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大鼠肺鳞癌!"#$"#%&’基因表达水平与其
细胞增殖关系的研究

陈洪雷 刁路明 陈福春 刘绚 张玉霞 叶波 刘铭球

【摘要】 目的 探讨!"#$"#%&’在大鼠肺鳞癌癌变转化过程中的表达及其与细胞增殖的关系。方法

()#*"+大鼠,-只，其中.-只用化学致癌物’&甲基胆蒽（/01）及二乙基亚硝胺（234）碘油溶液于左肺叶支气
管灌注诱发大鼠肺鳞状细胞癌，5-只作为对照。应用免疫组织化学6&7法检测促凋亡基因!"#$"#%&’和增殖
细胞核抗原（7041）在癌变过程中的表达。结果 ’8例大鼠肺鳞癌中5.例（8895:;）有!"#$"#%&’的阳性表
达，阳性系数为59’<=-9>.，均显著低于对照组大鼠支气管粘膜上皮细胞（!?-"--@，!!-9-5）和癌前病变
（!!-"-.，!!-9-.）。对照组大鼠支气管粘膜上皮区、实验组大鼠癌前病变区与肺癌区7041的平均增殖
指数（7041&AB）分别为：5895-=.9-:、:<95’=<9@:、859<<=589:8，两两比较，差异均有显著性（!!-9-.）。

0"#$"#%&’与7041&AB呈显著负相关（#?C-"@’-,，!!-9-5）。结论 0"#$"#%&’失表达促进了肿瘤细胞的
生长，可能在大鼠肺鳞癌的发生发展中起着重要的作用。联合检测!"#$"#%&’和7041蛋白可作为肺鳞癌癌
变的主要参考指标。
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*%+H%QS)G&5!&!FGV%+*)GR%G[IP%&’）亚家族的重要成员，
也是调控细胞凋亡的重要因子。它一般以:’---的
无活性前体存在于细胞质中，当细胞进入凋亡时才被

激活。它可以针对任何刺激使细胞发生凋亡，并且可

以促进B03家族的其它成员一起促使细胞凋亡［5］。
怎样通过激活的!"#$"#%酶系统或活化死亡受体启动
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!"#$"#%系统促进肿瘤细胞的凋亡，这是值得研究的问
题。在我室&’()年建立的动物肺癌模型［*］的基础上，
应用免疫组织化学+,-法检测促凋亡基因!"#$"#%,.
和增殖细胞核抗原（-/01）蛋白在癌变过程中的表
达，以探讨上述基因表达与肺癌发生、发展的关系及其

相互作用机制。

! 材料和方法

!2! 大鼠肺鳞癌模型的建立及动物处理 34#5"6大
鼠7)只（购于湖北省实验动物中心），雌雄兼有，体重
为&8)!&()9，分为实验组和对照组。采用“左肺叶支
气管内灌注致癌质碘油溶液”［*］的方法建立大鼠肺癌

模型，稍加改良，原来用硫喷妥钠作为灌注前的基础麻

醉药，现改用氯胺酮，因前者可引起大鼠咽喉部分泌大

量的粘液，增加了灌注难度，而后者效果很好。于灌注

致癌质.,甲基胆蒽（:/1）和二乙基亚硝胺（;<0）的
碘油溶液（实验组，8)只）和碘油（对照组，&)只）后的
第&8、.)、7)、’)、&*)天分批各处死实验组动物(!&*
只和对照组动物*只。取病变组织，&)=中性福尔马
林缓冲液固定，制备石蜡标本。

!2" 试剂 致癌剂:/1和;<0为美国+49>"公司
产品。兔多克隆抗体!"#$"#%,.（浓缩型，工作浓度为&?
8)）和鼠单克隆抗体-/01即用型均为美国+"@5"
/6AB生物技术公司产品；链霉素抗生物素,过氧化物酶
免疫组化超敏试剂盒（CD56"+%@#454E%F:+,-G45）均购自
北京中山生物技术公司。

!2# 免疫组化染色及结果判断 采用+,-法，步骤严
格按照说明书进行，用-H+代替一抗作空白对照，用
已知阳性片作阳性对照。;1H显色，苏木素复染。

/"#$"#%,.以细胞胞浆内出现棕黄色颗粒散在或
弥漫片状分布为染色阳性。按!"#$"#%,.染色强弱及
阳性细胞数两个方面计算!"#$"#%,.综合记分［.］："2染
色强度（)I无，&I弱，*I中，.I强）；J2阳性细胞数（)
I无阳性细胞，&I阳性细胞数!*8=，*I阳性细胞数

