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FAS mRNA 在肺癌中的表达及临床意义
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 摘要! � 背景与目的 � 研究表明在许多肿瘤组织中脂肪酸合酶( FAS)呈高表达, 酶活性增强且与不良预

后有关。本研究的目的是探讨 FAS mRNA 在非小细胞肺癌组织中的表达及其临床意义。方法 � 应用逆转

录聚合酶链反应( RT�PCR法)和图像分析技术测定 FAS mRNA 在 55 例肺癌组织、32 例肺癌旁组织和 32 例

正常肺组织中的表达。结果 � FAS mRNA 在肺癌组织、癌旁组织和正常肺组织中的阳性表达率分别为

72. 7%、62. 5%和 25. 0% (P < 0. 01)。半定量法检测表明 FAS mRNA 在肺癌组织中表达水平为 0. 885 ∀

0. 06, 癌旁组织中为 0. 564 ∀ 0. 10, 正常组织中为 0. 259 ∀ 0. 04( P< 0. 01)。结论 � FAS mRNA 在肺癌组织中

是高表达的,说明在肿瘤的形成与演变的过程中可能存在着同步的脂肪酸代谢改变。

 关键词! � 非小细胞肺癌 � � 脂肪酸合酶 � � 逆转录聚合酶链反应
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 Abstract! � Background and objective� Fatty acid synthase ( FAS) is differ ent ially o verexpressed and hy�

peractiv ated in many tumor s and indicates poo r pr ogno sis. The aim o f this study is to explo re the expression o f

FAS mRNA and its signif icance in lung cancer tissues and paracancer ous tissues, compared w ith normal lung

tissues. Methods� F ifty�fiv e lung cancer tissues, 32 par acancerous tissues and 32 no rmal lung tissues w ere co l�

lect ed. Reverse transcr iption polymerase cha in r eact ion ( RT�PCR) and imaging analysis wer e applied to deter�

mine the FAS mRNA expression. Results � The positive r ate of FAS mRNA expression w as 72. 7% , 62. 5%

and 25. 0% in lung cancer tissues, paracancer ous tissues and norma l lung tissues, respect ively (P < 0. 01) .

The expression lev el o f FAS mRNA w as 0. 885 ∀ 0. 06 in lung cancer t issues, 0. 564 ∀ 0. 10 in paracancer ous

tissues and 0. 259∀ 0. 04 in normal lung tissues. The expression level o f FAS mRNA in lung cancer was signif�

icantly higher than that in pa racancer ous tissues and no rmal lung tissues (P < 0. 01) . Conclusion � FAS mRNA

is significantly o verexpressed in lung cancer . T he results suggest that ov erexpr ession o f tumor lipid metabolism

may play an impo rtant ro le in the oncogenesis and development of lung cancer.
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� � 通过免疫组织化学的方法测定脂肪酸合酶( fat ty

acid synthase, FA S) 在乳腺癌
[ 1]
、前列腺癌

[ 2]
、卵巢

癌[ 3]、结肠癌[ 4] 中的表达, 国内外已经有许多文献报

道。我们也曾通过免疫组织化学的方法,发现 FA S在

肺癌中有较高的阳性表达, FAS 的表达与患者的预后

有关
[ 5]
。受到技术手段的限制,免疫组织化学只能在

蛋白质分子水平进行测定和评价。国外曾经报道使用

逆转录聚合酶链反应( RT�PCR)的方法研究前列腺癌
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中FAS mRNA 的表达
[ 6]

,发现 FAS m RNA 在前列腺

癌组织、癌旁组织、不典型增生组织中表达是有明显差

异的。目前尚未见有关 FAS m RNA 在肺癌方面的文

献报道。本研究采用 RT�PCR 的方法观察肺癌癌组

织、癌旁组织和正常肺组织中 FA S mRNA 的表达,进

行相对定量的测定。

1 � 资料与方法

1. 1 � 标本来源与临床资料 � 选自 2003年 7月~ 2004

年 11月上海市第一人民医院胸外科行完全性切除的

肺癌组织标本。将 55例新鲜肺癌组织及 32例未受肿

瘤侵犯的肺癌旁组织立即投入液氮中保存 32例正
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常肺组织的取材来源于同期气胸、肺大疱等肺良性病

变手术标本中正常肺组织。55例肺癌患者, 其中男性

39例,女性 16例;中位年龄 63岁,平均 60岁; 按 1999

年WH O肺和胸膜肿瘤组织分类,鳞癌 23例,腺癌 25

例,腺鳞癌 4 例, 大细胞癌 3 例。pT NM 分期( UICC

1997分期标准) : #期 13 例, ∃期 18 例, %A 期 24

例。

1. 2 � 试剂和分析软件 � Trizo l, M M LV reverse t ran�
scriptase, RNasin Ribonuclease Inhibito r ( Invit rogen

