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　　［摘要］　背景与目的：在胃癌的发生、发展过程中，内质网应激、细胞的修复及凋亡是重要的

病理生理过程，而GRP78与pERK在其中发挥了重要的作用。研究葡萄糖调节蛋白78(glucose-regulated 

proteins 78，GRP78)和磷酸化细胞外信号调节激酶(pERK)在胃腺癌、慢性萎缩性胃炎及浅表性胃炎组

织中的表达，研究它们与胃癌发生、发展的关系。方法：RT-PCR法检测各25例胃腺癌、慢性萎缩性胃炎

和浅表性胃炎新鲜组织中GRP78、pERK基因表达；免疫组化法分别检测各60例胃腺癌、慢性萎缩性胃炎

和浅表性胃炎组织中GRP78、pERK蛋白表达，并分析其蛋白表达与临床病理参数间的相关性。结果：RT-

PCR半定量结果显示，胃癌组织中GRP78及pERK mRNA的相对表达水平(1.26±0.18、2.35±0.36)均明显

高于慢性萎缩性胃炎组织(0.89±0.25、1.18±0.25)及浅表性胃炎组织(0.29±0.09、0.68±0.10)，差

异有统计学意义(P＜0.01)。免疫组织化学结果显示，GRP78及pERK蛋白在胃癌组织中的表达率(78.3%、

88.3%)亦均高于慢性萎缩性胃炎(46.6%、43.3%)及浅表性胃炎组织(6.7%、5.0%)，差异有统计学意

义(P＜0.01)。胃癌组织中GRP78及pERK蛋白表达与胃癌分化程度、分期、淋巴结转移等有明显相关性。

GRP78及pERK基因及蛋白表达水平在胃癌中均呈正相关(基因：r=0.307，P=0.000；蛋白：r=0.368，
P=0.000)。单因素分析结果显示：组织学分级、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移、GRP78高表达及pERK高

表达与胃癌预后有关(P均＜0.05)。浸润全层、低分化、TNM分期晚、有淋巴结转移、GRP78高表达及pERK

高表达患者生存时间短。多因素生存分析结果结果显示：GRP78高表达与GRP78低表达相比生存时间差异

有统计学意义(P＜0.001)。GRP78高表达的胃癌患者生存时间短，提示GRP78是负性的预后因子。结论：

GRP78和pERK在胃癌中高表达，GRP78和pERK在正常细胞向恶性细胞转化的过程中可能扮演了重要角色，

检测pERK和GRP78的表达可能有助于对胃腺癌的预防、早期诊断及预后判断，同时为胃癌治疗寻找新的 

靶点。
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　　［Abstract］ Background and purpose: In the process of gastric cancer development, cytothesis and apoptosis, 
and endoplasmic reticulum stress (ERS) are very important pathological processes. Glucose regulated protein 78 
(GRP78) and phosphorylated form of extracellular signal-regulated protein kinase (pERK) play important roles in 
it. This study aimed to investigate the expression of GRP78 and pERK in gastric adenocarcinoma, chronic atrophic 
gastritis and superficial gastritis, and the role of GRP78 and pERK in the development of gastric adenocarcinoma. 
Methods: Gastric adenocarcinoma, chronic atrophic gastritis and superficial gastritis tissues in 60 cases respectively 
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　　GRP78是内质网应激诱导表达的关键蛋

白，GRP78在内质网中扮演着双重作用。一方

面作为固有的分子伴侣促进错误与未折叠蛋白

恢复正常构象，减少未折叠蛋白的蓄积；另外

一方面经过内质网跨膜受体信号转导，GRP78
大量表达，和细胞外信号调节激酶(extracellular 
signal-regulated protein kinase，ERK)分离，使

之磷酸活化，一旦激活，促使胃癌等肿瘤中

UPR上游或下游的基因上调，刺激肿瘤慢性生 

长［1-2］。本研究采用RT-PCR法检测GRP78和

pERK基因表达；免疫组织化学法检测两者蛋白

表达，并探讨其表达与胃癌各临床病理参数间

的关系。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　收集2007年1月—2008年2月间在南通市肿

