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■背景资料
溶酶体相关4次跨
膜蛋白β(lysosome 
associated protein 
transmembrane-
4β ,  LAPTM4B )
基因-35蛋白在多
种恶性肿瘤组织
中的表达显著高
于正常组织 ,  其
过表达与肿瘤的
增殖、侵袭和转
移密切相关 .  结
缔组织生长因子
(connective tissue 
g r o w t h  f a c t o r , 
CTGF)在多种肿
瘤 组 织 中 表 达 , 
但在不同的肿瘤
中对侵袭转移及
预后判断的作用
存在争议.
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Abstract
AIM
To detect the expression of lysosome-associated 
protein transmembrane-4β (LAPTM4B) and 
connective tissue growth factor (CTGF) in 
adenocarcinoma of the esophagogastric 
junction (AEG), and to analyze their clinical 
significance.

METHODS
Immunohistochemistry and Western blot 
methods were used to detect the expression 
of LAPTM4B-35 and CTGF in 137 cases of 
AEG tissue samples. The correlation between 
the expression of LAPTM4B-35, CTGF and 
clinicopathologic parameters was analyzed. 
We also analyzed the value of LAPTM4B-35 
and CTGF protein expression in predicting the 
prognosis of AEG patients.

RESULTS
High expression of LAPTM4B-35 was detected 
in 89.1% of AEG tissues. High expression of 
LAPTM4B-35 was more frequently detected 
in cases with distant metastasis (P = 0.011) 
and in stage III or IV cases (P = 0.026). High 
expression of CTGF was detected in 51.1% 
of cases. Patients with high CTGF expression 
s h o w e d a h i g h e r i n c i d e n c e o f d i s t a n t 
metastasis (P = 0.033), and the tumor diameter 
in this group was much bigger than that in 
cases with low CTGF expression (P = 0.021). 
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■研发前沿
LAPTM4B 基因
参与多种恶性肿
瘤的发生与发展
过程 ,  但是在食
管胃交界部腺癌
(adenocarcinoma of 
the esophagogastric 
junction, AEG)中, 
LAPTM4B是否参
与其侵袭转移过
程尚不清楚.

The expression of LAPTM4B-35 was correlated 
with that of CTGF in AEG tissues (r = 0.218; 
P = 0.010). Patients with high LAPTM4B-35 
or CTGF expression had the worst outcome 
in terms of overall survival compared with 
the low expression group (P < 0.001). Cox 
regression analysis of 137 patients showed 
that high LAPTM4B-35 expression (P < 0.001), 
distant metastasis (P < 0.001), lymph nodes 
metastasis (P = 0.007), intravascular cancer 
emboli (P = 0.022), and sex (P < 0.001) were 
independent prognostic factors.

CONCLUSION
The expression of LAPTM4B-35 and CTGF 
in AEG is closely correlated with tumor 
progression and metastasis. LAPTM4B-35 has 
significant value in predicting the prognosis of 
AEG patients.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨溶酶体相关4次跨膜蛋白β(lysosome-
assoc ia ted pro te in t ransmembrane-4β, 
L A P T M4B )基因-35及结缔组织生长因子
(connective tissue growth factor, CTGF)蛋白在
食管胃交界部腺癌组织中的表达及其意义. 

方法
采 用 免 疫 组 织 化 学 染 色 及 蛋 白 印 迹 分
析检测 1 3 7 例食管胃交界部腺癌组织中
LAPTM4B-35及CTGF蛋白的表达情况, 分
析蛋白表达与患者临床病理参数的关系及
对患者预后的影响. 

结果
LAPTM4B-35蛋白在89.1%的食管胃交界部
腺癌组织中呈高表达状态, LAPTM4B-35高
表达组癌细胞发生远处转移(P  = 0.011)、

肿瘤进展至TNM Ⅲ/Ⅳ期(P  = 0.026)显著多
于低表达组. CTGF蛋白在51.1%的癌组织
中呈高表达状态, CTGF高表达组发生远处
转移(P  = 0.033)、肿瘤直径>5 cm(P  = 0.021)
均多于低表达组. 癌组织中LAPTM4B-35
蛋白与CTGF蛋白表达之间呈正相关关系
(r  = 0.218, P  = 0.010). 单因素生存分析显示
LAPTM4B-35、CTGF蛋白高表达的患者其
术后生存时间分别显著低于LAPTM4B-35、
CTGF蛋白低表达的患者(双侧log-rank检验, 
P<0.001). LAPTM4B-35蛋白表达(P<0.001)、
发生远处转移(P <0.001)、淋巴结转移(P  = 
0.007)、查见脉管癌栓(P  = 0.022)及患者性
别(P <0.001)是影响食管胃交界部腺癌患者
的独立预后因子. 

