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胃癌患者外周血及组织中HMGA1表达及临床意义

马思源,张艳珍,浦春,张博超,程新悦

(皖南医学院检验学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 探讨胃癌患者外周血及组织中高迁移率族蛋白A1(highmobilitygroupAT-hook1,HMGA1)表达及临床

意义。方法 应用酶联免疫吸附实验及免疫组织化学染色胃癌患者病理石腊包埋组织进行外周血及组织中 HMGA1
的表达检测;检索数据库分析 HMGA1在胃癌肿瘤组织的表达以及总生存期;采用 WesternBlot及qRT-PCR检测胃癌

肿瘤组织及癌旁组织中 HMGA1蛋白及 mRNA的表达。结果 胃癌患者外周血中 HMGA1的表达高于健康体检者,
差异有统计学意义(P<0.001);在胃癌患者外周血中 HMGA1的表达在患者的年龄、分化程度、Lauren分型、浸润程度

及有无淋巴结转移等方面,差异具有统计学意义(P<0.001);胃癌患者行根治手术后第1天、第3天、第5天、第7天的

HMGA1的表达高于胃癌患者手术前,差异有统计学意义(P<0.001);高表达 HMGA1与胃癌的生存期有关,且肿瘤

组织中 HMGA1蛋白及 mRNA的表达水平增加(P<0.05)。结论 检测胃癌患者外周血和肿瘤组织中 HMGA1的表

达对临床的诊断和治疗有一定的参考价值。
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ExpressionandclinicalsignificanceofHMGA1inperipheral
bloodandtissuesofgastriccancerpatients

MASiyuan,ZHANGYanzhen,PUChun,ZHANGBochao,CHENGXinyue

(SchoolofMedicalLaboratory,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionandclinicalsignificanceofhighmobilitygroupAT-
hook1(HMGA1)inperipheralbloodandtissuesofgastriccancerpatients. Methods Enzyme-linkedimmu-
nosorbentassayandimmunohistochemicalstainingwereusedtodetecttheexpressionofHMGA1inperipheral
bloodandparaffin-embeddedtissuesofgastriccancerpatients.Databaseanalysiswassearchedtoanalyzethe
expressionofHMGA1ingastriccancertissuesanditsrelationtooverallsurvival.WesternBlotandqRT-PCR
wereusedtodetecttheexpressionofHMGA1proteinandmRNAintumorandadjacenttissuesofgastriccanc-
er. Results HMGA1expressionintheperipheralbloodofgastriccancerpatientswashigherthanthatof
healthymedicalexaminers,withastatisticallysignificantdifference(P<0.001),andthedifferencewassta-
tisticallysignificantwithageofthepatients,degreeofdifferentiation,Laurentyping,degreeofinfiltration,
andwhetherornottherewerelymphnodemetastases(P <0.001).HMGA1expressionwassignificantly
higherondays1,3,5,and7post-radicalsurgerycomparedtopre-surgerylevels,andthedifferencewassta-
tisticallysignificant(P<0.001).HighexpressionofHMGA1wasassociatedwithoverallsurvival(OS)of
gastriccancer,andincreasedHMGA1proteinandmRNAexpressionlevelswereobservedintumortissues(P
<0.05). Conclusion ThereiscertainvaluablereferenceinHMGA1expressiondetectionfromperipheral
bloodandtumortissuesofgastriccancerpatientsforclinicaldiagnosisandtreatment.
  Keywords: gastriccancer;HMGA1protein;peripheralblood;tumortissue
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  胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一[1]。全球癌症