瘤医院就诊的胃腺癌、慢性萎缩性胃炎及浅表

性胃炎各60例，其中胃癌组织标本来自我院行

胃癌手术切除的患者，慢性萎缩性胃炎及浅表

性胃炎的组织标本来自我院内镜室门诊行胃镜

检查的患者。胃癌病例手术前未行放、化疗和

其他抗肿瘤治疗，60例胃癌患者中男性42例，

女性18例。平均年龄(61.32±6.15)岁。经病理检

查确诊为胃腺癌, 未对癌旁组织做2者的表达状

况的检测。其中分化程度：高分化8例，中分化

41例，低分化11例；浸润深度：侵及黏膜下层8
例，肌层32例，浆膜层20例；TNM分期：Ⅰ期7
例，Ⅱ期29例，Ⅲ期24例，Ⅳ期0例；淋巴结转

移39例，无淋巴结转移21例。全部标本的病理

切片均经两位病理学专家验证。各组病例均收

集到25例新鲜组织，用于RT-PCR检测。

1.2　试剂

　　TRIzol试剂购自GIBOC公司，免疫组化

染色超敏试剂盒(SP法)和DAB显色试剂盒均购

自上海凯博生物有限公司，鼠抗人GRP78和

pERK单克隆抗体均购自上海瑞齐生物科技有限 

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　RT-PCR检测GRP78及pERK mRNA的

表达

　　以TRIzol试剂(GIBOC公司)提取25例胃

腺癌、慢性萎缩性胃炎及浅表性胃炎新鲜组

织总RNA。GRP78、pERK及内参β-actin上、

下游引物分别为：GRP78上游：5’-TGGGTC 
G A C T C G A A T T C C A A A G - 3 ’ ， 下

游 ： 5 ’ - G T C A G G C G AT T C T G G T C AT 

were employed in the study. We chose 25 fresh tissue samples from each group, and the level of GRP78 and pERK 
mRNA in different tissues were detected by RT-PCR assay. The expressions of GRP78 and pERK in different paraffin 
samples were detected using immunohistochemistry assay. In addition, the relationships between GRP78 and pERK 
expression and age, gender, differentiation, invasion, disease stage, and lymphoid node metastasis were analyzed. 
Results: The expression level of GRP78 and pERK mRNA in gastric adenocarcinoma(1.26±0.18, 2.35±0.36) were 
significantly higher than chronic atrophic gastritis (0.89±0.25, 1.18±0.25) and superficial gastritis (0.29±0.09,  
0.68±0.10, P<0.01). The positive ratio of GRP78 expression in gastric adenocarcinoma, chronic atrophic gastritis and 
superficial gastritis were 78.3%, 46.6%, 6.7%. The positive ratios of pERK expression were 88.3%, 43.3%, 5.0%, 
respectively. The GRP78 and pERK expression in different tissues were significantly different (P<0.01). GRP78 and 
pERK expression were positively correlated with differentiation, disease stage and lymph node metastasis. There was 
a positive correlation between the gene and protein expression of GRP78 and pERK with a Pearson correlation value 
of 0.307 and 0.368, respectively. Both univariate and multivariate analysis revealed that GRP78 was related to the 
prognosis of gastric adenocarcinoma.  Conclusion: GRP78 and pERK may play an important role in the transition of 
normal gastric cells to malignant cells. The expression of these two genes enhances tumor progression. Overexpression 
of GRP78 and pERK is significantly correlated with poor prognosis in patients with gastric adenocarcinoma. The 
determination of the expression of GRP78 and pERK might be helpful for the prevention, early diagnosis of gastric 
carcinoma. Particularly, GRP78 is valuable for the judgement of prognosis, and might be a new target for the treatment 
of gastric adenocarcinoma.
  　［Key words］ GRP78; pERK; Gastric adenocarcinoma
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TGG-3’，产物大小为513 bp；pERK上游：

