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　　［摘要］　背景与目的：胰腺神经内分泌肿瘤(pancreatic neuroendocrine neoplasms，PNENs)症状复

杂多样，易发生误诊和漏诊。本研究旨在探讨PNENs中DJ-1蛋白表达水平及其在病程进展及预后中的临床意

义。方法：采用ELISA法检测16例PNENs及25例健康人血清中DJ-1蛋白的水平，采用免疫组织化学法检测了78例

PNENs病理组织中DJ-1蛋白的表达情况。结果：PNENs患者血清中DJ-1蛋白水平显著高于健康人(36.19±6.71 

vs 24.68±5.94 ng/mL；P＜0.001)；53.8%的PNENs组织中DJ-1蛋白呈阳性表达(42/78)；PNENs组织中DJ-1表

达水平与淋巴结转移(P=0.033)、远处转移(P=0.017)、TNM分期(P=0.012)、以及病理分级(P=0.049)呈显著

正相关；作为非独立风险因素，DJ-1阳性表达与PNENs患者OS(P=0.003)及DFS(P=0.018)缩短均显著相关。结

论：PNENs存在DJ-1蛋白高表达，且与肿瘤的侵袭转移、病程进展及不良预后相关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The symptoms of pancreatic neuroendocrine neoplasms (PNENs) 
are complicated, that might lead to misdiagnosis. This study aimed to detect the expression level of DJ-1 in PNENs 
and explore the clinical significance of DJ-1 in PNENs. Methods: DJ-1 protien levels in the serum of 16 cases of 
PNENs patients and 25 cases of healthy persons were detected by ELISA analysis; The expressions of DJ-1 in 78 cases 
of PNENs tissues were detected by immunohistochemical staining. Results: The DJ-1 level in the serum of PNENs 
patients was significantly higher than healthy persons (36.19±6.71 vs 24.68±5.94 ng/mL; P<0.001); 53.8% (42/78) cases 
of PNENs tissues showed DJ-1 positive staining; DJ-1 expression level in PNENs tissues had significantly positive 
correlation with lymph node metastasis (P=0.033), distant metastasis (P=0.017), TNM stage (P=0.012), and pathology 
grade (P=0.049); As a dependent risk factor, DJ-1 expression was significantly associated with shorter OS (P=0.003) 
and DFS (P=0.018) of PNENs patients. Conclusion: High expression of DJ-1 protein correlated with invasion and 
metastasis, disease progression, and poor prognosis in PNEN.
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　 　 胰 腺 神 经 内 分 泌 肿 瘤 ( p a n c r e a t i c 

