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Abstract:Objective暋TodeterminewhetherFynexpressionwasalteredinpulmonarysquamouscell
carcinoma(SCC)comparedwithpericancerousnormallungtissue(NORMAL).Methods暋Weexam灢
inedFynexpressioninpulmonarySCCandcomparedittothenormallungtissuebyimmunohisto灢
chemicalstainingandimmunoblotting.Results暋ByimmunohistochemicalstainingFynproteinexpres灢
sionlevelsareincreasedinpulmonarySCC(12.54暲2.45)comparedtotheNORMAL(4.34暲1.27),

P<0.01.Meanwhile,wegotthesimilarresultsbyimmunoblotanalysis.Conclusion暋Fynmayactas
animportantmoleculeinthepulmonarySCCregulation.
Keywords:Fyn;Pulmonarysquamouscellcarcinoma
摘暋要:目的暋探讨肺鳞状细胞癌组织中Fyn的表达水平及其意义。方法暋采用免疫组织化学法和

免疫印迹法分析肺鳞状细胞癌组织及正常肺组织 Fyn蛋白表达水平的变化。结果暋免疫组织化学

染色显示肺鳞状细胞癌组织中Fyn蛋白表达水平(12.54暲2.45)高于癌旁正常肺组织中染色指数

(4.34暲1.27),差异有统计学意义(P<0.01)。免疫印迹结果亦显示肺鳞癌组织中 Fyn蛋白表达强

于癌旁正常肺组织。结论暋Fyn蛋白在肺鳞状细胞癌组织中过度表达,提示 Fyn基因在肺鳞状细胞

癌的发生发展过程中起重要作用。
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0暋引言

SRC家族酪氨酸激酶(SFKs)包括 Src、Fyn、

Yes等至少9种非受体酪氨酸激酶。由于历史的原

因,过去认为SFKs对细胞转化不起作用,并且缺乏

其在人类肿瘤发生过程中活性突变的证据,多年来

人们始终怀疑SFKs在肿瘤病因学及肿瘤进展方面

起重要作用。有关SFKs与上皮细胞来源肿瘤之间

关系的研究鲜有报道。最近,多项研究显示 SFKs
蛋白表达水平和(或)催化活性水平的异常升高与人

类皮肤癌[1灢2]、结肠癌[3]等多种肿瘤的发生相关。目

前,尚未见到Fyn蛋白与肺鳞状细胞癌(SCC)关系

的相关报道,综合SFKs特别是Fyn的特点,我们猜

测与正常肺组织相比 Fyn在肺鳞状细胞癌组织中

是异常表达的。为了验证此假设,我们检测了肺鳞

状细胞癌福尔马林固定石蜡包埋组织块中的 Fyn
蛋白 表 达 水 平,同 时 与 癌 旁 正 常 肺 组 织 (NOR灢
MAL)作对比。

1暋资料与方法

1.1暋资料

收集郑州大学第一附属医院30例肺鳞状细胞

癌手术切除标本,包括肺鳞状细胞癌组织及癌旁正

常肺组织。Fyn(SC灢16)抗体(美国SantaCruz公

司);betaActin鼠单克隆抗体(美国 Abcam 公司);
羊抗鼠IgG HRP标记抗体(美国 Bio灢Rad公司);

DAB底物试剂盒(美国Invitrogen公司);Strepta灢
vidin灢Horseradish Peroxidase pre灢diluted (SAv灢
HRP)试剂盒(美国BDBiosciencesPharmingen公
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司);生物素标记羊抗兔IgG(IHC)(美国BDBiosci灢
encesPharmingen公司);PierceBCA 蛋白试剂盒

