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!摘要"!背景与目的!由连接蛋白"+C554LE5#*L$构成的细胞间隙连接"@2.g>5+AEC5$对细胞的增殖和分

化起着重要的调控作用#*L表达下降将导致细胞恶化%上皮钙粘蛋白"/(+2F=4BE5$为上皮细胞与细胞之间及

细胞与细胞外基质粘附的跨膜糖蛋白分子#其功能抑制或表达下降可使细胞间粘附能力下降#细胞易于分离%

本研究旨在探讨连接蛋白90"*C554LE590#*L90$和/(+2F=4BE5在非小细胞肺癌中的表达及两者的相互关系%

方法!采用免疫组织化学P()法检测SW例原发性非小细胞肺癌组织的*L90和/(+2F=4BE5蛋白表达#并进行

两者的相关性分析%结果!*L90和/(+2F=4BE5蛋白在非小细胞肺癌中表达显著下降#其下降程度与肺癌的

细胞分化程度&.$%^分期和有无淋巴结转移均有密切关系#而与组织学分型无明显关系%*L90和/(+2F(

=4BE5蛋白表达之间存在明显的相关性%结论!*L90和/(+2F=4BE5蛋白在非小细胞肺癌中表达显著下降#且

两者存在着明显的相关性#可能是肺癌发生和发展过程中的共同事件%

!关键词"!非小细胞肺癌!!*C554LE590!!/(+2F=4BE5!!免疫组织化学
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!!细胞间隙连接"@2.g>5+AEC5$是相邻细胞之间一
种能开放和关闭的膜通道结构#由跨细胞膜的连接蛋
白"+C554LE5#*L$构成#在细胞间相互沟通信息#调控
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着细胞的增殖和分化#稳定细胞外基质"/*̂ $的内环
境#使细胞与细胞形成协调的整体组织结构#功能比单
一细胞增强#即细胞间隙连接通讯"@2.g>5+AEC5E5A4B(
+4HH>H2B+C??>5E+2AEC5#3X#*$%许多研究发现*L异
常表达可使细胞间隙连接形成障碍#引起 3X#*功能
的降低或消失#对肿瘤的发生和发展具有重要意义*&+%
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*L是由位于不同染色体上的*L基因编码的*L大家
族!目前发现的近1<种*L具有高度同源性!在细胞
膜上9次跨膜!形成^型的跨膜分子链"其中*L90为
最常见的一种*L蛋白!主要在心肌#平滑肌#晶状体#
成纤维细胞#星形细胞等多种组织细胞中表达!肺组织
主要表达*L90$/(+2F=4BE5为上皮细胞与细胞之间
及细胞与细胞外基质粘附的重要粘附分子!是由位于
染色体&;N11:&上的/(+2F=4BE5基因编码的钙依赖性
跨膜糖蛋白与胞内可溶性连环素%+#2#3(连环素&结合
成复合体!再跨膜与相邻细胞的 /(+2F=4BE5相互连
接!参与细胞粘附和信号传递等$/(+2F=4BE5的功能
抑制或表达下降!可使细胞间粘附能力下降!导致瘤细
胞呈浸润性生长!自原发部位脱落!形成局部和远端转
移$*L与/(+2F=4BE5同为细胞的跨膜蛋白!在肿瘤的
发生和发展过程中!二者间是否存在一定的相关性!所
见资料甚少$因此!本研究采用免疫组织化学方法检
测SW例病理诊断明确的原发性非小细胞肺癌组织中

*L90和/(+2F=4BE5的表达!分析两者之间表达的相关
性!为进一步探讨*L90和/(+2F=4BE5在肺癌发生#发
展过程中的机制提供有益参考$

7!资料与方法

7:7!标本来源!SW例原发性非小细胞肺癌组织和&W
例癌旁正常肺组织均来源于中国医科大学附属第一医

院外科手术标本$全组女性0<例!男性WW例!术前均
未经放化疗治疗"患者平均年龄W8岁%00&8;岁&$
按 Q"]%&___&肺肿瘤组织学分类标准’腺癌9_例
%肺泡癌&8例&!鳞癌0;例"高分化0<例!中分化19
例!低分化0&例"有淋巴结转移者9W例!无淋巴结转
移者9<例$依据国际抗癌联盟%T#**&&__8年修订
的肺癌.$%^分期标准’#期9<例!)期19例!1V
*期1&例$标本全部经中性福尔马林固定#梯度酒精
脱水#常规石蜡包埋!制作成9%?的连续切片$

7:C!试剂来源!*L90鼠单克隆抗体和/(+2F=4BE5鼠
单克隆抗体购自美国P25A2*B>U6ECA4+=5CHC@I#5+公
司!P()超敏免疫试剂盒%\#$(_8&<&及,-6染色试剂
盒%,-6(<<0&&购自福州迈新生物技术公司$

7:D!方法

7:D:7!免疫组织化学!取石蜡切片!常规脱蜡至水!

