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Abstract
AIM: To detect the expression of the krüppel-
like factor 6 (KLF6) in human gastric carcinoma 
and premalignant gastric lesions to investigate 
its role in the occurrence and development of 
gastric cancer. 

METHODS: Fresh frozen gastric carcinoma tis-
sues and matched tumor-adjacent normal gastric 
mucosa tissues were collected from 32 patients 
with gastric carcinoma. RT-PCR was used to 
analyze the expression level of KLF6 mRNA in 
these tissue samples. Meanwhile, the expression 
of KLF6 protein was detected by immunohis-
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■背景资料
胃癌是消化系常
见的恶性肿瘤之
一. 近年来, 随着
胃癌的发病率及
死亡率呈上升趋
势, 筛查具有持续
癌变倾向的高危
人群显得尤为重
要. 因此探讨胃癌
的发病机制, 寻找
可以早期诊断的
生物学指标, 是目
前迫切需要解决
的问题. 

tochemistry in 111 formalin-fixed paraffin-em-
bedded samples, including 20 cases of normal 
gastric mucosa, 45 cases of intestinal metaplasia, 
16 cases of dysplasia, and 30 cases of gastric car-
cinoma. The association of KLF6 expression with 
clinicopathological characteristics was analyzed.

RESULTS: The positive rate of KLF6 protein 
expression in normal gastric mucosa was signifi-
cantly different from those in type Ⅲ intestinal 
metaplasia, dysplasia and gastric carcinoma (χ2 
= 6.033, 3.889, 11.092, P = 0.014, 0.049, 0.001). The 
positive rate of KLF6 expression in gastric carci-
noma was associated with tumor differentiation 
and size (P = 0.009, 0.010). There was no signifi-
cant difference in the expression of KLF6 mRNA 
between normal gastric mucosa and gastric car-
cinoma (P = 0.357).

CONCLUSION: Abnormal expression of KLF6 
is closely related to type Ⅲ intestinal metaplasia, 
dysplasia, and gastric carcinoma. Detection of 
KLF6 expression may have certain value in the 
surveillance of premalignant lesions and the dis-
covery of early gastric carcinoma.

Key Words: krüppel-like factor 6; Gastric carcino-
ma; Dysplasia; Intestinal metaplasia 
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摘要
目的: 探讨KLF6(krüppel-like factor 6)在胃癌
和癌前病变中的表达及其意义. 

方法: 收集郑州大学第二附属医院手术切除
32例胃癌组织及其配对的正常胃黏膜组织新
鲜标本, 采用RT-PCR检测组织中KLF6 mRNA
的表达. 同期收集20例正常胃黏膜、45例肠
上皮化生、16例异型增生及30例胃癌组织存
档蜡块, 采用免疫组织化学SP法检测组织中
KLF6蛋白的表达, 并结合临床资料进行分析. 

结果: 正常胃黏膜与Ⅲ型肠上皮化生、异型

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
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■研发前沿
胃癌的发生、发
展受多个基因的
调 控 ,  抑 癌 基 因
K L F 6 变 异 与 人
体多种肿瘤包括
前列腺癌、肝癌
的发生、发展有
密 切 关 系 ,  在 其
发 生 过 程 中 ,  常
有KLF6基因的丢
失、点突变、启
动子甲基化等遗
传学变异.

增生及胃癌组间KLF6蛋白的表达差异有统计
学意义(均P <0.05); KLF6蛋白的表达与肿瘤
分化程度、肿瘤大小相关, 差异有统计学意
义(均P <0.05). 正常胃黏膜与胃癌组织KLF6 
mRNA表达差异无统计学意义(P = 0.357). 

结论: KLF6蛋白的表达异常与Ⅲ型肠化、异
型增生、胃癌的发生发展密切相关, 其在监测
癌前病变的进展及早期胃癌的发现中有一定
价值. 

关键词: KLF6; 胃癌; 异型增生; 肠上皮化生
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0  引言

