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　　【摘要】　目的　探究膜联蛋白 Ａ１（ＡｎｎｅｘｉｎＡ１）在肺癌骨转移中的表达及意义。 方法　应用ＲＴ唱ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别从 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平检测不同骨转移潜能肺癌细胞系 ＳＢＣ唱５与 ＳＢＣ唱３中 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的
表达差异；通过免疫化学方法分别从细胞和组织中检测 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的表达差异。 结果　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在产生骨
转移的肺癌细胞 ＳＢＣ唱５中的表达强度明显高于非骨转移肺癌细胞 ＳＢＣ唱３。 伴有肺癌骨转移者 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 表
达阳性率为 ９７畅１％（３３／３４），无骨转移者 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 表达阳性率为 ４３畅３％（１３／３０），其差异有显著性（P ＜
０畅０５）。 结论　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１表达与肺癌骨转移可能相关。
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【Abstract】 　 Objective 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．
Methods　ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎＡ １ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｗｏ
ｈｕｍａｎ ＳＣＬＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， ＳＢＣ唱３ ａｎｄ ＳＢＣ唱５，ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ．Results　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ｗａｓ
ｍｏｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ （９７畅１％ vs．
４３畅３％，P ＜０畅０５ ）， ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ｗａｓ ａｌｓｏ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＳＢＣ唱５ ｔｈａｎ ｉｎ ＳＢＣ唱３ ｃｅｌｌ．Conclusions　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ｍａｙ ｈａｖｅ ａ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ．

【Key words】　Ｌｕｎｇ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１；　Ｂｏｎｅ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ

　　肺癌的发病率和死亡率列恶性肿瘤的首位。 晚期
常伴有转移，骨骼是其常见的转移部位之一，发生骨转
移的患者约占肺癌的３０％～４０％，但目前对肺癌骨转移
的机制还不太清楚。
膜联蛋白 Ａ１（ＡｎｎｅｘｉｎＡ１）是一个 ３７ ｋＤａ的钙依赖

的磷脂结合蛋白，在细胞中含量较高（占细胞蛋白质含
量的 ０畅５％ ～２％），参与膜转运及信号传导、调控炎症
反应、细胞分化和细胞骨架蛋白间的相互作用等膜表
面一系列依赖于钙调蛋白的活动

［１］ 。 有研究表明，Ａｎ唱
ｎｅｘｉｎＡ１在食管腺癌、胃腺癌、大肠腺癌、肾细胞癌中高
表达，而在食管鳞状细胞癌、前列腺癌中低表达或缺
失

［２］ ，提示 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１可能参与调节恶性肿瘤的侵袭／
转移过程，但是 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 与肺癌骨转移的发生是否

相关并不清楚，ＳＢＣ唱５ 是小细胞肺癌骨转移细胞株，
ＳＢＣ唱３是不发生骨转移的小细胞肺癌细胞株。 本实验
拟通过免疫化学、ＲＴ唱ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等方法来探
讨 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１是否在肺癌骨转移中发挥作用。

材料和方法

一、材料
１．细胞：ＳＢＣ唱５ 和 ＳＢＣ唱３ 细胞系由日本德岛大学

Ｓｏｎｅ 教授惠赠，并由我科保存。 培养条件：ＲＰＭＩ １６４０
培养基（含 １０％胎牛血清），３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中

培养。
２．材料与试剂：收集我院 ２００９ 年 ６月至 ２０１０ 年 ６

月的临床肺癌组织石蜡切片标本 ６４ 例（其中鳞癌 ２０
例、腺癌 ２１ 例、小细胞肺癌 ２３ 例）。 主要试剂：兔抗人
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１多克隆抗体，两步法免疫组化试剂盒，ＤＡＢ
染色试剂盒（均购自武汉博士德公司）；ＨＲＰ 标记的山
羊抗兔的二抗（中杉），预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ和 ＢＣＡ蛋白定
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量盒（购自天根生化科技有限公司）；ＮＣ 膜 （Ｍｉｌｌｉ唱
ｐｏｒｅ），ＥＣＬ试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ），胶片（柯达），ＲＴ唱ＰＣＲ 试
剂盒（Ｔａｋａｒａ）。 主要仪器：ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ唱Ｒａｄ），凝胶成
像仪（Ｂｉｏ唱Ｒａｄ），倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ），低温高速离心
机（Ｓｉｇｍａ）。
二、方法
１．免疫化学法：细胞化学：将细胞 ＳＢＣ唱３ 和 ＳＢＣ唱５

