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  摘 要:目的 探讨胃癌患者癌组织中DNA依赖性蛋白激酶基因(PRKDC)、叉头框K1(FOXK1)和视黄

酸相关孤儿受体α(RORα)水平与TNM分期及微卫星不稳定(MSI)的关系。方法 选取2019年3月至2021
年2月在该院胃肠外科行手术治疗的102例患者,术后病理检查均确诊为胃腺癌。根据胃癌TNM分期标准将

纳入研究的患者分为Ⅰ期11例、Ⅱ期35例、Ⅲ期56例。对所有胃癌患者癌组织DNA进行 MSI检测,并且进

行癌组织PRKDC、FOXK1、RORα表达水平检测,以半定量的方式对癌组织细胞的染色强度和染色细胞进行

评分。相关性分析采用多元线性回归分析。根据 MSI检测结果将纳入研究的胃癌患者分为 MSI组和微卫星

稳定(MSS)组,然后对两组间癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα表达情况进行比较。结果 Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ
期胃癌患者癌组织的PRKDC、FOXK1、RORα表达水平比较,差异有统计学意义(P<0.05),且胃癌患者癌组

织PRKDC、FOXK1表达水平:Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期,胃癌患者癌组织的RORα表达水平:Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期。胃

癌患者癌组织中PRKDC、RORα表达水平与TNM 分期均存在相关性(P<0.05)。根据 MSI检测结果,MSS
组52例,MSI组50例。MSS组癌组织中PRKDC、FOXK1表达水平均低于 MSI组(P<0.05),RORα表达水

平高于 MSI组(P<0.05)。PRKDC、FOXK1在 MSI组中的阳性表达率高于 MSS组(P<0.05)。胃癌患者癌

组织中PRKDC、FOXK1与MSI均存在相关性(P<0.05)。结论 不同TNM分期的胃癌患者其癌组织PRK-
DC、FOXK1、RORα表达水平存在差异,胃癌患者癌组织中PRKDC、RORα表达水平与TNM分期均存在相关

性。MSI的胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1表达水平会升高,RORα表达水平会降低,胃癌患者癌组织中

PRKDC、FOXK1与 MSI均存在相关性。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

DNA-dependent
 

pro-
tein

 

kinase
 

gene
 

(PRKDC),forkhead
 

frame
 

K1
 

(FOXK1)
 

and
 

retinoic
 

acid-related
 

orphan
 

receptor
 

α
 

(RORα)
 

in
 

the
 

cancer
 

tissues
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

and
 

the
 

TNM
 

staging
 

and
 

microsatellite
 

instability
 

(MSI).
Methods A

 

total
 

of
 

102
 

patients
 

who
 

underwent
 

surgery
 

in
 

the
 

department
 

of
 

gastrointestinal
 

surgery
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

March
 

2019
 

to
 

February
 

2021
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.All
 

patients
 

were
 

diagnosed
 

as
 

gastric
 

adenocarcinoma
 

by
 

postoperative
 

pathology.According
 

to
 

the
 

TNM
 

staging
 

standard
 

of
 

gastric
 

cancer,the
 

pa-
tients

 

included
 

in
 

the
 

study
 

were
 

divided
 

into
 

11
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅰ,35
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅱ,and
 

56
 

cases
 

of
 

stage
 

Ⅲ.MSI
 

of
 

cancer
 

tissue
 

DNA
 

in
 

the
 

patients
 

was
 

tested
 

and
 

PRKDC,FOXK1,and
 

RORα
 

expression
 

levels
 

were
 

measured
 

through
 

the
 

scores
 

which
 

combined
 

the
 

staining
 

intensity
 

and
 

stained
 

cells
 

in
 

a
 

semi-quantita-
tive

 

manner.Correlation
 

analysis
 

was
 

performed
 

using
 

multiple
 

linear
 

regression
 

analysis.According
 

to
 

the
 

MSI
 

test
 

results,the
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

MSI
 

group
 

and
 

microsatellite
 

stable
 

(MSS)
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group,and
 

then
 

the
 

expressions
 

of
 

PRKDC,FOXK1
 

and
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissues
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared.Results There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC,FOXK1
 

