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靶向 Xklp2 靶蛋白在胆管癌组织中的表达及其临床意义
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摘   要 目的：探讨在胆管癌组织中靶向 Xklp2 靶蛋白（TPX2）的表达及其临床意义。

方法：收集 60 例胆管癌患者的癌组织及癌旁组织标本，用免疫组化方法检测 TPX2 蛋白的阳性表达率，

随机抽取 4 对标本用 Western blot 方法检测 TPX2 蛋白的表达量；分析癌组织中 TPX2 蛋白的表达与患

者临床病理参数及预后之间的关系。

结果：胆管癌癌组织中 TPX2 蛋白的阳性表达率（46.7% vs. 8.3%，P<0.05）及表达量 West blot 均高

于癌旁组织。TPX2 蛋白的表达与患者 TNM 分期、淋巴结转移以及生存有关（均 P<0.05）；TPX2 蛋

白阳性患者的术后生存率明显低于其阴性患者（2 年生存率：27.6% vs. 78.4%；3 年生存率：14.3% vs. 

59.5%，均 P<0.05）。

结论：TPX2 高表达可能是胆管癌患者术后发生转移、复发的危险因素；TPX2 可能是评价胆管癌早期

诊断和预后一个潜在生物学指标和治疗的潜在靶点。
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Abstract Objective: To investigate the expression of targeting protein for xenopus kinesin-like protein 2 (TPX2) in 

cholangiocarcinoma tissue and its clinical signifi cance.

Methods: The cancer tissues together with their adjacent tissues from 60 patients with cholangiocarcinoma 

were collected. The positive expression rates of TPX2 protein in these tissues were determined by 

immunohistochemical staining, and the TPX2 protein expression levels were detected by Western blot in 4 pairs 

of randomly selected tissues. Th e relations of TPX2 protein expression with the clinical factors and prognosis of 

the patients were analyzed. 
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胆 管 癌 （ C C A ） 是 来 自 胆 管 上 皮 的 恶 性 肿

