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　　[摘要]　目的:探讨脯氨酰4-羟化酶β多肽(P4HB)和葡萄糖调节蛋白78(GRP78)表达与胃癌临床特征的

相关性及对患者预后的预测价值。方法:采用免疫组织化学法分别评估150例胃癌组织样本中P4HB和 GRP78
蛋白的表达,分析蛋白表达与胃癌临床病理学特征的关联。采用 Kaplan-Meier分析比较总生存期(OS)的生存曲

线。用单变量和多变量Cox回归模型分析影响 OS的潜在预后因素。基于多变量 Cox回归模型构建预后列线

图,并与 TNM 分期比较其临床价值。结果:P4HB的表达与患者年龄、Bormann分型、肿瘤浸润深度、淋巴结转

移、术后辅助化疗相关,GRP78的表达与肿瘤浸润深度和淋巴结转移相关;两者的表达呈正相关。Kaplan-Meier
分析表明,P4HB和 GRP78的高单一表达或共表达预示较短的 OS,两者的高共表达在术后辅助化疗组,特别是

晚期组中预后不良。多因素Cox回归分析确定癌组织分化程度、TNM 分期、术后辅助化疗、P4HB与 GRP78共

表达是 OS的独立预后因素。在受试者工作特征曲线和决策曲线分析中,列线图在辨别能力和临床实用性方面

优于 TNM 分期。结论:P4HB与 GRP78的表达呈正相关,其共表达是 OS的独立预后因素,可作为胃癌患者特

别是晚期术后辅助化疗患者 OS的预测生物标志物。预后列线图模型可能具有较高的临床应用价值。
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Abstract　Objective:Toexplorethecorrelationandprognosticvalueofprolyl4-hydroxylasebetapolypeptide
(P4HB)andglucose-regulatedprotein78(GRP78)expressionscombinedwithclinicalfeaturesingastriccancer.
Methods:OnehundredandfiftygastriccancertissuesampleswereevaluatedP4HBandGRP78proteinexpres-
sionsbyimmunohistochemistryseparately.Associationoftheexpressionswithclinicopathologicalfeatureswas
analyzed.Kaplan-Meieranalysesweretakentocomparesurvivalcurvesofoverallsurvival(OS).Univariateand
multivariateCoxregressionmodelswereusedtoanalyzepotentialprognosticfactorsofOS.Basingonthemultiva-
riateCoxregressionmodel,aprognosticnomogramwasconstructed,clinicalusefulnessofwhichwascomparedto
TNMstage.Results:TheexpressionsofP4HBwerecorrelatedwithage,Bormanntype,depthoftumorinva-
sion,lymphnodemetastasis,postoperativeadjuvantchemotherapy,whiletheexpressionsofGRP78werecorrela-
tedwiththedepthoftumorinvasionandlymphnodemetastasis.Therewasapositivecorrelationbetweentheir
expressions.AccordingtoKaplan-Meieranalyses,highsingleexpressionorco-expressionofP4HBandGRP78in-
dicatedashorterOS,highco-expressionrepresentedanunfavorableprognosisinthegroupwithpostoperativead-
juvantchemotherapy,especiallyintheadvancedstage.MultivariateCoxregressionanalysisidentifieddifferentia-
tion,TNMstage,postoperativeadjuvantchemotherapy,P4HBandGRP78co-expressionwereindependentprog-
nosticfactorsforOS.ThenomogramwasbetterthanTNMstageindiscriminationabilityandclinicalusefulness
showninthereceiveroperatingcharacteristiccurvesanddecisioncurveanalysiscurves.Conclusion:P4HBwas
positivelycorrelatedwithGRP78expression,co-expressionofthem wasanindependentprognosticfactor,and
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couldserveasapredictivebiomarkerforgastriccancerpatientsofOS,especiallyforadvancedstagepatientswith
postoperativeadjuvantchemotherapy.Theprognosticnomogrammodelmayhaveahighclinicalapplicationvalue.

