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Abstract
AIM: To investigate the regulating role and 
significance of protein Livin, mitochondrial 
apoptosis-promoting protein Smac/DIABLO 
and PTEN in carcinogenesis and progression 
mechanism.  

METHODS: Real-time RT PCR was used to 
examine the expression of Livin mRNA and 
Smac/DIABLO mRNA in 75 gastric carcino-
ma specimens, 20 normal gastric tissues and 
20 adjacent tissues. The expression and loca-
tion of Livin, Smac/DIABLO and PTEN were 
detected using Western blot combined with 
immunohistochemistry (SP). 

RESULTS: The expression of Livin mRNA 
was significantly up-regulated in gastric carci-
noma specimens (6.374 ± 4.759), however, no 
expression was found in normal or adjacent 
tissues. There was a significance in expression 
between low differentiated carcinoma group 
and lymph node metastases group (χ2 = 9.60, 
5.51, P < 0.01 or 0.05). The expression of Livin 
mRNA had no correlation with tumor size, 
invasion of nerve or TNM stage. The expres-
sion of Smac/DIABLO mRNA was lower in 
gastric cancer tissues than in normal gastric 
tissues and adjacent tissues, but there was no 
significant difference (0.731 ± 0.420 vs 1.104 
± 0.276, 1.061 ± 0.737, all P > 0.05). The ex-
pression of Smac/DIABLO mRNA in gastric 
cancer tissues had no correlation with clinical 
pathological factors of gastric carcinoma. The 
expression of Smac/DIABLO held significant 
difference from intestinal-type gastric carci-
noma to diffuse-type gastric carcinoma (χ2 = 
5.06, P < 0.05). The expression of PTEN was 
not determined in gastric carcinoma tissues 
and normal tissues. 

CONCLUSION: There is a diversity of expres-
sion of Livin, Smac/DIABLO and PTEN in dif-
ferent stages and pathological types of gastric 
carcinoma. Real-time RT PCR and the expres-
sion of Livin and Smac/DIABLO could be ben-
eficial to diagnosis of gastric carcinogenesis, 
severity of differentiation, and chemotherapy 
sensitivity. 
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摘要
目的: 探讨凋亡抑制蛋白Livin及线粒体促凋
亡蛋白Smac/DIABLO和PTEN在胃癌发生发
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■背景资料
L i v i n 在 黑 色 素
瘤、 白血病、肺
癌、膀胱癌、消
化系肿瘤等许多
恶性肿瘤中高表
达, 该基因可能在
肿瘤的发生发展
中起重要的作用, 
而Smac在不同癌
组织中表达不同, 
Smac高表达可增
强癌细胞对各种
凋亡刺激的敏感
性. 胃癌中是否存
在Smac介导的对
抗Livin抑制细胞
凋亡作用的负性
调节机制尚未得
到明确的研究结
论. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 关
玉盘, 教授, 首都
医科大学附属朝
阳医院消化科

   



展分子机制中的调控作用及意义. 

方法: 实时荧光定量PCR检测75例手术切除
胃癌患者组织, 20例癌旁组织及20例正常胃组
织中Livin mRNA和Smac/DIABLO mRNA的
表达, Western blot结合免疫组织化学法检测两
者与PTEN蛋白的表达及组织学定位.  

结果: 正常胃组织及癌旁组织中均无L i v i n 
mRNA表达, 胃癌组织中Liv in mRNA相对
表达量显著上调(6.374±4.759), 其表达在
低分化胃癌组及淋巴结转移组具有显著差
异(χ2 = 9.60, 5.51, P <0.01或0.05), 与肿瘤大
小, 浸润程度及TNM分期等病理表现无关; 
Smac/DIABLO mRNA胃癌组织中的表达水
平低于正常胃组织及癌旁组织, 但差异无显
著性(0.731±0.420 vs  1.104±0.276, 1.061±
0.737, 均P >0.05), Smac/DIABLO mRNA的
表达水平与胃癌各临床病理因素无关; 其蛋
白表达量与Smac/DIABLO mRNA的表达水
平存在差异. Smac/DIABLO在肠型胃癌与
弥漫型胃癌中的表达有显著差异(χ2 = 5.06, 
P <0 .05) .  正常胃黏膜及胃癌组织中未检出
PTEN蛋白表达.

