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Abstract
AIM: To determine the expression and activation 
of Akt in gastric cancer and to investigate the 
role of Akt activation in tumor angiogenesis in 
gastric cancer.

METHODS: Forty-eight fresh gastric adenocar-
cinoma tissue samples and matched normal gas-
tric mucosal samples were collected surgically 
from patients with gastric cancer and immedi-
ately frozen in liquid nitrogen. The expression 
levels of Akt and phosphorylated Akt (pAkt) 
in the above tissue samples were measured by 
Western blot. Immunohistochemistry was con-
ducted to evaluate the expression levels of pAkt 
and vascular endothelial growth factor (VEGF) 

and microvessel density (MVD) in gastric ad-
enocarcinoma .

RESULTS: Western blot analysis demonstrated 
that Akt protein was expressed in 20 cancer tis-
sue samples (20/20) and 19 normal tissue sam-
ples (19/20). The mean expression level of Akt 
protein in gastric adenocarcinoma was 2.7-fold 
higher than that in normal gastric mucosal tis-
sue (0.186 ± 0.013 vs 0.069 ± 0.009, P < 0.001). 
The expression level of pAkt protein in gastric 
adenocarcinoma was 4.1-fold higher than that 
in tumor-adjacent gastric mucosal tissue (0.164 
± 0.025 vs 0.040 ± 0.006, P < 0.01). Immunohisto-
chemically, pAkt was found to be expressed in 
67.7% (32/48) of gastric cancer tissue samples 
and 58.3% (28/48) of normal tissue samples. The 
abundance of pAkt was significantly associated 
with tumor differentiation (χ2 = 8.280, P < 0.05) 
and TNM stage (χ2 = 8.526, P < 0.05). The mean 
MVD was 40.6 ± 15.1 in 48 gastric cancer tissue 
samples. The mean MVD in pAKT-positive can-
cer tissue samples was significantly higher than 
that in pAkt-negative ones (45.5 ± 20.3 vs 30.6 ± 
12.1, P < 0.01). The mean MVD in VEGF-positive 
cancer tissue samples was significantly higher 
than that in VEGF-negative ones. In addition, 
pAkt abundance was significantly associated 
with VEGF expression (χ2 = 12.89, P = 0.012).

CONCLUSION: Overexpression of Akt and 
pAkt occurs in gastric adenocarcinoma and may 
promote tumor angiogenesis by up-regulating 
VEGF expression.

Key Words: Gastric cancer; Protein kinase B; Vas-
cular endothelial growth factor; Western blot

Zhou XD, Chen HX, Guan RN, Lv NH. Akt activation 
promotes angiogenesis in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(7): 744-748

摘要
目的: 研究Akt在胃癌及癌旁正常组织中的表
达、活化状况及其与胃癌血管新生的关系.

方法: 收集手术切除的胃癌及相应的癌旁正

®

■背景资料
蛋白激酶B(Akt)
的激活已被认为
在肿瘤生长中起
重要作用, 他在消
化系恶性肿瘤发
生发展中的作用
日益受到关注.

■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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常组织标本48例. 采用Western blot法检测20例
新鲜胃癌及癌旁组织Akt和磷酸化Akt(pAkt)
蛋白的表达. 以免疫组织化学法检测pAkt蛋白
在48例胃癌和癌旁正常组织的表达以及血管
内皮生长因子(VEGF)在48例胃癌组织中的表
达水平. 采用CD34抗原为血管内皮标记检测
其在胃癌组织的免疫染色状况以确定肿瘤组
织的微血管密度(MVD).

结果: Western blot显示20例胃癌组织(20/20)
和19例癌旁正常组织(19/20)中存在Akt蛋白
的表达, A k t蛋白在胃癌组织中的表达水平
为正常组织的2.7倍(0.186±0.013 vs  0.069±
0.009, P <0.001); 在20例胃癌配对组织中皆可
检测到pAkt蛋白的表达, 但癌组织的水平为
癌旁正常组织4.1倍(0.164±0.025 vs  0.040±
0.006, P <0.01). pAkt蛋白在胃癌和癌旁正常
组织中表达的阳性率分别为66.7%(32/48)和
58.3%(28/48), pAkt较高表达于组织分化较
差(χ2 = 8.280, P <0.05)和TNM分期较晚(χ2 = 
8.526, P <0.05)的胃癌组织中. 48例胃癌组织
的平均MVD为40.6±15.1, 在32例pAkt表达阳
性胃癌组织中, MVD均值为45.5±20.3, 而16
例pAkt表达阴性的胃癌组织中, MVD均值为
30.6±12.1, 统计分析表明两组之间具有显著
性差异(P <0.01). VEGF在48例胃癌组织中的
阳性表达率为52.1%(25/48), χ2检验分析表明
pAkt与VEGF在胃癌组织中的表达水平密切
相关(χ2 = 12.89, P  = 0.012).