neuroendocrine neoplasms，PNENs)起源于胰

腺 小 管 的 多 能 干 细 胞 ， 约 占 所 有 胰 腺 肿 瘤 的 

1%~2%［1］。PNENs的症状复杂多样，临床医师

对其认识普遍不足，常发生误诊和漏诊，导致病

程迁延，由良性发展成恶性，给患者带来严重的



《中国癌症杂志》2015年第25卷第2期 113

健康损害。目前临床上对PNENs的诊断主要借

助于影像学及血清神经内分泌标志物检测等手

段，但不易判断其严重程度及提示预后［2］。因

此，筛选能提示PNENs严重程度及预后的的新

型分子标志物成为该研究领域的热点。

　　DJ-1基因(也称为Parkinson 7，PARK7)，在

人体多种组织均有表达，参与抑制细胞凋亡、

抗氧化及细胞转化等多种功能［3-4］，是近年新

发现的癌基因［5］。近年研究发现，在诸如肺

癌、宫颈癌、食管癌及白血病等多种恶性肿瘤

组织中均存在DJ-1蛋白高表达，且与化疗耐

药、患者生存期缩短等相关［6-9］；同时，在恶

性肿瘤患者血清或其它体液中，DJ-1蛋白水平

较健康人亦显著增高，且随着肿瘤的进展而增

高［10-13］。在关于PNENs的研究中，国内外鲜见

有关DJ-1基因及蛋白表达的报道。

　　本研究应用酶联免疫吸附试验(enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA)检测16

例PNENs及25例健康人血清中DJ-1蛋白的水

平；采用免疫组织化学法检测了78例PNENs

组织中DJ-1蛋白的表达情况，并分析PNENs

组 织 中 D J - 1 表 达 水 平 与 患 者 临 床 病 理 参 数

及 随 访 预 后 资 料 的 相 关 性 ， 以 探 讨 D J - 1 表

达水平在PNENs病程进展及预后中的临床意

义，判断DJ-1可否作为PNENs的新型分子标 

志物。

1　材料和方法

1.1　主要试剂

　　DJ-1/PARK7 ELISA检测试剂盒购自美国

MyBioSource公司(MBS027308)；兔抗人DJ-1多

克隆抗体购自圣克鲁斯生物技术(上海)有限公

司(sc-32874)；UltraSensitive TM SP超敏浓缩试

剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司(KIT-

9720)；DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司(LI-9032/9033)。

1.2　血清样本及病理组织样本

　　本研究所用血清样本来自沈阳医学院附属

中心医院2011—2013年收治的16例PNENs患者

群体，收集患者入院治疗前空腹采集的外周静

脉血样，并分离得到血清样本；另外收集了在

本院体检中心进行健康体检的25例健康人空腹

静脉血样，并分离得到血清样本。上述血清标

本加入0.02%叠氮钠后，于-80 ℃冰冻保存，

以备检测。组织样本均来自沈阳医学院附属中

心医院2004年—2009年78例PNENs患者手术切

除的病理组织，手术前患者均未接受放疗或 

化疗。

1.3　ELISA检测

　　应用DJ-1 ELISA检测试剂盒检测16例

PNENs患者及25例健康人血清样品中DJ-1蛋白

水平，具体操作步骤参照说明书进行。

1.4　免疫组织化学染色及结果判读

　　保存于-80℃的手术切除组织经室温解冻

后，用4%多聚甲醛固定2 d，常规制作石蜡包

埋组织块，切4 μm厚石蜡切片，固定于经多聚

赖氨酸处理的防脱载玻片上。将组织切片依次

进行二甲苯脱蜡，乙醇脱苯、水化处理，于柠

檬酸盐缓冲液(pH为6.0)中在80 kpa压力下修复5 

min。经H2O2、正常山羊血清处理后，切片滴加

DJ-1一抗(1︰200稀释)并于4 ℃温育过夜。次日

切片经生物素标记二抗以及链真菌抗生物素蛋

白-辣根过氧化酶(SP)复合物温育后，滴加新鲜

配制的DAB 溶液显色，并进行苏木素复染。以

PBS液代替DJ-1抗体作为阴性对照。

　　DJ-1蛋白阳性表达部位为细胞质。染色

结果综合染色强度和着色肿瘤细胞百分率进行

判定。染色强度评分为：无染色0分，弱染色1

分，中等强度染色2分，强染色3分；着色肿瘤

细胞百分率评分为：≤5%为0分，6%～25%为1

分，26%～50%为2分，51%～75%为3分，<75%

为4分；染色强度和着色肿瘤细胞百分率的乘积

为总积分，范围0~12，总积分≤3定义为阴性表

达，总积分＞3定义为阳性表达。阅片工作由两

位有经验的临床病理医师进行盲法判读。

1.5　统计学处理

　　采用SPSS 16.0软件包对数据进行处理。采

用独立样本t检验分析PNENs患者和健康人血清

样本中DJ-1蛋白水平的组间差异；采用Pearson 

χ2检验或Fisher确切概率法分析DJ-1蛋白表达水

平与PNENs患者临床病理参数相关性。自疾病
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确诊至发生局部复发或远处转移之间的时间定

