
■背景资料
胃癌是世界上常
见 的 恶 性 肿 瘤
之一 .  浮舰蛋白
(flotillin, FLOT)
在 1 9 9 7 年 被
Schulte等首先报
道, 同年, Bickel
等 在 筛 选 脂 筏
新 的 标 记 分 子
时 ,  从鼠肺组织
膜提取物中分离
到一类蛋白 ,  将
其命名为FLOT. 
F L O T 分 为
FLOT1和FLOT2, 
FLOT1是最近发
现与多种肿瘤的
发生发展密切相
关 .  因 此 ,  研 究
FLOT1在胃癌中
的作用机制十分
重要. 
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of flotillin-1 
(FLOT1) protein in gastric cancer and analyze their 
correlation with pathological characteristics 
and prognosis. 

METHODS: We detected the FLOT1 expression 
in fresh gastric cancer samples and matched 
adjacent noncancerous tissue samples by 
real-time florescence quantitative PCR (qRT-
PCR) (n = 16) and Western blot analysis (n 
= 16). Additionally, immunohistochemistry 
was performed to examine FLOT1 protein 
expression in paraffin-embedded gastric 
carcinoma t issues and matched normal 
specimens from 187 gastric cancer patients. 
Statistical analyses were applied to evaluate the 
associations of FLOT1 expression with clinical 
parameters and prognosis.

RESULTS: FLOT1 mRNA and protein levels 
were evidently up-regulated in gastric cancer 
tissues compared with adjacent non-cancerous 
t i s sue samples (13/16 ; 12/16) . FLOT1 
expression in gastric cancer tissues was 
significantly higher than that in corresponding 
adjacent normal tissues (92.35% vs 26.67%, P 
< 0.05). Expression of FLOT1 in tumor tissue 
was not significantly associated with gender, 
age, tumor size, differentiation status or tumor 
location. However, elevated FLOT1 expression 
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■研发前沿
FLOT1蛋白在体
内广泛表达 ,  参
与肿瘤的生成、
浸润、转移和预
后等过程 .  因此
胃癌与FLOT1的
关系值得进一步
研究 .  FLOT1有
望成为胃癌的早
期诊断指标和治
疗靶点.

was strongly correlated with depth of invasion 
(P = 0.000), lymph node metastasis (P = 0.000), 
distant metastasis (P = 0.000), and AJCC stage 
(P = 0.016). Elevated FLOT1 cases had a poor 
prognosis. 

CONCLUSION: FLOT1 expression is significantly 
correlated with depth of invasion and distant 
metastasis. FLOT1 may be used as an early 
diagnostic marker and therapeutic target for 
gastric carcinoma.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨浮舰蛋白-1(flotillin-1, FLOT1)在
胃癌组织中的表达水平及其与预后相关的
临床意义. 

方法: 分别运用荧光定量P C R和We s t e r n 
b lo t方法检测16组新鲜胃癌及癌旁组织中
FLOT1 RNA和FLOT1蛋白的表达情况; 采用
免疫组织化学法检测187例胃癌及癌旁石蜡
组织中FLOT1的表达水平. 分析FLOT1蛋白
的表达与胃癌患者临床病理特征及预后的
关系. 

结果: FLOT1 RNA和FLOT1蛋白在新鲜
胃癌组织中均呈高表达 (13 /16 ;  12 /16) . 
FLOT1在胃癌组织中的阳性表达率高于癌
旁正常组织(92.35% vs  26.67%, P <0.05); 
F L O T1蛋白的表达与胃癌患者的性别、

年龄、肿瘤大小、肿瘤分化程度和肿瘤位
置均无关(P >0.05), 仅与肿瘤浸润深度(P  = 
0.000)、肿瘤淋巴结转移(P  = 0.000)、肿瘤
远处转移(P  = 0.000)和肿瘤AJCC临床分期
(P  = 0.016)有关. FLOT1高表达预示患者预
后较差. 

结论: FLOT1过表达可能与胃癌的侵袭转移
及预后密切相关, 有望成为胃癌的早期诊断
指标和治疗靶点. 

