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缩略语表 

 

英文缩写 英文全称 中文全称 

Amp  ampicillin  氨苄西林  

bp base pair  碱基对  

BSA  Bovine serum albumin  牛血清白蛋白  
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dNTP  deoxyribonucleotide triphosphate  脱氧核糖核苷三磷酸  

cm  centimeter  厘米  
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FBS  Fetal bovine serum  胎牛血清  
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GST  Glutathione S-transferase  S-谷胱甘肽 转移酶  

h  Hour 小时  

DTT  dithiothreitol  二硫苏糖醇  

mAb  monoclonal antibody  单克隆抗体  

IBP  IRF-4 binding protein  干扰素调节因子 4 结合蛋白 
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ICC  immunocytochemistry  免疫细胞化学技术 

DMSO  dimethyl sulfoxide  二甲亚砜  

L  litre  升  

M  marker  标准品  



陆军军医大学硕士学位论文 

 2 

mg  milligram  毫克  

Min  Minute  分钟  

ml  millilitre  毫升  

mol/L  mole/litre  /摩尔 升  

mRNA  messenger ribonucleic acid  RNA信使  
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ng  nanogram  纳克  

nM  nanomole  纳摩尔  
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RNase  ribonuclease  核糖核酸酶  

μg  microgram  微克  

PCR  polymerase chain reaction  聚合酶链反应  

WB  Western blot  免疫印迹  

rpm  rotate per minute  每分钟转速  

RNA  Ribonucleic acid  核糖核酸  

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis  聚丙烯酰胺凝胶电泳法  

RT-PCR  Reverse transcription-PCR  PCR反转录  

s  Second  秒  

SPSS  statistical package for social science  社会科学统计软件包  
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A Priliminary Study On The Expression And Significance 

Of IRF-4 Binding Protein (IBP) In Gastric 

Adenocarcinoma 

 

Abstract 

 

Gastric cancer (GC) is already the fourth most common diagnosed cancer in the world 

and the second most fatal cancer in the world.In China,GC is the third most common cause of 

cancer and cancer deaths in both sexes,and the incidence of gastric cancer in China is 

gradually increasing.Since the early diagnosis of gastric cancer is difficult, the survival rate is 

always low,and most patients have late unresectable or metastatic lesions at the time of 

diagnosis.Therefore,the overall clinical outcome of GC patients is still poor, and the 5-year 

survival rate is lower than 30%.The discovery of new biomarkers and their use in 

combination with the diagnosis, staging, and prognosis of traditional cancers will help 

improve the early diagnosis of GC and the care of patients.In particular, the discovery of 

biomarkers capable of early identification of tumor cells and predicting therapeutic response 

can greatly improve the therapeutic effect of GC. 

The interferon regulatory factor 4 binding protein (IBP) is a protein that can be screened 

from the human lymph node cDNA library by the Pernis team in 2002 through a yeast 

two-hybrid technique to bind IRF-4.It is mainly expressed on T lymphocytes and plays an 

important role.IBP is a highly conserved protein in vertebrates with a molecular weight of 

about 75Kd. The coding gene is located on chromosome 6p21.31.It is highly homologous to 

SWAP-70.SWAP-70 plays an important role in B cell activation and Ig subclass 

transformation. IBP is called It is a novel guanine nucleotide exchange factor (GEF).GEFs are 

members of the Dbl protein family and represent regulatory factors for the activation state of 

major Rho GTPases.Rho GTPases play an important role in many biological processes, 

including regulation of cytoskeletal organization,cell cycle progression,and transduction of 

signals from extracellular environments.They have also been shown to contribute to 

pathological processes such as cancer cell migration,invasion and metastasis.In addition,Rho 

GTPases have oncogenic activity, which is associated with increased expression and activity 
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in various cancers, and related reports also indicate that IBPs exhibit GEF activity against 

Rho family GTPases including Rac1, Cdc42, and RhoA. 

The human p53 gene is about 20 kb in length and has 11 exons and introns. It is located 

in the 17th short arm of human chromosome. It has both wild-type and mutant genotypes. Its 

products also have mutant p53 protein and wild-type p53 protein. Two kinds, wild-type p53 

gene can regulate cell growth and apoptosis, and is a tumor suppressor gene. The product p53 

protein is an anti-cancer factor, and its moderate expression can regulate the normal growth 

and development of cells, but the deletion of its coding gene and The mutant p53 protein 

produced by the mutation is positively correlated with the development of many tumors, and 

the available data indicate that it is a cancer-promoting factor.Because the wild-type p53 

protein has a short half-life and is difficult to detect, and the mutant p53 protein has a property 

of being difficult to hydrolyze due to loss of function, and often accumulates in cells, the 

detection of p53 protein by immunohistochemistry is generally a mutation type (In this paper, 

the mutation type p53 is detected, and the following unspecified is referred to as p53). 

Mutations in the p53 gene have been reported to be associated with up to 50% of malignant 

tumor patients. In gastric cancer, the p53 gene is one of the most mutated tumor suppressor 

genes, and its gene mutations and product overexpression can occur at various stages of the 

tumor. 

In recent years, the research team led by Prof. Hu Chuanqi found that IBP is highly 

expressed in colon cancer and breast cancer and plays an important role. It is found that IBP is 

negatively correlated with the expression of mutant p53 protein in breast cancer 

specimens.Further studies have found that IBP is a novel target gene of p53 protein (wild 

type). Increased expression of p53 can inhibit the expression of IBP, while induction of IBP is 

associated with inhibition of p53. In breast cancer cell lines, wild-type p53 can bind to the IBP 

promoter.Recent studies have also found that IBP plays an important role in tumors such as 

oral squamous cell carcinoma and human salivary adenoid cystic carcinoma. However, the 

expression of IBP in GC has not been reported. Therefore, this study firstly detected the 

expression of IBP in gastric adenocarcinoma cell lines by immunofluorescence, Real-time 

PCR and Western blot, and preliminary analysis of IBP in gastric adenocarcinoma cells. 

Expression pattern. Then, immunohistochemical staining was used to detect the expression of 

IBP and p53 protein in human gastric adenocarcinoma tissue samples, and to explore the 
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relationship between IBP and p53 protein expression and clinicopathological features in GC. 

The main experimental contents, results and conclusions are as follows: 

1. Immunofluorescence assay showed that IBP was mainly expressed in the cytoplasm 

and membrane of gastric adenocarcinoma cell line MKN-45. Immunoblotting and Real-Time 

PCR confirmed the expression of IBP in gastric adenocarcinoma cell line MKN-45 and 

SGC-7901. MKN-45 expression was higher than that of SGC-7901 cells, and the difference in 

malignancy between the two cells was associated. IBP appeared to have a tendency to be 

expressed in gastric cancer cells with higher malignancy. 

2. In this experiment, 150 cases of HE-slices of gastric adenocarcinoma confirmed by 

pathology of our hospital were collected. Immunohistochemical EnVision staining showed 

that the positive expression rate of IBP was higher than that of non-gastric adenocarcinoma 

group, the difference was statistically significant (P<0.05), and also confirmed that IBP is 

expressed in the membrane and cytoplasm of patients with gastric adenocarcinoma, which is 

brown-yellow particles. The positive expression of IBP was correlated with the pathological 

grade of the patients (P<0.05), and there was no correlation with the age, gender, depth of 

invasion of the stomach wall, TNM stage, Lauren classification and tumor location (P>0.05), 

indicating that IBP was The occurrence and development of GC plays an important role. In 

connection with the cell experiment in the first step, we speculate that overexpression of IBP 

will promote the development of tumors and stimulate the development of tumor cells to poor 

differentiation and malignancy. Overexpression of IBP suggests that the patient's prognosis is 

poor, making it an important indicator of GC prognosis, but further case follow-up 

verification is needed. 

3. We also detected the expression of mutant p53 protein in 150 specimens by 

immunohistochemical EnVision method. The positive expression rate of p53 protein in 150 

specimens was higher than that in non-gastric adenocarcinoma group. The difference was 

statistically significant(P<0.05), p53 protein is mainly expressed in the nucleus and is 

brownish yellow or tan particles. At the same time, statistical analysis showed that the 

positive expression of p53 protein was correlated with age, gender, pathological grade and 

Lauren classification(P<0.05), and had no correlation with the depth of gastric wall invasion, 

TNM stage and tumor location(P>0.05).Then, Spearman rank correlation was used to analyze 

the correlation between IBP and p53 protein. The results showed that there was no significant 
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correlation between the expression of IBP and the expression of p53 protein in gastric 

adenocarcinoma tissues, and the difference was not statistically significant (r =0.013, P>0.05), 

which seems to contradict the clinical pathology of IBP and gastric adenocarcinoma, but the 

occurrence and development of gastric adenocarcinoma is a multi-step multi-step process 

involving multiple pathological pathways and complex relationships between various tumor 

factors. . Moreover, there are many mutants of mutant p53 protein in gastric adenocarcinoma, 

and a single p53 antibody cannot accurately reflect the expression of the entire mutant p53 

protein. Therefore, further molecular pathology studies are needed regarding the detailed 

relationship between p53 protein and IBP. 

    

Key words: gastric adenocarcinoma; interferon regulatory factor 4 binding protein; p53 

protein 
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IRF-4 结合蛋白（IBP）在胃腺癌中表达及意义的初步研究 

 

摘    要 

 

胃癌（Gastric cancer，GC）已经是全球第四大确诊的最常见癌症，也是全球第二大

致命恶性肿瘤[1,2]。在我国，GC 是两性中第二大常见癌症和癌症死亡的第三大原因，且

胃癌在我国的发病率呈逐步上升趋势[3]。由于胃癌早期诊断较为困难，存活率一直较低，

而且大多数患者在确诊时存在晚期不可切除的或转移性的病灶，因此 GC 患者的总体临

床结果仍然很差，5 年存活率低于 30%
[4-6]。新生物标志物的发现及其应用与传统癌症的

诊断、分期和预后相结合将有助于改善 GC 的早期诊断和对患者的护理，特别是能够早

期鉴定肿瘤细胞并预测治疗反应的生物标志物的发现能够很大提高 GC 的治疗效果[7]。 

干扰素调节因子 4 结合蛋白（The interferon regulatory factor 4 binding protein，IBP）

是 2002 年 Pernis 研究小组通过酵母双杂交技术，从人淋巴结 cDNA 文库中筛选出的一

个可以与 IRF-4 具有结合作用的蛋白，主要表达于 T 淋巴细胞并发挥重要作用[7]。IBP

是脊椎动物中高度保守的蛋白质，分子量约 75Kd，编码基因位于染色体 6p21.31，与

SWAP-70 高度同源，SWAP-70 在 B 细胞激活和 Ig 亚类转换中具有重要作用[8]，IBP 被

称为一种新型的鸟嘌呤核苷酸交换因子（GEF）[1,9]。GEFs 是 Dbl 蛋白家族的成员，代

表主要 Rho GTPases 活化状态的调节因子[10]。Rho GTPases 在许多生物过程中发挥着重

要的作用，包括细胞骨架组织的调节，细胞周期进程以及来自细胞外环境信号的转导

[11-14]。他们也被证明有助于病理过程，如癌细胞迁移，侵袭和转移[15-18]。此外，Rho 

GTPases 具有致癌活性，这与多种癌症中的表达和活性增加相关[19-21]，相关报道还指出

IBP 显示出对 Rho 家族 GTP 酶（包括 Rac1，Cdc42 和 RhoA）的 GEF 活性[22]。 

人类 p53 基因长约 20kb，有 11 个外显子和内含子，位于人类染色体第 17 位短臂，

有野生型和突变体两种基因型，其产物也有突变型 p53 蛋白和野生型 p53 蛋白两种，野

生型 p53 基因可以调节细胞生长和凋亡，是一种肿瘤抑制基因，产物 p53 蛋白是一种抗

癌因子，其适度表达可以调节细胞的正常生长发育，但其编码基因的缺失和突变产生的

突变型 p53 蛋白却与许多肿瘤的发生发展呈正相关[23]，现有数据表明它是一种促癌因

子。由于野生型 p53 蛋白半衰期短，不易检测，而突变型 p53 蛋白因功能丧失而具有不

易水解的特性，常常在细胞内积累，因此免疫组化方法检测 p53 蛋白一般是突变类型（本

文所检测为突变型 p53，后面未加说明均简称为 p53）。据报道，p53 基因突变与多达
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50％的恶性肿瘤患者有关[24]。在胃癌中，p53 基因是突变最多的肿瘤抑制基因之一，其

