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Abstract
AIM: To investigate the role of Pim-3 aberrant 
expression in the development of gastric carcinoma.

METHODS: Semi-quantitative RT-PCR method 
and immunohistochemistry method were used 
to detect the expression of Pim-3 in 40 gastric 
carcinoma tissues and 20 adjacent normal tis-
sues. We also compared relationship between 
Pim-3 expression and the clinicopathological 
parameters of gastric carcinoma.

RESULTS: Pim-3 mRNA expression was en-
hanced in gastric carcinoma compared with non-
cancerous mucosa (0.287 ± 0.058 vs 0.053 ± 0.055, 
P < 0.001). Protein expression of Pim-3 was 

significantly higher in moderately differentiated 
adenocarcinoma tissue than in poorly differenti-
ated adenocarcinoma tissue. Pim-3 expression 
was closely correlated with lymphatic metastasis 
and venous invasion (r = 0.385, 0.412, P = 0.014, 
0.008).

CONCLUSION: Pim-3 can be seen as the biolog-
ical marker for early phase of gastric carcinoma 
and a prognostic factor to predict the prognosis 
of cancer.
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摘要
目的: 探讨Pim-3的异常表达在胃癌发展过程
中的作用. 

方法: 使用半定量RT-PCR法和免疫组化法检
测40例胃癌组织及20例癌旁正常组织标本
Pim-3的表达, 并比较Pim-3的表达与胃癌临床
病理参数的关系. 

结果: 与正常胃黏膜相比, Pim-3 mRNA的表
达量在胃癌组织中更高(0.287±0.058 vs  0.053
±0.055, P <0.001). 中分化腺癌中Pim-3蛋白的
表达高于低分化腺癌组织中的表达, 两者比
较差异显著(50% vs  20%, P <0.05). Pim-3的表
达与淋巴转移、静脉转移密切相关(r  = 0.385, 
0.412, P  = 0.014, 0.008).

结论: Pim-3可作为胃癌早期的生物标志物, 并
可预示肿瘤的预后.

关键词: Pim-3; 胃癌; 异常表达; 逆转录酶链式反

应; 免疫组化法
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■背景资料
P i m - 3 作 为 一 种 
丝/苏氨酸蛋白激
酶Pim家族中的成
员, 能磷酸化众多
特异性底物, 在细
胞增殖、分化、

凋亡中发挥着重
要的调控作用. 科
研人员在肝癌、

胰腺癌、结肠癌
中均发现Pim-3高
表达. 因此, Pim-3
可能成为抗肿瘤
治疗的一个新靶
点. 探讨Pim-3在
胃癌中的表达情
况将有助于从一
个新的方面揭示
胃癌的发生机制, 
为将来能早期诊
断和治疗胃癌提
供理论依据.

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
科



0  引言

胃癌的发生是胃黏膜细胞增生和凋亡失衡的结

果, 他是一个循序渐进的过程. 癌变过程是长期

的细胞生物学行为由正常演变为异常的过程, 
涉及多种肿瘤相关基因的参与. 丝/苏氨酸激酶

Pim家族有3个成员[1]: Pim-1、Pim-2和Pim-3, 能
磷酸化众多特异性底物, 分别在细胞增殖、分

化、凋亡中发挥着重要的调控作用[2]. 目前, 国
内外研究者在肝癌[3]、胰腺癌[4]、结肠癌[5]领域

对Pim-3基因的研究已有较大的进展, 在胃癌的

研究中对该基因的研究报道尚不多. 本研究拟

应用半定量RT-PCR及免疫组化法检测Pim-3基
因在人胃癌组织中的基因及蛋白水平的表达, 
探讨该基因异常表达在胃癌发生发展中的作用

及机制, 为胃癌的诊断及治疗提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 40例胃癌组织来自南昌大学第二附属

医院普通外科手术标本, 其中20例中分化腺癌, 
20例低分化腺癌. 患者手术前均未接受过化疗. 
20例癌旁正常组织, 来源于患者肿瘤边缘2 cm以

外区域, 经切片病理染色分析证实无癌变细胞. 
时间均为2007-05/2008-05. 新鲜组织离体后分两

部分, 一部分立即用液氮保存, 待提取总RNA, 一
部分用甲醛固定, 石蜡包埋, 待免疫组化染色. 患
者年龄、性别、肿瘤大小、分化程度、转移情

况等资料来源于本院病案室.
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR法: 应用TRIzol试剂, 按照说明书提

取胃癌组织、癌旁正常胃组织总RNA. 逆转录

反应合成CDNA. 取4 μL产物进行PCR扩增. 反
应条件为: 94℃ 5 min; 94℃ 45 s; 57℃ 45 s; 72℃ 
45 s; 72℃ 7 min, 35个循环. Pim-3上游引物序列: 
5'-TCTCCAAGTTCGGCTCCCT-3'; 下游引物序

列: 5'-TCACCCGCTCCTTCACCAC-3'. 本引物

扩增产物为232 bp, 内参β-actin上游引物序列: 
5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3'; 下游引物序

