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摘 要!$目的% 研究
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与
!!*+,-./.

蛋白表达与对非小细胞肺癌&

.2.!34+55 *-55 *+6*/.24+

"

7'898
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预后的相关性' $方法%

&1%

例
7'898

手术患者癌组织石蜡制作成组织芯片"免疫组化检测
'(')

与
!!

*+,-./.

蛋白表达' 分析
'(')

(

!!*+,-./.

蛋白表达与临床病理特征的相关性)

82:

回归分析患者预后影
响因素" 采用

;+<5+.=>-/-6

法及
92?=6+.@

检验分析临床病理特征及
'(')

(

!!*+,-./.

蛋白表达与患者
无疾病进展生存期

ABC'D

和总生存期
A('E

的关系'$结果%
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例患者中
'(')

(

!!*+,-./.

蛋白表达阳性率
分别为
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JJG!H
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00FI&#%
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'(')

表达与肿瘤的分化(分期(家族史(术前有无新辅助放
化疗(淋巴结转移及骨转移均独立相关
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蛋白阳性表达患者的
BC'

与
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较阴性表达患
者好)
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蛋白表达与肿瘤分化(分期(淋巴结转移独立相关&

LMNGNJ
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蛋白阳性表达患
者的

BC'

与
('

较表达阴性患者低)
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蛋白表达阳性患者中"

!!8+,-./.

蛋白表达阳性率降低' $结
论%

'(')

表达阳性者(

!!8+,-./.

表达阴性者具有更好的预后)

'(')

蛋白可能能抑制
O.,

信号通路"降
低
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蛋白表达)
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和
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蛋白可能是判断
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患者的独立预后因子'
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肺癌是世界范围内常见及致死率较高的恶性肿

瘤之一 $

1

"

!
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"且多数患者初诊时就已处于临床晚期"

由于肿瘤的浸润和转移而无法进行有效治疗$

0

"

%
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' 肺

癌中
QJHc$JH

为
7'898

" 其余为小细胞肺癌
A34+55

*-55 5[.? *+6*/.24+

"

'898E

"约占
1JHc!JH

"及少量其

他类型肺癌'

7'898

病理上主要分为鳞状细胞癌(腺

癌和大细胞癌' 临床上分期
"c#R

的
7'898

通常

以手术为主要治疗手段' 寻找合适的肿瘤标志物是

目前的研究热点" 多项研究揭示合适的肿瘤标志物

能有效监测其与肿瘤预后的相关性$
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肿瘤预后相关的生物标志物! 可独立于肿瘤特

性及临床治疗预测患者预后 "

=

#

!识别预后生物标志

物的目标是定义具有显著不同预期结果的患者亚

群!它们可能受益于不同治疗策略$ 在肺癌中!根据

国际肺癌研究协会数据库%

>?@A/

&提供临床相关的

预后信息
B>?@A/C

"

$

#

!已有超过
9""

个生物标志物可

很好地提供一些生物学信息以评估
<@/A/

患者预

后"

DE9F

#

$ 然而!这些潜在的生物标志物多没有在临床

应用! 并仍需要深入研究证明这些最近发现的潜在

生物标志物的临床相关性"

D

#
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研究显示硬化蛋白
B35-2*(3G1+

!

@4@HI

除在骨骼中

表达外!也可在肾脏'肺'胰腺中表达!且
@4@H

表达

在骨质疏松与
J+G

信号途径存在密切关系$ 我们收

集了
&9%

例
<@/A/

患者石蜡组织!对其进行组织芯

片制作! 免疫组化检测
@4@H

与
!!5,G2+1+

的表达!探

讨
@4@H

与
<@/A/

患者的临床病理及预后的相关

性!以期为临床
<@/A/

的诊治及预后判断提供依据$

9

资料与方法

!"!

临床资料

收集
!K"&

年
F

月至
!"9"

年
%

月浙江省肿瘤医

院住院患者手术切除! 并具有完整临床分期及明确

肿瘤分化的
&9%

例
<@/A/

患者组织标本!经
LM

染

色病理医生确诊定位后! 制作成组织芯片$ 其中术

前行新辅助放化疗的患者
$"

例!未经新辅助放化疗

及其它肿瘤治疗的患者
NF%

例( 男性
%=F

例! 女性

9%9

例(年龄
FK"$!

岁!平均
ND;$#$;N%

岁$组织学诊

断采用
9D$9

年
JL4

肺癌组织学分类标准! 腺癌

!$N

例!鳞癌
F!F

例!其他
&

例%大细胞癌'基底样

癌'上皮样癌'肉瘤癌'黏液表皮样癌等&(按照
9DD=

年国际抗癌联盟
H<O

分期!

"

期
!%=

例%

",

期
%N

例!

"P

期
!K!

例&!

#

期
9&=

例 %

$,

期
&

例 !

$P

期
9&9

例&!

%

期
9D=

例 %

%,

期
9%%

例!

%P

期
NF

例&!

&

期
F

例$

所有标本获取经本院伦理委员

会批准并征得患者知情同意$

对所有手术后患者通过电

话对其本人或家属进行随访!