结论: L i v i n、S m a c/D I A B L O及P T E N的
表达水平在不同阶段及病理类型的胃癌中
存在差异. 实时荧光定量P C R检测L i v i n及
Smac/DIABLO的表达量, 有可能为判断胃癌
的发生, 分化程度及预测化疗敏感性提供新
的指标.  

关键词: 凋亡抑制蛋白; 胃癌; Smac/DIABLO; 

Livin; 蛋白免疫印迹法
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0  引言

细胞凋亡与增殖失衡是导致肿瘤发生和进

展的病理基础 [1-3],  从分子水平探寻凋亡相关

基因的表达变化是目前胃癌研究中的热点 . 
L i v i n是新近发现的凋亡抑制蛋白(i n h i b i t o r 
of apopots is por te in, IAP)家族成员[4], 通过

BIR区与caspase-3, 7, 9结合并抑制其活性, 从
而抑制细胞凋亡[5-6]. Smac/DIABLO(second 
mitochondria -derived activator of caspase/
direct IAP-binding protein with low PI)是目前

发现的唯一存在于哺乳动物细胞中直接抑制
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IAPs的蛋白, 具有促进细胞凋亡的功能[7]. 第
10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基因

(phosphatase and tensin homology deleted on 
chromosome ten, PTEN)通过诱导细胞周期

阻滞和细胞凋亡等机制发挥抑制肿瘤的发生

发展的作用. 最近的研究表明, 凋亡抑制蛋白

Livin和线粒体促凋亡蛋白Smac/DIABLO之间

存在着相互拮抗、相互调节的关系, 两者复杂

的作用机制是肿瘤凋亡信号转导网络中的重

要环节. 本研究分别从分子水平及蛋白水平检

测三者在胃癌组织中的表达, 探讨其表达变化

与肿瘤发生发展及临床病理因素之间的关系, 
为胃癌的分子诊断、分型及预后转归等研究

奠定基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属第二医院普通外

科2006-07/2008-07手术切除胃癌标本75例 , 
所有病例术前均未经放化疗 ,  术后均经病理

证实, 且临床资料完整. 年龄32-78岁, 中位年

龄63岁; 男48例, 女27例; 高分化4例, 中分化

9例, 低分化62例; 有局部淋巴结转移53例, 无
转移22例; Ⅰ期11例, Ⅱ期18例, Ⅲ期26例, Ⅳ
期20例 .  胃溃疡或十二指肠溃疡患者胃黏膜

20例作为正常对照(排除重度不典型增生). 20
例癌旁组织为取自距胃癌组织边缘5 c m以上

的胃黏膜组织, 病理证实无肿瘤细胞浸润、无

明显炎症且无明显细胞增生等病变. 肿瘤的分

期分级根据世界卫生组织及国际癌症防治联

合会制定的标准进行划分 .  主要试剂及仪器: 
鼠抗人Smac/DIABLO/Diablo mAb、辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔及兔抗鼠二抗均购自

Cell Signaling Technology公司(USA); 兔抗人

Livin多克隆抗体BA1743购自武汉博士德生物

公司, 兔抗人Actin多克隆抗体购自Santa Cruz
公司(USA); 鼠抗人Livin mAb购自Alexesis公
司(USA); 鼠抗人PTEN mAb购自北京中山生

物技术有限公司, 工作浓度1∶75; PVDF膜购

自Roch公司(USA); 免疫组化SP试剂盒购自福

州迈欣生物技术公司 ;  U V P凝胶成像分析系

统购自Upland公司(USA); ABI PRISM 7500荧
光定量PCR扩增仪购自Applied Biosystems公
司(USA); Platinum SYBR Green qPCR Super 
Mix-UDG(#11733-046)、Platinum® Taq DNA 
polymerase(#10966-083)均购自Invitrogen公司

(USA); 核酸蛋白分析仪DU-800购自Backman

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡调节紊
乱是细胞恶性转
化及肿瘤进展的
关键因素之一. 研
究肿瘤细胞凋亡
的分子调控机制, 
阐明凋亡信号通
路及其相关调控
因子的相互作用
成为目前的研究
焦点.
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公司(U S A) ;  逆转录试剂购自P r o m e g a公司