© 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: 目前肿瘤的TNM分期尚不能很准确

的判断患者的预后, 本研究采用荧光定量PCR、
Western blot和免疫组织化学法检测胃癌组织浮

舰蛋白-1(flotillin-1, FLOT1)的表达水平. 并分析

FLOT1与临床病理、生存预后的关系, 结果表明

FLOT1高表达可能与胃癌的侵袭转移及预后密

切相关. 
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0  引言

胃癌属高发肿瘤, 近年来胃癌的发病有低龄

化趋势[1], 但其早期诊断、治疗及预后仍不理

想, 因而为胃癌的早期诊断及治疗寻找有效的

生物学标志物成为当前的研究焦点. 最近研究

表明, 浮舰蛋白-1(flotillin-1, FLOT1)在乳腺癌
[2]和食管癌[3]中表达均上调并与其临床病理特

征密切相关, 而且FLOT1高表达的乳腺癌和食

管癌患者预后较差. 国内外现在对FLOT1在胃

癌方面的报道甚少, 本研究采用免疫组织化

学、Western blot和实时荧光定量PCR(real-time 
quantitative PCR, qRT-PCR)方法检测FLOT1在
胃癌及癌旁组织中的表达情况, 并初步探讨其

表达与临床病理特征及预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2015-05在南昌大学第一附属医

院行手术患者的16例新鲜胃癌及癌旁组织(距
癌灶距离>5 cm). 选择南昌大学第一附属医院

病理科2007-01/2008-06经手术切除, 并且病理

诊断确诊为胃癌的石蜡包埋组织200例, 所选

病例均为首次发现, 术前均未行放化疗. 最后

获得完整随访资料157例, 其中男85例, 女72例, 
年龄27-89岁, 平均年龄63.25岁±1.21岁. 另外

选取30例癌旁组织, 有两位高年资经验丰富的

病理医师指导收集病理标本和阅片. 上述标

本采集均由患者本人知情同意并通过医院伦

理委员会审核通过. 蛋白提取试剂盒(碧云天), 
RNA提取试剂盒(碧云天), FLOT1单克隆抗体

(Abnova公司), qRT-PCR分析仪9700(美国ABI
公司), FluorChem FC2凝胶成像分析系统(美国

■相关报道
Song等研究认为, 
FLOT1的过表达
与食管癌的分化
程度、TNM分期
及淋巴结转移相
关 ,  而FLOT1高
表达的患者预后
明显较低表达者
差. Lin等研究发
现调低FLOT1的
表达可以抑制乳
腺癌细胞的增殖.
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Alpha Innotech公司). 
1.2 方法

1.2.1 qRT-PCR检测胃癌组织中FLOT1 mRNA
的表达: 采用TRIzol试剂提取胃癌及癌旁组

织中总RNA. 采用紫外分光光度计测定浓度. 
首先将T R I z o l法获得的R N A进行逆转录成

cDNA. 逆转录的反应条件为: 16 ℃ 30 min, 
42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 将cDNA稀释100倍, 
参20 μL反应体系: SYBR 10 μL、FLOT1上下

游引物各1 μL、cDNA 6 μL及H2O2 2 μL. 反应

条件: 95 ℃ 10 min, 随后95 ℃ 15 s, 59 ℃ 60 s, 40
个循环. 根据获得的Ct值按统计学分析FLOT1
在胃癌及癌旁组织中FLOT1 mRNA的表达情

况. GAPDH基因作为内参检测. 
1.2.2 Western blot检测胃癌组织中FLOT1蛋白

的表达: 提取组织总蛋白, Bradford比色法测定

蛋白浓度. 取40 μg变性蛋白质加入十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)80 V进行电

泳, 30 min后指示剂进入分离胶, 电压调制120 
V继续电泳1 h, 电转膜仪转移到PVDF膜上. 
5%脱脂奶粉封闭2 h后滴加兔抗人FLOT1单克

隆抗体(1∶200)和鼠抗人GAPDH单克隆抗体

(1∶800), 在4 ℃下孵育过夜. 用T-TBS洗涤液

洗膜后, 加入HRP标记的抗兔、抗鼠二抗(1∶
2000)室温下孵育60 min. 洗涤后采用ECL化学

发光显色试剂盒反应, 在暗室中压片, 然后显

影、定影; 扫描仪扫描显色带. 
1.2.3 EliVisionTM plus免疫组织化学染色检测: 
石蜡切片脱蜡、水化, PBS冲洗3次×3 min; 高
温高压抗原修复; 加3%H2O2溶液, 室温下孵育

