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组胺 H4 受体在胃腺癌组织中的表达及临床意义 *
方征宇△ 张巨峰 刘 立 李佳娜 黎满慧
（深圳北京大学香港科技大学医学中心 广东 深圳 518036）

摘要 目的：研究胃癌腺癌(gastric adenocarcinoma, GAC)中组胺 H4 受体的表达水平及其临床意义。方法：60 例 GAC 组织（病例

组）与配对癌旁组织（adjacent normal tissue, ANT）中应用免疫组织化学技术检测组胺 H4 受体的表达,应用实时荧光定量 RT-PCR
方法检测组胺 H4 受体 mRNA 的表达，统计分析组胺 H4 受体表达与临床病理特征之间的关系。结果：①胃腺癌组织中组胺 H4
受体蛋白的阳性表达率（11.7%）显著低于癌旁正常组织（96.7%）。②胃腺癌组织中组胺 H4 受体 mRNA 水平较癌旁组织明显降低

（p<0.001）。③组胺 H4 受体蛋白和 mRNA 表达异常和肿瘤的病理分级有相关性（p=0.0027 和 p=0.0011），也与有无胃周淋巴结转

移有关（p<0.001 和 p=0.0049）。结论：组胺 H4 受体在胃腺癌组织有表达异常，表达量与病理分期相关。组胺 H4 受体表达异常和

组胺水平紊乱可能在胃癌发生发展过程中有重要作用。
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ABSTRACT Abjective: To investigate the expression level of HRH4 in gastric adenocarcinoma (GAC) and its clinical significance.
Methods: The protein and mRNA level of HRH4 was examined in tissues from 60 patients with GAC by SP immunohistochemistry and
real-time PCR compared with adjacent normal tissues (ANT). Results:① The positive expression rate of HRH4 protein in GACs (11.7%)
was significantly lower than that in ANTs（96.7%，P<0.001）.②The average mRNA level in patients with was much lower than those in
adjacent tissues.③The positive expression rate of HRH4 protein and HRH4 mRNA in stage T3～T4 (2.6% and 5.1%) was significantly
lower than that in stage T1～T2 (28.6％ and 38.1%, P<0.05). Conclusion: The expression of HRH4 gene is reduced significantly in GAC
tissues and is correlated with TNM stage. Abnormally expressed HRH4 and histamine might play a role in the progression of GAC.
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前言

组胺是体内广泛存在生物活性胺，通过特定的组胺受体调

控行使其多样的生物学功能。组胺受体家族有四个成员，分别

为组胺 H1、H2、H3 和 H4 受体 [1,2]。其中，组胺 H4 受体（his-
tamine receptor H4，HRH4） 在 2000 年之后才被发现和克隆[3]，

