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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨人钠耦合中性氨基酸转运蛋白 １（ＳＮＡＴ１）在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中的表达及其临床意义。 方

法　 构建含 ９８ 例 ＮＳＣＬＣ 组织芯片，免疫组化检测 ＮＳＣＬＣ 组织和癌旁正常组织中 ＳＮＡＴ１ 蛋白的表达，分析其表达与 ＮＳＣＬＣ
临床病理特征及患者生存之间的关系。 构建 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 表达载体质粒转染肺癌 Ａ５４９ 细胞，分别用 ＭＴＴ 法和克隆形成实验检

测敲除 ＳＮＡＴ１ 表达后其增殖能力的变化。 结果　 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＳＮＡＴ１ 阳性表达率为 ５３􀆰 １％（５２ ／ ９８），而癌旁正常组织中不

表达。 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＳＮＡＴ１ 表达与淋巴结转移、分期和分化程度均呈正相关，其中 ＳＮＡＴ１ 蛋白阳性表达患者的中位总生存

时间为 ２３􀆰 ３ 个月，明显低于阴性表达者的 ４０􀆰 ５ 个月（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 敲除 ＳＮＡＴ１ 表达时 ＮＳＣＬＣ 细胞的增殖能力显著减弱。 结

论　 ＳＮＡＴ１ 在 ＮＳＣＬＣ 发生发展过程中过度活化，是评估 ＮＳＣＬＣ 患者预后的重要指标之一。

　 　 【关键词】 　 非小细胞肺癌；　 ＳＮＡＴ１；　 预后
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　 　 肺癌是世界上最严重的恶性肿瘤之一，其发病率

和死亡率呈增高趋势，已成为癌症相关死亡的首要病

因［１］。 深入研究非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的发病机

制，有助于提高 ＮＳＣＬＣ 的诊疗效果和预后评估。 人

钠耦合中性氨基酸转运蛋白 １（ＳＮＡＴ１）在肿瘤的能

量代谢中发挥了重要作用，其在多种肿瘤中高表达，
且与疾病进展相关，但在 ＮＳＣＬＣ 中的研究鲜有报道。

本研究从蛋白水平检测 ＳＮＡＴ１ 在 ＮＳＣＬＣ 中的表达

及其与临床病理特征和预后的相关性。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 组织标本　 收集南京军区福州总医院 ２００６ 年

至 ２００８ 年的 ９８ 例 ＮＳＣＬＣ 手术后的标本，构建含有

ＮＳＣＬＣ 原发灶和部分对应癌旁正常组织的组织芯
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片。 其中男性 ７０ 例，女性 ２８ 例；≤６０ 岁 ５０ 例，＞６０
岁 ４８ 例，中位年龄 ６０ 岁；腺癌 ８５ 例，鳞癌 １３ 例。
患者均未行术前放化疗，并签署知情同意书。 病理

诊断结果由两名以上病理医师确认。
１􀆰 ２　 试剂 　 兔抗 ＳＮＡＴ１（ ａｂ５９７２１）抗体（稀释比

例：１ ∶１００）购自 Ａｂｃａｍ 公司。 ＳＰ 免疫组化试剂盒

购自福州迈新公司。 采用 ＳＰ 法免疫组化染色，ＰＢＳ
替代一抗作阴性对照。
１􀆰 ３　 结果判定　 ＳＮＡＴ１ 阳性染色为淡黄色、棕黄色

或棕褐色，定位于细胞浆或细胞膜。 采用二级计分

法，（１）阳性细胞计数：根据阳性细胞所占 ５ 个以上高

倍镜视野比例，５％ ～２５％计 １ 分，２６％ ～５０％计 ２ 分，
５１％～７５％计 ３ 分，＞７５％计 ４ 分。 （２）染色强度分为：
淡黄色计 １ 分，黄或深黄色计 ２ 分，褐或棕褐色计 ３
分。 两者计分相乘得分≥２ 定义为阳性。
１􀆰 ４　 细胞培养和转染

１􀆰 ４􀆰 １　 细胞培养 　 人肺癌 Ａ５４９ 细胞株购自上海

中科院细胞所，采用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养

液，于 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养。
１􀆰 ４􀆰 ２　 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 转染 Ａ５４９ 细胞　 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 表达

载体由上海吉凯公司构建，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ ２０００
说明书进行：生长良好的 Ａ５４９ 细胞于转染前 ２４ｈ 接

