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Abstract
AIM: To characterize the changes of Smad4 
expression in the multistage carcinogenesis of 
gastric cancer and investigate the correlations 
between these changes and the clinicopatholo-
gical features.

METHODS: The expression of Smad4 was de-
tected by immunohistochemisty in the paraffin-
embedded samples from 103 patients with gas-
tric carcinoma (16 cases in early stage, 87 cases in 
progressive stage). The result was comparatively 

analyzed with the histopathology�.

RESULTS: Among 103 gastric carcinoma 
samples, 28 cases with intestinal metaplasia 
and 13 cases with atypical hyperplasia were de-
termined. In 2 cases, intestinal metaplasia and 
atypical hyperplasia were simultaneously deter-
mined in the same tissue. Normal gastric mu-
cosa showed positive Smad4 expression. Smad4 
expression decreased in different degrees of 
lesions, and the reduced rate increased with the 
lesion progression (P < 0.05). The positive rates 
of Smad4 expression in intestinal metaplasia 
and atypical hyperplasia were 89.3% and 76.9% 
respectively, while it was 54.4% in carcinoma 
cells. Positive expression of Smad4 was found in 
10 (62.5%) of early carcinoma and 46 (52.9%) of 
advanced one. The expression of Smad4 in gas-
tric carcinoma showed a significant correlation 
with the differentiation of carcinoma (P < 0.01). 
The reduced rate of Smad4 expression in poorly-
differentiated carcinoma was higher than that 
in well-differentiated one (63.0% vs 31.6%, P < 
0.01). Positive expression of Smad4 was found 
in 15 of 20 gastric cardia carcinoma (75%), which 
was significantly higher than that in the other 
positional carcinoma (P < 0.05). The positive 
rates of Smad4 expression in gastric carcinoma 
of fundus, corpus and antrum were 50%, 53.6% 
and 46.7% respectively. Smad4 expression had 
no marked correlations with the age of patients, 
gender, tumor size, lymph node metastasis and 
the depth of tumor invasion (P > 0.05).

CONCLUSION: Reduced expression of Smad4 is 
a frequent molecular event in gastric carcinogen-
esis, and closely correlated with the progression 
of lesions and differentiation of carcinoma.
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■背景资料
1990年Fearon和
Vogelstein提出结
直肠肿瘤生成的
多基因多步骤的
分 子 发 病 模 式 , 
大大加深了人们
对肿瘤产生机制
的认识. 同样, 如
何描绘出胃癌发
生、发展过程的
路线图, 也成为胃
癌研究者追求的
目 标 .  本 研 究 将
Smad4基因作为
切 入 点 ,  考 察 了
胃癌癌变过程中
Smad4蛋白的表
达情况.
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摘要
目的: 探讨胃癌癌变过程中Smad4蛋白的表达
变化及其与临床病理特征的关系. 

方法: 利用组织病理学和免疫组织化学的方
法, 对103例胃癌患者(早期16例, 进展期87例)
的石蜡标本进行了病理学分类, 并检测各级病
变中Smad4蛋白的表达情况. 

结果: 其中在28例标本中同时检出肠上皮化
生, 在13例标本中检出不典型增生, 有2例标
本同时检出肠上皮化生和不典型增生. 癌旁
的正常胃黏膜细胞均有Smad4蛋白表达, 在肠
上皮化生和不典型增生中表达阳性率分别为
89.3%和76.9%. 在癌细胞中则为54.4%, 其中
早期癌为62.5%, 进展期癌为52.9%. 随着恶变
程度的增加, Smad4蛋白表达下降的频率显
著升高(P <0.05). Smad4蛋白表达与癌细胞的
分化程度密切相关(P <0.01), 低分化癌细胞中
Smad4蛋白表达下降的频率更高, 为63.0%, 而
高分化癌细胞中Smad4蛋白表达下降的频率
仅为31.6%. 贲门部癌Smad4蛋白的表达阳性
率明显高于其他部位(P <0.05), 为75%. 胃底、

胃体和胃窦部癌的表达阳性率基本相似, 分别
为50%, 53.6%和46.7%. Smad4蛋白表达与患
者年龄、性别、肿瘤大小、淋巴结转移、浸
润深度未见明显相关性.

结论: Smad4蛋白表达下降是胃癌癌变过程
中频发的分子事件, 并且与细胞恶变的进展程
度和分化程度密切相关, 但在贲门部癌中表达
下降的频率较低.