结论
LAPTM4B-35及CTGF蛋白的高表达与肿瘤
的侵袭转移及不良预后密切相关. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 食管胃交界部腺癌(adenocarcinoma 
of the esophagogastric junction, AEG)对人类健

康的危害越来越受到重视. 本研究发现溶酶体

相关四次跨膜蛋白β(lysosome-associated protein 
transmembrane-4β, LAPTM4B )-35及结缔组织生

长因子蛋白在AEG组织中的高表达与肿瘤的侵

袭转移密切相关, 同时LAPTM4B 基因-35蛋白

表达是影响AEG患者预后的独立因素, 这有助

于揭示AEG的发生发展机制, 为探讨AEG治疗

新途径提供依据. 
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0  引言

近年来胃癌(gastr ic carcinoma, GC)的发病

率和死亡率在世界范围内明显下降 [1 ,2],  但
是食管胃交界部腺癌(adenocarcinoma of the 
esophagogastric junction, AEG)作为一种独立

的临床病理类型, 其发病率和死亡率反而有

明显上升的趋势[3,4]. 大多数AEG确诊时已进
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■相关报道
LAPTM4B 基因
可 能 通 过 激 活
c-myc 、c-fos 、
c-jun 等原癌基因
表达, 上调cyclin 
D 1 和 c y c l i n  E
等细胞周期 ,  调
节蛋白表达 ,  抑
制 肿 瘤 细 胞 凋
亡 ,  促 进 P I 3 K /
AKT、表皮生长
因子受体信号通
路活化等机制增
强肿瘤细胞的增
殖与侵袭能力.

展至晚期, 因此其五年生存率常低于30%. 肿
瘤细胞的浸润和转移是导致患者预后不良的

重要原因[5], 因此研究与肿瘤侵袭、转移相关

的分子机制并寻找相应的靶向治疗途径, 是目

前研究的重要内容. 溶酶体相关四次跨膜蛋白

β(lysosome-associated protein transmembrane-
4β, LAPTM4B )基因是近年来发现的癌基因, 
LAPTM4B-35蛋白在多种实体肿瘤组织中表

达上调, 促进肿瘤细胞增殖、侵袭和转移, 抑
制肿瘤细胞凋亡, 诱导肿瘤细胞自噬等, 与多

种肿瘤的预后不良相关[6]. 结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor, CTGF )是CCN
家族的成员之一, 研究[7,8]发现CTGF高表达与

