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　　［摘要］　背景与目的：过氧化物还原酶Ⅱ(peroxiredoxin Ⅱ，PrxⅡ)是具有过氧化物酶活性的蛋白，相

关研究提示其参与多种恶性肿瘤的发生、发展。该实验通过研究人类胃癌组织及细胞中的PrxⅡ的表达情况，

分析其与胃癌临床病理特征的关系，探讨其与胃癌发生、发展及预后的关系。方法：采用实时荧光定量聚合

酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western 
blot)检测45例胃癌患者的癌组织及相应的癌旁组织、胃正常细胞(GES-1)及胃腺癌细胞(MGC-803、MKN-45和

MKN-28)的PrxⅡ mRNA及蛋白表达情况。应用免疫组织化学S-P法检测胃癌组织芯片中116例胃癌患者癌组织

及癌旁组织的Prx Ⅱ的表达量，分析Prx Ⅱ表达与胃癌临床病理特征的关系并做生存分析。结果：RTFQ-PCR和

Western blot检测结果显示，胃癌组织中PrxⅡ mRNA及蛋白表达水平明显高于相应的癌旁组织(P<0.05)。胃癌

细胞中PrxⅡ mRNA及蛋白表达水平明显高于胃正常细胞(P<0.01)。免疫组织化学结果显示，胃癌组织中PrxⅡ

蛋白的表达阳性率(76.7%)同样明显高于相应癌旁组织(30.1%，P<0.01)。PrxⅡ蛋白表达与胃癌的肿瘤大小、分

化程度、浸润深度、TNM分期及淋巴结转移密切相关(P<0.05)，而与患者的性别、年龄、肿瘤部位及远处转

移无关(P>0.05)。PrxⅡ蛋白高表达者的生存时间要显著低于低表达者(P<0.01)，Prx Ⅱ是影响胃癌预后的独立

危险因素。结论：PrxⅡ促进胃癌的发生、发展，是胃癌的不良预后因素，其研究可能为胃癌的治疗提供新的 

靶点。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Peroxiredoxin Ⅱ (PrxⅡ) has the activity of peroxidase. The relevant 
studies found it played an important role in gastric cancer. This study aimed to investigate the expression of PrxⅡ in 
human gastric cancer tissues and cells, analyze its relationship with clinicopathological characteristics, and explore the 
relationship between PrxⅡ and the prognosis and the development of gastric cancer. Methods: The expression of PrxⅡ 
mRNA and protein in gastric cancer tissues and the paired adjacent normal tissues from 45 patients was detected by  
real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot. The same methods were 
used to detect the expression of PrxⅡ mRNA and protein in GES-1, MGC-803, MKN-45 and MKN-28. Tissue mi-
croarray and immunohistochemistry were used to detect the expression of PrxⅡ protein in gastric cancer tissues and 
the paired adjacent normal tissues from 116 patients. The relationship between the results and clinicopathological char-
acteristics was analyzed. The prognosis was analyzed. Results: According to results of RTFQ-PCR and Western blot, 
we found that PrxⅡ mRNA and protein in gastric cancer tissues were significantly higher than that in adjacent normal 
tissues (P<0.05). PrxⅡ mRNA and protein in gastric cancer cells were higher than that in normal gastric cells (P<0.01). 
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Immunohistochemistry revealed that the expression of PrxⅡ protein in gastric cancer tissues (76.7%) was also  
significantly higher (P<0.01) than that in adjacent normal tissues (30.1%). The expression of PrxⅡ protein is  
significantly related to tumor size, histological differentiation, depth of invasion, TNM stage and lymph node metastasis 
(P<0.05), but had no significant relationship with the gender, age, tumor location and distant metastasis. Survival in 
patients with higher PrxⅡ expression significantly shorter than in those with lower expression (P<0.01). PrxⅡ is an  
independent prognostic factor of gastric cancer (P<0.05). Conclusion: PrxⅡ promotes the development of gastric 
cancer. It is one of the adverse prognostic factors of gastric cancer and may serve as a new therapeutic target for gastric 
cancer.
  　［Key words］ Peroxiredoxin Ⅱ;  Gastric cancer;  Real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction;  
Tissue microarray

