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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
expression of tumor necrosis factor receptor-
associated factor 4 (TRAF4) protein and tumor 
onset and evolution in gastric carcinoma.

METHODS: Tissue microarray was used to 
detect the expression of TRAF4 in 45 gastric 
carcinoma specimens, 45 tumor-adjacent tissue 
specimens, and 10 normal gastric tissue speci-
mens. Cell apoptosis in TRAF4-positive gastric 
carcinoma specimens and normal gastric tissue 
specimens was detected by TUNEL assay.

RESULTS: TRAF4 was expressed in both the 
cytoplasm and nucleus in normal gastric tissue 
and gastric carcinoma. The positive rate of cyto-

plasmic TRAF4 expression was 80% in normal 
gastric tissue, 93.3% in dysplasia, and 95.6% in 
gastric carcinoma (P > 0.05). The positive rate 
of nuclear TRAF4 expression was significantly 
higher in normal gastric tissue than in gastric 
carcinoma (70.0% vs 35.6%, P < 0.05), in highly 
differentiated carcinoma than in poorly differen-
tiated carcinoma (71.4% vs 26.1%, P < 0.05), and 
in gastric carcinoma without lymphatic metasta-
sis than in that with lymphatic metastasis (52.4% 
vs 20.8%, P < 0.05). The apoptosis rate in TRAF4-
positive normal gastric tissue was significant 
higher than that in gastric carcinoma (75% vs 
37.2%, P < 0.05).

CONCLUSION: The nuclear expression of TRAF4 
in gastric carcinoma is suppressed. Decreased 
nuclear expression of TRAF4 was positively cor-
related with tumor differentiation but negatively 
with tumor metastasis in gastric carcinoma.
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摘要
目 的 :  探 讨 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 相 关 因 子
4(TRAF4)在胃癌发生、发展中的作用. 

方法: 应用组织芯片采用免疫组织化学法检
测10例正常胃组织、45例胃癌及癌旁组织中
TRAF4的表达, TUNEL法检测TRAF4阳性胃
癌及正常胃组织中细胞凋亡.

结果: TRAF4在正常胃组织中呈浆、核阳性
表达. 其浆阳性率在正常胃组织(80%)、不典
型增生(93.3%)和胃癌(95.6%)中逐渐增高, 但
差异无统计学意义. 而核阳性率在正常胃组
织中高于胃癌(70.0% vs  35.6%, P <0.05), 在高
分化胃癌中高于低分化胃癌(71.4% vs  26.1%, 
P <0.05), 在无淋巴转移胃癌中高于伴有淋巴
转移(52.4% vs  20.8%, P <0.05). TRAF4表达阳

®

■背景资料
TRAF4是一个新
的具有调节细胞
周期和基因转录
功能的P 7 0 S 6丝
苏氨酸激酶的结
合 子 ,  具 有 抑 制
Fas诱导细胞凋亡
及激活NF-κB、
JNK等信号通路
的功能, 在多数肿
瘤中表达上调, 但
在部分肿瘤中表
达下调, 且核浆定
位情况目前仍存
在一定的争议.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科
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性正常胃组织细胞凋亡百分率高于胃癌组织
(75% vs  37.2%, P <0.05).

结论: TRAF4在胃癌中具有较低核表达, 且其
核表达与胃癌分化程度呈正相关, 与胃癌转移
呈负相关, 同时可能抑制胃癌凋亡.

