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Abstract
AIM: To detect the expression of Yes-associated 
protein (YAP), a component of the Hippo signal-
ing pathway, in human pancreatic cancer, and to 
explore the correlation between the expression 
of YAP and clinicopathologic features of pancre-
atic cancer. 

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
investigate the protein expression of YAP in 45 
pancreatic cancer specimens and 15 normal pan-
creatic tissue specimens. The mRNA expression 
of YAP was detected by RT-PCR.

RESULTS: YAP was mainly expressed in pancre-
atic ductal epithelial cells. The positive rate of YAP 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Hippo通路中Yes相关蛋白在胰腺癌中的表达及意义

李晓宇, 田字彬, 单信芝, 张翠萍, 刘晓英, 徐永红, 李新华, 武 军, 赵文君, 李 丹

®

■背景资料
胰腺癌的致病因
素包括长期大量
吸烟、饮酒、饮
咖啡者, 糖尿病患
者, 慢性胰腺炎患
者发病率较高. 也
可能与内分泌有
关, 以及炎性介质
的参与, 癌基因的
激活与抑癌基因
的失活, 信号通路
的异常等. Hippo
通路是近年来新
发现的信号通路, 
近年来研究表明
其在肿瘤的发生
发展中也起到重
要的作用. 

expression was significantly higher in pancreatic 
cancer than in normal pancreatic tissue (93.33% vs 
26.67%, P < 0.05). The mRNA expression of YAP 
in pancreatic cancer was significantly higher than 
that in normal pancreatic tissue (0.3682 ± 0.0783 vs 
0.0394 ± 0.0091, P < 0.05). The expression of YAP 
was associated with degree of differentiation of 
pancreatic cancer but had no correlation with age, 
lymph node metastasis, clinical stage, smoking, 
drinking, or diabetes mellitus. 

CONCLUSION: The expression of YAP may 
play an important role in the development of 
pancreatic cancer, and YAP may be a new target 
for therapy of pancreatic cancer. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 检测Hippo-YAP信号通路中主要效应蛋
白Yes相关蛋白(Yes-associated protein, YAP)在
正常胰腺组织和胰腺癌组织中的表达, 探讨其
表达强度与临床病理因素之间的关系及意义. 

方法: 应用免疫组织化学E n Vi s i o n法测定
Hippo信号通路中YAP蛋白在45例胰腺癌及15
例正常胰腺组织中的表达, 应用RT-PCR方法
检测YAP mRNA在45例胰腺癌及15例正常胰
腺组织中的表达. 

结果: 胰腺癌组织中YAP蛋白主要表达于胰腺
导管上皮细胞, 45例胰腺癌组织中YAP的阳性
表达率为93.33%(42/45), 15例正常胰腺组织
中YAP阳性表达率为26.67%(4/15), 两组间的
表达差异具有统计学意义(χ2 = 27.95, P <0.01). 

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科; 吴泰
璜, 教授, 山东省
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■研发前沿
研究发现, Hippo
信号通路作为近
年来新的信号通
路 ,  其 与 细 胞 的
增殖与凋亡密切
相关, 目前Hippo
信号通路与肿瘤
的相关研究正逐
渐 成 为 热 点 ,  而
H i p p o 信 号 通 路
与胰腺癌的关系
也逐渐引起人们
的重视.

在胰腺癌组织中YAP的表达与肿瘤分化程度
密切相关(P  = 0.048), 与年龄、性别、吸烟、

饮酒、肥胖、糖耐量异常、糖尿病、慢性胰
腺炎及临床分期等无关(P 值分别是0.577、
0.565、0.541、0.224、1.000、0.542、0.555、
0.571、0.926). 胰腺癌患者血清CA19-9水平
与胰腺癌组织中YAP阳性程度呈正相关. YAP 
m R N A在胰腺癌组织中的表达较正常胰腺
组织明显升高(0.3682±0.0783 vs  0.0394±
0.0091, P <0.01). 