分别爬片，用 ４％多聚甲醛固定后，３％的过氧化氢室温
１０ ｍｉｎ灭活内源性酶，９５ ℃抗原热修复 １０ ｍｉｎ，５％的
脱脂牛奶封闭１０ ｍｉｎ，一抗４ ℃封闭过夜，１ ×ＰＢＳ漂洗
３次，滴加二抗，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，１ ×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
ＤＡＢ显色，镜下控制反应时间。 苏木素轻度复染，脱水
透明，封片。 组织化学：将肺癌组织蜡块 ５ μｍ厚切片，
附着于载玻片上，室温空气干燥，６５ ℃烤箱中加热 ２ ｈ。
常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，３％ Ｈ２Ｏ２ ３７ ℃孵育
１０ ｍｉｎ 灭活内源性过氧化物酶，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次
５ ｍｉｎ，切片置于 ０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ ６畅０）中
煮沸（９５ ℃，１５ ｍｉｎ）抗原修复，自然冷却至室温，ＰＢＳ
漂洗 ３次，每次５ ｍｉｎ，正常羊血清３７ ℃封闭１０ ｍｉｎ，滴
加一抗 ４ ℃杂交过夜，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，与
ＨＲＰ标记的二抗 ３７ ℃杂交３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。 以阳性
片显色强度进行染色时间控制，苏木素复染，脱水透
明，封片。 结果判定：阳性染色为棕黄色颗粒，位于胞
质和胞膜，切片在 ２００ 倍视野下计算阳性细胞数，分级
方法如下：（ －）为无棕黄色颗粒，（ ＋）为阳性细胞数
小于 ２５％， （ ＋＋）为阳性细胞数在 ２５％ ～５０％，
（ ＋＋＋）为阳性细胞数大于 ５０％，“ ＋”以上为计算阳
性例数的标准。

２．ＲＴ唱ＰＣＲ：待细胞培养至对数生长期后，收集细
胞，加入 ５００ μｌ Ｔｒｉｚｏｌ，加入氯仿 ２００ μｌ，剧烈振荡 １５ ｓ，
室温放置 ３ ｍｉｎ，１２ ０００ ×g ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ，吸取无色
水相入新的 ＥＰ管中，５００ μｌ异丙醇沉淀 ＲＮＡ，１２ ０００ ×g
４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，１ ｍｌ ７５％乙醇洗涤沉淀，
７５００ ×g ４ ℃离心５ ｍｉｎ，弃上清，室温空气干燥沉淀，加
入 ３０ μｌ ｄｄＨ２Ｏ 溶解沉淀，用紫外分光光度计定量。
按 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｐｅｒｆｅｃ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）说明书
进行反转录，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ ＰＣＲ扩增正向和反向引物序列

分 别 为 ５′唱ＧＣＡＧＡＡＧＧＴＡＧＡＧＡＴＡＡＡＧ唱３′和 ５′唱
ＡＴＣＴＣＴＣＴＴＣＡＧＴＴＣＣＴＣＴＣ唱３′，扩长度 ５２３ ｂｐ，对应基
因库中 ｇｉ：１１８７８００１ ｍＲＮＡ 序列 １４９ ～６７ ｌ 位核苷酸。
β唱ａｃｔｉｎ ＰＣＲ扩增正向和反向引物序列分别为 ５′唱ＧＡＴ唱
ＣＡＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＣ唱３′和 ５′唱ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ唱
ＣＡＧＴＴＴ唱３′，扩增长度 ３０８ ｂｐ，对应基因库中 ｇｉ：
５０１６０８８ ｍＲＮＡ 序列 １０５７ ～１３６４ 位核苷酸。 反应条
件：预变性 ９４ ℃ ３ ｍｉｎ后，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火
３０ ｓ，７２ ℃延伸１ ｍｉｎ，３０ 个循环后延伸 ７２ ℃ ５ ｍｉｎ，扩
增产物于 ２％琼脂糖凝胶电泳后成像。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：常规提取细胞总蛋白，按 ＢＣＡ 蛋
白定量试剂盒进行蛋白定量后制样。 在 ＳＤＳ唱聚丙烯凝
胶电泳。 然后转印至硝酸纤维素膜上，５％脱脂牛奶摇
床封闭 ２ ｈ，加入一抗薄膜封口，摇床（６０ ｒ／ｍｉｎ）上 ４ ℃
过夜，ＴＢＳＴ洗涤 ３次，每次 １０ ｍｉｎ；加入 ＨＲＰ标记的羊
抗兔抗体，室温杂交 １ ｈ，ＥＣＬ显影，曝光。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １７畅０ 进行统计学分析，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 表达

