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人前梯度蛋白2在结肠癌组织中的表达及其意义
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■背景资料
结肠癌是临床常
见的恶性肿瘤之
一, 随着生活方式
及饮食结构改变, 
我国结肠癌的发
病率迅速上升, 且
早期结肠癌常无
症状, 多数患者确
诊时已处中晚期. 
因此结肠癌早期
诊断在临床中越
来越重要. 
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of anterior 
gradient-2 (AGR2) in colon adenocarcinoma and 
the relationship between AGR2 expression and 
clinicopathological features of colon adenocarci-
noma.  

METHODS: AGR2 mRNA and protein expres-
sion in colon adenocarcinoma and tumor-
adjacent non-cancerous tissues was detected by 
semi-quantitative RT-PCR, Western blot and im-
munohistochemistry. 

RESULTS: The expression of AGR2 mRNA 
and protein in colon adenocarcinoma was sig-
nificantly higher than that in tumor-adjacent 
non-cancerous tissues (0.95 ± 0.03 vs 0.21 ± 0.06, 
0.93 ± 0.03 vs 0.31 ± 0.02, P < 0.05 for both). The 

positive rate of AGR2 expression in colon ad-
enocarcinoma was significantly higher than that 
in tumor-adjacent non-cancerous tissues (75% 
vs 29.4%, P < 0.05). The expression of AGR2 was 
correlated with Dukes stage, histopathological 
grade and lymph node metastasis (P < 0.05 for 
all), but not with other clinicopathologic factors. 

CONCLUSION: Our findings indicate that the 
expression of AGR2 is closely related to the 
tumorigenesis, progression and metastasis of 
colon adenocarcinoma. AGR2 may be used as a 
diagnostic marker for colon adenocarcinoma. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
目的: 检测人前梯度蛋白2(anterior gradient-2, 
AGR2)在结肠癌组织中的表达及其与结肠癌
临床病理参数之间关系. 

方法: 采用半定量反转录-聚合酶链反应(semi-
quantitative RT-PCR)检测结肠癌及癌旁正常
组织中AGR2 mRNA表达情况, 应用蛋白质印
迹(Western blot)、免疫组织化学S-P法检测结
肠癌及癌旁正常组织中AGR2蛋白的表达情
况, 并结合临床病理参数进行分析. 

结果: 半定量PCR及Western blot结果显示, 
AGR2 mRNA及蛋白在结肠癌的表达水平均
明显高于癌旁正常组织(mRNA: 0.95±0.03 
vs  0.21±0.06, P <0.05; 蛋白: 0.93±0.03 vs  
0.31±0.02, P <0.05); 免疫组织化学结果显示, 
AGR2在结肠癌组织中阳性表达率明显高于
癌旁正常组织(75% vs  29.4%, P <0.05), AGR2
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■研发前沿
目前国内外对人
前梯度蛋白2(an-
terior gradient-2, 
AGR2)的研究主
要集中在两个方
向 .  一 方 面 是 与
肿瘤发生的相关
性 研 究 ,  研 究 结
果表明其在一系
列肿瘤组织中都
存 在 异 常 表 达 , 
提示其与肿瘤的
发生、发展相关. 
另一方面是机制
研 究 ,  主 要 包 括
在分子水平促进
肿瘤发生、发展
的 机 制 ,  具 体 机
制目前尚未清楚.

在结肠癌组织中的表达与年龄、性别无相关
性(P >0.05), 与Dukes分期、组织学分级、淋
巴结转移均显著相关(P <0.05). 

结论: AGR2在结肠癌组织中的表达上调可能
与结肠癌的发生、发展、转移相关, 有望成为
结肠癌的早期诊断指标. 

© 2014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: 本研究发现人前梯度蛋白2(anter ior 
gradient-2, AGR2)mRNA及蛋白在结肠癌组织中

的表达明显高于癌旁正常组织, 且与淋巴结转移

相关, 提示AGR2在结肠癌组织中的表达上调可

能与结肠癌的发生、发展、转移相关, 有望成为

结肠癌的早期诊断指标.
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0 引言 

结肠癌是临床常见的恶性肿瘤之一, 在我国常

见恶性肿瘤中, 发病率位于第5位[1], 且具有逐

年升高趋势, 因此结肠癌早期诊断日益重要. 众
多研究发现人前梯度蛋白2(anterior gradient-2, 
AGR2)在多种人类肿瘤中过表达[2-7], 与肿瘤形