义为无病生存期(disease-free survival，DFS)，

自疾病确诊至患者因该病死亡或已知的最后

1次随访之间的时间定义为总体生存期(overall 

survival，OS)；本研究采用log-rank检验绘制

Kaplan-Meier曲线，并采用Cox回归来进行单变

量和多变量分析，进行生存分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　患者临床资料

　　本研究中PNENs患者的临床资料如表1所

示，78例PNENs患者中，男性45例，女性33

例；患者平均年龄为57.9岁(21岁~79岁)；其中

27例(34.6%)患者淋巴结发生转移。本研究中共

收集到68例PNENs患者的生存资料，随访率为

87.2%，随访时间为44~113个月，随访中位时

间为98个月；随访患者中因PNENs死亡16例，

PNENs复发28例，患者OS的平均值为105.4个

月，DFS的平均值为97.6个月，患者5年生存率

为98.5%。本样本中部分患者临床资料收集不 

完全。

2.2　PNENs患者血清中DJ-1蛋白的水平

　　应用ELISA法检测了25例正常健康人及16

例PNENs患者血清样品中DJ-1蛋白水平。结

果发现，正常健康人血清中DJ-1蛋白平均水

平24.68±5.94 ng/mL，PNENs患者血清中DJ-1

蛋白平均水平为36.19±6.71 ng/mL。采用独

立样本t检验进行比较发现，与正常健康人相

比，PNENs患者血清中DJ-1蛋白水平显著增高

(P<0.001)。

2.3　DJ-1蛋白在PNENs组织中的表达

　　应用免疫组化法检测DJ-1蛋白的表达情

况，78例PNENs组织中，有42例DJ-1蛋白呈

阳性表达，阳性率为53.8%(42/78)，DJ-1蛋白

在PNENs组织中阴性表达和阳性表达的情况见 

图1。

2.4　DJ-1与PNENs临床病理参数的相关性

　　应用Pearson χ2检验或Fisher确切概率法分

析DJ-1蛋白表达与PNENs患者的临床病理参

表 1　78例PNENs患者的临床病理特征

Tab. 1    Clinicopathological characters of 78 PNENs cases
Features Case Percentage/%
Gender

Male 45 57.7
Female 33 42.3

Age/year
≤60 46 59.0
>60 32 41.0

Localization
Head of pancreas 40 51.3
Neck of pancreas 9 11.5
Pancreatic body tail 29 37.2

Size/cm
≤4.0 42 56.8
>4.0 32 43.2
Missing 4 -

Node metastasis
No 51 65.4
Yes 27 34.6

Distant metastasis
No 53 74.6
Yes 18 25.4
Missing 7 -

TNM stage
Ⅰ-Ⅱ 42 63.6
Ⅲ-Ⅳ 24 36.4
Missing 12 -

Tumor embolus
No 57 73.1
Yes 21 26.9

Differentiated degree
Well 37 51.4
Intermediate 27 37.5
Poorly 8 11.1
Missing 6 -

Pathological grading
G1 23 30.3
G2 32 42.1
G3 21 27.6
Missing 2 -

数的相关性(表2)，结果发现，与无淋巴结转

移的组织相比，在发生淋巴结转移的PNENs组

织中，DJ-1表达水平显著增高(P=0.033)；同

样与无远处转移的组织相比，在发生远处转

移的PNENs组织中DJ-1表达水平亦显著增高

(P=0.017)；与TNM分期为Ⅰ~Ⅱ期的组织相比，

Ⅲ~Ⅳ期的PNENs组织中DJ-1表达水平显著增高

(P=0.012)；此外，随着PNENs组织病理分级增

加，DJ-1表达水平显著增高(P=0.049)。DJ-1表

达水平与患者性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤大

小、有无瘤栓、以及分化程度等病理参数之间

无显著相关性(P>0.05)。
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表 2　DJ-1蛋白表达与PNENs病理参数的相关性

Tab. 2    Correlation of DJ-1 expression and clinicopathological features of PNENs patients
Features Positive (n) Percentage/% P value
Gender 0.916

Male 24 53.3
Female 18 54.5

Age/year 0.915
≤60 25 54.3
>60 17 53.1

Localization 0.415
Head of pancreas 23 57.5
Neck of pancreas 6 66.7
Pancreatic body tail 13 44.8

Size/cm 0.741
≤4.0 22 52.4
>4.0 18 56.2

Node metastasis 0.033
No 23 45.1
Yes 19 70.4

Distant metastasis 0.017
No 24 45.3
Yes 14 77.8

TNM stage 0.012
Ⅰ-Ⅱ 18 42.9
Ⅲ-Ⅳ 18 75.0

Tumor embolus 0.237
No 33 57.9
Yes 9 42.9

Differentiated degree 0.085
Well 15 40.5
Intermediate 17 63.0
Poorly 6 75.0

Pathological grading 0.049
G1 8 34.8
G2 18 56.2
G3 15 71.4

 The data of some cases in this sample was missing (Table 1). 

