
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，其死亡率及发病率

均位居恶性肿瘤前列［1-3］。Profilin（PFN）是一种肌动蛋

白结合蛋白，可以高亲和力结合ATP-肌动蛋白单体并

催化肌动蛋白丝上的核苷酸交换（ATP取代ADP）［4, 5］。

这种由ATP水解驱动的定向肌动蛋白丝生长，是细胞运

动、形态变化和许多细胞转运事件的驱动力［6］。而

PFN2是PFN家族的一种同工型蛋白，是肌动蛋白聚合

的特征明确的调节剂［7］。既往研究认为PFN2主要在脊

椎动物的神经元中表达，且相关研究都涉及其对谷氨酸

能神经元神经递质胞吐相关作用［8, 9］。最近研究发现，

在不同类型的癌症中PFN2的表达会发生改变。例如，

在乳腺癌组织中PFN2表达显著上调［10］；在口腔鳞状细

胞癌中，PFN2可以抑制肿瘤的生长和侵袭［11］；PFN2与

食管鳞状细胞癌的预后不良相关，被认为是治疗靶点［11］；

PFN2可以促进HT29人结肠直肠癌干细胞的迁移和侵

袭［12］。PFN2已被证实在多种肿瘤的发展中发挥重要效

能，而它的表达和功能在胃癌中是未知的［10-12］。此外我

们通过检索 TCGA 数据发现，胃癌组织中高表达的

PFN2的患者较低表达者预后更差。虽然胃癌的诊断及

治疗方法已有进步，但对于晚期胃癌患者并无令人满意

的疗效［13-15］。常规的肿瘤标志物如癌胚抗原、糖类抗原

ca19-9不能作为胃癌的特异性指标，且胃癌早期的临床表
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摘要：目的 研究PFN2作为胃癌新的预后评价指标及作为胃癌治疗全新靶点的潜力。方法 组织层面上，应用免疫组织化学检

测100例胃癌组织及其癌旁组织中PFN2蛋白表达水平；根据PFN2表达量，将研究对象分为癌组织中PNF2高表达组（46例）、

低表达（48例）组，以及癌旁组织中PFN2高表达组（26例）、低表达（49例）组；采用χ2检验、Spearman相关性以及Kaplan-Meier 生

存分析法，分析PFN2蛋白表达水平与患者的临床参数之间关系；细胞功能上，敲低MKN-45细胞中PFN2，将其分为control-

siRNA组与PFN2-siRNA组；过表达MKN-45细胞中PFN2，将其分为control-vector组与PFN2-vector组，选取Transwell实验、