10 min, 以阻断内源性过氧化物酶; PBS冲洗3
次×3 min; 加第一抗体(1∶400), 室温下孵育

60 min; PBS冲洗3次×5 min; 加聚合物增强剂(试
剂A), 室温下孵育20 min; PBS冲洗3次×3 min; 加
酶标抗鼠聚合物(试剂B), 室温下孵育30 min; 
PBS冲洗3次×3 min; 加新配制的DAB显色液, 
显微镜下观察3-10 min, 阳性显色为棕黄色; 自
来水冲洗, 苏木素复染, 0.1%盐酸分化, 自来水

冲洗, PBS冲洗返蓝; 梯度酒精脱水干燥中性树

脂封片. 实验中以胃癌标本做阳性对照, PBS代
替FLOT1抗体作为阴性对照. 
1.2.4 结果判定: 免疫组织化学采用Greenspan
半定量法对细胞染色强度及阳性细胞百分率

进行评分[4-6]. 细胞不着色为0分, 基本不着色

(淡黄色)为1分, 中等着色(棕黄色)为2分, 强着

色(棕褐色)为3分. 着色细胞占计数细胞百分

比率0者, 记0分, <10%为1分, 10%-50%为2分, 
>50%为3分. 将每张切片着色程度得分与着

色细胞百分率得分相乘, 既得阳性系数. 阳性

系数<4分定义为FLOT1低表达, ≥4分定义为

FLOT1高表达. 
1.2.5 生存分析: 根据对所有患者随访结果进

行生存时间或无瘤生存时间的分析, 得出不同

FLOT1表达患者的生存时间或者无瘤生存时

间的差异和生存曲线. 随访采用电话随访或者

复查方式进行. 随访截止时间为2015-03. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进行

统计分析, 有序分类计数资料之间的比较以秩和

检验, 无序多分类计数资料之间的比较以χ2检验

或Fisher确切概率法, 相关性分析采用Spearman
相关分析, 生存分析采用Kaplan-Meier、Log-rank
检验, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 qRT-PCR检测FLOT1mRNA在组织中的

表达 利用qRT-PCR检测16例胃癌及癌旁组织

FLOT1 mRNA的表达, FLOT1 mRNA在胃癌组

织中的相对表达量3.12±0.10, 而在癌旁组织

中相对表达量0.81±0.11, 差别具有统计学意

义(P <0.05).
2.2 Western blot检测FLOT1蛋白在组织中的

表达 Western blot检测16例胃癌及癌旁组织, 
FLOT1在胃癌组织中的相对表达量0.82±0.15, 
癌旁组织相对表达量0.23±0.11, 差别具有统

计学意义(P <0.05, 图1). 
2.3 免疫组织化学检测FLOT1蛋白在组织中的

表达 免疫组织化学染色显示, 在157例胃癌和

30例癌旁组织中, 大部分均检测到有FLOT1表

N1   C1   N2    C2   N3     C3   N4    C4

FLOT1

GAPDH

N5   C5   N6    C6   N7     C7   N8    C8

FLOT1

GAPDH

图  1  Western blot测胃癌及癌旁组织中FLOT1蛋白的表达. 
N: 癌旁组织; C: 胃癌组织. FLOT1: 浮舰蛋白-1.

■创新盘点
本研究在蛋白及
mRNA水平上检
测胃癌及癌旁组
织中FLOT1的表
达 ,  分析FLOT1
高表达与临床病
理参数之间的相
关性 ,  并进一步
探讨FLOT1与胃
癌生存期的关系, 
为其临床综合诊
治提供依据.
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达, FLOT1在胞膜胞质均有表达(图2), 157例胃

癌组织中FLOT1阳性率92.35%(145/157), 癌旁

组织中FLOT1阳性率26.67%(8/30). FLOT1蛋
白在胃癌中高表达107例(68.15%), 低表达50例
(31.85%)(表1, 图2).
2.4  FLOT1在胃癌组织中的表达与临床特征

的关系 从FLOT1的表达与临床特征关系的研

究中可以看出: FLOT1的表达与年龄、性别、

肿瘤大小、肿瘤分化程度和肿瘤位置均无相

关(P >0.05), 而与肿瘤浸润深度、淋巴结转移

情况、远处转移情况(包括肝、肺、横结肠、

胰腺、腹膜和骨转移)和AJCC临床分期有关

(P <0.05)(表1). 
2.5 FLOT1表达与患者预后的关系 FLOT1高表

达胃癌患者中位总生存时间20.00 mo, 低表达

组中位总生存时间64.00 mo; FLOT1高表达胃

癌患者中位无瘤生存时间15.00 mo, 低表达组

中位无瘤生存时间60.21 mo. 不同FLOT1表达

程度患者的无瘤生存时间和总生存时间均存

在显著性差异(P <0.05)(表2, 图3).  