公司) ;定量用 Taq酶( dNT P) ( ABI 公司) ; DNA En�
g ine Opt iconT M 1. 02版分析软件; GIS Gel 1D凝胶图

像分析软件。

1. 3 � FAS 引物 � 序列引用蔡文伟设计 [ 7] , 由上海生

工合成: 上游 5&�CCCACCTACGTACT GGCCTA�3&;
下游 5&�CTT GGCCT TGGGT GT GTACT�3&; 扩增片
段 294 bp;反应条件 95 ∋ 5 m in( 95 ∋ 30 s, 57 ∋ 30 s,

72 ∋ 30 s) , 35次循环, 72 ∋ 5 m in 延长。

内参照 3�磷酸甘油醛脱氢酶 ( GAPDH )上游 5&�
TGCTGAGTAT GTCGTGGA G�3&; 下游 5&�GTCT�
T CTGAGTGGCAGT GAT�3&;扩增片段 288 bp;反应

条件 95 ∋ 5 min( 95 ∋ 30 s, 55 ∋ 20 s, 72 ∋ 30 s) , 35

次循环, 72 ∋ 10 min延长。

1. 4 � 实验步骤
1. 4. 1 � 样品处理,组织样品总 RNA 的抽提 � 从液氮

中取出冰冻的 100 mg 组织, 转移到匀浆管中, 加入

1 mL T rizol,匀浆混匀(用匀浆机研磨 3 min)。转移

到一 1. 5 mL DEPC处理的无菌离心管中, 加入400 �L

氯仿,剧烈震荡混匀, 室温 12 000 r/ m in 离心10 min。

转移上清至另一离心管中,加入等体积氯仿 (异戊醇

( 24 ( 1) , 剧烈震荡混匀, 室温 12 000 r / min 离心

10 min, 计 2次。转移上清至另一离心管中,加入等体

积异 丙醇, 震 荡混 匀, 室 温放 置 2 m in, 室 温

12 000 r/ min离心10 min。轻轻移弃上清,防止吸去沉

淀,加入1 m L 70%乙醇,悬浮沉淀,室温 12 000 r/ min

离心10 min,计 2次。轻轻移弃上清,防止吸去沉淀,

室温12 000 r/ min离心1 min, 用移液器吸干残余酒精,

室温空气干燥, 使酒精挥发。加入 100 �L DEPC处理

的灭菌水,溶解 RNA。电泳观察 RNA 的浓度和完整

性。

1. 4. 2 � RNA 的反转录, 合成 cDNA � RNA ( 2 �g )

4�L, Primer( o ligo dT ) 1 �L, RN ase 抑制剂 0. 5 �L,

补灭菌水至终体积 10 �L。轻轻混匀并在微量离心机

低速将混合液收集在底部。72 ∋ 水浴2 min, 迅速冰浴

2 min 离心收集混合液至管底 每个反应管中顺序

加入 以 下 试 剂: 10 ) Buf fer 2 �L, dNTP Mix

( 10 mm ol/ L ) 1 �L, RNase 抑制剂0. 5�L, Sterile H 2O

5. 5 �L, MM LV Reverse T ranscriptase ( 100 U/�L )

1�L, 42 ∋ 空气浴孵育 1. 5 h, 95 ∋ 5 min。

1. 4. 3 � cDNA 的 PCR扩增 � 第一链产物 2 �l, 10 )
Buffer 5 �L, dN TP 1 �L,引物 1( 50 �mo l/ L ) 1 �L,引

