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Abstract :Objective　 To investigate the expression of insulin2like growth factors ( IGF1 and IGF2 , or IG2
Fs) in non2small cell lung cancer (NSCLC) as well as the correlation between IGFs expression and re2
gional lymph node metastasis. Methods　The expression of IGF1 and IGF2 was investigated in 65 speci2
mens f rom patient s with NSCLC (29 cases contained normal lung tissue adjacent to cancer) and in 19

specimens f rom patient s with benign lung diseases by immunohistochemist ry and western blotting. Re2
sults　IGF1 and IGF2 were overexpressed in NSCLC compared to benign lung tissues. The expression of

IGF1 and IGF2 was significantly higher in NSCLC with metastasis to regional lymph node than those

without metastasis to regional lymph node. Furthermore , the expression of IGF1 and IGF2 was signifi2
cantly higher in NSCLC with N22stage or with metastasis to 5 or more regional lymph nodes than those

only with N12stage or with metastasis to less than 5 regional lymph nodes. In addition , IGF2 expression

was statistically higher in NSCLC with multiple groups of metastatic regional lymph node than those only

with single group of metastatic regional lymph node. Conclusion　The overexpression of IGFs in NSCLC

was positively correlative to lymph node metastasis , with respect to the stations , numbers and groups of

metastatic regional lymph node , it indicates that IGFs may play an important role in the initiation and

progression of NSCLC ; the expression of IGFs may be valuable in evaluation of the biological behavior of

NSCLC.
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摘　要 :目的　研究胰岛素样生长因子 1和 2 ( IGF1、IGF2 ,合称为 IGFs)在非小细胞肺癌 (NSCLC)组织