　　胃癌是常见的恶性肿瘤之一，世界及中国

范围内胃癌死亡率在恶性肿瘤中都位居第三 

位［1-2］。尽管近年来胃癌的治疗方法(如手术、

放疗、化疗及靶向治疗)取得了明显的进步，但

其5年生存率仍只有20%~30%，其原因与胃癌

高度恶性及生物学的复杂性密切相关［3-5］。有

研究表明，许多肿瘤抑制物的下调或致癌基因

参与了胃癌的发展［6］，但对其分子发病机制仍

然知之甚少。因此，加强对胃癌的病理机制的

研究是当前胃癌研究的迫切任务。过氧化物还

原酶Ⅱ(peroxiredoxin Ⅱ，PrxⅡ)属于抗氧化蛋

白超家族，它们广泛存在于原核和真核生物中

并维持体内氧化还原态的稳定［7］。据报道，

PrxⅡ在人类肝癌［8］、肾癌［9］、肺癌［10］及乳

腺癌［11］等恶性肿瘤中高表达，并证实其参与肿

瘤的发生、发展。因此，本研究通过检测人类

胃癌组织及细胞的PrxⅡ的表达情况，探讨其与

胃癌发生、发展及预后的关系。

1　材料和方法

1.1　材料

　　选取徐州医科大学附属医院肿瘤外科及肝

胆外科2015年9月—2016年1月的45例胃癌手术

标本，45例胃癌患者术前均未接受任何抗肿瘤

治疗且均为腺癌，术后均经病理证实。所有组

织标本均于样本离体后立即取材，每份标本分

别取癌组织和癌旁组织，癌旁组织取自距癌组

织边缘5 cm以上的胃组织。标本用液氮速冻后

于-80 ℃冰箱中保存用于提取组织总蛋白及总

RNA。选取2009年1月—2010年12月于徐州医

科大学附属医院肿瘤外科及肝胆外科行根治性

手术的116例胃癌患者手术标本蜡块制成胃癌组

织芯片。116例胃癌患者临床病理资料完整。手

术病理诊断明确为胃癌，可以随访到。其中男

性78例，女性38例，年龄25~85岁，中位年龄 

59岁。

1.2　主要试剂

　　GES-1、MGC-803、MKN-45和MKN-28细

胞株购买自中国科学院上海生命科学研究院生

物化学与细胞生物学研究所细胞库，PrxⅡ兔

抗人多克隆抗体购自美国Bioworld公司，RNA
提取试剂TRIzol购自美国Invitrogen公司，实

时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-
PCR)试剂盒购自宝日医生物技术(北京)有限公

司，免疫组织化学试剂盒、浓缩型DAB试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.3　RNA提取及RTFQ-PCR检测

　　按照TRIzol试剂说明书操作提取组织及

细 胞 总 R N A ， 紫 外 分 光 光 度 计 检 测 其 浓 度

及D260 nm/D280 nm比值。取总RNA 3 µg，按照

PrimeScriptTM  RT Master Mix［宝生物工程(大连) 

有限公司］反转录试剂盒说明书合成cDNA，然

后通过美国ABI公司的7500型荧光定量PCR仪

进行RTFQ-PCR检测，PrxⅡ基因上游引物序列

为5’-GTGTCCTTCGCCAGATCACT-3’，下游引

物序列为5’-AAACTTCCCCATGCTCGTCT-3’；
GAPDH基因作为内参对照，上游引物序列为

5’-GCAAATTCCATGGCACCGT-3’，下游引

物序列为5’-TCGCCCCACTTGATTTTGG-3’。
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RTFQ-PCR反应体系为10 µL，反应条件：95 ℃ 
30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，共40个循环。样本

