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Abstract
AIM: To investigate the expression of PANDER 
gene in paired gastric cancer t issues and 
metastatic lymphatic tissues, and to evaluate 
its relationship with the clinicopathologic 
characteristics and disease prognosis.  

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to examine 
the expression of PANDER mRNA in 22 fresh 
surgical samples of primary gastric cancer tis-
sues and their paired surrounding normal gas-
tric mucosa. A gastric cancer tissue microarray 
containing 1020 duplicate matched normal mu-
cosa, malignant tissues and metastatic lymphatic 
tissues from 208 gastric cancer patients was 
constructed. In situ hybridization analysis was 
performed on the tissue microarray and the cor-
relation between PANDER mRNA expression 
and clinicopathologic factors was analyzed. 

RESULTS: RT-PCR showed that the expression 

of PANDER mRNA decreased in 72.7% (16/22) 
of gastric cancer samples. Similar results were 
obtained by in situ hybridization analysis (60.9%, 
112/184). The expression of PANDER mRNA 
showed an ordinally decreasing trend in the 
matched normal mucosa, tumor tissues and met-
astatic lymphatic tissues (χ2 = 81.135, P = 0.00). 
There was no difference between early gastric 
cancer and progressive gastric cancer (χ2 = 5.362, 
P = 0.147). In tumor tissues, lower expression 
of PANDER mRNA was associated with deeper 
invasion (Z = -2.52, P = 0.012). There was no cor-
relation between PANDER mRNA expression 
and disease prognosis. 

CONCLUSION: Down-regulation of PANDER 
gene expression occurs at the early stage of gas-
tric cancer, which may be involved in the gen-
esis and development of gastric cancer. 
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摘要
目的: 研究配对胃癌组织及转移淋巴结组织
中中PANDER基因表达, 并分析其与胃癌临床
病理及预后的相关性. 

方法: 用RT-PCR检测22例配对胃癌及对应切
缘正常胃黏膜组织中PANDER  mRNA的表达; 
制备PANDER  cRNA探针, 并构建胃癌组织芯
片, 用原位杂交方法检测208例配对的胃癌组
织及转移淋巴结中PANDER基因的表达, 分析
PANDER 基因表达与胃癌临床病理及预后之
间的相关性. 

结果: RT-P C R显示16/22例(72.7%)胃癌中
PANDER 基因表达下降. 原位杂交证实从正
常胃黏膜至转移淋巴结, PANDER 阳性率依
次降低(χ2 = 81.135, P  = 0.00). PANDER基因
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■背景资料
2002年Zhu et al用
蛋白质拓扑结构
近似算法结合生
物信息分析克隆
得到的一个细胞
因子类新基因家
族, 该家族有4个
成员, 分别命名为
FAM3A, FAM3B, 
FAM3C, FAM3D, 
他们具有共同的
4个a螺旋结构及
up-up-down-down
的 拓 扑 形 态 .  目
前, 对该分子功能
的研究仍相对局
限于对胰岛细胞
凋亡影响与机制
方面. 

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科 



在60.9%胃癌组织中表达下降, 早期胃癌与进
展期胃癌表达下降的比率无差别(χ2 = 5.362, 
P  = 0.147). 肿瘤组织PANDER 基因表达与浸
润深度有关, 局限在黏膜和黏膜下层浸润者
PANDER表达高于已经浸润至肌层和浆膜层
者(Z = -2.52, P  = 0.012); 胃癌组织中PANDER
基因表达与胃癌预后无关. 

结论: 胃癌组织中PANDER 表达的下降是胃
癌早期事件, 可能与胃癌的发生、发展相关.