在造血细胞和白细胞中表达丰富，与体内免疫和炎症反应密切

相关[4]。此外，一些最新的研究表明组胺 H4 受体可能与肿瘤发

生发展有关：组胺 H4 受体可介导组胺对胰腺癌[5]和乳腺癌[6]细

胞增殖的调控；结直肠癌组织中组胺 H4 受体表达明显降低[7]。
很早以前人们就发现胃癌组织中存在组胺分泌的紊乱[8]，

且与组胺受体的协同参与了胃癌的发生发展过程[9]。在组胺 H4
受体被发现和克隆后，由于其在人体整个胃肠道都有分布[10]，

组胺 H4 受体在胃癌发生发展中可能也存在潜在作用，目前尚

无明确报道。本研究选取 60 例胃腺癌组织标本和配对的癌旁

正常组织，应用实时荧光定量 PCR 法检测 HRH4 mRNA 的表

达，采用免疫组织化学从蛋白检测 HRH4 的表达情况，分析组

胺 H4 受体表达与临床病理特征的关系，探讨组胺 H4 受体在

胃腺癌发生发展过程中的意义。

1 材料与方法

1.1 临床样本

深圳市北大医院 2008 年 12 月～2009 年 6 月手术切除

GAC 组织标本 60 例。其中年龄 47～65 岁，平均年龄 54.5 岁。
按照病理分型其中乳头状腺癌 27 例、管状腺癌 23 例、低分化

腺癌 5 例、粘液腺癌 3 例、印戒细胞癌 2 例，每例均作 TNM 分

期 ；所有患者术前均未接受过放疗和化疗。选取配对手术切除

正常肝组织为对照组。所有标本取部分提取总 RNA 后，均经

10％福尔马林液固定后常规石蜡包埋连续切片。
1.2 实验试剂来源
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免疫组化剂盒，购自上海生工生物工程公司；小鼠抗人组

胺 H4 受体单克隆抗体 Mouse Anti-Human HRH4 Monoclonal
Antibody（Unconjugated, Clone 2D5，来自 TransGenic Inc.），小

鼠抗人 CD34 单克隆抗体、超敏 S-P 试剂盒、液体 DAB 酶底物

显色试剂盒均购自上海 Genetech 有限公司。Trizol 总 RNA 抽

提试剂盒购自上海生工生物公司，逆转录酶（MMLV-RT）购自

美国 Promega 公司，Realtime-PCR 专用 Sybergreen 荧光染料购

自美国 Biorad 公司，所使用的 Realtime-PCR 仪为 iQ5 Multi-
color Real-Time PCR Detection System。
1.3 实验方法

1.3.1 免疫组织化学方法 石蜡切片经脱蜡水化后，采用高压法

修复抗原，HRH4 一抗工作浓度为 1：100，常规 S-P 法（步骤按

试剂盒说明书进行），DAB 显色苏木精复染。以已知阳性的胃

腺癌切片作阳性对照，以 PBS 代替一抗作阴性对照。
1.3.2 实时荧光定量 RT-PCR 法 按照总 RNA 抽提试剂盒说明

书的使用步骤对癌变组织和对照组织进行总 RNA 的抽提；按

照逆转录酶使用说明将样本 mRNA 逆转录为 cDNA。Real-
time-PCR 体系（20 l）为：10×Buffer 2 l，dNTPs（200mM）0.4 l，
MgCl2（25mM）2.4 l，上游和下游引物（10mM）各 0.5 l，Fermen-
tas Taq DNA 聚合酶 0.2 l，Sybergreen 荧光染料 0.3 l（0.5 g/ml），

ddH2O14.7 l 。Realtime-PCR 所使用的上下游引物分别为：

GAPDH Forward primer: 5'- TGC ACC ACC AAC TGC TTA
GC-3'; Reverse primer: 5'-GGC ATG GAC TGT GGT CAT
GAG-3'；HRH4 Forward primer: 5'- TAA GCC ACC TGA GCA
GCT -3'，Reverse primer：5'- ACG GCA ATA CCC TGT CTT
-3'。 Realtime-PCR HRH4 参 数 ：95℃预 变 性 3 min；95℃
30s，55℃ 30s，72℃ 20s，共 40 个循环；最后 72℃ 延伸 10min；

GAPDH 参数：95℃预变性 3 min；95℃ 30s，60℃ 25s，72℃ 20s，
共 30 个循环，最后 72℃延伸 10min。GAPDH 标准品连续倍比

稀释后与样品同步扩增，得到标准品实时扩增曲线及对数标准

曲线。保证每批标准品实时扩增曲线为一组近似平行的光滑曲

线，对数标准曲线相关系数在 0．999，否则重复检测本。进行

三次组内重复后，使用 Ct(△△CT) 值法[11]进行计算，分析癌变

组织和对照组织中 HRH4 相对于 GAPDH 表达的相对量。
各分组所得计量数据采用均数±标准差表示，用 SPSS10.0

软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准α=0.05，

p<0.05 有统计学意义。
1.4 结果判定

免疫组化结果：HRH4 蛋白主要表达于胃粘膜上皮表面，

呈丝状环绕在腺体细胞周围。按染色强度和阳性细胞数进行评

分，阳性强度：无着色为 0 分，淡黄色 1 分，棕黄色 2 分，棕褐色

3 分；阳性细胞数（面积）：无着色为 0 分，着色面积 <1/3 为 1
分，1/3～2/3 为 2 分，>2/3 为 3 分，两项结果相加≥3 分为阳性。
Real-time PCR 结果：肿瘤组织样本中 HRH4 相对于 GAPDH
的相对 Ct 值(HRH4 Ct -GAPDH Ct)即△Ct >6.5 的视为阴性，