种于六孔板中，使其在转染时达到 ８５％～９０％；无血清

无抗生素 ＤＭＥＭ 分别稀释质粒和 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ
２０００；室温放置 ５ｍｉｎ 后将两者混匀，放置 ２０ｍｉｎ；将混

合物加入 Ａ５４９ 细胞中， ３７℃ 孵育 ６ｈ，更换完全

ＤＭＥＭ 培养基继续培养；２４ｈ 消化传代，部分用于蛋

白提取，部分用于细胞增殖和克隆形成实验。
１􀆰 ４􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 　 从液氮中取出组织

样本，研钵碾碎，加入蛋白裂解液，冰上裂解 １０ｍｉｎ
后，移入 １􀆰 ５ｍｌ 移液管，４℃超速离心 ３０ｍｉｎ，吸取上

清，以 ＢＣＡ 法行蛋白定量。 １０􀆰 ５％ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶分

离蛋白样品，２５０ｍＡ 电转移 ２ｈ 至硝酸纤维素膜。
５％脱脂奶粉封闭 １ｈ；ＴＢＳＴ 稀释 ＳＮＡＴ１ 一抗（１ ∶
１０００），４℃过夜；ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ
稀释 ＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗（１ ∶５０００）室温 １ｈ，洗
膜 ３ 次，ＥＣＬ 显色。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＭＴＴ 检测 　 Ａ５４９ 细胞转染 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ ２４ｈ
后，胰酶消化计数，按每孔 １×１０４ 个细胞接种于 ９６
孔培养板，设为转染组；将相同条件下未转染的

Ａ５４９ 细胞设为对照组。 每组设 ６ 个平行孔，于

３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养。 用 ＭＴＴ 法分别检测 ２４、
４８、７２ｈ 转染 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 的 Ａ５４９ 细胞的增殖情况。

ＭＴＴ 法检测主要步骤：每孔加 ５ｍｇ ／ ｍｌ ＭＴＴ １０μｌ，继
续培养 ４ｈ 弃去培养液，每孔加 １５０μｌ ＤＭＳＯ，振荡后

用酶标仪 ５７０ｎｍ 处测吸光值（Ａ），取 ６ 孔平均数，以
时间为横坐标，Ａ 值为纵坐标绘图。
１􀆰 ４􀆰 ５　 克隆形成实验 　 Ａ５４９ 细胞转染 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１
２４ｈ 后，胰酶消化计数，按每孔 ２０００ 个细胞接种于 ６
孔培养板，每组设 ３ 个平行孔，于 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱

中培养。 待肉眼可见克隆形成时终止培养，甲醇固

定 １５ｍｉｎ，结晶紫染色 １５ｍｉｎ，流水冲洗后风干，显微

镜下计算＞５０ 个细胞为 １ 个克隆。
１􀆰 ５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行处理，计
量资料行 ｔ 检验，计数资料采用 χ２ 检验，生存分析采用

Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＳＮＡＴ１ 在 ＮＳＣＬＣ 和癌旁组织中的表达　 成功

构建两张组织芯片，共含有 ９８ 例 ＮＳＣＬＣ 组织和 ５０
例癌旁正常组织。 ＳＮＡＴ１ 呈淡黄至棕黄色，癌旁组

织中不着色或呈微弱着色（图 １Ａ），ＮＳＣＬＣ 中呈弥

漫、片状分布（图 １Ｂ），ＮＳＣＬＣ 中 ＳＮＡＴ１ 阳性表达率

为 ５３􀆰 １％（５２ ／ ９８）。
２􀆰 ２　 ＳＮＡＴ１ 与临床病理特征的关系　 ＳＮＡＴ１ 表达

与性别、年龄无关，而与淋巴结转移、分期和分化程

度有关（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。

表 １　 ＳＮＡＴ１ 与 ＮＳＣＬＣ 临床病理特征之间的关系

［例（％）］
临床病理参数 ｎ ＳＮＡＴ１＋ χ２ Ｐ
年龄（岁） ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ８４９
　 ≤６０ ５０ ２７（５４􀆰 ０）
　 ＞６０ ４８ ２５（５２􀆰 １）
性别 ３􀆰 ４４６ ０􀆰 ０６３
　 男 ７０ ３３（４７􀆰 １）
　 女 ２８ １９（６７􀆰 ９）
淋巴结转移 ４􀆰 ６６６ ０􀆰 ０３１
　 无 ３０ １１（３０􀆰 ６）
　 有 ６８ ４１（６０􀆰 ３）
组织学分型 １􀆰 ５７３ ０􀆰 ２１
　 腺癌 ８５ ４３（５０􀆰 ６）
　 鳞癌 １３ ９（６９􀆰 ２）
分化程度 ６􀆰 １４２ ０􀆰 ０１３
　 高、中 ７４ ３４（４５􀆰 ９）
　 低、未 ２４ １８（７５􀆰 ０）
ＴＮＭ 分期 ６􀆰 ５６２ ０􀆰 ０１
　 Ⅰ ／ Ⅱ １４ ３（２１􀆰 ４）
　 Ⅲ ／ Ⅳ ８４ ４９（５８􀆰 ３）
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Ａ：癌旁组织阴性表达；Ｂ：癌组织阳性表达

图 １　 ＳＮＡＴ１ 在 ＮＳＣＬＣ 和癌旁组织中的表达（ＳＰ
×４０、×４００）

２􀆰 ３　 生存分析 　 单因素分析显示，ＳＮＡＴ１ 阳性表

达患者的中位总生存时间为 ２３􀆰 ３ 个月，阴性患者为

４０􀆰 ５ 个月（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 此外，组织分化程度（高、中
分化 ｖｓ．低、未分化：３５ ｖｓ．２１ 个月， Ｐ ＝ ０􀆰 ０１）、淋巴

结转移（有 ｖｓ．无：２８􀆰 ５ｖｓ． ３９􀆰 ３ 个月， Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１）和

ＴＮＭ 分期（Ⅰ ／ Ⅱ ｖｓ． Ⅲ／Ⅳ：５２􀆰 ４ ｖｓ． ２８􀆰 ２ 个月， Ｐ＜
０􀆰 ００１）也与 ＮＳＣＬＣ 患者的预后相关。 Ｃｏｘ 多因素

分析显示，分化程度和 ＴＮＭ 分期是判断 ＮＳＣＬＣ 患

者预后的独立因素。 见表 ２、图 ２。
２􀆰 ４　 ＳＮＡＴ１ 表达下降对肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖的影

响　 Ａ５４９ 细胞转染 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 质粒后，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＳＮＡＴ１ 表达下降。 ＭＴＴ 法检测 ２４、４８ 和

表 ２　 影响 ＮＳＣＬＣ 预后的 Ｃｏｘ 多因素分析

因素 Ｂ ＲＲ（９５􀆰 ０％ＣＩ） Ｐ
淋巴结转移 －０􀆰 ２３ ０􀆰 ８０（０􀆰 ４４～１􀆰 ４５） ０􀆰 ４６
分化程度 －０􀆰 ６０ ０􀆰 ５５（０􀆰 ３０～０􀆰 ９９） ０􀆰 ０５
ＴＮＭ 分期 －１􀆰 ９９ ０􀆰 １４（０􀆰 ０３～０􀆰 ５８） ０􀆰 ０１
ＳＮＡＴ１ 表达 －０􀆰 ４５ ０􀆰 ６４（０􀆰 ３６～１􀆰 １２） ０􀆰 １２

图 ２　 不同 ＳＮＡＴ１ 表达患者的生存时间

７２ｈ 转染后 Ａ５４９ 细胞的增殖情况发现，ＳＮＡＴ１ 能够

明显抑制肺癌细胞的增殖。 克隆形成实验显示，转
染 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 的 Ａ５４９ 细胞的克隆形成能力较对照

组下降约 ４０％。 见图 ３。

Ａ：转染组和对照组的 ＳＮＡＴ１ 蛋白表达；Ｂ：转染组和对照组的细胞增殖情况；Ｃ：转染组和对照组的克隆形成率

图 ３　 下调 ＳＮＡＴ１ 表达对肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖及克隆能力的影响

３　 讨　 论

近年来研究显示，氨基酸转运子在许多生命活

动，如能量代谢、解毒、神经递质传输和哺乳动物细

胞恶性转化中发挥了重要作用。 在恶性肿瘤研究

中，对 Ｌ 型氨基酸转运载体（ＬＡＴ）的研究较为深入。
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ＬＡＴ 家族包括 ＬＡＴ１、ＬＡＴ２、ＬＡＴ３ 和 ＬＡＴ４，目前研

