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Abstract
AIM: To detect Wnt-5a expression in gastric 
carcinoma (GC) and explore its role in the 
development and progression of GC.

METHODS: The expression of Wnt-5a mRNA in 
10 fresh GC and matched tumor-adjacent tissue 
samples was detected by real-time reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The expression of Wnt-5a and β-catenin proteins 
in 84 GC and matched tumor-adjacent tissue sam-
ples as well as 20 normal gastric mucosa tissue 
samples was examined by immunohistochemis-
try using the streptavidin-peroxidase method.

RESULTS: Real time RT-PCR analysis showed 

that the relative level of Wnt-5a mRNA was sig-
nificantly higher in GC than in tumor-adjacent 
tissue (5.919 ± 1.869 vs 1.281 ± 0.744, P < 0.05). 
The positive rate of Wnt-5a protein expression 
was also significantly higher in GC than in tu-
mor-adjacent tissue (40.54% vs 14.29%, P < 0.05). 
Wnt-5a expression was significantly associated 
with advanced TNM stage and lymph node 
metastasis (both P < 0.01). The rate of aberrant 
β-catenin expression was significantly higher 
in GC than in tumor-adjacent tissue (70.23% vs 
38.10%, P < 0.01). Aberrant β-catenin expression 
was associated with advanced tumor stage and 
lymph node metastasis (both P < 0.05). The ex-
pression of Wnt-5a was correlated with that of 
β-catenin (P < 0.01).

CONCLUSION: Wnt-5a may exert oncogenic 
functions in GC. Wnt-5a may be activated in 
the early stage of gastric tumorigenesis and be 
related to the poor prognosis of GC. Wnt-5a and 
β-catenin might play an important role in the de-
velopment of GC via different signal pathways.
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摘要
目的: 探讨Wnt-5a基因在胃癌发生发展过程
中的表达及意义. 

方法: 采用实时定量RT-PCR方法对10例胃癌
和癌旁组织Wnt-5a mRNA进行检测; 免疫组
织化学SP法检测84例胃癌、癌旁组织及20例
正常胃黏膜Wnt-5a和β-catenin蛋白的表达. 

结果: 胃癌和癌旁组织中Wnt-5a mRNA表
达的相对含量分别为5.919±1.869和1.281
±0.744(P <0.05); Wnt-5a蛋白在胃癌和癌旁
组织的表达阳性率分别为40.54%(34/84)和
14.29%(12/84), 差异具有统计学意义(P <0.01), 

®

■背景资料
W n t途径的组成
框架和活化机制
已有相对完整的
解释, 人们认识到
W n t途径并不是
以前设想的线性
通路, 而是一条多
环节、多作用位
点的开放式途径, 
该途径中多种蛋
白的作用机制远
未明确, 比如Wnt-
5a, 对其研究尚处
于 起 步 阶 段 .  本
文对胃癌组织中
Wnt-5a基因转录
和翻译水平的变
化进行检测和分
析. 目前相关研究
鲜见报道.

■同行评议者
王娅兰, 教授, 重庆
医科大学基础医
学院病理教研室
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肿瘤中Wnt-5a上调表达相关于高的TNM分期
和淋巴结转移(P <0.01). β-catenin在胃癌及癌
旁组织中异常表达率分别为70.23%(59/84)、
38.1%(32/84), 两者差异表达具有统计学意义
(P <0.01), 癌组织中β-catenin的异常表达相关
于肿瘤的TNM分期和淋巴结转移(P <0.05). 胃
癌中Wnt-5a和β-catenin蛋白表达呈负相关关
系(P <0.05).

结论: Wnt-5a在胃癌中可能发挥癌基因样作
用, 其异常活化可能部分参与了胃癌发生的始
动过程, 并可能相关于肿瘤差的预后. Wnt-5a
与β-catenin在胃癌发生过程可能经由不同的
信号途径在胃癌进展中发挥作用.