(USA). 
1.2 方法

1.2.1 RNA提取及纯度测定: 取100 mg待检测的

组织, 应用TRIzol Reagent(Invitrogen, USA), 参
照说明书提供的方法抽提总RNA, 核酸蛋白分

析仪测定其纯度, A 260/A 280值为1.8-2.0, 达到反

转录要求. 计算样品总RNA浓度, 置于-80℃保

存备用.  
1.2.2 cDNA的合成: 逆转录反应体系包括细胞

总RNA 4 μL(0.5 g/L), 1 U/μL Rnasin 1 μL, 0.5 
g/L随机引物2 μL, 10 mmol/L dNTPs 1 μL, 5×
Buffer 5 μL, 200 U/L M-MLV 1 μL, DEPC水补足

至25 μL. 逆转录反应条件: 42℃, 60 min; 95℃, 
10 min; 4℃, 2 min后终止反应. 产物cDNA于

-80℃冻存. 
1 .2.3  实时定量RT-P C R检测L i v i n及S m a c /
D I A B L O基因的表达 :  应用A B I 7500 R Q-
P C R仪检测L i v i n m R N A及S m a c/D I A B L O 
m R N A的相对表达量 ,  引物根据G e n B a n k 
Liv inα/β(NM_022161, NM_139317)及Smac/
DIABLO(NM_019887)基因序列应用Pr imer 
5.0(Applied Biosystems)软件设计, 美国Applied 
Biosystems公司合成. 选取β-actin(AK225414)
作为内参. Livinα/β: 上游引物: 5'-TCCACAG
TGTGCAGGAGACT-3'; 下游引物: 5'-ACGGC
ACAAAGACGATGGAC-3'; 扩增产物为两种

片段:  Livinα: 312 bp, Livinβ: 258 bp; Smae/
DIABL:上游引物: 5'-TGT GAC GAT TGG CTT 
TGG AGT AAC-3'; 下游引物: 5'-TTC AAT 
CAA CGC ATA TGT GGT CTG-3'; 扩增产物片

段: 425 bp, β-actin: 上游引物:5'-GAGACCTT
CAACACCCCAGCC-3'; 下游引物: 5'-GGAGT
ACAGGTCTTTGCGGATG-3'; 扩增产物片段: 
512 bp.

25 μL PCR反应体系中需加入10 μL cDNA
模版, 引物各1 μmol, 10×Buffer 1 μL, 10 μL PCR
反应液(Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-
UDG)包括1.5 U Platinum Taq DNA polymerase, 
20 mmol Tris-HCl(pH 8.4), 50 mmol KCl, 3 mmol 
MgCl2, dGTP、dATP、dCTP和dUTP各200 μmol
以及1 U uracil-DNA-glycosylase(UDG). 反应条

件: 50℃ 2 min(预热UDG), 95℃ 2 min(灭活UDG, 
激活DNA聚合酶); 95℃ 15 s, 退火61℃ 30 s, 50
个循环, 延伸72℃ 10 s. 

将胃癌组织及正常胃组织的cDNA按1∶10、

1∶100、1∶1000、1∶10000稀释, 分别构建Livin, 
Smac/DIABLO及β-actin的标准品及每次扩增的

标准曲线. 每次检测均设立空白阴性对照(NTC), 
每个样本设3个复管. 巢式RT-PCR对荧光定量

PCR的产物进行验证.
1.2.4 Western blot法检测蛋白在肿瘤组织和正

常组织中表达的差异: 将100 mg组织提取的总

蛋白用考马斯亮蓝试剂盒定量. 取50 μg蛋白上

样到150 g/L SDS-PAGE凝胶, 电泳. 将凝胶上的

蛋白电转移至NC膜, 以50 g/L脱脂奶粉4℃封闭

过夜, 分别加一抗(鼠抗人Livin mAb 1∶250, 兔
抗人Smac/DIABLO多克隆抗体, 兔抗人Actin多
克隆抗1∶200), 37℃孵育2 h, 0.1% TBST液漂

洗PVDF膜3×10 min, 取出PVDF膜加入二抗(辣
根过氧化物酶标记的兔抗鼠二抗1∶5000, 羊抗

兔二抗1∶5000), 37℃孵育2 h, TBST洗膜后加

入ECL试剂, 曝光, 显影, 定影, 对X光底片拍照

保存. 
1.2.5 免疫组化SP法检测蛋白表达: 所有组织标

本经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 μm厚

切片. 石蜡切片经二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化, 
0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)95℃抗原修