胃癌是消化系常见的恶性肿瘤 ,  死亡率居第

2位 [1 ] ,  中晚期胃癌预后极差 ,  5年生存率仅

10%-20%[2], 而早期胃癌5年生存率可达90%以

上[3]. 但是目前临床上首次就诊的胃癌患者中, 
80%左右为中晚期[4]. 造成这种状况的原因很多, 
其中缺乏特异、敏感的高危人群预警和早期诊

断的生物学指标和方法是导致早期发现困难的

关键所在. 因此, 研究胃癌的变异特征, 阐明胃

癌多阶段演进的分子基础, 为胃癌癌前高危人

群预警、早期癌的诊断等提供重要分子标志有

重要的意义[5,6]. KLF (krüppel-like factor)基因家

族为哺乳类动物的转录调节因子, 其正常表达

与人类及动物细胞的正常分化、增殖及血管形

成有着密切关系[7]. 新近研究发现, KLF6基因变

异与人体多种肿瘤包括前列腺癌、乳腺癌、非

小细胞肺癌、肝癌和结直肠癌的发生、发展有

密切关系, 在肿瘤的发生过程中, 常常出现KLF6
基因的丢失、点突变、启动子甲基化等遗传学

变异[8-10]. 但KLF6基因与人胃癌癌前病变的发

生、发展的关系不明确. 本课题以临床胃癌以

及癌前病变患者作为研究对象, 采用免疫组织

化学SP法和RT-PCR检测KLF6在组织中的表达, 
以期分析其在肿瘤发生、发展中的作用及与肿

瘤临床病理特征的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2011-10/2012-05郑州大学第二附

属医院普外科和胸外科切除的胃癌手术标本64
例, 其中胃癌组织32例, 与其对应的正常胃黏膜

组织32例, 取新鲜标本置于装有RNA保护液的

EP管中, 4 ℃过夜, 而后冻存于-80 ℃超低温冰

箱备用. 另同期收集郑州大学第二附属医院病

理科存档蜡块111例, 肠上皮化生45例, 异型增生

16例, 胃癌30例, 对照组选取正常胃黏膜组织20
例, 年龄在21-75岁之间, 平均年龄58岁, 所有标

本均经病理学证实. 分期参照美国癌症联合委

员会(AJCC)和国际抗癌联盟(UICC)第7版胃癌

TNM分期[11]. 
1.2 方法

1.2.1 黏液组织化学: 蜡块4 μm切片, 60 ℃烤箱

烤片30 min, 常规二甲苯脱蜡, 梯度乙醇脱水; 蒸
馏水洗片刻; 按说明书经HID-AB-PAS染色后[12], 
常规梯度乙醇脱水, 中性树胶封片. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 蜡块4 μm切片, 60 ℃
烤箱烤片30 min, 常规二甲苯脱蜡, 梯度乙醇脱

水; 按说明书操作; 其中一抗为兔抗人KLF6多
克隆抗体(美国Santa Cruz, 稀释度1∶200); DAB 
(DAKO)显色剂显色后, 镜下观察, 当细胞内出

现棕黄色颗粒后用蒸馏水冲洗中止反应; 自来

水充分冲洗; 苏木素复染, 1%盐酸乙醇分化, 水
洗, 氨水返蓝, 梯度乙醇脱水、透明、封片. 利
用结肠阳性对照片作为阳性对照, 以PBS代替一

抗作阴性对照. 
1.2.3 RT-PCR: 按照TRIzol(Invitrogen)说明书

提取新鲜组织总m R N A, 测定总m R N A的纯

度, 浓度及完整性, 取2 μL总mRNA反转录为

cDNA, 并用于PCR(内参为β-actin), KLF6正向

引物: 5'-CGGACGCACACAGGAGAAAA-3', 
反向引物: 5'-CGGTGTGCTTTCGGAAGTG-3'; 
β-actin正向引物: 5'-TGGCACCCAGCACAAT-
GAA-3', 反向引物: 5'-CTAAGTCATAGTCC-
GCCTAGAAGCA-3'. PCR反应体系为50 μL, 
反应条件: 95 ℃预变性5 m in、95 ℃变性30 s, 
60 ℃退火45 s, 72 ℃延伸1 min, 共32个循环, 最
终72 ℃延伸10 min. 用2%琼脂糖凝胶进行电泳, 
电泳条件为120 mV, 25 min, 用目的基因条带和

内参β-act in条带积分A的比值作为相对值进行

统计学分析. 
统计学处理 用SPSS17.0软件进行统计学分

析. 免疫组织化学评分参考IRS评分法[13]. 统计

KLF6在不同病变胃黏膜中的表达差异用四格表

χ2检验, 胃癌组织阳性表达与临床参数间的差异

用Fisher精确概率法, RT-PCR结果采用定量资料

t检验, 结果采用mean±SD表示. 当P <0.05时认

为差异有统计学意义. 

