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FMN2在胃腺癌组织中的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的:检测成蛋白2（formin-2，FMN2）在胃腺癌组织中的表达水平，探讨FMN2的表达与胃癌患者临床特征之间的关

系及其对胃腺癌AGS细胞增殖的影响。方法:收集2015年9月至2017年9月空军军医大学第一附属医院消化病医院胃肠外科

手术切除的胃腺癌组织及相应的癌旁组织标本84例。采用免疫组织化学染色和肿瘤数据库检索检测分析胃腺癌组织中FMN2

的表达水平，并探讨FMN2蛋白表达与胃腺癌患者临床病理特征之间的相关性；MTT法检测FMN2对胃腺癌AGS细胞增殖活性

的影响，Western blotting法检测FMN2对胃腺癌AGS细胞凋亡蛋白Caspase-3表达的影响。结果:胃腺癌组织中FMN2表达水平

明显低于癌旁组织（P<0.05或P<0.05)，其低表达与胃腺癌患者的TNM分期及肿瘤分化程度相关（均P<0.05）；与AGS细胞对照比

较，AGS/FMN2稳转株的增殖率明显降低、凋亡相关蛋白Caspase-3表达明显增加（均P<0.05）。结论:FMN2在胃腺癌组织中表

达明显下调，且与患者的肿瘤分化程度和TNM分期相关；过表达FMN2的胃腺癌细胞其增殖率明显降低；FMN2是胃癌预后的独

立危险因素，可为胃腺癌的治疗提供新的思路。
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Expression of FMN2 in gastric adenocarcinoma tissues and its clinical significance
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Affiliated Hospital of Air Force Military Medical University, Xi’an 710032, Shaanxi, China; 2. Graduate office，Xi’an Medical Univer-
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of Formin-2（FMN2）protein in gastric cancer tissues and its correlation to clini-

copathological features of gastric cancer patients, as well to explore its effect on the proliferation of gastric adenocarcinoma AGS cells.

Methods: 84 cases of gastric adenocarcinoma tissues and corresponding para-cancerous tissues were surgically collected from patients

treated in the First Affiliated Hospital of Air Force Military Medical University from September 2015 to September 2017. The expres-

sion of FMN2 in gastric adenocarcinoma tissues was detected by immunohistochemical staining and analyzed with RNA-Seq data-sets

GEPIA. The relationship between FMN2 protein expression in gastric adenocarcinoma tissues and its clinicopathological features was

also explored. MTT assay was used to detect the effect of FMN2 on AGS cell proliferation activity, and Western blotting was used to de-

tect the effect of FMN2 on the expression of apoptosis-related protein caspase-3 in AGS cells. Results: The expression level of FMN2

in gastric adenocarcinoma tissues was significantly lower than that in matched adjacent tissues and the expression level of FMN2 was

closely related to the TNM stage and differentiation of gastric adenocarcinoma (all P<0.05). Compared to AGS control group, the prolif-

eration activity of AGS/FMN2 was significantly decreased and the expression of apoptosis-related gene Caspase-3 was markedly in-

creased (all P<0.05). Conclusion: The expression of FMN2 was significantly decreased in gastric adenocarcinoma tissues and its low

expression is closely related to the degree of tumor differentiation and clinical TNM stage. Moreover, FMN2 over-expression signifi-

cantly decreased the proliferation of AGS cells. FMN2 may function as independent risk factor for the prognosis of gastric adenocarci-

noma, which may provide new ideas for the treatment of gastric adenocarcinoma. .
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胃癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，其发病特

点存在明显的地域性，在东亚国家尤为高发。我国

胃癌的发病率、病死率均较高，并且预后不佳 [1-2]，这

不仅与其复杂的病因和发病机制有关，还跟其进展

速度快、恶性程度高、侵袭性强等病理特征有关。成

蛋白2（formin-2，FMN2）是 formin蛋白家族中重要的

成员之一，结构上和卡布奇诺亚支蛋白类似[3]。有研

究[4]发现，无论小鼠处于哪种生长发育阶段，FMN2几

乎仅表达于中枢神经系统中，如大脑皮层、小脑、下

丘脑和海马体等。后续研究[5]发现，FMN2不仅在中

枢神经系统中有表达，而且在甲状旁腺肿瘤、恶性胶

质瘤、成视网膜细胞瘤、软骨肉瘤等肿瘤均有表达。

在淋巴细胞白血病研究[6]中发现，异常高表达的

FMN2可能作为重要的致癌基因促进细胞的增殖和

恶性转化。在结肠癌的研究[7]中发现，FMN2是一种

重要的抑癌基因，与结直肠癌的发生发展密切相关，

并且可以作为判断预后的重要指标。然而，FMN2在

胃癌中的作用及其机制尚不明确，本研究主要通过

检测胃腺癌组织中FMN2蛋白的表达水平，探讨其与

胃癌患者临床特征之间的关系，并进一步在细胞层

面研究FMN2对胃癌细胞生物学行为的影响，进而阐

明FMN2在胃腺癌进展过程中的作用，为胃腺癌的诊

疗提供新思路。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集 2015年 9月至 2017年 9月空军军医大学第