基因突变和产物过表达可发生在肿瘤发展的各个阶段[25]。 

近年来发现 IBP 在结肠癌和乳腺癌中高表达并起着重要的作用，并发现在乳腺癌标

本中 IBP 与突变型 p53 蛋白的表达呈负相关[26]，更进一步的研究发现 IBP 是一个新的

p53 蛋白（野生型）的靶基因，p53 表达增加可以抑制 IBP 的表达，而 IBP 的诱导则与

p53 的抑制相关。在乳腺癌细胞株中，野生型 p53 可以与 IBP 启动子结合[27,28]。近年研

究还发现，IBP 在口腔鳞癌[29]、人涎腺腺样囊性癌[30]等肿瘤中均发挥着重要作用。但 IBP

在 GC 中的表达情况还未见报道，因此，本研究首先通过免疫荧光、Real-time PCR 和

Western blot 方法检测 IBP 在胃腺癌细胞株中的表达情况，初步分析 IBP 在胃腺癌细胞

中的表达模式。然后通过免疫组织化学染色检测 IBP、p53 蛋白在人胃腺癌组织标本中

的表达情况，探究 GC 中 IBP 与 p53 蛋白表达及其与临床病理特征之间的关系。主要实

验内容、结果及结论如下： 

（1）通过免疫荧光检测显示 IBP 主要表达在胃腺癌细胞株 MKN-45 的胞浆和胞膜

中，免疫印迹及 Real-Time PCR 均证实在胃腺癌细胞株 MKN-45、SGC-7901 中均有 IBP

的表达，MKN-45 细胞中表达高于 SGC-7901 细胞，联系到这两种细胞恶性度的差异，

IBP 似乎具有在恶性度较高的胃腺癌细胞中表达的趋势，但由于所研究胃腺癌细胞系较

少，该猜测需要进一步引入更多胃腺癌细胞系才能确认。 

（2）本实验收集我院病理科确诊的胃腺癌 HE 切片对应蜡块 150 例，行免疫组化

EnVision 法染色，发现 IBP 阳性表达率高于非胃腺癌组，差异均有统计学意义（P＜0.05），

且同样证实 IBP 在胃腺癌组患者胞膜及胞浆中均有表达，为棕黄色颗粒。IBP 的阳性表

达与患者的病理分级具有明显相关性（P＜0.05），病理分级越高的患者其 IBP 的表达

具有升高的趋势；与患者年龄、性别、胃壁浸润深度、TNM 分期、Lauren 分型及肿瘤

部位无明显相关性（P＞0.05），说明 IBP 可能在 GC 的发生发展中起了重要作用，联

系到第一步的细胞实验，我们推测 IBP 过度表达将会促进肿瘤的发生发展，激发肿瘤细

胞向低分化、高恶性方向发展。IBP 的过表达提示患者的预后不良，使其有可能成为一

个判断 GC 预后的重要指标，但还需要进一步病例实验验证。 

（3）我们同时对收集的 150 例标本行免疫组化 EnVision 法检测 p53 蛋白的表达情

况，发现在 150 例标本中 p53 蛋白阳性表达率均高于非胃腺癌组，差异均有统计学意义

（P＜0.05），p53 蛋白主要在胞核表达，为棕黄色或棕褐色颗粒。同时，通过统计学分

析发现 p53 蛋白的阳性表达与患者的年龄、性别、病理分级、Lauren 分型具有明显相关

性（P＜0.05）。p53 蛋白有在年龄越大的人群中表达越高的趋势；p53 蛋白在男性患者
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中的表达率明显比女性患者高；和 IBP 一样，病理分级越高的患者其 p53 蛋白的表达具

有升高的趋势；p53 蛋白还有在肠型胃腺癌中表达增高的趋势。p53 蛋白表达与患者胃

壁浸润深度、TNM 分期及肿瘤部位无明显相关性（P＞0.05）。然后运用 Spearman 等

级相关性分析 IBP 和 p53 蛋白二者之间的相关关系，结果显示，胃腺癌组织中，IBP 的

表达与 p53 蛋白的表达没有明显的相关性，差异无统计学意义（r =0.013，P＞0.05），

这与 IBP 与胃腺癌临床病理相关似乎相矛盾，但胃腺癌的发生和发展是一个多基因的多

步骤过程，涉及多种病理途径及各种肿瘤因子之间的复杂关系，且在胃腺癌中突变型 p53

蛋白的突变体很多，单一的 p53 抗体不能准确反映整个突变型 p53 蛋白的表达情况，所

以，关于 p53 蛋白和 IBP 之间的详细关系，还需要进一步分子病理学研究。 

综上所述，本研究表明：IBP 在胃腺癌细胞和组织中过度表达，主要表达于胞膜胞

浆，IBP 过表达与胃腺癌患者的病理分级呈正相关，IBP 的表达与突变型 p53 蛋白的表

达没有显著的相关性。尽管还需要进一步的实验，但我们认为 IBP 作为 GC 的一种新的

肿瘤标志物及预后指标有着广阔的研究前景，对于 IBP 在 GC 发生发展中的机制的进一

步研究将为其发生机理及综合治疗提供新的思路。 

 

 

关键词：胃腺癌；干扰素调节因子 4 结合蛋白；p53 蛋白 
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IRF-4 结合蛋白（IBP）在胃腺癌中表达及意义的初步研究 

 

第一章  前    言 

 

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，而且在亚洲更为普遍，治疗胃癌的方法包括

手术以及放化疗，虽然手术切除联合术后放化疗使患者暂时获得预想的结果，但并不意

味着胃癌患者的存活率能大大提升，这就要求研究者深入探究胃癌发生以及发展的机

制，而探索在其过程中起关键作用的的分子，将有助与我们开发新的、更有效的靶向治

疗药物。 

干扰素调节因子 4 结合蛋白（The interferon regulatory factor 4 binding protein，IBP）

是一种微管结合蛋白，亦被称为 Def-6（differentially expressed in the haemopoietic system）
[31]或者 SLAT（SWAP-70-like adapter of T cells）[2]，由 631 个氨基酸构成，编码基因位

于人染色体 6p21.31，IBP 分子结构与 Rho GEF 家族其他分子相似，都具有 PH 及 DH

结构域[8]。IBP 具有 GEF 活性，能够激活 Rho GTPase 家族分子 Cda42、Rac1 和 RhoA
[22]。

IBP 于淋巴组织中广泛表达，特别是在 T 淋巴细胞中能检测到比较高水平的 IBP 表达[32]。

在免疫系统中 IBP 具有重要的功能：IBP 参与 T 细胞的调节，包括 CD4+T 细胞的活化、

辅助 T 细胞的分化，IBP 以静止的非活化状态散布于细胞膜表面，TCR 信号则可募集其

到免疫突触，发挥其 DH 域依赖的 GEF 活性，进而形成特定的免疫突触，建立细胞之

间的桥梁骨架作用，以此发挥免疫作用。IBP 主要受到 Ca
2+

/NFAT 信号作用起到调节辅

助 T 细胞的作用[33]。通过对比实验，缺失 IBP 的小鼠表现的症状说明 IBP 对免疫自稳

的维持发挥着重要的作用[34]，现在已知 IBP 在多种自身免疫性疾病中扮演重要角色[35]。

IBP 不仅可以通过其 GEF 活性激活 Rac1，而且还能直接与 Rac1 结合对细胞形态产生影

响[36]，同时 IBP 还可以通过与整合素相互的协同作用进而调节细胞分化[37]，提示 IBP

除发挥 GEF 活性作用外还具有其他功能。最新的研究就证实了通过 TCR 介导信号的刺

激下，IBP 可转变为 Tec kinase ITK 物质，这种物质易磷酸化，并且可在胞浆中由可溶

性蛋白聚集转化为细胞颗粒进而调节 mRNA 的翻译[38]。这些研究结果充分说明 IBP 是

TCR 介导的信号通路中的关键分子之一，不仅参与了细胞微丝骨架的调节，还具有与另

一个 Rho GEF 家族分子 Vav1 相似的功能，通过该功能参与了众多生理过程的调节。同

时 IBP 功能的发挥不仅仅是通过其 GEF 活性调节 Rho GTPase 在 GTP 限制型（活性型）

和 GDP 限制型（失活型）构象之间循环，还包括 IBP 分子本身具有的分子构象和生物

化学活性。 
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p53 蛋白发现至今已有三十多年的时间，人们已经明确的知道野生型 p53 蛋白在介

导细胞的压力应激中，通过诱导或抑制参与细胞周期停滞、衰老、凋亡、DNA 修复以

及血管发生等相关基因，发挥着非常重要的作用[23]，在野生型 p53 蛋白的众多作用中，

其肿瘤抑制的功能最受瞩目，该功能与其作为转录因子调控基因的表达密切相关[27]。之

前对 IBP 的研究主要集中在免疫系统，新近证据指出该蛋白参与调节细胞骨架重构及细

胞内信号传导，与部分恶性肿瘤的发生发展密切相关[11-14]。胡川闽教授的研究小组发现

IBP 在结肠癌和乳腺癌中具有高度表达性，对肿瘤的发生发展发挥重要的作用，并发现

IBP 和突变型 p53 蛋白在乳腺癌标本中的表达呈负相关[26]，并进一步研究发现在乳腺癌

细胞株中 IBP 是一种新的 p53 蛋白（野生型）的靶基因，p53 表达增加可以抑制 IBP 的

表达，而 IBP 的诱导与 p53 的抑制有关，而在乳腺癌细胞系中，野生型 p53 可以结合于

IBP 启动子[27,28]。研究者认为 IBP 可能成为癌症分子治疗的新靶点。近年发现 IBP 在结

肠癌、乳腺癌[29]、口腔鳞癌[29]、人涎腺腺样囊性癌[30]等肿瘤中均存在着异常表达，发

挥着多种生物学功能。但 IBP 在胃腺癌中的生理功能仍未知，因此，本研究将探讨 IBP

在不同胃腺癌细胞株中的表达情况，并进一步在探究其在临床大样本中的表达情况及其

和 p53 蛋白及临床相关因子之间的关系。 
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第二章  IBP 在人胃腺癌细胞株中表达的初步研究 

 

IBP 被称作为一种新型的鸟嘌呤核苷酸交换因子（GEF），有越来越多的研究表明，

其在多种肿瘤中存在异常表达，比如乳腺癌、结肠癌、口腔鳞癌[29]和人涎腺腺样囊性癌

[30]等。进一步研究还发现，IBP 的高表达与这些肿瘤的恶性程度、侵袭、转移、化疗抵

抗和不良预后等都密切相关。但 IBP 在胃癌中的研究还未见报道，其在胃癌中的表达情

况及作用机制尚不清楚。本部分实验通过免疫荧光、Real-time PCR 和 Western Blot 检测

IBP 在不同胃腺癌细胞株 MKN-45、SGC-7901 中的蛋白表达，初步探讨 IBP 在胃腺癌

中的表情情况。 

 

2.1  材料与方法 

 