状况最新数据统计,胃癌病死率居于癌症死因第四

位[2],胃癌早期症状不明显,多数患者在确诊时已处于

中晚期,即使接受手术治疗的患者5年生存率仍<
30%[3],由于缺乏靶向治疗,胃癌的诊断和预测的潜在

生物标志物或分子靶点至关重要,了解胃癌的发生发

展机制并寻求特异的疗法是当务之急[4]。高迁移率族

蛋白A1(highmobilitygroupAT-hook1,HMGA1)是
一种结构转录因子,HMGA1优先与富含腺嘌呤-胸

腺嘧啶(AT)的染色质小沟结合,改变DNA结构以促

进其他转录因子的结合,并通过增强或抑制转录因子

来调节多个基因的转录[5]。HMGA1参与多种基本生

物学过程,包括胚胎发育、细胞增殖、分化、衰老和转

移[6]。大量证据表明,HMGA1在肿瘤中过度表达,如
肝内胆管癌[7]、宫颈癌[8]和肝癌[9]等。本研究检测胃

癌患者外周血及组织中 HMGA1的表达情况,探讨

HMGA1在外周血及组织中的表达情况与胃癌患者临

床病理特征的关系,以期为胃癌患者的诊断和治疗提

供肿瘤标志物。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取皖南医学院第一附属医院2020
年10月至2021年8月收治的60例胃癌患者为实验

组,经病理检查确诊为胃癌;选取皖南医学院第一附属

医院体检中心的40例健康体检者为对照组,该组均无

呼吸系统及消化系统等相关系统疾病症状,血常规、血
凝常规及血生化指标均正常,为对照组。收集胃癌患

者的病理石蜡包埋组织(包括癌组织和癌旁组织)以及

行胃癌根治手术前和手术后(第1天、第3天、第5天、
第7天)外周血血清,同时收集40例健康体检者的外

周血血清,本研究获皖南医学院第一附属医院医学伦

理委员会批准(2020伦审研第21号)。搜集胃癌患者

相关临床资料,包括年龄、性别、分化程度、Lauren分

型、肿瘤浸润程度及淋巴结转移等。外周血标本采集

外周静脉血,收集血清,置于-80℃冰箱中保存备用。

1.2 酶联免疫吸附实验(ELISA) 检测胃癌患者及

健康体检者,采用ELISA法,从室温平衡20min后的

铝箔袋中取出所需板条,设置标准品孔和样本孔,标准

品孔各加不同浓度的标准品50μL,样本孔加入待测

样本50μL,空白孔不加,除空白孔外,标准品孔和样

本孔每孔加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗

体100μL,用封板膜封住反应孔,37℃恒温箱温育60
min,弃去液体,吸水纸上拍干,每孔加满洗涤液350

μL,静置1min,甩去洗涤液,吸水纸上拍干,如此重复

洗板4~5次;每孔加入底物A、B各50μL,37℃避光

孵育15min,每孔加入终止液50μL,15min内在450
mm波长处测定各孔的 OD值,以所测标准品 OD值

为横坐标,标准品浓度为纵坐标,用相关软件绘制标准

曲线,并得出直线回归方程,将样品的 OD值代入方

程,计算出样品的浓度。

1.3 免疫组化染色(IHC) 检测胃癌肿瘤组织 HM-
GA1表达采用免疫组化法。将胃癌患者病理组织包

埋蜡块切成4μm的切片,选择组织完整的切片进行

免疫组织化学染色,把各组织包埋蜡块中癌组织当作

阳性参照,用PBS缓冲液当作阴性参照。通过光学显

微镜进行判读,观察胃癌肿瘤组织中 HMGA1的表达

情况并进行结果统计。肿瘤细胞细胞核呈棕褐色或浅

黄色沉着者为 HMGA1阳性细胞。观察阳性细胞百

分率评分如下:阳性细胞在肿瘤组织中占比<5%计为

0分,5%~30%计为1分,30%~60%计为2分,≥
60%计为3分。观察免疫染色强度并评分如下:细胞

核染色颜色:浅黄色则为1分,深黄色则为2分,棕褐

色则为3分。在本研究中 HMGA1阳性细胞百分率

≥5%则视为 HMGA1阳性表达,否则为阴性表达。
阳性细胞百分率与免疫染色程度的评分乘积为每个组

织切片的总分,其对应的 HMGA1表达评判如下:1~
3分,则为低表达(计为+);3~6分,则为中表达(计为

++);≥6分,则为高表达(计为+++)。

1.4 WesternBlot(WB) 用RIPA裂解液分离细胞

与组织样品内的蛋白质。BCA试剂盒(上海碧云天生

物技术股份有限公司)用于定量蛋白质样品。将蛋白

质样品与上样缓冲液混合并在95℃下变性5min,将

40μg蛋白质样品加入到10%十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)凝胶的每个孔中,并在90
V的恒定电压下进行电泳2h。随后,将蛋白质以110
V电转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(上海碧云天生