结论: Hippo-YAP通路可能在胰腺癌的发生、

发展中发挥重要作用. 并有可能成为胰腺癌治
疗中新的靶点. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Hippo-Yes相关蛋白(Yes-associated 
protein, YAP)信号通路已被证实与胃癌、食管

癌、结肠癌等多种肿瘤的发生和转移有关, 本实

验通过探讨YAP在正常胰腺组织和胰腺癌组织中

的表达, 探讨其在胰腺癌发生中的作用. 
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0  引言

胰腺癌是恶性程度最高的肿瘤之一, 位列消化

系统肿瘤死亡原因的第2位, 发病率和死亡率在

世界范围内呈逐年上升趋势[1]. Hippo-YAP通路

为新近发现的一种调节器官发育的关键信号通

路[2]. 他最先在果蝇体内被发现, 调控这条通路

可以观察到果蝇眼睛和翅膀大小的变化. Yes相
关蛋白(Yes-associated protein, YAP)是哺乳动物

Hippo-YAP信号通路的主要效应因子. YAP的过

度表达会造成组织器官的增大, 相反, YAP的失

活会造成组织器官萎缩. Hippo-YAP信号通路已

被证实与胃癌、食管癌、结肠癌等多种肿瘤的

发生和转移有关, 但在胰腺癌中鲜有报道. 本实

验通过探讨YAP在正常胰腺组织和胰腺癌组织

中的表达, 探讨其在胰腺癌发生中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 收集青岛大学医学院附属医院肝胆外

科2011-2012年胰腺癌手术切除标本45例. 胰腺

癌患者术前均未行放化疗治疗, 术后经病理组

织学检查确诊, 均为原发性胰腺导管腺癌. 其
中男性20例, 女性25例. 年龄46-79岁, 平均年龄

62.00岁±12.51岁. 胰头29例, 胰体尾16例. 低分

化腺癌26例, 中分化腺癌14例, 高分化腺癌5例. 
TNM分期: Ⅰ期28例、Ⅱ期15例、Ⅲ期2例. 因
其他原因切除的正常胰腺组织15例, 其中男性5
例, 女性10例, 年龄27-59岁, 平均年龄40.00岁±

13.01岁. 需行免疫组织化学检查的标本经4%多

聚甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm切片及苏木素-伊
红(HE)染色. 同时取新鲜手术标本保存在液氮

罐中供PCR检测用. 收集胰腺癌患者临床资料, 
包括: 性别、年龄、吸烟、饮酒、体质量指数

(body mass index, BMI)、是否有糖耐量异常、

是否合并糖尿病或慢性胰腺炎、血清CA19-9水
平等. 本研究方案获青岛大学医学院附属医院

伦理委员会批准. 兔抗人YAP单克隆抗体购自美

国Epitomics公司, 抗体稀释液及二氨基联苯胺

(DAB)显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色检测: 应用免疫组织

化学染色法(EnVis ion法)检测. 石蜡标本以4 
μm切片, 常规脱蜡、水化, 3%H2O2微波孵育2 
min, 阻断内源性过氧化物酶. 以柠檬酸盐缓冲

液(pH 6.0)作为抗原修复液微波热修复3次×5 
min. 分别滴加1-2滴兔抗人YAP抗体(EP1674Y, 
1∶100稀释), 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
4 ℃湿盒内孵育过夜. PBS冲洗后, 滴加1-2滴
EnVisionTM(Genetech公司, GK500705)孵育45 
min. DAB显色15 min. 苏木素复染3 min. 以YAP
表达阳性的肝癌组织切片作为阳性对照. 
1.2.2 结果判定: YAP定位于细胞质或细胞核

中, 阳性染色为胞质或胞核染成棕黄色. 染色

强度(A)分为0分(无染色)、1分(弱染色)、2分
(中度染色)、3分(强染色). 3个随机选取的视野

中, 根据200个细胞中阳性细胞所占的比例数

(B)分为0(<5%)、1(5%-25%)、2(26%-50%)、
3(51%-75%)、4(>75%). A与B结果相乘, 结果分

为0(-)、低表达1-4(+)、中度表达5-8(++)、高度

表达9-12(+++). 
1.2.3 荧光定量聚合酶链反应(Real-time PCR): 
T R I z o l法提取胰腺癌组织和正常胰腺组织总

RNA, 逆转录反应依照TaKaRa公司逆转录试剂

盒说明书进行操作. 将逆转录产物进行PCR反
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■创新盘点
目前关于Hippo通
路与胃癌、肝癌
等均有研究, 而与
胰腺癌关系的研
究较少, 本实验通
过探讨YAP在正
常胰腺组织和胰
腺癌组织中的表
达, 探讨其在胰腺
癌发生中的作用.

