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"摘要#
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目的
!

验证
T)<%

绑定组件
#

!

TT)#

$基因表达与肺鳞状细胞癌!

<W;)

$术后生存时间的相关性#探究其分子机制%

方法
!

利用实时荧光定量
Q)5

!

S

5*2Q)5

$技术检测
TT)#

基因在
#"

例
<W;)

患者肿瘤组织标本内的表达#并对患者进行随访#

收集临床生存资料%使用
VA

O

DA12=F-FE

法结合
D,

I

EA1_

检验进行生存分析#使用
)YZ

比例风险模型进行多因素生存分析%在

9):2̂ %%'

细胞系内过表达
TT)#

基因#利用噻唑蓝!

=**

$法及流式细胞术检测其表达对细胞增殖及凋亡的影响%结果
!

TT)#

的表达与肿瘤是否转移!

%X&.77'

#

$X&.&%#

$&肿瘤大小!

%X&.7#%

#

$X&.&4%

$&

*

分期!

%X&.77!

#

$X&.&%!

$及
*9=

分期!

%X

&.7%4

#

$X&.&4(

$明显相关%

VA

O

DA12=F-FE

法结合
D,

I

EA1_

检验发现
TT)#

表达与患者生存时间明显相关#

TT)#

高表达者生存

时间明显高于
TT)#

低表达者!

!

%

X(.74%

#

$X&.&&'

$%

)YZ

比例风险模型分析发现#肿瘤是否转移&肿瘤
*

分期&

*9=

分期及

TT)#

表达均独立且明显影响患者的生存时间!

$

%

&.&7

$%重组
TT)#

质粒组凋亡细胞比例明显高于对照组与空载质粒组#差异

均有统计学意义!

$

%
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$%结论
!

TT)#

基因表达可抑制肿瘤细胞增殖&促进凋亡#与
<W;)

预后具有明显相关性#可能作为判

别
<W;)

术后生存预测的的潜在辅助性分子标志物%
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肺癌是当今世界对人类健康与生命危害最大的恶性肿瘤

之一#肺癌因其早期不易被发现并且对化疗和放疗常产生耐

药#故病死率高+

!

,

%其中肺鳞状细胞癌!

DC1

I

0

S

CA?,C0BFDD

BAEB-1,?A

#

<W;)

"占所有非小细胞肺癌!

1,120?ADDBFDDDC1

I

BA1BFE0

#

9;)<)

"的
3&>

以上#是最常见的肺癌类型%目前#

<W;)

发生$发展的分子机制研究已有大量的积累#但由于缺

少准确的预后分子标志物或指标#患者的
7

年生存率仍然处于

非常低的水平+

%2#

,

%生物芯片$高通量测序及蛋白质谱等高通

量生物技术的迅速发展#为快速有效地寻找
<W;)

的早期预

后分子标志物提供了新的视角与方向+

!

#

423

,

%目前#已有部分

研究通过高通量技术#发现了一些潜在的分子标志物#例如(表

皮生长因子受体!

M8N5

"

+

"

,

$核苷酸剪切修复复合体!

M5))!

"

的
7c

核酸内切酶+

!&

,

$原癌基因
V-E0GF125,C0

肉瘤病毒!

V2

EA0

"

+

!!

,

$核糖核苷酸还原酶的调节亚基!

55=!

"

+

!%

,

%但又陆

续有研究发现#这些标志物的预测准确性及与
<W;)

的功能

相关性都有限#且缺少多中心$大样本研究的验证+

!#2!4

,

%因此#

!#'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期

#

基金项目(重庆市科委一般项目!

B0GB%&!'

/

B

P/

6&#4#

"*重庆市卫生局科研面上项目!

%&!7=;Z=&73

"*重庆市永川区自然科学基金!

fB0GB

#

%&!71B7&&4

"*重庆医科大学附属永川医院院内课题!

fdhj9%&!7%"

#

fd;):%&!7&4

"%

!

作者简介(李超!

!"3&$

"#主治医师#硕士#主要从事胸部

肿瘤的基础与临床研究%

!

$
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通信作者(
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%



在本课题组的前期工作中#利用公共数据库中收集得到的大量

<W;)

组织标本表达谱数据及临床生存资料数据#结合生物信

息学分析发现了
7

个潜在的
<W;)

预后相关的基因%其中

T)<%

绑定组件
#

!

T)<%\-1+-1

I

B,?