关键词: 胃癌; 逆转录-聚合酶链反应; 组织芯片; 

原位杂交; PANDER 基因
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0  引言

胃癌的分子发病机制远未阐明 ,  本实验室在

前期基因芯片研究胃癌差异表达谱基因中发

现FAM3B基因在14/18例胃癌中表达下降[1-2].
FAM3B近来改称为PANDER (pancreatic-derived 
factor), 该基因定位于21q22.3区, 全长1384 bp, 
编码含235个氨基酸的蛋白. 2002年Zhu et al [3]

用蛋白质拓扑结构近似算法结合生物信息分

析克隆得到的一个细胞因子类新基因家族, 该
家族有4个成员, 分别命名为FAM3A, FAM3B, 
FAM3C, FAM3D , 他们具有共同的4个α螺旋结

构及up-up-down-down的拓扑形态. 目前, 对该分

子功能的研究仍相对局限于对胰岛细胞凋亡影

响与机制方面. 初步的研究提示FAM3B能诱导

胰岛细胞的凋亡, 并且具有时间和浓度依赖性, 
推测可能在Ⅰ型糖尿病胰岛细胞自身免疫损

伤中发挥一定的作用[4-5]; 其机制主要通过激活

CAPS3基因并且下调CDKN1A基因通路来实现, 
该通路不同于以往传统的细胞因子诱导凋亡通

路[6-7]. 目前未见有该基因与肿瘤相关的文献报

道, 为获得PANDER与胃癌相关的进一步证据, 
我们用RT-PCR结合原位杂交方法检测PANDER
基因在配对的正常胃黏膜、胃癌组织以及转移

淋巴结中的表达, 分析该基因表达与胃癌临床

病理以及预后之间的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 RT-PCR标本来源于本院2004-03/2004-05
手术切除22例胃癌组织, 配对组织取于距离癌

1514                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年5月18日    第16卷   第14期

灶至少5 cm以上处的切缘黏膜; 标本离体后30 
min内取材, 迅速置于液氮中冷冻后存放于-80℃
冰箱. 构建组织芯片的208例胃癌手术患者标本

均来源于中国人民解放军总医院1992/2002年
胃癌手术患者; 患者均为首次发现胃癌, 术前没

有经过放化疗或免疫治疗, 影像学检查均未发

现有远隔脏器或淋巴结转移; 手术切除彻底, 手
术标本残端及切缘均未见有残留癌细胞. 208例
患者中男171例(82.2%), 女37例(17.8%); 60岁以

下93例(44.7%), 60岁和以上115例(55.3%); 胃底

和贲门癌58例(27.9%), 胃体癌40例(19.2%), 胃
窦及幽门癌110例(52.9%); 黏膜或者黏膜下层浸

润者58例, 浸润至肌层和浆膜层者150例; 有淋

巴结转移者91例, 无淋巴结转移者117例. 按照

UICC1997年胃癌TNM分期, 0, Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ期例数

分别为27例(13.0%), 74例(35.6%), 61例(29.3%), 
46例(22.1%). 截止到2004-12, 患者平均随访时

间为48 mo, 所有患者中死亡64例, 存活139例, 
失访5例, 最长生存时间为153 mo. TRIzol及反

转录试剂盒(SuperScriptm First-Strand Synthesis 
System for RT-PCR)购自Gibco公司. cRNA探针

标记试剂盒(DIG SP6/T7 RNA Labeling Kit)购自

Roche Molecular Biochemicals公司. TaKaRa Ex 
Taq购自宝生物工程公司.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片的构建: 每例患者肿瘤病灶和黏

膜分别选择两个区域打孔, 有淋巴结转移病灶

者, 附加转移灶两个区域打孔.每个组织芯的直

径为1 mm, 共1020个组织芯构建于7个组织芯片

蜡块上.
1 .2 .2  RT-P C R:  提取总R N A及反转录具体

步骤参照T R I z o l及反转录试剂盒说明书

(G i b c o B r l), 紫外分光光度计和凝胶电泳进

行总R N A浓度、纯度以及完整性的鉴定 .  每
份标本取5 μg总RNA, 加1 U SuperScript Ⅲ
转录为cDNA. Primer premier version 5.0软
件设计引物, Oligo version 6.0软件进一步评

价引物 .  PA N D E R (N M_058186)序列; 正向

引物5'-TGGTGTTCGTGGTCTTCG-3, 反向

引物: 5'-TGGCGTACTTGCTTCTGC-3', 理
论扩增长度234 bp; β2-microglobulin(β-MG, 
NM_004080)作为内标, 引物序列; 正向引物: 
5'-GCTATCCAGCGTACTCCAAAGA-3, 反向