图 1　DJ-1蛋白在PNENs病理组织中的阴性表达和阳性表达

Fig. 1    Expression of DJ-1 in PNENs pathological tissues 

 A: Negative expression of DJ-1 in PNENs tissue (DAB, ×100); B: Negative expression of DJ-1 in PNENs tissue (DAB, ×400); C: Positive ex-
pression of DJ-1 in PNENs tissue (DAB, ×100); D: Positive expression of DJ-1 in PNENs tissue (DAB, ×400).

2.5　DJ-1对PNENs患者生存期的影响

　　应用log-rank检验分析DJ-1蛋白表达水

平与PNENs患者的OS及DFS的关系，本研究

结果发现，DJ-1阳性表达可显著缩短患者的

OS(P=0.003，图2A)及DFS(P=0.018，图2B)。

　　单变量COX回归法分析结果发现，肿瘤大

小、淋巴结转移、TNM分期、分化程度、病

理分级及DJ-1表达水平均与患者的OS及DFS

显著相关，此外，远处转移和瘤栓与DFS亦显

著相关(表3)。鉴于单变量COX回归分析的结

果，本研究引入肿瘤大小、淋巴结转移、远

处转移、瘤栓、TNM分期、分化程度、病理分
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级、及DJ-1表达水平等病理参数，进一步进

行多变量COX回归分析，结果发现淋巴结转移

(OS，P=0.041；DFS，P=0.013)和病理分级(OS，

P=0.015；DFS，P=0.019)为影响OS及DFS的独

立风险因素，此外，影响DFS的独立风险因素

还有远处转移(P=0.020)和分化程度(P<0.001， 

(表4)。

表 3　单变量Cox回归法分析PNENs临床病理参数与患者OS及DFS的相关性 

Tab. 3    Univariate Cox regression analysis of clinicopathological data correlated with OS and DFS in PNENs 

Feature n
OS DFS

RR (95%CI) P value RR (95%CI) P value
Gender (Female/Male) 68 1.102 (0.413-2.938) 0.847 0.575 (0.265-1.249) 0.162
Age (>60 year/≤60 year) 68 1.556 (0.579-4.182) 0.380 0.766 (0.337-1.739) 0.523
Localization (Body tail/Neck/Head) 68 1.005 (0.585-1.728) 0.984 0.947 (0.627-1.431) 0.797
Size(>4.0 cm/≤4.0 cm) 65 2.817 (1.001-7.924) 0.050 2.484 (1.161-5.317) 0.019
Node metastasis (Yes/No) 68 5.559 (1.926-16.042) 0.002 3.211 (1.523-6.769) 0.002
Distant metastasis (Yes/No) 62 2.262 (0.772-6.626) 0.137 3.370 (1.521-7.469) 0.003
TNM stage (Ⅲ-Ⅳ/Ⅰ-Ⅱ) 58 3.023 (1.015-9.002) 0.047 3.493 (1.561-7.813) 0.002
Tumor embolus (Yes/No) 68 2.339 (0.868-6.300) 0.093 2.864 (1.322-6.206) 0.008
Differentiated degree(Poorly/Intermediate/Well) 62 0.398 (0.197-0.805) 0.010 0.324 (0.185-0.567) <0.001
Pathological grading (G3/ G2/G1) 66 2.722 (1.307-5.667) 0.007 2.242 (1.325-3.793) 0.003
DJ-1 (Positive/Negative) 68 6.868 (1.560-30.238) 0.011 2.591 (1.140-5.889) 0.023
RR: Relative risk; 95%CI: 95% confidence interval.

