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Ran 在胃癌中的表达及其临床意义 *
范红伟 卢瑗瑗 吴 琼 顾 勇 安艳新 王 新△

(第四军医大学西京消化病医院国家肿瘤重点实验室 陕西 西安 710032)

摘要 目的：利用免疫组织化学的方法探讨小 G 蛋白 Ran 在胃癌中的表达及临床意义。方法：利用免疫组织化学染色法研究 74 例

胃癌组织标本（其中高分化 25 例，中分化 24 例，低分化 25 例）及其毗邻正常组织中 Ran 的表达情况，并分析该蛋白表达水平与

临床病理参数之间的关联。结果：（1）Ran 在胃癌组织中的染色强度明显高于正常组织。（2）在癌组织中 Ran 表达于胞核和胞浆，

其中又以胞核为主，在正常组织中 Ran 主要表达于胞浆。（3）Ran 的表达与患者年龄、性别无相关性（0.464、0.912），与肿瘤分化、
TNM 分期和转移与否有显著相关性（0.001、＜0.001、＜0.001）。结论：与正常组织相比，Ran 在胃癌组织中的表达显著增高，并且

与肿瘤分化和病理分期存在显著正相关，其可能作为胃癌新的分子标志物，在肿瘤的发生发展中发挥重要作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of the small G protein Ran in gastric cancer and its clinical significance.
Methods: Immunohistochemistry was used to detect the expression of Ran in 74 cases of gastric tumor tissues, among which there were
25 well-differentiated cases, 24 moderately- differentiated cases, and 25 poorly-differentiated cases, and their adjacent normal tissues.
Analyze the relevance between the expression and the clinic pathological parameters. Results: (1) Ranwas expressed greater in gastric cancer
tissues than in normal gastric mucosa by immunohistochemical study. (2) In gastric cancer tissues, Ran was expressed in both nucleus
and cytoplasm, but mainly in nucleus. However, in normal tissues, its expression was localized in cytoplasm. (3) Expression of Ran had
no correlation with the patients' age and gender (p=0.464, 0.912), but was positively correlated with tumor differentiation (P=0.001),
invasion (P＜0.001), and pathological stage (P＜0.001). Conclusion: Ran expression is up-regulated in gastric cancer and positively
correlated with tumor differentiation and pathological stage. It could be taken as a new potential biomarker of gastric cancer, and may
play an important role in the development of gastric cancer.
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前言

Ran(Ras—related nuclear) 也称为 TC4，最初是作为人类

cDNA 的一个可译框而被发现，并首先从人类畸胎瘤细胞系中

分离纯化得到的一种蛋白质[1,2]，Ran 在真核细胞的一系列生物

过程中，如 DNA 复制、RNA 的转录和加工、RNA 和蛋白质从

核孔复合物的转运、有丝分裂和减数分裂的控制，尤其是纺锤

体的组装、染色体的正确分配、核膜破裂和重组、在有丝分裂中

纺锤体检查点的调节作用等方面，都有一定的作用。但 Ran 最

广为人知的是其在 DNA 复制以及核浆转运 RNA 和蛋白质方

面中的作用，Ran 蛋白及其 mRNA 高度选择性的表达在很多

种肿瘤组织的癌细胞中，包括胃、结肠、胰腺、肺、头颈部肿瘤，

在这些器官的正常组织中 Ran 不表达或很少表达[3-6]。Ran 这一

优先表达于肿瘤组织的特性，对恶性肿瘤的转化和增殖起到诠

释作用[7]。但是以上研究仅限于细胞系水平，在组织中的深入研

究并未见报道[8]，本实验旨在探讨小 G 蛋白 Ran 在胃癌及其相

应正常组织中的表达模式及与临床病例参数之间的关联，从而

为临床胃癌的诊断提供一个新的参考依据。

1 资料与方法

1.1 标本来源

选取 2008 年 5 月至 2010 年 6 月本院外科手术切除的经

病理检查证实的石蜡包埋原发性胃癌标本 74 例。其中高分化

胃癌 25 例，中分化胃癌 24 例，低分化胃癌 25 例。标本均经
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10%甲醛固定、常规石蜡包埋，作 4μm 连续切片待测。所有标