and
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ,Ⅱ
 

and
 

Ⅲ
 

gastric
 

cancer
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC
 

and
 

FOXK1
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer:stage
 

Ⅰ<stage
 

Ⅱ<Ⅲ
 

stage,the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissue
 

of
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer:stage
 

Ⅰ>stage
 

Ⅱ>stage
 

Ⅲ.The
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

PRKDC
 

and
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

were
 

correlated
 

with
 

TNM
 

staging
 

(P<0.05).According
 

to
 

the
 

MSI
 

test
 

results,there
 

were
 

52
 

cases
 

in
 

the
 

MSS
 

group
 

and
 

50
 

ca-
ses

 

in
 

the
 

MSI
 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC
 

and
 

FOXK1
 

in
 

cancer
 

tissue
 

in
 

MSS
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

MSI
 

group
 

(P<0.05),and
 

RORα
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

MSI
 

group
 

(P<0.05).The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

PRKDC
 

and
 

FOXK1
 

in
 

MSI
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

MSS
 

group
 

(P<0.05).There
 

were
 

correlations
 

between
 

PRKDC,FOXK1
 

and
 

MSI
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).
Conclusion The

 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC,FOXK1,and
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

TNM
 

stages
 

were
 

different.The
 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC
 

and
 

RORα
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

gas-
tric

 

cancer
 

patients
 

were
 

correlated
 

with
 

TNM
 

stage.The
 

expression
 

levels
 

of
 

PRKDC
 

and
 

FOXK1
 

in
 

the
 

cancer
 

tissue
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

MSI
 

will
 

increase,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

RORα
 

will
 

de-
crease.There

 

is
 

a
 

correlation
 

between
 

PRKDC
 

and
 

FOXK1
 

in
 

the
 

cancer
 

tissue
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

MSI.
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lite
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  胃癌属于消化系统恶性肿瘤,生存率低,是全球

