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胃癌患者血清CCL2、ANXA2含量与癌细胞

浸润性生长的相关性研究
王薇  布力布·吉力斯汉  许春蕾  赛福丁·柯尤木*

(新疆医科大学第三临床医学院(附属肿瘤医院)消化内科, 乌鲁木齐 830011)

摘要      该文旨在探讨胃癌患者血清CC趋化因子配体2(CCL2)、膜联蛋白A2(ANXA2)含量与

癌细胞浸润性生长的相关性 , 并分析其与胃癌临床病理特征的关系。选择187例胃癌患者为研究

对象 , 并选择153例正常人群为对照组 , 使用酶联免疫吸附试验 (ELISA)法检测所有研究对象血清

CCL2、ANXA2含量, 分析组间临床病理特征(癌细胞分化程度、浸润程度和是否发生淋巴结转移等)
及CCL2、ANXA2水平差异。采用qRT-PCR技术检测胃癌组织及癌旁组织中癌细胞浸润性生长相

关基因Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin、Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP的表达。分析组

间血清CCL2、ANXA2水平差异, 以及不同CCL2、ANXA2水平下外泌体Exosomes蛋白及Cripto-1、
ZEB1、Snail、Vimentin、Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP基因的表达差异。使用免疫组织

化学SP染色法检测全部研究对象中CCL2、ANXA2含量 , 分析各组间差异。胃癌组血清CCL2、
ANXA2水平显著高于对照组 (P<0.05); 患者的性别、年龄、胃癌分型等数据在CCL2、ANXA2水
平上作对比 , 无显著差异 (P>0.05), 患者的分化程度、浸润深度和淋巴结是否转移等数据在CCL2、
ANXA2水平上作对比 , 具有显著性差异 (P<0.05); 高水平CCL2组、高水平ANXA2组Exosomes蛋
白及上皮–间质转化 (EMT)基因 (Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin)、增殖基因 (Piwil2、STOML2、
BCL2、Smo、XIAP)表达分别显著高于低水平CCL2组、低水平ANXA2组 (P<0.05); 胃癌组织中

EMT基因 (Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin)、增殖基因 (Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP)
表达显著高于癌旁组织(P<0.05)。研究结果表明, 血清CCL2、ANXA2水平与胃癌患者癌细胞的浸

润性呈正相关, 高水平表达的CCL2、ANXA2与胃癌细胞浸润性生长等生物学行为密切相关。
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Correlation between Serum CCL2 and ANXA2 Levels and 
Invasive Growth of Cancer Cells in Patients with Gastric Cancer

WANG Wei, BULIBU·Jilisihan, XU Chunlei, SAIFUDING·Keyoumu*
(Department of Gastroenterology, the Third Clinical Medical College of Xinjiang Medical University (Affiliated Cancer Hospital), 

Urumqi 830011, China)

