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  [摘 要] 目的 测定胆囊癌组织中血小板-白细胞C激酶底物2(PLEK2)抗体的表达,分析PLEK2的

表达与胆囊癌患者临床特征的相关性及对预后的影响。方法 选取2017年3月至2022年2月该院收治的行

胆囊切除术或胆囊癌根治术且术后病理提示胆囊恶性肿瘤患者46例。收集患者病历及随访资料,进行肿瘤组

织免疫组织化学染色试验,分析PLEK2的表达与患者临床特征的相关性及对生存情况的影响。随访结束时间

为2022年8月30日。结果 46例患者中位总体生存时间为28个月(95%可信区间:20~36);46例患者中胆

囊癌标本PLEK2表达阳性41例(89.13%),阳性表达程度与T分期、性别、癌抗原15-3阳性明显相关,差异均

有统计学意义(P<0.05);意外胆囊癌(术前诊断为胆囊良性疾病而在术中或术后病理检查提示恶性者)、性别、
癌抗原125阳性、PLEK2表达、T分期均与生存相关,T分期、PLEK2表达是胆囊癌患者预后的危险因素,差异

均有统计学意义(P<0.05)。结论 PLEK2在胆囊癌组织中多呈阳性表达,其表达阳性程度与T分期、性别、
癌抗原15-3阳性相关,是影响胆囊癌患者预后的独立危险因素。
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[Abstract] Objective To

 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

platelet-leukocyte
 

C
 

kinase
 

substrate
 

2(PLEK2)
 

anti-
body

 

in
 

gallbladder
 

carcinoma,and
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

PLEK2
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

patients
 

with
 

gallbladder
 

carcinoma
 

and
 

its
 

impact
 

on
 

the
 

prognosis
 

after
 

surgery.
Methods A

 

total
 

of
 

46
 

patients
 

who
 

underwent
 

cholecystectomy
 

or
 

radical
 

resection
 

of
 

gallbladder
 

carcinoma
 

in
 

Chaohu
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Anhui
 

Medical
 

University
 

from
 

March
 

2017
 

to
 

February
 

2022,and
 

whose
 

postoperative
 

pathology
 

showed
 

gallbladder
 

carcinoma,were
 

selected.Their
 

medical
 

records
 

and
 

follow-up
 

da-
ta

 

were
 

collected
 

and
 

tumor
 

tissue
 

immunohistochemical
 

staining
 

test
 

was
 

performed
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

PLEK2
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

patients
 

and
 

the
 

impact
 

on
 

the
 

survival
 

of
 

patients
 

with
 

gallbladder
 

carcinoma.The
 

follow-up
 

end
 

at
 

August
 

30,2022.Results The
 

overall
 

median
 

sur-
vival

 

time
 

was
 

28
 

months(95%CI:20-36
 

months).Among
 

the
 

46
 

patients,41
 

cases(89.13%)
 

were
 

positive
 

for
 

PLEK2
 

in
 

gallbladder
 

carcinoma
 

samples,and
 

the
 

degree
 

of
 

positive
 

expression
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

T
 

stage,sex
 

and
 

cancer
 

antigen
 

15-3
 

positive,with
 

statistical
 

significance(P<0.05).Univariate
 

survival
 

analysis
 

showed
 

that
 

unexpected
 

gallbladder
 

carcinoma(preoperative
 

diagnosis
 

of
 

benign
 

gallbladder
 

disease
 

and
 

intraoperative
 

or
 

postoperative
 

pathological
 

examination
 

indicated
 

malignancy),gender,CA125
 

positive,

PLEK2
 

expression,and
 

T
 

stage
 

were
 

related
 

to
 

survival.T
 

stage,PLEK2
 

expression
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

gallbladder
 

carcinoma(P<0.05).Conclusion PLEK2
 

is
 

positive
 

expressed
 

in
 

gall-
bladder

 

carcinoma
 

mostly,and
 

its
 

positive
 

degree
 

is
 

related
 

to
 

T
 

stage,sex
 

and
 

CA15-3
 

level,and
 

it
 

is
 

an
 

inde-

pendent
 

risk
 

factor
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

gallbladder
 

carcinoma.
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carcinoma; Platelet
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2; T
 

stage; Immunohis-
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  胆囊癌是胆道系统常见恶性肿瘤,侵袭性强,致
死率高,总体5年生存率仅为5%[1]。血小板-白细胞