随访至
!K9=

年
9K

月
FK

日!最

长随访时间为
99$

个月$

!"#

组织芯片制作

选择
&9%

例患者的肿瘤蜡块
LM

染色片! 选定

需要的蜡块组织位置!标记需要的范围$用组织包埋

机制备空白的受体蜡块! 按实验目的设计组织芯片

陈列的组织类型和排列方式! 用组织陈列仪按照陈

列设计取其孔径
9QQ

! 深度为
FQQ

病理蜡块组织

芯!并有规律的排列在空白受体蜡块中!后组织陈列

块在
N!$

恒温烤箱中加热融合!使其组织芯片与受

体蜡块紧密相连$ 修正蜡块后!切片后
LM

染色及后

续组织化学检测进行确认$

!"$

免疫组化分析

切片在二甲苯中脱蜡
NQ1+

!再换用新鲜的二甲

苯脱蜡!共用二甲苯脱蜡
F

次$无水乙醇
NQ1+

!

!

次$

DKR

乙醇
NQ1+

!

!

次!

="%

乙醇
NQ1+

!

9

次$ 蒸馏水

NQ1+

!

!

次!根据不同的抗原和抗体!可以选择把切

片放置在抗原修复液中!%

9"QO

柠檬酸钠!

SL&;"

&!

高压锅
D"3

后!

F"Q1+

内缓慢冷却至室温$ 取出切

片!封闭液封闭后!参考
@4@H

抗体%

T*(G21+G250

&!

!!

5,G2++1+

抗体%

?P5,Q

&按说明书稀释比率进行一抗

室温下孵育
90

!

TU@

冲洗
F

次! 切片上滴加反应增

强液!室温下孵育
!"Q1+

后!

TU@

冲洗
F

次!切片上

滴加新鲜配置的
V?U

显色试剂显色!自来水冲洗终

止显色!苏木素复染!

TU@

返蓝$结果分析)在
%KK

倍

显微镜下!

@4@H

蛋白定位在细胞浆 %

W16)*2 9

&!

!!

5,G2++1+

正常表达定位于细胞膜! 可出现细胞质或

核异位表达$均以棕色至深棕色颗粒为阳性细胞$根

据染色强度分为阴性%

X

&'弱阳性%

Y

&'阳性%

YY

&和

强阳性%

YYY

&!按阳性细胞百分比分为
KEF

分)

K

)

Z

NR

!
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)

NRE!NR

!

!

)

!NREN"R

!

F

)

[N"R

!观察染色强

度与阳性细胞百分比!采用积分综合计量$计算公式

为)%

Y

&

R&9Y

%

YY

&

R&!Y

%

YYY

&

R&F

(总数值
Z9;"

者为
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统计学处理

采用
-2-- !=>=

统计软件进

行数据处理# 计数资料的分析采

用
&

! 检验#

-Z-[

'

%"P0L*(H(

与临床

病理特征相关性的多因素分析采

用多元回归$ 患者的生存及疾病

进展曲线采用
e0310(N\*H*<

法#

并采用
XMDN<0(O

检验进行分析#

生存数据的多因素分析采用
9M+

回归分析$

2W=>=7

为差异有统计

学意义$

!

结 果

A?> -Z-[

蛋白表达与
Q-9X9

临床

病理特征的相关性

免疫组化结果显示#
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例患

者 中
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阳 性 表 达
!%E

例

!

E6>&Y

"# 阴 性 表 达
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例
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表达与病理类型'

分化'分期及淋巴结转移有关
A2W
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$多元回归分析
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表达与

临床病理特征的结果发现#
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骨转移' 术前行新辅助放化疗及

家族史均独立相关!

2W=>=7

"$ 见

[0f1* #

#

[0f1* !

$

A?A %"90L*(H(

蛋白表达与
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蛋白阳性表达患者
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蛋白表达与病

理类型'分化'分期及淋巴结转移

有关
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$ 多元回

归分析
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# 见
e,f-2 %

#

?@< A4Ae

!

!"5,T2+1+

表达与
<A/Z/

复发与生存的相关性

&#%

例患者在随访周期内有

M%#

例患者出现复发转移$

#M

例

患者无疾病进展资料 $

!H$

例患

者随访周期内死亡$

!#

例无死亡

资料$ 既无疾病进展资料也无死

亡资料的共
#K

例#

I

年
XRA

和

4A

分别为
%M;I[

和
I#;L[

# 不同

A4Ae

蛋白表达者
XRA

%

4A

差异有

统计学意义 !

DYK;KI

"!

R16)*2 !
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不同
!"5,T2+1+

蛋白表达者
XRA

%

4A

差异也有统计学意义!

DYK;KI

"

!

R16)*2 M

"#

4A

与患者肿瘤分化%

分期% 年龄% 术前新辅助化疗%

A4Ae

蛋白表达及
!"5,T2+1+

蛋白

表达有关
NDYK;KIG

#

A4Ae

蛋白表达阳性患者中位

XRA

与中位
4A

分别为
I$

个月%

#KK

个月$表达阴性患者分别为
MK

个月和
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个月&
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蛋白表

达阳性的患者中位
XRA

与中位
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分别为
M!