O

,1F1G#

#

TT)#

"还未有研

究发现其与
<W;)

的关系+

!7

,

%本研究中收集
#"

例患者

<W;)

组织标本及相关的临床生存资料#并检测
TT)#

基因的

表达情况#进一步验证
TT)#

基因与
<W;)

预后的相关性%同

时#研究
TT)#

基因与癌细胞增殖与凋亡的分子机制#评估其

作为
<W;)

预后分子诊断标志物的潜力%

!

!

资料与方法

!.!

!

一般资料
!

<W;)

组织标本均取自重庆医科大学附属永

川医院
%&!&$%&!%

年手术切除的
<W;)

组织#患者共
#"

例#

男
%3

例#女
!!

例*年龄
#4

"

(%

岁*有吸烟史者
%'

例#无吸烟

史者
!#

例*

%%

例肿瘤发生转移#

!(

例未转移*肿瘤大于或等于

#B?

者
%!

例#

%

#B?

者
!3

例*

*

分期
&

期
%&

例#

!

期
3

例#

&

期
!!

例*

*9=

分期
!

期
!#

例#

&

期
!%

例#

'

期
!4

例*癌胚

抗原!

)M6

"水平高
%%

例#正常
!(

例*术后
!&

例行化疗#

%"

例

未行化疗%所有标本均在离体后
#&?-1

内液氮速冻#并于
$

3&b

冰箱保存%术后跟踪随访患者至
%&!7

年
'

月#记录死亡

时间与病例#每
#

个月随访
!

次#每次详细记录患者的一般体

征及相关检查结果#以手术时间为生存起始时间#以随访结束

时间为终止时间#随访时间均大于
#

年#对于非肿瘤原因导致

的死亡视为.存活/#随访截止时有
%&

人死亡%

!."

!

方法

!.".!

!

细胞培养与基因过表达试验
!

人肺癌
9):2̂ %%'

细胞

购自中国科学院细胞库!货号(

*)̂ C%#7

"%常规培养#接种至

'

孔板#待细胞生长平铺约
'&>

"

3&>

#按照
D-

O

,KFBGA?-1F

%&&&

*=试剂盒!美国
:1@-GE,

I

F1

公司"说明书进行转染#经检测

无突变的重组质粒加入量为
4

)

I

)

<

#转染细胞后加入
!&&

?<

)

<

胎牛血清
!'4&

培养液!上海远慕生物科技有限公司"#

于
#(b

$

7>)Y

%

条件下培养细胞
43H

#挑取单克隆集落逐步

扩增后传代培养#以
%&&

)

I

)

?<84!3

维持%试验设
#

个组#

分别为无转染空白细胞对照!

9):2̂ %%'

"组#空载质粒转染细

胞对照!

9):2̂ %%'2

O

BU96#.!

"组及重组
TT)#

质粒试验

!

9):2̂ %%'2

O

BU96#.!2TT)#

"组%利用蛋白质印迹法!

F̀0G2

FE1\D,GG-1

I

"检测
TT)#

基因的表达%

!."."

!

实时荧光定量
Q)5

!

S

5*2Q)5

"

!

利用
*5:h,D

试剂盒

!美国
:1@-GE,

I

F1

公司"提取细胞总
596

#具体步骤参考试剂

盒说明%采用
;fT58EFF1

法检测
TT)#

基因的表达%采用

!&.&&

)

<6T:

体系#包括单链
BU96!.&&

)

<

#

;fT58EFF1

5FAD2G-?FQ)5=A0GFE=-R7.&&

)

<

#上游引物和下游引物各

&.47

)

<

!

!

)

?,D

)

<

"#再加去离子水
#.!&

)

<

%采用
6T:

;GF

O

,1F

S

5*2Q)5

仪检测%

Q)5

循环参数(

"7b'&0

#

"7b

!70

#

'&b!70

#

(%b#70

#共
4&

个循环%以
+

2ABG-1

基因作为

内参照进行
Q)5

#用计算机软件!

;GF

O

Y1F

*=

;,KGJAEF@#.&

"分

析各反应的荧光强度得出反应的循环阈值!

B

P

BDFGHEF0H,D+

#

)G

"%使用比较
)G

值法计算目的基因的相对表达水平%引物

信息见表
!

%

表
!

!!

Q)5

引物

基因 引物 序列!

7c2#c

"

TT)#

正向引物
8))686***8*8686)668688

反向引物
)688)6))*66**888)*)

+

2ABG-1

正向引物
)6*8*6)8**8)*6*))688)

反向引物
)*))**66*8*)6)8)6)86*

!.".B

!

F̀0GFE1\D,GG-1

I!

收集细胞#加入细胞裂解液#提取总

蛋白%采用二喹啉甲酸!