Abstract       This study is aimed to investigate the correlation between the contents of CCL2 (CC motif che-
mokine ligand 2) and ANXA2 (annexin A2) and the invasive growth of cancer cells in patients with gastric cancer, 
and to analyze their relationship with the clinicopathological characteristics of gastric cancer. With 187 gastric 
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cancer patients as the research objects and 153 normal people as control group, ELISA (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) method was used to detect the serum levels of CCL2 and ANXA2 in all research objects. The clini-
copathologic features (cancer cell differentiation, invasion and lymph node metastasis) and the levels of CCL2 and 
ANXA2 among the groups were analyzed. The expression of Cripto-1, ZEB1, Snail, Vimentin, Piwil2, STOML2, 
BCL2, Smo, and XIAP in gastric cancer tissues and para-cancer tissues was detected by qRT-PCR, and the serum 
levels of CCL2 and ANXA2 were analyzed. Expression differences of Exosomes, Cripto-1, ZEB1, Snail, Vimentin, 
Piwil2, STOML2, BCL2, Smo and XIAP at different CCL2 and ANXA2 levels were analyzed. Immunohistochemi-
cal SP staining was used to detect the levels of CCL2 and ANXA2 in all subjects and analyze the differences among 
groups. Serum levels of CCL2 and ANXA2 in gastric cancer group were significantly higher than those in control 
group (P<0.05). The gender, age, gastric cancer type and other data of the patients had no significant differences in 
CCL2 and ANXA2 levels (P>0.05). The degree of differentiation, the depth of infiltration and the lymph node me-
tastasis showed significant differences in CCL2 and ANXA2 levels (P<0.05). The expression of Exosomes, Crip-
to-1, ZEB1, Snail, Vimentin, Piwil2, STOML2, BCL2, Smo and XIAP in high CCL2 and high ANXA2 groups were 
significantly higher than those in low CCL2 and low ANXA2 groups (P<0.05). Exosomes, Cripto-1, ZEB1, Snail, 
Vimentin, Piwil2, STOML2, BCL2, Smo and XIAP were significantly up-regulated in gastric cancer tissues com-
pared with para-cancer tissues (P<0.05). According to the research results, the levels of serum CCL2 and ANXA2 
are significantly correlated with the infiltration of cancer cells in gastric cancer patients, and the high expression of 
CCL2 and ANXA2 is closely related to the invasive growth and other biological behaviorse of gastric cancer cells.

Keywords        gastric cancer; CCL2; ANXA2; cancer cells; invasive growth

胃癌是临床上较为常见的恶性肿瘤之一, 随着肿

瘤基因技术的开发和研究的逐渐深入 , 致癌基因、抑

癌基因、肿瘤耐药基因等研究取得了跨越式的进展 , 
但是胃癌的发病机制仍不十分明确。CC型修饰趋化

因子配体2(CC chemokine ligand 2, CCL2)属于趋化因

子CC家族成员 , 可募集肿瘤相关巨噬细胞 , 促进肿瘤

血管形成 , 调节肿瘤免疫应答等。目前 , CCL2被证实

与多种恶性肿瘤有关 , 乳腺癌组织中CCL2 mRNA表

达水平是癌旁组织中的13.18倍[1], 胃癌患者血清CCL2
水平高于健康人群 , 高水平CCL2与胃癌TNM分期

及淋巴结转移呈正相关 [2]。膜联蛋白A2(annexin A2, 
ANXA2)属于外分泌蛋白 , 在具有侵袭特性的癌细胞

中高度表达 , 参与恶性肿瘤新生血管形成、侵袭及转

移过程[3]。现有研究证实, 血清ANXA2水平升高与肺

癌、乳腺癌、肝癌等多种实体瘤发生有关 [4]。本研究

以胃癌细胞增殖相关基因为指标 , 分析胃癌患者血清

CCL2、ANXA2水平与胃癌细胞浸润性生长的关系。

1   资料与方法
1.1   一般资料

本研究经新疆医科大学第三临床医学院伦理

委员会批准 , 所有患者均签署知情同意书。选取

2016年 2月至 2018年 10月在我院首次被确诊为胃

癌的患者187例 , 其中男性112例 , 女性75例。年龄

29~73岁 , 平均年龄为 (52.38±4.67)岁。胃癌组纳入

标准: 组织病理诊断明确; TNM分期明确; 临床资料

完整。排除标准 : 合并其他部位肿瘤 ; 有严重自身

免疫性疾病者。根据Laurén分型: 肠型胃癌96例, 弥
漫型胃癌91例; 分化程度: 中度和高度分化71例, 未
分化和低分化116例; 浸润深度: T1+T2 80例, T3+T4 
107例 ; 远处淋巴结转移68例 , 未发现远处淋巴结转

移119例。另外, 选取同期门诊常规体检人群为对照

组, 入组标准为未发现胃部相关疾病, 且体检结果总

体状况良好; 对照组共153例, 其中男性99例, 女性54
例, 年龄32~78岁, 平均年龄为(54.05±5.12)岁。

1.2   方法

1.2.1   血清CCL2、ANXA2水平检测      所有受试者

均于清晨空腹采集静脉血5 mL, 室温下静置30 min
后, 取血清于离心管中, 用TGI-16型高速离心机(上
海医用分析仪器厂)于3 000 r/min离心15 min, 取上