列5'-GCCGATCCACACGGAGTA-3', 内参扩增

产物为740 bp, 反应结束后取产物于10 g/L琼脂

糖凝胶中电泳. 应用天能Gis凝胶成像系统分析, 
PCR产物量以吸光度/面积表示, 以Pim-3产物 
量/β-actin产物量的比值作为Pim-3 mRNA表达

量的最终结果.
1.2.2 免疫组化法: 将经过石蜡包埋的标本行4 
μm厚切片, 每例连续作3张切片, 1张常规HE染
色, 另2张用于免疫组织化学染色(采用SP免疫组
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织化学法), 用PBS液代替一抗作为阴性对照. 实
验流程按试剂盒说明步骤进行, 切片经60℃恒

温箱烤30 min, 二甲苯脱蜡水洗, 蒸馏水泡5 min, 
阻断内源性过氧化物酶, 一抗, 二抗, 酶标SP, 
DAB显色. 苏木素复染, 透明封固, 镜检. 主要试

剂为羊抗人Pim-3多克隆抗体(美国Santa Cruz
公司), 浓度为1∶200. Pim-3阳性定位于细胞质, 
细胞质染成棕黄色为阳性细胞, 每张切片选取

5个具有代表性的高倍视野. 计数500个细胞中

的阳性细胞数. 依据《全国免疫组织化学技术

及诊断标准化专题研讨会》标准, 按阳性细胞

所占比例进行分级: <25%为(-), 25%-50%为(+), 
51%-75%为(++), >75%为(+++).

统计学处理 用SPSS12.0软件行相关数据分

析, 分别用t检验和Spearman相关分析方法分析

相应组数据, 当P <0.05时有统计学意义.

2  结果

2.1 Pim-3基因mRNA的半定量RT-PCR检测结

果 胃癌组织mRNA的表达量是0.287±0.058, 癌
旁正常组织的是0.053±0.055, 两组经t检验分析

P <0.001, 有统计学意义(图1).
2.2 Pim-3蛋白表达的免疫组化结果 中分化胃癌的

蛋白阳性率是50%, 低分化胃癌的蛋白阳性率是

20%, 癌旁正常组织的蛋白阳性率是0. 中分化胃

癌与低分化胃癌Spearman相关分析比较, 有统计

学意义(P  = 0.024), 低分化胃癌与癌旁正常组织相

www.wjgnet.com

■研发前沿
科 研 人 员 发 现
Pim-3与消化系肿
瘤的发生有密切
联系, 在不同肿瘤
中Pim-3的作用机
制存在差异, 研究
Pim-3对胃癌发生
的作用途径正被
广泛关注. 

表  1  各种胃癌组织Pim-3蛋白表达水平 (n  = 20)

     
分组

	                       Pim-3蛋白的表达	         
阳性率(%)

	                  -           +         ++       +++

中分化胃癌            10          2         4         4          50a

低分化胃癌            16          2         2         0          20c

癌旁正常组织         20          0         0         0            0

aP<0.05 vs  低分化胃癌; cP<0.05 vs  癌旁正常组织.

N             M      C               B

图   1   P im-3基
因mRNA的半定
量RT-PCR检测结
果. B: β-actin条

带; C: 胃癌织;  M: 

Marker2000; N: 癌

旁正常组织.

■相关报道
研究已发现Pim-3
在正常肝、胰、

结肠组织中不表
达, 在癌组织中高
表达, 尤其在结肠
腺瘤中的表达最
高.
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关分析比较, 有统计学意义(P  = 0.036, 表1, 图2).
2.3 Pim-3蛋白的表达与临床病理资料的关系 
P i m-3蛋白的表达与肿瘤大小、浸润黏膜深

度、淋巴结转移灶无明显相关性, 与淋巴转移

(r  = 0.385, P  = 0.014)、静脉转移(r  = 0.412, P  = 
0.008)明显相关(表2).

表  2  Pim-3蛋白的表达与临床病理资料的Spearman相关分析

     
临床病理特点             n

                         Pim-3蛋白的表达	       
阳性率(%)	 r 	    P

			    -             +           ++         +++

性别		         					                  0.237         0.141

    男 		  25	 14           3           5           3	            40.0

    女 		  15	 12           1           1           1	            26.7

年龄		         					                  0.159         0.327

    <60 		  18	 13           2           2           1	            27.8

    ≥60 		  22	 13           2           4           3	            40.9

肿瘤大小(cm)						                   0.036         0.827

    <4             	 19	 12           1           5           1	            36.8

    ≥4            	 21	 14           3           1           3	            33.3

浸润深度		         					                  0.166         0.327

    黏膜下层 	 10	   5           1           2           2	            50.0

    固有肌层 	 12	   8           2           2           0	            33.3

    浆膜层		 18	 13           1           2           2	            27.8

淋巴转移	                                       	       			                0.385         0.014

    -		  26	 20           3           2           1	            23.1

    +		  14	   8           1           4           3	            57.1

静脉转移							                    0.412         0.008

    -		  30	 23           2           3           2	            23.3

    +		  10	   3           2           3           2	            70.0

淋巴结转移病灶		         				                 0.046         0.777

    -		  22	 15           2           2           3	            31.8

    +		  18	 11           2           4           1	            38.9

图  2  Pim-3蛋白表达(免疫组化×200). A: 癌旁组织; B: 低分化腺癌; C: 低分化腺癌; D: 中分化腺癌.