结论: Akt及pAkt蛋白特异性过表达于胃癌组
织. pAkt蛋白可能促进胃癌的血管新生, 上调
表达VEGF可能在其中发挥重要的介导作用.

关键词: 胃癌; 蛋白激酶B; 血管内皮生长因子; 蛋

白免疫印迹
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0  引言

胃癌的发病率和死亡率居我国恶性肿瘤之首, 
占胃恶性肿瘤的95%. 目前研究发现, 细胞凋亡

的抑制及肿瘤血管的新生在胃癌的发生和发展

中可能有重要的地位, 但尚未找到有效靶点. 近
年来, 蛋白激酶B(protein kinase B, PKB/Akt)的
激活已被认为在肿瘤生长中起重要作用[1,2]. 有
多项研究表明, 肿瘤细胞可经Akt信号通路的激

活上调表达血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF), 在培养的细胞系及实

验动物模型中加入Akt活化信号通路的特异性

抑制剂可以阻断VEGF的促血管生成作用[3,4]. 然
而, 胃癌组织中是否存在Akt/VEGF信号通路参

与胃癌的血管新生还不得而知. 本研究拟初步

探讨胃癌中Akt的表达和活化与胃癌血管新生

的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集手术切除的胃癌及相应的癌旁正

常组织新鲜标本48例置液氮中保存. 每例另切

取部分经40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋. 所有

包埋组织切成4 μm厚连续切片以备免疫组织化

学和病理分析用. 主要试剂: 兔抗人Akt和鼠抗

人磷酸化Akt(phosphorylated Akt, pAkt)单克隆

抗体购自Cell Signaling公司, 兔抗人VEGF单克

隆抗体购自Santa Cruz公司; 增强化学发光显色

试剂盒及预染色的蛋白Marker购自Cell Signal-
ing公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测pAkt和VEGF蛋白表

达: 采用免疫组织化学SP法对48例胃癌及癌旁

正常组织进行染色, 操作按SP试剂盒说明书进

行. PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照. 经DAB
显色, 苏木素复染后封片. 于48 h内光镜下阅片, 
在400倍视野下随机选取5个区域计算阳性细胞

百分率判定染色结果划分如下: (1)-, <5%; (2)+, 
5%-50 %; (3)++, >50%. 
1.2.2 Western blot检测Akt和pAkt蛋白的表达水

平: 提取胃癌组织总蛋白, 以β-actin的水平作为

等量蛋白质上样对照, 每个样本至少重复3遍, 
取50 μg蛋白质样品进行SDS-PAGE电泳, 并转至

硝酸纤维膜上; 室温封闭2 h后, 用TBST缓冲液

漂洗3次, 分别加入兔抗人Akt或鼠抗人pAkt单
克隆抗体(1∶1 000)4 ℃孵育过夜, TBST漂洗3
次后加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔或羊抗

鼠二抗(1∶2 000), 室温摇床孵育2 h, 增强化学

发光显色系统显色, 暗室内X光底片感光成像.
1.2.3 胃癌组织中微血管密度的检测: 以兔抗人

CD34单克隆抗体检测血管内皮细胞标志物抗原

CD34, 采用免疫组织化学SP法染色. CD34抗体

稀释度为1∶100, 阴性对照采用PBS代替CD34
抗体稀释液, 染色结束后封片. 胃癌组织微血管

密度(microvessel density, MVD)计数采用Wei-
dner等[5]方法进行计数, 血管内皮以细胞内有棕

黄色颗粒沉着为阳性染色标准. 先用×40低倍

镜扫视整个切片, 寻找血管密度最高的区域, 即

■创新盘点
目前国内外少有
研究报道Akt在原
位胃癌组织的表
达与血管内皮生
长因子及微血管
密度的相关性. 本
研究采用免疫组
织化学及蛋白免
疫印迹的方法探
讨了胃癌组织中
Akt与血管内皮生
长因子的关系, 为
Akt促进胃癌血管
新生提供了原位
组织学证据.
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“热点”(hot spot), 然后在高倍镜(×200)视野