物 2( 50 �mo l/ L ) 1 �L, T aq 酶( 5 U /�L) 1 �L, Sterile

H 2O 39 �L。反应条件 95 ∋ 5 min ( 95 ∋ 30 s, 57 ∋

30 s, 72 ∋ 30 s) , 35次循环, 72 ∋ 延长 5 m in。

1. 4. 4 � 扩增产物经 2% 的琼脂糖凝胶溴乙啶电泳分

离,紫外灯下观察,凝胶成像分析系统拍照记录。

1. 4. 5 � 凝胶成像分析系统处理和计算各条带的扫描
量(密度和面积) , 以此作为各条带的定量。各标本的

FAS m RNA 的 PCR 产物条带扫描量与 GAPDH

PCR产物扫描量的比值,为该标本中 FA S m RNA 的

相对含量。

1. 5 � 统计分析 � 统计软件采用 SPSS11. 5。FAS

mRNA 在各组织中表达率的差异用 �2 检验, FAS

mRNA 含量在各组中的差异采用 F 检验。

2 � 结果

2. 1 � FAS mRNA 的 PCR产物的定性观察

2. 1. 1 � FAS m RNA 在不同肺组织中的表达(图 1) �
内标基因 GAPDH 在肺癌组织、癌旁组织、正常肺组

织中的表达是稳定的、一致的。FAS m RNA 在肺癌

组织中呈高表达,阳性表达率为 72. 7% ( 40/ 55) ;在肺

癌旁组织中也有较高的表达率( 62. 5%, 20/ 32) ;正常

肺组织中 FAS mRNA 的阳性表达率为 25. 0% ( 8/

32)。经 �2 检验,肺癌组织与正常肺组织间的差异有

统计学意义( �
2
= 18. 63, P= 0. 000) ,癌旁组织与正常

肺组织间差异亦有统计学意义 ( �2 = 9. 134, P =

0. 002) ,而肺癌组织与癌旁组织之间的差异无统计学

意义( �
2
= 0. 989, P= 0. 32)。

图 1 � RT�PCR检测 FAS mRNA 在不同组织中的表达

Fig 1 � Expression of FAS mRNA in dif feren t t iss ues by RT�PCR

M : DNA m ark er; Lan es 1, 3, 5: FAS mRNA in lung cancer t issues ,

paracancerous t issu es and normal lu ng t issues respectively; Lanes 2, 4,

6: GAPDH m RNA in lung cancer t issues , paracancerous ti ssues an d

n ormal lung t is sues respect ively
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2. 1. 2 � FAS m RNA 的表达与肺癌临床病理特征的

关系 � 结果显示, FAS mRNA 的表达仅与肺癌患者

原发肿瘤分期有密切关系, 而与病理类型、肿瘤部位、

淋巴结转移与否、pTNM 分期、细胞的分化程度均无

明显关系(表 1)。

表 1 � FAS mRNA 表达与肺癌患者临床病理特征之间的关系

Tab 1 � Relationship betw een expression o f FAS mRNA and

t he clinicopatho lo gic character istics in lung cancer

� Characteris tic n
Posit ive expression of

FAS mRNA ( % )

�2

value

P

valu e

Sex 0. 059 0. 808

� Male 39 28( 71. 79)

� Female 16 12( 75. 00)

Age ( year) 1. 760 0. 185

� < 60 25 16( 64. 00)

� ∗60 30 24( 80. 00)

Gross 0. 028 0. 867

� Periph eral ty pe 23 17( 73. 91)

� Cen tral type 32 23( 71. 88)

H istology 0. 145 0. 930

� SQC 23 18( 78. 26)

� Aden ocarcinoma 25 18( 72. 00)

� Oth ers 7 4( 57. 14)

Dif ferent iat ion 2. 554 0. 279

� Well 28 19( 67. 86)

� Moderate 16 14( 87. 50)

� Poor 11 7( 63. 64)

T stage 6. 342 0. 042

� T1 20 12( 60. 00)

� T2 21 18( 85. 71)

� T3 14 13( 92. 86)

T NM s tage 0. 145 0. 930

� # 13 9( 69. 23)

� ∃ 18 13( 72. 22)

� % 24 18( 75. 00)

Lymph node m etas tasis 3. 227 0. 199

� N0 16 13( 81. 25)

� N1 19 11( 57. 89)

� N2 20 16( 80. 00)

� � Note: S QC , squamous cell carcin oma

2. 2 � FAS mRNA PCR产物的定量观察 � 我们使用

GIS Gel 1D 凝胶图像分析软件发现, FAS mRNA 在

肺癌组织、癌旁组织、正常肺组织中的表达是不同的,

分别为 0. 885 ∀ 0. 06、0. 564 ∀ 0. 10和 0. 259 ∀ 0. 04( F

= 12. 725, P= 0. 000)。再行两两比较检验, 发现在肺

癌组织与正常肺组织之间 ( t= 4. 469, P = 0. 000)、癌

旁组织与正常肺组织之间( t= 2 137 P= 0 042)以及

肺癌组织与癌旁组织之间( t= 2. 943, P= 0. 005) FAS

mRNA 的表达水平差异均有统计学意义。

3 � 讨论

最近的研究发现, 肿瘤细胞内的脂肪酸代谢发生

异常的变化,表现为肿瘤 FA S表达的增高, 肿瘤细胞

内内源性脂肪酸合成代谢的增强。FAS 的调控可发

生在蛋白质和基因水平。基因转录水平的调控有多种

方式, mRNA表达量的变化是其中之一。Oskouian
[ 8]

