
■背景资料
胃癌是全球癌症
死亡的第二大常
见原因 ,  严重威
胁人类健康 .  虽
然近些年来胃癌
的治疗方面有很
大改善 ,  但是胃
癌 患 者 的 5 年 生
存 率 仍 比 较 低 , 
这主要与胃癌复
杂的生物学行为
及高度恶性相关. 
遗传和环境因素
在胃癌发生和发
展过程中起到了
重要的作用, 癌基
因的激活是肿瘤
发生发展过程中
的重要原因之一.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of epithelial 
cell transforming sequence 2 (ECT2) in gastric 
cancer (GC) and to analyze its correlation with 
clinicopathological characteristics. 

METHODS: Immunohistochemistry (IHC) and 
RT-PCR were used to examine the expression 
of ECT2 protein and mRNA in GC tissues and 
paired adjacent normal tissues. The correlation 
between ECT2 expression and clinicopathological 
characteristics was then analyzed. 

RESULTS: In comparison with adjacent normal 
tissues (36.0%), the expression of ECT2 protein 
in GC tissues (76.0%) was significantly higher 
(P < 0.01), and the expression of ECT2 mRNA 
in GC tissues was also significantly higher in 
GC tissues than in adjacent normal tissues. The 
expression of ECT2 protein and mRNA was 
related to histologic differentiation, TNM stage 
and lymph node metastasis in GC (P < 0.05), 
but not to gender, age or tumor size (P > 0.05). 

CONCLUSION: Both ECT2 protein and mRNA 
are overexpressed in GC, and ECT2 expression 
correlates with the histologic differentiation, 
TNM stage and lymph node metastasis in GC. 
ECT2 may play an important role during GC 
progression, and may serve as a good factor to 
indicate biologic behavior of GC. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 检测胃癌组织及相应的癌旁组织中
上皮细胞转化序列2癌基因(epithelial cell 
transforming sequence 2 oncogene, ECT2 )的
蛋白及mRNA表达情况, 并探讨其与胃癌临
床病理因素的相关性及临床意义. 
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■研发前沿
近几年 ,  新型分
子靶向药物在临
床实践中取得了
显著疗效 ,  实践
表明了分子靶向
治疗理论的正确
性与可行性 .  不
断探索癌症的分
子生物学发病机
制已成为当前的
研究热点 ,  本研
究从胃癌发生的
分子机制上为靶
向药物的研发及
临床应用提供数
据支撑.

方法: 采用免疫组织化学S-P法及逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)法检测50例胃癌患者
的癌组织及相应的癌旁组织(距癌组织边缘
>5 cm)中ECT2蛋白及mRNA表达情况. 

结果: 免疫组织化学结果显示, 胃癌组织中
ECT2蛋白阳性表达率(76.0%)显著高于癌旁
组织(36.0%)(P<0.01); RT-PCR结果显示, 癌组
织中ECT2 mRNA表达水平显著高于癌旁组织
(P<0.05). ECT2蛋白及mRNA表达均与胃癌的
分化程度、TNM分期及淋巴结转移密切相关
(P<0.05), 与患者的性别、年龄、肿瘤直径无
明显相关(P>0.05); 胃癌组织中ECT2蛋白表达
与mRNA表达之间呈显著正相关(P<0.01). 

结论: ECT2蛋白及mRNA在胃癌组织中均呈
高表达, 且与胃癌分化程度、TNM分期及淋
巴结转移密切相关; ECT2在胃癌的发生发
展中起重要作用, 可以作为反映胃癌生物学
行为的有效指标. 