C激酶底物2(PLEK2)是PLEK家族一员,广泛表达

于胸腺、胃、大肠、小肠、前列腺等器官[2]。近年来,多
项研究表明,PLEK2在多种恶性肿瘤中高表达,如食

管鳞状细胞癌[3]、头颈部肿瘤[4]、非小细胞肺癌[5]、胰
腺癌[6]、胆囊癌[7]、胃癌[8]和结直肠癌[9],促进癌细胞

的增殖、迁移和侵袭。本研究通过回顾胆囊癌患者病

历及随访资料、测定胆囊癌组织中PLEK2的表达,分
析了胆囊癌患者PLEK2表达与临床特征的相关性,
研究了PLEK2高表达是否为影响胆囊癌患者预后的

危险因素,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 研究对象 以2017年3月至2022年2月本

院收治的46例胆囊恶性肿瘤患者为研究对象,收集

其人口统计特征、临床表现、既往史、实验室检查、影
像学表现、手术方式和常规术后病理结果资料。本研

究符合医学伦理学规定,并通过医院伦理委员会审批

(编号:KYXM-202211-003)。

1.1.2 纳入标准 手术方式为胆囊切除术或胆囊癌

根治术且术中或术后病理检查确诊为胆囊癌。

1.1.3 排除标准 (1)合并其他部位恶性肿瘤;(2)
术后30

 

d内死亡;(3)失访者;(4)病历资料不完善者。

1.1.4 试验试剂 购置兔抗人PLEK2多克隆抗体

(1∶100,美国Proteintech公司)、抗小鼠免疫组化试

剂盒[内含辣根过氧化物酶标记二抗、二氨基联苯胺

(DAB)原液、DAB稀释液、一抗稀释液、5%山羊血清

和3%过氧化氢,美国Proteintech公司]、磷酸盐缓冲

液(PBS,1∶1
 

000,武汉赛尔维公司)、苏木素染色

液等。

1.2 方法
 

1.2.1 染色试验 对46例胆囊癌组织标本及10例

良性胆囊组织标本进行染色试验。组织常规石蜡包

埋,蜡块切片工作由病理科医生提前完成。染色步

骤:(1)脱蜡。载玻片在二甲苯中脱蜡2次,每次15
 

min,再经100%、100%、95%、85%、75%梯度乙醇及

蒸馏水水化,每次5
 

min.(2)抗原修复。采用高压锅

蒸馏水修复法,上汽后5
 

min,室温(26
 

℃)冷却,PBS
漂洗载玻片3次,每次3

 

min。(3)淬灭过氧化物酶活

性、封闭。采用3%过氧化氢溶液室温孵育15
 

min,

PBS漂洗3次,每次3
 

min,滴加5%山羊血清,室温封

闭20
 

min。(4)滴加一抗。弃封闭液,滴加PLEK2抗

体(1∶100),室温80
 

min,PBS漂洗3次,每次3
 

min。
(5)滴加二抗。滴加山羊抗小鼠辣根过氧化物酶标记

二抗,室温孵育30
 

min,PBS漂洗3次,每次3
 

min。
(6)染色。滴加DAB显色液,2~5

 

min,显微镜下观

察,形成棕黄色时立即蒸馏水冲洗,终止染色。(7)复
染。将玻片浸入苏木素液,室温3

 

min,PBS漂洗3
次,每次3

 