清液, 保存于–20 °C低温冰箱(日本三洋电器股份有

限公司)待检。采用美国雅培ARCHIITECT i2000SR
电化学发光微粒子免疫分析仪及仪器配套试剂检测

ANXA2水平, 酶联免疫吸附试验检测CCL2水平。
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1.2.2   癌细胞浸润性生长基因检测      取100 mg新鲜

胃癌标本组织, 加入1 mL Trizol试剂(美国Invitrogen公
司 )提取组织RNA, 利用紫外分光光度法鉴定RNA纯

度和完整性。用逆转录试剂盒 (美国GIBICOL公司 )
将RNA逆转录为cDNA, 利用实时定量PCR系统(定量

7500 PCR仪 , 美国ABI公司 )进行qRT-PCR反应 , 扩增

所用引物分别针对上皮–间质转化(epithelial mesen-
chymal transition, EMT)基因Cripto-1、ZEB1、Snail、
Vimentin和增殖基因Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、
XIAP, 利用Primer Premier 5.0软件设计引物序列, 引物

合成由金斯瑞生物科技有限公司完成 (表1)。反应条

件: 94 °C 预变性5 min; 94 °C变性30 s, 55 °C退火30 s, 
72 °C延伸30 s, 35个循环; 72 °C延伸5 min。取出扩增