© 2015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: 靶向治疗对提高胃癌患者5年生存

率具有十分重要的影响 ,  不断探索新的分子

靶向药物已成为当前的研究热点之一. 本研究

发现上皮细胞转化序列2癌基因(epithelial cell 
transforming sequence 2 oncogene)在胃癌组织中

的高表达具有提示预后的作用, 该发现可能将

为预测胃癌预后及临床靶向药物的使用提供更

好的选择依据.
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0  引言

胃癌是全球癌症死亡的第二大常见原因[1,2]. 早
期胃癌及癌前病变多无症状, 或者仅有一些非

特异性的消化系症状, 多数患者确诊时已为进

展期, 进展期胃癌患者术后易复发和转移, 预后

仍旧较差[3,4]. 遗传和环境因素在胃癌发生和发

展过程中起到了重要的作用, 包括胃癌细胞的

基因背景[5]. 随着对胃癌发病机制的深入研究, 
人们意识到癌基因的激活是肿瘤发生发展过程

中的重要原因之一. 最近有研究[6-10]表明, 上皮

细胞转化序列2癌基因(epithelial cell transforming 
sequence 2 oncogene, ECT2)是一个与细胞增生

和凋亡相关的癌基因, 他在人类某些肿瘤中高

表达, 且与肿瘤的发生、浸润、转移及预后密

切相关. 目前国内外尚未见ECT2在胃癌组织中

表达的相关性报道. 本研究采用免疫组织化学

S-P法及逆转录聚合酶链反应(reverse transcript-
polymerase chain reaction, RT-PCR)法对50例胃

癌患者癌组织及癌旁组织中的ECT2蛋白及核

酸进行检测, 分析其表达情况, 并探讨其与胃癌

临床病理因素的相关性及临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究病例均取自徐州医学院附属

医院普外科2014-04/2014-09的手术标本, 50例
胃癌患者中男34例, 女16例, 年龄25-80岁, 中
位年龄60岁. 组织学类型: 50例均为腺癌. TNM
分期(UICC, 2010): Ⅰ期11例、Ⅱ期12例、Ⅲ

期27例. 全部病例术后均经病理证实. 组织标

本于切下后半小时内取材, 分别取癌组织和

癌旁组织, 癌组织均取自肿块中央非坏死部

位, 癌旁组织取自距肿块边缘5 cm以上. 标本

分两部分, 其中一部分用4%甲醛溶液固定, 石
蜡包埋, 切片机切成4 µm厚的连续石蜡切片备

用; 另一部分液氮速冻后-80 ℃冰箱保存. 所
有患者术前均未经化疗或放疗等抗癌治疗, 且
临床病理资料均完整. ECT2兔抗人多克隆抗

体(购自北京博奥森生物技术有限公司); 免疫

组织化学试剂盒(SP法, 购自北京中杉金桥生

物技术有限公司); 浓缩型DAB试剂盒(购自北

京中杉金桥生物技术有限公司); RNA提取试

剂(TRIzol)(购自美国Invitrogen公司); RT-PCR
两步法试剂盒(购自北京天根生化科技有限公

司); 2×Taq PCR Master Mix(购自北京天根生

化科技有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学S-P法检测: 所有组织标本

为常规固定石蜡包埋, 4 µm厚切片, 经脱蜡、

水化后采用三步法免疫组织化学法(S-P法)检
测ECT2蛋白表达水平. 操作步骤如下: 柠檬

酸盐缓冲液抗原修复, 3%H2O2室温孵育, 磷酸

盐缓冲液冲洗, 滴加1∶50稀释的ECT2兔抗人

多克隆抗体, 4 ℃冰箱孵育过夜, DAB显色, 苏
木素对比染色, 逐级脱水、透明、封片, 于显

微镜下观察、摄片并分析. 以磷酸盐缓冲液

替代一抗作为阴性对照. 阳性结果判定: ECT2

■相关报道
目前有关 E C T 2
在胃癌组织中的
表达及其相关的
生物学和临床意
义尚缺少系统研
究 ,  本研究通过
检测 E C T 2 在胃
癌组织及癌旁组
织中的表达 ,  并
分析其与胃癌临
床病理因素的关
系 ,  进一步探讨
E C T 2 与胃癌发
生发展的关系.
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免疫组织化学阳性结果多为细胞质内出现棕

褐色颗粒或棕黄色颗粒. 免疫组织化学得分

与已报道的文献相似[11-13], 为阳性着色细胞占

细胞总数的百分比计分与染色强度计分的乘

积. 阳性着色细胞数的百分比计分: <5%为0分, 
5%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3
分, 76%-100%为4分. 染色强度计分: 无着色为

0分, 浅棕黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3
分. 两项结果相乘: 0-1分为阴性(-), 2-4分为弱

阳性(1+), 5-8分为(2+), 9-12分为(3+), (2+-3+)
为强阳性. 阴性及弱阳性定为阴性表达, 阳性

及强阳性定为阳性表达.  
1.2.2 RNA提取及RT-PCR检测mRNA: 采用

TRIzol试剂按照说明书操作提取组织总RNA, 
紫外分光光度计检测其浓度、纯度. 取总RNA 
2 µg, 按照逆转录试剂盒说明书合成第一链

cDNA. 内参照引物β-actin及ECT2引物由上海

生工生物技术有限公司合成, 引物序列及长度

(表1). PCR扩增条件: 总体积25 µL, 2×Taq PCR 
MasterMix 12.5 µL, 上下游引物(10 µmol/L)各
1.0 µL, 模板cDNA 1 µL, 无核酶水9.5 µL, 94 ℃
预变性3 min, 然后进行30个循环扩增: 94 ℃ 30 s, 
58 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min. 72 ℃延伸反应5 min. 
2%琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色, 紫外灯下