■相关报道
Reeves等研究发
现K L F 6 基 因 位
点的杂合性丢失
(LOH )促进了结
肠癌由黏膜内癌
快速进展为浸润
性癌.
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2  结果

2.1 KLF6蛋白在正常胃黏膜、肠上皮化生及胃

癌组织中的表达及其意义 肠上皮化生组织经

HID-AB-PAS染色, 分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型(图1). 其
中Ⅲ型肠上皮化生柱状细胞分泌硫酸黏液(棕黑

色); Ⅱ型肠上皮化生柱状细胞分泌中性黏液(红
色);Ⅰ型肠上皮化生杯状细胞分泌唾液酸黏液

(蓝色)[14]. KLF6蛋白阳性表达为细胞质和细胞

膜着深棕色或棕色(图2), 其在正常胃黏膜与Ⅲ

型肠上皮化生, 异型增生, 胃癌组织间表达差异

有统计学意义(表1: χ2 = 6.033, 3.889, 11.092, P  
= 0.014, 0.049, 0.001), 其中KLF6蛋白阳性表达

与肿瘤分化程度、肿瘤大小相关, 差异有统计

学意义(P  = 0.009, 0.010), 而与性别、年龄、部

图  1  胃黏膜肠上皮化生HID-AB-PAS染色(X100). A: 肠上皮化生HE染色; B: Ⅲ型肠上皮化生; C: Ⅱ型肠上皮化柱状细胞; D: 

Ⅰ型肠上皮化生.

A B

DC

图  2  KLF6的表达(SP×100). A: 正常胃黏膜强阳性; B: 肠上皮化生阳性; C: 异型增生阳性; D: 胃癌阳性.

A B

DC

■创新盘点
本文应用免疫组
织 化 学 法 与 RT-
P C R 联 合 检 测
KLF6在胃癌及癌
旁正常黏膜组织
中的表达情况, 从
而在蛋白水平及
RNA水平上探讨
其与胃癌各项临
床病理参数之间
的关系 ,  为KLF6
成为预测胃癌生
物学行为的重要
参考指标提供理
论依据.
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位、浸润程度、组织类型(胃癌组织学分型参照

Lauren分型[15])、区域淋巴结转移无关(表2). 其
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染率

因原始资料不全未行统计. 
2.2 KLF6 mRNA在正常胃黏膜和胃癌组织中的

表达及其意义 RT-PCR检测结果显示(图3), 在正

常胃黏膜组织和胃癌中KLF6 mRNA表达水平

分别为0.64±0.44和0.58±0.21, 其表达差异无

统计学意义(P  = 0.357). 

3  讨论

胃癌的发病有明显的地区差异和家族聚居现象, 

提示遗传和环境致癌因素在胃癌的发病中皆起

着重要作用[16]. 胃癌的发生、发展是多因素、多

阶段的综合发展过程[17,18]. 对于分化型胃癌, 其
病理发生过程, 即萎缩性胃炎-肠化-异型增生-胃 
癌[19], 已为人们所公认, 但其详细病理过程及其

分子机制仍不明确[20]. 例如对于肠化生, 究竟何

种类型的肠化生更具癌变倾向, 目前仍存在争

议. 以往研究提示不同类型肠化生与胃癌的关系

不同, 发现柱状细胞分泌大量硫酸黏液的不完全

型肠化生(Ⅲ型肠上皮化生)与胃癌关系更密切
[21]. 对于胃黏膜肠上皮化生、不典型增生与癌的

关系, 长期胃镜活检及临床随访发现具有相同病

理特点的癌前病变, 部分可持续加重至恶变, 部
分却减轻或逆转为正常黏膜上皮. 很显然, 单纯

从形态学上很难区别具有持续癌变倾向的高危

人群. 然而, 这些形态学相似的癌前病变具有不

同的分子变化, 这种分子差异是导致其不同临床

转归的关键[22]. 因此, 阐明胃癌及癌前病变的分

子特征, 尤其是甄别导致肠化和异型增生持续向

癌方向发生、发展的关键基因和蛋白, 不仅有助

于揭示胃癌多阶段演进的分子机制, 更在确定胃

癌癌变高危人群、早期癌的诊断和疾病进展监

测时具有重要临床应用价值. 
KLF基因家族为哺乳类动物的锌指转录调

节因子, 已发现人类的KLF基因至少有16个亚

型[23]. KLF基因家族的正常表达与人类及动物

细胞的分化、增殖及血管形成有着密切关系.  
KLF6, 又称锌指转录因子9 (zine finger factor 9, 
ZF9)或核心转录元件结合蛋白(core promoter-
element binding protein, CPBP), 定位于人类染色

体10p15, 全长约7 kb, 最初是从胎盘基因表达库

中筛选出来的, 被认为是一种重要的核转录调

控因子, 作用于缺乏TATA盒的核心启动元件, 通
过参与细胞分化、发育、生长信号的转导、细

胞增殖、凋亡和血管形成等过程参与正常组织

的生长发育或肿瘤的发生发展[24]. 新近研究发

现, KLF6在肝癌[25]、前列腺癌[26]和结肠癌[27,28]

中均起着抑癌作用. 其中, KLF6基因位点的杂合

性丢失(LOH)促进了结肠癌由黏膜内癌快速进

展为浸润性癌[29]. 