CCK-8实验检测PFN2对胃癌MKN-45细胞增殖及迁移影响。结果 在胃癌组织中PFN2蛋白表达高于癌旁组织（P<0.01）；

PFN2蛋白的表达水平和胃癌病人的M分期显著正相关（P<0.05）；在胃癌组织中，PFN2表达和VEGFR表达呈正相关关系（P<

0.01）；PFN2蛋白高表达的胃癌患者预后更差（P<0.01），并且是胃癌预后的独立预测因子（P<0.05）；MKN-45细胞中高表达

PFN2组较低表达组增殖、迁移能力更强（P<0.001）。结论 PFN2蛋白在胃癌组织中高表达，并促进人胃癌MKN-45细胞的增

殖、迁移。
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Abstract: Objective To investigate the expression of profilin 2 (PFN2) in gastric cancer and assess its potential value as a novel
prognostic indicator and a therapeutic target. Methods We collected gastric cancer and paired adjacent tissues from 100
patients for immunohistochemical detection of PFN2 expression. According to the expression level of PFN2, the patients were
divided into two groups with high (46 cases) and low (48 cases) PNF2 expression in cancer tissues, and also into two groups
with high (26 cases) and low (49 cases) PNF2 expression in adjacent tissues. Chi-square test, Spearman correlation and Kaplan-
Meier survival analysis were used to analyze the relationship between PFN2 protein expression level and the patients' clinical
parameters. We also tested the effects of PFN2 knockdown and overexpression on the proliferation and migration of MKN-45
cells using Transwell assay and CCK-8 assay. Results The expression of PFN2 protein was significantly higher in gastric cancer
tissues than in adjacent tissues (P<0.01). PFN2 expression was positively correlated with M-stage of gastric cancer and VEGFR
expression in the tumor tissues (P<0.01). A high expression of PFN2 protein was significantly correlated with a poor prognosis
of gastric cancer patients (P<0.01), and was an independent predictor of the prognosis of gastric cancer. In MKN-45 cells, the
cells overexpressing PFN2 showed significantly stronger proliferation and migration abilities than those with PFN2
knockdown (P<0.001). Conclusion PFN2 protein is highly expressed in gastric cancer tissues to promote the proliferation and
migration of the tumor cells. PFN2 may serve as a potential diagnostic marker, a prognostic indicator and a therapeutic target
for gastric cancer.
Keywords: gastric cancer; profilin 2; MKN-45 cells
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现及体征也不典型，这导致胃癌的早期诊断率较低［16］。