5’-CTCACAGGCAAAGGAAGGAG-3’，下

游：5’-AACAACTCCAAAGCCACCAC-3’，

产物大小179 bp；β-actin上游：5’-GTTTGAGA 
CCTTCAACACCCC-3’， 下 游 引 物 序 列 ：

5’-GTGGCCATCTCTCTTGCTCGAAGTC-3’，
产物大小320 bp。PCR扩增条件均为：94 ℃变

性1 min，56 ℃退火40 s，72 ℃延伸30 s，30个

循环后，72 ℃再延伸10 min。RT-PCR产物进行

琼脂糖凝胶电泳,照像保存。Kodark1D电泳成像

系统进行扫描分析，计算GRP78、pERK mRNA
的相对表达水平。GRP78及pERK mRNA 相对

表达水平=GRP78(pERK)条带灰度值/β-actin条带

灰度值。

1.3.2 免疫组织化学染色

　　免疫组化染色超敏试剂盒(SP法)和DAB显

色试剂盒均购自上海凯博生物有限公司。将石

蜡包埋的组织制成4 μm的连续切片，行免疫组

化染色，将切片脱蜡至水化，高温高压修复；

将鼠抗人GRP78和pERK单克隆抗体(上海瑞齐

生物科技有限公司)稀释至1∶100，取已知阳性

组织作阳性对照，PBS替代一抗作阴性对照。

浆细胞能表达高水平的GRP78，其阳性染色被

用来作为GRP78组的内部阳性参照［3］。DAB显

色，用苏木精复染、脱水、透明，封片。

1.3.3　免疫组织化学结果判断标准

　　GRP78见于细胞质中，出现棕黄色颗粒为

阳性。pERK蛋白阳性表达位于细胞核，呈黄

色或棕黄色颗粒；根据细胞中GRP78和pERK蛋

白的着色范围评分：阴性为0，1%~10%为1，

11%~50%为2，51%~80%为3，81%~100%为4。

染色的强度分：阴性为0，弱为1，中为2，强为

3。上两者的乘积为最后得分：0为(-)，1~4为

(+)，5~8为(+ +)，9~12为(+ + +)；<5分归为低

表达组，即阴性组，≥5分归为高表达组即阳 

性组。

1.4　统计学处理

　　所有数据应用Stata 8.0统计软件处理, 各

组间GRP78和pERK基因表达半定量结果间比

较采用方差分析；各组间免疫组化检测GRP78
和pERK蛋白表达阳性率间的比较及GRP78和

pERK蛋白表达阳性率在各临床病理参数间的

比较均采用χ2检验。GRP78与pERK相关分析

采用Pearson相关分析。以多因素非条件logistic
回归模型计算调整HR及其95%CI。生存分析用

Kaplan-Meier法，log-rank单因素分析和Cox多因

素分析模型探讨GRP78表达与无疾病生存时间

的相关性。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　GRP78及pERK基因及蛋白在各组胃组织

中的表达

　 　 半 定 量 RT- P C R 结 果 显 示 ， 胃 癌 组 织

中 G R P 7 8 及 p E R K  m R N A 的 相 对 表 达 水 平

(1.26±0.18、2.35±0.36)均明显高于慢性萎缩性

胃炎组织(0.89±0.25、1.18±0.25)及浅表性胃炎

组织(0.29±0.09、0.68±0.10)，差异有统计学意

义(P<0.01)，且两者mRNA表达量在慢性萎缩性

胃炎组织与浅表性胃炎组织间差异也有统计学

意义(P<0.01，表1)。
　　免疫组织化学结果显示，GRP78蛋白阳性

信号定位于细胞质中，呈棕黄色颗粒(图1)；

pERK蛋白阳性信号定位于细胞核，呈黄色或

棕黄色颗粒(图2)。胃癌、慢性萎缩性胃炎及浅

表性胃炎组织中GRP78(78.3%、46.6%、6.7%)
及pERK蛋白(88.3%、43.3%、5.0%)的表达率比

较，差异均有统计学意义(P<0.01，表1)。

表 1　GRP78、pERK基因及蛋白在不同胃组织中的表达

Tab. 1    The gene and protein expression of GRP78 and pERK in different gastric tissues

Group
mRNA (x±s) Protein positive 

n GRP78 pERK n GRP78[n(%)] pERK[n(%)]
Gastric adenocarcinoma 25 1.26±0.18 2.35±0.36 60 47(78.3) 50(83.3)
Chronic atrophic gastritis 25  0.89±0.25*  1.18±0.25* 60  28(46.6) *  26(43.3) *

Superficial gastritis 25 0.29±0.09 0.68±0.10 60 4(6.7) 3(5.0)
 *: P<0.01, compared with the other between the two groups. 
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2.2　胃腺癌组织中GRP78和pERK表达与临床

病理参数之间的关系

　　胃腺癌组织细胞中GRP78表达与年龄、性

别、肿瘤浸润深度无关，与分化程度、分期

和淋巴结转移有明显相关。胃腺癌组织细胞中

pERK表达与年龄、性别无关，与肿瘤浸润深

度、分化程度、分期和淋巴结转移明显相关 

(表2)。

图 1　不同组织中GRP78的表达情况

Fig. 1    The expression of GRP78 in different tissues

(BAD, ×400)
 A: GRP78 positive in superficial gastritis; B: GRP78 negative in superficial gastritis; C: GRP78 positive in chronic atrophic gastritis; D: GRP78 
negative in chronic atrophic gastritis; E: GRP78 positive in gastric adenocarcinoma; F: GRP78 negative in gastric adenocarcinoma; A-F: Plasma 
cell staining indicated in the circle was used as internal positive controls. 