本根据影像学及临床表现或既往手术切除标本病理证实。
1.2 主要试剂

羊抗 Ran 多克隆抗体(Santa Cruz 公司)，中杉金桥公司的

兔抗山羊超敏两步法试剂盒（PV-9003）、DAB 显色试剂盒(中

杉金桥公司)。
1.3 方法

1.3.1 免疫组化 组织切片在 60℃烤箱过夜。①常规脱蜡及水

化：二甲苯 I 10 min 一二甲苯Ⅱ 10 min 一无水乙醇 I5 min-- 无

水乙醇Ⅱ 5 min—95%乙醇 I 5 min 一 95%乙醇Ⅱ 5 min 一 90%

乙醇 5 min 一 85%乙醇 5min。②抗原修复：配制 3g 柠檬酸钠和

0.4g 柠檬酸于 1L 双蒸水中(pH 6.0)，待高压锅中煮沸后将组织

片置于其中高压修复 2 分钟。③过氧化氢酶阻断剂：室温下孵

育 15 min。④正常非羊动物血清室温下封闭 30 min，加入 Ran

抗体(稀释浓度 1：200)，以 PBS 作为一抗作为阴性对照组，4℃

孵育过夜。⑤复温 30min。⑥按照说明书，加入相应的试剂 1

（Polymer Helper） 室温下孵育 15min，后加入试剂 2(poly-HRP

anti-Goat IgG)，室温下孵育 15min，后进行 DAB 显色，苏木精

复染，1%盐酸酒精分化，1‰氨水返蓝，逆脱蜡、水化的顺序进

行及中性树胶封片等。

1.3.2 表达强度判断标准 组化评分标准按照阳性细胞数和染

色强度两个指标进行判断。（1）阳性细胞数≦1%的记作 0；阳性

细胞数在 2%～25%的记作 1；26%～50%的记作 2；51%～75%

的记作 3；＞75%的记作 4。（2）染色强度：无显色为 0 分，浅棕

黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分。总评分是按阳性细

胞数评分Ⅹ染色强度评分。分为 4 个等级：评分在 0～1 的为阴

性（-），评分在 2～4 的为弱阳性（+），评分在 5～8 的为中度阳

性（++），评分在 9～12 的为强阳性（+++）。
1.4 统计学处理

采用 SPSS 17.0 统计软件，对年龄、性别、TNM 分期和转移

与否这 4 组分别与表达强度之间是否存在差异，采用的是等级

资料非参数秩和检验方法，对表达强度与分化这二者的关系采

用 Kendall's tau-b 统计方法进行相关分析。以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 Ran 在胃癌组织中相对癌旁组织高表达

Ran 在胃癌组织中的表达阳性率 72.97%（54/74）与在正常

组织表达阳性率 47.29%（35/74）相比，有明显统计学意义。详见

表 l。

表 1 Ran 在胃癌组织中高表达

Table 1 Ran is up-regulated in gastric cancer

组织分 Tissue types 型 N Ran 表达 Expression of Ran P 值 P Value

- + ++ +++

胃癌 Gastric cancer 74 20 17 22 15 ＜0.001

正常组织 Normal tissues 74 39 23 7 5

2.2 Ran 在肿瘤细胞和正常上皮细胞中的表达定位差异

Ran 在胃癌细胞中表达在胞浆和胞核，但以胞核为主，但

是在正常细胞中表达很弱，表达模式是在胞浆。并且染色强度

从高分化胃癌 - 中分化 - 低分化胃癌组织呈现逐步加强趋势。
见图 1。

A 正常胃组织 200×

Normal gastric tissue 200×

B 正常胃组织 400×

Normal gastric tissue 400×
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2.3 Ran 的表达与临床病理参数之间的关系

经统计，Ran 的表达与年龄、性别无统计学差异（0.464、
0.912），与肿瘤分化、TNM 分期、转移呈正相关（0.001、<0.001、
<0.001），见表 2。

C 高分化胃癌 200×

Well-differentiated gastric cancer 200×

D 高分化胃癌 400×

Well-differentiated gastric cancer 400×

E 中分化胃癌 200×

Moderatc-differentiated gastric cancer 200×

F 中分化胃癌 400×

Moderatc-differentiated gastric cancer 400×

G 低分化胃癌 200×

Poor-differentiated gastric cancer 200×

F 低分化胃癌 400×

Poor-differentiated gastric cancer 400×
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3 讨论

Ran 属于小 G 蛋白家族，该家族其他成员有：Ras（Ras sar-
coma）, Rho（Ras homologous）, Rab（Ras-like proteins in brain）和