强度两组间比较采用 Ｍａｎｎ唱Ｗｈｉｔｎｅｙ U 检验，多组间比
较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ唱Ｗａｌｌｉｓ H 检验，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 表达阳性率
的组间比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法。 P ＜０畅０５ 认为差
异具有统计学意义。

结　　果

免疫细胞化学和免疫组织化学结果显示，Ａｎｎｅｘｉ唱
ｎＡ１存在于胞质及胞膜上，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在骨转移细胞株
ＳＢＣ唱５ 和骨转移肺癌组织中多数呈强阳性表达
（ ＋＋＋），而在非骨转移肺癌细胞株 ＳＢＣ唱３ 和非骨转
移肺癌组织中多数呈弱阳性表达（ ＋）。 提示 Ａｎｎｅｘｉ唱
ｎＡ１的表达与肺癌骨转移可能相关。 见图 １。
从表 １可以看出 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在非骨转移组与骨转

移组的阳性率有明显差异，分别为 ４３畅３％和 ９７畅１％。
在不同组织类型中非骨转移组与骨转移组的阳性率也

不相同，肺鳞癌为 ５５畅６％和 １００％，肺腺癌为 ３３畅３％和
９１畅７％，小细胞肺癌为 ４１畅７％和 １００％。 综上所述，肺
鳞癌、肺腺癌和小细胞肺癌 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 的阳性率骨转移
组较非骨转移组都高。 我们采用 Ｍａｎｎ唱Ｗｈｉｔｎｅｙ U检验

表 1　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１在肺癌组织中的表达（例）

组织分型
非骨转移组（n ＝３０）

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

骨转移组（n ＝３４）

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
U 值 ａ P 值ｂ

鳞癌 ４ 　２ ;２ 照１ o０ 2２ 烫４ f５ ２ 湝湝畅４３９ ０ 适适畅０１５

腺癌 ６ 　３ ;０ 照０ o１ 2２ 烫２ f７ ３ 湝湝畅３４６ ０ 适适畅００１

小细胞肺癌 ７ 　３ ;２ 照０ o０ 2０ 烫５ f６ ３ 湝湝畅９０３ ０ 适适畅０００

　　注：ａ：Ｍａｎｎ唱Ｗｈｉｔｎｅｙ U检验的统计量 U 值；ｂ：Ｍａｎｎ唱Ｗｈｉｔｎｅｙ U 检验的 P 值
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发现在肺癌骨转移组（n ＝３４）和非骨转移组（n ＝３０）
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的表达强度也有统计学差异（U ＝５畅７１９，
P ＝０畅０００），按不同组织类型，肺鳞癌（U ＝２畅４３９，P ＝
０畅０１５）、肺腺癌（U ＝３畅３４６，P ＝０畅００１）、小细胞肺癌
（U ＝３畅９０３，P ＝０畅０００），其 P 值均小于 ０畅０５。 表明在
不同组织类型中非骨转移组与骨转移组中 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１
的表达强度也有统计学差异；采用 Ｋｒｕｓｋａｌ唱Ｗａｌｌｉｓ H检
验发现 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１在鳞癌组（n ＝２０）、腺癌组（n ＝２１）
和小细胞癌组（n ＝２３）中的表达强度无统计学差异
（H ＝０畅４７３，P ＝０畅７８９）。

ＲＴ唱ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分别从ｍＲＮＡ和蛋白水平
检测 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在 ＳＢＣ唱５ 和 ＳＢＣ唱３ 细胞株中的表达，
结果显示 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１在肺癌骨转移细胞株 ＳＢＣ唱５ 的表
达明显高于非骨转移细胞株 ＳＢＣ唱３中的表达。 见图 ２。

讨　　论

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１由钙或钙离子和磷脂结合蛋白组成，编
码这种蛋白质的基因位于染色体 １９ｑ２４，整个超家族具
有很大程度的生物和结构同源性（４０％～６０％）［１］ 。
ＡｎｎｘｉｎＡ１与家族中其他成员的区别在于它在未结合钙
离子的时候，其第Ⅲ重复序列和 Ｎ唱端的疏水结构域都
是由 Ｎ唱端前 １２ 个氨基酸残基构成，并代替 Ｄ螺旋包裹
在第Ⅲ重复序列的核心位点中，而 Ｄ螺旋则位于 Ｎ端
螺旋外侧［３］ 。 其 Ｃ端结构域通过疏水作用与 ｃＰＬＡ２的
特异位点结合，干扰 ｃＰＬＡ２与质膜结合，抑制 ｃＰＬＡ２的
活性进而阻遏 ｃｆｏｓ 等原癌基因的表达［４唱５］ 。 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１
为表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）激酶和蛋白激酶 Ｃ 的磷
酸化底物，可以通过调控肿瘤细胞的生长、迁移、黏附
或肿瘤免疫等途径影响肿瘤细胞的侵袭和转移能力。

