患者中 C"&GS 基因平均表达量处于极弱的水平，

而睾丸生殖细胞肿瘤患者中 C"&GS 基因表达量

显著升高，与非肿瘤患者差异具有显著统计学意义

（图 *C），继续深入探讨 C"&GS 与肿瘤的关系，笔者

!

=
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注：!"!#$%& 在睾丸癌与正常睾丸组织中的表达；'"!#$%& 在不
同临床分期睾丸癌中的表达；&"!#$%& 表达与患者生存时间的关系
! ! "#$%&"#$%&'()*+,-./01

'() ! *+,-.//(01 02 "#$%& (1 3./3(4567- 4714.- 718 (3/ .22.43 01 ,-0)!

10/(/

将 ()* 例肿瘤患者按临床分期标准分为!期、"期

和#期，经过统计分析发现各期之间 !#$%& 表达

量差异无统计学意义（!!+",-）。分别统计 ./01! 数

据库中 23 例高表达 !#$%& 患者与 23 例低表达

!#$%& 患者的生存时间，"#$%#&'()*)+ 生存分析显

示高表达患者生存时间显著缩短（!"+4,-，图 5&），

!#$%& 在体内的高表达水平对患者的生存具有不

利影响。

54) !"#$%& !#$%& '()#*+,-.

/ 收集了天津医科大学附属第二医院 5,6-7

5,68 年 %, 例不同临床分期的睾丸生殖细胞肿瘤患

者临床信息以及病理组织（包括癌组织与癌旁组织）。

对病理组织进行 !#$%& 特异性免疫组织化学染色

（免疫组化）实验后发现，与 ./01! 数据库中收集的

信息相一致，!#$%& 在肿瘤组织中的表达明显高于

癌旁组织（!",4,-，表 6），免疫组化评分（染色强度#

着色细胞比例）如图 )! 所示，图 )' 为选取的典型

图像。对所有患者的临床信息进行统计分析，结果

如表 5 所示，!#$%& 的阳性表达与肿瘤大小、分化

程度、是否伴随转移显著相关，与患者年龄、临床分

期的关系则无统计学意义。

54% #97:0&# 0 ;<=><?@ ABC> %& !#$%& '12

! 9 "#$%&"23%4&567()89

'() 9 "#$%& /:0;/ :(): .+,-.//(01 (1 7 <7-(.3= 02 4714.-/

癌旁组织 %+ 3

肿瘤组织 %+ 58

组别 & !#$%&（D）

)5

66

!#$%&（7） !

E+4+6

( 9 #:;<=>?%@=> "#$%&()AB

>7? 9 *+,-.//(01 02 "#$%& (1 3./3(4567- 35@0- 3(//5./ 718

78A74.13 3(//5./

()3456+78,- 为了进一步验证 !#$%&

在睾丸生殖细胞肿瘤中的表达情况，选用正常睾丸

细胞系 F9、睾丸生殖细胞肿瘤细胞系 G95 及

9&HI75 进行实时荧光定量聚合酶链反应 （#97

:0&#）及 ;<=><?@ ABC> 实验，结果如图 % 所示，与正

常细胞 F9 相比，G95 和9&HI75 的 I#G! 表达水

平明显升高（!"+4+-，图%!）。;<=><?@ ABC> 结果与

:0&# 相似，肿瘤细胞系!#$%& 蛋白表达水平明显

高于正常细胞系（图 %'）。
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注：!4 !#$%& 在不同恶性肿瘤中的表达，图上方红色字体为高表达，绿色字体为低表达；'4 !#$%& 在不同恶性肿瘤中的表达柱状图
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! ! "#$%&!"#$%&'()*+,-.

'() ! #*+(,-./01-2 )*,3**/ "#$%& *425*00-./ (/6 7+-/-7(+

2(,1.+.8-7(+ -/9.5:(,-./ .9 2(,-*/,0

!"# $%&'()!"#$'&*+,%&'()*+,-.

/0123456 为了探寻 '&*+,过度表达在睾

丸生殖细胞肿瘤患者中发挥的作用，利用 (-&%./

数据库寻找其作用靶点，结果如图 #' 所示，'&*+,

与 $%&'(0、/12(、,3(-04、5$2! 等基因均有相互

作用。$%&'(0 属于肿瘤抑制性小 /-2 酶，定位于

0670898。它的表达可竞争性与 (:;/$(（促进几种

致癌 /-2 酶活化的蛋白质）结合并抑制 (:;/$( 与

其他促进恶性肿瘤的小 /-2 酶的结合，包括 <=

&>?+@、&AB'和 &>70'

C#D，$%&'(0的异位表达可通过

阻断 &>? 介导的转化来抑制神经肿瘤细胞的生长CED。

另外，$%&'(0 是胶质瘤和食管鳞状细胞癌的肿瘤

抑制因子，$%&'(0 的下调发生在约 #4!的原发性

食管鳞状细胞癌中，其与晚期临床分期，淋巴结转

移和较差的总体存活率显着相关。在原发性食管鳞

状细胞癌细胞中的异位重新表达 $%&'(0 可抑制细

胞增殖、克隆形成、细胞运动和肿瘤形成CFD。!"#$%&$'

相关性分析显示'&*+,与$%&'(0显著相关（("494#，

图 #@）。通过 /G2%' 数据库收集 08F 例睾丸生殖细

胞肿瘤患者与 0EE 例非睾丸生殖细胞肿瘤患者 $%#

&'(0 的表达情况，发现 $%&'(0 在睾丸生殖细胞

肿瘤患者中的表达显著降低（图 #,），为了验证这一

结论，对 +4 例肿瘤组织和癌旁组织进行了免疫组

化染色，结果如图 #$ 显示，$%&'(0 在肿瘤组织中

的染色强度明显低于癌旁组织，在睾丸癌中呈现低

表达状态。图 G 为免疫组化评分。猜测 $%&'(0 的

下调减弱了对 '&*+, 的抑制，从而导致睾丸生殖

细胞肿瘤的生长及发展。

注：'9肿瘤组织与癌旁组织免疫组化评分；@9免疫组化典型图像
H放大倍数：左 !44$，右 +44$I
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! !"