A B

C D

■创新盘点
本研究分别通过
半定量RT-PCR和
免疫组化方法发
现Pim-3在正常胃
组织中不表达, 在
分化程度越高的
胃腺癌组织中表
达 更 高 ,  并 发 现
Pim-3的表达与淋
巴转移、静脉转
移密切相关. 
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3  讨论

肿瘤的发生发展是多基因参与的复杂过程, 包
括癌基因的异常激活和抑癌基因失活, 从1997
年人们发现Pim基因来, 对该基因的研究逐渐深

入. 研究人员已发现Pim激酶家族能使促凋亡分

子Bad发生磷酸化而失活[6], 同时使抗凋亡家族

Bcl-XL、Bcl-2的表达增加, 从而导致肿瘤细胞

的失控生长, 且Pim蛋白对某些正常或肿瘤细胞

的增殖或细胞周期都具有调节功能, 能增强细

胞的抗凋亡作用[7]. Pim-1最初是在鼠的T细胞淋

巴瘤中被鉴定出来的一种癌基因, 当MMLV前

病毒插入PIM-1基因的3'UTR区(3'-untranslated 
regions)可使Pim-1 mRNA稳定性增加, 而上调

P i m-1蛋白的表达 ,  最终导致T细胞淋巴瘤的

产生. Pim-3最初由Feldman et al以大鼠细胞系

PC12去极化诱导的基因而被首先报道. 他在哺

乳动物细胞中与Pim-1的序列具有72%的同源

性, 在功能上也与前二者相似. Fujii et al [3]发现

Pim-3 mRNA在人的心脏、骨骼肌、大脑、脾

脏、肾脏、胎盘、肺和外周血白细胞中存在, 
在心肌和骨骼肌中呈高表达; 相反, 在结肠、胸

腺、肝脏和小肠的正常组织中不表达, 还证实

了Pim-3蛋白在人肝细胞癌的癌旁组织、一部分

癌组织及再生的胆管细胞中表达, 且在癌旁组

织中表达较癌组织高. 那么, Pim-3在另一内胚层

来源器官胃中的表达情况如何呢? 在本研究中, 
通过半定量RT-PCR方法检测Pim-3基因mRNA
的表达, 发现胃腺癌Pim-3基因mRNA的表达明

显高于在正常胃黏膜中的表达(P <0.001), Pim-3
基因mRNA在正常胃黏膜中基本不表达, 可能是

在正常胃黏膜细胞中Pim-3 mRNA不稳定, 而在

胃癌变组织中Pim-3 mRNA稳定性增加, 使促凋

亡分子Bad发生磷酸化而失活, 从而导致肿瘤细

胞的失控生长, 因此, 我们认为Pim-3是种理想

的胃癌的生物标志物. 另外, 我们又通过免疫组

化的方法检测Pim-3蛋白的表达, 发现Pim-3蛋
白在分化程度高的胃癌组织中的表达明显高于

在分化程度低的胃癌组织中的表达(P <0.05). 而
Popivanova et al [5]发现分化越高的结肠腺癌组织

里Pim-3蛋白表达阳性率越高, 这和本研究结果

类似. 可能原癌基因激活后, 蛋白表达增多, 使
促凋亡分子Bad发生磷酸化, 抑制了细胞凋亡, 
导致组织细胞异常增生, 即在肿瘤早期阶段起

作用, 在肿瘤后期基因的稳定性降低, 使蛋白的

表达下降. 我们认为Pim-3可能是细胞对生长因

子发生反应的早期基因, 其高表达可能是胃癌

发生过程中的一个早期事件. 从Pim-3蛋白和一

些病理资料的相关性分析结果来看, Pim-3蛋白

的表达与肿瘤大小、浸润黏膜深度、淋巴结转

移灶无明显相关性, 与淋巴转移(P  = 0.014)、静

脉转移(P  = 0.008)明显相关, 这和Zheng et al [8]

的研究结果相似, 不同的是我们发现Pim-3蛋白

的表达和性别(P  = 0.141)无明显相关, 我们知道

如果肿瘤细胞发生淋巴转移或静脉转移则患者

的预后不良的几率就会增高, 因此, 一定程度上

Pim-3可被认为是种能预示肿瘤预后的预后因子. 
总之, Pim-3在正常胃组织中不表达, 在胃癌

组织里的表达明显增高, 其高表达可能是胃癌

发生过程中的一个早期事件, 可被认为是种反

映胃癌早期阶段的生物标志物, 并且可被认为

是种能预示肿瘤预后的预后因子. 
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