2.1.1 主要仪器及产地 

设备名称        生产商 

智能 CO2 细胞培养箱     Thermo Forma 公司（美国） 

电热恒温干燥箱      上海精宏实验设备有限公司（中国） 

空气净化灭菌器      上东新华医疗器械厂（中国） 

全自动倒置显微镜      日本 OLYMPUS 公司 

液氮罐         美国 Talar-Warton 公司 

微波炉         广东美的集团公司（中国） 

高速低温离心机      德国 Eppendorf 公司 

超净工作台 SW-CJ-1F 型    苏州苏洁有限公司（中国） 

恒温水浴箱       重庆医疗仪器厂（中国） 

移液枪         美国 Thermo Fisher 公司 

实时荧光定量 PCR 仪     新加坡 ABI 有限公司 

超低温冰箱 DW-86L626 型    青岛海尔集团公司（中国） 

磁力搅拌机 HJ-3      常州国华公司（中国） 

制冰机         常熟雪科电器有限公司（中国）  

SDS-PAGE 蛋白电泳仪     美国 Bio-Rad 公司 

超纯水仪        美国 Thermo Fisher 公司 

微量核酸蛋白检测仪 ND-2000   美国 Thermo Fisher 公司 
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水平摇床 海门其林贝儿仪器有限公司（中国） 

超灵敏凝胶成像仪 美国 GE 公司 

2.1.2 实验药品及试剂 

品名 生产商 

DEME/H 培养基  Hyclone公司（美国）  

胎牛血清 BI公司（以色列）  

青霉素链霉素溶液（100X） Gibco公司（美国）  

PBS 粉末 北京中杉金桥生物公司（中国） 

二甲基亚砜（DMSO） Sigma 公司 

胰蛋白酶 Hyclone 公司（美国） 

多聚甲醛 武汉博士德公司（中国） 

TritonX-100 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

Western-抗稀释液 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

RNAiso Plus TaKaRa 公司（中国） 

BCA蛋白浓度 测定试剂盒  上海碧云天生物技术有限公司（中国）  

小鼠抗人 IBP 单克隆抗体 陆军军医大学检验系胡川闽教授提供 

GAPDH 兔抗人单克隆抗体 北京博奥龙公司（中国） 

HRP 标记羊抗兔二抗 北京博奥龙公司（中国） 

PVDF 膜 Roche 公司（美国） 

甲醇 重庆川东化工有限责任公司（中国） 

SDS-PAGE 凝胶电泳试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

彩色预染蛋白 maker 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

ECL Plus 显色液 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

蛋白酶抑制剂   Roche公司（美国）  

RIPA蛋白裂解液  上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

三氯甲烷  上海生工生物工程有限公司（中国）  

异丙醇 上海生工生物工程有限公司（中国） 

无水乙醇 重庆川东化工有限公司（中国） 

5X蛋白上样缓冲液（ ） 上海碧云天生物技术有限公司（中国） 

封闭蛋白干粉 博士德生物工程有限公司（中国） 

Tween-20 北京索莱宝科技有限公司（中国） 
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Tris         BioFroxx 公司（德国） 

SDS         BioFroxx 公司（德国） 

甘氨酸         BioFroxx 公司（德国） 

反转录试剂盒       TaKaRa公司（中国）  

TMSYBR Premix Ex Taq Ⅱ    TaKaRa 公司（中国） 

2.1.3 细胞株 

SGC-7901 细胞株购自南京凯基生物科技公司， 

MKN-45 细胞株购自上海中科院细胞库， 

Jurkat 细胞株为本实验室传代保存。 

2.1.4 主要试剂及溶液配制 

（1）1640（高糖）培养基   Gibco 

（2）胎牛血清             Gibco 

（3）青链霉素溶液：分别取青霉素和链霉素各 100 万 U 溶于 100ml 的灭菌水中，

随后分装成 1ml/份，-20℃冻存。 

（4）细胞冻存液：分别取胎牛血清 9ml 和 DMSO 1ml，混合均匀成 10ml 细胞冻存

液，4℃冻存。 

（5）胰酶                 Gibco 

（6）D-Hank’S：分别称量酚红 0.02g，Na2HPO4.H2O 0.06g，KH2PO4 0.06g，KCl 

0.4g，NaHCO3 0.35g，NaCl 8g，加 900ml 的去离子水溶解，定容至 1L 后，混合均匀并

高压灭菌。 

（7）胰酶消化液：将 0.25%的胰酶和 0.02%的 EDTA 加入 D-Hank’S 液内，0.22um

滤膜过滤除菌后分装，-20℃储存。 

（8）Western blot 试剂 

1) PBS 的配方：1XPBS：KH2PO4 0.2g，KCl 0.2g，NaHPO4.12H2O 2.9g，NaCl 8.0g，

加蒸馏水定容至 1L 后，调节 pH 至 pH7.2~7.4。 

2) TBS：取 10mM Tris-HCl（pH8.0），10mM NaCl，总体积为 200ml。 

3) TBST：分别取 10mmol/L Tris-HCl（pH8.0），10mMNaCl，0.05%Tween20，总体

积为 200ml。 

4) Transfer Buffer：3g Tris-base、14.4gGly、200ml 甲醇，加双蒸水至 1000ml。 

5) Blocking Buffer：分别称量 3%BSA 3g，卵白蛋白 1g，溶于 100mlTBS。 

6) 一抗缓冲液：用封闭液将一抗稀释至所需的比例。 
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7) 二抗缓冲液：用含 3%脱脂奶粉的 TBS 将二抗稀释至所需比例。 

8) 显影液（5X）：分别称取米吐尔 1.55g，Na2SO3 22.5g，Na2CO3 33.75g，KBr 20.95g，

依次溶解于 375ml 预温至 50℃的双蒸水中，定容至 500ml 后，于 4℃中保存，使用时用

等体积的单蒸水稀释。 

9) 定影液：分别称取 Na2S2O3 240g，无水 Na2SO3 15g，冰乙酸 12.6ml，硼酸 7.5g，

依次溶解于 700ml 预温至 50℃的双蒸水中，待水温降至 30℃以下时再加入钾明矾 15g，

然后定容至 1L，室温保存。 

2.1.5 研究方法 

2.1.5.1 细胞培养技术 

（1）细胞复苏：从液氮罐或者-80℃冰箱中取出细胞，于 37℃恒温水浴锅中快速解

冻，随后将细胞悬液转移至离心管，常温条件下离心速度 1000rpm，并持续 5min，小心

丢弃上清，加入适量完全培养基吹打为单细胞后，将细胞接种于培养瓶中，按十字交叉

摇匀法混匀后，置于 37 摄氏度，5%CO2 培养箱培养。 

（2）细胞传代：当细胞融合率达到 90%，PBS 冲刷细胞 2 次，0.25%胰蛋白酶 1.5ml

常温消化 3min 左右，倒置显微镜下观察细胞皱缩变圆后，加入等体积完全培养基中和

胰酶，将细胞悬液 1000rpm×5min 离心后，按 1:3 或者 1:4 比例将细胞接种于新的培养

瓶中，37℃，5%CO2 培养箱平培养，2 至 3d 换液。 

（3）细胞冻存：取生长状态良好的细胞经胰酶消化离心后，用制备好的冻存液将

细胞重悬，转移至冷冻管。按细胞梯度冻存法 4℃×30min→-20℃×2h→-80℃过夜，最

终转移至液氮罐中长期保存。 

2.1.5.2 免疫荧光检测 IBP 在胃腺癌细胞株中的表达 

（1）细胞爬片的制备 

取生长良好的 MKN-45 细胞，制备浓度为 1×10
5 个细胞/ml 完全 DMEM/F12 培养

液的细胞悬液，接种于 1×1cm
2 的盖玻片，48 小时后中止培养，以冰冷的 PBS 洗涤细

胞爬片，4%多聚甲醛固定 30min，PBS 洗涤 3×5min，含 0.5%Triton X-100 的 PBS 浸泡

盖玻片 15 分钟（打孔），PBS 洗涤 3×5min。 

（2）MKN-45 细胞 IBP 的免疫荧光检测 

取出上步骤中经 PBS 洗涤的细胞爬片，以 PBS 洗涤 2X5min，3%H2O2 室温孵育

15min，封闭内源性过氧化物酶活性，免疫染色封闭液（碧云天）37℃孵育 1h，加入含

1%BSA PBS 1:200 稀释的抗 IBP 单克隆抗体，37℃湿盒中孵育 2h，PBST 洗涤 3×5min，

PBS 洗涤 2×5min，加入以含 1%BSA PBS 1:1000 稀释的 Cy3 标记山羊抗兔 IgG 二抗（红
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色荧光），37℃湿盒中孵育 1h，PBST 洗涤 3×5min PBS 洗涤 2×5min 抗荧光淬灭封片

剂封片后以激光共聚焦显微镜观察拍照。 

2.1.5.3 利用 Real-time PCR 检测不同胃腺癌细胞株中 IBP 的 mRNA 含量 

（1）引物由上海 Invitrogen 公司设计合成。GAPDH、IBP 引物系列如下表（2-1）。 

 

表 2-1  RT-PCR 扩增引物序列 

基因 引物序列(5'-3') 退火温度（℃） 

GAPDH 

上游 5'-CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3' 

60 

下游 5'-GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3' 

IBP 

上游 5'-GAAAGCTCGGCGAGATGAAG-3' 

60 

下游 5'-GATGATGCGCTCCTGCTCCT-3' 

 

（2）总 RNA 提取 

1）预防 Rnase 污染，需准备的液体及器材：烧杯等玻璃器皿需 150℃烘烤 4h；枪

头等塑料制品需要 0.1%DEPC 水 37℃浸泡 2h 后烘干，121℃高压灭菌 20min。 

2）将扩大培养的胃腺癌细胞水平离心 800rpm 10min，去上清，1ml 无血清 RPMI1640

培养基重悬沉淀的细胞，倒置显微镜下计数，将细胞重新离心收集。 

3）将 Trizol 按体积 1ml/5×106 细胞的比例加入到细胞沉淀内，室温放置 5min，使

其充分裂解，12000rpm 离心 5min，收集上清，此时可放入-70℃长期保存。 

4）按 200ul 氯仿/ml Trizol 的比例，加入适量氯仿，并剧烈振荡 30 秒，使之均匀混

合，在室温条件下放置 3 分钟。 

5）在 4℃温度下，按 16000r/min 离心速度持续 15min。此时，样品将会分层，分别

是黄色的有机相，中间层和无色的水相，其中，RNA 基本上在水相层中，而水相的体

积通常约为所用裂解液体积的 60%。把水相转移到新管中，进行下一步操作。 

6）按 0.5ml 异丙醇/ml Trizol 的比例，加入一定量的异丙醇并混匀，在常温下静置

5-10 分钟。 

7）同样在 4℃条件下16000r/min离心 10 分钟，此时需要舍弃上清，此时，管底中

物质主要为 RNA。 
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8）按 1ml 75%乙醇/ml Trizol 比例加入 75%乙醇适量，轻轻振荡离心管，使沉淀悬

浮在管中。随后在 4℃下保持13000r/min离心速度持续 5 分钟，尽量弃上清。 

9）通过室温晾干或真空干燥的方法。将 RNA 样品溶解在30ul DEPC溶液中。并通

过紫外吸收法，测定纯度和浓度。-20℃保存。 

（3）细胞 RNA 浓度测定 

先用去离子水清洗核酸蛋白定量仪 3 次，调零，吸取 2ulRNA 样品，测定其

OD260/OD280 的比值，若比值处于 1.8-2.0 之间，表明 RNA 浓度好，可用做后续试验。

同时计算出反转录反应时需加入的RNA量(μl)。根据Prime Script RT reagent Kit说明书，

RNA 加入量(μl)=1000/RNA 浓度（ng/μl)。 

（4）反转录反应 

1）根据 SYBR Premix Ex Taq
TMⅡ说明书（如下表 2-2、2-3），在冰上配制反转录

体系。为保证反应液配制的精确性，在各项反应时，先将试剂按反应数+1 的量配制，

再分装到各管中。 

 

表 2-2  基因组去除 DNA 反应 

试剂 使用量 

5×gDNAEraser Buffer 2μl 

gDNAEraser 1μl 

Total RNA 根据 RNA 浓度计算 

RNase Free dH2O up to 10 μl 

 