其余视为阳性。
1.5 统计学方法

采用 SPSS1 1.5 统计软件包进行数据处理，临床病理指标

的组间差异采用 x2 检验和 Fisher 确切概率检验法，采用 Ct(△

△CT) 值法 [12] 计算癌变组织和对照组织中 HRH4 相对于

GAPDH 表达的相对量，并采用组间 t 检验法比较两组样本中

HRH4 mRNA 水平相对量。

2 结果

2.1 免疫组化观察胃腺癌组织与正常组织中组胺 H4 受体的表

达

免疫组化结果显示：经相同时间的 DAB 显色后，失去正常

组织形态的 GAC 组织中基本无法看到组胺 H4 受体蛋白的阳

性表达，而具有正常胃腺组织形态的 ANT 组织则可看到明显

的丝状分布于细胞表面的组胺 H4 受体表达，图 1 为代表性结

果。
为了解 HRH4 阳性细胞的分布情况，我们对 HRH4 免疫细

胞化学染色呈阳性反应的 10 张细胞培养染色标本，每张各取

5 个视野在 100×光镜下，用方格微尺进行阳性和阴性细胞记

数，统计结果表明：在癌组织和癌旁组织中 HRH4 阳性表达率

分别为 11.7％(7/60)和 96.7％(58/60)，两组比较有显著性差异

(x2=101.138，P<0.001)。如表 1 所示，HRH4 蛋白在胃腺癌组织

中表达显著降低。

2.2 实时定量 PCR 法对 HRH4 mRNA 水平的测定

使用实时定量 PCR 法比较 mRNA 表达与胃腺癌组织临

床病理指标的关系，将每一个组织样本中检测到 HRH4 相对于

GAPDH 的相对 Ct 值(CtHRH4 - CtGAPDH)即△Ct >6.5 的视为

阴性，其余视为阳性，用于与胃腺癌组织临床病理指标关联统

计。如 表 2 和 图 2 所 示 ， 胃 腺 癌 组 织 中 HRH4 的 mR-
NA/GAPDH 平均表达水平较正常组织明显下降（2- Ct=0.192，

即癌组织相对于正常组织的比值），两组比较有显著性差异

图 1 胃腺癌组织与癌旁正常组织免疫组织化学染色（200×）A：胃腺癌

组织 B：癌旁正常组织

Fig.1 HRH4 Immunocytochemisty in Gastric Adenocarcinoma and

Matched Adjacent Normal Tissues(200×) A: Gastric Adenocarcinoma

tissue B: Adjacent Normal Tissue

Note: Using Fisher's Exact Test.▲p<0.001 GC group compared with ANT

group.

表 l 胃腺癌和癌旁正常组织中 HRH4 蛋白表达情况（例，%）

Table1 Expression level of HRH4 protein in normal and tumor liver

tissues(%)

Group Number of cases HRH4 expression(+)

GAC 60 7（11.7）▲

ANT 60 58（96.7）
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（P<0.001）。
2.3 HRH4 表达与胃腺癌组织临床病理指标的关系