Keywords　prolyl4-hydroxylasebetapolypeptide;glucose-regulatedprotein78;gastriccancer;postoperative
adjuvantchemotherapy;nomogram

　　2020年的统计数据表明,胃癌是全球范围内

第五大常见癌症、第四大癌症相关死亡原因,其发

病率的增加在东亚地区尤为显著[1]。由于大多数

胃癌患者在临床诊断时已错过了最佳治疗期,其预

后依旧很差[2]。作为一个存在巨大生物学异质性

的癌种,即使具有相似临床特征的胃癌患者,预后

也会有很大差异[3-4]。因此,临床迫切需要借助更

好的预测因子来精确评估胃癌的预后。
内质网(endoplasmicreticulum,ER)负责脂质

合成、钙动态平衡,并参与折叠蛋白质,一旦平衡打

破,由此产生的未折叠和错误折叠蛋白质的异常积

累共同构成了ER应激[5],一系列名为未折叠蛋白

反应(unfoldedproteinresponse,UPR)的信号通路

随后被激活以重建ER稳态[5-7]。而恶性肿瘤往往

伴随缺氧、酸中毒和营养缺乏,诱发 ER 应激及

UPR的激活,在癌细胞的发生、增殖和存活中发挥

核心作用[5]。脯氨酰4-羟化酶β多肽(prolyl4-
hydroxylasebetapolypeptide,P4HB)隶属于蛋白

质二硫键异构酶(proteindisulfideisomerase,PDI)
家族,作为一种酶分子伴侣来重建错误折叠的蛋白

质,与ER 应激和 UPR 密切相关[8]。P4HB被证

明在包括肝癌、弥漫性神经胶质瘤等多种癌症中表

达上调,可作为癌症治疗的潜在靶点[9-10]。有研究

表明P4HB与缺氧相关生物标志物呈正相关,预示

胃癌的不良预后[11]。葡萄糖调节蛋白78(glucose-
regulatedprotein78,GRP78)也可作为ER伴侣蛋

白,在ER应激和 UPR中起重要作用[12]。GRP78
在包括胃癌在内的不同癌症中过表达目前已被广

泛接受,也可以作为预后不良的良好指标,与治疗

耐药相关[13-15]。
Xia等[16]发现P4HB可以通过下调 GRP78促

进肝细胞癌的发生。而目前的研究表明,P4HB或

GRP78的过表达均与胃癌的不良预后有关,提示

胃癌中 P4HB可能与 GRP78并不呈负相关。同

时,基于胃癌中P4HB、GRP78表达的预后模型尚

无报道,故本研究旨在探索 P4HB和 GRP78的表

达与胃癌临床特征之间的相关性及两者共表达对

患者预后的预测价值。
1　资料与方法

1.1　临床资料

纳入2007—2013年在南通大学附属肿瘤医院

接受胃切除术的150例胃癌患者,中位随访时间为

68.0(2.5~92.5)个月。所有患者均在胃切除术后

确认组织病理学诊断,术前未接受放疗或化疗。组

织病理学诊断为腺鳞状细胞癌或神经内分泌癌、随
访数据不完整的患者被排除在本研究之外。收集

的临床病理参数如下:年龄、性别、Bormann分型、
肿瘤大小、Lauren分型、分化程度、病理类型、肿瘤

浸润深度、淋巴结转移、TNM 分期、血管浸润、周围

神经浸润和基于氟尿嘧啶的术后辅助化疗。其中,
TNM 分期参考 AJCC第7版 TNM 分期手册。总

生存期(overallsurvival,OS)定义为手术日期与死

亡或最后一次随访日期之间的时间。本研究已获

得所有患者的知情同意和南通大学附属肿瘤医院

伦理委员会的批准(No:K200701-04)。
1.2　免疫组织化学法

组织芯片由两个不同区域的1.5mm 福尔马

林固定石蜡包埋的组织核心构建,参照免疫染色标

准方案进行免疫组织化学法染色[17]。一抗分别使

用鼠抗P4HB单克隆抗体(1：100,Abcam,Cam-
bridge,UK)、兔抗 GRP78单克隆抗体(1：100,
Abcam,Cambridge,UK)。免疫组织化学评分由

两名未知临床信息的病理科医生独立进行 H 评

分,范围0~300,为染色强度(0、1、2、3分别代表阴

性、弱、中、强染色)与染色比例(0~100对应相应

的百分率)的乘积。H 评分<200分为低表达,≥
200分为高表达。
1.3　统计学方法

数据用 SPSS25.0 进行处理。用 χ2 检验、
Spearman相关性分析、逐步 Cox比例风险回归分

析、对数秩检验。R 包“survminer”“rms”“surviv-
al”“foreign”“survivalROC”“stdca”用于绘制Kap-
lan-Meier曲线、列线图、校准曲线、受试者工作特

征曲 线 (receiveroperatingcharacteristiccurve,
ROC)、决 策 曲 线 分 析 (decisioncurveanalysis,
DCA)。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　P4HB和 GRP78的表达与患者临床病理特