究较多的是 Ｌ 型氨基酸转运载体 １（ＬＡＴ１）。 ＬＡＴ１
是 Ｎａ＋ 非依赖型载体，主要转运大分子中性氨基

酸［２］。 其在大脑、肝脏、骨髓等组织和癌细胞中大

量表达［３］。 研究表明，ＬＡＴ１ 对恶性肿瘤增殖具有

重要的作用［１，４］。 ＬＡＴ１ 在多种实体瘤，如卵巢癌、
ＮＳＣＬＣ 中高表达，且与肿瘤恶性生物学行为和预后

相关［５］。 系统 Ａ 氨基酸转运子（ｓｙｓｔｅｍ Ａ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）在恶性肿瘤的研究较少，但研究显示其

在胶质瘤、肝癌和胆管癌中表达升高［５⁃７］。
系统 Ａ 氨基酸转运子有 ３ 个成员，其中 ＳＮＡＴ１

（ＡＴＡ１ ／ ＳＬＣ３８Ａ１）与肿瘤更为密切，本研究首次系

统检测了 ＳＮＡＴ１ 蛋白在国人 ＮＳＣＬＣ 中表达情况，
并分析了其与预后关系。 正常组织中 ＳＮＡＴ１ 基本

不表达或呈微弱表达，而 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＳＮＡＴ１ 蛋

白表达显著升高，阳性表达率为 ５３􀆰 １％。 进一步分

析发现，ＳＮＡＴ１ 表达与肿瘤的恶性生物学行为密切

相关。 淋巴结转移和 ＴＮＭ 分期反映了疾病的侵袭

性和进展程度，本研究显示伴淋巴结转移的 ＮＳＣＬＣ
患者中 ＳＮＡＴ１ 的阳性表达率为 ７１􀆰 ２％，显著高于无

淋巴结转移患者的 ５３􀆰 １％。 此外，随病程进展，
ＳＮＡＴ１ 表达逐步升高，Ⅲ和Ⅳ期中 ＳＮＡＴ１ 阳性表达

率高达 ５８􀆰 ３％，而Ⅰ和Ⅱ期为 ２１􀆰 ４％。 结果与 Ｙｕ
等［７］在胆管癌中的研究较为一致，正常胆管上皮中

ＳＮＡＴ１ 无表达，而肿瘤组织中的表达率为 ４４􀆰 ９％，
且其过表达与淋巴结转移相关。 上述研究表明

ＳＮＡＴ１ 的异常活化参与了 ＮＳＣＬＣ 的发生和进展。
Ｙｕ 等［７］ 研究显示，ＳＮＡＴ１ 过表达的胆管癌患

者更易复发，预后差。 本研究单因素生存分析显示

ＳＮＡＴ１ 阳性表达的 ＮＳＣＬＣ 患者的总生存期＜２ 年，
而阴性表达患者 ＞ ３ 年，但 Ｃｏｘ 多因素分析显示

ＳＮＡＴ１ 不是影响预后的独立因素。 考虑许多因素

影响肺癌患者的预后，例如患者的机体状态、手术

和病理等因素，以及一些分子生物学标志物［８⁃１０］，因
而，判断 ＳＮＡＴ１ 能否应用于临床还需要大样本前瞻

性研究加以验证，并结合其他影响肺癌患者预后的

因素进行综合判断。
为了进一步验证 ＳＮＡＴ１ 在肺癌发生过程中的

重要性，我们通过 ｓｈ⁃ＳＮＡＴ１ 质粒转染肺癌 Ａ５４９ 细

胞，发现转染组 ＳＮＡＴ１ 表达下降，转染组 Ａ５４９ 细胞

的增殖能力明显下降，同时克隆形成能力也受到了

显著抑制，提示 ＳＮＡＴ１ 参与了肺癌细胞的增殖。 这

一结果与 Ｋｏｎｄｏｈ 等［４］ 在肝癌中的研究类似，下调

ＳＮＡＴ１ 的表达能够部分抑制肝癌细胞的增殖。 由

此表明，ＳＮＡＴ１ 很可能参与了 ＮＳＣＬＣ 的发生和发

展，是肺癌潜在的治疗靶点。
综上所述，ＳＮＡＴ１ 与 ＮＳＣＬＣ 的淋巴结转移、疾

病进展和预后显著相关，并影响肺癌 Ａ５４９ 细胞的

增殖能力，提示 ＳＮＡＴ１ 在 ＮＳＣＬＣ 的发生和发展中

起到了重要作用，但具体作用机制还有待于进一步

研究。
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