一附属医院消化病医院胃肠外科手术切除的胃腺癌

组织及相应的癌旁组织（距肿瘤组织切缘>2 cm）标

本 84例，其中男 61例、女 23例，中位年龄 56岁（26~

81岁）。患者按照美国癌症联合委员会（AJCC）第 7

版的胃癌指南进行TNM分期：I期9例，II期16例，III

期45例，IV期14例。所有患者术后病理均证实为胃

腺癌，未合并其他部位肿瘤及术前未接受针对肿瘤

的放化疗。本研究患者本人或家属均已签署知情同

意书，并经过医院伦理委员会的批准。

1.2 主要试剂和仪器

FMN2抗体和Caspase-3抗体购自英国Abcam公

司，HRP标记的二抗购自西安壮志有限公司，两步法

免疫组化试剂盒和DAB显色液购自中杉金桥有限公

司，ECL发光试剂盒购自Millipore公司，慢病毒载体

及其对照空载体购自上海吉凯基因技术有限公司，

TRIzol、cDNA反转录试剂盒、实时荧光定量 PCR试

剂盒均购自大连宝生物有限公司。ABI 7500实时荧

光定量PCR仪为Bio-Rad公司产品。

1.3 采用免疫组化法检测和癌症数据库检索分析胃

腺癌组织中FMN2的表达水平

石蜡切片首先进行脱蜡处理，加入3% H2O2去除

内源性过氧化物酶阻断内源性过氧化物酶，0.01

mol/L枸橼酸盐缓冲液（pH为 6.0）进行抗原修复,滴

入 10%封闭用的山羊血清封闭非特异性位点，37 ℃

孵育 15 min；加入 1∶100稀释的 FMN2一抗工作液，

37 ℃孵育 2 h；滴加 HRP 标记的二抗，37 ℃孵育 60

min；加入DAB显色液显色3~5 min；再将切片进行脱

水和透明处理，并封片。病理科医生根据免疫染色

Formwitz评分方法，对免疫组织化学结果进行评分，

以免疫组化切片中细胞黄色或者棕黄色为阳性细胞

染色，根据阳性细胞所占比率和细胞染色强度进行

综合评价，计算出评分结果。阳性染色的细胞百分

比评分如下：0~10%为 0分、11%~25%为 1分、26%~

50%为2分、51%~75%为3分，76%~100%为4分。染

色强度评分如下：没有着色为 0分、淡黄色着色为 1

分、棕黄色着色为 2分、棕褐色着色为 3分。每张病

理切片的最终得分为染色细胞百分评分与染色强度

评分相加之和，将总分值<3分的胃癌患者划为低表

达组，总分值≥3分的划为高表达组。采用癌症数据

库GEPIA[8]检索并明确胃腺癌患者癌组织与癌旁组

织中FMN2的表达情况。

1.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测FMN2基

因在不同胃癌细胞系中的表达水平

待正常胃黏膜上皮细胞系GES-1和胃腺癌细胞

系 AGS、BGC-832、SGC-7901 生长汇合度为 80%~

90%时收集细胞，加入TRIzol 1 ml，震荡混匀，室温静

置 5 min，使充分裂解；再加入 200 μl氯仿，常温放置

5 min；4 ℃、12 000×g离心15 min；根据分层情况小心

吸出上层液体，转移至新的无酶EP管中；加入500 μl

异丙醇并混匀；12 000×g离心10 min，即可获得RNA

沉淀，加入1 ml 预冷的75%乙醇重悬；离心后室温干

燥 5~10 min；加入适量 DEPC 水，重新溶解 RNA；用

紫外/可见光分光光度计测量待测样品中RNA的浓

度及光密度（D）值；分别根据反转录试剂盒和荧光定

量试剂盒说明书操作进行 PCR定量反应，根据目的

基因 FMN2和内参基因GAPDH测得的CT值差异，

运用2-ΔΔCT法计算FMN2的相对表达量。

1.5 FMN2过表达慢病毒载体转染AGS细胞

慢病毒转染前24 h，将AGS细胞以1×105个/孔的密

度种植于24孔板中，待细胞生长汇合至50%时，继续隔

夜培养；第2天进行慢病毒的转染；转染3 d后，在培养

基中加入嘌呤霉素进行克隆筛选，继续培养7 d。

1.6 Western blotting法检测FMN2过表达AGS细胞

系中凋亡蛋白Caspase-3的表达水平

AGS细胞汇合度为 80%~90%时收集细胞，PBS
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洗 3遍，加入蛋白裂解液并刮下细胞，置于冰上裂解