关键词: 胃癌; 肿瘤坏死因子受体相关因子-4; 免

疫组织化学; 凋亡
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0  引言

胃癌是我国常见病和多发病, 位居消化系肿瘤

之首. 近年来, 发病率和死亡率不断升高, 每年

胃癌新发病例及死亡率分别占全部恶性肿瘤的

17%和20%[1-3]. 青海是我国胃癌高发区, 其死亡

率在全国最高[4], 严重威胁着本地居民的健康. 
胃癌是一类多基因疾病, 癌基因的活化是促使

肿瘤发生的关键因素之一, 但抑癌基因的失活

在肿瘤发生、发展过程中可能起着更加重要的

作用[5-8]. 
肿瘤坏死因子受体相关因子(tumor necrosis 

factor receptor associated factor, TRAF)家族成

员是一大类在哺乳动物中发现的遗传学上保守

的胞内接头蛋白[9], 能直接或间接与多种TNF和
IL-1/Toll-like受体家族成员结合[10], 激活转录因

子NF-κB和JNK通路, 从而影响细胞的生存、

增殖、分化和死亡, 并参与多个生物学过程的

调控[11,12]. 目前为止, 在哺乳动物中已发现7种
TRAF蛋白: TRAF1-TRAF7. 研究报道TRAF4在
肺癌、乳腺癌、直肠癌、膀胱癌、卵巢癌等大

多数人类肿瘤中均高表达, 且主要定位于胞质, 
部分肿瘤如肺癌、乳腺癌等存在浆核定位或单

独核定位, 且定位与肿瘤的侵袭性等生物学特

性相关[13]. 本研究主要应用胃癌组织芯片通过

免疫组织化学方法检测TRAF4在正常胃组织, 
癌旁组织及胃癌组织中的表达情况, 并检测正

常胃组织, 胃癌组织中的凋亡情况以初步探讨

TRAF4在胃癌中表达的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌组织芯片购自西安艾丽娜生物科

技有限公司, 货号BC01114. 芯片100点(胃癌45
例, 癌旁组织45例, 正常组织10例, 每例1点). 胃
癌中腺癌44例, 印戒细胞癌1例, Ⅱ期37例, Ⅲ期

8例. 非典型增生中轻度32例, 中度11例, 重度2
例. TRAF4兔抗人多克隆抗体(SC-10776)购自

美国Santa Cruz公司. SP超敏试剂盒(PV-9000), 
DAB酶底物显色试剂盒(ZLT-9018)及辣根酶标

记第二抗体(ZB-2301)购自北京中杉金桥生物

技术有限公司. 凋亡试剂盒购自Roche公司(Cat. 
No. 11684817910, 北京中杉金桥生物技术有限

公司分装).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 常规脱蜡水化, 以0.01 
mol CB(pH6.0)高压2 min修复抗原, 滴加3% 
H2O2-甲醇封闭内源性过氧化物酶(室温10 min), 
第一抗体(1∶20, 4 ℃过夜), 滴加酶标抗鼠/兔聚

合物(室温孵育30 min), DAB显色, 蒸馏水洗终

止显色, 苏木素复染、水洗、分化后充分水洗

返蓝, 常规脱水透明, 中性树胶封片. PBS代替一

抗作阴性对照. 
1.2.2 凋亡检测: 二甲苯脱蜡, 100%、95%、

90%、85%、80%梯度水化, 滴加蛋白酶K于

37 ℃温箱内消化30 min, 滴加新鲜配置3%甲醛

过氧化氢封闭液(室温封闭10 min). 滴加新鲜配

置的TdT酶反应标记60 min, 阴性对照组不加

TdT酶. 滴加终止工作液30 min终止反应, DAB
显色, 苏木素复染, 中性树胶封片.
1.2.3 结果判定:  (1)免疫组织化学结果判定: 
TRAF4判定标准参见邢传平等[14]的免疫组织化

学反应结果的判断标准, 即阳性细胞数≤25%
为(+), 25%-50%为(++), >50%为(+++), 无阳性

细胞(-); 再结合染色强度, 浅黄色为(+), 棕黄色

(++), 棕褐色为(+++), 无着色细胞为(-). 两者合

二为一进行分析判断, 取阳性细胞>50%, 即一

半以上研究细胞阳性判断为最高级(+++); (2)凋
亡结果判定: 以细胞核阳性为判定标准[15]. 在相

同组织切片5个高倍视野记数各组间阳性细胞

百分比, 凋亡细胞阳性率<5%为(-), 5%-25%(+), 
25%-50%(++), >50%(+++).

统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件, 
TRAF4在胃癌组织中的表达及凋亡采用χ2检验, 
P <0.05为有统计学意义, P <0.01为有显著统计学

意义.