复10 min, 30 mL/L H2O2室温孵育10 min, 磷酸

盐缓冲液(PBS)冲洗后滴加非免疫性动物血清

室温孵育15 min, 加一抗(兔抗人Liv in多克隆

抗体抗体浓度为1∶50, 鼠抗人Smac/DIABLO
抗体1∶200, 鼠抗人PTEN mAb 1∶75)4℃孵育

过夜; PBS冲洗后滴加生物素标记二抗37℃孵育

10 min, 辣根过氧化物酶标记抗生物素三抗37℃
孵育15 min, PBS冲洗后DAB显色, 冲洗, 苏木

素复染, 透明封固. 封片, 显微镜观察并拍照. 以
已知的阳性切片作阳性对照(Liv in以人乳腺癌, 
Smac/DIABLO和PTEN以人胃腺癌为阳性对照, 
以PBS代替一抗作阴性对照). 

L iv i n和Smac/DIABLO蛋白阳性细胞主

要为胞质着色, 呈棕黄色颗粒, 胞核偶见着色. 
PTEN在胞核染色, 呈棕黄色颗粒. 将染色强度

和阳性细胞数结合判断Livin、Smac/DIABLO
和PTEN染色结果. 每张切片随机选取10个高

倍视野, 每个高倍视野计数100个癌细胞, 观察

阳性细胞染色强度, 计数阳性细胞百分比. 先
按染色强度打分: 与背景颜色相对比, 无色为

0分, 浅黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3
分. 再按阳性细胞所占的百分比记分, 阳性细

胞<5%为0分, 5%-25%为1分, 26%-50%为2分, 
>50%为3分. 两者之和是0分为阴性(-), 1-2分

■相关报道
凋亡抑制蛋白家
族IAPs的新成员 
L i v i n 在 凋 亡 信
号转导通路中发
挥 抑 制 作 用 ,  而
Smac是目前发现
的唯一存在于哺
乳动物细胞中直
接抑制IAPs的蛋
白 ,  可 以 与 多 种
IAPs分子结合. 最
近研究表明Livin
和Smac之间存在
着复杂的相互关
系.
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为弱阳性(+), 3-4分为阳性(++), 5-6分为强阳

性(+++).
统计学处理 有关数据用mean±SD表示, 

SPSS13.0统计软件进行数据分析. 两个样本率

的比较采用χ2检验、Fisher精确概率检验; 采用

Spearman等级相关分析两变量之间相关关系. 
两样本均数比较采用t检验. P <0.05定为具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 荧光定量PCR扩增结果 荧光定量PCR的标

准曲线图中, 标准品cDNA的起始浓度的对数

值与Ct值成一直线, Liv in、Smac/DIABLO及

β-ac t in的标准曲线斜率slope分别为-3.5398、
-3.0459及-3.1378; 纵截距b为42.002、43.822及
39.924; 相关系数r可达0.9999、0.9959及0.9964, 
线性关系良好(图1). Livin及Smac/DIABLO特异

性扩增产物分别对应温度(81.7±0.16)℃及(82.1
±0.14)℃, 熔解曲线单峰集中无杂带, 产物特异

性好. RT-PCR结果显示Livin和Smac/DIABLO分

别在312 bp、258 bp和425 bp出现明亮清晰条带. 
2.2 胃癌组织中Livin mRNA及Smac/DIABLO 
mRNA的相对表达量 75例胃癌组织中有64例表