图 2  不同组织中pERK的表达情况

Fig.1 The expression of pERK in different tissues  

(BAD, ×400)
 A: pERK positive in superficial gastritis; B: pERK negative in superficial gastritis; C: pERK positive in chronic atrophic gastritis; D: pERK nega-
tive in chronic atrophic gastritis; E: pERK positive in gastric adenocarcinoma; F: pERK negative in gastric adenocarcinoma.
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　　胃癌中GRP78及pERK基因及蛋白表达水

平的相关性分析。Pearson相关分析胃癌组织中

GRP78及pERK基因表达水平间呈正相关(基因：

r=0.307，P=0.000；蛋白：r=0.368，P=0.000)。
2.3　各临床参数与胃癌预后关系

2.3.1　单因素分析结果

　　组织学分级、浸润深度、TNM分期、淋巴

结转移、GRP78高表达及pERK高表达与胃癌预

后有关(P<0.05)。浸润全层、低分化、TNM分

期晚、有淋巴结转移、GRP78高表达及pERK高

表达患者生存时间短。未发现年龄、性别与胃

癌预后有关(P>0.05，表3)

2.3.2　多因素分析结果

　　对单因素分析筛选出的显著性变量，纳入

Cox模型进行多因素生存分析。在排除组织学

分级、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移、

pERK高表达与胃癌预后的影响后，结果显示：

GRP78高表达与GRP78低表达相比生存时间差

异有统计学意义(P<0.001)。GRP78高表达的胃

癌患者生存时间短。

2.4　GRP78与生存期的关系

　　GRP78阳性组与GRP78阴性组的生存时间

的情况(图3)，提示GRP78阳性是负性的预后 

因子。

表 2　胃癌组织中GRP78及pERK蛋白的表达与临床病理参数的关系

Tab. 2    Relationship between protein expression of GRP78, pERK and clinical parameters of gastric cancer

Clinical parameter n
GRP78 pERK

Positive P Positive P
Age/year

＜60 28 22
>0.05

23
>0.05

≥60 32 25 27
Gender

Male 48 42
>0.05

40
>0.05

Female 12   5 10
Depth of infiltration
Mucouse or submucous layer   8   5   4

Muscularis propria layer 32 26 >0.05 28 <0.05
Serous layer 20 16 18

Level of differentiation
High   8   3

<0.05
  2

<0.01Middle 41 34 38
Low 11 10 10

Tumor stage (TNM)
     Ⅰ   7   2

<0.01
  4

<0.05     Ⅱ 29 23 26
     Ⅲ 24 22 20
Lymphotic metastasis

Yes 39 36
<0.01

37
<0.01

No 21 11 13

表 3　各临床参数与胃癌预后关系的单因素分析结果

Tab. 3    Univariate analysis between disease-free survival of post-operative gastric adenocarcinoma patients and baseline clinical features

Clinical parameter Group P
Age/year ＜60 ≥60 0.772
Gender Male Female 0.579
Depth of infiltration Mucouse or submucous and muscularis propria layer  Whole layer 0.042
Level of differentiation High Middle-low 0.032
TNM stage Ⅰ-Ⅱ Ⅲ 0.044
Lymphotic metastasis No Yes 0.013
GRP78 Negative Positive 0.002
pERK Negative Positive 0.039
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3　讨　　论