观察结果, 拍照. 根据以下标准判断结果: 285 bp
处出现条带, 同时326 bp处出现条带即可判断

该标本ECT2 mRNA表达阳性; 仅285 bp处出现

条带则判断为ECT2 mRNA表达阴性. 
统计学处理 运用SPSS16.0软件包进行统

计学分析. 组间比较采用Pearson χ2检验或Fisher
确切概率法; 两组间均数比较运用t检验, 数据

采用mean±SE表示; 相关性分析采用非参数

Spearman等级相关检验. P<0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 胃癌患者癌组织及癌旁组织中ECT2蛋白

的表达 胃癌患者癌组织中ECT2阳性表达率为

76.0%(38/50), 癌旁组织中ECT2阳性表达率为

36.0%(18/50), 癌组织中ECT2阳性表达率显著

高于癌旁组织, 两组比较差异有统计学意义(χ2 
= 16.234, P <0.01). ECT2在胃癌组织中阳性信

号表现为棕黄色颗粒, 癌旁组织中阳性染色多

呈淡黄色(图1). 
2.2 ECT2蛋白表达与胃癌临床病理因素的关系 
胃癌组织中, ECT2蛋白表达与肿瘤分化程度、

TNM分期及淋巴结转移密切相关, 差异有统计学

意义(P<0.05), 而与患者的性别、年龄、肿瘤直径

A B

图  1  ECT2蛋白在胃癌组织及癌旁组织中的表达(SP×400). A: 胃癌组织; B: 癌旁组织. 箭头示阳性细胞. ECT2: 上皮细胞

转化序列2.

     引物名称                                序列(5'-3') 产物长度(bp)

ECT2 上游引物: GCCTTGCTTGTGAGGCCACCAA       326 

下游引物: TCCACTGAGCCGTGGGATGTCA

β-actin 上游引物: GCCTTGCTTGTGAGGCCACCAA       285 

下游引物: TCCACTGAGCCGTGGGATGTCA

ECT2 : 上皮细胞转化序列2.

表  1  β-actin 及ECT2 引物序列及长度

■创新盘点
本 研 究 发 现 , 
E C T 2 在胃癌组
织中高表达 ,  且
与 胃 癌 分 化 程
度、TNM分期及
淋巴结转移密切
相关, 提示ECT2
在胃癌的发生发
展过程中起重要
作用 ,  有望成为
胃 癌 治 疗 的 一
个新靶点 .  有关
E C T 2 在胃癌发
病中的具体机制
尚不清楚 ,  我们
将会在未来的研
究中进一步探讨.



严海翠, 等. ECT2基因在胃癌组织中的表达及意义

2015-05-18|Volume 23|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com 2218

无明显相关, 差异无统计学意义(P>0.05)(表2). 
2.3 胃癌患者癌组织及癌旁组织中ECT2 mRNA
的表达 胃癌患者癌组织中ECT2 mRNA表达显

著高于癌旁组织, 其中35例(70.0%)癌组织出现

ECT2 mRNA特异性条带; 50例癌旁组织中, 20
例(40.0%)可见特异性条带, 其余30例均未见条

带. 两者差异有统计学意义(χ2 = 9.091, P<0.05). 
胃癌组织及其相应的癌旁组织中ECT2/β-actin
的相对灰度比值分别为1.475±0.047、0.467±
0.034, 差异有统计学意义(P<0.05)(图2).  
2.4 ECT2 mRNA表达与胃癌临床病理因素的

关系 胃癌组织中, ECT2 mRNA表达与肿瘤分

化程度、TNM分期及淋巴结转移显著相关, 差
异有统计学意义(P <0.01), 而与患者的性别、

年龄、肿瘤直径无明显相关, 差异无统计学意

义(P >0.05)(表3). 
2.5 胃癌组织中E C T2蛋白与m R N A表达的

相关性分析  胃癌组织中E C T2蛋白表达与

ECT2 mRNA表达呈显著正相关(r  = 0.654, 
P <0.01)(表4).

3  讨论

ECT2最早由Miki等[14]在一次筛选小鼠NIH/

3T3细胞中能够参与诱导转化的cDNA时意外

发现的, 具有诱导细胞癌化的能力, 定位于人

染色体3q26, 编码由883个氨基酸构成的蛋白

质, 其分子量约为104 kDa. 他的C端是DH(Dbl 
homology)和PH(pleckstrin homology)两个结

构域, PH结构域为具有催化活性的调节结构

域, 而DH结构域为行使功能的结构域[15,16]; N
端是一个三联BRCT结构域, 主要与细胞周期

监督调控和DNA损伤修复有关[17,18]. ECT2是
一种鸟嘌呤核苷酸解离交换因子(Rho guanine 
nucleotide exchange factors, Rho GEFs), 能催化