关键词: 胃癌; 肠上皮化生; 不典型增生; Smad4; 免

疫组织化学
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0  引言

胃癌的发生、发展是一个包含癌基因激活和抑

癌基因失活, 并伴有端粒酶活化及遗传不稳定

性的多因素、多阶段过程. 在这个过程中, 基因

的异常改变是以不断累加的形式发挥着合力作

用. 目前认为, 正常胃黏膜细胞是在各种致癌因

素的作用下, 通过肠上皮化生、不典型增生等

癌前病变, 逐渐演变为胃癌[1-3]. 了解各阶段内所

发生的分子事件, 将有助于阐明胃癌的发生机

制, 从而为阻断癌变过程提供理论依据和分子

靶点. Smad4基因通过转化生长因子-β(TGF-β)
信号传导通路来抑制上皮细胞的生长, 最初被

发现在胰腺癌中存在着高频率的失活[4-5]. 为了

解Smad4在胃癌癌变过程中的变化情况, 我们利

用免疫组化技术对正常胃黏膜上皮、癌前病变

以及胃癌细胞中Smad4的蛋白表达变化情况进

行了考察.

1  材料和方法

1.1 材料 石蜡标本来自中国医科大学附属第一

医院肿瘤外科于2003-03/2005-03经手术治疗

的胃癌患者103例, 其中男78例, 女25例, 年龄

26-80(平均61.0±1.6)岁, 术前均未经化、放疗. 
免疫组化一抗为鼠抗人Smad4 mAb (sc-7966, 
美国Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 稀释倍数

1∶150, 抗小鼠生物素化二抗和SP检测试剂盒

(Histostain-Plus Kit)购自晶美生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 病理组织学检查 选择癌灶和距癌灶5 cm
以外黏膜部分的蜡块, 行连续切片, 厚4 µm, 一
张用于HE染色, 进行病理学诊断. 其余用于免疫

组化染色. 根据细胞形态和组织结构, 将胃黏膜

上皮细胞分为癌旁正常、肠上皮化生、不典型

增生、早期癌和进展期癌. 按照日本胃癌处理

规约的标准判定病灶的分化程度、组织分型等, 
浸润深度和肿瘤分期依据1997年TNM分期系统. 
1.2.2 免疫组化染色 采用过氧化物酶标记的链

霉素卵白素(SP)法, 染色步骤按说明书进行. 石
蜡切片置于0.01 mol/L (pH6.0)柠檬酸盐缓冲液

中行高温高压抗原修复. 用PBS代替一抗, 作为

空白对照. 正常的胃黏膜腺体(尤其是壁细胞)均
为Smad4蛋白阳性表达, 所以将其作为阳性对

照. 通过与相邻的正常胃腺体细胞相比较, 来确

定各级病变细胞中的表达情况. 以胞质和(或)胞
核出现棕黄或棕褐色颗粒为阳性细胞, 每例随

机观察10个高倍视野, 每个视野计数100个细胞. 
若超过50%的细胞为阳性, 则判为Smad4蛋白正

常表达; 相反, 若阳性的细胞少于50%, 则判为

Smad4蛋白表达下降[6-7].
统计学处理 采用SPSS11.0软件包进行分析. 

正常细胞与各级病变之间、不同临床病理特征

之间Smad4蛋白表达比较均采用χ2分析, P <0.05
认为统计学上有显著意义.

2  结果

2.1 临床病理特征 103例标本中包括早期胃癌16

■相关报道
Xu et al 对Smad4 
杂 合 小 鼠 ( S M -
AD4+/-)的研究发
现, 发育6-12 mo
后 的 小 鼠 ,  胃 窦
和胃底部有息肉
形成, 以后逐渐经
增生、不典型增
生、原位癌, 演变
为浸润癌, 并在肿
瘤形成晚期检测
到Smad4的杂合
性丢失, 提示单倍
体不足可能是导
致Smad4基因失
活的机制之一.
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例和进展期胃癌87例. 其中, 在28例标本中检出

肠上皮化生, 在13例标本中检出不典型增生. 有2
例标本同时检出肠上皮化生和不典型增生(表1). 
2.2 Smad4蛋白的表达情况 正常胃黏膜细胞中

均有Smad4蛋白表达, 尤其在腺体颈部和底部

的壁细胞中, 呈强阳性表达(图1A). 在肠上皮化

生和不典型增生中表达阳性率稍有下降, 分别

为89.3%和76.9%. 在癌细胞中则为54.4%, 其中

早期癌为62.5%, 进展期癌为52.9%. 随着细胞恶

变程度的增加, Smad4蛋白表达阳性率显著下降

(P <0.05, 表2). 在同时存在肠上皮化生和不典型

增生的2例标本中, 69号标本为中分化管状腺癌, 
H47号标本为印戒细胞癌, 两者的癌细胞为阴性

表达, 而肠上皮化生和不典型增生则均为阳性

表达(图1). 
2.3 Smad4表达与临床病理特征的关系 Smad4蛋
白表达与癌细胞的分化程度密切相关(P <0.01, 
图2). 随着分化程度的降低, 蛋白阳性表达的比

率也显著下降. 虽然从总体上看各个部位的肿

瘤在蛋白表达上没有显著差异, 但贲门部癌的

表达阳性率明显高于其他部位(P <0.05). Smad4
蛋白表达与患者年龄、性别、肿瘤大小、淋巴

结转移、浸润深度未见明显相关性.