T)6

"法进行蛋白定量%十二烷基硫

酸钠
2

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

;U;2Q68M

"后将蛋白转至聚偏氟

乙烯!

QLUN

"膜#在
7>

牛血清清蛋白!

T;6

"溶液中室温孵育
!

H

以封闭膜上的非特异结合%

*E-0

缓冲生理盐水)吐温!

*T;

)

*

"洗膜
#

次#每次
7?-1

%封闭过的膜加入一级抗体!

);*

#货

号(

4"('

#

!a!&&&

稀释"

4b

过夜#抗原抗体结合%

*T;

)

*

洗

膜
#

次#每次
7?-1

%加入辣根过氧化物酶!

5̂Q

"标记的二级

抗体!

);*

#货号(

(4'(

#

!a#&&&

稀释"以结合一级抗体及

5̂Q

标记的抗生物素抗体以结合分子量标准#室温孵育膜

!H

%

*T;

)

*

洗膜
#

次#每次
7?-1

%加入化学发光底物发光#

用凝胶成像系统!美国
)HF?-DC?-1F02BF1BF-?A

I

-1

I

0

P

0GF?

"扫

描图像#

:?A

I

Fd

分析软件将图片上每个特异条带灰度数值化#

统计
TT)#

蛋白与
+

2ABG-1

吸光度!

C

"值比值%

!.".C

!

噻唑蓝!

=**

"比色法
!

收集对数期细胞#调整细胞悬

液浓度约
7e!&

4

)

?<

#接种于
"'

孔板#每孔加入
!&&

)

<

#培养

箱中培养至细胞单层铺满孔底%共设置
#

组(对照组#空载质

粒组#重组
TT)#

质粒组#每组设
#

个复孔%培养
%4H

后#倒置

显微镜下观察%每孔加入
%&

)

< =**

溶液!

7?

I

)

?<

#即

&.7> =**

"#继续培养
4H

#

%&&&E

)

?-1

离心
"'

孔板#利用虹

吸原理弃去培养液%每孔加入
!7&

)

<

二甲基亚砜#置摇床上

振荡
!&?-1

%在酶标仪
4"&1?

波长处测量各孔
C

值%

!.".D

!

流式细胞术
!

#

组细胞!对照组$质粒组$重组
TT)#

质

粒组"取对数生长期细胞以
!e!&

7

)孔接种于
"'

孔板中#每孔

%?<

体系#待细胞贴壁后换液%

#

组均设
#

个复孔#继续培养

%4H

后#消化收集细胞!包括上清中的细胞"#磷酸盐缓冲液

!

QT;

"洗涤
%

遍#弃去上清液#加入
7

)

<

磷脂结合蛋白
L

!

612

1FR-1L

"和
!

)

<

碘化丙啶!

Q:

"做标记#避光
!7?-1

#再加入

!eTCKKFE4&&

)

<

#上机检测%

!.B

!

统计学处理
!

采用
;Q;;!(.&

统计软件进行统计分析#

使用
;

O

FE?A1

等级相关分析
TT)#

基因表达与各临床指标间

的相关性#使用
VA

O

DA12=F-FE

法进行生存分析#使用
D,

I

EA1_

检验分析单因素预后显著性#使用
)YZ

比例风险模型进行多

因素生存分析%采用
;GC+F1G0c7

检验计算不同组间的差异%

检验水准
#

X&.&7

#以
$

%

&.&7

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

TT)#

基因表达与临床资料及
<W;)

预后的相关性
!

TT)#

的表达与肿瘤是否转移!

%X&.77'

#

$X&.&%#

"$肿瘤大

小!

%X&.7#%

#

$X&.&4%

"$

*

分期!

%X&.77!

#

$X&.&%!

"及

*9=

分期!

%X&.7%4

#

$X&.&4(

"明显相关#与年龄!

%X

&.%#!

#

$X&.4'(

"$性别!

%X&.%!7

#

$X&.'#%

"$吸烟史!

%X

&.#!#

#

$X&.!"(

"$

)M6

水平!

%X&.#%%

#

$X&.!%4

"$术后是否

化疗!

%X&.#&4

#

$X&.%%'

"无明显相关性#见表
%

%以
#"

份组

织标本
TT)#

基因表达水平的中位数为界#分为
TT)#

高表达

者!

!(

例"与
TT)#

低表达者!

%%

例"%使用
VA

O

DA12=F-FE

法绘

制
<W;)

患者的生存曲线#见图
!

*同时利用
D,

I

EA1_

检验分

析
TT)#

表达与生存时间的相关性#结果显示二者明显相关#

其中
TT)#

高表达者生存时间明显高于
TT)#

低表达者#差异

有统计学意义!