瘤 。 胆 管 癌 的 发 生 率 在 过 去 1 0 年 都 有 增 高 的 趋

势，但是在个别地区胆管癌的发生率在过去10年 

却 翻 了 一 番 。 其 预 后 差 ， 5 年 无 瘤 生 存 率 仅 为

12.8%，中位生存时间仅1.5年[1-2]。胆管癌占消化

系统恶性肿瘤的3%，是第二最常见的主要肝胆肿

瘤[3]。胆管癌患者初始症状取决于肿瘤位置。肝内

胆管癌通常表现为非特异性疾病的晚期阶段[4]。通

常，胆管癌患者中仅在少数患者（15%~30%）中

实现细胞学诊断 [5-6]。一般来说，胆管癌患者病死

率高，因为在诊断时已经到了晚期[7]。不同系统癌

症预后影响因素包括TNM分期、手术切缘状态等

被用来作为胆管癌患者手术后的预后指标[8-12]。但

胆管癌的发生与发展的机制尚未完全探明[13-15]。寻

找 胆 管 癌 新 的 、 有 效 的 早 期 诊 断 生 物 学 指 标 和 预

测 胆 管 癌 发 生 转 移 、 复 发 以 及 预 后 的 分 子 标 志 物

显得十分必要。

靶 向 X k l p 2 靶 蛋 白 （ t a r g e t i n g  p r o t e i n  f o r 

xenopus  k ines in - l ike  pro te in  2，TPX2）是一种

严 格 受 细 胞 周 期 调 控 的 微 管 相 关 蛋 白 ， 在 有 丝 分

裂纺锤体形成过程中发挥重要作用 [ 16]。研究发现

T P X 2 在 肝 癌 、 胃 癌 、 胰 腺 癌 、 肺 癌 、 宫 颈 癌 、

膀 胱 癌 、 食 管 鳞 状 细 胞 癌 中 都 存 在 过 表 达 ， 导 致

细 胞 基 因 的 的 损 伤 、 中 心 体 异 常 扩 增 及 细 胞 恶 性

转 化 ， 进 而 促 进 细 胞 增 殖 ， 抑 制 细 胞 凋 亡 ， 阻 滞

细胞周期于G 2/M期，并与肿瘤分化、转移和复发

相关 [17-23]。但有关TPX2在胆管癌癌组织中的表达

水 平 及 胆 管 癌 中 的 表 达 水 平 与 临 床 预 后 的 关 系 未

见 相 关 报 道 。 因 此 ， 本 研 究 应 用 免 疫 组 化 技 术 和

Western blot技术检测胆管癌患者癌组织和癌旁组

织中的TPX2蛋白的表达情况，收集因胆管癌手术

的 患 者 的 临 床 病 理 资 料 ， 探 寻 其 在 胆 管 癌 的 发 生

与发展过程中的可能作用。

1　材料与方法

1.1  标本来源

收集2010年1月—2012年1月期间在南昌大学

第 二 附 属 医 院 肝 胆 外 科 行 胆 管 癌 切 除 术 且 术 后 均

经 病 理 科 2 位 病 理 科 医 师 证 实 为 胆 管 癌 的 6 0 例 患

者 的 癌 组 织 和 非 癌 组 织 （ 胆 管 或 肝 脏 ） 标 本 。 在

距肿瘤边缘1 cm以内且无坏死的肿瘤组织取胆管

癌组织，在距肿瘤边缘至少3 cm的组织取非癌组

织 ， 经 病 理 证 实 无 肿 瘤 细 胞 。 所 有 患 者 术 前 均 未

经 过 放 、 化 疗 。 癌 细 胞 分 化 为 高 、 中 、 低 ， 胆 管

癌的临床分期根据美国癌症联合委员会（AJCC）

的TNM分期为I~IV期。

1.2  主要试剂及仪器 

小 鼠 抗 人 T P X 2 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

BioLegend公司（B159993），一抗稀释液购自武

汉 市 博 士 的 生 物 工 程 有 限 公 司 ， 通 用 型 二 步 检 测

法试剂盒（PV-6000）、二氡基联苯胺（DAB）显

色剂均购自北京中杉生物技术有限公司。

1.3  免疫组化检测  

胆 管 癌 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 经 1 0 % 中 性 甲 醛 固

定24 h，石蜡包埋后，切成约3 μm切片。石蜡切

片经60 ℃烤片1.5 h，脱蜡，水化，高压抗原修复 

1 0  m i n ， 3 % 过 氧 化 氢 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 

30 min，孵育一抗（1:200）4 ℃过夜，次日二抗

孵育1 h，DAB)显色，苏木精复染后封片。

1.4  免疫组化结果判定

由 2 位 病 理 科 医 师 独 立 阅 片 ； T P X 2 蛋 白 的

表 达 部 位 为 细 胞 核 ， 阳 性 细 胞 核 被 染 色 为 浅 棕

色 至 深 褐 色 ， 其 染 色 强 度 评 判 标 准 以 阳 性 细 胞 核

占 全 部 细 胞 核 的 百 分 率 界 定 ， 具 体 为 ： 无 核 染

色 为 （ - ） ； 核 染 色 ≤ 1 0 % 为 （ + ） ； 1 1 % ~ 3 0 %

为 （ + + ） ； 3 1 % ~ 5 0 % 为 （ + + + ） ； > 5 0 % 为

Results: In cholangiocarcinoma tissue compared with adjacent tissue, the positive expression rate (46.7% vs. 8.3%, 

P<0.05) and expression level of TPX2 protein were increased. The TPX2 protein expression was significantly 

associated with the TNM stage, lymph node metastasis and survival of the patients (all P<0.05). The postoperative 

survival rates in patients with positive TPX2 protein expression were significantly lower than those in patients with 

its negative expression (2-year survival rate: 27.6% vs. 78.4%; 3-year survival rate: 14.3% vs. 59.5%, both P<0.05).

Conclusion: High TPX2 expression may possibly be associated with postoperative recurrence and metastasis in 

cholangiocarcinoma patients. It may be a potential biological indicator for the early diagnosis and estimation of 

prognosis and a therapeutic target of cholangiocarcinoma.