下计数被染色的血管数目, 共记数5个高倍视野, 
但应尽量避免分化良好的腺体区域, 取平均值

来表示肿瘤的MVD. 染色的内皮细胞或内皮细

胞簇只要与附近的微血管、肿瘤细胞或其他结

缔组织分开, 即视为一个微血管, 不考虑血管腔

的有无, 也不用红细胞出现与否作为判断血管

的标准.
1.2.4 免疫组织化学检测胃癌组织中VEGF的表

达: 具体操作步骤同pAkt的免疫组织化学检测, 
所用一抗为鼠抗人VEGF单克隆抗体, 稀释度为

1∶50. VEGF染色判断标准: 以胞质内出现棕黄

色颗粒视为阳性细胞, 以阳性细胞数所占比例(5
个高倍视野的均数)分为-: 阳性细胞<5%; +: 阳
性细胞5%-50%; ++: 阳性细胞>50%. 
1.2.5 图像分析: 采用美国Image PC alpha 9图像

分析系统对Western blot结果进行图像分析, 计
算条带的积分吸光度. 

统计学处理 实验数据由SPSS统计软件处

理, 计量资料用mean±SD表示. 应用Student's t
检验、方差分析(ANOVA)、χ2检验对实验结果

进行统计分析.

2  结果

2.1 Akt及pAkt蛋白在胃癌配对组织中的表达 
Western blot检测20例新鲜胃癌及癌旁正常组织

中Akt及pAkt蛋白的表达水平显示, 20例胃癌组

织(20/20)和19例癌旁正常组织(19/20)中存在Akt
蛋白的表达, 经图像分析系统分析表明, Akt蛋白

在癌组织中的平均表达水平为正常组织的2.7倍
(表1), 差异显著(P <0.001, 图1); 20例新鲜胃癌及

癌旁正常组织中pAkt蛋白的表达水平见表1, 癌
组织中pAkt蛋白的平均表达水平为正常组织的

4.1倍(P <0.001, 图1).
2.2 胃癌配对组织中pAkt蛋白的表达与临床病

理参数的关系 免疫组织化学染色显示pAkt主
要表达于癌旁正常胃黏膜腺上皮细胞及胃癌细

胞的胞质中, 在某些切片上可观察到早期癌变

的腺体呈强阳性染色, 而临近的相对正常腺体

则呈阴性表达(图2). 值得一提的是, 正常组织中

pAkt的阳性表达仅限于增生区域的腺上皮. pAkt
蛋白在胃癌和癌旁正常组织中表达的阳性率分

别为66.7%(32/48)和58.3%(28/48), 统计分析发

现, pAkt较高表达于组织分化较差(χ2 = 8.280, 
P <0.05)和TNM分期较晚(χ2 = 8.526, P <0.05)的
胃癌组织中(表2). 
2.3 pAkt的表达与胃癌组织微血管密度的关系 
48例胃癌组织的平均MVD为40.6±15.1, 范围为

14-115. 在不同组织类型、浸润深度及淋巴转移

的胃癌组中未见MVD有明显差异(P >0.05). 然
而, 在32例pAkt免疫组织化学表达阳性胃癌组

织中, MVD均值为45.5±20.3, 而16例pAkt表达

阴性的胃癌组织中, MVD均值为30.6±12.1, 统
计分析表明两组之间具有显著性差异(P <0.01). 
2.4 胃癌组织中pAkt与VEGF表达的关系 VEGF
与pAkt表达水平的相关性见表3, χ2检验分析表

明二者在胃癌组织中的表达水平密切相关(χ2 
= 12.89, P  = 0.012). 48例胃癌pAkt、VEGF均阳

性的22例中平均MVD为55.6±25.1, 而两者均

阴性的13例为27.8±11.5, pAkt与VEGF均阳性

的胃癌组织MVD明显高于两者均阴性者(P  = 
0.0007).