min。(8)脱水、封片。甩 干 玻 片,浸 入

60%、80%、90%、100%梯度乙醇各5
 

min,二甲苯中

脱水2次,每次5
 

min,烘干后中性树胶封片。

1.2.2 结果判读 由3名病理科医生共同判读结

果,未见明显染色为“-”,染色呈淡黄色为“+”、橘黄

色为“++”、棕褐色为“+++”;“-、+”为低表达,
“++、+++”为高表达。

1.2.3 随访 以门诊随访方式为主,未定期门诊就

诊者采取电话随访,记录事件终止时间,随访时间截

止至2022年8月30日。

1.3 统计学处理 应用SPSS26.0统计软件进行数

据分析,符合正态分布计量资料以x±s表示,不符合

正态分布计量资料以中位数(四分位间距)[M(P25,

P75)]表示,计数资料以率或构成比表示,采用t 检

验、秩和检验、χ2 检验等;应用 Kaplan-Meier(log-
rank)生存曲线分析患者人口统计学、临床表现、既往

史、实验室检查、影像学表现、手术方式、常规术后病

理结果、PLEK2表达对生存有无影响,由于其中部分

变量与T分期相关,遂行T分期分层抽样的单因素

生存分析,结果显著项纳入Cox风险回归分析;使用

Graphpad
 

Prism
 

9.0制作条形图及生存曲线。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 一般资料 46例患者中男14例,女32例;年龄

61~76岁,中 位71岁;体 重 指 数20.54~26.59
 

kg/m2,中位22.86
 

kg/m2;平均中性粒细胞淋巴细胞

比值5.23±4.50;平均胆囊壁厚度(6.80±4.76)

mm;既往胆囊炎病史17例,胆囊炎急性发作30例,
意外胆囊癌26例,合并胆囊结石31例;肿瘤标志物

阳性:癌胚抗原7例,糖链抗原19-9
 

21例,癌抗原15-
3(CA15-3)5例,癌抗原125(CA125)6例;手术方式:
胆囊切除术21例,胆囊癌根治术25例;T分期:Ⅰ期

10例,Ⅱ期15例,Ⅲ期21例;PLEK2表达:(-)5例,
(+)17例,(++)17例,(+++)7例;肿瘤部位:底
部23例,体部21例,颈部2例;分化程度:低分化19
例,中分化22例,高分化5例。

2.2 PLEK2在胆囊癌组织中的表达 10例良性胆
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囊标本PLEK2表达均为阴性,46例胆囊癌标本中

PLEK2表达阳性41例(89.13%)。PLEK2在胆囊癌

组织中的表达见图1。46例患者中位总体生存时间

为28个月(95%可信区间:20~36)。PLEK2低表达

患者1、3年生存率分别为86%、77%,中位生存时间

为36个月。PLEK2高表达患者1、3年生存率分别为

79%、50%,中位生存时间为15(27,9)个月。

2.3 PLEK2表达阳性程度与其他变量的相关性 
PLEK2表达阳性程度与T分期、性别、CA15-3水平

明显相关,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图2。

PLEK2表达与生存相关,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图3。并且在T分期分层抽样的生存分析

后,PLEK2表达仍与生存明显相关,差异有统计学意

义(P<0.05)。

  注:A为PLEK2表达阴性;B为表达阳性程度+;C为表达阳性程度++;D为表达阳性程度+++。

图1  PLEK2在胆囊癌组织中的表达(IHC,200×)

  注:弱阳性表达程度为-或+;强阳性表达程度为++或+++。

图2  PLEK2表达与T分期、性别、CA15-3水平相关性

图3  PLEK2不同阳性程度患者的生存曲线

2.4 生存分析 T分期、性别、意外胆囊癌(术前诊

断为胆囊良性疾病而在术中或术后病理检查提示恶

性者)、手术方式、CA125阳性均与生存相关,差异均

有统计学意义(P<0.05)。由于意外胆囊癌、手术方

式与T分期相关,遂行T分期分层抽样的单因素生

存分析,意外胆囊癌、手术方式与生存无关,差异均无

统计学意义(P>0.05)。T分期、PLEK2表达是胆囊

癌患者预后的危险因素,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表1。

表1  Cox风险回归分析

变量 回归系数 χ2 P 风险比 95%CI可信区间

T分期 0.844 4.768 0.029 2.325 1.090~4.957

性别 -0.798 2.788 0.095 0.450 0.177~1.149

CA125阳性 -0.013 0.811 0.368 0.987 0.959~1.016

PLEK2表达 0.781 5.580 0.018 2.184 1.142~4.176

3 讨  论

PLEK2是PLEK家族一员,广泛表达于多个器

官,既往研究发现,PLEK2与磷脂酰肌醇-3-激酶脂类

产物相互作用,参与了肌动蛋白重组、调节细胞骨架

重组、促进细胞扩散等[2,10]。近年来,国内外多项研究
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表明,部分消化系统肿瘤患者PLEK2表达上调,参与