结合状态GDP的解离并促进GTP对GDP的替

换, 从而激活细胞信号转导通路的Ras相似物

GTP酶(Rho GTPases)[19-24], Rho GTPases可通过

各种信号途径影响肿瘤细胞的恶性转型、生

长、侵袭、转移等各个方面[25-28]. 
Samuel等[29]利用RT-PCR技术检测发现

ECT2 mRNA在胰腺癌细胞系及胰腺导管腺癌

组织中高表达. Chen等[7]研究发现ECT2蛋白

在肝癌细胞系和组织中均呈高表达, 利用小干

扰RNA敲除ECT2后, 肝癌细胞的迁移、侵袭

能力明显下降. Cheng等[30]发现ECT2 mRNA在

神经胶质瘤中高表达, Kaplan-Meier分析显示
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图  2  RT-PCR检测ECT2的mRNA表达. A: 琼脂糖凝胶电
泳结果. B: ECT2 mRNA相对表达量. aP<0.05 vs  癌组织. 
NT: 癌旁组织; T: 胃癌组织; ECT2: 上皮细胞转化序列2.

■应用要点
本研究通过病例
及数据分析发现, 
E C T 2 在胃癌中
的高表达与胃癌
分化程度、TNM
分期及淋巴结转
移密切相关 ,  为
临床医生判断病
情和预后提供帮
助 ,  也可以作为
其他肿瘤临床研
究的参考. 

表  2  胃癌中ECT2蛋白表达与胃癌临床病理因素的关
系 n (%)

     
临床病理因素  n

      ECT2蛋白表达
 P 值

阳性表达 阴性表达

性别 0.551

  男 34 25(73.5)    9(26.5)

  女 16 13(81.2)    3(18.8)

年龄(岁) 0.508

  ≤60 25 18(72.0)    7(28.0)

  >60 25 20(80.0)    5(20.0)

肿瘤直径(cm) 0.160

  <5 31 21(67.7)  10(32.3)

  ≥5 19 17(89.5)    2(10.5)

组织分化程度 0.030

  中或高分化 13   7(53.8)    6(46.2)

  未或低分化 37 31(83.8)    6(16.2)

TNM分期 0.001

 Ⅰ/Ⅱ期 23 12(52.2)  11(47.8)

  Ⅲ期 27 26(96.3)    1(3.7)

淋巴结转移 0.030

  无 13   6(46.2)    7(53.8)

  有 37 32(86.5)    5(13.5)

ECT2: 上皮细胞转化序列2.
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ECT2 mRNA表达与患者的生存期呈负相关. 
这些数据表明ECT2高表达在恶性肿瘤的发生

发展过程中可能起重要作用. ECT2与胃癌生

物学特性的关系国内外均未见报道. 本实验采

用免疫组织化学法检测50例胃癌患者癌组织

及相应的癌旁组织中ECT2蛋白表达, 发现50
例胃癌患者组织切片中, ECT2的阳性表达率为

76.0%(38/50), 提示胃癌组织中存在ECT2高表

达现象. 同时, 我们采用RT-PCR法对50例胃癌

患者癌组织及相应的癌旁组织中ECT2 mRNA
进行检测, 证实在胃癌组织中ECT2 mRNA
的表达水平同样显著增高. 相关分析显示, 胃
癌组织中ECT2蛋白表达与ECT2 mRNA表达

呈显著正相关. 由此可以说明ECT2不仅在转

录水平, 而且在转录后水平均呈现表达上调, 
ECT2可以作为胃癌的一个分子标志物. 

本研究还显示, ECT2蛋白与mRNA表达

与胃癌分化程度相关, P <0.05, 且呈逐级递增

趋势, 随着胃癌恶性程度增高, ECT2蛋白与

mRNA阳性表达率明显升高, 提示ECT2可能参

与肿瘤的分化过程. 在临床分期中, Ⅲ、Ⅳ期的

ECT2蛋白及mRNA阳性表达率显著高于Ⅰ、

Ⅱ期, 有淋巴结转移的胃癌患者中ECT2蛋白及

mRNA阳性表达率显著高于无淋巴结转移的患

者, 提示ECT2与胃癌的侵袭、转移密切相关. 
ECT2蛋白及mRNA表达与胃癌患者的性别、

年龄、肿瘤直径无明显相关(P>0.05). 
总之, ECT2蛋白与mRNA在胃癌组织中均

呈高表达, 且与胃癌分化程度、TNM分期及淋

巴结转移密切相关, 提示ECT2在胃癌的发生

发展过程中起重要作用, 有望成为胃癌治疗的

一个新靶点. 
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■同行评价
本研究立意较新
颖, 表达简介, 观
点明确 ,  方法学
较严谨 ,  为临床
医生判断病情和
预后有一定临床
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