15 min并离心获得上清；用BCA试剂盒进行蛋白浓

度定量；根据蛋白浓度将待测样品加入聚丙烯酰胺

凝胶中进行电泳分离；用半干转法将目的条带的蛋

白转至 PVDF膜上；用 5%脱脂奶粉室温封闭 PVDF

膜 2 h；加入 1∶2 000浓度Caspase-3一抗工作液，4 ℃

过夜孵育；再加入1∶5 000浓度羊抗兔二抗工作液室

温孵育 2 h；在避光条件下，用ECL发光试剂盒进行

凝胶成像。用 Image J软件测定蛋白条带灰度值，以

GAPDH作为内参进行目的蛋白相对定量。实验重

复3次。

1.7 MTT检测FMN2过表达的AGS细胞的增殖率

取对数生长期细胞，调整细胞密度为 4×104

个 /ml，将单细胞悬液接种于 96孔板中，恒温培养箱

中培养12 h待细胞完全贴壁，其中调零孔加入200 μl

的含 0.1% DMSO的完全培养基；细胞分别培养 24、

48、72和 96 h后，每孔加入 20 μl MTT反应液，37 ℃

培养 4 h，弃去培养孔中的培养液，然后加入 160 μl

DMSO，室温轻轻震荡 10 min使蓝色结晶充分溶解；

在酶标仪上 490 nm处测出每孔光密度（D）值。增殖

率（%）=（实测D值-对照D值）/实测D值×100%。实

验重复3次。

1.8 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件进行分析，Spearman

检验比较胃腺癌组织和癌旁组织中FMN2的表达情

况；Mann-Whitney U秩和检验分析 FMN2蛋白表达

水平与患者临床病理特征之间的关系；Student-t检验

分析不同胃腺癌细胞系中 FMN2 的表达情况以及

FMN2高表达AGS细胞不同时间点的增殖水平。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 FMN2在胃腺癌组织标本中的表达特征

免疫组织化学染色法检测纳入研究的84例胃腺

癌患者标本中FMN2蛋白的表达水平，结果（图1）显

示，癌组织和癌旁组织内均有不同程度的棕黄色颗

粒染色，FMN2蛋白主要分布于细胞质中，癌组织中

FMN2蛋白多呈阴性表达，而癌旁组织中FMN2蛋白

多呈阳性表达的。根据免疫组化评分标准，癌组织

中FMN2蛋白的阳性表达率为61.9%（52/84），癌旁组

织中为 92.8％（78/84），胃腺癌组织中 FMN2表达水

平明显低于癌旁组织（P<0.05）。

2.2 癌症数据库中胃癌组织和癌旁组织中FMN2的

表达情况

采用 GEPIA 数据库检索了 FMN2 在胃癌组织

（408例）和癌旁组织（211例）中的表达情况，分析结

果（图 2）与免疫组织化学染色结果一致，FMN2在胃

癌数据库中癌组织的表达水平也明显低于癌旁组织

的表达水平 [(0.230 ± 0.040) vs (0.420 ± 0.067), P＜

0.05）。

A,C: Expression of FMN2 in gastric adenocarcinoma tissue;

B, D: Expression of FMN2 in para-carcinoma tissue

图1 胃腺癌癌组织和癌旁组织FMN2

蛋白表达及分布情况（（A,C: ×100; B,D:×400））

Fig.1 Expression of FMN2 in gastric adenocarcinoma and

para-carcinoma tissues（（A,C: ×100; B,D: ×400））

*P＜0.05 vs Para-cancerous tissue

图2 癌症数据库中胃腺癌癌组织和癌旁组织FMN2

蛋白表达情况

Fig. 2 Expression of FMN2 in gastric adenocarcinoma and

para-carcinoma tissues analyzed by GEPIA database

2.3 FMN2表达情况与胃腺癌患者临床特征之间的

关系

根据免疫组化的评分结果，将 84例胃腺癌患者

癌组织 FMN2表达水平进行排序，按第 50百分位数

分为 FMN2 高表达组（42 例）和 FMN2 低表达组（42

例），分别比较两组患者临床病理特征的差异，结果

(表1)显示，FMN2的表达水平与纳入患者的TNM分
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期以及胃腺癌分化程度密切相关，其中FMN2表达水