均设3个复孔。采用相对定量的方法，取2-△△CT
值进行比较。

1.4　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　一定量的细胞及组织加裂解液，冰浴制

匀浆后提取总蛋白，二喹啉甲酸(BCA)试剂盒

测定蛋白浓度，取适量蛋白质样品后电泳、转

膜。硝酸纤维素(NC)膜在5%的脱脂牛奶中封闭

1.5 h，然后加入Prx Ⅱ一抗温育，4 ℃过夜后二

抗室温温育2 h，TBST洗膜后避光拍照，实验重

复3次。用Image J灰度分析软件分析相应灰度值

判断目的蛋白的表达水平。

1.5　免疫组织化学S-P法及结果判定

　　具体实验操作步骤按照试剂盒说明书进

行；以PBS缓冲液替代一抗作为阴性对照，用

已知阳性切片作为阳性对照。免疫组织化学结

果判断：Prx Ⅱ免疫组织化学以细胞质内出现

棕黄色颗粒或棕褐色颗粒为阳性结果。根据染

色细胞百分比及着色强度进行评判及分析，着

色强度计分：棕褐色为3分，棕黄色为2分，浅

棕黄色为1分，无着色为0分。阳性染色细胞数

的百分比计分：大于75%为4分，51%~75%为3
分，26%~50%为2分，6%~25%为1分，小于5%
为0分。两项结果乘积为最后评价结果。在统计

分析中将小于等于4分定为阴性表达，将大于4
分定为阳性表达。

1.6　统计学处理

　　运用 SPSS 16.0软件进行统计学分析。计量

资料数据采用以x±s表示，差异性采用ANVOA
检验或t检验；计数资料的差异性采用Pearson χ2

检验法。对生存数据采用 Kaplan-Meier生存曲线

进行分析；两曲线之间的差异采用 Log-rank检

验；独立预后因素采用单多因素Cox比例风险模

型分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　PrxⅡ mRNA在胃癌组织及细胞中的表达

　　RTFQ-PCR检测结果显示，定义癌旁组织

及胃正常细胞PrxⅡ mRNA相对表达量为1，胃

癌组织中PrxⅡ mRNA表达量约为癌旁组织的

(1.38±0.22)倍，明显高于癌旁组织，差异有统计

学意义(P<0.05) ；MGC-803、MKN-45和MKN-
28细胞中PrxⅡ mRNA表达量分别约为GES-1细

胞的(1.45±0.06)、(1.64±0.15)和(1.26±0.09)倍，

差异有统计学意义(P<0.01，图1)。
2.2　Western blot检测PrxⅡ蛋白在胃癌组织及

细胞中的表达

　　Western blot结果显示，PrxⅡ蛋白在胃

图 1　PrxⅡ mRNA在胃癌组织中的相对表达情况 

Fig. 1    The relative expression of PrxⅡ mRNA in gastric cancer tissues

A: The expression of PrxⅡ mRNA in non-cancerous gastric tissues or gastric cancer tissues; B: The expression of PrxⅡ mRNA in normal cells of 
the stomach (GES-1) and some gastric cancer cell lines, including MGC-803, MKN-28 and MKN-45. *: P<0.05, compared with non-cancerous 
gastric tissues; **: P<0.01, compared with GES-1 group
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癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 相 对 表 达 量 分 别 为

0.827±0.168和0.460±0.211，PrxⅡ蛋白在胃癌

组织中的表达量明显高于癌旁组织，差异显

著，有统计学意义(P<0.05)；在GES-1、MGC-
803、MKN-45和MKN-28细胞中的相对表达量

分别为0.406±0.022、0.677±0.073、0.895±0.041
和0.643±0.036，PrxⅡ蛋白在MGC-803、MKN-
45和MKN-28细胞中的表达量明显高于GES-1细