(美国 ThermoScientific公司);伯乐 Western印迹

系统(美国Bio灢Rad公司)。

1.2暋方法

1.2.1暋免疫组织化学染色暋所有病例均经 HE染

色确定诊断。采用SP法行免疫组织化学染色,具
体步骤如下:所有标本切片经脱蜡,梯度乙醇水化后

蒸馏水润洗。为了暴露隐藏的抗原表位,切片经

85曟柠檬酸盐缓冲液(PH6.0)孵育20min,置于室

温30min后蒸馏水再次润洗。切片置于3%H2O2

10min以灭活内源性过氧化物酶和生物素后PBST
清洗3次。组织切片室温下经普通羊血清孵育1h
以封闭非特异性抗原。1暶100稀释兔Fyn抗体稀释

液4曟孵育过夜。亲和纯化生物素标记羊抗兔多克

隆免疫球蛋白(BD BiosciencesPharmingen,San
Diego,CA,USA)1暶100稀释液孵育30min。辣根

过氧化物酶溶液孵育40min,DAB底物显色试剂盒

(BD Biosciences Pharmingen,San Diego,CA,

USA)孵育2min后PBST润洗后苏木精复染,梯度乙

醇脱水并封片。对照组:采用已知肺鳞状细胞癌阳性

标本作阳性对照,纯化兔IgG (美国Invitrogen公司)
替代一抗作为阴性对照,阴性对照均没有染色。

1.2.2暋染色强度分析暋 所有切片均经我院两位病

理科医师独立阅片,判断肺鳞状细胞癌组和对照组

的染色强度及染色范围。染色强度分级如下:1分

无染色,2分弱染色,3分中等染色,4分强染色。染

色范围分级如下:1分0~25%,2分>25%~50%,

3分>50%~75%,4分>75%~100%。染色强度

和染色范围的乘积得到每个样品的染色指数。最大

染色指数为16,最小为0。

1.2.3暋Westernblot检测暋 新鲜肺鳞状细胞癌组

织及癌旁正常肺组织块经RIPA缓冲液裂解,标准曲

线法测定样品蛋白浓度,经变性后取30毺g上样,经

10%SDS灢PAGE电泳,转移至PVDF膜,5%脱脂奶粉

4曟封闭过夜,用兔抗人Fyn单抗室温孵育2h,洗膜

后加入辣根过氧化物标记的羊抗兔二抗,ECL显影,

X光片暗室中感光。

1.3暋统计学方法

采用双侧t检验,数据以煀x暲s表示。

2暋结果

2.1暋肺鳞状细胞癌及癌旁正常肺组织Fyn蛋白免

疫组织化学染色观察

所有病例均经 HE染色以明确诊断。正常肺组

织Fyn蛋白弱染色,肺鳞状细胞癌组织Fyn蛋白强

染色,见图1。

1a,1bNormalandSCCstainingwithhematoxylinandeosin
(HE,暳400);1c:Fynstainingwasstrongerinpulmonary
squamouscellcarcinoma.1d:Fynstainingwasweak,even

diminishedinNORMAL(FynIHCStaining暳400)

图1暋Fyn蛋白在正常肺组织及肺鳞状细胞癌中的表达

Figure1暋ImmunohistochemicalstainingforSrcfamily
tyrosinekinasesFyninnormalpulmonarytissueand