表 4　多变量Cox回归法分析PNENs临床病理参数与患者OS及DFS的相关性 

Tab. 4    Multivariate Cox regression analysis of clinicopathological data correlated with OS and DFS in PNENs

 (n=53)

Feature
OS DFS

RR (95%CI) P value RR (95%CI) P value
Size (>4.0 cm/≤4.0 cm) 1.421 (0.273-7.396) 0.676 2.026 (0.612-6.713) 0.248
Node metastasis (Yes/No) 6.193 (1.079-35.556) 0.041 3.669 (1.313-10.250) 0.013
Distant metastasis (Yes/No) - - 6.499 (1.345-31.391) 0.020
TNM stage (Ⅲ-Ⅳ/Ⅰ-Ⅱ) 1.206 (0.203-7.174) 0.837 0.340 (0.064-1.808) 0.206
Tumor embolus (Yes/No) - - 1.220 (0.400-3.720) 0.726
Differentiated degree (Poorly/Intermediate/Well) 0.438 (0.174-1.102) 0.080 0.292 (0.160-0.533) <0.001
Pathological grading (G3/ G2/G1) 7.268 (1.478-35.745) 0.015 3.118 (1.209-8.043) 0.019
DJ-1 (Positive/Negative) 9.964 (0.842 -117.850) 0.068 1.410 (0.515-3.863) 0.504
RR: Relative risk; 95%CI: 95% confidence interval.

图 2　DJ-1蛋白表达对PNENs患者OS和DFS的影响

 Fig. 2    The influence of DJ-1 expression on the OS and DFS of PNENs patients.

 A: The influence of DJ-1 expression on the OS of PNENs patients; B: The influence of DJ-1 expression on the DFS of PNENs patients. 
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3　讨　　论

　　DJ-1在多种恶性肿瘤中存在过表达，且与

肿瘤的侵袭转移、病程进展以及不良预后等相

关。在胰腺肿瘤领域，He等［14］发现在胰腺癌

中存在DJ-1高表达，并且与肿瘤分期、侵袭、

转移和预后有关；在神经内分泌肿瘤领域，

Miyajima等［15］研究发现星形细胞瘤中DJ-1蛋

白表达随肿瘤WHO分级增加显著增高；Zhang 

等［16］和Krause等［17］的研究均发现在甲状腺

组织恶性病变的过程中存在DJ-1表达水平的增

加。但是对PNENs中DJ-1的表达尚未见报道。

本研究应用ELISA法检测了16例PNENs患者及25

例正常健康人血清中DJ-1蛋白的水平，发现与

其它肿瘤相似，PNENs患者血清中DJ-1蛋白水

平著增高于健康人，这提示DJ-1在PNENs的发

生、发展过程中可能起到一定的作用。

　　本研究进一步采用免疫组化法检测了78

例PNENs组织中DJ-1蛋白的表达情况，并与

患者的临床病理参数进行相关性分析。研究

结果发现，当PNENs出现淋巴结转移或者远处

转移时，DJ-1表达水平则随之增高，并且晚

期PNENs较早期PNENs表达更多的DJ-1。说明

DJ-1可能参与PNENs的侵袭转移、病程进展 

过程。

　　在卵巢癌［13］、喉癌［18］、食管癌［8］、肝

癌［19］等诸多恶性肿瘤中，均发现DJ-1蛋白高

表达与不良预后相关。本研究结果发现，DJ-1

阳性表达与PNENs患者OS及DFS缩短显著相

关，说明PNENs高表达DJ-1蛋白可提示患者不

良预后。

　　近年来，PNENs的诊断与治疗取得了较快

的进展，但是鉴于该类疾病的病情复杂、症状

不明显、可恶性转化等特征，在其早期诊断方

法，尤其是快速简捷的新型分子标志物检测上

还有很多的难点尚未攻克。DJ-1蛋白在多种肿

瘤中均发现有作为分子标志物的潜质，可提示

肿瘤进展、药物敏感性及预后等。本研究的结

果也支持DJ-1有作为PNENs的诊断分子标志的

潜质。后续研究将扩大患者样本量，设置对照

组，进一步确定DJ-1能否作为PNENs的一种诊

断分子标志物。

　　综合本研究的结果，PNENs存在DJ-1蛋白

高表达，且与肿瘤的侵袭转移、病程进展及不

良预后相关。
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