成和转移密切相关[8-10]. 最近研究发现前列腺癌

组织中AGR2异常表达, 而且AGR2在前列腺癌

患者尿液中过表达[11]. 基于AGR2在一些肿瘤组

织中过表达及易于检测等性质, AGR2可作为潜

在的肿瘤检测指标进一步研究. 国外最新研究发

现在结肠癌患者外周血中AGR2 mRNA明显升 
高[12], 且在多数结肠癌细胞系中AGR2高表达[13]. 
目前AGR2在结肠癌组织中表达情况尚未见相

关文献报道, 本实验采用半定量PCR、免疫印

迹、免疫组织化学方法, 检测AGR2在结肠癌组

织中的表达情况, 探讨其在结肠癌发生、发展

过程中的作用及临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院2012-10/2013-05
结肠癌手术切除标本68例, 所有标本收集均经

患者同意并签署知情同意书, 并通过伦理委员

会批准. 每例标本取材于癌组织及其癌旁组织

(距癌灶边缘5.0 cm及以上), 液氮10 min后置于

-80 ℃保存, 所有患者诊断均经病理证实, 术前

均未接受过放疗、化疗和生物治疗. 其中男33
例, 女35例, 年龄32-84岁, 中位年龄55.4岁. Duke
分期分为A期15例、B期16例、C期29例、D
期8例. 按分化程度分为高分化17例、中分化

28例、低分化23例. 淋巴结转移32例, 无淋巴

结转移36例 .  取其中32例淋巴结转移组癌组

织及其对应癌旁组织行半定量-PCR及免疫印

迹. Trizol购自美国Invitrogen公司, RT-PCR试剂

盒购自上海生工公司, PCR引物序列由上海生

工公司合成, AGR2引物序列: 上游5'-CTGGC-
CAGAGATACCACAGTC-3', 下游5'-AGTTG-
GTCACCCCAACCTC-3', 产物片段101 bp; 以
β-actin为内参基因. 兔抗人AGR2多克隆抗体购

自美国Abgent公司(Cat.AJ1020a); 兔抗人β-actin
多克隆抗体购自北京博奥森公司(b s-0061R); 
HRP标记山羊抗兔二抗、ECL发光液、BCA蛋

白浓度测定试剂盒均购自碧云天; 即用型S-P试
剂盒及DAB显色剂均购自北京博奥森生物技术

有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 Semi-quantitative RT-PCR检测: 组织总

RNA提取按照Trizol试剂盒提供的说明书操作, 
提取总RNA经琼脂糖凝胶电泳, 采用紫外分光

光度法测定总RNA含量和纯度. 按逆转录试剂

盒说明书进行逆转录, AGR2反应条件为95 ℃ 5 
min, 95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 45 s, 共30个
循环, 终末延伸72 ℃ 5 min. 取PCR产物经琼脂

糖凝胶电泳, 凝胶成像分析系统进行电泳条带

分析, 用目的条带灰度值与β-actin条带灰度值的

比值表示标本相对mRNA水平. 
1.2.2 Western blot检测: 采用RIPA裂解液分别提

取32例结肠癌组织及癌旁正常组织总蛋白, 按
照蛋白定量试剂盒说明书BCA法进行总蛋白定

量, 取50 μg蛋白质样品进行10%SDS-PAGE凝胶

电泳后将蛋白转移至PVDF膜. 5%脱脂牛奶封闭

后, 加入1∶1000稀释的兔抗人AGR2多克隆抗

体、1∶200稀释的兔抗人β-actin多克隆抗体4℃
孵育过夜, TBST洗涤后加入HRP标记山羊抗兔

二抗室温孵育1 h, TBST洗涤后ECL化学发光试

剂自显影, 照相. 以目的蛋白与β-actin的灰度比

进行半定量分析. 
1.2.3 免疫组织化学检测: 全部68例标本均经

10%甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 μm厚连续切片, 
常规脱蜡, 高温高压修复, 具体操作步骤严格按
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■相关报道
2 0 1 2 年 M a n u e l
等通过检测结肠
癌患者外周血中
AGR2 mRNA, 提
出 A G R 2 可 作 为
检测结肠癌的潜
在标志物. Lee等
应用Western blot
方法发现大多数
结肠癌细胞系中
AGR2异常表达 , 
并提出AGR2可作
为结肠癌生物免
疫治疗的潜在分
子靶标进行深入
研究.