引物: 5'-AGAGCTACCTGTGGAGCAACCT
-3, 理论扩增长度522 bp. 反应体系; Ex Taq(5  
U/μ L)0.125 μ L, 10×B u f f e r 2 μ L, d N T P 
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■研发前沿
初 步 的 研 究 提
示PANDER 能通
过 激 活C A P S 3
基 因 以 及 下 调
CDKN1A 基因表
达来改变相应传
导通路诱导胰岛
细胞的凋亡, 并且
具有时间和浓度
依赖性, 推测可能
在Ⅰ型糖尿病胰
岛细胞自身免疫
损伤中发挥一定
的作用.
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Mixture(2.5 mmol/L each)2 μL, cDNA(from the 
first-strand reation)1 μL, 正向引物(10 μmol/L)1 
μL, 反向引物(10 μmol/L)1 μL, 加ddH2O总量至

20 μL. 反应条件; 94℃ 3 min, 94℃ 30 s, 退火30 
s, 72℃ 30 s, 30循环; 72℃延伸7 min. PANDER
基因退火温度为56℃, β2-MG基因退火温度为

53℃. PCR产物凝胶电泳, 用BandScan软件分析

各条带光密度值, 内标矫正后进行比较.
1.2.3 原位杂交检测FAM3B 基因在胃癌中的表

达: 采用体外转录法制备Digoxigenin标记的

PANDER正义和反义cRNA探针. cRNA探针两端

序列如下; 正向序列: 5'-AACTGCAGGGAGCG
GCACCTGGAAGA-3', 反向序列5'-GCTCTAGA
CAGGGAGTCCAGTGGTCACATT-3', 探针长度

为222 bp. 杂交前组织芯片切片的各项处理均按

RNA要求操作. 经预杂交后, 加100 μL含200 ng
地高辛标记cRNA探针的杂交液, 50℃湿盒内杂

交过夜. 常规杂交后处理, 每张切片加1∶500稀
释的碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体200 μL, 室
温在温盒内孵育2 h, NBT、BCIP显色过夜. 以不

加探针和加正义探针杂交作为阴性对照.
1.2.4 结果判定: 镜下观察; 在BX-60 Olympus光
学显微镜下观察, 用Image-Pro Plus软件分析胃腺

细胞的吸光度均值, 对于部分因组织结构混乱或

者有非特异染色而导致软件判断明显出现偏差

的病例, 则用肉眼协助判断. 平均灰度值<0.6为
阴性(-), 0.6-0.8为阳性(+), >0.8为强阳性(++).

统 计 学 处 理  S P S S 1 2 . 0软件进行统计 . 
PANDER表达在肿瘤、对应正常和转移淋巴结

组织中差异的分析用配对秩和检验(Wilcoxon 
Signed Ranks test). 与临床病理类型之间的差异

比较用两独立样本的秩和检验(Mann-Whitney 
U test)或者多个独立样本的秩和检验(Kruskal-
Wallis H test). Kaplan-Meier法绘制生存率曲线, 
生存率影响的单因素分析用Log-rank检验. P≤

0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1  RT-P C R检测胃癌及配对胃黏膜组织中

PANDER 的表达 胃癌组织中FAM3B阳性率为

86%(19/22), 正常胃黏膜中PANDER阳性率为

95%(21/22), BandScan软件分析凝胶电泳条带的

光密度值并用内标进行校正后显示72.7%(16/22)
的胃癌组织PANDER表达下降(图1).
2.2 PANDER 基因在配对组织中的原位表达 总
体印象; 不加探针和加正义探针杂交未显色, 加
反义探针显色良好. 几乎所有正常腺体均有表

达, 阳性信号主要位于固有腺体或者靠近黏膜

肌层的腺体, 表层腺体着色较弱. 部分肿瘤灶和

淋巴结转移灶有弱表达, 多数无表达. 阳性信号

均位于细胞质. 正常腺体表达强于肿瘤灶和转质. 正常腺体表达强于肿瘤灶和转. 正常腺体表达强于肿瘤灶和转

移灶. 间质淋巴细胞和平滑肌细胞无表达或者

仅有微弱的非特异着色(图2).
镜下判断; 去除因杂交脱片损失的病例, 可

配对比较的病例为184例, PANDER在112/184例
(60.9%)胃癌中表达下降(表1); 早期胃癌与进展

期胃癌表达下降的比率无差别(Person χ2 test, χ2 
= 5.362, P  = 0.147). 按照配对等级资料进行检验, 
正常胃黏膜表达高于肿瘤组织(Wilcoxon Signed 
Ranks test, Z  = -8.625, P  = 0.00), 能有效配对比