3  讨论

TGF-β是一种具有多种生理功能的细胞因子, 在

■创新盘点
本研究不仅考察
了正常胃黏膜和
癌组织中Smad4
蛋白的表达, 还比
较了同一标本内
的肠上皮化生和
不典型增生等癌
前病变中以及早
期癌与进展期癌
中Smad4蛋白的
表达情况. 通过细
致的分类和自身
对照, 降低了假阳
性和假阴性的发
生率, 提高了实验
的准确性.

图  1  69号标本(中分化管状腺癌)的Smad4蛋白表达情况(SP×400). A: 正常胃黏膜细胞, Smad4蛋白表达阳性, 以壁细胞最为

明显; B: 肠上皮化生, Smad4蛋白表达阳性; C: 不典型增生, Smad4蛋白表达阳性; D: 癌细胞Smad4蛋白表达阴性, 而癌旁正常

腺体细胞Smad4蛋白表达阳性.

A B

DC

图  2  不同分化程度的胃癌细胞中Smad4蛋白的表达情况(SP×400). A: 高分化管状腺癌, Smad4蛋白表达阳性; B: 印戒细胞

癌, 可见癌旁正常腺体细胞呈Smad4蛋白阳性表达(核着色), 而癌细胞表达明显减弱.

BA
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调节细胞生长、分化、凋亡等方面起重要的

作用, 其信号传导需要TGF-β受体和Smads蛋
白的参与[8]. Smad4是Smads蛋白家族的成员之

一, 是转导TGF-β信号的重要胞质内信号级联

分子. TGF-β通路中的Smad2/Smad3复合物只有

与Smad4结合后才能进入细胞核, 从而调节目

的基因的转录, 发挥抑制细胞生长的作用. 一旦

Smad4功能失活或表达低下可使这一信号通路

中断, 癌细胞丧失了对TGF-β信号的调节反应. 
Ijichi et al [9]检测了多个大肠癌、胰腺癌和胃癌

细胞株中TGF-β受体Ⅱ(TβRⅡ)和Smad4的表达

情况, 结果在91%的大肠癌、61%的胰腺癌和

40%的胃癌细胞株中出现了TGF-β信号通路的

异常. 而与大肠癌和胰腺癌不同的是, 在胃癌细

胞内这种TGF-β信号通路的异常并不能通过转

染TβRⅠ和Smad2, 3而得到恢复, 这说明TGF-β

信号通路在胃癌中的失活机制, 是与大肠癌和

胰腺癌不同的. 
本研究中 ,  癌旁的正常胃黏膜细胞均有

Smad4蛋白表达, 其中以腺体部分表达较强, 而
胃小凹的黏液细胞表达较弱. 这与以往的研究

结果一致[6-7]. 随着细胞恶变程度的增加, Smad4
蛋白表达呈下降的趋势. 进一步地比较癌旁正

常胃黏膜细胞与癌前病变(肠上皮化生和不典

型增生), 以及癌前病变与癌细胞间的表达情况, 
发现癌前病变中下降的趋势并不明显, 而在癌

细胞中则显著下降(P <0.05), 说明Smad4基因失

活可能多发生在癌变过程的后期. 在胰腺癌和

结肠癌中的研究, 也证明了这一点[10-11]. 69号和

H47号标本中的癌旁正常细胞、肠上皮化生和

不典型增生细胞均为Smad4蛋白表达阳性, 而癌

细胞中为阴性表达, 即为典型的例子. Smad4蛋
白表达下降与癌变的密切关系, 也提示着Smad4
基因失活在胃癌的发生过程中起到了重要作用. 
Xiangming et al [7]的研究还表明, Smad4蛋白表达

下降与胃癌细胞的浸润深度密切相关, 并且那

些出现了表达下降的胃癌患者往往预后不佳.
在胰腺癌和结肠癌中, 等位基因的纯合性丢

失和点突变是Smad4基因失活的主要机制[12-14]. 
在胃癌中, 虽然Smad4基因所在的18q21.1染色

体区域经常出现丢失[15], 但Smad4基因的突变

却较少见[16-17], 这并不符合抑癌基因失活的经

典模式. 虽然存在着通过表观遗传学方式导致

失活的可能性, 但通过对结肠癌等的研究, 目
前尚未发现Smad4基因启动子区域的超甲基化

(hypermethylation)[18]. 另外, 在动物实验中发现, 
Smad4杂合小鼠(Smad4+/-)的胃窦和胃底部在发

育了6-12 mo后有息肉形成, 以后逐渐演变为浸

润癌, 并在肿瘤形成晚期检测到Smad4的杂合性

丢失(loss of heterozygosity, LOH), 提示单倍体不

足(haploinsufficiency)可能是Smad4基因失活的

机制之一[19]. 本研究的结果显示, Smad4蛋白表

 

