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Abstract
AIM: To investigate the role of PUMA in 
development of pancreatic cancer (PC) and its 
mechanism as well as its correlation with P53 
up-regulate dmodulator of apoptosis (PUMA) 
expression and clinicopathologic parameters. 

METHODS: Expression of PUMA, P53 and 
Bcl-2 in 60 PC tissue samples and 19 normal 
pancreatic tissue samples was assessed with im-
munohistochemical Envision method. Apoptosis 
index (AI) was detected with TUNEL method. 
Correlations between expressions of P53 up-
regulated modulator of apoptosis (PUMA), P53, 
Bcl-2, AI and clinicopathologic parameters were 
analyzed. 

RESULTS: The positive rate of PUMA expres-
sion was significantly lower in PC tissue samples 
than in normal pancreatic tissue samples (30% 
vs 52.6%, P < 0.05). The PUMA expression was 
correlated with tumor size, lymph node and dis-
tant metastasis (P < 0.05), but not with any other 

clinical or pathological parameters. The AI of 
positive and negative PUMA expression in PC 
tissue samples was 20.63% ± 6.27% and 17.44% ± 
5.86%, respectively (P < 0.05). The positive rate 
of P53 and Bcl-2 expression in PC tissue samples 
was 46.7% (28/60) and 41.7% (25/60), respec-
tively. Expression of PUMA was closely related 
with that of Bcl-2 and P53 in PC tissue samples (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Absent PUMA expression in PC 
tissue is related with the development of PC and 
lymph node and distant metastasis. PUMA may 
be a new target for the treatment of PC. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; P53 up-regulat-
ed modulator of apoptosis; P53; Bcl-2; Metastasis 
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摘要
目的: 初步探讨P U M A(P53 u p-r e g u l a t e d 
modulator of apoptosis)蛋白在胰腺癌发生发
展中的作用及其可能机制, 并研究PUMA蛋白
表达与临床病理学指标的关系. 

方法: 应用免疫组化Envision方法检测60例导
管胰腺癌组织石蜡标本中PUMA, Bcl-2和P53
蛋白表达以及19例正常胰腺组织石蜡标本中
PUMA蛋白表达; TUNEL检测细胞凋亡(AI); 
分析PUMA表达与临床病理学指标的关系以
及其与AI和P53、Bcl-2表达的相关性. 

结果: PUMA在胰腺癌组织中的阳性率低于
正常胰腺组织, 有统计学差异(30% vs  57.9%, 
P <0.05); PUMA表达与肿瘤大小, 淋巴结转
移和远处转移有关(P <0.05), 而与肿瘤分化程
度和TNM分期无关; AI在PUMA阳性和阴性
表达的肿瘤组织中, 有统计学差异(20.63%±

6.27% vs  17.44%±5.86%, P <0.05); P53和Bcl-2
在胰腺癌中的表达率分别为46.7%(28/60)和
41.7%(25/60); PUMA与P53和Bcl-2表达分别
有显著的相关性(P  = 0.013, P  = 0.046). 

®

■背景资料
PUMA是近年发
现的位于P53下游
的基因, 具有强大
的促凋亡作用和
细胞生长抑制作
用. 许多肿瘤组织
存在PUMA低表
达, 其低表达水平
与肿瘤的发生、

发展有关, 而增加
肿瘤细胞PUMA
表达可明显地抑
制肿瘤生长, 并能
增强肿瘤细胞对
放疗和化疗的敏
感性. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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结论: 胰腺癌的生长、淋巴结和远处转移与
PUMA蛋白表达缺失有关, PUMA可能是胰腺
癌基因治疗的新粑点.