癌症相关死亡的主要原因之一[1]。截至目前,胃癌的

病理机制尚未完全阐明。因此,探讨关于胃癌发生发

展调控的关键分子,有助于早期胃癌的诊断和晚期胃

癌的靶向治疗。DNA 依赖性蛋白激酶基因(PRK-
DC)是DNA修复机制的重要组成部分。PRKDC在

多种肿瘤中表达上调或下调,在多种癌前细胞中也有

异常表达,提示PRKDC在肿瘤发生中可能起重要作

用[2]。叉头框K1(FOXK1)是FOX转录因子的家族

成员。其表达水平升高可促进肿瘤细胞增殖、周期转

换等;研究发现FOXK1在多种实体瘤中高度表达,包
括胃癌等,参与这些肿瘤的发生和发展[3]。有研究表

明FOXK1的表达水平升高与胃肠道肿瘤的生长和侵

袭存在紧密的关系,可作为此类肿瘤的治疗靶点[4]。
视黄酸相关孤儿受体(RORα)在人体脂肪、骨骼肌和

脑组织中含量较高[5],研究发现,RORα可调节糖代

谢、炎症反应、癌症等[6]。微卫星状态是人类基因组

中低于10个核苷酸的短重复序列,约占总基因的

10%。微卫星不稳定(MSI)首先在遗传性非息肉病性

直肠癌中发现,后来在乳腺癌和子宫内膜癌中发

现[7]。目前,MSI在胃癌中被发现的研究甚少,本研

究拟通过探讨胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和

RORα水平与TNM分期及 MSI的关系,旨在为临床

胃癌的诊治提供新的方向。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年3月至2021年2月在

本院胃肠外科行手术治疗的102例患者,术后病理检

查结果均确诊为胃腺癌,且无肿瘤家族遗传史,术前

均未进行放化疗。其中男64例,女38例;年龄44~
76岁,平均(59.17±5.12)岁。根据国际抗癌联盟

(UICC)于2010年制定的胃癌TNM分期标准将所有

患者分为Ⅰ期11例、Ⅱ期35例、Ⅲ期56例。纳入标

准:(1)通过病理检查确诊为胃腺癌,符合美国癌症联

合委员会(AJCC)与国际抗癌联盟(UICC)联合制定

的第7版恶性肿瘤TNM 分期、日本第14版《胃癌处

理规约》及我国原卫生部2011年版《胃癌诊疗规范》
的诊断标准;(2)术前未进行放化疗等相关治疗;(3)
临床资料完整;(4)术前均进行胃镜检查;(5)无精神

和认知障碍。排除标准:(1)合并其他肿瘤;(2)手术

切除不完整;(3)患有心、肝、肾等重要脏器功能障碍;
(4)不配合研究;(5)中途退出研究。所有患者均签署

知情同意书。本研究符合《赫尔辛基宣言》,经本院伦

理委员会审批通过。

1.2 方法

1.2.1 MSI检测 采用饱和氯化钠法提取组织

DNA。反应体积为20
 

μL,含引物0.4
 

μmol/L,10×
变性裂解缓冲液2

 

μL,脱氧核糖核苷三磷酸200
 

mmol/L,TaqDNA聚合酶1单位,基因组DNA
 

200
 

ng。反应条件:95
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

45
 

s,55
 

℃
 

45
 

s,72
 

℃
 

60
 

s,共35个循环,72
 

℃延伸10
 

min。

PCR产物按1∶5的比例与变性裂解缓冲液混合。97
 

℃变性10
 

min,立即将放入冰水中。160
 

g/L聚丙烯
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酰胺凝胶电泳4
 

h,电泳后银染。如果与正常组织相

比,胃癌和癌前病变组织中有额外的DNA等位片段

或等位片段游动,则可判断为 MSI。如果没有,则是

微卫星稳定(MSS)。

1.2.2 PRKDC、FOXK1、RORα表达水平检测 将

固定在10%中性甲醛溶液中并包埋在石蜡中的样品

切成4
 

μm厚的薄片,用二甲苯脱蜡并逐渐用乙醇水

合。切片在柠檬酸钠缓冲液中煮沸15
 

min以进行抗

原修复。在3%双氧水中浸泡10
 

min,去除内源性酶。
每片组织加50

 

μL山羊血清,封闭半小时。弃山羊血

清,分别加入50
 

μL兔抗人PRKDC单克隆抗体、鼠抗

人FOXK1单克隆抗体、RORα一抗孵育,4
 

℃过夜。
第2天,弃一抗后,加入二抗,孵育半小时,滴下DAB
显色剂,显微镜下观察组织颜色。后苏木精复染。依

次经70%、80%、90%、95%无水乙醇各5
 

min,二甲苯

20
 

min后,用中性树脂封膜。在显微镜下观察PRK-
DC、FOXK1和RORα蛋白表达水平。

1.2.3 结果判定 由3位医生分别进行阅片,并对

不同意见的病例进行了观察和讨论,以达成一致意

见。根据染色强度和染色细胞百分率进行表达水平

评估。随机选取3个10×物镜大小的视野进行肿瘤

细胞免疫染色半定量评估:0分为阴性,1分为弱阳

性,2分为中等阳性,3分为强阳性;染色范围等级得

分:0~1%为0分;>1%~25%为1分;>25%~
50%为2分,>50%~75%为3分,>75%~100%为

4分;根据上述两项得分的总和,将其分为3组:0~1
分为阴性表达,>1~4分为弱阳性表达,>4~7分为

强阳性表达。阳性表达包括弱阳性表达和强阳性表

达。

1.3 统计学处理 采用SPSS26.0进行数据分析。
计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检

验;计量资料以x±s表示,组间比较采用t检验,多
组间比较采用单因素方差分析;相关性分析采用多元

线性回归分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各期胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和

RORα表达情况比较 Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期胃癌患者癌

组织PRKDC、FOXK1、RORα表达水平比较差异有

统计学意义(P<0.05),胃癌患者癌组织的PRKDC、

FOXK1表达水平:Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期,胃癌患者癌组

织的RORα表达水平:Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期,见表1。

2.2 胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα
表达水平与TNM分期的关系 以胃癌患者TNM分