产物25 μL, 进行琼脂糖凝胶电泳, 用FR-250电泳仪(上
海复日科技有限公司 )扫描并拍照。以β-actin作为内

参基因 , 于紫外灯下观察结果 , 用2–ΔΔCt法计算EMT基
因、增殖基因的mRNA表达量。

1.2.3   免疫组织化学检测      使用免疫组织化学SP染
色法对所有研究对象中的CCL2、ANXA2分子进行

检测 , 本实验方法使用武汉博士德生物工程公司生产

的DAB显色剂和SP免疫组织化学试剂盒, 实验严格按

照试剂盒说明书操作 , 并以已有组织作为阳性对照。

ANXA2蛋白均定位于肿瘤细胞胞质和胞膜 , 以出现

黄色颗粒为阳性染色 ; CCL2阳性染色大部分定位于

细胞质 , 表现为细胞质中可见明显黄色物质或者棕黄

色物质。结果判定 : 采用双盲法进行阅片 , 由两名独

立研究的人员对实验结果进行判定 , 在显微镜下随机

观察5个视野(×200)并进行阳性细胞计数, 每例组织切

片总共计数不少于1 000个癌细胞 , 并计算阳性细胞

的比例。根据阳性细胞所占的比例进行定义 : 0分为

阴性 , 1分为阳性细胞比例<25%, 2分为阳性细胞比例

为25%~49%, 3分为阳性细胞比例为50%~74%, 4分为

阳性细胞比例>74%。根据染色强度按下列标准进行

评分 : 0分为阴性或与阴性相仿 , 1分为淡黄色 , 2分为

棕黄色, 3分为棕褐色。统计分析时, 将两项得分乘积

≤3定义为弱表达, >3定义为强表达。

1.3   统计学分析

研究资料使用EPidata 3.1软件录入 , 并用SPSS 

基因

Gene
引物序列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

Cripto-1 F: CAT AAA GTA GAA AGC AC

R: CTA GGT GCG TTC AGT G

ZEB1
F: CAT AGT AGA AAA AGC AC

R: CTA GGT GCG TTC AGT G

Snail F: CAT ATA GAA AAG AGC AC

R: CTA GGT TCA TGG CGT G

Vimentin F: CAT AAA GTA GAA AGC AC

R: CTA GGC GTT CAG TGT G

Piwil2 F: CAA ATA GTA GAA AGC AC

R: CTA GGT GAG CTT CAG TG

STOML2 F: CAT ATA GAA AGA AGC AC

R: CTA GGT GTC GCA GTG

BCL2 F: CAT AAA GTA GAG CAC

R: CTA GGT GCA GCG TTA ATG

Smo F: CAT AAA TAG AAA GGC AC

R: CTA GGT GCG TTC AGT G

XIAP F: CAT AAA GAA GTA AGC AC

R: CTA GGT GCG TTC AGT G

U6 F: TAG GGT GCT CGC TTC GGC

R: CTG GTG TCG TGG AGT CG

β-actin
F: GCT GTC CCT GTA TGC CTC

R: GAT GTC ACG CAC GAT

表1   各引物序列信息

Table 1   Sequence information of each primer
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21.0统计软件进行分析 , 计数资料采用均数±标准差

(x
_
±s)表示 , 组间比较采用 t检验。P<0.05表示差异有统

计学意义。

2   结果
2.1   胃癌组、对照组血清CCL2、ANXA2含量对比

胃癌组血清CCL2水平为(103.42±32.61) pg/mL, 对
照组血清CCL2水平为(69.35±16.21) pg/mL, 胃癌组血清

ANXA2水平为(46.15±9.26) pg/mL, 对照组血清ANXA2
水平为(21.01±2.06) pg/mL, 胃癌组CCL2、ANXA2水平

均显著高于对照组, 差异有显著性(P<0.05)(表2)。
2.2   胃癌组织、癌旁组织癌细胞浸润性生长相关

基因表达对比

胃癌组织中Exosomes蛋白以及EMT基因Crip-
to-1、ZEB1、Snail、Vimentin的mRNA相对表达量分

别为3.26±0.52、2.75±0.42、3.56±0.57、2.43±0.32、
2.98±0.43, 均显著高于癌旁组织 (P<0.05)。 胃癌组织

中增殖基因Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP
的mRNA相对表达量分别为2.96±0.43、2.43±0.35、
3.55±0.51、3.16±0.51、3.86±0.62, 均显著高于癌旁组

织(P<0.05)(图1、表3和表4)。
2.3   不同CCL2、ANXA2水平胃癌组织癌细胞浸

润性生长相关基因表达

高水平CCL2组、高水平ANXA2组Exosomes蛋
白及EMT基因 (Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin)、
增殖基因(Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP)的
表达分别显著高于低水平CCL2组、低水平ANXA2
组(P<0.05)(表5)。
2.4   CCL2、ANXA2水平与胃癌病理参数的关系

患者的性别、年龄、胃癌分型等数据在CCL2、
ANXA2水平上作对比 , 无显著差异 (P>0.05), 患者

的分化程度、浸润深度和淋巴结是否转移等数据

在CCL2、ANXA2水平上作对比 , 具有显著性差异

(P<0.05)(表6)。 

表2   胃癌组、对照组血清CCL2、ANXA2含量差异

Table 2   The contect differences of CCL2 and ANXA2 in the serum of gastric cancer group and control group

组别

Group
例数

Number of cases
CCL2水平/pg·mL–1 ANXA2水平/pg·mL–1

CCL2 level /pg·mL–1 ANXA2 level /pg·mL–1

Gastric cancer group 187 103.42±32.61 46.15±9.26

Control group 153   69.35±16.21 21.01±2.06

t - 8.220 24.353

P - 0 0

*P<0.05, 与癌旁组织相比。

*P<0.05 compared with para-cancer tissue.
图1   胃癌组织、癌旁组织中EMT基因的表达对比

Fig.1   Comparison of EMT expression in gastric cancer tissues and para-cancer tissues
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表3   胃癌组织、癌旁组织中Exosomes蛋白和EMT基因(Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin)的表达量对比 
Table 3   Comparison of expression levels of Exosomes protein and EMT genes (Cripto-1, ZEB1, Snail, Vimentin) in 