表 2-3  反转录体系 

试剂 使用量 

步骤 1 的反应液 10μl 

 5 PrimeScript Buffer 2 for Real Time  4μl  

PrimeScript RT Enzyme Mix I  1μl  

RT Primer Mix 1μl 

2RNase Free dH O  4μl  

Total  20μl  
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2）反转录反应条件 

42℃ 2min(去除 DNA)，37℃ 15min→85℃ 5s→4℃ 保存 

（3）实时定量 PCR 反应 

1）按表 2-4 配制实时定量 PCR 反应体系(在冰上配制完成)。 

 

表 2-4  PCR 反应体系 

试剂  使用量  

 TMSYBR Premix Ex Taq II 2x  5 μl  

PCR Forward Primer  0.5 μl  

PCR Reverse Primer  0.5 μl  

DNA 模板 0.8 μl 

dH2O(灭菌蒸馏水) 3.2μl 

Total 10μl 

 

2）实时定量 PCR 反应条件为 

STEP 1：95℃，30s； 

STEP 2：95℃，5s；60℃，1min；40 cycles； 

STEP 3：Melt Curve。 

3）实验结果分析：用 StepOnePlus RT-PCR 系统软件进行结果分析。 

2.1.5.4 Western Blot 检测 IBP 在胃腺癌细胞株中的表达 

（1）蛋白提取 

由于细胞呈对数增长，当细胞沾满培养瓶底约 80%-90%后，采用 PBS 冷冻水轻柔

地洗涤细胞 3 次，洗涤后，使用吸管和滤纸尽可能的减少培养皿细胞间的水分，并置于

冰上保存，取 RIPA（强）裂解液（Beyotime），按照 10ul/ml 的比例加入 100mM 裂解

液，并与溶解在异丙醇中浓度为 1mM 的 PMSF 混匀，再依据300ul/100ml培养瓶的比例，

加入适量样品细胞，通过震荡操作，让细胞充分接触培养瓶中的裂解液置于冰上冷却

15min，随后将细胞转移至 RP 管中，再使用一次性注射器反复吹打裂解液以让 DNA 断

裂，此时液体呈清亮半透明状，于 4℃ 14000g 离心 15min 后收集上清，取 10ul 的样品

用于浓度测定，其余蛋白则加入适量的 5×上清缓冲液，在水浴中煮沸 5min 后分装，

置于-80℃保存。 
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（2）蛋白浓度测定： 

测试的方法是将 BCA 蛋白测定试剂盒（Beyotime）提供的 1.2ml 蛋白标准配置液滴

加至一管 30mg BSA 的标准蛋白中，在两种物质混合后，形成 25mg/ml 的蛋白标准溶液。

取一定量配置好的 25mg/ml 蛋白标准，在蛋白裂解液的稀释作用下，配制成浓度为

0.5mg/ml 蛋白标准，此时，该蛋白液将存放在-20℃的环境下。按 50:1 的 BCA 试剂 A

与 BCA 试剂 B 的比例，自主配制 3ml 的 BCA 工作液，并混匀，其中，所配置出来的

工作液能在 24 小时内保持稳定性能。随后，将标准液按0,1,2,4,8,12,16,20ul滴加到 96

孔板的标准品孔中，并在每个标准孔中，加入标准品稀释液，使每个空溶液达到 20ul，

取所提的蛋白 10ul 以裂解液稀释至 500ul（50 倍），取 20ul 蛋白稀释液滴加到 96 孔板

的待测样品孔中。各孔分别加入 200ul 的 BCA 工作液，于 37℃中放置 30min 后，再用

Bio-Rad 550 酶标仪测定 590nm 吸光度值，绘制标准曲线并建立回归方程，然后利用回

归方程，将各样品测定的 OD 值经过换算得到相应的蛋白浓度。 

（3）Western blot： 

根据所测得的蛋白浓度，用 1×上样缓冲液调整各蛋白浓度和体积为 120ug/20ul 的

Jurkat 细胞蛋白作阳性对照，用 7.5%分离胶浓度来做 SDS-PAGE，电泳至溴酚兰距离凝

胶底部 1cm 时停止，将凝胶取出，裁切成合适的大小，放入 transfer buffer 中浸泡 30min。

再将 PVDF 膜裁剪成比凝胶 yue 大的尺寸，用铅笔标记正面并浸入无水甲醇中 15s，再

浸入 transfer buffer中浸泡 10min；将厚滤纸裁剪成比 PVDF膜 yue小的尺寸并浸入 tranfer 

buffer 中浸泡 10min。在转移装置内依次铺上滤纸、凝胶、PVDF 膜和滤纸，注意防止气

泡产生；将 PVDF 膜一侧向正极，凝胶一面侧向负极。Bio-rad 半干电转仪 18V 50min

将蛋白转移至 PVDF 膜上，用蒸馏水漂洗 2 次后，经 TBS 洗涤 2×5min，然后以含 5%

脱脂奶粉的 TBS 室温封闭 90min。用含 3%BSA 的 TBS 配制抗 IBP 的单克隆抗体（A9）

一抗工作液（1:2000）15ml，封闭完成以后加入到含 PVDF 膜的孵育盒中于 4℃中过夜。

第二天取出 PVDF 膜，用 TBST 洗涤 4X15min 后再用 TBS 洗涤 2×15min，加入 3%BSA 

TBS 配制的辣根过氧化物酶标记的抗小鼠 IgG 二抗工作液（1:10000）15ml，室温 1h。

再次用 TBST 洗涤 4×15min 后再以 TBS 洗涤 2×15min。在暗盒内铺上保鲜膜，并将

chemiluminescence reagent 与 luminal reagent 按 1:1 混合，用移液枪吸取 1ml 混合液均匀

涂布膜的正面，1min 后用吸水纸从膜一角将底物液吸干；将 PVDF 膜铺在保鲜膜上，

再用保鲜膜覆盖，赶走气泡后放上合适大小的底片，然后关闭暗盒曝光 3min。再暗室

中取出底片，并在显影液中不断漂洗至条带显现为止，立即在蒸馏水中漂洗 1min，然

后于定影液中漂洗 5min。最后将膜于蒸馏水中漂洗 2×15min，取出观察结果。 
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2.1.6 统计学分析 

实验数据资料通过平均数±标准差（x±s）来显示。采用独立样本 t 检验的方法，

分析了两组样本的平均数差异，以上所有的数据分析采用 SPSS 21.0 统计学软件，P＜

0.05，认为具有统计学意义。 

 

2.2  结    果 

 

2.2.1 免疫荧光检测 IBP 在胃腺癌细胞中的表达情况。 

激光共聚焦显示 IBP 在胃腺癌细胞株 MKN45 的胞膜和胞浆中均有表达。见图 2-1 

 

 

图 2-1  IBP 在 JURKAT 细胞、胃腺癌细胞 MKN-45 中定位分析 

 

2.2.2 Real-time PCR 检测不同胃腺癌细胞株中的 mRNA 的含量。 

Real-time PCR 检测发现 IBP 在两种不同的胃腺癌细胞株 SGC-7901、MKN-45 中均

有表达，且在恶性程度较高的 MKN-45 细胞中 IBP 表达要明显高于恶性程度较低的

SGC-7901 细胞。见图 2-2 



陆军军医大学硕士学位论文 

 21 

 

图 2-2  Real-time PCR 检测 JURKAT 细胞及胃腺癌细胞株中 IBP 的 mRNA 含量 

*P＜0.05，MKN-45 组与 SGC-7901 组比较 

 

2.2.3 Western Blot 检测 IBP 在胃腺癌细胞株中的表达情况。 

采用 WB 检测发现 IBP 在人胃腺癌细胞株 MKN45 和 SGC7901 中的蛋白表达水平

同 RT-PCR 检测结果一致，IBP 在胃腺癌细胞株 MKN-45 中的表达要明显高于 SGC-7901

细胞。见图 2-3 

 

 

图 2-3  Western Blot 检测 IBP 在 JURKAT 细胞及胃腺癌细胞株中的表达情况 

 

2.3  讨    论 

 

肿瘤的发生发展是一个多基因参与的复杂的病理过程。在本世纪初，Pernis 研究小

组采用酵母双杂交技术，成功的提炼出了干扰素调节因子 4 结合蛋白，并成功的筛选出

了一个可以与 IRF-4 具有结合作用的蛋白。该蛋白主要优势是能在 T 淋巴细胞正常表达，

并发挥着重要作用[7]。胃癌（Gastric cancer，GC）已经是全球第四大确诊的最常见癌症，

也是全球第二大致命恶性肿瘤[1,2]。在我国，GC 是第二大常见癌症和第三大癌症死亡的
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原因，且胃癌在我国的发病率呈逐步上升趋势[3]。近些年研究发现，IBP 在乳腺癌、结

肠癌、人涎腺腺样囊性癌等肿瘤中均发挥着重要作用[7]，但 IBP 在 GC 中是否有一定的

作用，IBP 在胃癌组织中是否表达，其具体表达情况如何，目前还没有这方面的报道。

本研究旨在揭示 IBP 在胃腺癌细胞株中的的表达情况，为进一步的研究打好基础。 

本研究首先通过免疫荧光检测显示 IBP主要表达在胃腺癌细胞株MKN-45的胞浆和

胞膜中，主要以胞膜表达为主。该结果与 IBP 在乳腺癌细胞株中的表达情况相符合[26]，

我们知道 IBP 的蛋白质序列 N 端具有豆蔻酰基序列，其通常是蛋白质锚定在脂质膜中的

作用，我们认为 IBP 可能与许多其他细胞间信息转导分子相似，可定位于膜内部发挥作

用，IBP 可能参与了细胞外信息向细胞内的传导。免疫印迹及 Real-time PCR 均证实在

胃腺癌细胞株 MKN-45、SGC-7901 中均有 IBP 的表达，MKN-45 表达高于 SGC-7901

细胞，联系到这几种细胞恶性度的差异，IBP 可能具有在恶性度较高的胃腺癌细胞中表

达的趋势，但由于本实验只做了两个细胞系，这个结论并不明确，下一步研究中需要引

入更多胃腺癌细胞株。同时据报道，IBP 在造血祖细胞中高表达，但在分化为红细胞、

粒细胞和巨噬细胞的过程中，显示 IBP 在低分化组织中表达高于高分化组织，表明 IBP

在组织分化和发展中具有一定的作用，也与本实验高分化胃腺癌中表达升高的结果相吻

合。本实验结果显示 IBP 在胃腺癌细胞株中高表达，而且可能具有在恶性程度较高细胞

中表达逐渐升高的趋势，前文已经提起，IBP 是一种新型的 GEF，具有 GEF 活性[9,22]，

而 GEF 对细胞骨架的调节、细胞周期进程及转导来自于细胞外的信号具有重要的作用，

GEF 和绝大多数的肿瘤发生发展息息相关。联系到 IBP 在免疫系统中作用及已报道的

IBP 在几种肿瘤中表达情况，我们猜测 IBP 的异常表达是否是肿瘤发生发展中的一个普

遍现象，当然，需要进一步更多的研究才能证明我们的假设。而在胃腺癌中，我们为了

进一步研究 IBP 在胃腺癌中发生和发展中的作用，将进行临床标本大样本的实验研究。 

 

2.4  小    结 

 

本部分实验为了明确 IBP 在胃腺癌细胞株中的表达情况。我们通过免疫荧光对 IBP

的表达情况进行了定性检测，确认了 IBP 在胃腺癌细胞株的胞膜和胞浆中均有表达，同

时通过 Real-time PCR、Western Blot 检测了不同级别胃腺癌细胞株中 IBP 的 mRNA 和蛋

白表达水平，结果显示 IBP 在 MKN-45，SGC-7901 细胞株中均呈阳性表达，但在低级

别胃腺癌细胞株 SGC-7901 中的表达量明显少于高级别细胞株 MKN-45。提示 IBP 的表

达可能与胃腺癌的恶性程度相关，IBP 可能参与了胃腺癌的发生发展过程。 
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第三章  IBP、p53 蛋白在胃腺癌组织标本中的表达及意义 