Key words Bile Duct Neoplasms; Microtubule-Associated Proteins; Neoplasm Invasiveness; Prognosis
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（++++）；（++）以上被判定为阳性表达。

1.5  Western blot 检测

取 收 集 的 标 本 出 来 清 洗 好 ， 放 入 匀 浆 器 中 于

冰上加入含蛋白酶体抑制剂的RIPA蛋白裂解液，

裂解，于4 ℃ 10 000 r /min离心15 min，取上清

液。加入抽提试剂，在4 ℃冰箱静置，加入2×上

样缓冲液，95 ℃ 5 min煮沸变性。10%聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转膜至PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭2 h。

一抗4 ℃孵育过夜，使用对应属性的二抗孵育1 h，

ECL发光试剂盒显影，暗室中X光片曝光成像。

1.6  统计学处理

用SPSS 17.0软件对实验数据进行处理，病理

相关性分析采用Pearson检验，以α=0.05为检验

水准。

2　结　果

2.1  胆管癌癌组织与癌旁组织 TPX2 蛋白表达水

平的检测

运用免疫组化检测60例胆管癌癌组织与癌旁

组织TPX2蛋白表达水平，结果显示，在胆管癌癌

旁组织中TPX2蛋白阳性表达率为8.3%（5/60），

在胆管癌癌组织中TPX2蛋白阳性表达率为46.7%

（ 2 8 / 6 0 ） ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ P < 0 . 0 5 ） 

（图1）。同时随机选取4对胆管癌患者的标本的

癌 组 织 和 癌 旁 组 织 提 取 组 织 蛋 白 ， 通 过 W e s t e r n 

b lo t检测胆管癌癌组织与癌旁组织TPX2蛋白表达

水平，结果显示TPX2蛋白在癌组织中表达水平高

于癌旁组织（图2）。
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图 2　Western blot 检测 TPX2 的蛋白表达量
Figure 2　Western blot analysis for TPX2 protein expression level
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2.2  TPX2 蛋白的表达水平与临床病理参数之间

的关系

分析免疫组化TPX2蛋白的表达水平与对应患

者 临 床 数 据 的 病 理 参 数 之 间 的 关 系 。 结 果 显 示 ：

TPX2蛋白的表达水平与TNM分期、淋巴结转移以

及患者生存有关（均P<0 .05）。但是与患者的性

别、年龄、肿瘤大小、病理分化程度、CA19-9表

达水平等无关（均P>0.05）（表1）。

2.3  TPX2 蛋白的表达水平与胆管癌患者术后生

存期的关系

对术后60例患者获随访，随访时间12~48个月。

Kaplan -Meier生存曲线显示术后生存时间TPX2蛋

白阳性组比TPX2蛋白阴性组生存时间明显缩短。

两 组 患 者 总 生 存 率 的 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（ 2 年 生 存 率 ： 2 7 . 6 %  v s .  7 8 . 4 % ， 3 年 生 存 率 ：

14.3% vs.  59.5%，均P<0.05）（图3）。

图 1　免疫组化检测 TPX2 蛋白（×400）　　A：胆管癌组织 TPX2 蛋白阳性表达；B：癌旁组织 TPX2 蛋白阴性表达
Figure 1　Immunohistochemical staining for TPX2 protein (×400)　　A: Positive expression of TPX2 protein in cholangiocarcinoma tissue; 

B: Negative expression of TPX2 protein in adjacent tissue

A B
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表 1　TPX2 蛋白表达与胆管癌患者临床病理参数之间的关系

[n（%）]
Table 1　Relations of TPX2 protein expression with clinical 

factors of cholangiocarcinoma patients [n (%)]
因素 n TPX2 阳性 TPX2 阴性 χ2 P

性别
　男 34 18（52.9） 16（47.1）

1.241 0.305
　女 26 10（38.5） 16（61.5）
年龄（岁）
　＞ 55 32 16（50.0） 16（50.0）

0.306 0.613
　≤ 55 28 12（37.1） 16（57.1）
肿瘤大小（cm）
　≤ 2.5 20 8（40.0） 12（60.0）

0.536 0.585
　＞ 2.5 40 20（50.0） 24（50.0）
CA19-9 水平（U/mL）
　≤ 37 27 12（44.4） 15（55.6）