平越低的患者TNM分期就越晚、肿瘤分化程度就越

低（P<0.05）；而患者的一般特征（如年龄、性别等）、肿

瘤的大小、血管和淋巴结的浸润情况与FMN2的表达

水平差异无统计学意义（P>0.05）。

表1 癌组织中FMN2表达水平与胃腺癌临床病理特征之间的关系[n(%)]

Tab.1 Relationship between the expression of FMN2 and clinicopathological characteristics of

Gastric adenocarcinoma patients[n(%)]

Features

Sex
Male
Female

Age(t/a)
＜60
≥60

Tumor size(l/cm)
＜5
≥5

Differentiation degree
High/medium
Low/poor

Vessel infiltration
Yes
No

Regional lymph node metastasis
Yes
No

TNM stage
Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

N

59
25

62
22

52
32

38
46

43
41

49
35

25
59

FMN2 high expression

(n=42)

27 (64.3)
15 (35.7)

34 (81.0)
8 (19.0)

30 (71.4)
12 (28.6)

25 (59.5)
17 (40.5)

19 (45.2)
23 (54.8)

21 (50.0)
21 (50.0)

17 (40.5)
25 (59.5)

FMN2 low expression

(n=42)

32 (76.2)
10 (23.8)

28 (66.7)
14 (33.3)

22 (52.4)
20 (47.6)

13 (31.0)
29 (69.0)

24 (57.1)
18 (42.9)

28 (66.7)
14 (33.3)

8 (19.0)
34 (81.0)

P

0.223

0.136

0.072

0.009

0.275

0.075

0.032

2.4 胃腺癌细胞系中 AGS、BGC-832、SGC-7901 的

FMN2 mRNA的表达均明显降低

qRT-PCR法检测结果（图3）显示，胃腺癌细胞系

中AGS、BGC-832、SGC-7901的FMN2 mRNA的表达

较正常胃上皮GES-1细胞均明显降低[(0.385±0.045)、

(0.720±0.039)、(0.840±0.029) vs (0.985±0.039)，均P<

0.05，P<0.01]，其中在AGS细胞系中下降程度最大。

*P<0.05, **P<0.01 vs GES-1 group

图3 胃腺癌细胞系中AGS、、BGC-832、、SGC-7901的FMN2

mRNA的表达情况

Fig.3 Expression of FMN2 mRNA in gastric

adenocarcinoma cell lines AGS, BGC-832 and SGC-7901

2.5 FMN2过表达明显降低胃腺癌AGS细胞的增殖

活性

选取胃腺癌AGS细胞作为研究对象，同时慢病

毒转染并筛选出 FMN2 高表达的稳转株 AGS /

FMN2，检测 FMN2 对 AGS 增殖的影响。MTT 检测

结果（图 4）显示，在 24 h，AGS、AGS / NC 和 AGS /

FMN2 三组细胞增殖活性无明显差异（P>0.05）；在

48 h，AGS/FMN2组细胞增殖活性较AGS和AGS/NC

组明显降低[（0.653±0.055) vs (0.980±0.066)、(0.913±

0.068)，均P<0.05]；在72 h，AGS/FMN2组细胞增殖活

性较 AGS 和 AGS / NC 组同样明显降低 [（0.867 ±

0.087) vs (1.150±0.060)、(1.253±0.035)，均P<0.05）；在

96 h点，AGS/FMN2组细胞增殖活性较AGS和AGS/

NC 组明显降低 [（1.143 ± 0.050) vs (1.587 ± 0.045)、

(1.607±0.068)，P<0.05]。

2.6 FMN2过表达明显提高AGS细胞凋亡蛋白Cas-

pase-3的表达水平

Western blotting 法检测结果（图 5）显示，AGS/

FMN2组Caspase-3蛋白表达水平较AGS和AGS/NC

组明显增加[（2.610±0.277) vs (1.010±0.036)、(1.093±
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0.044)，均P<0.05]。