应, 体系如下: cDNA 2 μL, 2×SYBR Premix Ex 
TaqⅡ10 μL, 上下游引物各2 μL, ddH2O 4.8 μL. 
YAP上游引物: 5'-TGAACAAACGTCCAGCAA-
GATAC-3', 下游引物5'-CAGCCCCCAAAAT-
GAACAGTAG-3', 扩增长度134 bp; GAPDH上游

引物: 5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3', 下
游引物: 5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3', 
扩增长度121 bp. 反应条件为: 95 ℃预变性30 s, 
95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 扩增40个循环. 2-△△Ct法计

算YAP基因和内参基因的相对含量. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据统计分析, 实验数据以mean±SD形式表示, 免
疫组织化学数据各组之间的比较采用卡方检验

(χ2), 应用非参数统计中Spearman等级相关分析

胰腺癌患者血清CA19-9水平与胰腺癌组织中

YAP免疫组织化学阳性程度的相关性, 应用非配

对t检验检测胰腺癌组织和正常胰腺组织中YAP 
mRNA表达差异. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 YAP在正常胰腺组织和胰腺癌组织中的表达

情况 在正常胰腺组织中, YAP主要在胰腺导管

上皮细胞的细胞质中呈低至中度表达, 在部分

细胞核中有表达, 在胰腺腺泡和泡心细胞中无

表达. 在胰腺癌组织中, YAP在导管上皮细胞中

呈高度表达, 且主要是细胞质和细胞核表达(图
1). 胰腺癌组织中YAP阳性表达率为93.33%, 正
常胰腺组织中阳性表达率为26.67%, 差异具有

显著统计学意义(χ2 = 27.95, P <0.01, 表1). 
2.2 YAP mRNA在正常胰腺组织和胰腺癌中的

表达 RT-PCR结果显示, YAP mRNA在胰腺癌组

中的相对表达量是正常胰腺组织的9.35倍, 表
达差异具有高度统计学意义(0.3682±0.0783 vs   
0.0394±0.0091, P <0.01). 
2.3 YAP表达与胰腺癌临床病理参数之间的关系 
YAP在胰腺癌组织中的阳性表达差异与肿瘤的

分化程度(χ2 = 5.294, P  = 0.048)有明显的统计学

意义, 而与年龄、性别、吸烟、饮酒、肥胖、

糖耐量异常、糖尿病、慢性胰腺炎、临床分期

等无关(P >0.05, 表2). 
2.4 胰腺癌患者血清CA19-9水平与胰腺癌组织

中YAP阳性程度相关 在胰腺癌患者血清CA19-9
水平与胰腺癌组织中YAP免疫组织化学的阳性

程度呈正相关(r  = 0.652, P <0.01), 即胰腺癌组织

中YAP阳性程度越高对应CA19-9水平也越高. 

3  讨论

Hippo-YAP通路为新近发现的一种调节器官大

小发育的关键信号通路, 是一种细胞分裂和死

亡的控制开关. 他最先在果蝇体内发现, 调控

这条通路可以观察到果蝇的眼睛和翅膀大小的

变化[2]. 在哺乳动物中同样是细胞增殖的负向

调控通路, 核心分子组成为: Mst1/2、WW45、
Lats、Mob1及YAP[3]. YAP是哺乳动物Hippo-
YAP信号通路的主要效应因子. 其转录辅助活