关键词: 胃癌; Wnt-5a; β-catenin; 逆转录聚合酶

链式反应; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其发病率和

死亡率居各类肿瘤之首. Wnt途径是一种对控制

胚胎发育起重要作用的信号传导通路, 其不恰

当地活化参与人类多种肿瘤的发生. 两者间的

相关性研究是当今的热点领域[1]. 本研究采用实

时定量RT-PCR及免疫组织化学方法检测胃癌中

Wnt-5a基因的表达, 初步探讨Wnt-5a在胃癌发

生发展过程中的作用及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军济南军区总医院

2008-08-12手术切除的胃癌新鲜标本及正常切

缘(距肿瘤边缘≥5 cm)10例, -70 ℃低温冰箱保

存. 同时收集2008-02-12胃癌石蜡样本及癌旁组

织(距肿瘤边缘0.5-1 cm)84例, 20例镜下观察为

正常胃黏膜的手术切缘(距肿瘤边缘≥5 cm)作
为正常对照. 其中男72例, 女12例, 平均年龄61.8
岁±10.2岁; 根据2006年WHO关于胃癌组织病

理学分型, 管状腺癌48例, 乳头状腺癌13例, 黏
液腺癌7例, 印戒细胞癌16例.
1.2 方法 
1.2.1 实时定量RT-PCR: (1)总RNA提取: 采用

TRIzol总RNA提取液(美国Invitrogen公司), 取
50 m g组织提取总R N A, 具体步骤按操作说

明 .  取样本提取的总R N A, 用紫外吸收测定

法和变性琼脂糖凝胶电泳测定其浓度和纯

度. (2)cDNA的合成: 以mRNA为模板, 采用

Promega公司ImProm-ⅡTM Reverse Transcription 
System试剂盒进行反转录合成cDNA, 用于以

下的PCR扩增模板. (3)扩增Wnt-5a基因: Wnt-
5a的引物序列为5'-accacatgcagtacatcggag-3'和
5'-gaggtgttatccacagtgctg-3'(上海博彩生物科技有

限公司合成), GAPDH的引物序列为5'-ggacctga
cctgccgtctag-3'和5'-tagcccaggatgcccttgag-3'. PCR
反应条件为94 ℃, 5 min; 45个PCR循环(94 ℃, 
15 s; 60 ℃, 5 s; 72 ℃, 15 s; 81 ℃收集荧光5 s). 
为了建立PCR产物的熔解曲线, 扩增反应结束

后继续从72 ℃缓慢加热到99 ℃(每5 s升高1 ℃). 
其中Wnt-5a基因的扩增片段为106 bp, GAPDH
基因的扩增片段为203 bp. 
1.2.2 免疫组织化学: Wnt-5a, 兔抗人多克隆抗体

(Lifespan公司, LS-C47384); β-catenin及SP-9000
免疫组织化学检测试剂盒均购自北京中杉金桥

生物有限公司. 标本经100 g/L甲醛固定, 常规石

蜡包埋, 切片厚4 μm, 脱蜡水化, 乙二胺四乙酸

缓冲液微波加热抗原修复, SP法免疫组织化学

染色, 二氨联苯胺显色, 苏木精对比染色, 脱水

透明, 中性树胶封固. PBS做空白对照. 
1.2.3 结果判定: 各样品的目的基因和管家基因

分别进行实时定量RT-PCR反应, Ct值直接由机

器生成. 目的基因扩增产物的相对含量用2-ΔΔCt计

算. Wnt-5a在细胞质出现棕黄色颗粒为阳性; 对
样本进行阳性细胞百分比和染色强度综合评分, 
10个随机高倍视野阳性细胞平均百分数<1%为0
分, 1%-10%为1分, 11%-50%为2分, >50%为3分; 
染色强度计分: 未着色为0分, 淡黄色为1分, 棕
黄色为2分, 棕褐色为3分. 两者之积0为阴性表

达, 1-4分为弱-中表达, >4分为高表达. β-catenin
蛋白阳性信号主要定位于正常细胞的胞膜, 呈
完整清晰的棕黄色线性表达, 胞质和胞核染色

多为阴性, 其异常表达为: 细胞膜染色强度减弱

或表达中断/消失、胞质和(或)胞核被染成棕黄

色[2].
统 计 学 处 理  应用S P S S 1 6 . 0统计软件 , 

mRNA相对含量的计量资料以mean±SD表示, 
采用t检验; 蛋白阳性率的比较采用χ2检验.

2  结果

2.1 实时定量RT-PCR结果 抽提各组织总RNA的

A 260/A 280的比值为1.8-2.1, 变性琼脂糖凝胶电泳

显示清晰的28S和18S条带, 前后者亮度比值≥2, 

■研发前沿
W n t 途径是一种
对控制胚胎发育
起重要作用的信
号传导通路, 其不
恰当地活化参与
人类多种肿瘤的
发生. 两者间的相
关性研究是当今
的热点领域.
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证实提取的总RNA具有良好的完整性和均一性. 
Wnt-5a PCR扩增产物为单一特异性扩增条带, 
约106 bp大小, 与预期大小一致. 实时定量RT-
PCR仪检测显示, 各样本CT值呈正态分布, 本实