结肠癌、胃癌等多种恶性肿瘤的浸润和转移

相关. 因此, 本研究通过免疫组织化学染色、

蛋白印迹分析研究AEG组织中LAPTM4B-35
及CTGF蛋白的表达及其与肿瘤侵袭、转移的

关系, 为揭示AEG侵袭、转移的机制, 寻找新

的治疗靶点等提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料  收集滨州医学院附属医院存档的

AEG病例137例, 其中男性105例, 女性32例, 平
均年龄58.1岁(31-78岁), 肿瘤的直径、分化程

度、淋巴结转移、远处转移、TNM分期及脉

管内癌栓等临床病理参数如表1. 患者术前均

未接受放疗、化疗及生物治疗. 本研究经过医

院伦理委员会批准, 所有患者均签署知情同意

书. 手术切除的AEG标本均经4%中性福尔马

林固定, 石蜡包埋, 4 µm切片备用. 10例-80 ℃
冻存的肿瘤标本进行蛋白印迹分析, 验证免疫

组织化学染色结果. 
1.2 方法

1.2.1 二步法免疫组织化学染色: 4 μm的石蜡

切片经二甲苯脱蜡, 梯度酒精水化, 3%的H2O2

封闭内源性过氧化物酶后进行抗原修复(高压

锅热修复, EDTA, pH 8.0, 3 min). 滴加一抗(兔
抗人LAPTM4B-35多克隆抗体购自北京博奥

森生物技术有限公司, 工作浓度为1∶100; 鼠
抗人CTGF单克隆抗体购自R&D公司, 工作浓

度为1∶100). 辣根过氧化物酶标记的通用型

二抗(PV-9000, 购自北京中衫金桥有限公司)检
测一抗, DAB显色. 用已证实的LAPTM4B-35
及C T G F染色阳性、阴性的组织为对照, 用
PBS代替一抗为空白对照. 
1.2.2 免疫组织化学染色结果判定: LAPTM4B-35

蛋白染色定位于胞浆和胞膜, CTGF蛋白染色定

位于胞浆, 最终染色结果分为低表达与高表达. 
首先判断染色强度并评分如下: 0 = 阴性表达, 1 
= 弱表达(浅棕色), 2 = 强表达(棕色至深棕色); 
判断染色范围并评分如下: 0 = 无阳性染色细胞

或阳性染色细胞比例≤10%, 1 = 11%-50%的细

胞染色为阳性, 2≥50%的细胞染色为阳性. 染色

强度与染色范围评分相加, 根据评分之和将染

色结果分为低表达与高表达: 低表达 = 评分之

和为0、1, 高表达 = 评分之和为2、3、4. 
1.2.3 蛋白免疫印迹实验: -80 ℃冰箱中保存的

AEG组织及癌旁组织各50 mg, 加入预冷的裂

解液, 提取蛋白质, 测定蛋白质浓度后, 每孔加

入50 μg蛋白样品进行电泳, PVDF转膜, 脱脂奶

粉封闭后加入一抗(兔抗人LAPTM4B-35多克

隆抗体, 工作浓度为1∶300; 鼠抗人CTGF单克

隆抗体, 工作浓度为1∶1000), 4 ℃过夜, 加二

抗, 室温孵育1 h, ECL显影, β-actin为内参对照. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行

数据分析. 卡方检验χ2分析LAPTM4B-35、
CTGF蛋白表达与临床病理参数之间的关系, 
蛋白表达对生存率的影响采用Log-rank检验

并做Kaplan-Meier生存曲线进行单因素生存分

析. 建立多因素Cox回归模型分析影响生存的

独立预后因素. P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 AEG组织中LAPTM4B-35、CTGF蛋白

的 表 达 情 况  免疫组织化学染色结果显示

LAPTM4B-35蛋白染色定位于癌细胞胞浆(图
1A), 137例AEG中, 癌细胞LAPTM4B-35蛋白

高表达122例(122/137, 89.1%), 低表达15例
(15/137, 10.9%). CTGF蛋白染色定位于癌细

胞胞浆(图1B), 137例AEG中, 癌细胞中CTGF
蛋白高表达70例(70/137, 51.1%), 低表达67
例(67/137, 48.9%). 癌旁组织中LAPTM4B-35
及C T G F在胃黏膜腺体中均呈不表达或低

表达(图1C, 1D). 蛋白免疫印迹实验证实了

LAPTM4B-35蛋白及CTGF蛋白在AEG组织内

表达, AEG组织与癌旁组织相比LAPTM4B-35
蛋白及CTGF蛋白的表达差异有统计学意义

(P <0.001, 图2). 
2.2 LAPTM4B-35蛋白在AEG组织中的表达

与患者临床病理参数的关系 LAPTM4B-35
蛋白呈高表达的患者中有38例发生远处转移

(38/122, 31.1%), LAPTM4B-35蛋白呈低表达
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■创新盘点
本 研 究 提 示
LAPTM4B-35蛋
白的异常高表达
参 与 了 A E G 的
发 生 发 展 过 程 , 
LAPTM4B-35蛋
白高表达的患者
术 后 生 存 时 间
显著少于该蛋白
低 表 达 的 患 者 , 
LAPTM4B-35蛋
白 表 达 是 影 响
AEG患者预后的
独立因子.