关键词: 胰腺癌; P53上调细胞凋亡调控因子; P53; 

Bcl-2; 转移
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0  引言

细胞凋亡受阻是胰腺癌发生的重要原因, 而高

侵袭性和高转移性是大部分患者无法获得根

治性治疗的主要因素[1-4]. 深入阐明胰腺癌浸润

转移和生长的分子机制, 对于寻找胰腺癌诊治

的新靶点 ,  提高其疗效具有重要的临床意义 . 
PUMA(P53 up-regulated modulator of apoptosis)
是新近发现的Bcl-2家族BH-3亚家族中的成员, 
是P53介导的下游促凋亡基因[5-7]. 体外实验表 
明[6-8], 转染外源性PUMA基因可以诱导肿瘤细

胞的快速凋亡和抑制集落形成, 而PUMA基因

沉默后, 肿瘤细胞的凋亡能力明显减弱, 说明

PUMA能促进细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞生长, 而
PUMA表达缺失可促进肿瘤细胞的生长. 临床研

究中发现[9-11], 许多恶性肿瘤中存在PUMA表达

缺失, 而PUMA表达缺失与肿瘤的远处和淋巴结

转移有相关性, 在某些肿瘤, PUMA表达缺失与

肿瘤大小和5年生存率明显相关. 本文采用免疫

组化技术研究PUMA蛋白表达与胰腺癌临床病

理因素的相关性及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集苏州大学第一附属医院、青岛大

学第一附属医院、四川大学华西医院普外科

2001-05/2006-05病理诊断均为导管腺癌的60例
胰腺癌石蜡标本(临床资料完整), 男39例, 女21
例, 年龄35-71(中位数56)岁; 肿瘤直径小于4 cm
者22例, 大于或等于4 cm者38例; 高分化30例, 
中分化13例, 低分化17例; 根据TNM分期(1997
恶性肿瘤国际临床病期分类)标准: Ⅰ13例、Ⅱ

12例、Ⅲ 15例、Ⅳ 20例; 伴有淋巴结转移32例, 
无淋巴结转移28例; 远处转移者20例(肝转移、

腹膜和网膜种植等); 19例正常胰腺组织标本, 取
自壶腹癌、胰腺内分泌肿瘤和外伤的患者. 所
有患者均为第一次手术, 术前未经任何放化疗. 
兔抗人PUMA多克隆抗体为美国Cell Signaling

公司产品, Bc l-2和P53抗体购自北京中山, 二
抗:  Envision试剂为即用型试剂, 购自Dako公司, 
TUNEL检测试剂盒购自罗氏公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用Envision二步法检

测操作流程, 具体操作步骤按照说明书进行. 判
定结果: PUMA和Bcl-2阳性判断标准以胞质内

出现棕黄染色为阳性, P53阳性判断标准以胞核

内出现棕黄染色为阳性. 用专业图像分析系统

分析阳性程度: 阳性反应的强度分为-(≤10%), 
弱阳性+(10%-20%), 中度阳性++(20%-51%), 强
阳性+++(>51%).
1.2.2 凋亡细胞原位缺口末端标记(TUNEL)法
检测细胞凋亡: 具体操作按照说明书进行. 结果

判断以细胞核中有棕黄色颗粒为阳性细胞, 即
凋亡细胞. 随机计数5个以上高倍视野, 不少于

1000个细胞, 将凋亡细胞与总细胞比值定义为

凋亡指数(AI). 
统计学处理 应用SAS6.0统计软件, 采用χ2

检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 PUMA在胰腺癌和正常胰腺组织中的表达正常胰腺组织中的表达胰腺组织中的表达 
PUMA阳性表达主要在细胞质内, 部分质核内

同时表达. 60例胰腺癌组织中18例表达阳性, 阳
性率30%; 在19例正常胰腺组织中11例表达阳正常胰腺组织中11例表达阳胰腺组织中11例表达阳

性, 阳性率57.9%. PUMA在肿瘤组织中的阳性

率明显低于正常胰腺组织, 差异有显著性(正常胰腺组织, 差异有显著性(胰腺组织, 差异有显著性(P  = 
0.028)(图1, 表1). 
2.2 PUMA表达与胰腺癌临床病理指标的关系 
在胰腺癌组织中, PUMA蛋白表达与肿瘤分化