进一步探索特异性及灵敏性更高的检测指标和新的治

疗靶点十分必要。结合PFN2在其它恶性肿瘤中的作

用以及其生物学特征，它在胃癌的发展中可能也发挥了

关键作用。本研究旨在从实验基础上为PFN2作为胃

癌诊断的生物学标志物、预后评价指标、生物治疗靶点

提供理论依据。

1 资料和方法

1.1 研究对象

选取2006年7月~2007年4月在本院行胃癌根治

术的患者共100例（其中80例癌组织具有相应的癌旁组

织）。本研究中所有纳入患者均由病理证实为胃癌，并

严格遵守纳入、排除标准。纳入标准：（1）患者依从性

好，临床资料完整；（2）患者知情同意本研究，能完成随

访。排除标准：（1）合并其他部位恶性肿瘤的患者；（2）

合并其它可能影响血清中肿瘤标记物表达的疾患；（3）

存在自身免疫系统疾病、精神类疾病、妊娠、哺乳等可能

影响本研究结果的患者。本研究通过了医院伦理委员

会审批（编号：KJ20201008）。

选用人胃癌MKN-45细胞（皖南医学院弋矶山医

院中心实验室细胞库），培养基使用含10%血清RPMI

1640，并培养于培养箱中，具体进行养育的环境设置为

5% CO2、恒温37℃。

1.2 方法

1.2.1 临床数据收集 对所有纳入研究的患者进行临床

数据收集，收集患者临床资料包括性别（男性、女性）、年

龄（≤60岁、>60岁）、肿瘤大小（≤5 cm、>5 cm）、病理分

级、TNM分期、临床分期等数据。

1.2.2 组织芯片制作 手术切除标本常规石蜡包埋，首

先在HE染色切片上进行定位，制成两块组织芯片模

块。选取癌组织100个位点, 癌旁正常组织80个位点，

取样针直径2 mm，制作2个芯片蜡块，以4 μm厚度连续

切片，敷贴于经1%多聚赖氨酸处理的载玻片，分别进行

HE染色供形态学观察及免疫组化检测。

1.2.3 免疫组化 采用免疫组化染色方法, 观察整张组

织切片,每个芯片在电镜下随机选择四域, 并采用免疫

组化染色阳性率评分，即由染色强度和密度确定评价。

染色强度计分：0分（阴性），1分（弱阳性），2分（中正），和

3分（强阳性）；染色阳性率计分：0分（阴性），1分（1%~

20%），2分（21%~40%），3分（41%~60%），4分（61%~

80%），5分（81%~100%）。以“染色强度”计分和“染色

阳性率”计分的乘积为总分。

1.2.4 样本分组及处理方法 使用耶鲁大学开发的软件

X⁃tile，根据胃癌患者的总生存期，确定分组临界值，

PFN2表达评分≤5分为低表达组，>5分为高表达组。将

研究对象分为癌组织中PNF2高表达组（46例）、低表达

组（48例），以及癌旁组织中PFN2高表达组（26例）、低

表达组（49例）。统计分析每组胃癌组织中PFN2表达

情况与临床特征的关系、胃癌组织中PFN2与ki67、p53、

VEGFR、CD133的表达相关性、PFN2蛋白表达与胃癌

患者生存期的相关性。

1.2.5 细胞实验分组及处理方法 体外培养人胃癌

MKN-45细胞，使用 lip2000（ThermoFisher）进行转染，

将PFN2 siRNA与NC siRNA别分转染至MKN-45细

胞 PFN2 siRNA 组和 control- siRNA 组，使用 Western

blot验证 siRNA转染后对细胞中PFN2表达的干扰效

果，再通过Transwell实验、CCK-8实验来对比成功转染

siRNA的两组MKN-45细胞的迁移能力及增值能力；将

PFN2 vector 与 NC vector 别分转染至 MKN-45 细胞

PFN2 vector组和control vector组，使用Western blot验

证vector转染后PFN2过表达效果，再选取Transwell实

验、CCK-8实验对比成功转染vector的两组MKN-45细

胞的迁移能力及增值能力。

1.2.6 Western blot 将分组处理后的MKN-45细胞，使

用预冷的PBS洗涤细胞2次，然后加入细胞裂解液（含

PMSF，碧云天）冰上裂解细胞 30 min，收集细胞裂解液，

放入超高速低温离心机进行离心，预冷4 ℃，离心20 min，

12 000 r/min。收集的上清液，中加入SDS上样缓冲液

煮沸6 min，取等量蛋白进行 SDS-PAGE。电泳分离的

蛋白结束后，将蛋白转印至NC膜上。然后用5% BSA

（索莱宝）室温封闭 2 h。TBST清洗后加入相应一抗

（Abcam 公司PFN2抗体，1∶500稀释）4 ℃孵育过夜。

TBST清洗后加入二抗（1∶10 000稀释，CST公司）室温

孵育2 h，TBST清洗后3次后用化学发光成像系统检测实

验结果。使用Image J软件对蛋白表达进行半定量分析。

1.2.7 CCK-8实验 将分组处理后的MKN-45细胞种植

于24孔细胞培养板，至细胞贴壁。采用CCK-8试剂盒

（碧云天）检测，具体操作按厂家提供的说明书进行。使

用酶标仪450 nm波长测量并记录分析。

1.2.8 Transwell实验 分组处理后的MKN-45细胞，用

无血清的RPMI 1640培养基重悬，吸取100 uL细胞悬

液置于小室上层，含10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基600 μL置于下层。培养箱中培养24 h。PBS溶液清

洗后，用棉棒擦除底膜上层的细胞，底膜下层的细胞用

多聚甲醛固定30 min。PBS溶液再次清洗，使用结晶紫

染色10 min。PBS溶液清洗后，放置在显微镜下观察并

拍照。

1.2.9 统计学分析 采用SPSS 20.0统计软件进行统计

学分析。对PFN2在癌组织及癌旁组织表达差异采用 t
检验；PFN2表达与临床数据特征的相关性采用χ2检验；

对胃癌组织中PFN2、ki67、p53、VEGFR、CD133的表达
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相关性分析采用Spearman秩相关系数；采用Kaplan-

Meier 生存分析法和 log-rank 统计检验进行生存期单

因素分析；多因素分析采用Cox风险回归模型。以P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌组织中PFN2的表达