个月和
II

个月$表

达阴性患者分别为
I!

个月和
H$

个月!

e,f-2 I
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/(?

比例风险回

归 分 析 显 示 $

A4Ae

及
!"5,T2+1+

蛋白表达是
<A/Z/

患者的独立

预后因子 !
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"$

A4Ae
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达阳性患者
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较阴性组高

!

XRA

'

bghK;L!!

$

HI[/=

'

K;IL$OK;HKM

&

4A

'

bghK;&&&

$

HI[/=

'

K;I!MOK;$%&

"$

!"5,T2+1+

蛋白表达阳性患者
XRA

和
4A

较阴性组低!

XRA

'

bgh#;M#L

$

HI[/=

'

#;K&KO#;&M&

&

4A

'

bgh#;MLL

$

HI[/=

'

#;KKH#O#;LMHG

# 见
e,f-2 &

#

M

讨 论

A4Ae

蛋白是
A4Ae

基因编码

的分泌型糖蛋白$ 通过与细胞表

面的低密度脂蛋白相关蛋白复合

<(T2

'

_

'

>,T2 S1331+6

IL&



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

受体
'()*%+,+&-

结合抑制
./0

信号通路 !

#%1#&

"

#

2324

蛋白主要由骨细胞特异性表达$是骨形成的负性调

节因子$ 目前大量文献发现
2324

表达对骨质疏松

与
./0

信号途径存在非常密切的关系 !

561!7

"

%亦有文

献显示其除在骨骼中表达外也在肾脏&肺&胰腺中

表达!

5%

'

!5

'

!!

"

# 但在与肿瘤发生发展中罕见报道'最近

有研究报道
2324

的低表达与乳腺癌生长及骨转移

存在密切联系!

!8

'

!%

"

# 我们的研究发现类似的结果'骨

转移患者中
2324

表达阳性率低于无骨转者' 分别

为
!89,:

(

#!+,#

)和
%798:

(

!!6+,&8

)'且多因素分析

显示
2324

表达与骨转移独立相关(

*;7977#-

% 有文

献报道
2324

与肿瘤发生及预后存在一定相关性!

!81!,

"

'

我们的研究结果显示
2324

表达阳性患者的
<=2

和

32

较阴性组高'提示较好的预后'多因素分析提示

其是
>2?(?

患者的独立预后因子(

*@"9",

)%

./0+!!AB0C/D/

信号途径参与细胞的很多生物

学过程'包括细胞增殖&分化&凋亡&衰老和死亡等'

也包括细胞形态与功能的维持和免疫应激& 细胞癌

变等!

!&187

"

%

./0

蛋白可与细胞表面特异性受体卷曲

蛋白
'=EDFFGCH-

受体和辅助受体低密度脂蛋白受体相

关蛋白
'()*,+&-

结合启动
./0

信号途径!
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'结合后'

磷酸化胞浆中的
<IJ'<DIJCKCGGCH-

蛋白而使其活化'

阻止
L*?

&

BMD/

和糖原合酶激酶
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形成蛋

白 复 合 体 '
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上 '

!!

AB0C/D/

因不能磷酸化而不被降解' 在胞质中积累'

当
!!AB0C/D/

积聚到一定浓度后会进入细胞核内'与

4?=+(P=

二聚体相互作用调节相关靶基因的表达%

本研究发现'

2324

表达阳性患者中'

!!AB0C/D/

表达

阳性率明显低 ' 反之
2324

表达阴性患者中 '

!!

AB0C/D/

表达阳性率明显高'这可能因为
2324

对
./0

信号途径有抑制作用' 能够导致
./0

信号通路的异

常表达'从而引起
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表达的改变'
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表

达改变能引起肿瘤及肿瘤
PQ4

转化'
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转化后使

肿瘤更加容易复发转移' 因此
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是属于监测
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预后不良的因子!
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$ 我们研究也发现
!!5,>2+1+

蛋

白表达阳性的患者
?=@

和
4@

较阴性组低" 提示预

后较差"说明
!!5,>2+1+

蛋白表达是一个预后危险因

素$ 本研究还发现
!!5,>2+1+

表达与患者的肿瘤分

化%病理类型%分期%淋巴结转移有关
CI\L;LEH

$

本研究初步表明"

@4@V

与
!!5,>2+1+

蛋白均可

作 为
<@/]/

患 者 预 后 判 断 的 生 物 标 志 物 " 对

<@/]/

的预后判断均有重要的参考价值"且两者表

达呈负相关" 可能是
@4@V

抑制
^+>

信号通路进而影

响了
!!5,>2+1+

表达"引起了

肿瘤的
_WV

转化" 从而对

肿瘤患者的发生及预后产

生的影响$ 在本研究的基础

上" 需进一步深入
@4@V

蛋

白的表达与采用免疫荧光

及共聚焦计数对
!!5,>2+1+

细胞定位的相关性"并进一

步深入地探索其内在机制$
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