中的表达 ,探讨其与 NSCLC区域淋巴结转移的关系。方法　采用免疫组织化学和免疫印迹技术检测

IGF1和 IGF2在 65例 NSCLC、29 例癌旁肺组织和 19 例良性肺病变组织中的表达。结果 　IGF1 和

IGF2在 NSCLC中的表达率显著高于良性肺组织。IGF1和 IGF2在伴有区域淋巴结转移肺癌中的表达

显著高于无淋巴结转移肺癌组织。IGF1和 IGF2在伴有 N2 或≥5 个转移淋巴结肺癌组织中的表达显

著高于在仅伴有 N1或 < 5个转移淋巴结肺癌组织。IGF2在伴有多组转移淋巴结肺癌组织中的表达显

著高于仅有一组转移淋巴结肺癌组织。结论　IGFs不仅在 NSCLC中过表达 ,而且与区域淋巴结转移

的部位、数量及组数相关联 ,提示 IGFs在 NSCLC发生和发展中可能起重要作用 , IGFs为 NSCLC生物

学行为尤其是淋巴结转移的判断提供

一个新的有意义的指标。
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0　引言

区域淋巴结转移是影响非小细胞肺癌

(NSCL C)预后的重要因素[ 123 ] ,其发生受到某些肿

瘤相关基因的调控。胰岛素样生长因子 ( Insulin2
like growt h factor , IGF)包括两个类型 ,即 IGF1和

IGF2 (合称为 IGFs) ,它们促进细胞增殖并抑制凋

亡 ,在肿瘤发生和发展中的作用越来越受关注[ 4 ]。

最近研究表明 , IGFs在肺癌的发生和发展中可能起

重要作用[ 527 ] ,但有关 IGFs蛋白在 NSCL C中表达

与淋巴结转移的关系尚无报道。为此 ,本研究采用

免疫组织化学方法及免疫印迹技术检测 IGF1 和

IGF2在 NSCL C组织中的表达 ,并探讨其与淋巴结

转移的关系。

1　资料与方法

1 . 1　临床资料

65例肺癌标本为武汉同济医院 1999～2001 年

因原发性肺癌而手术切除标本。所有病例术前未行

放疗或化疗 ,无代谢性疾病。男 35 例 ,女 20 例 ;年

龄 36～71 (57 ±8 . 9)岁 ;鳞癌 37 例 ,腺癌 28 例。按

P2TNM分类标准 ( U ICC ,1997 ) : Ⅰ期 21 例 , Ⅱ期

14例 ,Ⅲ期 21例 ,Ⅳ期 9例。伴有区域淋巴结转移

41例 (为 N1或 N2转移 ,无 N3 转移病例) ,无转移

24例。29例切片中含有癌旁肺组织。以同期手术

切除的 19 例肺良性病变组织 (非癌性)作对照 ;其

中 ,男 14 例 ,女 5 例 ;肺炎性假瘤 9 例 ,支气管扩张

症 6例 ,肺错构瘤 2例 ,肺平滑肌瘤 2例。每例标本

离体后分成 2小份 ;1 份甲醛固定后石蜡包埋 ,1 份

液氮速冻后转 - 80℃冰箱保存。用石蜡标本做连续

切片 ,其中 1张行 H E染色 ,进一步核实原诊断 ,并

作为组织学诊断标准用于评价 IGF1 和 IGF2 免疫

组织化学染色。

淋巴结标本 :肺癌区域淋巴结分组方法按 1997

年公布的标准[ 1 ]。肺癌手术中常规清扫胸内区域淋

巴结 ,按暴露的先后和容易程度及术者的习惯 ,在肺

叶切除术中 ,一般先清扫 1、10 组和部分 9、12 组淋

巴结 ;在全肺切除术中 ,则先清扫 10、9 组和部分 7、

5组淋巴结 ,切除并移出肺标本后 ,再剪开纵隔胸膜

清扫上、下纵隔各组淋巴结。肺内淋巴结则在术后

从肺标本中取出。各组淋巴结标记后分别送病理检

查 ,以诊断有无癌转移。

1 . 2　免疫组织化学染色

采用抗生物素2生物素2碱性磷酸酶标记的免疫
染色法 (ABC2A P法) 。切片脱蜡水化 ,置入柠檬酸

缓冲液内 ,用高压锅加热达满压力后再持续1 . 5s。

冷却 , TBS缓冲液冲洗。血清封闭后 ,分别滴加鼠

抗人单克隆 IGF抗体 (美国 Up state Biotechnology

产品) :抗 IGF1 抗体 Clone Sm 1 . 2 ,浓度为 5μg/

ml ;抗 IGF2 抗体 Clone S1 F2 ,浓度为8 . 3μg/ ml。

4 ℃冰箱过夜。加生物素化猴抗鼠 Ig G(德国 Diano2
va产品) 。加抗生物素碱性磷酸酶复合物 (美国

Vector Laboratories Inc产品) 。以 AS2BI磷酸盐萘

酚作为底物 ,以新品红作为色原体显现组织中的免

疫反应。常规脱水、透明、封片。每次实验设阳性和

阴性对照。IGFs免疫组织化学反应的评价标准 :无

着色或弱着色细胞 < 5 %为阴性 ;明显着色且着色细

胞≥5 %为阳性。

1 . 3　免疫印迹技术

采用显微分离技术 ,将冷冻标本中的恶性肺组

织分离并融化。将蛋白质混合物进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳展开 ,再电转印于 PVDF膜上。用与免疫组

织化学染色相同的抗 IGF1或 IGF2抗体 (浓度均为

1μg/ ml)与膜在室温下孵化 2h。再与过氧化物酶标

记的抗鼠 Ig G抗体 (1∶2 000)作用。采用增强化学

发光法检测膜免疫反应条带。

1 . 4　分组与统计分析

将病例按淋巴结转移情况分为有或无淋巴结转

移组 ;其中 ,有淋巴结转移组参照文献 [ 3 ]并结合本

研究资料分布特点 ,进一步按淋巴结分期分为 N1

和 N2组 ,按转移淋巴结个数分为 < 5 和≥5 个淋巴

结转移组 ,按淋巴结转移组数分为一组和多组转移。

用卡方检验检测组间 IGF1和 IGF2表达的差异性 ,

如 P < 0 . 05 ,则认为差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1　IGF1和 IGF2免疫反应特性

与阳性对照结果一致 , IGF1 和 IGF2 在肺组织

中的表达位于胞浆 ,见图 1、2。在阴性对照组织中

无 IGF1或 IGF2 着色。免疫印迹实验在免疫组织

化学 IGF1和 IGF2 阳性对应肺癌组织中分别检测

出对应分子量为7 . 7和7 . 5kDa的蛋白条带 ,见图 3。

2 . 2　IGF1、IGF2在良性肺组织和肺癌组织中的表

达

　　IGF1 和 IGF2 在肺良性病变组织中的表达率

为15 . 8 %(3/ 19)和21 . 0 % (4/ 19) ,在癌旁肺组织中

的表达率为13 . 8 % (4/ 29)和20 . 7 % (6/ 29) ,在肺癌

组织中的表达率为 44 . 6 % ( 29/ 65 ) 和 50 . 8 % ( 33/

65) 。IGF1、IGF2在良性肺病变组织和癌旁肺组织

中的表达无显著性差异 ,但均显著低于肺癌组织中

的表达 ( IGF1 的 P分别为0 . 0228和0 . 0038 , IGF2

的 P分别为0 . 0217和0 . 0063) 。

2 . 3　IGF1、IGF2表达与肺癌淋巴结转移的关系
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1A : IGF1在肺鳞癌中表达 (ABC2AP法 ×250) ;2A : IGF2在肺鳞癌中表达 (ABC2AP法 ×350)

1B : IGF1在肺腺癌中表达 (ABC2AP法 ×300) ;2B : IGF2在肺腺癌中表达 (ABC2AP法 ×300)