期(定义“Ⅰ期”=1,“Ⅱ期”=2,“Ⅲ期”=3)作为因变

量,将 各 期 患 者 的 癌 组 织 中 PRKDC、FOXK1 和

RORα表达水平作为自变量,纳入多元线性回归模

型,结果显示,胃癌患者癌组织中PRKDC、RORα与

TNM分期均存在相关性(P<0.05),见表2。

2.3 MSS组和 MSI组胃癌患者癌组织中PRKDC、

FOXK1和RORα表达情况比较 根据 MSI检测结

果为2个组:MSS组52例,MSI组50例。MSS组胃

癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1表达水平均低于

MSI组(P<0.05),RORα表 达 水 平 高 于 MSI组

(P<0.05),见表3。
表1  各期胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和

   RORα表达水平比较(x±s,分)

胃癌分期 n PRKDC FOXK1 RORα

Ⅰ期 11 3.26±0.12 3.16±0.12 6.26±1.23

Ⅱ期 35 4.31±0.14 4.69±1.02 4.25±1.34

Ⅲ期 56 6.32±0.16 6.12±1.13 3.09±0.11

F 3
 

086.911 47.298 65.571

P <0.001 <0.001 <0.001

表2  胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα
   水平与TNM分期的关系

变量 偏回归系数 标准误
标准偏

回归系数
t P

PRKDC 0.482 0.020 0.836 23.539 <0.001

FOXK1 0.028 0.015 0.054 1.921 0.058

RORα -0.068 0.015 -0.135 -4.452 <0.001

表3  MSS组和 MSI组癌组织中PRKDC、FOXK1和

   RORα表达水平比较(x±s,分)

组别 n PRKDC FOXK1 RORα

MSS组 52 3.25±0.13 3.17±0.13 6.27±1.24

MSI组 50 6.35±0.17 6.13±1.14 3.12±0.12

t 103.698 18.602 17.879

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 MSS组和 MSI组胃癌患者癌组织中PRKDC、

FOXK1和RORα免疫组化染色情况 PRKDC的阳

性表达主要表现为细胞质不同程度着色,高表达时亦

会出现细胞核染色;MSS组PRKDC阳性表达率为

26.92%(14/52),MSI组 PRKDC 阳 性 表 达 率 为

78.00%(39/50);MSI组PRKDC的阳性表达率高于

MSS组,差异有统计学意义(P<0.05)。FOXK1的

阳性表达主要表现为细胞核着色;MSI组FOXK1阳

性表达率为72.00%(36/50);MSS组FOXK1阳性表

达率为5.77%(3/52);MSI组FOXK1阳性表达率高

于 MSS组,差异有统计学意义(P<0.05)。MSS组

中RORα的染色强度高于 MSI组。见图1。

2.5 胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα
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水平与 MSI的关系 以 MSI情况(定义“MSS组”=
1,“MSI组”=2)作为因变量,将两组患者的癌组织中

PRKDC、FOXK1和RORα表达水平作为自变量,纳

入多元线性回归模型,结果显示,胃癌患者癌组织中

PRKDC、FOXK1表 达 水 平 与 MSI均 存 在 相 关 性

(P<0.05),见表4。

  注:A为 MSS组PRKDC染色情况;B为 MSI组PRKDC染色情况;C为 MSS组FOXK1染色情况;D为 MSI组FOXK1染色情况;E为 MSS
组RORα染色情况;F为 MSI组RORα染色情况。