达Livin mRNA, 其相对表达量为6.374±4.759, 
20例正常组织及20例癌旁组织中均未检出其

表达. 75例胃癌组织中有53例胃癌组织检测到

Smac/DIABLO mRNA的表达, 且胃癌组织中的

表达水平(0.731±0.420)低于正常组织(1.104±
0.276)及癌旁组织(1.061±0.737), 但差异无显著

性(P >0.05). 
2.3 Livin及Smac/DIABLO蛋白在胃癌组织中的

表达 Western blot检测Livinα和Livinβ蛋白分别

出现在31 kDa和33 kDa处出现条带, Smac/DIA-
BLO蛋白出现在26 kDa处(图2). 75例胃癌组织

中有59例检出Livin蛋白表达, 其中58例同表达

Livin mRNA的胃癌标本相一致, 而Smac/DIA-
BLO蛋白的表达率为49.33%, 与mRNA表达的

一致性较差. 免疫组化染色结果显示, 癌旁组

织及正常胃组织均无Livin表达, 其阳性染色主

要位于胃癌组织的细胞质, 分布弥散而均匀(图
3A). Smac/DIABLO在胃癌组织、癌旁组织及

正常胃组织中均有表达, 其阳性染色主要于细

胞质和少部分细胞核. 各切片显色分布不均, 以
弥漫性分布为主, 少数为片状和局灶性(图3B). 
胃癌组织无PTEN表达, 其阳性染色主要位于正

常及癌旁组织, 分布弥散而均匀(图3C). 
2.4 Liv in、Smac/DIABLO在胃癌组织中的表

达与临床病理特性的关系 Liv in的表达率随着

胃癌组织分化程度的降低而增高, 呈显著负相

关(P <0.01), 而与肿瘤的大小、临床分期及浸

润深度无关(P >0.05). 伴淋巴转移组Liv in的阳

性率(92.45%)大于无淋巴转移组(68.19%), 且
差异有显著性(P <0.05). Smac/DIABLO表达率

随胃癌临床分期的提高、肿瘤浸润深度的加

深、随着胃癌组织分化程度的减低及伴淋巴结

转移的产生而降低, 但并无显著差异(P >0.05); 
84.38%的肠型胃癌(27/32例)表达Smac/DIA-
B L O ,  明显高于其在弥散型胃癌的表达率

(60.65%)(表1).

3  讨论

凋亡是由基因控制的细胞自我消亡过程. 目前
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图  1  Livin及Smac/DIABLO特异性扩增标准曲线. A: Livin; B: Smac/DIABLO.

■创新盘点
本研究从分子和
蛋 白 水 平 检 测
Livin及Smac在胃
癌中的表达, 对两
者间的相互关系
及其与胃癌各临
床病理特征的相
关性进行探讨, 初
步阐明两者在胃
癌发生发展过程
中的作用及意义.

Smac 27 kDa
Livinα 31 kDa
Livinβ 33 kDa

N1   N2   A1   A2   T1   T2    T3   T4

图  2  Western blot检测Livin和Smac/DIABLO蛋白的表达. N: 

正常胃组织; A: 癌旁组织; T: 胃癌组织.
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认为机体细胞凋亡的调控机制发生紊乱与肿瘤

形成关系密切, 是其形成过程中的一个重要机

制.  细胞凋亡受多条通路和多种因子的调控, 
IAPs家族是新近发现的人类内源性抗凋亡蛋白

家族, Livin是Ashhab et al [8]在2000-2001年根据

IAP同源序列发现的一种新的细胞凋亡抑制蛋

白, 他含有IAP家族成员特有的BIR和RING指结

构域, 其转录产物因剪接方式不同形成有Livinα 
mRNA和Livinβ mRNA两种亚型. Livin通过直接

或间接阻断以凋亡受体及线粒体为基础的外源

性途径和内源性途径, 与各种凋亡刺激因子结

合发挥抑制细胞凋亡的作用[9].   
目前的国内外研究均提示Livin主要表达于

恶性肿瘤组织和胎儿组织, 在成人除胎盘外的

大多数终末分化组织中不表达或表达下调[10]. 作
为一种具有表达特异性的凋亡抑制蛋白, Livin
在胃癌中研究的相关报道较少. Yagihashi et al [11]

采用RT-P C R的方法检测了胃癌细胞株L i v i n 
mRNA高表达, 并采用ELISA的方法及Western 
blot检测到在17/35例(47%)胃肠道肿瘤患者血清