睾丸生殖细胞肿瘤占男性肿瘤的 !"#!"!"$!，

占泌尿科肿瘤的 $!

%&'，是年轻男性中最常见的肿

瘤，最近 !( 年发病率不断上升。 睾丸生殖细胞肿

瘤分为精原细胞瘤和非精原细胞瘤或混合型睾丸

生殖细胞肿瘤，它们均起源于生殖细胞原位增生

（原始生殖细胞发育不良的结果）%)*!('。

+,-*核糖基化因子（+./）是 .01 相关 23- 酶

的亚家族，+./ 样蛋白（+.4 蛋白）在进化上是保守

的，与 +./ 蛋白具有 5#!"6(!的氨基酸同一性%!!'。

由 +.4 蛋白调节的细胞过程包括 !*微管蛋白折

叠，囊泡转运，胚胎发育期间的神经发生和体节发

生，以及成人精子发生的早期阶段%!7*!5'。+.458 作为

一种小 23- 酶在体内参与了多种生理功能，有研究

报道它参与了 +9 依赖性胆固醇分泌过程，:;< 等%!$'

在人肾癌细胞中鉴定了 +.458 与 "*微管蛋白之间

的相互作用并且其可能参与调节微管依赖性细胞

内囊泡运输过程，=0>1?@A>A 等%!6'发现 :B>*!*连环

蛋白和表皮生长因子*丝裂原活化蛋白激酶途径协

同作用可诱导 +.458 表达，+.458 通过 C+-D3+E

的核定位促进细胞增殖，细胞形态变化，形成上皮

细胞管以及胚胎肾脏中的尿道芽。+.458 已被发现

在结肠癌和肺腺癌的肿瘤病变中呈现高表达状态，

并且 +.458 表达在体外和体内均促进癌细胞的

迁移、侵袭和增殖%5'。+.458 也被证实与胃癌的腹

膜传播相关并且它的阳性表达是胃癌的不良预后

因素%!F'。

在本研究中，通过对 2G-9+ 数据库的挖掘，笔

者发现 +.458 在多种肿瘤中呈现高表达趋势，之

后通过收集患者临床和病理信息以及免疫组化验

证了 +.458 在睾丸生殖细胞肿瘤中的表达明显升

高，并且其升高能显著影响睾丸生殖细胞肿瘤患者

总的生存时间，进一步分析患者临床资料发现，

+.458 的表达与肿瘤大小、分化程度、是否伴随转

移显著相关，与患者年龄及临床分期的关系则无统

计学意义。其次笔者对正常睾丸细胞系 H3、睾丸生

殖细胞肿瘤细胞系 I37 及 380@*7 的 @.I+ 和蛋

白质进行提取和分析，结果与免疫组化相一致，肿

瘤细胞系 +.458 的 @.I+ 和蛋白质表达显著高于

正常细胞系。利用 J3.9I2 数据库发现 ,9.+J! 与

+.458 具有相互作用，并且二者显著相关，对 ,9#

.+J! 进行免疫组化分析，结果显示它在睾丸生殖

细胞肿瘤中的表达明显低于癌旁组织。研究报道，

,9.+J! 属于肿瘤抑制性小 23- 酶，在多种恶性肿

瘤中呈现下调趋势，,9.+J! 通过细胞外信号调节

激酶（G.K!L7；=+-KMN!）和 OM& 丝裂原活化蛋白激

酶（=+-K；=+-K!5）发挥信号作用，触发基质金属

蛋白酶（==-）7N) 转录失活从而抑制细胞转移。另

外其表达可竞争性与 J@P2,J 结合并抑制J@P2,J

与其他促进恶性肿瘤的小 23- 酶的结合，从而抑制

促恶性肿瘤小 23- 酶的活化。笔者猜测,9.+J! 可

能为 +.458 上游作用靶点，,9.+J! 的下调导致对

+.458 的抑制作用减弱Q从而促进睾丸生殖细胞肿

瘤的发展。以上结果提示小 23- 酶+.458 可能是

5
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RAP7（+.4583-=）

$

5

M

7

!

(

3283

数量S肿瘤TU!MFV

数量S正常TU!6$

肿瘤组织

癌旁组织

+ W 8

,

G

,9.+J9

注：+X通过 J3.9I2 寻找于 +.458 相互作用的基因；WX+.458 与

,9.+J! 相关性分析；8X,9.+J! 在 3283 与正常睾丸组织中的表达情

况；,X,9.+J! 免疫组化典型图像S放大倍数：左 7(($，右 5(($T；GX,9#

.+J! 免疫组化评分
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睾丸生殖细胞肿瘤发生、发展过程中一个重要的靶点。

gfbX[ 在睾丸生殖细胞肿瘤中的高表达为分

子靶向治疗提供了新的思路，但其在睾丸生殖细胞

肿瘤中更多的作用与机制仍旧未知，需要笔者未来

进一步的探索和发掘。
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