物技术股份有限公司)上2h。通过将PVDF膜与5%
脱脂牛奶孵育来进行封闭,然后将膜与一抗[艾博抗

(上海)贸易有限公司]在4℃下孵育过夜。在室温下

与辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG(H+L)(上海碧

云天生物技术股份有限公司)孵育2h后,通过增强化

学发光可视化(ECL)系统试剂盒(上海碧云天生物技

术股份有限公司)测量蛋白质条带。

1.5 RNA提取、逆转录和RT-PCR 使用Trizol试

剂(上海碧云天生物技术有限公司)提取胃癌患者的肿

瘤组织及其匹配的癌旁组织的总RNA,反转录成cD-
NA,按试剂盒说明进行PCR;采用2-△△Ct法计算相对

表达量检测胃癌患者的肿瘤组织及其匹配的癌旁组织

中HMGA1mRNA的表达量,每组设3个复孔。引物

序 列:GAPDH:Forward:5′-CATCAAGAAGGTG-
GTGAAGCAG-3′,Reverse:5′-GTGTCGCTGTTGA-
AGTCAGAG-3′;HMGA1:Forward:5′-CGAAGT-
GCCAACTAAGAGACC-3′,Reverse:5′-GATGC-
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CCTCCTCTTCCTCCTTCTC-3′。

1.6 生物信息学分析 检索 ENCORI(https://

rnasysu.com/encori/)数据库,分析 HMGA1在胃癌

组织中的表达分析。检索 KM 数据库(https://km-
plot.com/analysis/),分析 HMGA1在胃癌组织芯片

中的表达与患者的OS相关性。

1.7 统计学方法 采用SPSS25.0软件和GraphPad
Prism8.0软件进行数据处理,两两比较采用t检验,
方差分析胃癌组织中 HMGA1的表达分析的组间比

较采用配对χ2 检验,计量资料用(췍x±s)表示,胃癌患

者手术治疗前后外周血 HMGA1水平比较组间比较

采用单因素重复测量方差分析检验,计量资料用(췍x±
s)表示。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌患者与健康体检者外周血中 HMGA1的表

达 胃癌患者血清中 HMGA1的表达水平明显高于

对照组,差异有统计学意义(P<0.001),见表1。胃

癌患者手术后1天的血清中 HMGA1的表达显著高

于手术治疗前,而术后第3天、第5天以及第7天

HMGA1表达量呈现下降趋势,差异有统计学意义(P
<0.001),见图1和表2。根据半衰期公式计算胃癌

切除手术后HMGA1在胃癌血浆中半衰期为(6.29±
0.80)d,见图2。

表1 胃癌患者手术治疗前与健康

体检者血清 HMGA1水平比较

组别 n HMGA1/(ng·mL-1) t P
实验组 60 77.95±21.70 15.161 <0.001
对照组 40 22.67±9.45

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

注:***P<0.001。

图1 HMGA1在胃癌患者及健康体检者血清中的表达

表2 胃癌患者手术治疗前后外周血 HMGA1水平比较

时间 n HMGA1/(ng·mL-1)

治疗前 60 77.96±2.80
手术后

 第1天 60 115.82±2.24
 第3天 60 94.20±2.33
 第5天 60 70.95±2.35
 第7天 60 53.76±1.64
F 228.231
P <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

图2 HMGA1在胃癌患者进行切除手术后半衰期示意图

2.2 HMGA1在胃癌组织及癌旁组织中的表达 首

先在ENCORI数据库分析发现,与正常组织相比较,

HMGA1在胃癌组织中表达水平明显升高(见图3)。

注:胃癌StomachadenocarcinomaSTAD。

图3 ENCORI数据库中 HMGA1在胃癌组织表达水平
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  在此基础上,本课题组收集60例胃癌患者的肿瘤