较的75例有淋巴结转移的患者, 正常胃黏膜表

达高于肿瘤组织, 肿瘤组织表达高于转移的淋

巴结病灶(Friedman Test, χ2 = 81.135, P  = 0.00).
2.3 PANDER基因表达与胃癌临床病理之间的关

系 去除脱片组织, 可统计的癌灶有效例数为191
例. 肿瘤组织PANDER表达与浸润深度有关. 局
限在黏膜和黏膜下层浸润者PANDER表达高于

已经浸润至肌层和浆膜层者(Mann-Whitney U 
test, Z  = -2.52, P  = 0.012, 表2); PANDER表达与

其他临床病理参数未见相关.
2.4 PANDER基因表达与预后的关系 肿瘤组织中

PANDER表达以及表达改变程度与胃癌预后没有

显示出统计学差别, 但PANDER强阳性表达以及表

达升高者生存率略高一些(P = 0.1656, 0.6108, 图3).

3  讨论

我们前期用基因芯片研究胃癌差异表达基因发

■创新盘点
本 研 究 利 用 配
对 组 织 观 察
PANDER 基因在
正 常 黏 膜 、 癌
灶、淋巴结转移
病灶的序贯性表
达 改 变 ;  同 时 将
原位杂交技术应
用 到 组 织 芯 片
中 ,  快 速 验 证 基
因芯片的结果并
且进一步了解到
PANDER 基因在
胃癌发展过程中
的表达规律.

表  1  早期胃癌与进展期胃癌PANDER表达变化的比较 n(%)

     
分类	          n 	  表达升高     表达不变      表达下降

早期胃癌	         51	     5(9.8)       17(33.3)         29(56.9)

进展期胃癌    133	     9(6.8)       41(30.8)         83(62.4)

总计	       184	   14(7.6)       58(31.5)       112(60.9)

T   N    T    N    T    N     T    N   T    N   M

PANDER

β-MG 

图  1  部分胃癌及配对正常胃黏膜组织中PANDER 的表达. 
M: 标准参照物; T:肿瘤组织; N; 正常胃黏膜.
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■应用要点
PANDER 基因作
为一种凋亡诱导
基因, 很可能在胃
癌乃至其他肿瘤
中发挥作用; 对其
蛋白水平的表达
以及在肿瘤中的
作用机制进一步
研究将为肿瘤发
生机制提供新的
线索.

现PANDER在多数胃癌组织中表达下降, 本研

究RT-PCR结果进一步证实了这一结论, 然而, 由
于是用胃癌混合组织进行的比较, 尚无法说明

PANDER表达的差异是否来源于胃腺上皮细胞. 
原位杂交显示该基因在胃上皮间质细胞以及平

滑肌细胞中无表达或者只有弱表达, 而主要在

腺上皮表达, 说明该基因的差异表达来源于胃

腺上皮细胞.
总共60.9%的胃癌组织中PANDER表达相

对于配对的正常黏膜组织出现下降, 而早期胃

癌中即有56.9%患者出现表达下降, 与RT-PCR以

及基因芯片结果吻合, 同时说明PANDER表达下

降是胃癌的早期事件, 该分子在胃癌的发生机

制中可能具有一定作用. Burkhardt et al用基因芯

片比较转染PANDER基因前后小鼠胰岛细胞基

因表达差异, 发现有60余个基因出现表达改变, 
其中22个基因与细胞凋亡相关, PANDER诱导胰

岛凋亡的主要机制是通过CAPS3基因激活以及

CDKN1A基因表达下调后改变相应传导通路来

实现, 这个凋亡诱导通路与传统凋亡通路有所

不同[6], 在胃癌中该分子的表达下降可以用来解

释胃癌细胞凋亡减弱, 但其机制是否与诱导胰

A B

C D E

HGF

I J K

图  2  PANDER基因在胃癌中的原位杂交结果. A: 原位杂交大体图; B: HE染色大体图; C, F, I: PANDER基因在正常、癌灶、

转移淋巴结组织中的表达(×40); D-E, G-H, J-K: 局部放大的杂交及HE染色图(×200).
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岛细胞凋亡的CAPS3以及CDKN1A通路相同仍