*8=!8)=，.I阳性细胞数"8)=），"、J相加的综合
记分即为!"#$"#%,.阳性系数。用!"#$"#%,.阳性系数
大小来表示!"#$"#%,.的表达高低："KJ得分为)!&
则阳性系数为)；"KJ为*则阳性系数为&；"KJ为.
则阳性系数为*；"KJ为L!8则阳性系数为.；"KJ
为7则阳性系数为L。综合记分!*为阴性表达，#*
分为阳性表达。

-/01阳性计数选择标记效果好、阳性细胞分布
均匀的区域，以目镜测微网为观察单位，在L))M视野
下计数网格中的阳性细胞数，每例计数&)个网格，取

其均值以百分数表示，作为细胞增殖指数（-/01,D",
J%D4@94@N%O，-/01,PQ）。!*8=属低增殖指数，#
*8=属高增殖指数。

!2$ 统计学处理 数据用$!R"表示，两组均数差异
显著性用+0G（#）检验，-/01,PQ和!"#$"#%,.的表达
值之间作直线相关回归分析。率的比较用!*检验和
四格表的精确概率法。

" 结果

"2! 大鼠肺鳞癌癌变过程中的病理形态学改变 光
镜下发现实验组共有#$只大鼠诱发了肺鳞癌，&7只
处于癌前病变（包括鳞状化生和不典型增生）阶段。其

癌变过程中可见支气管粘膜上皮增生、过度增生、鳞状

化生、不典型增生、原位癌、早期癌、浸润癌几个阶段。

早期处死动物肺组织多为癌前病变及原位癌，晚期多

为浸润癌。对照组大鼠除部分有间质性肺炎表现外，

未发现明显的增生性或肿瘤性病变。

"2" /"#$"#%,.蛋白表达 /"#$"#%,.蛋白表达阳性主
要定位于细胞的胞浆，呈散在或弥漫分布（图&、*）。

&)例对照组大鼠支气管粘膜上皮细胞中’例
（’)2))=）有!"#$"#%,.的阳性表达，阳性系数为.2&)
R)2’’；&7例癌前病变中&*例（S82))=）有!"#$"#%,.
的阳性表达，阳性系数为*2*8R&2&.；.L例大鼠肺鳞
癌中&8例（LL2&*=）有!"#$"#%,.的阳性表达，阳性系
数为&2.(R)2’8，与对照组大鼠支气管粘膜上皮细胞
相比，阳性表达率和阳性系数均有显著性差异（$I
)%))S；#I8%(7，$!)%)&），且与癌前病变相比阳性表
达率和阳性系数的差异也有显著性（!*IL%&(，$!
)%)8；#I.%8*，$!)2)8）。

图! /"#$"#%,.蛋白在大鼠支气管粘膜上皮增生中表达 +,-M*))

%&’! /"#$"#%,.$6T5%4@%O$6%##4T@4@6"5J6T@!U4"D%$45U%D4A>UV$%6$D"#4"

+,-M*))
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图! !"#$"#%&’蛋白在大鼠肺浸润癌中强阳性表达 (&)*+,,

"#$! (-./0123$/#4-45%%6$.%##4/0/78"#$"#%&’$./-%4040."-2901405"#45%

8".840/:" (&)*+,,

!;% )!<=蛋白表达 )!<=蛋白的阳性表达位于
细胞核内，阳性细胞散在分布于上皮或癌巢各层，尤以

基底细胞层较多（图’、>）。对照组大鼠支气管粘膜上
皮区、实验组大鼠癌前病变区与肺癌区的)!<=&?@分
别为：A>;A,BC;,+、+D;A’BD;E+、>A;DDBA>;+>。后
两者均属高增殖指数，其间差异有显著性（!F’"GE，#
!,",A）；对照组大鼠支气管粘膜上皮细胞区为低增殖
指数，分别与后两者比较差异均有显著性（!F’",C，#
!,",C；!FH"ED，#!,;,A）。

!;& !"#$"#%&’和)!<=&?@的关系 在’>例大鼠肺
鳞癌中，8"#$"#%&’与)!<=&?@呈显著负相关（$F
I,"E’,H，#!,;,A）。对数据进行回归分析，以8"#&
$"#%&’阳性系数值为自变量%，)!<=&?@为应变量