有抗Livin抗体的表达.  本研究结果显示, 75例胃

癌组织中Livin阳性率为85.33%, 而癌旁组织和

正常胃组织不表达Livin, 与Yagihashi et al的结

果相似.  Livin特异性表达在胃癌中, 而癌旁组织

及良性的胃溃疡组织中无表达, 提示其表达与

胃癌的发生发展有一定的关系. 
L iv i n与临床病理因素间的关系在各种肿

瘤组织中报道有所不同, 有报道Livin在分期较

晚者胃癌中比例较高[12], 但整个研究例数偏少. 
本研究结果显示Liv in在有淋巴结转移、组织

分化较差者中阳性率高, 且差异显著. Liv in在
胃癌组织中的表达与其分化程度具有显著相

关性(P <0.05), 可能是Liv in在胃癌发生过程中

导致凋亡受抑, 胃癌细胞表现为过度增殖, 提
示其在判断胃癌的侵袭性及恶性程度上有一

定的意义. 此外, 本研究中肿瘤浸润较深、临

床病理分期较晚者Livin阳性率有升高趋势, 但
统计学分析没有显著性差异, 不排除与样本量

不足有关.
Western blot结果显示在有Livin表达的胃癌

组织中, 其表达的强弱也有差异, 推测可能是每

例胃癌类型和病理分期不同, 结合转录水平的

研究结果, 表明在胃癌中Livin mRNA和蛋白的

表达具有较高的一致性, 该基因在mRNA和蛋白

水平是相对稳定.  

Livin mRNA和蛋白在正常胃组织、癌旁组

织及胃癌组织中表达的一致性提示该基因在胃

癌组织中的异常高表达发生于转录以上水平的

激活. 最新的研究报道指出[13], Livin在转录水平

直接受到β-catenin的调节, 可能是启动Livin基因

在肿瘤中的活化的重要原因. Livin可能是通过

参与β-catenin/TCF信号转导通路的调节, 在肿瘤

发病的分子机制中起着一定的作用. 
Liv in在细胞内定位尚无定论. 有研究显示

转染Livin的HeLa细胞和肺癌细胞在胞质和胞核

中同时显色[14]. 本研究中Livin阳性显色均位于

肿瘤细胞的胞质中, 与Yagihashi et al [15]在乳腺癌

中的研究结果相一致.  
胃癌组织中高表达Liv in, 其在胃癌中表达

具有一定的普遍性, 初步提示Livin可能有助于

胃癌的诊断. Livin在胃癌组织中表达增高, 且与

■应用要点
本研究首次应用
实 时 荧 光 定 量
P C R、We s t e r n 
blot及免疫组织化
学方法, 对凋亡相
关调控基因Livin
和Smac mRNA及
其转录产物所编
码的蛋白进行定
量检测, 为研究胃
癌的分子标志物
及其临床检测奠
定坚实基础. 

图  3  Livin、Smac/DIABLO和PTEN在胃组织中的表达(SP×
400). A: Livin胃癌组织中; B: Smac/DIABLO胃癌组织中; C: 

PTEN正常胃组织中.

A

B

C
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组织分化程度和淋巴结转移有关, 提示其在胃

癌的发生和发展中具有重要的作用. Livin异常

高表达可能与胃癌的发病有密切的关系, 可作

为辅助胃癌预后判断的分子标志之一.  
Smac/DIABLO是2000-07首次报道的一

种促凋亡蛋白. 主要定位于线粒体上[16]. Smac/
DIABLO在正常细胞不诱发凋亡, 只在受损的

细胞中起作用. 成熟Smac/DIABLO在细胞发生

凋亡时与细胞色素C一同释放入胞质, 通过逆

转IAP的作用而实现其促凋亡作用[17-18].  Smac/
DIABLO参与并介导许多凋亡事件, 包括死亡受

体介导的凋亡和中性粒细胞的自发凋亡[19], 直接

与Apaf-1, cyto-c和caspase-9作用, 增强caspase的
激活效应.  同时通过与IAP结合, 去除IAPs的抑

制作用来促caspase-9的激活[20].  
S m a c /D I A B L O作为促凋亡基因 ,  目前

国内外对其在肿瘤组织中的表达报道各异 .  
Yo o e t a l [21]研究发现约62%的癌组织中可见

Smac/DIABLO表达, 且不同的癌组织中Smac/
DIABLO的表达有差异, 在肾癌[22-23]、肝癌[24]、

1308                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月8日    第17卷   第13期

神经母细胞瘤[25-26]等实体恶性肿瘤中的研究均

显示他表达下调或缺失. 本研究中, 胃癌组织中

Smac/DIABLO表达率为70.67%(53/75, 正常胃

组织及癌旁组织标本中均可见Smac/DIABLO表

达, 与Yoo et al研究结果基本一致. 胃癌组织中

Smac/DIABLO mRNA的相对表达量低于正常

胃组织及癌旁组织, 但不具有显著差异(P <0.05), 
且其表达水平与胃癌各临床病理因素无关. 我
们推测Smac/DIABLO在癌组织中表达下降, 可
能是因为直接或间接影响Livin的活性, 拮抗其