的患者中0例发生远处转移 ,  二者之间存在

显著差异(P  = 0.011); LAPTM4B-35蛋白呈高

表达的患者中有104例T N M分期为Ⅲ/Ⅳ期

(104/122, 85.2%), LAPTM4B-35蛋白呈低表

达的患者中有9例TNM分期为Ⅲ/Ⅳ期(9/15, 
60%), 二者之间存在显著差异(P  = 0.026). 但是

患者的年龄、性别、肿瘤直径、分化程度、

是否查见脉管癌栓及是否发生淋巴结转移在

LAPTM4B-35蛋白高表达与低表达患者之间

的差异无统计学意义(表1). 
2.3 CTGF蛋白在AEG组织中的表达与患者临

床病理参数的关系 CTGF蛋白高表达的患者

与低表达的患者相比较, 发生远处转移更常

见(35.7% vs  19.4%), 二者之间存在显著差异

(P  = 0.033); CTGF蛋白呈高表达的患者中有

48例肿瘤直径超过5 cm(48/70, 68.6%), CTGF
蛋白呈低表达的患者中有33例肿瘤直径超过

5 cm(33/67, 49.3%), 二者之间差异具有显著性

(P  = 0.021); 在中高分化的肿瘤组织中CTGF蛋
白表达水平更高(60.3% vs  43.2%), 其差异具有

统计学意义(P  = 0.046). 但是患者的年龄、性

别、TNM分期、是否查见脉管癌栓及是否发

A B

C D

图  1  免疫组织化学染色结果(×200). A: LAPTM4B-35蛋白在AEG组织中的表达; B: CTGF蛋白在AEG组织中的表

达; C: LAPTM4B-35蛋白表达在癌旁组织中呈阴性; D: CTGF蛋白表达在癌旁组织中呈阴性. AEG: 食管胃交界部腺癌; 

LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因; CTGF: 结缔组织生长因子.
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图  2  蛋白免疫印迹实验结果. A: LAPTM4B-35蛋白在AEG组织及癌旁组织中表达, 分子量约35-kD; B: CTGF蛋白在

AEG组织及癌旁组织中表达, 分子量约38-kD. bP<0.0001, AEG组织vs癌旁组织. β-actin为内参对照. AEG: 食管胃交界

部腺癌; LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因; CTGF: 结缔组织生长因子. 
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■应用要点
本研究有助于揭
示AEG这一特殊
肿瘤类型的发生
发展机制 ,  为探
讨AEG新的有效
的治疗途径提供
理论依据.

生淋巴结转移在CTGF蛋白高表达与低表达患

者之间的差异无统计学意义(表1). 
2.4 AEG组织中LAPTM4B-35与CTGF蛋白表

达的相关性分析 免疫组织化学染色结果显示, 
LAPTM4B-35蛋白呈低表达的15例AEG组织

中, 其中12例CTGF蛋白表达也呈低表达(12/15, 
80%), LAPTM4B-35蛋白高表达的122例胃癌

组织中, 其中67例CTGF蛋白呈高表达(67/122, 

54.9%), LAPTM4B-35蛋白与CTGF蛋白表达之

间呈正相关关系(r  = 0.218, P  = 0.010, 表2). 
2.5 AEG组织中LAPTM4B-35、CTGF蛋白表达

的单因素生存分析 单因素生存分析结果显示: 
AEG组织中LAPTM4B-35蛋白高表达、CTGF蛋
白高表达的患者其术后生存时间分别显著低于

LAPTM4B-35蛋白低表达、CTGF蛋白低表达的

患者(双侧Log-rank检验, P<0.001, 图3). 