图1  MSS组和 MSI组胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα免疫组化染色结果

表4  胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1和RORα
   水平与 MSI的关系

变量 偏回归系数 标准误
标准偏

回归系数
t P

PRKDC 0.306 0.009 -0.951 -35.304 <0.001

FOXK1 0.013 0.006 -0.045 -2.105 0.038

RORα -0.001 0.005 0.005 0.238 0.813

3 讨  论

  胃癌高病死率的原因之一是大部分患者被诊断

时已为晚期,错过了最佳治疗时机[8]。研究发现,胃
癌的标志之一是基因组的不稳定性,这与DNA损伤

存在紧密的关系[9]。在DNA损伤的情况下,细胞周

期可能受信号通路影响,使得细胞增殖减少。而在肿

瘤细胞中,DNA损伤修复途径一般被破坏,导致肿

瘤[10]。胃癌是一种病理机制复杂的恶性肿瘤。侵袭

和转移是胃癌患者死亡和复发的主因。胃癌转移的

途径有包括直接扩散、淋巴结转移、血行转移等。以

上各途径都与很多促进胃癌细胞转移的基因有关,这
些基因参与细胞迁移、上皮间充质转化、细胞外基质

降解等过程[11]。因此,探索预测胃癌侵袭转移的基因

对胃癌侵袭转移的早期诊断和预后判断具有重要的

临床意义。

PRKDC是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,是DNA损

伤修复的关键酶。除修复双链DNA断裂外,其还参

与调节DNA复制、T细胞表面抗原受体重组等[12]。
作为一种转录因子,PRKDC调节某些基因表达,在细

胞程序性死亡的信号转导中发挥重要作用[13]。研究

发现PRKDC表达水平升高,与进展期胃癌和不良预

后有关[14]。FOXK1作为FOX家族的成员,其在癌

症中的作用有待解释[15]。有研究发现,FOXK1具有

癌基因功能,FOXK1的表达水平升高可能促进胃癌

的侵袭[16]。因此,FOXK1可作为一种生物标志物来

辨别具有更多侵袭性表型的胃癌。恶性肿瘤的发生

发展与癌基因的表达密切相关。体细胞的恶性增殖

是恶性肿瘤发生的基础,RORα可参与内源性凋亡途

径,RORα通过调节芳香烃受体核转运样蛋白1基

因、时钟基因的表达,激活大量凋亡蛋白,导致相关凋

亡因子的表达,使细胞凋亡呈现不可逆转的进展[17]。

RORα参 与 胃 癌 的 发 生 发 展,调 节 肿 瘤 细 胞 的

凋亡[18]。
本研究结果显示,胃癌患者癌组织的PRKDC、

FOXK1表达水平:Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期,胃癌患者癌组

织的RORα表达水平:Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期,提示不同

TNM分期的胃癌患者其癌组织的PRKDC、FOXK1、

RORα表达水平存在差异,且PRKDC、FOXK1表达

随TNM 分期的增加而不断降低,RORα表达水平随

TNM 分期的增加而不断升高。进一步分析显示,胃
癌患者癌组织中PRKDC、RORα与 TNM 分期均存

在相关性(P<0.05),提示PRKDC、RORα可作为
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TNM分期的预测因子,随着浸润的加深,PRKDC的

表达水平逐渐升高。肿瘤分化程度越低,PRKDC的

表达水平越高,可能与丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸化激

酶的活性有关。PRKDC可介导肿瘤侵袭相关的多条

信号通路,促进肿瘤侵袭[19]。有课题组应用免疫组化

染色等实验证实RORα在人体胃癌组织中表达水平

显著降低,并且其表达水平与人体胃癌组织的TNM
分期显著相关[20],表明RORα的低表达可能参与胃

癌的发生和发展,与本研究结果一致。胃癌的特征是

宿主的遗传不稳定性,包括癌基因激活和 MSI。由于

MSI在直肠癌和遗传性非息肉病中发现,在肺癌、食
管癌和子宫癌中也有报道,提示 MSI也可能参与胃癌

的发生和发展。MSI是一种短重复DNA序列(微卫

星),发生高频缺失或插入,其是由基因组复制和转录

时错配修复系统发生缺陷引起的,当这些蛋白基因发

生突变时,会沉默相关蛋白的表达,导致 MSI并诱发

肿瘤[21],本研究结果显示,MSS组胃癌患者癌组织中

PRKDC、FOXK1 表 达 水 平 均 低 于 MSI组 (P <
0.05),RORα高于MSI组(P<0.05),提示MSI的胃

癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1表达水平会升高,
RORα表达水平会降低,进一步相关性分析结果显

示,胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1与 MSI均存

在相关性(P<0.05),提示PRKDC、FOXK1可作为

胃癌患者 MSI的预测因子。
综上所述,不同TNM 分期的胃癌患者其癌组织

的PRKDC、FOXK1、RORα表达水平存在差异,胃癌

患者癌组织中PRKDC、RORα与 TNM 分期均存在

相关性。MSI的胃癌患者癌组织中PRKDC、FOXK1
表达水平会升高,RORα表达水平会降低,胃癌患者

癌组织中PRKDC、FOXK1表达水平与 MSI均存在

相关性。
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