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脑型糖原磷酸化酶在人结、直肠肿瘤中的表达

汤　菲，安黎云△，贾克然

（解放军白求恩国际和平医院，河北石家庄０５００８２）

　　摘　要：目的　探讨脑型糖原磷酸化酶（ＧＰＢＢ）在结、直肠肿瘤中表达时间和临床病理参数之间的联系。方法　选取本院４０

例结、直肠癌标本和１８例结、直肠不典型增生腺瘤标本，用自制的特异抗人脑型糖原酸化酶抗体和Ｐ５３抗体，研究ＧＰＢＢ和Ｐ５３

在结、直肠肿瘤中的表达。结果　ＧＰＢＢ在结、直肠癌中的阳性表达率为８０．０％，显著高于结直肠不典型增生腺癌，并且在其中，

重庆不典型增生腺瘤和乳头状腺瘤中先于Ｐ５３基因表达。结论　ＧＰＢＢ是在癌和癌前病变表达的酶，因此可作为预示结、直肠癌

发生的早期生物标记酶。
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　　糖原磷酸化酶（ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｌｈｏｒｙｌａｓｅ，ＧＰ）是糖原分解代

谢的关键酶，人类组织中有３种 ＧＰ同工酶：脑型（ＢＢ）、肝型

（ＬＬ）和肌型（ＭＭ）。国内外已经证实，脑型 ＧＰ（ＧＰＢＢ）对缺

血型心肌损伤的早期诊断及某些消化道肿瘤的病因学研究具

有重要意义。迄今国内尚未见有关用免疫组织化学方法研究

ＧＰＢＢ和消化道肿瘤关系的报道。笔者应用合成的两段ＧＰＢＢ

肽段制备的多克隆抗体来研究 ＧＰＢＢ在结、直肠肿瘤中的

表达。

１　资料与方法

１．１　一般材料　选取本院病理诊断为结、直肠肿瘤的标本５８

例，其中诊断为结、直肠癌的标本４０例，结、直肠腺瘤标本１８

例。结、直肠癌标本中，男１９例，女２１例，年龄３０～７８岁，平

均年龄为５７．６岁；高分化腺瘤１０例，中分化腺瘤２２例，低分

化腺瘤８例。１８例结、直肠不典型增生腺瘤标本，轻度不典型

增生４例，中度不典型增生７例，重度不典型增生７例。

１．２　抗体　应用ＲＡＳＷＩＮ 三维结构分析软件进行ＧＰＢＢ的

立体结构分析，选取两段空间位置上有一定距离的ＧＰＢＢ的特

异性抗原表位氨基酸序列片断，应用多肽抗原合成技术合成具

有８分枝结构的合成肽，免疫新西兰兔得到２种ＧＰＢＢ多肽抗

原的多克隆抗体，分别命名为 ＧＰＢＢＰ１（Ｎ５９０Ｎ６０１，ＲＩＫＲＤ

ＰＡＫＡＦＶＰ）和 ＧＰＢＢＰ２（Ｎ７８６Ｎ８０４，ＡＱＶＤＱＬＹＲＰＫＥＷＴ

ＫＫＶＩＰ）作为一抗。Ｐ５３抗体购自上海长岛生物有限公司，免

疫组织化学ＳＰ试剂购自北京生物有限公司。

１．３　检测方法　标本经甲醛固定、石蜡包埋。石蜡切片（５

μｍ），常规脱蜡至水。加入３％Ｈ２Ｏ２ 室温孵育１５ｍｉｎ。蒸馏

水洗３次。Ｐ５３抗体热修复，电磁炉煮沸后再加热１２ｍｉｎ，放

置冷却（ＧＰＢＢ不需此步）。０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。

用１％ＢＳＡ封闭组织内电荷，室温１５ｍｉｎ。滴加一抗（１∶５０

倍稀释的 ＧＰＢＢＰ１或 ＧＰＢＢＰ２），Ｐ５３为即用型，微波５档１５

ｍｉｎ，４℃过夜。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。滴加生物素标记的二

抗，微波５档１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。滴加ＳＰ复合物，微

波５档１５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。滴加ＰＢＳ４ｍＬ、ＤＡＢ５

ｇ、Ｈ２Ｏ２５μＬ，显色１５ｍｉｎ。苏木素复染１ｍｉｎ，水洗，１％盐酸

乙醇分化，脱水、透明、封固。

１．４　染色评价　按阳性物质的量和颜色深浅分为：“＋＋＋”，

阳性颜色为棕褐色，阳性细胞＞６０％；“＋＋”，阳性颜色为棕黄

色，阳性细胞３０％～６０％；“＋”阳性颜色为黄色，阳性细胞

１０％～３０％；“－”细胞质、核无染色，阳性细胞＜１０％。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，计数资

料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＧＰＢＢＰ１和 ＧＰＢＢＰ２在结、直肠癌中的阳性表达率见表
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１。ＧＰＢＢＰ１和ＧＰＢＢＰ２对结、直肠癌都有表达，但两者之间表