gastric cancer and para-cancer tissues

组别

Group
例数

Number of cases

相对表达量

Relative expression levels

Exosomes Cripto-1 ZEB1 Snail Vimentin

Gastric cancer 
tissue

187 3.26±0.52 2.75±0.42 3.56±0.57 2.43±0.32 2.98±0.43

Para-cancer tissues 187 1.05±0.16 1.03±0.16 1.06±0.12 0.91±0.11 1.01±0.16

t - 37.888 35.695 40.032 41.899 40.050

P -  0 0 0 0 0

表5   不同CCL2、ANXA2水平胃癌组织Exosomes蛋白、EMT基因、增殖基因表达差异

Table 5   Expression differences of Exosomes protein, EMT genes and proliferation genes in 
gastric cancer tissues with different levels of CCL2 and ANXA2

基因
高水平ANXA2组
(n=85)

低水平ANXA2组
(n=102)

t P
高水平CCL2组(n=89)

低水平CCL2组
(n=98)

t P
Gene

High level ANXA2 
group (n=85)

Low level ANXA2 
group (n=102)

High level CCL2 group 
(n=89)

Low level CCL2 
group (n=98)

Exosomes 4.83±0.69   2.20±0.43 31.843 0 4.85±0.79 1.97±0.40 20.711 0

Cripto-1 3.91±0.67   1.97±0.27 26.763 0 3.98±0.64 1.75±0.21 20.866 0

ZEB1 5.10±0.91   2.52±0.39 25.929 0 5.12±0.96 2.29±0.38 17.339 0

Snail 3.52±0.70   1.70±0.37 22.731 0 3.46±0.58 1.59±0.35 17.687 0

Vimentin 4.31±0.53   2.08±0.31 35.789 0 4.38±0.67 1.84±0.35 21.419 0

Piwil2 4.23±0.68 21.11±0.43 25.894 0 4.25±0.71 1.91±0.45 27.169 0

STOML2 3.36±0.59   2.32±0.31 22.015 0 4.03±0.59 1.13±0.30 42.937 0

BCL2 5.35±0.83   2.37±0.34 32.651 0 5.05±0.86 2.33±0.40 28.142 0

Smo 4.41±0.70   2.32±0.31 27.143 0 3.93±0.61 2.53±0.40 18.713 0

XIAP 5.52±0.57   2.74±0.38 31.647 0 5.22±0.57 2.76±0.37 23.263 0

2.5   CCL2表达上调的机理

在结合ChIP的下一代测序技术鉴定的主要雌激

素受体β(estrogen receptor β, ERβ)标记基因中 , 我们

研究了NF-κB信号 , 它介导早期炎症反应。考虑到

ERβ对NF-κB信号的影响 , 我们从ERβ敲除的胃癌细

胞中提取总蛋白和核蛋白 , 并利用Western blot评估

总IκBα和核p65的水平。结果表明 , IκBα总水平显著

升高, 而p65水平降低(P<0.05)(图2)。
2.6   ANXA2表达上调的机理

为了检测ANXA2过表达和E-cadherin下调对胃

表4   胃癌组织、癌旁组织中增殖基因(Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP)的表达量对比

Table 4    Comparison of expression levels of proliferation genes (Piwil2, STOML2, BCL2, Smo, XIAP) in 
cancer tissues and para-cancer tissues

组别

Group
例数

Number of cases

相对表达量

Relative expression levels

Piwil2 STOML2 BCL2 Smo XIAP

Gastric cancer 
tissue

187 2.96±0.43 2.43±0.35 3.55±0.51 3.16±0.51 3.86±0.62

Para-cancer tissues 187 1.03±0.15 1.03±0.14 0.96±0.15 1.01±0.11 0.95±0.16

t - 39.529 34.641 45.444 38.437 42.390

P - 0 0 0 0 0
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表6  CCL2、ANXA2水平与胃癌病理参数的关系

Table 6  The relationships between the levels of CCL2 and ANXA2 and the clinicopathologic parameters of gastric cancer
临床病理参数