Arf（ADP ribosylation factor）[7]。Ran 具有所有小 G 蛋白都具有

的Ⅰ～Ⅳ4 个保守的结构域，这 4 个结构域的共有序列从Ⅰ到

Ⅳ分别为 GXXXXGKS(T) nxxG、N（T)KXD 和 EXSAX。I 和Ⅱ

的序列为 GTP 酶的活性部位，Ⅲ、Ⅳ为 GDP/GTP 的结合部位[8]。
小 G 蛋白 Ran 最主要的功能是控制着大分子在细胞浆和细胞

核之间转运的方向以及染色体、纺锤体和着丝粒的形成[9-12]。在

一个活的正在分裂的哺乳细胞中，每分钟有几百万的 Ran 分子

进出细胞核[13]。Ran 和 Ras 等等大多数 GTP 结合蛋白一样，有

有活性的 RanGTP 和无活性 RanGDP 两种形式。其分别受 Ran
的调节 GEF (guanine nucle-tide exchange factor)和 RanGAP(Ra-
nGTPase activatin protein)精密调控。GEF/RCC1 在细胞核中可

增加与 Ran 相连的 GDP 转化成 GTP，而 RanGAP1（或 RanBP1）
在胞浆中则会把 GTP 转化为 GDP。Ran 通过作用下游分子

TPX2 从而稳定微管并且促进了纺锤体的形成。通过下游分子

Crm1 控制分子的核浆转运。此外，Ran 信号通路的紊乱导致非

整数倍染色体的增加，从侧面也说明了 Ran 在维持染色体和着

丝粒的稳定方面起着至关重要的作用[14,15]。在哺乳细胞中 Ran

扮演着癌基因的角色，与正常组织相比，Ran 在肿瘤组织中表

达增高。但是在人成纤维细胞中急性沉默 Ran 的表达，细胞耐

受性却良好，并未影响到细胞周期和有丝分裂中纺锤体的形成[16]，

这可能与肿瘤的特异性有关。前期报道，Ran 与肿瘤的生长、增
值、凋亡、侵袭和转移都有着密切关系[8,17,19]。在前列腺、子宫、睾
丸、结肠、肝脏和转移淋巴结组织中，Ran 在癌灶中的表达高于

良性组织[17]。此外，Ran 结合蛋白 RanBP7 和 RanBPM 优先表

达于肿瘤组织，并且与癌细胞的增值有密切关系[18,19]。在各种肿

瘤中，Ran 的下游靶分子 Aurora A 和 TPX2 已被鉴定为是预示

体细胞染色体的不稳定性和肿瘤不良预后的重要分子[20]。研究

表明高表达的 Ran 与肾透明细胞癌的侵袭和转移有明确关联[21]，

在乳腺癌和卵巢癌中,Ran 的高表达与疾病的发展走向呈负相

关。在胃癌的研究方面显示，Ran 在癌细胞中表达强度和所占

比例明显高于正常细胞，但这仅限于细胞水平的研究[8]，在组织

中的研究也仅限一例[17]。本实验通过组织化学染色研究了 Ran
在 74 例胃癌及其相应正常组织中的表达情况，并且经统计，探

讨其与胃癌的临床病理参数之间的关系，得出 Ran 与胃癌患者

的年龄、性别无差异，与分化、TNM 分期和转移与否存在明显

正相关的结论。故 Ran 在胃癌中的表达模式及功能机制研究为

接下来进一步探讨胃癌的发生发展提供一定的方向和理论基

础，也作为一个新的潜在靶向分子为今后胃癌的诊治提供新的

表 2 Ran 表达与胃癌临床病理特征之间的关系

Table 2 The relationship between Ran and the clinicopathological features of gastric cancer

临床病理参数

Clinicopathological Parameter
N

Ran 表达

Expression of Ran

P 值

P Value

- + ++ +++

年龄 Age 0.464

≤60 36 10 6 11 9

＞60 38 10 11 11 6

性别 Gender 0.912

男 Male 61 16 15 18 12

女 Female 13 4 2 4 3

分化 Differatiation 0.001

高分化

Well-differentiated
25 10 7 7 1

中分化

Moderate-differentiated
24 7 7 6 4

低分化

Poor-differentiated
25 3 3 9 10

TNM 分期

TNM staging
<0.001

Ⅰ+Ⅱ 44 17 15 8 4

Ⅲ+Ⅳ 30 3 2 14 11

转移 metastasis <0.001

有 Yes 31 4 3 14 10

无 No 43 16 14 8 5
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