2  结果

2.1 TRAF4在胃癌组织中的表达 TRAF4表达于

正常胃组织上皮细胞和胃癌组织细胞胞质和

核内(图1). TRAF4的浆阳性表达率在胃不典型

增生中高于正常胃组织, 但差异无统计学意义

■相关报道
G l a u n e r 等 研 究
表 明 ,  全 长 度 的
T R A F 4 转 染 入
HeLa细胞后定位
于胞质, 而突变型
的TRAF4主要定
位于胞核, 进一步
研究证实, 可能是
某种结合蛋白影
响了TRAF4的浆
核定位.
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(P >0.05). 在胃癌组织中的浆阳性表达率高于正

常胃组织, 但差异无统计学意义(P >0.05). 在胃

癌组织中的浆阳性表达率高于胃不典型增生, 
但差异无统计学意义(P >0.05, 表1).

TRAF4在正常胃组织中的核阳性表达率高

于胃不典型增生, 但差异无统计学意义(P >0.05), 
在正常胃组织中的核阳性表达率明显高于胃癌

组织(P <0.05). 在胃不典型增生组织中的核阳

性表达率高于胃癌组织, 但差异无统计学意义

(P >0.05), TRAF4核表达与胃癌的发生呈负相关

(表1). 
T R A F4在高分化胃癌组织中的核阳性表

达率高于中分化胃癌组织, 但差异无统计学意

义(P >0.05), 在中分化胃癌组织中的核阳性表达

率高于低分化胃癌组织, 但差异无统计学意义

(P >0.05), 在高分化胃癌组织中的核阳性表达率

明显高于低分化胃癌组织(P <0.05). TRAF4核表

达与胃癌分化程度正相关(表2). 
T R A F4在无淋巴转移的胃癌组织中的核

阳性表达率明显高于有淋巴转移的胃癌组织

(P <0.05). TRAF4核表达与胃癌淋巴转移负相关

(表3). 
2.2 TRAF4表达阳性在正常胃组织, 胃癌组织中

细胞凋亡 TRAF4表达阳性正常组织及胃癌组织

中均有凋亡(图2), 但正常胃组织中凋亡百分率

显著高于胃癌组织(P <0.05, 表4). 

3  讨论

TRAF4是一个新的具有调节细胞周期和基因转

录功能的P70S6丝苏氨酸激酶的结合子, 具有抑

图  1  TRAF4在胃癌组织中的表达( SP×200). A: 正常胃组织的胞质及胞核; B: 增生胃组织的胞质及胞核; C: 胃癌组织的胞质; 

D: 阴性对照.

A B

C D

图  2  TRAF4表达阳性正常细胞及胃癌细胞凋亡(SP ×200). A: 胃癌组织; B: 正常胃组织.

A B

■创新盘点
本研究利用组织
芯片对胃癌组织
中 T R A F 4 的 表
达、核浆定位情
况进行了研究, 探
讨了TRAF4与胃
癌生物学行为及
凋亡之间可能存
在的联系.
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制Fas诱导细胞凋亡的功能[16]. 此外, TRAF4还能

充当E3泛素连接酶的角色并通过作用于糖皮质

激素诱导的肿瘤坏死因子受体胞质区TRAF结
合位点, 诱导NF-κB、JNK等信号转导通路的激

活[17-19]. 在胚胎时期, TRAF4通过与MEKK4结合

激活JNK信号转导通路[20]. 
近年研究显示TRAF4和一些复合体参与了

内皮细胞迁移, 通过细胞迁移在肿瘤中的重要作

用, 可以推断TRAF4的上调表达可能参与并/或
促进肿瘤形成[13]. 据统计, TRAF4可穿梭于不同

细胞间隙, 他能出现在胞质中, 也能通过跨膜蛋

白或膜依赖蛋白的联系进入到细胞膜中, 同时还

可能与其他跨膜蛋白发生联系[21,22]. Glauner等[23]