验计算所得的10对扩增效率曲线呈线性关系(r  
= 1.00). 胃癌和癌旁组织中的Wnt-5a基因相对含

量分别为5.919±1.869和1.281±0.744, 差异具

有统计学意义(t  = 2.033, P  = 0.038), 对比癌旁组

织, 6例出现明显上调表达(上调大于2倍, 图1). 
2.2 免疫组织化学结果  
2.2.1 Wnt-5a的表达与胃癌临床病理因素之间

的关系: Wnt-5a蛋白在正常胃小凹表层及贲门

腺、幽门腺呈阴性表达, 阳性信号定位于肿瘤

细胞的胞质. 正常胃底、体腺固有层底部的个

别腺体细胞出现Wnt-5a阳性(图2A), 有研究显

示其可能为主细胞[3]. Wnt-5a在胃癌(图2B)和癌

旁组织中的阳性表达率分别为40.54%(34/84)和

14.29%(12/84), 差异具有统计学意义(P <0.01). 
Wnt-5a在7例黏液腺癌中均为阴性表达(图2A), 
与管状腺癌、乳头状腺癌及印戒细胞癌比较, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 胃癌组织中Wnt-
5a高表达与临床病理参数的分析见表1. 10例胃

癌组织中Wnt-5a的mRNA和蛋白表达间具有一

致性(P <0.01). 
2.2.2 β-catenin结果与胃癌临床病理因素之间的

关系: β-catenin在正常胃黏膜上皮呈细胞膜线

性表达(图2C), 而其出现异常的细胞质或核的

表达在胃癌和癌旁组织分别为70.23%(59/84)和
38.1%(32/84), 差异具有统计学意义(P <0.01), 癌
组织中β-catenin的核阳性率为19.0%(16/84). 不
同于Wnt-5a, 6/7例黏液腺癌组织β-catenin阳性

表达, 其中1例伴有核阳性表达(图2C). 肿瘤中

■相关报道
Huang等研究发
现Wnt-5a的过表
达可导致肺非小
细胞肺癌的侵袭
性增加, COX回归
分析显示Wnt-5a
的表达与该肿瘤
差的预后相关.

表  1  Wnt-5a蛋白表达与胃癌临床病理参数间的关系

     
病理因素		    n

	    Wnt-5a	                  
P 值

			   +              -

组织学分型				  

    管状腺癌	 48           21           27           0.026a

    乳头状腺癌	 13             6             7           0.032a

    印戒细胞癌	 16             7             9           0.036a

    黏液腺癌	   7             0             7           0.156c

肿瘤分化				  

    高中分化	 33           11           22	

    低分化		 51           23           28           0.280

淋巴结转移				  

    无		  30             6           24	

    有		  54           28           26           0.004

TNM分期				 

    Ⅰ、Ⅱ期	 38             8           30	

    Ⅲ、Ⅳ期	 46           26           20           0.001

a与黏液腺癌比较; c4种组织学分型组间比较.

20
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1     2      3     4     5      6     7      8     9     10

癌

癌旁

图  1  10例胃癌和癌旁组织中Wnt-5a mRNA水平的比较.

A

B

C

←

←
←

←

←

图  2  Wnt-5a在各腺癌组织中的蛋白表达(SP法). A: 胃黏液

腺癌(×200), Wnt-5a阴性表达, 正常胃底腺Wnt-5a散在单

个细胞细胞质阳性表达(箭头所指); B: 胃管状腺癌(×100), 

腺体Wnt-5a蛋白胞质阳性表达; C: 胃黏液腺癌(×400), 正

常胃腺体β-catenin细胞膜阳性表达(箭头所指), 周围肿瘤细

胞细胞质及细胞核异常阳性表达.
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该蛋白的异常表达相关于TNM分期和淋巴结

转移(P <0.05), 但与肿瘤分化程度及类型无关

(P >0.05). 肿瘤中Wnt-5a和β-catenin免疫组织化

学表达上呈负相关关系(r  = -0.367, P <0.05), 尤其

体现在黏液腺癌.