 

近年来，胡川闽教授带领的课题组发现 IBP 在结肠癌和乳腺癌中高表达并起着重要

的作用，并发现在乳腺癌标本中 IBP 与突变型 p53 蛋白的表达呈负相关，进而研究发现

在乳腺癌细胞株中 IBP 是一个新的 p53（野生型）的靶基因，p53 表达增加可以抑制 IBP

的表达，而 IBP 的诱导则与 p53 的抑制相关，在乳腺癌细胞株中，p53 可以与 IBP 启动

子结合[27,28]。在上一部分实验中，我们发现 IBP 高表达于胃腺癌细胞株中。但 IBP 在胃

腺癌临床标本中是否也过表达，IBP 与 p53 蛋白表达在胃腺癌组织中是否也具有相关性，

以及 IBP 高表达与患者临床病理参数的关系都尚不清楚。 

因此本部分实验通过免疫组织化学技术检测 150 例胃腺癌组织标本中 IBP、p53 蛋

白的表达情况，以癌旁胃组织的 50 例标本为内对照，显微镜下阅片，分析 IBP、p53 蛋

白与临床病理参数之间的关系，同时，将 IBP 按照 0、1+、2+、3+进行分类，对 p53

蛋白进行＋、－分类，进一步分析 IBP 和 p53 蛋白在胃腺癌标本中表达情况以及相互之

间的相关关系。 

 

3.1  材料与方法 

 

3.1.1 临床标本 

研究标本来自于陆军军医大学附属新桥医院病理科 2015年 1月～2016年 12月确诊

的胃腺癌 HE 切片对应存档蜡块，包含了 150 例该时期内胃镜室活检时制作的胃粘膜标

本和以及进行外科手术后做成的切除标本，根据每个标本下所进行的诊断结果，构建了

患者临床病理资料库，方便查阅学习。其中 109 例胃腺癌组织标本来自于外科手术切除

（男性 87 例，女性 22 例），年龄 24 岁～79 岁（平均年龄 54.74 岁）；根据国际胃癌

TNM 分期标准，将临床病理进行分期，在Ⅰ期的患者有 14 人，II 期 45 人，III 期 49 人，

IV 期 1 人；高分化的病例高达 60 例，中分化案例 47 例，低分化仅有 2 例。来自同期

胃镜室活检胃腺癌病变标本 41 例（男性 29 例，女性 12 例），年龄 37～81 岁（平均年

龄 61.04 岁）；6 例高分化，8 例中分化，27 例低分化。选取其他 50 例正常胃粘膜标本

作为对照组，相关临床信息见表 3-1。本实验经过新桥医院伦理委员会审查并获得患者

知情同意。 
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表 3-1  肿瘤患者临床病理特征 

临床病理特征 n/例  临床病理特征 n/例 

切片类型   组织学类型  

活检标本 41  腺癌 146 

手术标本 109  粘液腺癌 2 

年龄（岁）   印戒细胞癌 2 

＞60 71  Lauren 分型  

≤60 79  肠型 114 

性别   弥漫型 30 

男 116  混合型 6 

女 34  肿瘤部位  

分化程度   贲门 24 

高分化 19  胃底体 45 

中-低分化 131  胃窦 78 

TMN 分期   幽门管 1 

Ⅰ、Ⅱ期 59  残胃 1 

Ⅲ、Ⅳ期 50    

 

3.1.2 主要实验仪器及产地 

石蜡切片机      Leica 公司（德国） 

微波炉        格兰仕公司（中国） 

EasyScan 数字切片扫描系统  麦克奥迪医疗诊断系统有限公司（中国） 

余实验仪器同前 

3.1.3 实验药品及试剂 

30%过氧化氢溶液     上海抚生生物科技有限公司（中国） 

小鼠抗人 IBP 单克隆抗体   陆军军医大学检验系胡川闽教授提供 

小鼠抗人 p53 蛋白单克隆抗体  福州迈新生物技术开发有限公司（中国） 

免疫组织化学试剂盒    北京中杉金桥生物技术有限公司（中国） 

DAB 显色试剂盒     北京中杉金桥生物技术有限公司（中国） 
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EDTA 抗原修复液     北京中杉金桥生物技术有限公司（中国） 

二甲苯        重庆市化学试剂产（中国） 

苏木素        重庆市化学试剂产（中国） 

中性树胶       Solarbio 公司（中国） 

余实验药品及试剂同前 

3.1.4 主要溶液的配制方法 

（1）3%过氧化氢溶液的配制，将 30%过氧化氢溶液分别与甲醇、蒸馏水按照 1:1.8

的比例配制。 

（2）磷酸盐缓冲液的配制（PH=7.4），配制方法同前。 

3.1.5 研究方法 

（1）免疫组织化学染色 

1）胃腺癌组织蜡块 4um 厚度连续切片，切片平铺于载玻片后 60℃下烘烤 1h，常温

保存； 

2）烤灯下烘烤切片 30min，一次将切片转移至二甲苯Ⅰ10min、二甲苯Ⅱ10min、

二甲苯Ⅲ10min、无水乙醇 5min、95%乙醇 5min、80%乙醇 5min、70%乙醇 5min，蒸馏

水漂洗浸泡切片 5min； 

3）取适量的柠檬酸缓冲液（PH=6）加入修复盒内，微波加热至沸腾，将组织切片

放置沸腾的修复液处理 10min，取出切片自然冷却至室温，PBS 漂洗切片 5min×3 次； 

4）3%过氧化氢溶液滴于切片上，37℃孵育 10min，阻断内源性的过氧化物酶，PBS

漂洗切片 3min×3 次； 

5）滴加适量的山羊血清封闭切片，37℃恒温箱作用 15min； 

6）吸水纸吸尽液体，滴加 40ul 已稀释好的一抗（IBP，1:500；p53，即用型），将

玻片置于 4℃湿盒过夜； 

7）PBS 漂洗切片 5min×3 次，滴加生物素标记山羊抗兔二抗，37℃恒温箱孵育

30min； 

8）PBS 漂洗切片 5min×3 次，切片上滴加 DAB 显色液，显微镜下观察显色程度，

适时用蒸馏水终止反应； 

9）将切片苏木素染色 2min，0.1%盐酸酒精分化 10s，自来水冲洗蓝化； 

10）依次将切片放入梯度浓度酒精溶液中脱水处理； 

11）二甲苯透明组织切片，中性树胶封片； 

12）显微镜下观察，数字切片扫描系统采图，统计分析结果。 
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（2）免疫组织化学评分 

1）参照半定量积分法进行结果判读，每个切片随机选择 10 个区域，用高倍镜（400

倍）显微镜评估 1000 个肿瘤细胞（100 个细胞/区域）中的表达产物，每例标本都有至

少两位病理科医师做出准确判断； 

2）每张组织切片的阳性细胞染色程度计分：阳性着色细胞＜5%为 0 分，5～25%为

1 分、26%～50%记作 2 分、51～75%记为 3 分、＞75%记作 4 分； 

3）染色强度评分标准：无着色，0 分；淡黄色，1 分；棕黄色，2 分；棕褐色，3

分； 

4）根据染色程度、染色强度得分统计最终结果并进行判定，0～1 分为（－），2～

3 分为弱阳性（＋），4～5 分为阳性（＋＋），6～7 分为强阳性（＋＋＋），其中（＋～

＋＋＋）均判读为阳性。 

（3）统计学分析 

运用 SPSS 21.0 版统计软件统计所有数据结果，并进行相应的结果分析。以百分计

数，同时，各组间相互比则使用χ2 检验的方法。此外，采用斯皮尔曼（Spearman）等

级法对结果的等级相关性分析做出正确的分析，当然，只有当 P＜0.05 时，结果才具有

统计学意义。 

 

3.2  结    果 

 

3.2.1 IBP 在胃腺癌组织和癌旁组织中的表达 

胃腺癌组患者 IBP 在胞膜及胞浆中均有表达，为棕黄色颗粒，与正常胃粘膜组患者

相比，其阳性表达较高，通过计算得到 P＜0.05，结果具有统计意义。见表 3-2 和图 3-1。 

 

表 3-2  IBP 在胃腺癌组织和癌旁组织中的表达 

组织类型 n 
IBP 

+ ++ +++ n/合计 阳性率 χ²值 P 值 

胃腺癌组织 150 30 26 15 71 47.33% 
30.381 0.000 

正常胃部组织 50 1 1 0 2 4.00% 
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图 3-1  IBP 在胃腺癌组织和癌旁组织中的表达（免疫组化染色） 

 

3.2.2  p53 蛋白在胃腺癌组织和癌旁组织中的表达 

胃腺癌组患者的 p53 蛋白主要在细胞胞核中有表达，其阳性镜下显示为棕黄色或棕

褐色颗粒，与非胃腺癌组患者相比，其阳性表达较高，通过计算得到 P＜0.05，结果具

有统计意义，见表 3-3 及图 3-2。 
 

表 3-3  p53 蛋白在胃腺癌组织和癌旁组织中的表达 

组织类型 n 
p53 蛋白 

+ - 阳性率 χ²值 P 值 

胃腺癌组织 150 58 92 38.67% 
27.23 0.000 

正常胃部组织 50 0 50 0.00% 

 

图 3-2  p53 蛋白在胃腺癌组织中的表达情况（免疫组化染色） 
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3.2.3 胃腺癌组 IBP、p53 蛋白阳性表达与胃腺癌临床病理特征之间关系 

（1）IBP 在＞60 岁组中阳性率为 46.48%，≤60 岁组中阳性率为 48.10%，差异无

统计学意义（χ²＝0.039，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白在＞60 岁组中阳性率为 47.89%，≤60

岁组中阳性率为 30.38%，差异有统计学意义（χ²＝4.833，Ｐ＜0.05），p53 蛋白有在

年龄更大的人群中表达升高的趋势，见表 3-4。 

 

表 3-4  IBP 和 p53 蛋白与患者年龄之间的关系 

年龄

（岁） 
n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

＞60 71 33 46.48 
0.039 0.842 

 34 47.89 
4.833 0.028 

≤60 79 38 48.10  24 30.38 

 

（2）IBP 在男性组中阳性率为 50.86%，女性组中阳性率为 35.29%，差异无统计学

意义（χ²＝2.556，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白在男性组中阳性率为 43.10%，女性组中阳性

率为 23.53%，差异有统计学意义（χ²＝4.248，Ｐ＜0.05），p53 蛋白有在男性患者中

表达增高的趋势，见表 3-5。 

 

表 3-5  IBP 和 p53 蛋白与患者性别之间的关系 

性别 n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

男 116 59 50.86 
2.556 0.110 

 50 43.10 
4.248 0.039 

女 34 12 35.29  8 23.53 

 

（3）IBP 高分化组中阳性率为 5.26%，中低分化组中阳性率为 53.44%，差异有统

计学意义（χ²＝15.446，Ｐ＜0.05）；p53 蛋白高分化组中阳性率为 5.26%，中低分化

组中阳性率为 43.51%，差异有统计学意义（χ²＝17.417，Ｐ＜0.05），见表 3-6。 
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表 3-6  IBP 和 p53 蛋白与患者分化程度之间的关系 

分化程度 n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

高分化 19 1 5.26 
15.446 0.000 

 1 5.26 
17.417 0.000 

中-低分化 131 70 53.44  57 43.51 

 

（4）IBP 在 T1、T2 组中阳性率为 44.44%，T3、T4 组中阳性率为 56.04%，差异无

统计学意义（χ²＝0.814，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白在 T1、T2 组中阳性率为 38.89%，T3、

T4 组中阳性率为 37.36%，差异无统计学意义（χ²＝0.015，Ｐ＞0.05），见表 3-7。 

 

表 3-7  IBP 和 p53 蛋白与患者胃壁浸润深度之间的关系 

胃壁浸润

深度 
n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

T1、T2 18 8 44.44 
0.814 0.367 

 7 38.89 
0.015 0.903 

T3、T4 91 51 56.04  34 37.36 

 