以 SK�BR3乳腺癌细胞株模型为例, 研究 FAS 在不同

阶段潜在基因的表达与 FAS 过度表达的关系。结果

没有发现 FAS染色体位点的重排、FAS 基因的扩增、

FAS mRNA 稳定性的增加以及 FAS蛋白半衰期的延

长,只是发现了 FAS m RNA 的表达增加和转录增快,

以此来解释 FAS 的过度表达。Rossi等 [ 6]研究前列腺

癌手术标本, 发现在前列腺癌中 FAS mRN A 和 FAS

蛋白的表达远远大于正常组织,且具有统计学意义;从

正常的前列腺组织、前列腺上皮的增生、高度增生到雄

激素依赖的癌细胞、非雄激素依赖的癌细胞, FAS

mRNA 和 FAS蛋白的表达是逐渐上升的, 提示 FAS

mRNA 与 FAS蛋白与前列腺癌的启动和演变阶段有

较强的联系。

FAS mRNA 在肺癌中的表达情况, 国内外均未

有报道。本研究通过 RT�PCR 的方法发现, 在肺癌组

织中 FAS mRNA是高表达的, 阳性率为 72. 7% ( 40/

55) ; 癌旁组织也有较高的表达, 阳性率为 62. 5%( 20/

32) ; 而在正常肺组织中是低表达的,阳性率仅 25. 0%

( 8/ 32)。FAS m RNA 在不同组织中的表达是有差异

的,且有统计学意义。FAS mRNA 在正常组织中的

表达,说明正常肺组织中也有内源性脂肪酸的合成代

谢。文献报道∃型肺泡细胞合成卵磷脂, 形成肺表面

活性物质。FA S mRNA 在癌旁组织中也有较高的表

达,说明肿瘤代谢的改变是细胞表型转化的早期特征

之一, 即在出现形态改变之前已经有代谢的异常。肺

癌中 FAS mRNA 的高表达, 可以在基因转录水平增

强调控 FAS 酶蛋白的表达和活性,影响细胞内脂肪酸

的合成情况。

本研究通过凝胶图像分析系统来测定 FAS

mRNA在肺的表达, 以 FAS/ GAPDH 的比值作为该

组织的含量。肺癌组织中为 0. 885 ∀ 0. 06, 癌旁组织

为0. 564 ∀ 0. 10,正常肺组织中为 0. 259 ∀ 0. 04, 经 F

检验,发现有统计学上的差异( P< 0. 01)。进一步行

两两比较发现, FAS m RNA 在肺癌组织中的表达明

显高于癌旁组织( P< 0 01) 而后者又显著高于正常
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肺组织中的 FAS mRNA 表达( P< 0. 05)。说明 FAS

mRNA 在肺癌的生长发展过程中表达量是增加的,从

正常组织到癌旁组织、癌组织的表达量显著升高, 提示

FAS mRNA 与肺癌的发生、演变、进展有密切的联

系,存在着脂肪酸代谢调控的异常。国外的研究也有

类似的结论[ 9]。同时, 提示我们在病变组织中动态观

察 FAS mRNA 有助于恶性肿瘤的早期筛查。

FAS在肿瘤组织中的表达调控很复杂, 与正常组

织中的代谢活化是不同的,但某些信号传导和下游通

路是相似的。例如, MCF�10a乳腺癌细胞株的脂肪酸

代谢受表皮生长因子所驱动,通过丝裂原活化蛋白激

酶( M AP)、磷脂酰肌醇 3激酶( P I�3K)信号级联调控,

类固醇调节蛋白( SREBP)表达上升, FAS mRNA 上

升, 调节脂双层, 支持膜形成。转导 H�ras 的细胞,

MAP 和 PI�3K 表达上升, SREBP 表达上升, FAS

mRNA 表达提高, 脂肪酸合成增加。使用 M AP 和

PI�3K的抑制剂, SREBP 表达下降,使 FAS mRNA表

达下降,脂肪酸合成减少 [ 10]。

受此启发, 某些药物或方法能够通过直接或间接

的途径干扰或影响 FAS mRNA 的表达。例如, H er�
cept in是酪氨酸激酶受体抑制剂, 通过 PI�3K通路,由

H ER�2/ EGF 刺激 FAS 启动子, FAS mRNA 表达增

多,脂肪酸合成增加。H ercept in药理性抑制, 可引起

H ER�2过度表达的肿瘤上皮细胞( H 16N2�H ER2)的

凋亡[ 11、12 ]。

RNA 干扰技术是指一段 21~ 25个碱基组成的

RNA 互补双链能够抑制与其同源的 mRNA 表达的技

术。这一抑制作用是通过诱导与其同源的 m RNA 的

降解而造成的。De Schr ijv er 等[ 13] 在前列腺癌细胞株

LN CaP 中应用 RNA 干扰技术, 发现 RNA 干扰技术

可下调 FAS 的表达,主要是减少了甘油三酯、膜磷脂

的合成,诱导形态上的改变, 包括细胞容积的减少、细

胞间接触丧失, 导致细胞凋亡, 具有抗肿瘤的效应, 而

且不影响非肿瘤细胞、成纤维细胞的生长速度和变化。

因此,在肺癌组织中 FAS m RNA 表达的增多, 也为肺

癌特异的治疗包括基因治疗提供了可能性和介入针对

治疗的位点。
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