3  讨论

Wnt途径的组成框架和活化机制已有相对完整

的解释, 人们认识到Wnt途径并不是以前设想

的线性通路, 而是一条多环节、多作用位点的

开放式途径, 该途径中多种蛋白的作用机制远

未明确, 比如Wnt-5a, 对其研究尚处于起步阶 
段[1,3-8]. 本文对胃癌组织中Wnt-5a基因转录和翻

译水平的变化进行检测和分析. 目前相关研究

鲜见报道. 
本研究实时定量RT-PCR检测结果显示, 胃

癌组织中Wnt-5a基因的mRNA水平显著高于癌

旁组织(P  = 0.038), 提示胃癌中该基因在转录水

平上调表达. 本研究结果相似于对人体其他部

位原发肿瘤中Wnt-5a基因mRNA检测的报道, 如
对比于正常或癌旁组织, 良性和浸润性乳腺肿

瘤、甲状腺癌、肺癌、前列腺癌和胃癌等Wnt-
5a基因mRNA均呈上调表达, 但也有相反的报

道, 如在子宫内膜癌中, Wnt-5a基因mRNA呈下

调表达[9-15]. 
本研究在m R N A水平证实了胃癌中W n t-

5a的高表达, 免疫组织化学染色结果呈现了一

致的变化, 胃癌组织中Wnt-5a蛋白明显上调表

达, 并相关于淋巴结转移及高的肿瘤T N M分

期, 同时癌旁组织也显示一定程度的蛋白高表

达. 上述研究结果提示, 胃癌中Wnt-5a基因在

转录水平即发生了异常变化, 并进一步导致翻

译水平蛋白的高表达, 显示了Wnt-5a蛋白从正

常胃黏膜→癌旁组织→胃癌的递增表达趋势, 
提示胃癌发生的早期已有W n t-5a信号通道活

化, 表明其可能参与胃癌发生的始动过程. 我
们推测W n t-5a在胃癌的发生发展过程中起到

了癌基因样作用, 并相关于胃癌转移和差的预

后 .  相似的结果亦见于对一些恶性肿瘤的研 
究[12,14,16-18], Huang等[12]研究发现Wnt-5a的过表

达可导致肺非小细胞肺癌的侵袭性增加, COX
回归分析显示W n t-5a的表达与该肿瘤差的预

后相关. McDonald等[14]对包含痣、恶黑和转

移性恶黑组织的免疫组织化学检测显示, Wnt-
5a蛋白表达增加直接相关于高的肿瘤分级, 但
负相关于患者的生存. 对不同肿瘤的研究显示

Wnt-5a蛋白具有截然相反的作用[10,11,19-22], 如
Kremenevskaja等[10]对甲状腺癌和Jönsson等[11]对

乳腺癌进行的相关研究, 后者的研究表明, Wnt-
5a表达丢失可能是一个独立于淋巴结状态和肿

瘤大小的, 有用的预测复发的标志物, Wnt-5a的
丢失增加乳腺浸润性导管癌的早期复发和死亡

的风险, 他们提出, Wnt-5a蛋白在乳腺发挥肿瘤

抑制作用. 目前认为不同肿瘤中Wnt-5a的作用

机制可能存在差异[23-30]. 
β-catenin是wnt信号途径中的重要效应分

子, 也是一种研究较为成熟的原癌基因[31-35], 本
研究免疫组织化学染色结果证实其在胃癌呈明

显的异常表达, 包括从细胞膜至细胞质及细胞

核的异位表达, 后者常相关于β-catenin外显子3
的突变. 我们的结果支持β-catenin作为原癌基

因的异位表达导致经典Wnt信号活化参与肿瘤

发生的理论[31-35]. 有意思的是, 本实验数据显示, 
Wnt-5a与β-catenin在胃癌组织中不同时相的表

达, 即Wnt-5a阳性表达的肿瘤β-catenin多未出现

异常表达, 而Wnt-5a阴性表达的肿瘤β-catenin却
有较高的异常表达率, 这一点在黏液腺癌尤为

显著. 推测这两种分子在胃癌发生过程中存在

相互竞争或排斥表达现象, 可能涉及了经典与

非经典两种不同Wnt信号通路的活化. Wnt-5a在
本组黏液腺癌病例中完全阴性的表达提示该肿

瘤的发生更可能涉及Wnt经典信号途径的活化. 
本文从转录和翻译水平对胃癌和癌旁组

织中Wnt-5a的表达进行报道, 研究显示, Wnt-5a
高表达是胃癌发生及演进过程中的频发事件, 
并与胃癌的临床分期及淋巴结转移相关, 推测

Wnt-5a在胃癌的发生中可能起癌基因样作用, 
其异常活化可能部分参与了胃癌发生的始动过

程, 该蛋白可能成为判断胃癌有用的预后不良

指标. 但目前胃癌组织Wnt-5a上调表达的机制

及其与肿瘤发生发展间的关系还远未清楚, 其
在胃癌的预防和治疗方面的价值还有待更深入

的研究.
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