胞，差异有统计学意义(P<0.01，图2)。
2.3　免疫组织化学检测胃癌及其癌旁组织中

PrxⅡ蛋白的表达

　　免疫组织化学结果显示，在癌旁组织中

PrxⅡ蛋白多呈现出低表达或阴性表达，而癌组

织多为细胞质内均匀分布的棕褐色颗粒(图3)。
癌组织阳性表达率为76.7%(89/116)，癌旁组织

阳性表达率为30.1%(27/116)，癌组织中PrxⅡ蛋

白阳性表达率显著高于癌旁组织，差异有统计

学意义(χ2 =50.516，P<0.01)。 

2.4　PrxⅡ蛋白表达与胃癌临床病理因素的 

关系

　　PrxⅡ蛋白表达与胃癌临床病理因素的关

系：胃癌组织中，PrxⅡ蛋白表达与肿瘤大小、

肿瘤分化程度、浸润深度、TNM分期及淋巴

结转移相关，差异有统计学意义(P<0.05)， 而

与患者的性别、年龄、肿瘤部位及远处转移无

关，差异无统计学意义(P>0.05，表1)。

图 2　PrxⅡ蛋白在胃癌组织中的相对表达情况 

Fig. 2    The relative expression of PrxⅡ protein in gastric cancer tissues

A:Detection of PrxⅡ protein expression in non-cancerous gastric tissues or gastric cancer tissues by Western blot; B: Relative analysis of PrxⅡ 
protein in gastric cancer tissues; C: Detection of PrxⅡ protein expression in normal cells of the stomach (GES-1) and some gastric cancer cell 
lines by Western blot; D: Relative analysis of PrxⅡ protein in different cells. *: P<0.05, compared with non-cancerous gastric tissues; **: P<0.01, 
compared with GES-1 group

(S-P, ×400)

图 3　免疫组织化学法检测PrxⅡ蛋白在胃癌组织及癌旁组织中的表达

Fig. 3    Detection of PrxⅡ protein expression in non-cancerous gastric tissues or gastric cancer tissues by immunohistochemistry

A: Positive expression of PrxⅡ in gastric cancer tissue; B: Negative expression of PrxⅡ in gastric cancer tissue; C: Positive expression of PrxⅡ 
in adjacent normal tissues; D: Negative expression of PrxⅡ in adjacent normal tissues
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表 1　胃癌组织中PrxⅡ蛋白表达与胃癌临床病理因素的关系

Tab. 1    The correlation between the protein expression of PrxⅡ and clinical pathological parameters in gastric cancer tissues

[n(%)]

Group N
Prx Ⅱ

P value
High Low

Gender 0.942

Male 78 60(76.9) 18(23.1)

Female 38 29(76.3)   9(23.7)

Age/year 0.446

＜59 57 42(73.7) 15(26.3)

≥59 59 47(79.7) 12(20.3)

Tumor size l/cm 0.029

＜5 56 38(67.9) 18(32.1)

≥5 60 51(85.0)   9(15.0)

Location 0.112

Other location 45 31(68.9) 14(31.1)

Gastric antrum 71 58(81.7) 13(18.3)

Depth of invasion 0.003

T1+T2 21   4(19.0) 17(81.0)

T3+T4 95 85(90.4) 10(9.6)

Differentiation 0.024

Poor 69 58(84.1) 11(15.9)

Moderate/high 47 31(66.0) 16(34.0)

TNM stage 0.000

Ⅰ+Ⅱ 39 17(43.6) 22(56.4)

Ⅲ+Ⅳ 77 72(93.5) 5(6.5)

LNM 0.000

No 33 14(42.4) 19(57.6)

Yes 83 75(90.4)   8(9.6)

Distant metastasis 0.263

No 101 74(73.3) 27(26.7)

Yes   15 13(86.7)   2(13.3)