有待于进一步研究.
PANDER在正常胃黏膜、癌灶、淋巴结转

移灶表达呈递进式下降(χ2 = 81.135, P  = 0.00), 
并且早期胃癌(浸润局限于黏膜层和黏膜下层)
的表达要高于进展期胃癌, 说明该分子在胃癌

中的表达下降还与胃癌的发展有关; 转移淋巴

结灶中胃癌细胞PANDER表达的进一步表达下

降可能是高转移潜能细胞的遗传特点, 也可能

是转移细胞与转移灶中微环境相互作用的结果. 
生存分析提示该分子在胃癌组织表达程度对预

后的影响似乎要强于表达变化对预后的影响; 
但该分子的表达程度与TNM分期无关, 并且对

预后影响并未有统计学差异, 因此, 该分子的表

达状况在胃癌进展机制中并非关键因素, 进一

步扩大样本量可能得到具有统计学意义的结论.
在我们的研究中采用了配对的胃癌、正常黏膜

以及转移淋巴结组织进行表达差异的比较, 有
利于消除非配对病例研究中个体遗传背景的差

异对结果造成的影响, 并且能够动态观察分子

表达在胃癌进展中递进性的改变; 由于研究时

尚未有该分子的商品化抗体, 我们设计并合成

了PANDER  cRNA探针进行原位杂交分析, 原位

杂交可以在相对短时间得到特异性探针, 明显

加快了肿瘤相关基因的筛选速度.目前我们已经

获得了商品化PANDER抗体, 拟从蛋白水平进行

进一步分析.
总之, 我们的研究首次提示PANDER基因在

胃癌的发生、发展中可能发挥一定机制, 这是

PANDER与肿瘤相关的首次报道, 虽然目前还

表  2  胃癌组织中PANDER 表达与临床病理因素之间的关系 (n  = 191, %)

     
病理类型

	                                                                胃癌组织PANDER 表达	                       
Z 或χ2	           P

                                                                    -	                          +	                   ++

肿瘤大小	       <4.39 cm	       43(40.6)	44 (41.5)              19(17.9)	   -1.73	      0.084

                      >4.39 cm	       46(54.1)	 27(31.8)              12(14.1)		

组织类型	       中高	                       11(44.0)	 13(52.0)                1(4.0)	     2.991	      0.393

                      中	                       16(50.0)	 10(31.2)                6(18.8)		

                      中低	                       56(49.1)	 39(34.2)              19(16.7)		

                      印戒黏液	         5(26.3)	   9(47.4)                5(26.3)		

浸润深度	       黏膜及黏膜下层	      16(29.6)	 28(51.9)              10(18.5)	   -2.52	      0.012a

                      肌层及浆膜层	       73(53.3)	4 3(31.4)              21(15.3)		

淋巴结转移    无	                       50(45.9)	4 3(39.4)              16(14.7)	   -0.066	      0.947

                      有	                       39(47.6)	 28(34.1)              15(18.3)		

TNM分期	      0	                         8(30.8)	   9(34.6)                9(34.6)	     5.807         0.121

                      Ⅰ	                       31(44.9)	 31(44.9)                7(10.1)		

                      Ⅱ	                       26(51.0)	 18(35.3)                7(13.7)		

                      Ⅲ	                       24(53.5)	 13(28.9)                8(17.8)		

aP<0.05 vs  肌层及浆膜浸润组.

图  3  肿瘤组织中PANDER 基因表达以及表达改变与胃癌预后的相关性. 
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■同行评价
本研究设计合理, 
统计学处理恰当, 
论据充足, 结论明
确, 较好地反映了
我国或国际胃肠
病学临床和基础
研究的先进水平. 
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无法说明该分子与胃癌发生、发展的因果关系, 
但进一步从多种肿瘤组织中进行验证并且分析

其作用机制对于揭示PANDER基因在胃癌乃至

多种肿瘤中的发病机制将提供有意义的新线索.
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