0d"1]1;<?E5灭活内源性过氧化物酶活性!)6P%磷
酸盐缓冲液&冲洗0bW?E5!高压修复&:W?E5")6P
冲洗0bW?E5!W<d山羊血清抗原封闭!08[下孵育

;<?E5"滴加*L90%&aW<&和/(+2F=4BE5鼠抗人单克
隆抗体%&a&<<&!9[过夜")6P冲洗0bW?E5!滴加

生物素化二抗08[孵育;<?E5")6P0bW?E5!滴加
辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素%&a&<<&08[孵育

;<?E5")6P0bW?E5!,-6显色!苏木素核复染!脱
水#透明封片$采用)6P代替一抗作阴性对照!其他
步骤相同$

7:D:C!结果判断!参照 %4?4A=等(1)的统计标准和
邱雪杉等(0!9)的判定标准!*L90和/(+2F=4BE5染色结
果的判断标准为’无着色为%Z&!着色癌细胞-1Wd为
%V&!1;d&8Wd为%+&!&8;d为%,&!将其中%Z&

&%V&归为阴性表达!%+&&%,&归为阳性表达$

7:D:D!统计分析!采用P)PPJCBKE5FCKD&&:W软
件!进行"

1 检验#D.42B?25相关分析$

C!结果

C:7!*L90和/(+2F=4BE5表达!*L90和/(+2F=4BE5
蛋白在&W例正常肺组织中均呈较典型的细胞膜表达!
阳性率为&<<d!提示细胞之间有功能良好的细胞间
隙连接和细胞粘附存在$在SW例肺癌组织中!仅有

90例*L90阳性表达%W<:;d&%图&&!W8例/(+2F=4(
BE5阳性表达%;8:&d&%图1&!且*L90和/(+2F=4BE5
阳性表达强度明显减弱!并均以胞浆表达为主!少数肺
癌组织可见*L90和/(+2F=4BE5的核表达和膜表达!
或浆膜#浆核同时表达"随着分化程度的降低!*L90和

/(+2F=4BE5表达减弱更为显著%图0#9&!在低分化肺
癌!部分癌组织未见*L90和/(+2F=4BE5表达!其中尤
以*L90为重$

*L90和/(+2F=4BE5蛋白在非小细胞肺癌中的表
达情况详见表&$SW例非小细胞肺癌*L90和/(+2F(
=4BE5的阳性表达率与细胞分化程度#.$%^ 分期及
有无淋巴结转移均有密切关系$随着分化程度的降
低!*L90和/(+2F=4BE5的阳性表达率也明显下降%F
#<:<W!F#<:<&&"不同.$%^ 分期中!*L90和/(
+2F=4BE5的阳性表达率随着分期的升高而下降%F#
<:<W!F#<:<&&"有淋巴结转移的肺癌组织中*L90和

/(+2F=4BE5阳性表达率较无淋巴结转移的肺癌组织显
著降低%F#<:<&!F#<:<W&$*L90和/(+2F=4BE5蛋
白表达与病理组织学分型均无明显关系%F%<:<W!F
%<:<W&$

C:C!*L90和/(+2F=4BE5表达的相关性!如表1所
示!SW例肺癌中9<例*L90和/(+2F=4BE5同时阳性表
达!1W例同时呈阴性表达!/(+2F=4BE5阳性表达而

*L90阴性表达为&8例!*L90阳性表达而/(+2F=4BE5
阴性表达为0例!经统计分析有显著性差异%@Ii
<:W_&!表明*L90和/(+2F=4BE5的表达具有相关性$
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图7!高分化肺腺癌中*L90膜表达缺失!胞浆内强表达"P()法!b

1<<#

L)87!$=4?4?GB2544L.B4DDEC5CJ*L90K2D2GD45A25F+IAC.H2D?E+

4L.B4DDEC5K2DDABC5@E5K4HHFEJJ4B45AE2A4F2F45C+2B+E5C?2"P()

?4A=CF!b1<<#

图D!中分化肺腺癌中*L90胞浆弱表达!部分细胞核表达"P()法!b

1<<#

L)8D!*L904L.B4DD4FK427HIE5+IAC.H2D?25F2..42B4FE5DC?45>+H4E

E5?CF4B2A4HIFEJJ4B45AE2A4F2F45C+2B+E5C?2"P() ?4A=CF!b

1<<#

图C!中分化肺鳞癌中/(+2F=4BE5膜表达缺失!胞浆内表达"P()法!