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１在不同的组织中具有特征性的表达，且
正常组织与肿瘤及癌前病变组织存在表达差异［６］ 。 在

宫颈鳞状上皮、食管、组织巨噬细胞及外周血白细胞中
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 高表达［７］ ，而在肝细胞、胃肠道腺上皮、胰岛
外分泌腺的泡心和管状细胞中不表达。 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在
Ｂ细胞淋巴瘤、头颈癌中表达下调，而在肺腺癌、胰腺
癌、肾癌中表达上调。 可见 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 表达对多种肿
瘤的发生和进展都有影响，然而由于受其他基因表达
差异的作用，在不同的肿瘤中 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 对肿瘤的发
生、发展及转移可发挥不同的作用。
肺癌骨转移是多基因、多因素、多机制共同参与的

复杂病理过程，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 的表达水平在转移过程中也
发生相应变化。 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１可通过影响钙黏着蛋白（Ｅ唱
ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达，调节细胞间的黏附能力以及细胞集
落形成能力［８］ 。 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 是一种抑制癌细胞侵袭和
转移的黏附分子，通过 Ｅ唱ｃａｄ／ｃａｔ 复合体发挥其功能。
高表达 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１可能使其复合体结构破坏或功能障
碍，导致癌细胞间黏连松散、易脱离原发灶发生浸润转
移，肺癌细胞膜表面的受体与骨基质中的趋化因子相
互作用促进肺癌细胞的特异性骨转移。 还可通过影响
不同信号转导通路成员，诱导肺癌细胞骨架重排，促进
肺癌细胞紧密黏附于内皮细胞，使癌细胞在骨组织中
循趋化因子浓度梯度进入特定的部位。 同时，肿瘤细
胞的转移能力往往与肿瘤细胞的抗凋亡能力正相

关［９］ ，抗凋亡效应的增加，使肺癌细胞在骨组织特定部
位得以存活定居并形成骨转移灶。 有研究证实Ａｎｎｅｘｉ唱
ｎＡ１ 与胞内 ＰＬＡ２结合后，可抑制 ＰＬＡ２活性，从而抑制
细胞增生，阻碍肿瘤形成［１０］ ，然而当组织发生病理变化
时，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１抑制 ＰＬＡ２ 的作用减弱或消失，使机体
组织产生过多的具有抗凋亡的前列腺素类因子，促进
细胞过度增殖形成肿瘤。
此外，有文献报道腺癌组织中 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 与增殖

细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达存在明显的正相关［１１］ ，且
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在肺癌组织中 ＰＣＮＡ 表达显著高于正常肺组织，其表
达与肺癌分化程度、淋巴结转移有关［１２］ 。 ＰＣＮＡ 是在
细胞周期调控中发挥重要功能的一种核蛋白，在 ＤＮＡ
合成的 Ｇ期开始增加，Ｓ 期达高峰，Ｇ／Ｍ 期明显下降，
是反映细胞增殖的重要指标

［１３］ 。 因此在肺癌中
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１可能与 ＰＣＮＡ的高表达发挥细胞增殖的效应
相关，在高度增殖的癌组织中，肿瘤细胞间压力增大，
细胞间的黏附性降低，致使肿瘤细胞更易于脱离原发
灶向远处扩散、转移。
本研究证实，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的 ｍＲＮＡ和蛋白质水平在

骨转移肺癌组织和细胞株中高表达。 已知肺癌骨转移
绝大多数为溶骨性转移，肺癌细胞通过激活破骨细胞
引起局部骨质破坏，为肺癌发生骨转移提供条件，破骨
细胞是肺癌骨转移过程中的关键因素［１４唱１５］ 。 高表达
ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 的肺癌细胞可能通过与破骨细胞类似的机
制，特异性的识别、黏附、迁移于骨基质。 我们推测 Ａｎ唱
ｎｅｘｉｎＡ１可能通过诱导破骨细胞分化促进肺癌细胞激
活破骨细胞溶骨性破坏的作用，从而对肺癌骨转移起
到一定的促进作用，ＳＢＣ唱５细胞强骨转移活性可能与该
细胞株 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的显著高表达有关，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 为肺
癌骨转移的正向调节因子。 然而 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在肺癌骨
转移中发挥作用及确切机制可能比较复杂，还依赖于
更多的研究证实，我们后续的研究也拟将通过体内外
实验探索 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 在肺癌骨转移的作用及可能
机制。
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