发挥抑制胃癌细胞凋亡的功能, 在胃癌中Smac/
DIABLO表达量的多少并不一定能反应恶性程

度的高低.  
值得一提的是, 本研究中Western b lo t结

果显示细胞内Smac/DIABLO蛋白的表达与其

mRNA的表达有显著差异, 一致性较差. Smac
属于细胞正常的基因表达, 其mRNA和蛋白的

表达量不一致表明其表达强度受到许多外界

因素的影响 ,  可能是转录后存在其他一些调

节因素的作用 ,  例如原癌基因或抑癌基因如

■名词解释
1 IAP: 一类对凋
亡信号具有抑制
作用的调控因子. 
2 Smac: IAP的主
要对抗物, 有促进
凋亡作用. 

表  1  Livin及Smac/DIABLO在胃癌组织中的表达与临床病理特性的关系

     	
参数              	  n

                       Livin                        
χ2值	      P 值

               Smac/DIABLO           
χ2值              P 值

      

	            	                阳性 (n )  阳性率(%)      	                                       阳性 (n )   阳性率(%) 

年龄 

    30-50		  14	 11	 78.57          1.38         >0.05	         9           64.29        0.35          >0.05

    50-70		  46	 41	 89.13			         33           71.74

    ≥70		  15	 12	 80.00         		        11           73.33

性别  

    男		  48	 42	 87.50          0.13         >0.05	       35           72.92        0.33          >0.05

    女		  27	 22	 81.48    			         18           66.67

TNM分期 

    Ⅰ+Ⅱ		  29	 24	 82.76          0.03         >0.05	       22           75.86        0.62          >0.05

    Ⅲ+Ⅳ		  46	 40	 86.96			         31           67.39

浸润深度

    T1  T2		  35	 29	 82.86          0.32         >0.05	       26           74.29        0.41          >0.05

    T3  T4		  40	 35	 87.50                   

肿瘤大小(cm) 

    ≥5		  31	 27	 87.10          0.00         >0.05	       23           74.19        0.13          >0.05

    <5            	 44	 37	 84.09             		        31           70.45

分化程度

    高中分化 	 13	   7	 53.85          9.60         <0.01	       10           76.92        0.04          >0.05

    低分化      	 62	 57	 91.94  			         43           69.35

淋巴结转移

    有             	 53	 49	 92.45          5.51         <0.05	       36            67.92        0.66          >0.05

    无             	 22	 15	 68.19			         17            77.27

Lauren's分型

    肠型          	 32	 28	 87.50          0.02        >0.05	       27           84.38        5.06    0.01<P<0.05

    弥散型      	 43	 36	 83.72                  		        26            60.65
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bc l-2、p53等通过其蛋白与凋亡相关基因启动

子、转录后加工修饰或翻译调控区的特定序

列结合, 影响凋亡相关蛋白的表达, 发挥对其

下游caspase家族的作用效应 [27]. 故推测在胃

癌中, 一方面胃癌中异常升高的L i v i n通过与

Smac/DIABLO蛋白结合引起Smac/DIABLO蛋

白表达减少, 对抗其家族其他成员如X I A P或
survivin和Smac/DIABLO之间的相互作用, 间
接发挥抗凋亡作用[28]. 另一方面可能存在其他

各种抑制因子作用于Smac/DIABLO的翻译或

之后的蛋白的水平, 使某些细胞没有对mRNA
进行有效翻译, 或者翻译过程中存在蛋白表达

丢失的现象, 导致两个表达水平上的调控机制

的不平衡.  
随着对肿瘤相关基因研究的不断深入 , 

越来越多的抑癌基因被相继发现 .  P T E N又

名TEP1(TGF-β-regulated and epithelial cell 
enriched phosphatase)基因和MMAC1(muted 
in multiple advanced cancers)基因[29]. 是1997
年由3个实验室分离鉴定并统一命名而确认