如表三所示，胃腺癌组织中 HRH4 蛋白和 HRH4 mRNA
阳性表达率，III~IV 期较 I~II 期低，腹腔或腹膜后淋巴结转移

较无腹腔或腹膜后淋巴结转移低，均有显著性差异。HRH4 蛋

白阳性表达率与患者年龄无明显相关性。

3 讨论

人体胃肠道组织主要有三种组胺受体的分布：组胺 H1、H2
和 H4 受体[8]。组胺可通过组胺 H1 受体调控胃肠道平滑肌的收

缩、调节肠道血流等；可通过组胺 H2 受体控制胃酸分泌、促进

胃肠道平滑肌舒张和调节胃粘膜血流等；然而组胺 H4 受体在

胃肠道的功能尚无明确报道。

图 2 实时荧光定量 PCR 法比较配胃腺癌组织和配对正常组织中

HRH4 的 mRNA 表达水平

Fig.2 Realtime-PCR analysis of HRH4 mRNA level in paired cancer and

adjacent normal tissues.

Note:▲p<0.001 ANT

表 2 2-△△Ct 法比较胃腺癌组织相对于对照组织的 mRNA 表达量

Talbe2 2-△△Ct Method used to analyse the results of Realtime-PCR in analysis of HRH4 mRNA

Group
Average

HRH4 Ct

Average

GAPDH Ct

Ct（average

CtHRH4-CtGAPDH）

Ct(Average Ct-adjacent

normal tissue Ct)

2-△△Ct representing

relative expression of HRH4

in cancer tissue

ANT 29.86±0.49 24.12±0.41 5.76±0.51 0.0±051 1.0(0.92-1.08)

GAC 32.89±0.64 23.65±0.37 9.12±0.71 3.37±0.68 0.193(0.180-0.205)*

表 3 HRH4 蛋白及 HRH4 mRNA 表达与胃腺癌 TNM 分期和胃周淋巴结转移的关系(例)

Table 3 Correlation between TNM staging, lymph nodes metastasis of gastric adenocarcinoma and HRH4

Clinical Pathologic

Index

Number of

cases

HRH4 protein
x2 P

HRH4 mRNA
x2 p

+ -(%) + -(%)

TNM staging

T1-T2 21 6 15（28.6） 8.96 0.0027 8 13（38.1） 10.68 0.0011

T3-T4 39 1 38（2.6） 2 37（5.1）

Local lymph nodes

metastasis

- 14 6 8（42.9） 17.23 <0.001 5 9（35.7） 7.91 0.0049

+ 46 1 45（2.2） 3 43（6.5）

在胃肠道肿瘤的发生发展过程中，常有组胺分泌水平的异

常，这与组氨酸脱羧酶（histidine decarboxylase，HDC）活性改变

有关[13]。组胺水平的升高又可参与胃肠道肿瘤的增殖[14]，最初这

被认为与组胺 H1 受体和组胺 H2 受体有关。然而，一些最近的

研究表明 2000 年后才发现的新型组胺受体 H4 受体也参与肿

瘤细胞的增殖调控 [5,6]，而且在某些消化道肿瘤中有异常表

达[8]，提示了该受体在胃肠道肿瘤发生发展过程中的潜在作用。
本文通过应用原位杂交和 Real-time PCR 的方法对胃腺癌组织

中 HRH4 基因的蛋白和 mRNA 表达水平进行了研究，观察到

HRH4 在癌旁正常组织中的表达呈阳性，而在胃腺癌组织中

mRNA 和蛋白表达水平均明显降低，为组胺 H4 受体在胃癌组

织中的异常表达提供了确实的实验依据。胃腺癌组织中 HRH4
蛋白和 mRNA 在 III-IV 期较 I-II 期低，在有胃周淋巴结转移组

较无胃周淋巴结转移组低，这些都说明 HRH4 的表达水平与肿

瘤细胞的恶性程度存在负相关，HRH4 的表达越低表达预示胃

癌细胞分化越低，预后越差。因此 HRH4 基因的表达情况可能

可为反映胃癌生物学行为和估计患者预后的提供部分线索。
由于组胺和组胺 H4 受体对肿瘤增殖有调控作用，在表达

明显下降或缺失的胃腺癌细胞中重新建立 HRH4 基因的表达

或能降低肿瘤细胞的恶性程度，有待进一步的研究。
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