■应用要点
本研究应用免疫
组织化学染色的
方法对胃癌患者
正常胃黏膜、癌
前病变和癌组织
中Smad4蛋白进
行了检测. 发现癌
组织中Smad4蛋
白表达下降的频
率显著地高于正
常胃黏膜和癌前
病变, 这对判断胃
黏膜病变程度以
及胃癌的病理学
诊断具有一定的
指导意义.

表  1  Smad4蛋白表达与临床病理特征的关系

      
                                                           Smad4

                                     n            正常表达(%)     表达下降(%)  

性别			 

    男                         78	 41(52.6)	         37(47.4)

    女                         25	 15(60)	         10(40)

部位			 

    贲门                     20	 15(75)	           5(25)

    胃底                     10	   5(50)a	           5(50)a

    胃体                     28	 15(53.6)a	         13(46.4)a

    胃窦                     45	 21(46.7)a	         24(53.3)a

淋巴结转移 			 

    阴性                     38	 22(57.9)	         16(42.1)

    阳性                     65	 34(52.3)	         31(47.7)

TNM分期			

    Ⅰ                         35	 22(62.9)	         13(37.1)

    Ⅱ                         30	 16(53.3)	         14(46.7)

    Ⅲ                         19	 10(52.6)	           9(47.4)

    Ⅳ                         19	   8(42.1)	         11(57.9)

分化程度			 

    高中分化	 57	 39(68.4)b	         18(31.6)b

    低分化	                46	 17(37.0)	         29(63.0)

浸润深度			 

    T1                         16	 10(62.5)	           6(37.5)

    T2                         61	 34(55.7)	         27(44.3)

    T3                         16	   8(50)	           8(50)

    T4                         10	   4(40)	           6(60)

肿瘤大小			 

    ≤5                       68	 38(55.9)	         30(44.1)

    >5                        35	 18(51.4)	         17(48.6)

aP<0.05 vs  贲门; bP<0.01 vs  低分化.

表  2  胃癌各阶段病变中Smad4蛋白表达的结果

      
                                                           Smad4

                                     n            正常表达(%)     表达下降(%)  

肠上皮化生	 28	  22(89.3)c	         3(10.7)c

不典型增生	 13	  10(76.9)c	         3(23.1)c

早期癌	                 16	  10(62.5)	          6(37.5)

进展期癌	                 87	  46(52.9)	        41(47.1)

cP<0.05 vs  癌(早期癌+进展期癌).
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达与癌细胞的分化程度也密切相关. 低分化癌

细胞中Smad4蛋白表达下降的频率更高. Kim 
et al [6]的研究表明, 弥漫型胃癌中Smad4蛋白表

达下降的频率要显著的低于肠型胃癌. 本研究

并没有将病例分为弥漫型和肠型, 但根据Lauren
分型[20], 高中分化的胃癌(如管状腺癌和乳头状

腺癌)多为肠型, 而低分化(如黏液腺癌和印戒细

胞癌)多为弥漫型. 目前认为这两种类型的胃癌

有着不同的发生机制[21]. Smad4蛋白表达的差异, 
提示其在两种类型胃癌的癌变过程中可能起着

不同的作用. 
我们还发现, 贲门部癌中Smad4蛋白的阳性

表达率要显著高于其他部位(胃底、胃体和胃

窦). 贲门远侧部位的癌组织中Smad4蛋白表达

下降的程度基本一致(46.4%-53.3%), 而贲门部

癌仅有25%, 似乎贲门部癌与Smad4蛋白表达下

降关系并不像胃的其他部位那么紧密. 目前, 贲
门部腺癌的地位和发生机制还存在着争议[22-24]. 
虽然, 从解剖学的角度来看, 贲门属于胃的一部

分, 但贲门部腺癌与远端胃癌在流行病学、临

床特点等方面都存在着不同之处[25-29]. 越来越多

的研究表明, 贲门部腺癌可能是一种具有独特

发生机制和生物学特点的疾病[30]. 本研究的结果

提示, Smad4可能是区别胃癌和贲门部腺癌的分

子特征之一, 进一步地研究Smad4基因的失活机

制将有助于揭示其在胃癌和贲门部腺癌发生、

发展过程中的作用. 
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