*P<0.05 vs AGS or AGS/NC group

图4 FMN2对AGS细胞增殖的影响

Fig.4 Effect of FMN2 on the proliferation of AGS cells

图5 FMN2对AGS细胞中凋亡蛋白Caspase-3表达的影响

Fig.5 Effect of FMN2 on the expression of Caspase-3 in AGS

cell lines

3 讨 论

胃癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，其发病率

和病死率均较高[1]。我国是胃癌高发国家，2012年新

发病例占全球胃癌发病总数的 42.59%，死亡病例数

占全球胃癌死亡病例总数的44.95%。与欧美地区较

低的胃癌发病率及较高的早期诊断率相比，我国当

前面临着十分严峻的抗癌形势[2]。胃腺癌是胃癌主

要的病理类型之一，其发生发展过程中伴随着复杂

的病理生理学改变，具体的发病机制尚不清楚。目

前研究已知胃腺癌的发生可能与APC、KRAS、TP53、

SMAD4、EGFR、BRAF、CDHl、RHOA、CDKN2A 及

PIK3CA等基因及其信号通路异常密切相关[9-10]。

FMN2是Formin同源蛋白家族卡布奇诺亚支之

一，这种蛋白表达异常的小鼠不能形成（Form）正常

的肢体和肾，因此而得名[3]。有研究[4]发现，无论小鼠

处于哪种生长发育阶段，FMN2几乎仅表达于中枢神

经系统中，如大脑皮层、小脑、下丘脑和海马体等处。

而后续研究[5]发现 FMN2不仅在中枢神经系统中有

表达，而且在甲状旁腺肿瘤、恶性胶质瘤、成视网膜

细胞瘤、软骨肉瘤、白血病等肿瘤均有表达。在淋巴

细胞白血病的研究[6]中发现，异常高表达的FMN2可

能作为重要的致癌基因促进细胞的增殖和恶性转

化。LIU等[11]用全基因关联分析研究小鼠结肠癌的

易感基因，发现FMN2/GREM2可能是结肠癌特异性

的易感基因。陈文平等[7]检测了335例结直肠癌组织

和癌旁组织中FMN2的表达情况，发现结肠癌组织中

FMN2表达水平明显低于癌旁组织，分析其临床病理

特征发现，FMN2的表达水平与患者的TNM分期、肿

瘤的淋巴结转移以及分化程度密切相关，预后分析

结果提示FMN2是影响结肠癌患者临床预后的独立

危险因素之一。然而FMN2在人类多种疾病的进展，

尤其在肿瘤的进展中的作用及其发生机制尚不清

楚。本研究主要用免疫组化和Western blotting方法

检测了FMN2在胃腺癌癌旁组织和癌组织中的表达

情况，结果均发现，胃腺癌组织中FMN2表达水平明

显低于癌旁组织，结果与癌症数据库GEPIA中的分

析结果一致，因此提示FMN2可能在胃腺癌的进展过

程中发挥抑癌基因的作用。进一步结合胃癌患者临

床资料分析发现，FMN2的表达水平与胃腺癌患者的

TNM分期和肿瘤分化程度密切相关，FMN2的表达

水平与患者的年龄、性别、肿瘤大小以及血管和淋巴

结浸润情况无明显相关。

既往研究[9]发现，FMN2通过调节细胞周期抑制

因子从而调节肿瘤细胞的增殖和凋亡。本研究也发

现，在培养 48、72和 96 h不同时间点，AGS/FMN2组

细胞增殖活性均较AGS和AGS/NC组明显降低，并

且凋亡蛋白检测结果显示，AGS/FMN2组Caspase-3

蛋白表达水平较AGS和AGS/NC组明显升高。以上

结果提示，在胃腺癌AGS细胞系中，FMN2高表达可

抑制细胞的增殖，从而发挥其抑癌基因的作用。

在癌基因活化过程中，ARF 在细胞核内聚集，

ARF除了通过p53依赖性通路发挥作用，还可以通过

p53非依赖性的方式促进细胞的凋亡或者抑制其细

胞周期[12-13]。YAMADA 等[14]发现 FMN2 可作为 p14

ARF 的下游蛋白，在这一过程中发挥重要的作用。

在癌基因活化的情况下，p14 ARF抑癌基因通路的活

化可以NF-kB通路抑制RelA亚基的功能，使得其无

法与 FMN2启动子结合，从而促进其转录和蛋白翻

译[15-16]；高表达的 FMN2可以和 p21蛋白结合并减少

其降解，从而促进细胞周期停滞和促进细胞凋亡[17]。

而在胃腺癌的发生发展过程中，FMN2能否通过调节

p21抑制细胞增殖并促进其凋亡，以及是否有其他信

号通路参与这一过程，尚待进一步研究。

综上所述，FMN2蛋白表达在胃腺癌患者中呈现

下降趋势，并且其表达水平与患者的TNM分期和肿

瘤分化程度密切相关。进一步发现FMN2的高表达
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可抑制胃腺癌细胞增殖，但具体分子机制尚不清楚，

需要进一步进行研究。
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