程度、TNM分期无关(P >0.05); PUMA在远处

转移组和淋巴结转移组的阳性表达率低于非远

处转移组和非淋巴结转移组(P <0.05), 在肿瘤

大于4 cm组的阳性表达率低于肿瘤小于4 cm组

(P <0.05, 表2).
2.3 TUNEL法检测细胞凋亡 在PUMA阳性和阴

性表达的胰腺癌组织中, AI分别20.63%±6.27%
和17.44%±5.86%, 差异有显著性(P <0.05, 图2).
2.4 PUMA和P53和Bcl-2表达的相关性分析 18

■相关报道
PUMA在实体肿
瘤表达的文献报
道只见于肝癌、

胃 癌 、 结 直 肠
癌、鼻咽癌、头
颈癌、恶性黑色
素瘤等, 在胰腺癌
中未见报道. 

表  1  PUMA在胰腺癌和良性胰腺组织中的表达

     
分组	                         -       +       ++       +++           %

胰腺癌组织	     42      8	       5	    5          30

正常胰腺组织	       8      8	       3	    0          57.9
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例PUMA阳性表达胰腺癌组织中, Bcl-2阳性4胰腺癌组织中, Bcl-2阳性4中, Bcl-2阳性4
例, P53阳性4例, 42例PUMA阴性表达的胰腺癌胰腺癌

组织中, Bcl-2阳性21例, P53阳性24例, PUMA中, Bcl-2阳性21例, P53阳性24例, PUMA
与Bcl-2明显相关(χ2 = 4.0, P  = 0.046), PUMA与

P53表达有明显相关性(χ2 = 6.173, P = 0.013)(图
3, 表3). 

3  讨论

PUMA是P53下游的关键性促凋亡基因, 许多

恶性肿瘤存在PUMA表达缺失, 而且PUMA表

达缺失在不同肿瘤组织中的意义不尽相同. 如 
PUMA表达缺失与结肠癌远处转移有相关性, 而
与其他病理因素无相关性[9]; 在恶性黑色素瘤 

中[10-11], PUMA表达缺失与淋巴结转移和5年生

存率明显相关, 除此之外, PUMA表达缺失还与

黑色素瘤大小和分期相关.     
本研究显示, PUMA在胰腺癌组织中的阳

性表达率明显低于正常胰腺组织, 提示胰腺癌

组织中存在PUMA表达缺失. 分析PUMA表达与

临床病理学指标的关系中发现, PUMA蛋白表

达水平与胰腺癌肿块的大小有关: 在<4 cm的肿

瘤组织中, PUMA表达率较高(10/22), 在≥4 cm
的肿瘤组织, PUMA表达较低(8/38). 凋亡检测证

实PUMA缺失的肿瘤组织中AI较低, 而PUMA
阳性表达的肿瘤组织中AI较高. 由于PUMA具

有凋亡促进作用, PUMA表达高者加快细胞凋

图  1  PUMA蛋白的免疫组织化学检测结果. A: PUMA在胰腺癌组织表达(×400, +++); B: PUMA在正常胰腺组织中表达(×

400, ++).

A B

图  2  TUNEL检测胰腺癌组织细胞凋亡(× 200). A: PUMA阳性表达; B: PUMA阴性表达. 

A B

图  3  P53和Bcl-2的免疫组织化学检测结果(×200, +++). A: P53在胰腺癌组织表达; B: Bcl-2在胰腺癌组织表达. 

A B

■创新盘点
本 文 以 免 疫 组
化 的 方 法 研 究
PUMA在胰腺癌
组织的表达情况
以及与临床病理
因素的关系, 并探
讨PUMA在胰腺
癌中的作用及其
可能机制. 
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亡, PUMA表达缺失者细胞凋亡减慢[8-9], 因此, 
PUMA表达缺失所导致的细胞凋亡能力的下降

可能是胰腺癌肿瘤生长和肿块大小不同的原因

之一. 
PUMA可以通过P53依赖性途径以及P53非

依赖性两条途径促进细胞凋亡[14-17]. 在本实验中, 
PUMA表达缺失肿瘤组织存在高频率P53突变, 
而在PUMA表达阳性肿瘤组织存在低频率P53突
变, PUMA和P53表达明显负相关, 说明PUMA在