表  1  KLF6蛋白在不同病变胃黏膜中的表达 (IHC)

     组织类型  n 阳性数 阴性数     χ2   P值

正常胃黏膜 20    18      2

肠上皮化生

  I、II型肠化 30    22      8 2.803 0.149

  III型肠化 15      8      7 6.033 0.014

异型增生 16    10      6 3.889 0.049

胃癌 30    13    17 11.092 0.001

表  2  KLF6蛋白表达与胃癌临床参数的关系 (n  = 30)

     
临床参数  n

         KLF6
P 值

阳性 阴性        

性别

  男 21   10   11 0.691

  女   9     3     6

年龄(岁)

  ≥45 11     6     5 0.454

  <45 19     7   12

部位

  胃窦 15     6     9 1.000

  胃底体 15     7     8

浸润程度

  TI,T2 19     9   10 0.708

  T3,T4 11     4     7

分化程度

  高, 中 14   10     4  0.009

  低 16     3   13

组织学分型  

  肠型 15     8     7 0.462

  弥漫型 15     5   10

区域淋巴结转移

  有 17     7   10 1.000

  无 13     6     7

肿瘤大小(cm)

  ≥5 23     7   16 0.010

  ＜5   7     6     1

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp
b-actin
KLF6目的条带

n     t     n     t     n     t

图  3  KLF6 mRNA在正常组织和胃癌组织中的表达. n: 正常

胃黏膜; t: 胃癌.

■应用要点
本文证实了KLF6
在胃癌及癌前病
变的表达变化可
以为胃癌的早期
诊断提供重要参
考, 为胃癌早期发
现、早期诊断提
供重要依据.
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本研究首次发现, 胃癌及癌前病变(肠上皮

化生及异型增生)组织中存在KLF6表达的异常, 
与正常胃黏膜组织相比, KLF6在Ⅲ型肠上皮化

生, 异型增生及胃癌组织呈低表达, 提示其异常

表达与胃癌发生密切相关, 在低分化组织以及

>5 cm的癌组织中表达差异显著, 提示其异常表

达可能与肿瘤进展相关, 这一发现提示KLF6的
监测可能在胃癌的早发现、早诊断以及癌前病

变的随访中, 特别是Ⅲ型肠上皮化生以及异型

增生的随访中, 有重要临床应用价值. 
近期的功能性研究发现KLF6主要通过非

P53依赖途径上调P21WAF1/CIP1从而抑制细胞

增殖, 以及抑制细胞周期素D1/细胞周期蛋白依

赖性激酶复合物活性进而阻止细胞周期进程[30]. 
KLF6在癌组织中存在多种表达丢失机制, 如在

前列腺癌、结直肠癌、神经胶质瘤、鼻咽癌以

及肝癌中的LOH和体细胞突变机制, 在食管癌

细胞系中的启动子甲基化, 在前列腺癌和卵巢

癌中的选择性剪接[31,32]. 而其在胃癌发生、发展

中的变异特征, 如KLF基因出现丢失的频率有多

高、是否出现点突变和基因启动子的甲基化等, 
KLF基因在胃癌癌前病变(肠上皮化生和异型增

生)、早期胃癌、进展期胃癌以及癌转移等不同

疾病阶段的变异及表达规律如何, 是否可作为

胃癌转移和复发的检测指标以及是否可作为化

疗疗效判断的有效检测指标等, 都有待进行深

入研究. 
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■名词解释
癌前病变: 某些具
有潜在癌变可能
性的良性病变.
HID-AB-PAS染
色法: 可区分羟基
化酸性黏液、硫
酸化黏液和中性
黏液物质, 分别染
成蓝色、棕黑色
和红色, 可以将肠
上皮化生分为Ⅰ
型、Ⅱ型和Ⅲ型.
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■同行评价
文章的科学性、
创新性和可读性
能较好地反映我
国和国际胃肠病
学临床和基础研
究的先进水平.
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊

以其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (编辑部主

任: 李军亮 2012-01-01)