3  讨论

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一, 死亡率居

所有肿瘤第2位, 极大地危害人类的健康[7,8]. 根据

2008年癌症统计结果, 我国大陆地区人群胃癌发

A B

C D

图  2  胃癌组织FLOT1免疫组织化学染色(×400). A, B: 癌旁胃黏膜组织; C, D: 胃癌组织. FLOT1: 浮舰蛋白-1.

■应用要点
FLOT1在胃癌的
发生发展中发挥
了 重 要 的 作 用 , 
FLOT1可能成为
治疗胃癌的一个
新的靶点.

图  3  FLOT1表达与胃癌患者生存预后的关系. A: 无瘤生

存时间; B: 总生存时间. FLOT1: 浮舰蛋白-1.
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病率和死亡率均仅次于肺癌, 位居第2位[9,10], 高
于世界平均水平[11,12]. 大多数患者在确诊时已

属中晚期, 治疗效果不佳, 预后很差. 因此, 运
用现代生物学技术探寻胃癌早期诊断和治疗

分子标志物是目前胃癌基础研究热点之一, 也
是未来转化医学研究的重点[13-16]. 

脂筏(lipid raft)是细胞质膜上富含胆固醇

和鞘磷脂的微结构域, 其内聚集着包括表皮生

长因子受体(epidermal growth factor receptor, 
EFGR)等大量蛋白质分子. 脂筏可以通过动态

聚集、募集及靶向运输作用为蛋白分子提供

功能平台并参与细胞信号的转导[17-19]. 脂筏中

的蛋白质大致分为两种: 信号转导相关蛋白和

结构蛋白, 其中FLOT1是脂筏的主要结构蛋白

之一. 大量研究[20-25]发现FLOT1参与细胞信号传

导, 细胞内吞和细胞黏附. 近来研究[2,3,26-29]发现

FLOT1与肿瘤的发生发展密切相关. Li等[30]在

舌癌中证实FLOT1呈高表达, 且与患者的预后

密切相关. 另外, FLOT1在乳腺癌组织中表达

也明显增强, 与临床病理特征如肿瘤的分期、

远处转移等显著相关; 进一步体外体内功能实

验发现, 调低FLOT1的表达可通过激活Akt信
号通路促进FOXO3a的表达上调, 从而抑制乳

腺癌细胞的增殖[1]. 
本实验通过qRT-PCR、Western blot和免

疫组织化学方法检测临床胃癌及癌旁组织中

FLOT1的表达情况, 发现FLOT1在胃癌组织中

呈明显高表达, 这与国外文献报道[31]相符. 通过

对患者临床资料的分析可知FLOT1的表达与胃

癌患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤位置

均无相关. Song等[3]研究发现FLOT1与食管癌

的分化程度有关, 而本研究发现FLOT1的表达

与胃癌分化程度无关, 提示FLOT1在不同恶性

肿瘤的发生发展中所发挥的作用不同. 进一步

分析发现FLOT1高表达与肿瘤浸润深度、淋巴

结转移阳性率、远处转移阳性率和AJCC临床

分期呈正相关, 提示FLOT1蛋白高表达可能与

胃癌的侵袭转移密切相关, 这与FLOT1在其他

恶性肿瘤中的作用相似[3,30]. 然而, FLOT1在胃

癌中的作用机制还不清楚, 我们将在下一步的

实验中探讨FLOT1的上游调控基因、下游调控

基因及可能参与调控的信号通路. 
总之, 本研究结果提示: FLOT1在大部分

胃癌中高表达, 而且与胃癌的侵袭转移密切相

关, 很可能是胃癌的一个新的标志物, 为胃癌

的早期诊断和治疗提供新的靶点. 
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