征的关系

通过免疫组织化学法在胃癌组织中分别检测

P4HB 和 GRP78 蛋 白 的 表 达。 其 中,74 例

(49.3%)患者低表达P4HB、76例(50.7%)患者高

表达P4HB;71例(47.3%)患者低表达 GRP78,79
例(52.7%)患者高表达 GRP78。P4HB的表达与

患者 年 龄 (P =0.021)、Bormann 分 型 (P =
0.029)、肿 瘤 浸 润 深 度 (P =0.001)、淋 巴 结 转

移(P=0.018)、术后辅助化疗(P=0.008)相关,而
GRP78的表达仅与肿瘤浸润深度(P=0.041)和淋
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巴结转移(P=0.043)相关。见表1。H 评分的

Spearman等级相关分析结果显示,两者的表达呈

正相关(R=0.587,P<0.001)。P4HB和 GRP78
染色的代表性图像如图1所示。

表1　胃癌患者P4HB、GRP78表达与临床病理特征的关系 例

临床病理特征
P4HB表达

低 高 χ2 P
GRP78表达

低 高 χ2 P
总体 74 76 71 79
年龄/岁

　<65 48 35 5.369 0.021 44 39 2.404 0.121

　≥65 26 41 27 40
性别

　男 49 54 0.408 0.523 49 54 0.008 0.931
　女 25 22 22 25
Bormann分型

　Ⅰ~Ⅱ 32 20 4.743 0.029 25 27 0.018 0.894
　Ⅲ~Ⅳ 42 56 46 52
肿瘤大小/cm
　<5 43 40 0.455 0.500 41 42 0.318 0.573
　≥5 31 36 30 37
Lauren分型

　肠型 17 14 12 19
　弥漫型 40 31 5.489 0.064 38 33 2.263 0.323
　混合型 17 31 21 27
分化程度

　高、中分化 31 29 0.218 0.641 29 31 0.040 0.841
　低分化 43 47 42 48
病理类型

　腺癌 66 73 2.599 0.107 63 76 3.071 0.080
　黏液、印戒细胞癌 8 3 8 3
肿瘤浸润深度

　T1~T3 61 43 11.786 0.001 55 49 4.192 0.041
　T4 13 33 16 30
淋巴结转移

　阴性 32 19 5.561 0.018 30 21 4.092 0.043
　阳性 42 57 41 58
TNM 分期

　Ⅰ~Ⅱ 41 31 3.209 0.073 37 35 0.914 0.339
　Ⅲ~Ⅳ 33 45 34 44
血管浸润

　阴性 53 53 0.064 0.800 48 58 0.609 0.435
　阳性 21 23 23 21
周围神经浸润

　阴性 56 59 0.080 0.777 54 61 0.028 0.867
　阳性 18 17 17 18
术后辅助化疗

　无 17 33 7.055 0.008 22 28 0.334 0.563
　有 57 43 59 51
GRP78表达

　低 53 18 34.562 <0.001
　高 21 58
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1a:P4HB在胃癌细胞质中低表达;1b:P4HB在胃癌细胞质中高表达;1c:GRP78在胃癌细胞质中低表达;1d:GRP78在

胃癌细胞质中高表达。
图1　P4HB和GRP78在胃癌组织中表达的代表性免疫组织化学法染色图像(×400)

2.2　P4HB和 GRP78的表达与 OS
通过 P4HB 和 GRP78 的表达分层,进行了

Kaplan-Meier生存分析和对数秩检验以比较 OS。
结果显示,P4HB(图2a)或 GRP78(图2b)的高表

达与明显更短的 OS相关(P<0.001、P=0.012)。
进一步分析表明,当P4HB和 GRP78均低表达时,
患者预后最好,预后最差与 P4HB和 GRP78均高

表达相关,仅高表达1种蛋白时患者预后介于两者

之间(图2c,P=0.002),两种或1种蛋白高表达组

的 OS 明 显 短 于 两 者 均 低 表 达 组 (图 2d,P =
0.002)。术后辅助化疗组的预后优于非辅助化疗

组(图 2e,P =0.011),高表达的 P4HB 和 (或)
GRP78在术后辅助化疗组中表现出明显更差的

OS(图2f,P=0.231),但在术后未辅助化疗组中

没有差异(图2g,P=0.007)。当术后辅助化疗组

按 TNM 分期进一步分层后,发现在 TNMⅠ~Ⅱ
期中无预后意义(图2h,P=0.859),但在Ⅲ~Ⅳ期

中高共表达组的 OS显著变短(图2i,P=0.004)。

2a:P4HB组;2b:GRP78组;2c、2d:P4HB和 GRP78共表达组;2e:术后辅助化疗组;2f:术后未辅助化疗的患者中P4HB
和 GRP78共表达组;2g:术后辅助化疗的患者中P4HB和 GRP78共表达组;2h:术后辅助化疗的 TNMⅠ~Ⅱ期患者中