组织芯片中可见PFN2蛋白表达的结构保存完好，

位点共180个，排列整齐，免疫组织化学的染色结果良

好，阳性染色呈棕黄色颗粒（图1）。部分位点无法判读，

包括6例癌组织和5例癌旁组织，在可以判读的位点中，

94例胃癌组织中，PFN2蛋白表达水平最低评分1.00，最

高评分15.00，平均分为5.88±2.74；而75例癌旁组织中，

PFN2蛋白表达水平最低评分1.00，最高评分8.75，平均

分为0.88±1.83。通过数据分析显示，PFN2蛋白在胃癌

组织的表达水平显著高于癌旁组织，有差异有统计学意

义（P<0.01）。

2.2 胃癌组织中PFN2表达情况与临床特征的关系

纳入研究的100例患者中，男性64例、女性36例，

年龄为32~81岁，随访到2015年7月（8~9年）。其中部

分患者临床资料缺失（2例年龄不详，2例肿瘤大小不

详，1例T分期不详，2例N分期不详，1例M分期不详，2

例临床分期不详，3例患者失访）。通过胃癌组织中

PFN2蛋白表达和胃癌患者临床指标（性别、年龄、肿瘤

大小、TNM分期、临床分期）进行检验分析，结果显示

PFN2蛋白在胃癌组织的表达水平和胃癌病人的M分

期正相关，差异有统计学意义（P<0.05，表1）。

2.3 胃癌组织中PFN2、ki67、p53、VEGFR、CD133的表

达相关性分析

通过对免疫组化染色胃癌组织中PFN2、ki67、p53、

VEGFR、CD133的表达情况进行Spearman相关性分

析。统计分析结果显示：在胃癌组织中，PFN2表达和

VEGFR表达呈现正相关关系，差异有统计学意义（P<0.01，

表2）。

2.4 PFN2蛋白表达与胃癌患者生存期的相关性分析

对纳入的100例胃癌病人进行随访8-9年结果分

析，其中26例生存，71例死亡，3例失访。对结果进行

Kapla-Meier 生存曲线分析，结果显示：胃癌组织中

PFN2蛋白高表达的患者较低表达患者预后显著更差，

差异有统计学意义（P<0.01，图2）；而癌旁组织中PFN2

蛋白高表达的患人同样较低表达的患者预后更差，差异

有统计学意义（P<0.01，图3）。将单因素分析中有统计

学意义的变量纳入COX多因素生存回归分析，结果显

示：PFN2蛋白癌组织表达分组是胃癌病人的独立预测

因子（P<0.05，表3）。

2.5 敲低PFN2蛋白表达对人胃癌细胞MKN-45增殖、

迁移功能影响

通过Western blot检测 control-siRNA组与PFN2-

siRNA组PFN2蛋白表达水平。结果显示转染后成功敲

低MKN-45细胞PFN2蛋白表达水平（P<0.001，图3）。

通过CCK-8 细胞增殖实验检验两组细胞增殖能

力。结果显示：control-siRNA组较PFN2-siRNA组增

殖能力更强，差异有统计学意义（P<0.001，图4）。

通过Transwell细胞迁移实验检验 control-siRNA

组与PFN2-siRNA组迁移能力。细胞计数后，通过 t检

验统计分析，结果显示：PFN2-siRNA组MKN-45细胞

较Control-siRNA组迁移能力更弱，差异有统计学意义

（P<0.001，图5）。

2.6 过表达PFN2蛋白表达对人胃癌细胞MKN-45增

殖、迁移影响

通过Western blot检测 control-vector组与PFN2-

vector组PFN2蛋白表达水平。结果显示转染后成功敲

低MKN-45细胞PFN2蛋白表达水平，差异有统计学意

义（P<0.001，图6）。

通过CCK-8 细胞增殖实验检验 control-vector组

与PFN2-vector组增殖能力。结果显示：PFN2-vector

组MKN-45细胞较control-vector组增殖能力更强，差

异有统计学意义（P<0.001，图7）。

通过Transwell细胞迁移实验检验 control-vector

组与 PFN2- vector 组迁移能力。结果显示：对照组

MKN-45细胞较实验组迁移能力更强，差异有统计学意

义（P<0.001，图8）。

3 讨论

PFN2属于PFN家族4个成员组成之一，一同参与

肌动蛋白的单体结合并介导肌动蛋白的聚合［17, 18］。研

究发现PFN2在中枢神经系统中表达，并参与调节突触

的结构和功能［19, 20］。虽然PFN2表达于中枢神经系统，

但也广泛表达于其他组织细胞中。在源自各种组织（包
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图1 组织芯片免疫组化染色结果
Fig.1 Immunohistochemical staining of the tissue chip.
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括肺，结肠和食道）的癌症中，PFN2的表达对癌细胞迁