&，8"#$"#%&’阳性系数值每变化A个单位，)!<=&?@
则变化’;>’+H个单位（#!,;,A）。

图% )!<=蛋白在大鼠肺原位癌少数肿瘤细胞中呈阳性表达 (&)*

>,,

"#$% )/#4-45%%6$.%##4/0/7)!<=$./-%4040"7%J-9:/.8%22#/7."-2901
8".840/:"40#4-9 (&)*>,,

图& )!<=蛋白在大鼠肺早期癌中阳性表达 (&)*>,,
"#$& )/#4-45%%6$.%##4/0/7)!<=$./-%4040."-2901%".23&#-"1%8".840/&

:" (&)*>,,

% 讨论

细胞增殖与凋亡是机体维持自身稳定的基础。大

量的研究表明：恶性肿瘤无限增殖与肿瘤细胞凋亡减

少和／或分裂增加有关，肿瘤细胞通过复杂的分子机制

下调凋亡相关基因，从而赋予肿瘤恶性增殖的生物学

特性。现已发现A>种以上8"#$"#%家族成员，其中至
少三分之二的8"#$"#%#与细胞凋亡相关并参与多种与
凋亡有关的机体生理性或病理性过程［>］。!"#$"#%&’
是8"#$"#%家族中最重要的成员，大多数触发细胞凋亡
的因素，最终均需要通过8"#$"#%&’介导的信号传导途
径导致细胞凋亡［C］。

本组研究表明，在’>例大鼠肺鳞癌中，8"#$"#%&’
的阳性表达仅为>>;A+K（AC／’>），而在对照组大鼠支
气管粘膜上皮细胞中G,;,,K（G／A,）的有8"#$"#%&’的
表达，因此推测8"#$"#%&’参与了正常支气管粘膜上皮
细胞的发育以及转化细胞凋亡过程的调节。肺鳞癌与

癌前病变相比，8"#$"#%&’阳性表达率和评分均值的差
异均有显著性，表明8"#$"#%&’失表达抑制了肿瘤细胞
的凋亡，促进了肿瘤细胞的生长，在大鼠肺鳞癌的发生

发展中可能起重要的作用，也提示在肿瘤组织中可能

有抑制8"#$"#%&’的蛋白存在。如最近发现的人体细
胞凋亡抑制蛋白（L9:"040L4M4-/./7"$/$-/#4#$./-%40，

L@=)）家族成员的生存蛋白（#9.54540）能直接抑制8"#&
$"#%&’的活化，而且在肿瘤组织中有过表达［H］。
恶性肿瘤细胞的生物学特性是异常增殖和永生

化，增殖细胞核抗原（)!<=）是评价细胞增殖的重要
指标，在细胞的NA晚期表达增加，在(期达高峰，然后
下降。)!<=作为O<=聚合酶!的辅助因子，不仅在

O<=复制中起到关键作用，而且来自细胞内外的增殖
信号都必须经过)!<=的参与，才能引发O<=的合
成。众多研究表明，)!<=在几乎所有肿瘤组织中均
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有高表达［!］。本研究中正常组织有"#$%蛋白的表
达，阳性细胞位于支气管粘膜上皮增殖能力强的基底

层部分，其他部位少见。随癌变程度加重，"#$%&’(
明显上升，提示处于)$%合成期的细胞增多。本实
验中癌前病变、肺鳞癌与对照组相比，"#$%&’(的差
异具有显著性，说明癌前病变在细胞增殖过程的分子

水平表达方面已显现出与癌细胞相似的特征。"#$%&
’(是了解肺鳞癌恶性进展的重要指标，与文献报道一
致［*］。+,-.等［/］对012例$3#’#生存时间的研究
中，"#$%阳性表达患者的生存时间显著短于"#$%
阴性表达的患者，表明"#$%是$3#’#患者临床结
局最重要的预后因子之一。

在本研究中，随着病变的恶性进展，4567568&9蛋白
表达水平降低而"#$%&’(却相应增高，4567568&9阳性
系数值每变化0个单位，"#$%&’(则变化9:;9<=个
单位，且二者呈显著负相关。这提示4567568&9基因的
表达对"#$%&’(有一定的影响，二者之间可能以负反
馈调节参与大鼠肺鳞癌的发生发展，但具体机制需待

进一步深入研究。联合检测4567568&9和"#$%蛋白可
作为肺鳞癌癌变的主要参考指标。
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