P4HB和 GRP78共表达组;2i:术后辅助化疗的 TNMⅢ~Ⅳ期患者中P4HB和 GRP78共表达组。
图2　胃癌患者OS的Kaplan-Meier分析
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2.3　 基于逐步 Cox 回归分析的 OS 预后列线

图构建

单因素 Cox回归分析显示,胃癌 OS与 Bor-
mann分型(P=0.004)、肿瘤大小(P=0.028)、分
化程度(P=0.004)、肿瘤浸润深度(P<0.001)、淋
巴结转移(P<0.001)、TNM 分期(P<0.001)、术
后辅助化疗(P=0.012)、P4HB表达(P=0.001)、
GRP78表达(P=0.013)、P4HB和 GRP78共表达

(P=0.002)有关。见表2。随后将上述变量用于

前向逐步Cox回归分析,最终入选模型的变量为分

化程度(P=0.020,HR=1.846,95%CI1.099~
3.101)、TNM 分期(P<0.001,HR=3.124,95%
CI 1.870 ~ 5.217)、术 后 辅 助 化 疗 (P =
0.005,HR=0.507,95% CI 0.317 ~ 0.810)、
P4HB与 GRP78共表达(P=0.002,HR=2.304,
95%CI1.355~3.915)。见表2。基于 Cox模型

构建了预测胃癌患者3年和5年 OS概率的列线

图(图3a),其 C 指数为0.733(95%CI0.680~
0.786)。列线图的校准曲线表明3年和5年模型

均校准良好(图3b、3c)。

表2　胃癌患者OS预后特征的单因素和多因素Cox回归分析

相关因素
单因素分析

HR 95%CI P

多因素分析

HR 95%CI P
年龄/岁(≥65vs.<65) 1.246 0.791~1.963 　0.343
性别(女vs.男) 1.081 0.665~1.756 0.754
Bormann分型(Ⅲ~Ⅳvs.Ⅰ~Ⅱ) 2.142 1.271~3.609 0.004
肿瘤大小/cm(≥5vs.<5) 1.662 1.056~2.616 0.028
Lauren分型 0.214
　弥漫型vs.肠型 1.818 0.932~3.545 0.079
　混合型vs.肠型 1.613 0.790~3.293 0.190
分化程度(低分化vs.高、中分化) 2.111 1.274~3.497 0.004 1.846 1.099~3.101 　0.020
病理类型[黏液(印戒)细胞癌vs.腺癌] 0.592 0.216~1.622 0.308
肿瘤浸润深度(T4vs.T1~T3) 2.536 1.601~4.019 <0.001
淋巴结转移(阳性vs.阴性) 3.824 2.060~7.101 <0.001
TNM 分期(Ⅲ~Ⅳvs.Ⅰ~Ⅱ) 3.200 1.942~5.275 <0.001 3.124 1.870~5.217 <0.001
血管浸润(阳性vs.阴性) 1.385 0.861~2.229 0.180
周围神经浸润(阳性vs.阴性) 1.279 0.766~2.135 0.346
术后辅助化疗(有vs.无) 0.556 0.351~0.879 0.012 0.507 0.317~0.810 0.005
P4HB表达(高vs.低) 2.266 1.414~3.630 0.001
GRP78表达(高vs.低) 1.799 1.130~2.862 0.013
P4HB和GRP78共表达(两者/一者高vs.两者低) 2.260 1.338~3.817 0.002 2.304 1.355~3.915 0.002

3a:预测3年和5年 OS概率的列线图;3b:预测3年 OS概率的校准曲线;3c:预测5年 OS概率的校准曲线。
图3　胃癌患者OS预后列线图和校准曲线

2.4　列线图的临床价值评估

为了评估列线图的辨别能力和临床实用性,本
文将其与临床广泛使用的 TNM 分期进行比较。
图4a、4b显示3年和5年 OS概率的 ROC曲线下

面积(areaunderthecurve,AUC)分别为0.790和

0.760,远 大 于 TNM 分 期 (分 别 为 0.684 和

0.671),证 明 了 列 线 图 的 区 分 能 力 更 好。由 于

DCA曲线在估计替代预后策略方面优于 AUC,因
此本文分别对列线图和 TNM 分期进行了3年和5
年 OS概率的 DCA 曲线。如图4c和4d所示,与
TNM 分期相比,列线图对3年和5年 OS均提供