照试剂盒说明书进行. AGR2一抗浓度均为1∶
100, 用PBS代替一抗作为空白对照, 用已知阳性

切片作为阳性对照. AGR2蛋白阳性信号定位于

细胞质, 呈黄色或棕黄色颗粒, 首先按染色强度

进行评分: 未染色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色

为2分, 深棕黄色为3分; 然后以阳性细胞比例进

行评分: 阴性细胞为0分, 阳性细胞<10%为1分, 
11%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分. 免
疫组织化学染色结果以染色强度评分与阳性细

胞比例评分乘积表示, ≤3为阴性表达, >3为阳性

表达. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件行统计学分

析, 结肠癌、癌旁正常组织中mRNA和蛋白表达

量数据采用mean±SD表示, 进行配对资料t检验, 
免疫组织化学计数资料进行χ2检验, 以α = 0.05
为检验水准. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 半定量RT-PCR结果 AGR2 mRNA在结肠

癌组织、癌旁组织中相对表达量分别为0.95±
0.03、0.21±0.06, 结肠癌中表达量明显高于癌

旁正常组织(P <0.05, 表1, 图1). 
2.2 Western blot结果 AGR2在结肠癌组织、癌

旁组织中相对表达量分别为0.93±0.03、0.31±
0.02, 结肠癌组织中表达量明显高于癌旁正常组

织(P <0.05, 表1, 图2). 
2.3 免疫组织化学结果 AGR2在结肠癌组织、

癌旁组织中阳性表达率分别为75%(51/68)、
29.4%(20/68), 结肠癌组织阳性表达率明显高于

癌旁正常组织(χ2 = 28.32, P <0.05), (表2, 图3). 
2.4 AGR2在结肠癌组织中表达情况与结肠癌

患者临床病理参数之间的关系 AGR2在结肠癌

中的表达与年龄、性别无相关性(P >0.05), 与
Dukes分期、组织学分级均有关(P <0.05)(表3). 

3  讨论

随着人们生活水平提高、饮食习惯改变, 我国结

肠癌的发病率迅速上升[14], 且结肠癌的发病呈年

轻化[15]. 早期结肠癌常无症状, 随着癌肿的增大

与并发症的发生才出现症状, 多数患者确诊时已

处中晚期, 8%-25%已发生肝转移. 目前结肠癌的

治疗是以手术为主, 术后辅助化疗为了减少复发

与转移, 5年生存率徘徊在25%-50%之间[16]. 因此

结肠癌早期诊断在临床中越来越重要. 
A G R2 基因位于染色体7p21 .3 ,  编码一

种分泌性蛋白质 ,  是非洲爪蛙黏液腺基因

xAG2 (xenopus laevis anterior gradient-2)的人型

同源物[17]. AGR2最早由Kuang等[18]在雌激素受

体阳性表达的乳腺癌细胞株差异表达中发现. 
目前国内外对AGR2的研究主要集中在两个方

向. 一方面是与肿瘤发生的相关性研究, 相关研

究结果表明其在一系列肿瘤组织中都存在异常

表达, 例如胃癌[2]、卵巢癌[3]、乳腺癌[19-20]、前

列腺癌[21,22]、胰腺癌[23]等肿瘤中高表达, 提示

其与肿瘤的发生、发展相关[24]. Ramachandran
等[25]发现AGR2在转移性胰腺癌细胞中高表达, 
而抑制AGR2表达后肿瘤细胞生长受到明显抑

制, 侵袭行为明显减少, 且细胞对于抗肿瘤药物

表  1  AGR2 mRNA及蛋白表达条带灰度分析比值 (n  = 68, 
mean±SD)

     分组 AGR2 mRNA AGR2蛋白 

癌组织 0.95±0.03a 0.93±0.03a

癌旁组织 0.21±0.06 0.31±0.02

aP<0.05 vs  癌旁组织. AGR2: 人前梯度蛋白2.

AGR2

β-actin

M            T1           N1          T2          N2

图  1  AGR2 mRNA在结肠癌组织及其对应癌旁正常组织中
表达情况. M: DL500 DNA Marker; T: 结肠癌组织; N: 癌旁

组织. AGR2: 人前梯度蛋白2; β-actin: β-肌动蛋白.