组织以及匹配的癌旁组织标本,采用免疫组织化学染

色检测其HMGA1的表达(见图4)。研究发现,HM-
GA1的阳性信号为棕黄色或棕褐色颗粒,主要表达于

细胞核,胞浆低表达或高表达。HMGA1在癌旁组织

中以阴性表达或者低表达为主,在癌组织中以阳性表

达为主,其中以中表达和高表达为主,出现较多的棕黄

色或棕褐色颗粒。HMGA1在胃癌患者肿瘤组织中的

阳性表达率为70.00%(42/60),与癌 旁 对 照 组 的

21.67%(13/60)相比,差异均有统计学意义(χ2=
28.229,P<0.001)。

注:a为癌旁组织;b、c、d为癌组织。HMGA1在a、b、c、d图中

表达情况分别为:阴性表达(-)、低表达(+)、中表达(++)、

高表达(+++)。

图4 HMGA1在常见癌组织与癌旁中的表达

(免疫组织化学染色,×400)

2.3 胃癌患者外周血中 HMGA1的表达与临床参数

资料的关系 在胃癌患者外周血中 HMGA1的表达

上,患者的性别之间差异无统计学意义(P >0.05),
在发病年龄、分化程度、Lauren分型、肿瘤浸润程度及

有无淋巴结转移等方面差异有统计学意义(P <
0.001),见表4。通过检索KM数据库分析发现,在胃

癌患者中,HMGA1高表达患者的 OS低于 HMGA1
低表达患者(P<0.001),见图5。

表4 胃癌外周血中 HMGA1的表达与临床参数资料的关系

临床参数 n HMGA1/(ng·mL-1) t/F P
性别 0.476 0.636
 男 36 79.05±21.77
 女 24 76.31±21.96
年龄/岁 5.704 <0.001
 <60 23 94.32±15.33
 ≥60 37 67.78±18.73
分化程度 20.861 <0.001
 低分化 12 57.29±15.49
 中-低分化 35 76.69±18.30
 中分化及高-中分化 13 100.42±12.96
Lauren分型 9.510 <0.001
 肠型 28 71.62±19.09
 混合型 18 72.64±20.18
 弥漫型或不确定型 14 97.45±17.93
肿瘤浸润程度 -3.992 <0.001
 Ⅰ+Ⅱ 32 68.61±18.33
 Ⅲ+Ⅳ 28 88.63±20.53
淋巴结转移 3.660 <0.001
 有 20 91.14±16.70
 无 40 71.36±21.05

 注:表内计量资料数据以(췍x±SD)表示。

图5 HMGA1的不同表达的胃癌患者的生存曲线

2.4 胃癌肿瘤组织中 HMGA1蛋白与 mRNA的表

达 癌旁正常组织HMGA1的蛋白表达水平较低,而
胃癌肿瘤组织HMGA1的蛋白表达水平升高,差异有

统计学意义(P<0.05),见图6A、图6B;与癌旁正常

组织相比,胃癌患者的肿瘤组织中HMGA1的mRNA
表达量均增加(P<0.05),见图6C。
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注:癌旁正常组织(adjacentnormaltissue,ANT),

肿瘤组织(tumor,T)。*P<0.05,
**P<0.001。

图6 HMGA1在常见肿瘤组织中蛋白及 mRNA表达结果

3 讨论

胃癌仍然是最常见的癌症之一,大部分胃癌为腺

癌(90%~95%)。根据Lauren分类系统[10],胃腺癌

根据组织结构和腺体形态,组织学上可分为肠型、弥漫

型和混合型。胃癌治疗的选择取决于诊断时疾病的阶

段。在早期,手术切除肿瘤是首选的治疗方法。对于

IB-Ⅲ期,由于术后可能复发,建议在围手术期或辅助

化疗的同时进行手术,以提高患者的总体生存率[11]。
高迁移率族蛋白A1(HMGA1)是一种结构转录因子,
可与DNA小沟中富含腺嘌呤(A)-胸腺嘧啶(T)的
区域结合。HMGA1mRNA选择性剪切可导致 HM-
GA1a和HMGA1b蛋白异构体[12]。