（5）IBP 在Ⅰ、Ⅱ期组中阳性率为 47.46%，Ⅲ、Ⅳ期组中阳性率为 62%，差异无

统计学意义（χ²＝2.305，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白在Ⅰ、Ⅱ期组中阳性率为 40.68%，Ⅲ、

Ⅳ期组中阳性率为 34%，差异无统计学意义（χ²＝0.514，Ｐ＞0.05），见表 3-8。 

 

表 3-8  IBP 和 p53 蛋白与患者 TNM 分期之间的关系 

TMN 

分期 
n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

Ⅰ、Ⅱ期 59 28 47.46 
2.305 0.129 

 24 40.68 
0.514 0.473 

Ⅲ、Ⅳ期 50 31 62  17 34.00 
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（6）IBP在Lauren分型中，肠型组中阳性率为 44.74%，弥漫性组中阳性率为 53.33%，

混合型组中阳性率为 66.67%，差异无统计学意义（χ²＝1.641，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白

在 Lauren 分型中，肠型组中阳性率为 44.74%，弥漫性组中阳性率为 23.33%，混合型组

中阳性率为 0，差异有统计学意义（χ²＝8.528，Ｐ＜0.05），p53 蛋白有在肠型胃腺癌

标本中表达升高的趋势，见表 3-9。 

 

表 3-9  IBP 和 p53 蛋白与患者 Lauren 分型之间的关系 

Lauren 分型 n/例 

IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

肠型 114 51 44.74 

1.641 0.440 

 51 44.74 

8.528 0.014 弥漫型 30 16 53.33  7 23.33 

混合型 6 4 66.67  0 0.00 

 

（7）在肿瘤部位中，IBP 在贲门组阳性率为 50.00%，胃底体组阳性率为 37.78%，

胃窦组阳性率为 52.56%，其他组（幽门管、残胃）阳性率为 33.33%，差异无统计学意

义（χ²＝2.809，Ｐ＞0.05）；p53 蛋白在贲门组阳性率为 50.00%，胃底体组阳性率为

24.44%，胃窦组阳性率为 43.59%，其他组（幽门管、残胃）阳性率为 33.33%，差异无

统计学意义（χ²＝5.971，Ｐ＞0.05），见表 3-10。 

 

表 3-10  IBP 和 p53 蛋白与患者肿瘤部位之间的关系 

肿瘤部位 n/例 
IBP  p53 蛋白 

阳性 阳性率/% χ²值 P 值  阳性 阳性率/% χ²值 P 值 

贲门 24 12 50.00 

2.809 0.422 

 12 50.00 

5.971 0.113 
胃底体 45 17 37.78  11 24.44 

胃窦 78 41 52.56  34 43.59 

其他 3 1 33.33  1 33.33 

 

3.2.4 胃腺癌组织中 IBP、p53 蛋白表达之间的相关关系。 

我们运用 Spearman 等级相关性分析 IBP 和 p53 蛋白二者之间的相关关系，由结果
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可知，胃腺癌组织中，IBP 的表达与 p53 蛋白的表达没有显著的相关性，差异无统计学

意义（r =0.013，P>0.05），见表 3-11。 

 

表 3-11  IBP 和 p53 蛋白在胃腺癌组织中表达的相关性 

p53 蛋白 
IBP 

合计/n 

- + 2+ 3+ 

- 49 18 16 9 92 

+ 30 12 10 6 58 

计数/n 79 30 26 15 150 

 

3.3  讨    论 

 

近年来，由于饮食结构的改变、工作压力增大以及幽门螺杆菌的感染等原因，使得

胃癌呈现年轻化倾向，胃癌已成为我国发病率居第二位的恶性肿瘤，且发病率仍在增长，

对人民群众的身体健康带来了极大危害。由于早期症状不明显以及早期诊断较为困难，

很多患者在确诊时已属于中晚期，多已出现远程转移病灶[4-6]。因此寻求新的分子标志

物，对胃癌的诊断和治疗具有重要意义。 

干扰素调节因子 4 结合蛋白（IBP）是 2002 年 Pernis 研究小组通过酵母双杂交技术，

从人淋巴结 cDNA 文库中筛选出的一个可以与 IRF-4 具有结合作用的蛋白，主要表达于

T 淋巴细胞并发挥重要作用。之前对 IBP 功能的研究主要集中在免疫系统：参与 TCR

信号刺激下 T 细胞免疫突触的形成[34]；对维持免疫内环境的稳定发挥重要作用，IBP 敲

除小鼠表现出自身免疫性疾病症状[35]。但近年来其在肿瘤中的研究越来越深入：Li 等研

究确认 IBP 促进乳腺癌的增殖与侵袭[26]，Zhang 等研究认为 IBP 与直肠癌的发生发展相

关[9]。p53 蛋白已被发现超过三十年，野生型 p53 在介导细胞的压力应激下，通过诱导

或抑制参与细胞周期停滞、衰老、凋亡、DNA 修复和血管生成等相关基因发挥着非常

重要的作用[39]， 在野生型 p53 的众多作用中，其肿瘤抑制功能最为显着，该功能与 p53

作为转录因子调控基因的表达密切相关[27]。Yang 在乳腺癌中发现野生型 p53 蛋白可在

转录水平调节 IBP 的表达，IBP 与 p53 蛋白表达呈负相关[28]。 

本研究通过检测，发现 IBP 在胃腺癌组织中的表达明显高于正常胃组织，提示其可

能成为对 GC 治疗和诊断有积极作用的一种生物标志物；同时，统计学分析表明，IBP
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过表达与患者肿瘤分化程度呈比较强的正相关，提示 IBP 在 GC 的发生发展中起了重要

作用，IBP 的过度表达促进了肿瘤的的发生和发展，使肿瘤向高度恶性、低分化的方向

发展，说明 IBP 高表达的患者有可能预后不良，随着浸润深度及 TMN 分期的上升，IBP

的表达有增高的趋势，但差异无显著性；而同时，我们也检测了突变型 p53 蛋白在这 150

例胃腺癌组织中的表达情况，发现 p53 蛋白的过表达与患者年龄、性别、肿瘤分化程度

及胃腺癌的 Lauren 分型有关，这与 Waraya 等[40]研究中突变型 p53 蛋白在胃癌中的临床

病理学特征类似。同时通过统计学分析，我们发现 p53 蛋白与 IBP 的在胃组织中的表达

上调没有明显的相关性，由于我们免疫组化检测的 p53 蛋白为突变型，二者无相关性似

乎与 IBP 与肿瘤临床病理相关相矛盾。但是，胃癌的发生发展是多种癌基因进行网络式

相互作用的结果，不同基因间的信号调节复杂，本组研究的 IBP 既可以依赖于 p53 基因

通路，也可以通过独立于 p53 基因途径影响细胞凋亡过程，在其他一些肿瘤的表达情况

也说明了该问题，如乳腺癌中甚至出现 IBP 和突变型 p53 蛋白的表达在临床病理标本中

表达呈负相关的情况[26]，这也充分说明了肿瘤的发生发展绝不是单一基因单一因子的作

用，而是多基因多因子相互作用影响的过程；再次，由于 p53 蛋白的突变更多是点突变

和少量插入、缺失或蛋白质融合，因此难以制备一种能够识别各种突变的 p53 蛋白，且

不与正常的 p53 交叉反应的抗体。因此，仅采用免疫组化方法难以判断突变型 p53 蛋白

表达的真实情况，应进一步采用核酸检测方法用于验证。 

综上所述，我们的研究表明，IBP 在一些胃腺癌细胞和组织中过度表达，主要表达

于胞膜、胞浆，IBP 的过表达与 GC 患者的预后有一定的相关性，IBP 的表达与突变型

p53 蛋白的表达并没有明显的相关性。尽管还需要进一步的实验，但我们认为 IBP 作为

GC 的一种新的肿瘤标志物及预后指标有着广阔的研究前景，对于 IBP 在 GC 发生发展

中的机制的进一步研究将为其发生机理及综合治疗提供新的思路。 

 

3.4  小    结 

 

本部分实验我们收集了 150 例胃腺癌组织标本，采用免疫组织化学技术标记 IBP、

p53 蛋白在 150 例胃腺癌的表达，以癌旁胃组织的 50 例标本为内对照，显微镜下阅片，

将 IBP 按照 0、1+、2+、3+进行分类，将 p53 蛋白按照﹢、﹣分类。应用 SPSS21.0 统

计软件，采用χ²检验以及 Spearman 等级相关性分析等方法，总结 IBP 和 p53 蛋白在胃

腺癌中表达百分比，总结 150 例胃腺癌患者的相关临床资料：年龄、性别、肿瘤部位、

组织学分型、临床分期等，分析 IBP 和 p53 蛋白的表达与患者临床特点之间的联系，并
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进一步分析 IBP 和 p53 蛋白表达之间的相关关系。得到结果如下： 

（1）IBP 主要表达于胃腺癌细胞胞膜和胞浆中，阳性率为 47.33%，差异具有统计

学意义（P＜0.05）。 

（2）P53 蛋白主要表达于胃腺癌细胞的胞核中，阳性率为 38.67%，差异具有统计

学意义（P＜0.05）。 

（3）在胃腺癌临床组织标本中，IBP 阳性表达与患者的病理分级具有相关性（P＜

0.05），病理分级越高的患者其 IBP 的表达具有升高的趋势。与患者年龄、性别、胃壁

浸润深度、TMN 分期、Lauren 分型及肿瘤部位无相关性（P＞0.05）。p53 蛋白阳性表

达与患者年龄、性别、病理分级、Lauren 分型具有相关性（P＜0.05）。p53 蛋白有在年

龄越大的人群中表达越高的趋势；p53 蛋白在男性患者中的表达率明显比女性患者高；

和 IBP 一样，病理分级越高的患者其 p53 蛋白的表达具有升高的趋势；p53 蛋白还有在

肠型胃腺癌中表达增高的趋势。与胃壁浸润深度、TMN 分期、肿瘤部位无相关性（P＞

0.05）。 

（4）运用 Spearman 等级相关性分析 IBP 和 p53 蛋白二者之间的相关关系，由结果

可知，胃腺癌组织中，IBP 的表达与 p53 蛋白的表达没有显著的相关关系，差异没有统

计学意义（r =0.013，P＞0.05）。  
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全文总结 

 

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤，高居全世界癌症病死率第二位，在我国胃癌的患病

情况也不容乐观，是具有高频的发病率和死亡率的恶性肿瘤。由于技术水平的限制，早

期胃癌患者很难诊断出来，一旦诊断为胃癌，都已经发展为了进展期胃癌，此时，不得

不采取手术对肿瘤进行切除、或者采用化疗等综合措施对患者进行治疗，不仅没有预期

的效果，而且对发展到晚期的患者预后很差。这就意味着必须打破传统的治疗手段，积

极的寻求新的治疗方式。近年来，研究者对肿瘤分子生物学研究进一步深入，逐渐发现

胃癌的发生发展是由很多因素造成的，与基因的表达也息息相关，而且，不同时期的病

理表现也不尽相同，当基因中某些原癌基因的激活或者抑癌基因的缺失，以及某些转录

和调节因子的过度表达，都会使细胞不受限制的增殖或者细胞凋亡机制失效等，这些都

是导致癌症发生发展的机制。分子靶向治疗是目前肿瘤治疗的一个具有积极意义的新方

向，该方式是以肿瘤细胞过度表达的标志性分子作为靶点，通过其他表达产物对标志性

分子进行调控或者抑制肿瘤细胞的增值信号的表达，使肿瘤细胞无法无限增值。但是，

目前为止，关于寻找胃癌细胞中的有效的分子靶点，除 HER2 外还没有更多的进展，还

需要投入更多的精力去进一步的研究。 

近年来，IBP 在肿瘤中的研究不断深入，现有报道其在乳腺癌、结肠癌、口腔鳞癌

等许多肿瘤中存在着异常表达，并与这些肿瘤的侵袭、增殖、转移以及化疗抵抗等密切

相关。但 IBP 在胃癌中的表达情况如何？其在胃腺癌细胞株中的表达模式是什么？在胃

腺癌临床标本中的表达情况又是怎样？其与某些肿瘤因子及临床病理特征间有无关

系？这是我们需要探索和解决的问题。因此，本研究通过免疫荧光检测 IBP 在胃腺癌细

胞株中的表达模式，通过 Real-time PCR、Western blot 检测 IBP 在不同胃腺癌细胞株中

的表达情况，收集胃腺癌临床标本，通过免疫组化 EnVision 法检测 IBP 和 p53 蛋白在胃

腺癌临床标本中的表达情况，并进一步检测了 IBP 和 p53 蛋白与患者临床病理因子之间

的关系及其在胃腺癌标本中表达的相关关系，而有关其具体的分子机制有待于下一步深

入研究。主要实验结果及结论如下： 

一、IBP 在表达于胃腺癌细胞株的胞膜和胞浆，并在两种胃腺癌细胞株中均呈阳性

表达，其表达量高低与胃腺癌细胞的恶性程度相关，故推测 IBP 可能参与了胃腺癌的发

生发展过程。 

二、在胃腺癌临床组织标本中，免疫组化结果显示 IBP 阳性表达具有统计学意义（P

＜0.05），主要表达于胞膜和胞浆，与细胞实验结果一致。p53 蛋白的阳性表达率为
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38.67%，主要表达于胞核，差异具有统计学意义（P＜0.05）。 