表  1   LAPTM4B-35、CTGF蛋白表达与患者临床病理特征之间的关系

     

n
LAPTM4B-35

P 值
CTGF

P 值
低 高 低 高

年龄(岁)  0.3711 0.359

  ≤55   40   6   34 22 18

  >55   97   9   88 45 52

性别  1.0001 0.887

  男 105 12   93 51 54

  女   32   3   29 16 16

肿瘤直径(cm) 0.110 0.021

  <5   56   9   47 34 22

  ≥5   81   6   75 33 48

分化 0.622 0.046

  中高分化   63   6   57 25 38

  低分化   74   9   65 42 32

淋巴结转移  0.4181 0.106

  阴性   18   3   15 12   6

  阳性 119 12 107 55 64

远处转移  0.0111 0.033

  阴性   99 15   84 54 45

  阳性   38   0   38 13 25

脉管癌栓  0.7591 0.463

  阴性   37   3   34 20 17

  阳性 100 12   88 47 53

TNM分期  0.0261 0.142

  Ⅰ+Ⅱ   24   6   18 15   9

  Ⅳ+Ⅲ 113   9 104 52 61

1Fisher's精确概率法. LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因; CTGF: 结缔组织生长

因子.

表  2  AEG组织中LAPTM4B-35、CTGF蛋白表达的相关关系

     

n
LAPTM4B-35

P 值 r 值
低 高

CTGF 0.010 0.218

低 67 12 55

高 70   3 67

AEG: 食管胃交界部腺癌; LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因; CTGF: 结缔组织生

长因子.
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■名词解释
食管胃交界部腺
癌 是 指 累 及 食
管 - 胃 交 界 处 的
腺癌.

2.6 AEG患者预后影响因子的多因素分析 建立

Cox比例风险模型进行预后多因素分析, 结果

发现LAPTM4B-35蛋白表达(P <0.001)、发生

远处转移(P <0.001)、淋巴结转移(P  = 0.007)、
查见脉管癌栓(P  = 0.022)及患者性别(P <0.001)
是影响A E G患者的独立预后因子(表3). 而
CTGF蛋白表达、患者年龄、肿瘤直径、分化

程度、TNM分期等因素未进入方程. 

3  讨论

2000年世界卫生组织出版的《Pathology and 
Genetics of Tumors of the Digestive System》中

将食管胃交界部腺癌作为一种独立的肿瘤类型

将其与食管癌和胃癌区分开. 研究[3]发现虽然

在世界范围内食管癌和胃癌的发病率呈下降趋

势, 但是食管胃交界部腺癌的发病率上升较快, 
其发病机制和生物学特征均表现出与远端胃癌

及食管癌之间存在明显差异, 因此将其作为一

种独立的肿瘤类型进行研究是非常必要的. 
LAPTM4B基因是由北京大学医学部刘

军建、邵根泽等通过荧光差异显示技术筛选

出来的一条在成人正常肝组织中表达很低而

在大多数肝癌组织中表达高度上调的cDNA
片段 [9]. 该基因定位于8q22.1, 包含7个外显

子, 6个内含子, 编码分子量为35-kD(317aa)和
24-kD(226aa)的2个溶酶体4次跨膜蛋白. 目前

大量的研究结果发现LAPTM4B-35蛋白在多

种恶性肿瘤组织中, 如肝癌[10,11]、肺癌[12]、乳

腺癌[13]、胰腺癌[14]、结肠癌[15]、卵巢癌[16]、

宫颈癌[17]等表达显著高于正常组织, 其过表达

与肿瘤的增殖、侵袭和转移密切相关. 我们前

期研究也发现LAPTM4B-35蛋白在胃癌组织

中表达显著升高, 并与患者预后不良密切相

关[18], 这与Cheng等[19]研究结果是一致的. 在
本研究中, LAPTM4B-35蛋白在89.1%的AEG
组织中呈高表达状态, 肿瘤细胞LAPTM4B-35

表  3  AEG患者COX比例风险模型预后多因素分析

     变量 B SE RR(95%CI) P 值

LAPTM4B-35表达

高vs低 2.344 0.604 10.427(3.191-34.072) <0.001

远处转移

阳性vs阴性 0.935 0.239 2.547(1.594-4.071) <0.001

淋巴结转移

阳性vs阴性 1.358 0.506   3.890(1.444-10.477)   0.007

脉管癌栓

阳性vs阴性 0.668 0.291 1.950(1.103-3.449)   0.022

性别

男vs女 1.165 0.261 3.207(1.922-5.350) <0.001

AEG: 食管胃交界部腺癌; LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因.
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图  3  单因素生存分析生存曲线. A: AEG组织中LAPTM4B-35蛋白低表达的患者其术后生存时间显著长于高表达的