达差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＧＰＢＢＰ１在结、直肠肿瘤中

的阳性产物定位于胞质，见图１～４。ＧＰＢＢＰ１及Ｐ５３在结、直

肠癌和各程度不典型增生腺瘤中的阳性表达的比较见表２。

ＧＰＢＢＰ１在结、直肠癌和结、直肠肿瘤中有显著差异。ＧＰＢＢＰ１

在结、直肠癌中的阳性表达及临床病理联系见表３。

表１　　ＧＰＢＢＰ１和ＧＰＢＢＰ２在结、直肠癌中的表达结果

抗体
结、直肠癌

阳性（狀） 阴性（狀）
阳性率（％） 犘

ＧＰＢＢＰ１ ３２ ８ ８０．０

ＧＰＢＢＰ２ １１ １９ ２７．５ ＜０．００５

表２　　ＧＰＢＢＰ１和Ｐ５３在结、直肠肿瘤中的表达情况（狀）

表达

不典型增生腺瘤

轻度

ＧＰＢＢＰ１ Ｐ５３

中度

ＧＰＢＢＰ１ Ｐ５３

重度

ＧＰＢＢＰ１ Ｐ５３

结、直肠癌

ＧＰＢＢＰ１ Ｐ５３

－ ４ ４ ４ ６ ３ ５ ８ １７

＋ ０ ０ １ １ １ １ １０ ９

＋＋ ０ ０ ２ ０ １ １ １４ ８

＋＋＋ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ８ ６

图１　　ＧＰＢＢＰ１在结、直肠癌中的表达（×２００）

图２　　ＧＰＢＢＰ１在重度不典型增生的表达（×２００）

表３　　ＧＰＢＢＰ１表达与结、直肠癌临床病理相关性（狀）

项目
ＧＰＢＢＰ１

阳性 阴性
阳性率（％） 犘

分化程度

　高分化 ７ ３ ７０．０

　中分化 １８ ４ ８１．１ ＞０．０５

　低分化 ７ １ ８７．５

淋巴结转移

　未见 １６ ２ ８８．９ ＞０．０５

　可见 １６ ６ ７２．７

续表３　　ＧＰＢＢＰ１表达与结、直肠癌临床病理相关性（狀）

项目
ＧＰＢＢＰ１

阳性 阴性
阳性率（％） 犘

性别

　男 １２ ７ ６３．２ ＜０．０５

　女 ２０ １ ９５．２

年龄

　３０～５５ １４ ３ ８２．４ ＞０．０５

　５５～８０ １６ ５ ７６．２

图３　　ＧＰＢＢＰ１在中度不典型增生的表达（×２００）

图４　　ＧＰＢＢＰ１在乳头状腺瘤中的表达（×２００）
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３　讨　　论

糖原磷酸化同工酶以同源二聚体形式存在，单相对分子质

量为９４×１０３，ＧＰ 有 ３ 种同工酶，其中 ＧＰＢＢ 的 ８３％ 与

ＧＰＭＭ具有同源性，８０％与ＧＰＬＬ有同源性，但ＧＰＢＢ的Ｃ终

端分别有２１和１６个氨基酸残基，这就决定了 ＧＰＢＢ的特异

性。因此，应用ＧＰＢＢ作为生物学、免疫组化学研究具有更重

要的意义。并且，国外学者已证实，３种糖原磷酸化酶只有脑

型在腺癌恶性细胞和腺瘤不典型增生区着色，其他两型均不着

色［１］。笔者依据此结论，分析了ＧＰＢＢ的空间立体结构筛选出

两段有特异性抗原表位的氨基酸片段命名为：ＧＰＢＢＰ１和

ＧＰＢＢＰ２。经免疫组织化学研究，ＧＰＢＢＰ１在结、直肠癌中的表

达占决对优势，但 ＧＰＢＢＰ２也可低量表达。笔者用 ＧＰＢＢＰ１

作免疫组织化学研究发现，其在肿瘤组织和部分癌前病变中有

阳性表达，并且发现在某些癌前病变中先于 Ｐ５３ 表达。

ＧＰＢＢＰ１和Ｐ５３在４０例结、直肠癌标本中的阳性表达有显著

差异，ＧＰＢＢＰ１和Ｐ５３在结、直肠癌中的阳性表达区域无明显

差别。ＧＰＢＢＰ１在中、重度不典型增生结直肠腺瘤中表达，并

和腺瘤发展有相关性。不表达ＧＰＢＢＰ１的部位在远离癌旁的

表形正常的黏膜上。而Ｐ５３基因虽然在中、重度不典型增生

结直肠腺瘤中也有表达，但阳性率要低于 ＧＰＢＢＰ１，并且

ＧＰＢＢ１在同一中、重度不典型增生腺瘤标本中高度表达，Ｐ５３

不表 达 或 弱 表 达，这 与 Ｔａｓｈｉｍａ等
［１］报 道 的 有 些 不 符。

ＧＰＢＢＰ１表达的阳性区可以被看作癌前病变的标志。另外，笔

者还发现４０例结、直肠腺瘤标本中，９例乳头状腺瘤有３例

ＧＰＢＢＰ１表达阳性，即 ＧＰＢＢＰ１在３３．３％的乳头状腺瘤上表

达，并且在管状乳头状腺瘤病理标本中，也只在乳头状腺瘤中

表达，而不表达管状腺瘤，这和以前的研究结果有一致性，乳头

状腺瘤的癌变率要高于管状腺瘤，也就是说可能约有３３．３％

的乳头状腺瘤可能起源于 ＧＰＢＢＰ１表达阳性的细胞，而Ｐ５３

基因在此区不表达。因此，对于 ＧＰＢＢＰ１阳性的乳头状腺瘤

应注意其恶变及预后。上述结果与肠正常上皮向癌的恶性转

化和演变过程相一致。ＧＰＢＢＰ１阳性表达随着结、直肠癌恶变

程度的增高有上行趋势。腺瘤到腺癌的发展已被证实是分阶

段发展的过程，而Ｐ５３是抑癌基因，在抗肿瘤中起着重要作

用，它的出现也就是预后不良的标志。ＧＰＢＢＰ１比Ｐ５３更早出

现于癌前病变。因此，本研究为结、直肠癌前病变早期诊断和

预防提供了一项新的分子生物学指标。
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