0.097 0.799
　＞ 37 33 16（48.5） 17（51.5）
病理分化程度
　低分化 26 14（53.8） 12（46.2）

0.695 0.470
　中分化 34 14（41.2） 20（58.8）
生存状况
　存活 29 8（27.6） 21（72.4）

8.210 0.005
　死亡 31 20（64.5） 11（35.5）
TNM 分期
　I~II 31 10（32.3） 21（67.7）

5.350 0.037
　III~IV 29 18（62.1） 11（37.9）
N 分期
　N0 25 8（32.0） 17（68.0）

6.605 0.009
　N1~N3 35 20（57.1） 15（42.9）

10 20 30 40 500
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图 3　TPX2 阳性患者（28 例）和阴性患者（32 例）生存

曲线比较
Figure 3　Comparison of the survival curves between patients 

with positive TPX2 expression (28 cases) and those 
with negative TPX2 expression (32 cases)

3　讨　论

早 期 诊 断 和 完 全 手 术 切 除 为 胆 管 癌 患 者 提 供

了治愈的机会,但目前缺乏早期筛查和诊断胆管癌

有 效 方 法 ， 对 于 胆 管 癌 晚 期 患 者 尚 无 有 效 的 治 疗

方法 [ 2 4 ]。胆管癌 被认为是一种对放、化疗不敏感

的 肿 瘤 。 胆 管 癌 比 其 他 胃 肠 道 肿 瘤 对 化 疗 敏 感 性

差[25-26]。分子蛋白的鉴定和基因序列的测定可以帮

助 临 床 医 生 早 期 筛 查 和 诊 断 胆 管 癌 的 患 者 ， 也 为

晚期癌症患者提供靶向治疗。TPX2是微管相关蛋

白。TPX2过表达促进微管形成。TPX2可从细胞核

逃逸以调节非有丝分裂细胞的微管细胞骨架 [ 27]。

TPX2可以作为影响细胞周期的独立因素。TPX2的

过表达与胰腺癌的分级，浸润，淋巴转移和远处转

移有关[19]。目前认为TPX2可能通过影响细胞增殖、

周期、凋亡及迁移和侵袭能力来影响肿瘤的发生发

展[17-23]。当用TPX2siRNA干扰细胞TPX2蛋白表达

时，促进细胞的凋亡；将细胞周期阻滞于G2/M期而

不能进行正常的有丝分裂；抑制细胞的迁移和侵袭

能力[17-25]。然而TPX2表达在胆管癌中罕有研究。

本 研 究 中 ， 在 胆 管 癌 癌 旁 组 织 中 T P X 2 蛋 白

阴性表达率为91.7%（55/60），在胆管癌癌组织

中 T P X 2 蛋 白 阳 性 表 达 率 为 4 6 . 7 % （ 2 8 / 6 0 ） ； 通

过Western blot技术检测胆管癌癌组织与癌旁组织

TPX2蛋白表达情况，结果示：TPX2蛋白在胆管癌

组织中的表达水平显著高于癌旁组织。说明TPX2

蛋 白 在 胆 管 癌 组 织 中 高 表 达 。 运 用 统 计 学 方 法 分

析 T P X 2 蛋 白 与 患 者 临 床 病 理 参 数 之 间 的 关 系 ，

结 果 示 ： T P X 2 蛋 白 的 表 达 水 平 与 淋 巴 结 转 移  、

TNM分期以及患者生存期有关；与年龄、性别、

病理分化程度、CA199和肿瘤大小无关。术后无瘤

生存时间TPX2蛋白阳性组比TPX2蛋白阴性组无瘤

生 存 时 间 明 显 缩 短 。 因 此 本 研 究 可 以 得 出 结 论 ：

胆管癌患者癌组织中TPX2高表达提示预后不良。

综上所述，本研究显示TPX2胆管癌组织中处于

高表达，是胆管癌患者术后发生转移 、复发的危险

因素。TPX2可能是评价胆管癌患者预后的一个潜在

生物学指标，TPX2有可能作为分子标记成为胆管癌

免疫治疗的潜在靶点。其影响胆管癌的发生和发展的

具体机制尚不清楚，还需要多实验研究进行验证。
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