Clinicopathologic 
parameters

分类

Classification
CCL2水平/pg·mL–1

t/F P
ANXA2水平/pg·mL–1

t/F P
CCL2 level /pg·mL–1 ANXA2 level /pg·mL–1

Gender 112 cases of male 102.52±33.65   0.521 0.219 45.12±9.59   0.637 0.132

75 cases of female 103.25±35.62 46.02±9.32

Age >60 years old 103.26±35.47   0.675 0.135 46.15±9.34   0.519 0.225
≤60 years old 103.54±36.59 46.37±9.55

Laurén parting 69 cases of intestinal type 103.54±32.65   0.695 0.124 45.29±8.57   0.749 0.101

Diffuse type (91 cases) 103.75±33.95 46.37±9.84

The degree of 
differentiation

No+low (116 cases) 112.26±36.59   6.594 0 49.51±12.54   9.657 0

Medium+high (71 cases)   95.24±30.52 42.13±6.54

Infiltrating depth T1+T2 (80 cases)   88.52±25.41 12.546 0 51.24±12.05 11.357 0

T3+T4 (107 cases) 115.64±39.57 40.21±6.57

Lymph node 
metastasis

No (119 cases) 119.51±40.21 15.243 0 52.03±13.47 15.243 0

Yes (68 cases)   85.42±36.52 42.15±5.98

A: Western blot分析sh-ERβ的胃癌中IκBα和p65的蛋白表达; B: CHIP样品, 并使用ERβ和p65特异性抗体进行分析; C: PCR技术对免疫沉淀DNA片段和

输入DNA进行分析; D: 用DMSO、PDTC、ERβ-041或ERβ-04加PDTC(NF-κB拮抗剂)对子宫内膜异位症间质细胞24 h后条件培养基中CCL2水平进行

ELISA分析; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比。n.s.: 无显著差异。

A: the expression of IκBα and p65 in sh-ERβ gastric cancer was analyzed by Western blot; B: CHIP sample, ER and P65 specific antibodies were for analy-
sis; C: PCR technique was used for analyzing DNA fragments of immunoprecipitation and input DNA; D: DMSO, PDTC, ERβ-041 or ERβ-04 were added 
to PDTC (NF-κB antagonist) to activate B cells in endometriosis stromal cells. The CCL2 level in the conditioned medium was analyzed by ELISA 24 h 
later. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 compared with control group. n.s.: not significant difference.

图2   CCL2表达上调的机理

Fig.2   Mechanism of CCL2 up-regulation
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癌细胞侵袭是否至关重要, 我们用10 ng/mL的TGF-β
处理胃癌细胞 48 h。Western blot分析结果显示 , 
TGF-β介导ANXA2及其磷酸化形式 (Y23-pANXA2)
上调。E-cadherin(上皮标志物 )表达似乎没有改变 , 

而波形蛋白(间质标志物)表达增加(图3A)。然后, 我
们进行免疫荧光分析 , 以研究TGF-β处理后ANXA2
的亚细胞定位是否改变 (图3B)。差分干扰对比 (dif-
ferential interference contrast, DIC)图像显示, 在TGF-β

A: Western blot检测TGF-β治疗48 h后, 相对于ANXA2(总和磷酸化)、上皮(E-cadherin)和间充质(波形蛋白)标记物的蛋白表达量; B: 免疫荧光检

测ANXA2、E-cadherin和波形蛋白以及DIC的分布; C: 四联免疫荧光检测对照组、TGF-β处理细胞的共聚焦图像、嵌入图像和z轴分析(DAPI/
E-cadherin/Y23-pANXA2/F-actin)。
A: after 48 h of TGF-β treatment, protein expression levels relative to ANXA2 (total phosphorylation), epithelial (E-cadherin) and mesenchymal (Vi-
mentin) markers were detected by Western blot; B: immunofluorescence was used to detect the distribution of ANXA2, E-cadherin, Vimentin and DIC; 
C: confocal images and insert images of the control group, TGF-β processed cells, and z-axis analysis (DAPI/E-cadherin/Y23-pANXA2/F-actin) were 
detected by quad-immunofluorescence assay.