研究表明, 全长度的TRAF4转染入HeLa细胞后

定位于胞质, 而突变型的TRAF4主要定位于胞

核, 进一步研究证实, 可能是某种结合蛋白影响

了TRAF4的浆核定位. 但目前对于TRAF4在肿

瘤中的定位尚存争议, 如Régnier等[24]通过原位

杂交等方法发现TRAF4 mRNA高表达于乳腺癌

组织中, 且定位于胞核并提出TRAF4可能是一

种核蛋白的观点. 相反, Krajewska等[25]通过免疫

组织化学方法研究认为TRAF4蛋白高表达于正

常乳腺组织, 定位于导管上皮细胞胞质, 而在浸

润性导管癌和原位癌中阳性表达率很低. 国内

代文博等[26]研究发现TRAF4表达于正常乳腺组

织, 呈浆、核阳性, 在乳腺癌中具有较低核表达, 
且其核表达与乳腺癌侵袭性呈负相关. 

胃癌免疫组织化学结果显示 ,  T R A F4在
正常胃组织中表达于腺上皮细胞 ,  呈浆、核

阳性, 在胃癌组织中的浆表达与正常胃组织及

胃不典型增生无明显差异, 但核表达则明显降

低, 而TRAF4在低分化胃癌中的核表达明显低

于高分化胃癌, 说明TRAF4核表达与胃癌分化

程度呈正相关, 同时TRAF4在伴有淋巴转移胃

癌中的核表达明显低于无淋巴转移胃癌, 表明

TRAF4核表达同时与胃癌转移呈负相关, 这提

示TRAF4可能通过核表达量的改变影响胃癌的

分化、转移等生物学行为, 但其在胃癌中核表

达明显降低的机制尚不清楚. 
胃癌的发生不仅与抑癌基因失活有关, 还

与细胞增生、凋亡抑制等因素有关[27,28], 而诱导

肿瘤细胞凋亡也是治疗方向之一[29,30]. TRAF4阳
性胃癌及正常组织凋亡检测显示, 正常组织中

的凋亡高于胃癌组织, 但TRAF4在胃癌组织中的

浆表达与正常胃组织无明显差异, 而核表达则明

显降低, 这提示TRAF4核表达的下调可能会抑制

表  2  TRAF4在不同分化程度胃癌组织中的表达

     
  
n

                            胞核

- + 阳性率(%)

高分化   7   2 5     71.4

中分化 15 10 5     33.3

低分化 23 17 6     26.1a

aP<0.05 vs  高分化胃癌组织.

表  3  TRAF4在胃癌是否伴淋巴结转移中的表达

     
  
n

                     胞核

- + 阳性率(%)

有淋巴结转移 24 19   5     20.8a

无淋巴结转移 21 10 11     52.4

aP<0.05 vs  无淋巴结转移胃癌组织.

表  4  TRAF4表达阳性在胃癌、正常组织中的凋亡

     
TRAF4阳性

                        凋亡

- + 凋亡率(%)

正常组织       8   2   6     75.0

胃癌组织     43 27 16     37.2a

aP<0.05 vs  正常组织.

表  1  TRAF4在各组织中的表达

     
  
n

                                  胞质                 胞核

-  + ++ +++ 阳性率(%) + 阳性率(%)

正常胃组织 10 2   5   2   1 80.0   7    70.0

不典型增生组织 45 3 21 14   7 93.3 26    57.8

胃癌组织 45 2 22 15   6 95.6 16    35.6a

aP<0.05 vs  正常胃组织.

■应用要点
本研究初步探讨
了TRAF4在胃癌
发生、发展中的
作用, 有望对胃癌
发生的分子机制
的进一步研究及
分子诊断提供理
论基础.
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凋亡, 其机制可能是在胃癌中存在某种TRAF4结
合蛋白或某种因子影响了TRAF4的核定位, 并进

而影响到细胞凋亡, 这需要进一步研究.
总之, 本实验结果初步表明, TRAF4表达于

正常胃组织, 呈浆、核阳性. TRAF4在胃癌中具

有较低核表达, 且其核表达与胃癌分化程度呈

正相关, 与胃癌转移呈负相关, 并且核表达的下

调可能会抑制胃癌细胞的凋亡, 从而促进了胃

癌的发生、发展.
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