HMGA1是一种核蛋白,与富含 AT的DNA链

的小沟结合,并控制多个基因的转录活性,但BENI-
TO-MARTINA等[13]发现与原发性肿瘤相比,HM-
GA1的染色在转移性病灶的细胞质中富集,表明

HMGA1在细胞质中水平的增加与黑色素瘤的转移行

为有关,表明HMGA1在具有细胞核外致癌功能。核

内HMGA1可以通过调节细胞因子、趋化因子及其受

体的表达来促进炎症,但细胞外 HMGA1(eHMGA1)
的存在为进一步的 HMGA1相互作用打开了许多途

径,这可能会导致炎症和癌症[14]。本研究结果表明

HMGA1在胃癌患者外周血中表达量明显上升,HM-
GA1与胃癌的发生发展相关。有研究[15]发现在进行

腹部手术后癌胚抗原125短暂升高后逐渐下降,其与

HMGA1结果类似,可能为机体受刺激后导致的短暂

提升后因癌组织的切除使 HMGA1在血浆浓度呈现

梯度下降,在不复发的情况下可降至手术前水平以下。
有研究者报道[16],HMGA1被证实为非小细胞肺

癌(NSCLC)患者预后的独立预测因子,NSCLC中

HMGA1mRNA表达水平的升高与临床分期、分化、

TNM 分 期 和 不 良 预 后 显 著 相 关。本 研 究 也 显 示

HMGA1在胃癌患者外周血和组织中高表达,并且其

表达与患者的年龄、分化程度、Lauren分型、浸润程度

及有无淋巴结转移有关,这可能对临床判断疾病进展

有一定的指导意义。QIAOGB等[17]通过TCGA数

据库检索,发现与 HMGA1低表达患者相比较,HM-
GA1高表达的Ⅰ期肺腺癌患者的无复发生存期时间

短,OS更低。而本研究也通过检索ENCORI和GE-
PIA数据库发现HMGA1在胃癌肿瘤组织中高表达,
并且高表达 HMGA1患者的 OS明显低于低表达

HMGA1患者。因此得出,HMGA1的表达对胃癌患

者的进展及预后有这一定的影响。由于研究的时间限

制以及实际临床随访的困难性,本研究并没有将 HM-
GA1与本次研究的常见肿瘤患者的生存率进行相关

分析,这是此次研究 的 局 限 性。ALESSANDRO C
等[18]研究在结肠癌组织及匹配的正常结肠黏膜组织

中,HMGA1蛋白及 mRNA 在肿瘤组织中高表达。

MAWG等[19]也发现在骨肉瘤组织及匹配的临近正

常组织中,HMGA1蛋白在肿瘤组织中高表达,本组研

究 WB与qRT-PCR实验也得到了类似结果,结果表

明HMGA1蛋白质和 mRNA在胃癌肿瘤组织中高表

达。
综上所述,HMGA1可以促进胃癌的发生与发展,

胃癌患者手术前外周血中 HMGA1的高表达具有一

定的 临 床 意 义,其 表 达 与 肿 瘤 的 年 龄、分 化 程 度、

Lauren分型、浸润程度及有无淋巴结转移有关。胃癌

患者组织中 HMGA1的阳性表达率为70.00%,高表

达HMGA1与胃癌的 OS有关,且肿瘤组织中 HM-
GA1蛋白及mRNA的表达水平明显增加,表明 HM-
GA1可能促进胃癌疾病的进展,并且可作为胃癌的早

期筛查、肿瘤诊断、疗效和预后判断的肿瘤标志物。
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明方法3预处理样品的回收率最好和耗时最短。同

时,将样品裁剪成小块,能有效增大样品与溶剂接触面

积,加快样品中化合物的释放;③针对24种样品,利用

方法3预处理后,本文色谱条件下检测发现,有4种样

品含有醋酸地塞米松,其中S6样品含量最高,并且在

S11样品中同时检测出了地塞米松、醋酸可的松和醋

酸地塞米松在内的3种糖皮质激素药物,非法添加物

种类最多。由此可知,本文实验方法对5种糖皮质激

素类药物的分析进行整合,缩短分析时间,且该方法灵

敏度和准确度高。可应用到敷贴类医用产品中糖皮质

激素类化学药物的快速筛查,并为市场监管提供坚实

保障。
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