图3   ANXA2表达上调的机理

Fig.3   Mechanisms of ANXA2 up-regulation
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处理的细胞中细胞接触减少 , 表型延长。E-cadherin, 
定位于未处理细胞 (对照组 )的细胞连接处 , 在48 h
内未被降解。这解释了为什么在Western blot中E-
cadherin表达没有明显变化。波形蛋白虽然存在于

HT-29对照组细胞中 , 但在EMT诱导组中表现出更

强烈的染色。在TGF-β介导的细胞中 , 总ANXA2
和Y23-pANXA2定位于对照细胞的细胞连接处 , 在
TGF-β介导的细胞中过表达并重新分布到细胞质

中。众所周知 , EMT会导致细胞连接和顶端 –基底

极性丧失。因此 , 我们通过共聚焦显微镜进一步研

究这些变化。具体来说, 我们对HT-29细胞进行Y23-
pANXA2、E-cadherin和F-actin染色(phalloidin染色)(图
3C)。在对照组细胞中, E-cadherin定位于细胞接触处, 
在TGF-β处理后定位于细胞质中。Y23-pANXA2在
对照组细胞中多定位于根尖膜 , TGF-β处理后分布于

整个细胞。最后 , F-actin染色突出了TGF-β介导的细

胞形状变化(从柱状变为纺锤状)(图3C)。

3   讨论
胃癌是全球发病率排名第四的恶性肿瘤, 位居

癌症死亡原因的第二位, 其在发展中国家新发死亡

病例超过全球的70%[5], 我国胃癌发病率居恶性肿

瘤首位, 晚期胃癌和治疗后复发的患者5年生存率

仅为15%~25%[6], 因此, 很有必要对胃癌转移机制

进行深入研究。

CCL2在炎症反应、血管新生、损伤修复等生

理病理过程中发挥重要作用 , 可趋化单核细胞、树

突状细胞 (dendritic cell, DC)、淋巴细胞等而发挥免

疫调节、促进新生血管形成等作用。CCL2在多种

类型肿瘤组织中均呈现出不同程度的高表达 , CCL2
主要通过募集肿瘤相关巨噬细胞 , 影响其表型和功

能, 促进其参与肿瘤发生和进展, 并调节肿瘤免疫应

答或直接作用于肿瘤细胞参与肿瘤血管形成、侵袭

转移等过程, 促进肿瘤疾病进程。郑张军等[7]的研究

显示 , 胃癌组患者血清CCL2水平高于正常人群 , 胃
癌患者ANXA2阳性率较胃黏膜不典型增生、萎缩

性胃炎、浅表性胃炎患者以及健康人群均高 , 而胃

黏膜不典型增生患者ANXA2阳性率较萎缩性胃炎、

浅表性胃炎患者和健康人高 , 提示胃癌癌前病变时

期 , ANXA2水平已经出现异常升高 , ANXA2是胃癌

早期诊断的敏感指标。胃癌患者ANXA2阳性表达

与胃癌浸润程度、TNM分期、淋巴结转移均有关 , 

提示ANXA2可能参与胃癌发生、浸润、转移等生

理病理过程。本研究中的胃癌组患者血清ANXA2
水平明显升高 , 高于正常人群 , 未分化和低分化胃

癌、T3+T4、淋巴结转移患者血清CCL2、ANXA2
水平分别高于中度分化和高度分化、T1+T2、未发

生淋巴结转移患者 , 验证了ANXA2与胃癌发生有

关。

胃癌的远处转移及复发是导致胃癌患者死亡的

最主要原因 , 也是影响临床疗效和预后的关键因素。

肿瘤细胞获得侵袭性、从原发灶脱离是肿瘤转移侵

袭的关键。这个过程是通过EMT实现的。EMT是指

上皮细胞失去细胞极性 , 转化为间质细胞样形态 , 从
而获得移行能力。在许多肿瘤中都有EMT现象 , 而