了更高的净收益。
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4a:预测3年 OS概率的 ROC曲线;4b:预测5年 OS概率的 ROC曲线;4c:预测3年 OS概率的 DCA 曲线;4d:预测5
年 OS概率的 DCA曲线。

图4　胃癌患者OS预后列线图与TNM分期的ROC和DCA曲线

3　讨论

ER不仅富含钙依赖性分子伴侣(如 GRP78),
用于稳定蛋白质折叠中间体,还为借助PDI形成二

硫键和蛋白质的正确折叠提供了氧化环境。无应

激状态下,GRP78与传感器相结合,使后者保持不

活动。一旦发生 ER 应激,GRP78从传感器上解

离,优先与未折叠的蛋白质结合,从而激活 UPR传

感器,影响蛋白质的折叠和转运,通过 ER 相关降

解(ERassociateddegradation,ERAD)、自噬等途

径增加未折叠蛋白质的清除。在遇到不能解决的

应激时,细胞会发生凋亡[7,18]。
PDI家族是硫氧还蛋白超家族的一部分,主要

作为S-S 键 格 式 化 和 重 排 的 催 化 剂,也 可 作 为

ERAD中的伴侣,对维持和调节蛋白质稳态起巨大

作用。P4HB作为原型PDI蛋白,其伴侣活性独立

于催化活性,对许多下游蛋白至关重要[19]。已有

较多研究支持上调的P4HB与癌症的转移和侵袭

密切相关[19-20]。P4HB在多种癌症组织和癌细胞

中高表达[9-10]。GRP78作为热休克蛋白70家族中

最丰富的蛋白质,主要存在于 ER 腔中,可阻止错

误折 叠 的 蛋 白 质 或 蛋 白 质 亚 基 的 转 运[21-22]。
GRP78也称 BiP,在细胞中作为分子伴侣发挥作

用,其高表达对多种癌症的增殖、侵袭、转移至关重

要,被证明与肿瘤耐药、复发和患者的生存期缩短

相关[13-14,23-24]。在GRP78的帮助下,肿瘤细胞可以

对抗活性氧、自噬等,并启动促生存信号通路[21,25]。
因此,无论P4HB还是 GRP78,都有作为肿瘤预后

生物标志物和治疗靶点的潜力。
P4HB和 GRP78都是参与 UPR 的 ER 伴侣

蛋白,然而很少有研究关注其相关性,特别是在癌

症当中。研究表明,BiP和PDI在抗体的氧化折叠

中具有协同作用,BiP与未折叠的多肽链结合,使
它们保 持 在 PDI可 接 近 半 胱 氨 酸 残 基 的 构 象

中[26]。与体外肝细胞癌中 P4HB与 GRP78表达

呈负相关的研究[16]不太一致的是,本研究发现胃

癌组织中P4HB和 GRP78的表达呈正相关,但具

体机制尚需通过基础实验进一步探索。
UPR可能是化疗耐药的关键驱动因素[27-29]。

研究发现,使用5-氟尿嘧啶治疗后结肠癌细胞需要

通过 UPR 激活胰腺 ER 激酶样 ER 激酶分支存

活,使用抑制剂与5-氟尿嘧啶协同作用可以抑制体

内结肠癌细胞的生长[30]。P4HB和 GRP78高共表

达的胃癌患者 UPR可能更剧烈,因此在基于5-氟

尿嘧啶的术后辅助化疗亚组中,此类患者更易耐

药、具有更短的 OS。当按 TNM 分期进一步分层

时,只有Ⅲ~Ⅳ期患者的 OS显著缩短,可能与早

期胃癌患者残存肿瘤细胞少、耐药性不显著有关。
本研究列线图模型将P4HB和 GRP78的共表

达与其他预后变量相结合,是预测胃癌患者术后

OS的简单可视化工具。通过3年和5年 OS概率

的 AUC和 DCA 曲线比较,列线图模型的鉴别能

力和临床实用性要优于 TNM 分期,可能对临床具

有重要价值。
本研究的局限性:首先,本研究是一项对小样

本胃癌患者的回顾性研究,存在统计学上的局限

性;其次,需要体内、外实验来进一步明确胃癌中

P4HB和 GRP78表达的相关性和调控机制;第三,
欠缺独立的外部队列来验证本文的研究结果。

总 之,本 研 究 发 现 胃 癌 组 织 中 P4HB 与

GRP78的表达呈正相关,其共表达可独立预测胃

癌患者的 OS,同时可预测晚期患者接受以5-氟尿

嘧啶为基础的术后辅助化疗的 OS。基于逐步Cox
回归模型的预后列线图在鉴别能力和临床实用性

方面可能优于 TNM 分期。
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