b1<<#

L)8C!$=4?4?GB2544L.B4DDEC5CJ/(+2F=4BE5K2D2GD45A25F+IAC(

.H2D?E+4L.B4DDEC5K2DDABC5@E5?CF4B2A4HIFEJJ4B45AE2A4FDN>2(

?C>D+4HH+2B+E5C?2"P()?4A=CF!b1<<#

图E!低分化肺鳞癌中/(+2F=4BE5胞浆弱表达"P()法!b1<<#

L)8E!/(+2F=4BE54L.B4DD4FK427HIE5+IAC.H2D?E5.CCBHIFEJJ4B45AE2(

A4FDN>2?C>D+4HH+2B+E5C?2"P()?4A=CF!b1<<#

表7!非小细胞肺癌中*L90及/(+2F=4BE5蛋白表达与临床病理特征的关系

6*:7!’4H2AEC5D=E.DG4AK445*L90!/(+2F=4BE54L.B4DDEC525F+HE5E+C.2A=CHC@E++=2B2+A4BEDAE+DE5%P*O*
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00";8:0#

19";;:8#
<:<< %<:<W
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表C!非小细胞肺癌中*L90和/(+2F=4BE5蛋白表达的关系

6*:C!*CBB4H2AEC5G4AK445*L9025F/(+2F=4BE54L.B4DDEC5

*L90
/(+2F=4BE5
V Z

FM2H>4 @I

V

Z

9<

&8

0

1W
#<:<& <:W_

D!讨论

肿瘤细胞普遍存在的3X#*缺陷与*L蛋白表达
下降有关!而*L蛋白表达下降可能是*L基因甲基化
所致"W!;#$同时有研究表明!*L不仅在 3X#*中发挥
着重要作用!而且在细胞内也参与细胞生长%分化的调
控过程"8#$我们的研究表明!SW例非小细胞肺癌组织
中*L90蛋白阳性表达率均较正常肺组织下降!其下
降程度与肺癌细胞的分化程度相关!在分化程度较高
的肺癌!*L90的阳性表达率下降较少!而分化程度较
低的肺癌组织中!阳性表达率下降较多&且阳性表达以
胞浆表达为主$如果*L90有一定量的表达!即使为
异位表达!如胞浆表达!亦可使肺癌细胞有较高的分化
程度!可能与其参与细胞内的分化调控过程有关$在
本研究中!*L90的阳性表达率还与.$%^ 分期及有
无淋巴结转移有关!.$%^ #期的阳性表达率最高!

1V*期阳性表达率最低&有淋巴结转移者较无淋巴
结转移者阳性表达率低$*L90在腺癌中的阳性表达
率为W0:&d!鳞癌中为98:1d!经统计学分析无显著
性差异!即*L90的表达与病理组织学分型无明显关
系$

/(+2F=4BE5具有抑制肿瘤浸润及转移的作用!被
称为抗浸润的抑癌基因$本研究中!/(+2F=4BE5的阳
性表达率随着肺癌细胞分化程度的下降而呈下降趋

势!与相关资料一致"9#$/(+2F=4BE5在不同.$%^ 分
期及有%无淋巴结转移组织中的表达差异进一步证明
了/(+2F=4BE5表达与肿瘤转移关系密切!即高表达/(
+2F=4BE5的.$%^ #期和无淋巴结转移的肺癌组织
细胞粘附较好!而低表达/(+2F=4BE5的.$%^ 1V*
期和有淋巴结转移的肺癌组织细胞粘附较差$本研究
中!/(+2F=4BE5表达与病理组织学分型无明显关系$

\C等"S#的研究表明!细胞间粘着连接系统的形成
可能 略 早 于 细 胞 间 隙 连 接 的 形 成$"4B525F4U(
6H2UN>4U等"_#转染/(+2F=4BE5基因到鼠皮肤乳头状瘤
细胞!形成细胞粘附后导致*L90从细胞质向细胞膜
移动!提示/(+2F=4BE5对间隙连接有调节作用$R25C
等"&<#用*L1;基因转染人肝细胞瘤 "4.31细胞!诱导
了/(+2F=4BE5的表达增高!并促成 /(+2F=4BE5和2(
+2A45E5从细胞质定位到细胞膜上!形成细胞间粘附
后!重建3X#*$\C和R25C等的研究说明了*L与/(

+2F=4BE5之间存在一定的关系!由/(+2F=4BE5构成的
细胞间粘附可能为细胞间间隙连接形成的基础条件或

先决条件$我们的研究结果显示!SW例肺癌中同时表
达或同时不表达 *L90和 /(+2F=4BE5者占总病例的

8;:Wd’;W(SW)!两者的表达确有一定的相关性!为上
述学者的研究结果提供了佐证!提示*L90和/(+2F(
=4BE5的表达下降可能是肺癌发生和发展过程中的共
同事件$我们将*L90低表达的肺癌细胞系O"8转
染*L90基因后!发现不仅*L90蛋白表达增强!同时

/(+2F=4BE5也表达增高’资料未给出)!也说明了两者
具有一定关系!但*L90和/(+2F=4BE5之间更深层次
的关系及抑癌作用机制!尚需要深入研究$
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