了肿瘤的发生和发展。YANG等[6]发现,PLEK2依

赖磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B通路促进胰腺癌干

细胞 的 自 我 更 新 和 增 殖;SHEN 等[7]研 究 表 明,

PLEK2通过含有SH2结构的Ⅱ型肌醇5-磷酸酶激活

表皮生长因子受体/蛋白激酶B通路,促进胆囊癌细

胞的迁移和侵袭;PLEK2高表达通过激活上皮-间充

质转化 通 路 参 与 了 胃 癌 的 发 生 和 进 展[8]。CHAI
等[11]发现,结直肠癌抑癌基因表达与PLEK2呈负相

关,靶向抑制PLEK2位点可能在治疗结直肠癌抑癌

基因失活或缺失患者方面具有重要意义。
本研究进行PLEK2免疫组织化学染色后发现,

46 例 胆 囊 癌 标 本 中 PLEK2 阳 性 表 达 41 例

(89.13%),并且PLEK2表达程度与 T分期呈正相

关,其高表达促进肿瘤细胞的迁移和侵袭,PLEK2可

能成为抑制胆囊癌迁移和侵袭的治疗靶点。由于部

分胆囊癌患者术前诊断为良性疾病,术中未进行淋巴

结清扫。因此,今后应该对PLEK2与淋巴结转移进

行相关性分析。此外,本研究意外发现,PLEK2高表

达与性别(男性)及CA15-3升高水平相关(图2),且5
例CA15-3阳性患者均显示PLEK2高表达。据文献

报道,CA15-3升高与肿瘤 T分期相关[12]。因此,本
研究 控 制 T 分 期 变 量 后 进 行 偏 相 关 检 验 发 现,

PLEK2表达强度仍与CA15-3相关,差异有统计学意

义(P<0.05),对于二者的联系,国内外尚缺乏相关机

制研究或相似的文献报道。
当前,由于胆囊癌缺乏特异性肿瘤标志物和临床

特征,不仅难以做到早期诊断,而且对患者生存期的

预测也主要通过美国癌症联合委员会发布的 TNM
分期系统实现[13]。国内外部分研究表明,胆囊癌患者

术后生存期短、5年生存率低的因素可能还包括性别、
高龄、相关肿瘤标志物阳性(包括癌胚抗原、糖链抗原

19-9、CA15-3、CA125和癌抗原242)、非意外胆囊癌、
手术方式、外周血循环肿瘤细胞阳性、中性粒细胞淋

巴细胞比值高等[14-19],但结果仍有争议。本研究单因

素生存分析结果显示,T分期、性别、CA125阳性、意
外胆囊癌、手术方式、PLEK2表达均与胆囊癌患者预

后相关。考虑到意外胆囊癌T分期主要以Ⅰ、Ⅱ期为

主,且意外胆囊癌和T分期也会影响到手术方式的选

择,在行T分期分层抽样的单因素生存分析后证实意

外胆囊癌和手术方式对生存并无影响,T分期可能是

造成其假阳性的原因。
本研究Cox风险回归分析发现,T分期、PLEK2

表达是胆囊癌患者术后生存的独立危险因素(风险

比=2.325、2.184,P=0.029、0.018),PLEK2可能成

为预测胆囊癌患者预后的重要指标;并且在行T分期

分层抽样的单因素生存分析时,PLEK2表达仍与生

存相关,考虑PLEK2高表达除通过促进肿瘤细胞的

迁移和侵袭影响患者预后这一途径外,可能存在其他

影响预后的机制,这些均需进一步研究。
 

本研究存在不足之处:(1)本研究为单中心研究,
样本数量较少,期待未来多中心、大样本量的研究;
(2)由于本研究随访结束时间较早,部分患者未能随

访至终点事件,今后将继续随访,并纳入更多病例,进
一步论证本研究结果。

综上所述,PLEK2在胆囊癌组织中多呈阳性表

达,其阳性程度与T分期、性别、CA15-3阳性明显相

关,是影响胆囊癌患者预后的独立危险因素。
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