的新的候选抑癌基因. PTEN基因位于染色体

10q23.3,全长200 kb, 有9个外显子和8个内含

子, PTEN第5外显子编码的122-132位氨基酸

序列与酪氨酸磷酸酯酶或丝 /苏氨酸、酪氨

酸双特异磷酸酯酶催化中心的氨基酸序列高

度一致 .  酪氨酸磷酸酯酶能够拮抗蛋白质酪

氨酸激酶的生长刺激作用, PTEN蛋白与酪氨

酸磷酸酯酶有相同的功能. PTEN基因与抑癌

功能相关的结构域主要是氨基端的磷酸酶结

构域、脂质结合C2结构域和羧基端结构域 . 
PTEN的N端辅助蛋白与神经突触小泡的运输

有关; 张力蛋白为一种细胞骨架蛋白, 在细胞

聚集黏着时, 在锚着点通过黏着斑与肌动蛋白

细丝形成复合体, 共同参与细胞生长调节, 并
在肿瘤细胞浸润、血管发生及肿瘤转移中起

到一定作用 [30-31]. PTEN蛋白能与肌动蛋白纤

维细丝发生局部黏附, 参与细胞的黏附聚集而

抑制肿瘤细胞的浸润及转移. 本研究结果显示, 
PTEN蛋白表达于正常胃组织, 在胃癌中未观

察到其特异表达, 推测PTEN基因可能在正常

胃组织中发挥抑制肿瘤的作用. 
以往研究显示, Livin和Smac/DIABLO基因

之间的表达存在相互拮抗的负反馈调节关系[32]. 
本研究结果未显示出两者之间存在某种明确的

相关性, 可能是因为Livin与Smac/DIABLO相互

作用的同时还直接或间接受多种因素如死亡受

体、caspase酶、线粒体及其他凋亡抑制蛋白等

的影响, 参与不同的相关传导通路信号的调节, 
导致两者在胃癌发生发展的不同阶段和不同病

理类型中的表达水平及作用地位存在差异. 此
外, 癌前病变的细胞对细胞凋亡信号刺激是有

反应的, 细胞增生和凋亡相互间是有联系的, 促
凋亡基因和凋亡抑制基因在肿瘤发生过程中均

可表达上调[33]. 在对检测结果进行分析时, 我们

发现Livin与Smac基因相对拷贝数的比值在正常

胃组织与胃癌组织之间及胃癌进展过程中成单

向的上升趋势.  胃癌中Livin与Smac基因的表达

比具有多大的临床意义, 是我们下阶段研究中

所要观察和探讨的方向之一. 
本研究中S a m c在L a u r e n ' s分型为肠型

(84 .38%)和弥漫型胃癌(60 .65%)中的表达水

平呈现一定差异(0.01<P <0.05). 可能是由于肠

型胃癌往往伴有p53基因的突变[34], 突变型p53
使bax表达下调, 粒体膜通透性减低, 进而导致

Samc释放障碍. Samc表达水平在肠型胃癌和弥

漫型胃癌中存在差异提示两型胃癌可能在演进

过程中对凋亡信号的反应敏感性有所不同, 体
现了“肿瘤的异质化”. 但Samc能否为胃癌的

分型提供分子病理学依据, 尚需大量进一步深

入研究.  
胃癌中凋亡抑制基因及促凋亡基因表达产

物间的相互抑制, 相互调节, 组成了复杂的肿瘤

抑制及促进网络. 应用实时荧光定量PCR对检

测凋亡相关基因的表达, 可以由较少的细胞数

量得到更加可信的结果, 敏感性和特异性高, 简
便易行, 使其应用于临床胃癌的早期诊断和预

后分析成为可能. Livin特异性高表达于各阶段

的胃癌组织, 提示其存在贯穿于胃癌的发生发

展过程, 可能在癌细胞的生长、增殖、凋亡过

程中起到广泛的直接或间接促进作用, PTEN在

维持细胞正常生长, 抑抵制癌因素上发挥一定

作用. Smac/DIABLO与Livin相互抑制, 两者的

表达失调可能是胃癌发生发展过程中的一个重

要环节.   
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第九次全国消化系疾病学术会议征文通知   

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2009-12-04/06在广州市召开第九次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下: 

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. (1)功能性胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流

病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; (5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性肠病; (7)胃肠激素; (8)

消化疾病介入治疗; (9)青年委员会专场(全部用英文交流).

2      征文要求 

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、

单位及邮编, 论文文责自负. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下

(1964-11后出生). (2)凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文不予受理. (3)通过本次

会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议不接受书面投稿. 要求作者本人通过会议网站上传稿件并留下联

系方式, 会议网址: http://www.csgd.org.cn. (4)截稿日期: 2009-09-15.

希望各地委员积极、认真组织所在地区医生踊跃投稿并参会.