且肿瘤细胞EMT的程度直接决定了肿瘤的恶性程

度。为进一步分析血清CCL2、ANXA2与胃癌癌细

胞浸润性生长的关系, 本研究从EMT基因和增殖基因

方面进行研究。肿瘤组织最主要的病理特征为癌细

胞浸润性生长 , 肿瘤各级进程都可能触发EMT表型 , 
EMT与乳腺癌、卵巢癌、胃癌等多种肿瘤的细胞侵

袭、迁移、耐药、干性、预后和复发等都密切相关。

Exosomes被细胞内吞后 , 可触发信号启动细胞内吞噬

过程 [8]; Cripto-1可增强细胞间质表型 , 促进间质表型

分子表达 ; ZEB1和Snail是参与EMT过程的调控转录

因子 , E-cadherin是上皮表型标志基因 , EB1和Snail可
与E-cadherin结合阻碍E-cadherin基因表达 , 抑制细胞

从上皮表型向间质表型转化[9-10]; Vimentin是EMT标志

分子 , 在胃癌中高度表达 , 参与胃癌转移过程 [11]。本

研究中的胃癌组织Exosomes蛋白以及EMT相关基因

Cripto-1、ZEB1、Snail、Vimentin的表达均高于癌旁

组织, 提示病灶内癌细胞的过度EMT与胃癌的发生密

切相关, 进一步分析不同CCL2、ANXA2水平下EMT
基因表达差异, 显示高水平CCL2、ANXA2组EMT基
因表达高于低水平CCL2、ANXA2组 , 提示胃癌患者

高水平CCL2、ANXA2能促进胃癌细胞EMT, 增强癌

细胞运动、迁移、侵袭能力。Piwil2通过拮抗抑癌

基因p53产生促进癌细胞增殖的作用 , 进而促进癌细

胞增殖 [12]; STOML2能增加线粒体膜BCL2表达 , 阻碍

线粒体外膜通透 , 抑制细胞凋亡 , 促进细胞增殖 [13-14]; 
Smo能增强信号通路活性触发细胞内信号转导、激

活转录因子Glil进而促进细胞增殖 ; XIAP通过拮抗

Caspase活性抑制凋亡通路激活, 进而抑制癌细胞凋亡

促进增殖[15]。
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胃癌组织癌细胞增殖相关基因可通过一系列

的调控方式调节细胞的有丝分裂蛋白 , 其功能涉及

细胞周期转换、中心体成熟、纺锤体生成和染色

体分离等生理过程 , 相关研究表明 , 不同胃癌组织癌

细胞增殖相关基因可造成细胞中心体异常扩增、异

倍体形成、染色体不稳定以及细胞恶性转化的病理

行为 , 因此 , 各种肿瘤细胞相关因子的表达及其与生

物学行为的关系日渐引起人们的关注。本研究中

的胃癌组织癌细胞增殖相关基因Piwil2、STOML2、
BCL2、Smo、XIAP的表达均高于癌旁组织 , 提示病

灶内癌细胞过度增殖与胃癌的发生密切相关, 进一步

分析不同CCL2、ANXA2水平下Piwil2、STOML2、
BCL2、Smo、XIAP的表达差异 , 显示高水平CCL2、
ANXA2组Piwil2、STOML2、BCL2、Smo、XIAP表
达高于低水平CCL2、ANXA2组(图4和图5)。提示胃

癌患者中高水平CCL2、ANXA2能促进胃癌增殖基

因表达, 增强癌细胞增殖能力。

综上 , 本研究结果证实 : 胃癌患者血清CCL2、
ANXA2含量均异常升高 , CCL2、ANXA2可能参与

胃癌细胞浸润性生长等过程 , CCL2、ANXA2在胃

癌组织中的高水平表达预示着胃癌患者预后不良。
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