图 1　IGF1在 NSCLC组织中表达 图 2　IGF2在 NSCLC组织中表达

用免疫组织化学 IGF1 或 IGF2阳性的肺癌组织 ( T)做免疫

印迹实验 ,检测出分子量为7 . 7 kDa ( A)或7 . 5 kDa (B)的蛋

白条带 ; T1～T5 :病例序号

图 3　免疫印迹实验检测结果

　　IGF1 和 IGF2 在伴有区域淋巴结转移肺癌中

的表达显著高于无淋巴结转移肺癌组织。IGF1 和

IGF2在伴有 N2或≥5个转移淋巴结肺癌组织中的

表达显著高于在仅伴有 N1 或 < 5 个转移淋巴结肺

癌组织。IGF2在伴有多组淋巴结转移肺癌组织中

的表达显著高于仅有一组淋巴结转移肺癌组织 ,但

IGF1在伴有一组或多组淋巴结转移肺癌组织中的

表达无统计学意义 ,见表 1。

表 1　IGF1、IGF2表达与非小细胞肺癌淋巴结转移的关系

淋巴结
转移
例
数

IGF1阳性

例数 %
P

IGF2阳性

例数 %
P

有 41 23 56 . 1 0 . 0149 26 63 . 4 0 . 0077

无 24 6 25 . 0 7 29 . 1

N1 18 7 38 . 9 0 . 0495 8 44 . 4 0 . 0257

N2 23 16 69 . 6 18 78 . 2

< 5个 19 7 36 . 8 0 . 0210 9 47 . 3 0 . 0474

≥5个 22 16 72 . 7 17 77 . 3

一组 15 6 40 . 0 0 . 1146 6 40 . 0 0 . 0181

多组 26 17 65 . 3 20 76 . 9

3　讨论

本研究所用一抗是抗人 IGF1 和 IGF2 单克隆

抗体 ,其特异性已在很多研究中得到证实。本研究

采用阳性、阴性对照方法也证实了所做免疫反应和

所使用抗体的特异性 ,此外 ,采用相同的抗体做免疫

印迹实验 ,能在免疫组织化学 IGF1和 IGF2 阳性的

组织中检测出特异性的 IGF1和 IGF2蛋白条带 ,进

一步证实了本研究结果的特异性。

研究发现 IGFs mRNA在人非小细胞肺癌体外

培养细胞系[ 6 ]和人体肺癌组织[ 5 ,8 ]中表达。与之相

符 ,本研究发现 , IGFs蛋白在 NSCL C中过表达 ,这

些结果提示 IGFs在肺癌的发生过程中可能发挥重

要作用。

本研究发现 , IGF1 和 IGF2 表达在有淋巴结转

移组显著高于无淋巴结转移组 ( P分别为0 . 0149和

0 . 0077) ,提示 IGFs 在肺癌转移中可能起重要作

用。肿瘤生长、浸润和转移的基本要素和先决条件

是瘤细胞不断增殖的能力。IGFs通过自分泌和旁

分泌方式在肺癌组织中表达 ,与胰岛素样生长因子

I受体结合后激活 MA P K和 PI3 K/ A KT两条重要

的信号传导通路 ,促进肺癌细胞增殖和抗凋

亡[ 4 ,7 ,9 ]。我们的研究[ 10 ]和最近不少研究[ 4 ,729 ]表明 ,

这两条信号通路在肺癌发生和发展中起重要作用 ,

甚至可能是治疗肺癌的有效靶点。事实上 , IGFs对

包括肺癌细胞在内的许多肿瘤细胞具有强有力的刺

激增殖作用[ 4 ,6 ,7 ]。因此 , IGFs通过促进细胞增殖和

抗凋亡在 NSCL C转移中可能起着重要作用。

此外 ,本研究在进一步分析 IGFs 表达与

NSCL C淋巴结转移部位的关系时发现 ,伴有 N2 淋

巴结转移肺癌的 IGFs表达显著高于仅伴 N1 淋巴

结转移肺癌 ,进一步提示 IGFs在肺癌转移中起重

要作用 ,这一结果反过来也为肺癌淋巴结分期提供

分子生物学依据。但目前的淋巴结分期标准仅考虑

淋巴结转移的部位及范围 ,而没有考虑转移淋巴结

的数量 ;研究表明 ,肺癌的预后与淋巴结转移的部位

和数量均显著相关[ 2 ,3 ]。本研究发现 , IGFs在伴有

5个或以上转移淋巴结肺癌组织中的表达显著高于

仅伴有 5个以下转移淋巴结肺癌组织 ;相似地 , IG2
Fs在伴有多组淋巴结转移肺癌组织中的表达显著

高于仅有一组淋巴结转移肺癌组织 ,提示 IGFs 表

达与淋巴结转移的部位、范围、数量及组数均有关

系 ,因此 ,检测 IGFs表达将有助于判断肺癌的生物

学行为。

综上所述 , IGFs 不仅在非小细胞肺癌中过表

达 ,而且与其区域淋巴结转移相关联 ,提示 IGFs在
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NSCL C发生和发展中可能起重要作用 , IGFs为肺

癌生物学行为尤其是淋巴结转移的判断提供一个新

的有意义的指标。
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