3  讨论

目前已发现Akt过表达于多种肿瘤组织中, 如: 
乳腺、结肠、卵巢、胰腺、前列腺及胆道的肿

表  1  胃癌和癌旁正常组织中总Akt及pAkt蛋白的表达水
平 (n  = 20)

     
     Akt蛋白     P 值     pAkt蛋白    P 值

正常组织 0.069±0.009 <0.001 0.040±0.006 <0.001

胃癌组织 0.186±0.013 0.164±0.025

C     N     C       N      C     N     C      N

Akt

pAkt

b-actin

图  1  胃癌和癌旁正常组织中Akt蛋白、pAkt蛋白及内参照
β-actin的表达. N: 癌旁正常组织; C: 胃癌组织.

图  2  胃癌组织中pAkt蛋白的表达(SP法×100). 早期癌变腺

体强阳性表达, 相对正常腺体阴性表达.

■应用要点
Akt可能通过促进
血管内皮生长因
子的表达促进胃
癌血管新生, 深入
的体外干预实验
将进一步验证这
一结果.
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瘤[6-8]. 另外, 采用针对Ser473位点磷酸化的Akt
抗体经免疫组织化学检测证实黑素瘤、头颈部

肿瘤、乳腺癌、结肠癌、食管鳞状上皮细胞

癌、卵巢癌、胰腺癌、胆道癌和前列腺癌中都

存在Akt的过度活化[9-11]. 尤其令人感兴趣的是, 
Akt的活化与多种肿瘤患者较差的预后密切相

关[12]. 尽管多项体外和在体实验显示了Akt在人

类肿瘤中的重要性, 但胃癌组织中Akt的表达状

况及其扮演的角色还不明了. 
在本研究中, 我们采用Western blot实验结

果显示Akt蛋白在胃癌组织中的表达水平明显

增高. 既往研究表明, 非磷酸化Akt蛋白不具备

生物学活性, 然而Akt经PI3K/Akt信号途径形成

pAkt而激活后能够通过两种不同的机制促进细

胞转化: (1)促进细胞增殖, 使肿瘤细胞通过正常

的细胞周期阻滞; (2)抑制细胞凋亡, 使肿瘤细胞

免于机体自身所诱导的死亡, 延长其生存时间. 
因此, 我们进一步比较了pAkt蛋白在胃癌及癌

旁组织中的表达水平. Western blot法检测结果表

明癌组织中pAkt蛋白的表达水平显著高于正常

组织. 免疫组织化学结果显示正常组织中pAkt
蛋白表达区域仅限于增生区腺上皮, 提示活化

的Akt蛋白可能通过促进细胞周期的进程而促

进细胞的增殖. 我们发现, pAkt较高表达于分化

较差的癌组织和TNM分期较晚的癌组织中, 该
结果与Schlieman等[13]的研究结果相似: 在胰腺

癌组织中pAkt的阳性率为59%, 且其表达水平与

肿瘤的分期密切相关. 有研究发现, 卵巢癌和食

管癌中Akt信号通路的活化可促进肿瘤的生长和

转移[14,15]. 尽管本研究中, pAkt的表达水平在有淋

巴结转移的胃癌组织中有增高的趋势, 但尚未达

到统计学意义. 
最近, 有研究显示, Akt在VEGF诱导的促血

管生成作用中也起着重要的调节作用[16-18]. 为了

初步探讨Akt在胃癌血管新生中的作用, 本研究

检测了胃癌组织中VEGF表达状况, 以进一步分

析其表达水平与Akt活化的关系. 实验结果表明

VEGF表达的阳性率为52.1%, 并且其表达水平

与MVD显著正相关, 这与前人的研究结果一致. 
另外, VEGF的表达水平与胃癌组织中pAkt的表

达水平密切相关(χ2 = 12.89, P  = 0.012), 进一步

统计分析显示pAkt与VEGF均阳性的胃癌组织

MVD明显高于两者均阴性者(P  = 0.0007), 提示

胃癌组织中pAkt可能通过诱导VEGF的表达而

促进血管生成. 综合以上分析, 我们推测原位胃

癌组织中亦可能存在pAkt/VEGF信号调节通路

促进胃癌的血管新生. 当然, 这还有待于进一步

的体外实验及在体实验验证.
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中国

科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01. 

经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐, 《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)