患者, Log-rank值为18.739, P <0.001; B: AEG组织中CTGF蛋白低表达的患者其术后生存时间显著长于高表达的患者, 

Log-rank值为6.315, P  = 0.012. AEG: 食管胃交界部腺癌; LAPTM4B: 溶酶体相关4次跨膜蛋白β基因; CTGF: 结缔组织生

长因子.
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蛋白高表达与低表达相比更多患者肿瘤发生

远处转移, 进展至TNM Ⅲ/Ⅳ期的病例更多. 
LAPTM4B基因可能通过激活c-myc、c-fos、
c-jun等原癌基因表达, 上调cyclin D1和cyclin 
E等细胞周期调节蛋白表达 [20,21],  抑制肿瘤

细胞凋亡, 促进P I3K/A K T[22]、表皮生长因

子受体信号通路活化[23,24]等机制增强肿瘤细

胞的增殖与侵袭能力. 因此本研究结果提示

LAPTM4B-35蛋白的异常高表达参与了AEG
的发生发展过程, 同时还发现LAPTM4B-35蛋
白高表达的患者术后生存时间显著少于该蛋

白低表达的患者, LAPTM4B-35蛋白表达是影

响AEG患者预后的独立因子. 
CTGF是CCN家族的成员之一, 广泛表达

于人类多种组织中, 参与创伤愈合、血管生

成等生命活动, 还可调节细胞与细胞外基质的

相互作用. 近年来发现CTGF在多种肿瘤组织

中表达, 但在不同的肿瘤中对侵袭转移及预后

判断的作用存在争议. 我们前期的研究报道

CTGF的高表达与胃癌的侵袭转移密切相关[25], 
这与乳腺癌[26]、结肠癌[7]中CTGF的研究结果

一致, 但也有部分研究[27]认为CTGF低表达促

进肿瘤的侵袭转移. 本研究中发现CTGF高表

达的患者与低表达的患者相比, 更多发生远处

转移, 肿瘤的体积更大. CTGF是转化生长因子

β(transforming growth factor beta, TGF-β)的重

要靶基因[28]. TGF-β在肿瘤中起双向调节作用, 
在肿瘤发生的早期TGF-β是肿瘤抑制基因, 但
是随着肿瘤进展, 其肿瘤抑制作用消失, 转而

促进肿瘤转移[29,30]. AEG患者由于其症状不典

型, 患者确诊时往往已经是进展至晚期, 因此

可能通过TGF-β上调CTGF的表达, 从而促进

肿瘤的侵袭转移. 研究还发现CTGF蛋白过表

达能活化Wnt/β-catenin信号通路, 上调cyclin 
D1等. CTGF在AEG中发挥促进作用的确切机

制尚需更深入的实验证实. 
本研究还发现LAPTM4B-35蛋白与CTGF

蛋白表达呈正相关关系. 在我们前期的研究中

发现LAPTM4B-35蛋白过表达可能降低细胞

与细胞之间的黏附, 促进上皮细胞向间质细胞

转化(结果尚未发表). 而CTGF是TGF-β的重要

靶基因, TGF-β能诱导细胞发生上皮-间质转

化(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT), 
与肿瘤的侵袭密切相关. 因此LAPTM4B-35与
CTGF在AEG的侵袭转移中, 二者之间作用的

关系及其机制尚需进一步研究. 
总之, 本研究首次在AEG这一独立的肿

瘤类型中研究LAPTM4B-35及CTGF蛋白的

表达, 发现LAPTM4B-35及CTGF蛋白的高表

达与肿瘤的侵袭转移密切相关, 高表达的患

者术后生存时间明显比低表达患者短, 同时

LAPTM4B-35蛋白表达还是影响AEG患者的

独立预后因素 .  在接下来的研究中 ,  尚需对

LAPTM4B-35及CTGF促进肿瘤侵袭转移的机

制进行探讨, LAPTM4B-35及CTGF之间的关

系及其内在机制也需要进行深入研究, 这将有

助于揭示AEG的发生发展机制, 为探讨AEG新

的、有效的治疗途径提供理论依据. 
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