胰腺癌内是依赖内源性P53途径发挥作用. P53
变异后丧失了对PUMA的正向调节作用, 致使

PUMA表达缺失. Bcl-2是PUMA下游的凋亡抑制

基因, 当PUMA基因诱导表达后, PUMA可以与

Bcl-2/bcl-xL结合, 中和Bcl-2/bcl-xL的凋亡抑制

活动[18-19]. 本研究发现, 胰腺癌中PUMA和Bcl-2
表达有明显负相关关系, 所以胰腺癌中PUMA
表达缺失后, 对Bcl-2/与Bcl-XL的中和作用减弱

或消失, 从而使Bcl-2抑凋亡效用加强. 本实验表

明, 胰腺癌组织中PUMA的凋亡调节作用可能是

P53-PUMA-Bcl-2途径. 
分析PUMA表达与临床病理学指标的关系

中发现: PUMA表达水平与淋巴结转移和远处转

移有明显相关性, 在淋巴结和远处转移组织中

存在PUMA表达缺失, 在非转移组织存在高水平

的PUMA表达. Gansauge et al [20]和Tomaszewska  
et al [21]报道, P53突变和Bcl-2高表达与胰腺癌的

淋巴结转移和远处转移明显相关, 在高转移性

胰腺癌中存在高频率P53突变和Bcl-2表达. 本实

验证实了P53和Bcl-2与PUMA表达有明显的负

相关, 而PUMA既受P53调节又调节下游的Bcl-2, 
因而, PUMA是否直接参入胰腺癌的转移过程有

待于进一步研究. 
我们的研究还发现, PUMA在不同分期和不

同分化肿瘤组织的阳性表达率差异分别无统计

学意义(P >0.05), 说明PUMA与肿瘤分化程度和

分期无明显相关. 我们收集的资料由于失访及

其他原因亦未进行生存分析. 
Ad-P53是胰腺癌治疗的有效基因, 但P53对

于来不同源甚至同种来源的肿瘤细胞对P53的
易感性不一致, 使得P53进入细胞受到阻碍, 因
此P53并不是对所有肿瘤有效, 对来源相同的肿

瘤细胞的治疗效果也不相同[22-25]. 
本研究发现, PUMA表达缺失与肿瘤生长和

转移有关, 因此转染外源性PUMA基因对促进细

胞凋亡及抑制肿瘤转移可能有重要作用, 也为

外源导入P53诱导凋亡效果不好的肿瘤提供了

新的可能治疗靶点. 但要使其成为可能, 一方面

需要明确PUMA的作用通路, 阐明他与其他相关

基因相互作用的机制; 另一方面需要寻找到能

导致PUMA激活的DNA元件、转录因子及其他

无毒性的小分子物质, 这样就可以利用这些物

质激活PUMA在肿瘤细胞内强表达, 达到治疗的

目的.
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表  2  PUMA表达与胰腺癌临床病理特征的关系

     
分期	             分类              n

               阳性率            
P

                                                                       (n /n )

肿瘤直径

分化程度

分期

淋巴结转移  

 

远处转移  

 

＜4cm

≥4cm

高

中

低

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ 

有

无

有

无

22

38

30

13

17

13

12

35

32

28

20

40

10/22

  8/38

  9/30

  5/13

  4/17

  4/13

  6/12

  8/35

  3/32

15/28

  2/20

16/40

0.047

0.720

0.373

0.045

0.017

表  3  PUMA和P53和Bcl-2表达的相关性分析

     
		             P53	                           Bcl-2
PUMA	     n

	 ≤10%        >10%       ≤10%        >10%

≤10%	   42	   18	   24	  21	  21

>10%	   18	   14	     4	  14	   4

■应用要点
本研究为胰腺癌
基因治疗提供了
新的靶点, 同时为
外源导入P53诱导
凋亡效果不好的
肿瘤提供了新的
可能治疗靶点.
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■同行评价
本文选题较新颖, 
学术价值较好, 研
究方法科学, 数据
客观 ,  结论明确 , 
有较好的学术价
值. 
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