AGR2

β-actin

T1              N1             T2              N2

图  2  AGR2在结肠癌组织及其对应癌旁正常组织中表达
情况. T: 结肠癌组织; N: 癌旁组织. AGR2: 人前梯度蛋白2; 

β-actin: β-肌动蛋白.

表  2  AGR2在结肠癌及癌旁组织中的表达 [n  = 68, n (%)]

     

组织类型
                          AGR2

  阳性  χ2值   P 值

癌旁组织 20(29.4) 28.32 0.000

癌组织 51(75)

AGR2: 人前梯度蛋白2.
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■创新盘点
目前在结肠癌组
织中AGR2的表达
情况尚未见相关
报道. 本实验应用
半定量RT-PCR、
Western blot及免
疫组织化学方法
检测结肠癌组织
中AGR2 mRNA
及蛋白表达情况.

的敏感性增加. Zhang等[26]发现过量AGR2表达

可以促进前列腺癌细胞的侵袭行为和迁移能

力, 沉默AGR2后其侵袭行为和迁移能力受到抑

制. Hrstka等[27]在研究AGR2在乳腺癌抗激素药物

耐药所起的作用时, 发现使用他莫昔芬治疗后, 
AGR2的表达量有所上升, 提示AGR2可能与乳

腺癌耐药性有关. 上述研究表明AGR2可能与肿

瘤转移及耐药有关, 这为AGR2作为肿瘤诊断指

标和治疗靶点进一步研究提供支持. 另一方面是

机制研究, 主要包括在分子水平促进肿瘤发生、

发展的机制. 目前陆续发现了一些与AGR2结合

的蛋白, 例如人肠黏蛋白(mucin2, MUC2)[28,29]、

ATP结合蛋白reptin[30]等. Dong等[31]发现AGR2
通过激活Yes相关蛋白(Yes-associated protein, 
YAP)去磷酸化, 来诱导双调蛋白(amphiregulin, 

AREG)的表达, 从而促进肿瘤的形成. 其中YAP
为新发现的信号转导通路Hippo通路下游主要

的转录因子[32], 表明AGR2与Hippo信号通路、

EGF信号通路在促肿瘤形成过程中相关. 现阶段

对AGR2促进肿瘤形成、转移的具体分子机制

尚不清楚, 可作为潜在肿瘤标志物进一步研究. 
国外相关研究发现, A G R2在结肠癌患者

外周血及结肠癌细胞系中异常表达. Valladares-
Ayerbes等[12]通过检测结肠癌患者外周血中AGR2 
mRNA, 提出AGR2可作为检测结肠癌的潜在标

志物. Lee等[13]应用Western blot方法发现大多数

结肠癌细胞系中AGR2表达上调, 例如DK01、
DLD1、HCT-8等, 提出AGR2可作为结肠癌生物

免疫治疗的潜在分子靶标进行深入研究. 目前在

结肠癌组织中AGR2的表达情况尚未见相关报道. 
本实验应用半定量RT-PCR、Western blot

及免疫组织化学方法检测结肠癌组织中AGR2 
mRNA及蛋白表达情况. 本实验结果显示AGR2 
mRNA及蛋白在结肠癌组织中的表达明显高于癌

旁正常组织, 差异具有统计学意义, 且在结肠癌组

织中的表达随着临床分期进展、分化程度降低, 
其表达水平不断升高, 与国外文献报道结肠癌患

者外周血及结肠癌细胞系中表达情况基本一致, 
提示AGR2高表达与结肠癌的发生、发展有关. 

本研究结果还发现淋巴结转移的结肠癌组

织中AGR2阳性表达率明显高于无淋巴结转移

的结肠癌组织, 提示AGR2高表达与结肠癌的

淋巴结转移有关. 结合国外研究结果, 可推测

AGR2异常表达可能促进结肠癌的发生、发展

及转移, 因此AGR2可作为结肠癌潜在肿瘤标志

物进行深入研究. 
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■同行评价
本文作者分析并
探讨人AGR2的表
达与临床病理学
的关系, 为AGR2
作为潜在的肿瘤
检测指标进一步
提供了理论依据. 
该研究具有较好
的创新性, 实验对
照设置完整, 行文
较为流畅.