移和增殖具有重要作用［21-23］。在癌症治疗研究上，基因

治疗一直是研究的前沿和重点。而PFN2能否促进胃

癌细胞增殖和迁移尚未见报道，因此研究PFN2对胃癌

的影响具有重要意义。

本研究通过免疫组化发现胃癌组织中PFN2高表

达，意味着PFN2有促进胃癌发生发展的可能。因为

PFN2分布广泛且作用于肌动蛋白，与细胞的运动、细胞

突起等发生的形态上改变、细胞质分裂、物质的运输功

能密切相关。结合PFN2基因是一个生物进化中非常

保守的基因，说明PFN2可能发挥促进癌症的发生发展

的重要作用，也可能成为早期胃癌诊断的新指标。

VEGFR是血管内皮生长因子（VEGF）的受体，是

人体重要的信号蛋白［24, 25］。VEGF/VEGFR信号传导主

要负责肿瘤血管生成，是抑制肿瘤生长和抗血管生成治

疗的主要靶途径［26, 27］。本研究通过PFN2与血管内皮生

长因子受体（VEGFR）抗体相关性分析发现，在胃癌组

织及癌旁组织中PFN2表达和VEGFR表达显著正相

关，表明PFN2和VEGFR可能存在相互作用。现已有

许多有效对抗VEGF表达的抗癌药物，如阿柏西普治疗

转移性结肠癌、贝伐单抗治疗肺癌和结肠癌等多种癌

症，还有雷莫芦单抗，用于胃癌患者治疗。这表明PFN2作

为下一个胃癌靶向治疗的新兴方向的有着巨大潜力［28-30］。

在PFN2蛋白表达与患者预后上，本研究也显示在

胃癌组织中PFN2蛋白高表达的病人的预后显著更差，

而癌旁组织中PFN2蛋白高表达的病人预后同样更差，

此外COX多因素生存回归分析结果也显示，PFN2表达

是胃癌的独立危险因子。这些数据说明，PFN2可以作

为胃癌预后的预测指标。

在胃癌细胞功能上，我们通过对胃癌MKN-45细

胞系研究发现，过表达PFN2蛋白可以明显促进细胞的

增殖和迁移，而敲低PFN2蛋白则出现细胞的增殖和迁

移能力减弱。PFN2蛋白在胃癌细胞功能结果上显示，

在细胞功能层面上，PFN2蛋白有着促进胃癌细胞的增

Feature

All

Gender

Male

Female

Age（year）

≤60

>60

Tumor diameter (cm)

≤5

>5

T-stage

T1/T2

T3/T4

N-stage

N0/N1

N2/N3

M-stage

M0

M1

AJCC-stage

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Cases

94

61

33

31

61

46

46

13

71

40

53

85

8

9

30

46

8

PFN2 (n)

Low

48

33

15

18

30

22

24

7

39

22

26

46

1

5

17

24

1

High

46

28

18

13

31

24

22

6

32

18

27

39

7

4

13

22

7

Pearson χ2

0.640

0.650

0.174

0.005

0.322

5.066

5.221

P

0.424

0.420

0.677

0.942

0.570

0.024*

0.156

表 1 胃癌组织中PFN2表达情况与临床特征的关系
Tab.1 Relationship between PFN2 expression in gastric cancer tissues and clinical features of the patients

*P<0.05.
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殖和迁移能力。

本研究也存在不足之处：（1）纳入的病例数量较少，

仍需更多的病例；（2）在胃癌中的具体作用机制仍在进

一步研究中。

综上所述，本研究结果显示PFN2蛋白在胃癌组织

表达显著高于癌旁，发现了PFN2表达和VEGFR表达

显著正相关，还评估了PFN2蛋白的表达和胃癌病人的

临床分期以及预后的关系，最后在细胞层面上发现

PFN2蛋白起促进胃癌细胞增殖和迁移的作用。我们认

为PFN2蛋白有成为胃癌早期诊断生物学标志物、预后

评价指标及治疗靶点的巨大潜力。
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表 3 COX多因素生存回归分析
Tab.3 COX multivariate survival regression analysis

Group

PFN2 in T
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B value

0.866
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