性取决于YAP在细胞内的位置: 磷酸化的YAP于
胞浆中积聚, 通过磷酸化的ser127与14-3-3蛋白

相结合而无法进入细胞核, 而非磷酸化的YAP
可以进入细胞核, 与带有PDZ结合基序的转录

增强因子TAZ形成复合体, 与TEA功能域转录因

子(TEA domain transcription factor, TEAD)结合, 
诱导下游转录因子细胞周期蛋白E(cyclinE)以及

凋亡调控因子cIAP1等表达增加, 促进细胞增殖, 
抑制细胞凋亡[4]. 除此之外, Hippo-YAP信号通

路还与细胞间接触抑制[5]、上皮细胞间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT)[4]等密

切相关, 参与多种肿瘤的发生、发展以及转移

过程.
YAP通过与抑癌基因p73相互作用上调Bax

的表达, 加速Aβ(25-35)介导的细胞凋亡[6]. YAP
通过上调BIRC2/clAPl, 促进细胞增殖和抑制细

胞凋亡, 同时他们还发现在肝癌中YAP可以诱

导c-myc、SOX4、H19及AFP等与正常肝细胞

增殖相关基因以及IAP(凋亡抑制因子)家族中

BIRC5/Survivin等凋亡抑制基因的表达[7]. YAP
的高表达和肝癌细胞的低分化、高血清AFP表
达及再发肝癌的血管渗透呈强烈正相关[8]. 在肝

细胞中过表达YAP可使肝脏过度生长并最终导

2013-10-08|Volume 21|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  YAP在胰腺组织中的表达

     胰腺组织  n 不表达(0分) 低表达(1-4分) 中表达(5-8分) 高表达(9-12分) 阳性率(%)      χ2   P值

胰腺癌组织 45   3 5 15 22 93.33% 27.950 0.000

正常胰腺组织 15 11 3   1   0 26.67%

合计 60 14 8 16 22
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■应用要点
本实验通过免疫
组 织 化 学、RT-
PCR等方法研究
胰 腺 癌 与 H i p p o
通路的核心组件
YAP的关系, 从分
子方面研究了胰
腺癌的发生发展
机制, 为胰腺癌的
靶向治疗提供了
一定的理论依据.

致肝癌的发生[9,10]. YAP在肾透明细胞癌中也表

达增加, 与肿瘤分化程度有关, 提示YAP在肾透

明细胞癌发生发展过程中起重要作用[11].
我们课题组之前的研究证实, YAP在正常胃

黏膜组织、肠上皮化生、不典型增生和胃癌组

织中的表达依次升高, 且在胃癌组织中YAP的表

达与胃癌分化程度及淋巴结转移密切相关, 提

示其在胃癌的发生、发展、转移过程中发挥重

要作用[12]. 在食管炎、Barrett食管、食管不典型

增生、食管癌组织中也证实了YAP阳性表达率

依次升高. 有研究发现Hippo-YAP通路在胰腺胚

胎发育过程中起到重要作用, YAP可以维持胰腺

腺泡细胞后天分化[13]. 但在胰腺癌组织中相关研

究较少. 我们的研究发现, YAP蛋白在胰腺癌组
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表  2  胰腺癌组织中YAP阳性表达强度与临床病理因素的关系

     不表达(0分) 低表达(1-4分) 中表达(5-8分) 高表达(9-12分)     χ2   P值

性别 0.643 0.577

  男 2 3   5 10

  女 1 2 10 12

年龄(岁) 0.787 0.565

  >60 1 4   8 13

  <60 2 1   7   9

吸烟 1.452 0.541

  有 3 4   9 15

  无 0 1   6   7

饮酒 1.896 0.224

  有 1 3 11 16

  无 2 2   4   6

肥胖BMI(kg/m2)  0.000 1.000

  >27 2 4   9 15

  <27 1 1   6   7

糖耐量异常     1.773 0.542

  有 3 3   9 14

  无 0 2   6   8

糖尿病 0.952 0.555

  有 1 2   8 16

  无 2 3   7   6

慢性胰腺炎 0.643 0.577

  有 2 2   6 10

  无 1 3   9 12

分化程度 5.294 0.048

  低分化 0 1 11 16

  中、高分化 3 4   4   6

T分期   2.143 0.543

  T1 2 1   3   9

  T2 1 2   6   6

  T3 0 2   5   6

  T4 0 0   1   1

N分期 0.592 1.000

  N0 3 3 13 19

  N1 0 2   2   3

临床分期 0.153 0.926

  Ⅰ 2 3 11 12

  Ⅱ 1 2   4   8

  Ⅲ 0 0   0   2

BMI: 体质量指数.
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织较正常胰腺组织中表达明显升高. 在正常胰