　　GRP78是迄今研究较多的糖调节蛋白的家

族成员，与热休克蛋白70(HSP70)有60%的同源

性。该蛋白存在于内质网内，是内质网应激诱

导表达的关键蛋白［3］。GRP78表达升高的意义

在于：①能促进错误与未折叠蛋白恢复正常构

像，使蛋白质能够在细胞应激状态下继续正确

合成；②通过内质网膜上的肌醇三磷酸通道释

放钙离子到胞质中，维持内质网、线粒体和胞

质内Ca2+平衡并维持内质网内Ca2+依赖性蛋白修

饰反应、对抗氧化应激，从而有助于减轻内质

网应激、防止细胞发生凋亡［4］；③促进凋亡的

未折叠蛋白反应通路［5］。目前认为，胃黏膜

在有害因素作用下产生损伤，黏膜细胞分裂、

增生以修复损伤，如损伤修复，胃黏膜恢复正

常，如损伤不能修复，可启动细胞凋亡，受损

细胞的凋亡对于清除具有遗传缺陷的细胞具有

重要意义，在胃癌发生、发展过程中，内质网

应激、细胞的修复及凋亡是重要的病理生理过

程，因此研究GRP78在此过程中的作用具有重

要意义。本研究用免疫组化及RT-PCR的方法检

测了GRP78在3组中表达情况。我们发现在在浅

表性胃炎组织中GRP78阳性率仅为6.7%, 而在慢

性萎缩性胃炎组织中GRP78阳性率为46.6%。而

在胃腺癌组织中GRP78阳性率为78.3%。3组间

GRP78蛋白的表达差异有统计学意义，胃癌组

织GRP78 mRNA的相对表达水平(1.26±0.18)明

显高于浅表性胃炎组织(0.29±0.09)，差异有统计

学意义(P<0.01); 慢性萎缩性胃炎组织的相对表

达水平(0.89±0.25)明显高于浅表性胃炎组织，

差异有统计学意义(P<0.05)，进一步提示GRP78
可能参与胃黏膜正常细胞向恶性细胞转化的过

程，其具体机制需要进一步的研究。

　　越来越多的研究证明人类肿瘤与GRP78的

高表达相关。近年来GRP78在乳腺癌［6-7］、非

小细胞肺癌［8］、结肠癌［9］、肝癌［10］、前列

腺癌［11］、成神经细胞瘤［12］中的高表达都有文

献报道。本研究发现GRP78高表达与人类胃腺

癌的分化程度、淋巴结转移、病理分期相关，

而与患者年龄、性别及浸润深度无关。GRP78
表达随分化程度的降低而增高，有淋巴转移的

GRP78表达显著高于无淋巴转移的患者；病理

分期越晚GRP78表达阳性率越高。GRP78高表

达的患者其中位复发时间明显短于GRP78低表

达的患者，提示GRP78的表达增加了肿瘤复发

风险，与肿瘤患者的生存时间呈负相关。

　　ERK是MAPK家族的重要成员，ERK活

化后，即pERK，进入细胞核作用于Elk-1、

c-myc、c-fos、c-jun、ATF、NF-κB和AP-1等

转录因子来调节相关基因的转录，进而参与

细胞生长、发育、分裂及细胞间的功能同步等

多种生理过程，并在细胞恶性转化等病理过程

中起重要作用［13-15］。目前研究显示，pERK
在乳腺癌、肝癌、头颈部鳞癌以及前列腺癌等

多种肿瘤组织与细胞系中异常表达或活性增 

强［16-17］，表明pERK调控异常与肿瘤发生、

发展密切相关。本组病例显示，胃癌组织中

p E R K 阳 性 率 8 3 . 3 % ， 高 于 慢 性 萎 缩 性 胃 炎

组 织 4 3 . 3 % 。 而 在 浅 表 性 胃 炎 组 织 中 p E R K
阳性率为5%。3组间pERK蛋白的表达差异

有统计学意义。胃癌组织pERK  mRNA的相

对 表 达 水 平 ( 2 . 3 5 ± 0 . 3 6 ) 也 明 显 高 于 浅 表 性

胃 炎 组 织 ( 0 . 6 8 ± 0 . 1 0 ) ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.01)；慢性萎缩性胃炎组织的相对表达水

平(1.18±0.25)明显高于浅表性胃炎组织，差

异有统计学意义(P<0.05)。进一步证实pERK
在3种胃组织中的表达差异，其中GC组织中

图 3　GRP78阳性及与阴性组的生存曲线

Fig. 3    Disease-free survival of post-operative gastric 

adenocarcinoma patients of positive and negative GRP78 

expression
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有淋巴结转移组阳性率高于无淋巴结转移组

(P<0.01)。表明pERK在GC中高表达，且与分

化程度、分期和淋巴结转移有明显相关性，

pERK在胃癌侵袭、转移进展中起着促进作

用，预示着pERK可能是胃癌患者预后不良的 

指标。

　　正常情况下，ERK与内质网腔中的GRP78
牢牢结合［16］。应激情况下，UPR可使GRP78
大量表达，GRP78和ERK分离，ERK被激活，

通过磷酸化真核细胞起始因子2(eukaryot ic 
initiation factor 2，elF2)抑制蛋白质合成。

PERK/elF2a信号通路在降低内质网对新合成蛋

白折叠需求压力的同时，还通过精细的调节机

制，特异性的提高某些基因的转录水平，参与

细胞的整合应激反应并诱导GRP78合成［17］。

本研究中通过Pearson相关分析，提示胃癌组织

中GRP78及pERK基因及蛋白表达水平间呈正 

相关。

　　综上所述，研究表明GRP78、pERK在胃癌

中高表达，与胃癌的分化、进展、转移有密切

的关系，可作为有价值的分子标志物。两者具

有相关性，检测两者可以为胃癌的早期预防和

早期诊断服务。
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