LNM: Lymph node metastasis

2.5　PrxⅡ蛋白表达情况与总生存期(overall 

survival，OS)、无病生存期 (disease-free 

survival，DFS)之间的生存分析

　　PrxⅡ蛋白表达情况与OS、DFS之间的关系

采用Kaplan-Meier法生存分析，两曲线之间的差

异采用log-rank检验。分析结果显示，PrxⅡ蛋

白阳性患者的术后OS、DFS显著低于PrxⅡ蛋白

阴性患者，差异有统计学意义(P<0.01，图4)。 

2.6　PrxⅡ蛋白表达及各临床病理参数与胃癌

患者OS的关系

　　通过Cox比例风险模型来分析实验结果，

结果显示，PrxⅡ蛋白表达、浸润深度、TNM分

期、淋巴结转移及远处转移是影响胃癌预后的

独立危险因素(P<0.05，表2)。在研究与DFS的

关系时得到了相同的结论。
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3　讨　　论

　　哺乳动物的Prxs家族包括PrxⅠ~Ⅵ共6个成

员，根据半胱氨基酸残基(cysteine，Cys)的数

目及其保守性将Prxs家族成员分为1-Cys Prx和

2-Cys Prx，PrxⅡ属于2-Cys Prx［12］。PrxⅡ广

泛参与细胞的增殖与凋亡、迁移、分化及信号

转导等多种功能活动。据报道，PrxⅡ的高表达

可减轻由甲状腺激素诱导产生的H2O2导致的细

胞凋亡［13］；PrxⅡ基因下降可导致体内H2O2增

多，导致由PDFG介导的细胞增殖和迁移能力增

强［14］；Kang等［15］ 发现高表达的PrxⅡ可通过

抑制核因子NF-κB的活化来参与细胞的分化和

凋亡。

　　本研究前期结果显示，通过RTFQ-PCR、

Western blot及免疫组织化学S-P实验检测胃癌细

胞及组织中PrxⅡ mRNA及蛋白的表达量，发

现其明显高于正常胃细胞及对应的癌旁组织。

相关报道表明，PrxⅡ在人类多种恶性肿瘤中高

表达［8-11］，将细胞快速置于亚致死的氧化状态

下不能引起PrxⅡ的明显增加或降低，但若置于

图 4　PrxⅡ蛋白表达水平与患者OS、DFS之间的生存关系

Fig. 4    The relationship between PrxⅡ protein expression and OS, DFS of the patients

A:The survival curve of PrxⅡ protein expression and OS; B: The survival curve of PrxⅡ protein expression and DFS

表 2　单因素和多因素Cox比例风险模型分析

Tab. 2    Univariable and multivariable analysis of predictors of overall survival in gastric cancer patients.

Group
Univariable analysis

P value
Multivariable analysis

P value
HR (95%CI)      HR (95%CI)

PrxⅡ expression 2.643 (1.395-5.007) 0.000 2.034 (1.395-5.007) 0.029

Gender 0.952 (0.593-1.530) 0.548 NA NA

Age 0.796 (0.513-1.263) 0.475 NA NA

Tumor size 1.571 (1.009-2.445) 0.025 1.101 (0.687-1.765) 0.573

Location 1.429 (0.914-2.232) 0.238 NA NA

Depth of invasion 3.338 (1.533-7.270) 0.001 3.938 (1.039-14.919) 0.041

Differentiation 0.652 (0.409-1.038) 0.037 0.894 (0.554-1.443) 0.119

TNM stage 3.496 (2.029-6.025) 0.002 3.305 (0.905-10.305) 0.030

LNM 0.196 (0.103-0.373) 0.000 0.106 (0.032-0.351) 0.027

Distant metastasis 0.353 (0.189-0.659) 0.004 0.550 (0.288-1.053) 0.012

HR=1, there was no correlation between the variable and tumor recurrence
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严重的氧化状态下则可导致PrxⅡ增加、细胞

内氧化还原状和过氧化作用加剧［16］，表明其

高表达可能与恶性肿瘤组织内的持久氧化状态 

有关。

　　通过进一步分析表明，PrxⅡ蛋白表达与胃

癌的分化过程、侵袭、迁移及预后密切相关。

此外，通过Cox比例风险模型分析数据表明，

PrxⅡ蛋白表达、浸润深度、TNM分期、淋巴

结转移及远处转移是影响胃癌预后的独立危险

因素。PrxⅡ促进胃癌发生、发展的机制尚不

明确，可能与活性氧(reactive oxygen species，

ROS)密切相关。ROS及其引发的氧化应激在

胃癌发生中的作用受到越来越多的关注，其

在体内的致癌作用已为越来越多的研究所证 

实［17］，高表达的PrxⅡ可能通过减少ROS，增

强肿瘤的抗氧化能力，从而促进肿瘤的发生、

发展。此外， Park等［8］发现 PrxⅡ可以通过

Ras/FoxM1信号通路调节肝癌细胞的增殖；Leak
等［18］利用过表达PrxⅡ的转基因小鼠研究表

明，PrxⅡ可以通过多聚ADP核糖多聚酶1介导

的细胞死亡和p53基因介导的细胞来发挥作用。

这些都说明PrxⅡ促进胃癌的发展可能有多种途

径存在。本实验表明了PrxⅡ基因可能是一个

潜在的基因治疗靶点，但本实验仅是初步探讨

了PrxⅡ与胃癌的关系，今后尚须在动物实验中

验证。而且，PrxⅡ通过何种机制促进胃癌的发

生、发展也需要进一步的深入研究。
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