腺组织中, YAP主要在胰腺导管上皮细胞的细胞

质中呈低至中度表达, 在胰腺腺泡细胞和泡心

细胞中无表达. 而在胰腺癌组织中, YAP在导管

上皮细胞中呈高度表达, 主要是细胞质和细胞

核表达, 与肿瘤分化程度密切相关: 肿瘤分化程

度越低, YAP免疫组织化学的表达率越高, 这提

示YAP在胰腺癌的发生、发展过程中发挥重要

作用.
胰腺癌的发生是遗传和环境因素共同作用

的结果, 流行病学、分子生物学和遗传学研究

认为多个生物因素和社会因素可能导致胰腺癌

发生的危险性增加. 吸烟是胰腺癌公认的危险

因素[14], 大量的流行病学研究不断为此提供新证

据. 肥胖者和糖尿病患者发生胰腺癌的风险也

显著升高. 糖尿病可能是病因, 也可能是胰腺癌

的临床表现. 有学者提出要重视非典型糖尿病

(无糖尿病家族史、无肥胖和有胰岛素依赖)患
者发生胰腺癌的危险性[15]. 新发糖尿病可能为胰

腺癌的早期诊断提供线索[16]. 我们收集了45例
胰腺癌患者的临床资料, 包括: 性别、年龄、吸

烟、饮酒、肥胖BMI、是否有糖耐量异常、是

否合并糖尿病或慢性胰腺炎等. 我们发现这些

高危因素如吸烟、肥胖、合并糖尿病等与YAP
在胰腺癌中的表达无明显关系, 这可能与我们

收集的资料数较少有关.
CA19-9为唾液酸化的乳-N-岩藻戊糖Ⅱ, 是

一种类粘蛋白的糖蛋白成分, 是目前公认的对

胰腺癌有诊断价值的肿瘤标志物. CA19-9升高

对于良恶性肿瘤鉴别、诊断、手术疗效评估有

重要意义[17]. 有研究显示, CA19-9水平与胰腺癌

的TNM分期呈正相关, 与生存期呈负相关, 为反

■同行评价
本研究内容比较
重要, 有新颖性.
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图  1  YAP在正常胰腺组织和胰腺癌组织中的表达. A: 正常胰腺组织中YAP表达较弱, 主要表达与细胞质(×200); B: 正常胰

腺组织中YAP表达(×400); C: 高中分化程度的胰腺癌中YAP表达较正常胰腺组织强, 并在细胞质和细胞核都有表达(×200); 

D: 高中分化程度的胰腺癌中YAP表达(×400); E: 低分化程度的胰腺癌中YAP表达较高中分化程度的胰腺癌表达强, 并在细

胞质和细胞核都有表达(×200); F: 低分化程度的胰腺癌中YAP表达(×400).
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映预后和复发的重要指标[17,18]. 高频超声治疗后

能明显下调胰腺癌血清CA19-9水平[19]. 我们的

研究发现胰腺癌患者血清CA19-9水平与胰腺癌

组织中YAP阳性程度正相关, 提示YAP对于胰腺

癌的进展和预后有提示意义. 
总之, 本研究表明YAP在胰腺癌组织中表达

较正常胰腺组织增加, 并与胰腺癌分化程度有

关, 并且胰腺癌组织中YAP阳性程度与患者血清

CA19-9水平呈正相关. 这些结果提示Hippo-YAP
通路可能在胰腺癌的发生、发展中发挥重要作

用, 并有可能成为胰腺癌治疗中新的靶点. 
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