三、在胃腺癌临床组织标本中，IBP 阳性表达与患者的病理分级具有相关性（P＜

0.05）。病理分级越高的患者其 IBP 的表达具有升高的趋势。与患者年龄、性别、胃壁

浸润深度、TMN 分期、Lauren 分型及肿瘤部位无相关性（P＞0.05）。p53 蛋白阳性表

达与患者年龄、性别、病理分级、Lauren 分型具有相关性（P＜0.05）。p53 蛋白有在年

龄越大的人群中表达越高的趋势；p53 蛋白在男性患者中的表达率明显比女性患者高；

和 IBP 一样，病理分级越高的患者其 p53 蛋白的表达具有升高的趋势；p53 蛋白还有在

肠型胃腺癌中表达增高的趋势。与胃壁浸润深度、TMN 分期、肿瘤部位无相关性（P＞

0.05）。 

四、在胃腺癌临床组织标本中，IBP 的表达与 p53 蛋白的表达没有明显的相关性，

差异无统计学意义（r =0.013，P＞0.05）。 

综上所述，本研究得出的主要结论是： 

IBP 在胃腺癌细胞和组织中过度表达，主要表达于胞膜胞浆，IBP 过表达与胃腺癌

患者的病理分级呈正相关，IBP 的表达与突变型 p53 蛋白的表达没有显著的相关性。尽

管还需要进一步的实验，但我们认为 IBP 作为 GC 的一种新的肿瘤标志物及预后指标有

着广阔的研究前景，对于 IBP 在 GC 发生发展中的机制的进一步研究将为其发生机理及

综合治疗提供新的思路。 
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文献综述 

 

IBP 在肿瘤中的研究进展 

 

【摘要】IBP（IRF-4 结合蛋白）是一种主要表达于 T 淋巴细胞并且具有重要功能

的微管结合蛋白，对其早期的研究主要停留在免疫系统层次上。IBP 主要起 GEF 功能，

它是一种具有激活Rho GTPase家族中部分成员的能力，提示该蛋白可能参与了调剂细

胞骨架重构以及细胞内信号传导等机制[1]，并在最近研究中发现其与部分恶性肿瘤的发

生发展密切相关。研究者认为该蛋白有可能成为癌症分子靶向诊治的新靶点。本文结合

已有的实验研究数据，分析 IBP 的结构和功能，以及该蛋白在癌症发生发展中的多重作

用，为进一步的靶向治疗研究提供理论依据。 

关键词：IBP；肿瘤；靶向治疗 

 

IBP 又名 SLAT、DEF-6，是十多年前，Pernis 研究小组在研究干扰素调节因子 4

（ IRF-4）的结构和功能时发现的，它使用酵母双杂交技术创造性地过滤出一种能够和

IRF-4相互作用的蛋白质。前人主要对 IBP的研究聚焦于免疫系统，主要表达于 T 淋巴

细胞并发挥着重要作用[2]，近年来，国内外研究证实 IBP在多种肿瘤组织中存在异常表

达并发挥着重要的生物学效用，这就说明其很可能作为成为肿瘤治疗的新靶点。 

一、IBP 的结构和功能 

IBP相对分子量高达75000Da，由 631 个氨基酸组成，其编码基因处于人染色体

6p21.31 位置[3]，IBP分子结构主要包含三个结构域，从 N 端到 C 端分别为 EF-hand、PH

（pleckstrin�homology）、DH（Db1�homology）（图 1），它们是通过介导钙离子信

号实现转导通路的作用，同时与磷酸肌相结合，以达到激活 GEF 活性的目的[1]。然而，

研究发现， IBP分子中还存在能够表达碱性氨基酸的编码区 K328-R340，这是具有核移

位信号表达的基因序列，该序列能够起到调控细胞核对基因的表达起的作用[1]。 IBP在

人免疫系统中大量表达并具有重要功能，尤其高表达于胸腺及 T 淋巴细胞，研究者认为

DH 结构域是 IBP中主要的功能序列，其包含了 Db1 家族蛋白的 GEFs 催化 Rho GTP 酶，

这种酶能够影响 GDP 到 GTP 的转化，让不具活性的 GDP 结合态过渡到具有活性的 GTP

结合态，对 Th2 细胞调控其细胞因子表达有重要作用[4]。此外，Ca
2+能够结合 N 末端的

EF 结构域，其原理是在 TCR/CD28 的刺激影响下，使邻近的 ITAM 序列迅速磷酸化，
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激活了 IBP下端的 PH 结构域，这样，精氨酸残基就能够成功和 PIP3 结合[5]，由于激活

了 PH 结构域侧面基因序列，也就顺利的表现出 GEF 的活性[6]。 IBP还能够起到控制

MAPKs 与 NF-κB 的作用，使其参与 TLRs 传导通路以实现调控的作用[7]。最新的研究

表明， IBP也能影响细胞的极化，对细胞间的通讯甚至细胞骨架重塑等功能也有一定的

影响[8-9]。现有的研究资料表明，IBP能够在多种恶性肿瘤细胞中过表达，该方式能成功

的与肿瘤相结合，也就意味着其能成为评估一些癌症未来的发展趋势。针对乳腺癌、结

肠癌、口腔鳞癌及人涎腺腺样囊性癌（SACC）等常见的恶性肿瘤研究发现， IBP可以

促进肿瘤细胞的增殖和转移、促进上皮间充质转化、调节肿瘤细胞周期等，也发现在乳

腺癌细胞中 IBP能够抑制 p53 蛋白基因的表达，也就意味着 IBP很可能作为癌症分子治

疗的新靶点。 

 

 

图1  IRF-4结合蛋白（IBP）与SWAP-70同源性比较（引自Gupta S, et al.Molecular cloning of IBP,a 

SWAP-70 homelogous GEF,which is highly expressed in the immune system）[2] 

 

二、IBP 在肿瘤中的表达情况 

通过检测肿瘤细胞及临床标本，现已知 IBP在乳腺癌、直肠癌、人涎腺腺样囊性癌

（SACC）及人口腔鳞癌组织等肿瘤中均存在着异常表达。有研究发现了 IBP 在 MCF-7、

MDA-MB-231、MDA-MB-435、MDA-MB-453、SKBR3 几种乳腺癌细胞中的表达情况，

通过 WB 及 PCR 技术，发现随着乳腺癌细胞恶性程度的升高，癌细胞中 IBP的表达的

亦有逐渐升高的趋势，通过免疫荧光技术确定了在乳腺癌中的 IBP主要表达于胞膜胞

浆，提示 IBP可能与许多其他信号分子相似，可以定位于胞膜内侧发挥作用[10]；进一步
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收集临床乳腺癌手术组织及相应的正常乳腺和乳腺良性病变对照样品，构建乳腺癌组织

芯片并进行免疫组化检测，发现乳腺癌中 IBP的阳性率为 53.3%（57/107），正常乳腺

及乳腺良性病变组织中未见 IBP表达；通过将 IBP的表达与所收集标本的临床病理特征

进行统计学分析，发现乳腺组织中 IBP的表达能都针对乳腺癌的病理进行分级，其表达

与淋巴结转移息息相关，而突变型 p53 蛋白的表达与它成负相关[10]。Zhang 等[11]运用

WB 及 PCR 技术，成功的发现了 IBP可在某些人结肠癌的细胞株（如 SW480、SW620、

HT29）进行阳性表达，其表达的物质主要集中在细胞浆内，在癌旁组织和正常结肠组

织中，没有发现 IBP表达产物。同时，在选取同一来源的 SW620 结肠癌细胞株与 SW480

结肠癌细胞株进行试验时，发现前者 IBP表达水平明显高于后者[12]，这种结果很可能和

IBP在乳腺癌中表情情况相似，随着细胞恶性程度的提高，结肠癌细胞中 IBP的表达水

平也逐渐升高；在 63 例结肠癌标本中 IBP表达率为（42/63）66.7%，而癌旁正常结肠组

织和腺瘤均为全阴性，结肠癌组织中 IBP 表达显著高于正常组织，在结肠癌组织中，IBP

表达有四个时期，其中在Ⅰ期结肠癌的表达率最低，也验证了 IBP的高表达与 TNM 的

正相关关系，与分化程度呈负相关关系[11]。也有研究认为 IBP在造血干细胞中能够发挥

高效率的表达，但是在分化后的粒细胞、巨噬细胞和红细胞中，其基因序列的表达有所

下降[13]，说明 IBP在分化层次越低的细胞中更容易表达，通过结肠癌组织标本中检测得

到的结果也可以说明这一点。简从相[14]、潘磊[15]等通过免疫组化检测 78 例人口腔鳞癌

组织中 IBP的表达情况，检测到有 36 例 IBP阳性表达（表达率 46.15%），而全部 6 例

口腔正常黏膜中未检测到 IBP的表达产物。通常 IBP 表达含量的多少直接取决于肿瘤直

径、TNM 临床分期以及能否发生远程转移等因素，同时与肿瘤分化程度呈负相关的关

系，也就是说， IBP蛋白高表达时，通常会明显降低患者的无瘤生存期和总生存期。通

过 Western blot 检测 IBP在人涎腺腺样囊性癌（SACC）细胞株 ACC2、ACCM 中的表达，

确认 ACC2、ACCM 细胞株中未见 IBP表达，使用免疫组化方法检测 IBP在 20 例正常涎

腺组织中全部表达阳性，27 例 SACC 中仅 3 例表达弱阳性，两组间存在显著差异[16]。

此结果也验证了 Gupta 等认为 IBP能够在正常涎腺中表达的结论，但是研究发现 IBP在

SACC 中呈现低表达甚至不表达的效果，与其在乳腺癌与直肠癌中 IBP阳性表达结论相

冲突，分析原因， IBP表达很可能与组织类型有很大的关联性：导致腺样囊性癌发生的

主要原因是上皮细胞和管道内壁上皮细胞的错误表达，这些细胞是有闰管或闰管储备细

胞分化而成的；构成乳腺癌的细胞来源因素则为乳腺终末导管小叶单元上皮的病变，肠

黏膜上皮和腺体细胞发生癌变，则易导致直肠癌。 
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三、IBP 在肿瘤增殖和转移中的作用 