pulmonarysquamouscellcarcinoma

2.2暋肺鳞状细胞癌及正常肺组织Fyn蛋白免疫组

织化学染色强度分析

所有切片经半定量法分析免疫组织化学染色指

数,最大16,最小0。Fyn蛋白在肺鳞状细胞癌组织

染色指数高于正常肺组织中染色指数。Fyn蛋白在

食管鳞状细胞癌组织染色指数(12.54暲2.45)高于

癌旁正常肺组织中染色指数(4.34暲1.27),差异有

统计学意义(P<0.01)。

2.3暋肺鳞状细胞癌组织和正常黏膜组织Fyn蛋白

Western印迹观察

通过免疫印迹发现,Fyn蛋白在肺鳞状细胞癌

组织中的表达强于正常肺组织,n=3,见图 2a。

Quantity灢one软件测量灰度,并经毬灢actin标准化后

显示,Fyn蛋白在肺鳞癌组织中表达明显高于对照

组,见图2b。

3暋讨论

肺癌是起源于支气管黏膜上皮、腺上皮、肺泡上

皮组织的恶性肿瘤,正常支气管黏膜上皮组织具有

自我更新能力,维持上皮细胞生长与终止分化,处于

相对平衡状态。而在支气管鳞状细胞癌中,这种相

对的平衡状态被破坏,支气管上皮组织从分化状态

转变为增殖状态,相关研究是我们解开肺鳞状细胞

癌发生的关键事件。
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2a:Tissuesamplesofpulmonarysquamouscellcarcinoma
(SCC)andnormalpulmonarytissuewerehomogenizedina
radiommuneprecipitation (RIPA)lysisbufferandprotein
concentrationwasdeterminedbystandardcurvemethods.ly灢
satesweresubjectedtoSDS灢PAGEanalysis.2b:Adensito灢
metricanalysisofwesternblotdataafterstandardizationto

毬灢actinsignals,isrepresentedgraphically
图2暋正常肺组织及肺鳞状细胞癌组织中

Fyn蛋白 WesternBlot检测结果

Figure2暋ImmunoblottinganalysisofSrcasminESCCandUNR

暋暋SRC家族酪氨酸激酶(SFKs)是一个多功能蛋

白质家族,参与包括细胞分化、增殖、迁移、血管生成

等在内的人体多种正常机能活动及癌变的过程[4]。
在细胞分化过程中Fyn是SFK家族中唯一发生酶

活性改变的酪氨酸激酶[5]。体外实验中,Fyn缺陷

小鼠上皮细胞的分化失常表明 Fyn参与上皮细胞

的分化。体内实验中,K14灢Fyn转基因鼠表皮增厚、
增殖依赖于 Fyn水平的高表达。这可能与 p44/

42MAPK、STAT3和 PDK1的细胞信号转导通路

的活化有关[1]。JieZhang等[6]通过免疫印迹及免

疫组织化学染色检测了肺腺癌组织及人肺非小细胞

肺癌细胞系中Src酪氨酸激酶及磷酸化活化酪氨酸

激酶的水平,结果显示在这些组织及细胞中Src酪

氨酸激酶水平高表达。Lesslie等[3]的研究显示在

人 HT29和 KM12L4结直肠癌细胞株中血管内皮

生长因子激活Src家族酪氨酸激酶而使其高表达,
并证实SFKs与结直肠癌的侵袭和转移密切相关。
国内张永涛等[7]应用SFKs抑制剂PP2处理乳腺癌

MDA灢MB231细胞,SFKs表达明显降低,细胞的增

殖和侵袭力明显受到抑制,也证实SFKs与肿瘤细

胞的增殖等密切相关。这些研究显示Src家族酪氨

酸激酶尤其是 Fyn在人上皮起源肿瘤中扮演了重

要角色。究其原因,可能有:(1)Fyn促进细胞周期

蛋白复合体的表达,抑制 P27的表达,加速转化细

胞 G1 期向S期的过渡,引起细胞增殖[5]。(2)Fyn
激活蛋白激酶B(PKB),而活化的PKB参与抑制细

胞凋亡的作用[8]。
本结果显示 Fyn蛋白水平在肺鳞状细胞癌组

中的表达高于正常肺组织组。这一结果说明 Fyn
水平增高是肺鳞状细胞癌的一个重要特征,提示

Fyn参与支气管肺鳞癌发生的细胞信号转导,促进

支气管黏膜上皮细胞的增殖,诱发支气管黏膜上皮

发生癌变。其可能的机制为 Fyn基因的活性突变

和(或)负调控机制的受损。最近 Li等[1]通过体内

和体外实验证实Srcasm 是Fyn的作用底物和负调

控因子,在人皮肤鳞癌组织中这种负调控机制受损,
导致皮肤鳞癌的发生,我们猜测在肺鳞状细胞癌中

存在相似的负调控机制。本研究结果显示 Fyn在

肺鳞癌组织中高表达,在肺正常组织中亦有表达,但
其表达水平明显低于肺鳞癌组织,我们认为在肺鳞

状细胞癌发生过程中 Fyn负调控机制受损可能起

主导作用,这些有待我们后续研究加以证明[9]。
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