关于 IBP对肿瘤细胞增殖和转移作用的研究现在主要集中于乳腺癌中，这些研究都

指向一个事实：IBP的过表达促进了乳腺癌细胞的增殖和转移。Li 等[10]分别建立了 IBP

表达上调的 MDA-MB-435 细胞株和 IBP 表达受到抑制的 MDA-MB-231/178 细胞株，在

培养皿中进行体外肿瘤的侵袭试验，得到 IBP具有增强乳腺癌细胞增殖与迁移的结论

[10]。简从相等在真核细胞中通过构建 shRNA 重组质粒，成功的达到干扰 IBP表达的目

的，通过增殖实验也验证了 IBP 有效的干扰效果，进行筛选后，也成功建立了 IBP干扰

的稳定的乳腺癌细胞系[17]。有人在进一步的实验中利用慢病毒介导 shRNA构建了 IBP抑

制的稳定感染乳腺癌细胞株 MDA-MB-231 和 HS578T，通过检测，发现 MDA-MB-231

和 HS578T 细胞中 E-钙粘蛋白（E-cadherin）表达水平明显升高，而 E-钙粘蛋白是一种

重要的蛋白，能够判别细胞极性以及维持细胞件的联系，兼具抑制肿瘤侵袭和限制细胞

转移的作用。当细胞中 E-钙粘蛋白蛋白的缺失或者功能异常使，往往会加剧肿瘤细胞的

恶化，患者易出现不良症状[18]，该研究结果表明抑制 IBP的表达能在一定程度上降低乳

腺癌细胞的恶化，该结论由 MTT 细胞增殖实验和 Transwell 迁移实验已经得到验证，所

以，利用了抑制 IBP表达的效果，明显降低了 MDA-MB-231 和 HS578T 细胞的增殖能力

和迁移效果，但这仅是证明了在体外 IBP具有如此效果。同时，通过裸鼠实验证明，说

明在体内抑制 IBP的表达，同样能降低乳腺癌细胞的成瘤能力，两者结果相吻合[19]。 

有研究指出 PI3K/Akt/mTOR 是细胞内抑制自噬作用重要因素，它能有效的致使肿

瘤细胞自噬活性的变化。2013 年，Chen 等[20]通过实验发现 IBP主要起效果的结构为 PH

片段，通过结合 PI3K 激活基因表达，这也意味着，当 IBP引起 PI3K/Akt/mTOR 信号的

激活时，它会导致细胞自噬减弱，从而更容易发生乳腺癌。在此基础上，通过基因敲除

技术及基因过表达技术，研究人员成功构建了 MDA-MB-231/IBP siRNA 沉默 IBP细胞系

和 MDA-MB-468-IBP 过表达 IBP细胞系，然后通过饥饿刺激，在显微镜下观察自噬指数

LC3Ⅱ的表达，当抑制 IBP表达时，Lc3Ⅱ的含量显着增加，而 IBP的表达在 LC3Ⅱ中呈

下降趋势[20]。为了验证此推论的正确性，提取临床乳腺癌组织标本，做成切片，并与正

常乳腺组织标本切片进行对比，通过病理技术着色之后，观察到 IBP过表达能够大大促

进 Akt、mTOR 及 LC3Ⅱ的表达。此结果也证 IBP是抑制细胞自噬作用导致乳腺癌增殖

和转移重要原因[20-21]（图 2）。 



陆军军医大学硕士学位论文 

 43 

 

图 2  乳腺癌中 IBP 的功能模拟图（引自 Chen S,et al.IBP-mediated suppression of autophagy 

promotes growth and metastasis of breast cancer cells via activating mTORC2/Akt/FOXO3a signa-ling 

pathway）[20]
 

 

陈忠蛟等[22]通过设计并合成针对人 IBP  mRNA 的 RNA 干扰（RNAi）序列，构建

RNAi 慢病毒表达载体，与包装质粒共转染人胚肾 293FT 细胞获得病毒颗粒，以病毒感

染 MDA-MB-231 细胞。采用免疫印迹及实时聚合酶链反应（RT-PCR）确定能有效抑制

IBP的 RNAi 序列，筛选获得稳定感染的细胞株，用微丝和微管染色，染色结果证实，IBP

表达减少后细胞形态变化明显，细胞体积变大，丝状伪足数量减少，片状伪足数量则增

加，微管排列无序，提示 IBP参与乳腺癌细胞骨架的重建，这与乳腺癌转移息息相关。 

四、IBP 在肿瘤上皮间充质转化（EMT）中的作用 

张竹君[23]通过 WB 和细胞免疫荧光分析发现 IBP调节乳腺癌细胞中 EMT 标志分子

（E-cadherin、N-cadherin、Keratin18、Vimentin、Fibronectin）的表达水平。相差显微镜

观察发现 IBP改变乳腺癌细胞的 EMT 表型。并发现 IBP在 EGF 诱导的乳腺癌细胞 EMT

过程中表达水平显著升高；在乳腺癌细胞中，IBP 表达抑制会降低 EGF 刺激引起的 EGFR

及其下游信号分子 ERK1/2、p38MAPK 的磷酸化水平。利用 RT-PCR 检测发现乳腺癌细

胞中 IBP抑制后 EMT 相关转录因子 Snail、Slug、ZEB1 和 ZEB2 的表达水平会不同程度

的降低。利用 G-ELISA 技术分析 IBP表达水平与乳腺癌细胞中 Rac1，RhoA 和 Cdc42

活性水平之间的关系：乳腺癌细胞中 IBP通过其 GEF 活性调控 Rac1，RhoA 和 Cdc42

的活化[23]。（图 3） 
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图 3  IBP 通过 Rac1，RhoA 和 Cdc42 信号通路调节乳腺癌细胞 EMT 进而促进其转移的分子机

制（引自张竹君.IBP 调节乳腺癌细胞 EMT 及促进其转移的分子机制研究）[23]
  

 

IBP可通过促进结肠癌上皮间充质转化（EMT）作用，间接的加强了肿瘤细胞的侵

袭和迁移，Tiwari 等[24]通过实验表明，上皮细胞受到 EMT 的作用，将短暂的导致细胞

失去极性。而间质化细胞则因为 EMT 使细胞的增殖速率缓慢，但能增强细胞的侵袭转

移能力，其结果与 IBP的表达相吻合[25]。在显微镜下观察细胞爬片，可以发现， IBP阴

性表达能使空质粒对照组细胞聚集到一起，与 IBP过表达相反，这也与上皮间质转换发

生后出现细胞分散的现象相吻合[25]。所以说， IBP是一种 EMT 过程的重要调节分子，

不同的表达方式会产生不同的结果，有时可以导致细胞向恶性方向转变。 IBP也能提高

间叶标志物 Fibronectin 表达效率[12]，而有研究指出钙黏蛋白转换是 EMT 的重要标志[26]。

由于 Fibronectin 具有提高结肠癌细胞浸润及转移的功能，所以 E-钙粘蛋白则对维持上

皮的完整性非常有利，肿瘤的发生和转移通常导致缺乏 E-钙粘蛋白的缺失或变性。此时，

转录因子 Snail 可直接抑制 E-钙粘蛋白的转录表达，导致肿瘤加速发展[27]。众多研究表

明，直结肠癌细胞株中 IBP表达能够直接降低 Snail 的表达水平，这主要是因为 IBP表达

过程中会影响 Snail 的表达，影响了 E-cadherin 的调控效果，导致结肠癌细胞 EMT 变异

[12]。此外，IBP还能够影响胶原酶 MMP2 的功能，一定程度上导致结肠癌细胞迁移和侵

袭，MMP2 能降解肿瘤细胞的基底膜，甚至是细胞外的基质，从而导致肿瘤细胞浸润到

周围组织，促进肿瘤细胞的转移[28]。Ishii
[29]发现 EMT 可加速人涎腺腺样囊性癌（SACC）

的发生和发展，通过免疫荧光染色中间标记波形蛋白和 EMT 过程的上皮标记，发现ⅱ

型角蛋白 CK-8：ACC2-C1/ IBP细胞表达显着增强，CK-8 表达显著下降。而 IBP表达为

阴性的 ACC2-C1 细胞的表达情况正相反。同时，在染色细胞后观察爬片，我们可以看

到 ACC2-C1 细胞聚集在一起，而 ACC2-C1/ IBP细胞却呈离散状态。这与 EMT 所造成
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的细胞间骨架结构破坏，链接疏松表现一致[31]。由此我们初步判断 IBP可促进上皮间质

转化。 

五、IBP 与 p53 蛋白在肿瘤发生发展中的关系 

现在关于 IBP与 p53蛋白间关系的研究主要集中于乳腺癌中，2009 年在人乳腺癌、

结肠癌的上皮组织中发现 IBP的阳性表达[10,11]。在关于乳腺癌组织样本的研究中，发现

IBP与乳腺癌的 TMN 分期、病理分级等相关，并第一次发现与 p53蛋白（突变型）水

平呈负相关[10]。 p53蛋白有野生型和突变型两种类型，在 p53蛋白（野生型）的众多作

用中，其肿瘤抑制的功能一直是研究的热点，研究得也较为深入，该功能主要是 p53蛋

白充当调控基因表达的转录因子，进而影响相关肿瘤基因的表达[32]，这种p53蛋白的特

征表明, 乳腺癌的发生发展可能与 IBP的转录调控机制有关, 并提示 IBP在乳腺癌中可

能有新的和更重要的功能。2011 年 Yang 等[33]研究发现 IBP可以作为抑癌基因p53的负

反馈调节因子，增强乳腺癌的发生和转移，并抑制顺铂诱导的乳腺细胞凋亡。通过进一

步的研究发现，在人 IBP基因的 5’侧翼中有一个非经典的 p53结合位点，并且 p53可以

通过结合于该位点来抑制 IBP的表达。而 IBP 可以使 Bcl-2（一种抗凋亡因子）高表达，

从而改变 Bax 和 Bcl-2 两种因子的比例，激活 AKT / p53 信号通路，降低p53的表达活性，

以上研究均证实 IBP同抑癌基因p53（野生型）之间也存在一个相互作用的反馈环[33]。 

六、小结 

综上所述，过去几年，我们发现 IBP 除了在免疫系统中发挥作用外，在多种人类肿

瘤细胞中也起着重要作用，并与很多肿瘤组织的病理类型、TNM 分期、远处转移及患

者的预后情况密切相关。随着对 IBP 在肿瘤发生发展中的作用机制的研究越来越深入，

使其有望作为一种新型的肿瘤标志物和基因靶向治疗的新靶点，为肿瘤的分子靶向治疗

开辟一个新的路径。 
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致    谢 

 

在基层工作了四年后，我来到了陆军军医大学攻读研究生课程。转眼间，三年多的

学习生活即将结束，回顾这段令人难忘的时光，收获了不少，这将是我人生宝贵的成长

经历。在这里，我想关心并帮助我的老师和同学们表示深深的谢意！ 

首先，我衷心感谢我的导师郭乔楠教授，你的指导和教学将是我一生的财富，在读

研究生期间，由于种种原因，个人事务一直不断，对研究生学习和科研工作产生很大影

响，是你对我学习和生活给予无微不至的关怀和鼓励，让我顺利完成研究生学习。导师

渊博的知识、勤奋的精神、严谨的学术态度、谦虚的品质影响着我，让我受益匪浅。在

这里，谨向郭老师致以诚挚的谢意！ 

衷心感谢师姐宋汉香博士在我实验选题、实验设计、科研方法上的支持和帮助，感

谢唐雪峰博士、赵郭盛博士、闫广宁博士、高自然硕士、彭动斌硕士在课题进展中的帮

助和指导。感谢胡川闽教授惠赠 IBP 抗体。 

衷心感谢病理科王亚丽老师、谭秋林老师在免疫组化中给予的帮助和支持，感谢师

姐吕扬帆博士及科室秘书曹亚在毕业及答辩相关工作中的帮助和指导。衷心感谢中心试

验室给我们提供良好的实验环境及精良的实验设备。 

最后，衷心的感谢一直默默支持我的家人，正是你们全力的支持和鼓励，生活的关

怀和陪伴，我才能顺利完成学业。在未来的工作研究中，我必须更加努力，不辜负你们

的付出和期望。 