!

%

X(.74%

#

$X&.&&'

"%

"."

!

多因素分析生存时间的影响因素
!

本研究使用
)YZ

比

例风险模型对可能影响患者生存时间的多种临床资料进行多

因素分析#结果发现#肿瘤是否转移$肿瘤
*

分期$

*9=

分期

及
TT)#

表达均独立且明显影响患者的生存时间#见表
#

%

".B

!

TT)#

对细胞增殖的影响
!

F̀0GFE1\D,GG-1

I

检测
#

组细

胞中
TT)#

基因表达情况见图
%6

%重组
TT)#

质粒组中
TT)#

表达明显升高!

$

%

&.&7

"#而对照组与空载质粒组比较#差异

%#'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



无统计学意义!

$

&

&&7

"#

TT)#

基因的过表达试验有效%采用

=**

法检测
TT)#

表达对细胞增殖能力的影响#结果发现#与

对照组相比#空载质粒组细胞存活率为
!&3>

#重组
TT)#

质粒

组降低到
(4>

*重组
TT)#

质粒组与对照组及空载质粒组比

较#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"#见图
%T

%

表
%

!!

患者临床资料与
TT)#

表达相关性

临床资料
( % $

年龄!岁"

&.%#! &.4'(

!%

'& !4

!'

'& %7

性别
&.%!7 &.'#%

!

男
%3

!

女
!!

吸烟史
&.#!# &.!"(

!

是
%'

!

否
!#

是否转移
&.77' &.&%#

!

是
%%

!

否
!(

肿瘤大小!

B?

"

&.7#% &.&4%

!&

# %!

!%

# !3

*

分期
&.77! &.&%!

!

& %&

!!

3

!&

!!

*9=

分期
&.7%4 &.&4(

!!

!(

!&

!%

!'

!4

)M6

水平
&.#%% &.!%4

!

高
%%

!

正常
!(

术后化疗
&.#&4 &.%%'

!

是
!&

!

否
%"

图
!

!!

TT)#

高表达与低表达患者的生存曲线

".C

!

TT)#

对细胞凋亡的影响
!

利用流式细胞术检测
#

组细

胞的凋亡#对照组$空载质粒组$重组
TT)#

质粒组细胞的凋亡

率分别为!

7!.%3i'.%#

"

>

$!

74.#4i7.4'

"

>

及!

(7.&3i

'.%4

"

>

#其中重组
TT)#

质粒组凋亡细胞比例明显高于其他

两组#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"*而对照组与空载质粒

组比较#差异无统计学意义!

$

&

&.&7

"#见图
#

$表
4

%

表
#

!!

影响生存时间的多因素分析

变量
DG

!

"7>BK

"

ÀD+

!

%

$

年龄
!.7'%

!

&.(#'

"

%.&7'

"

!.%## &.#7'

性别
&.'"3

!

&.%'7

"

!.&(3

"

&."%# &.%#4

吸烟史
!.%#4

!

&.3"#

"

!.'(!

"

#.%47 &.!3"

是否转移
%.#!#

!

!.'#%

"

%.347

"

7.'3! &.&#7

肿瘤大小
!.'"(

!

!.&"4

"

%.!!#

"

%.%%! &.&"!

*

分期
%.!#4

!

!.'(4

"

%.("4

"

4.#"% &.&%"

*9=

分期
%.4('

!

!.(#4

"

%.""%

"

4.7%3 &.&%'

)M6

水平
!.&!7

!

&.'#4

"

!.743

"

!.!!# &.7!7

术后化疗
&.'#4

!

&.%74

"

&."34

"

&.("% &.#('

TT)#

表达
&.%#'

!

&.!!%

"

&.43'

"

3.%#7 &.&&'

!!

DG

(风险比

!!

6

(

F̀0GFE1\D,GG-1

I

检测
#

组细胞内
TT)#

表达*

T

(

=**

法检测

#

组细胞的增殖能力*

#

(

$

%

&.&7

#与空载质粒组比较

图
%

!!

#

组细胞内
TT)#

的表达及细胞增殖能力

图
#

!!

流式细胞术检测
#

组细胞凋亡

表
4

!!

TT)#

表达对细胞凋亡的影响$

>

&

组别
W< W5 << <5

对照组
&.!# %4.#! 43.7" %'."(

空载质粒组
&.!3 %'.!3 47.43 %3.!'

重组
TT)#

质粒组
!.%! %3.7" %#.(! 4'.4"

!!

W<

(左上角!单核细胞"*

<<

(左下角!活细胞"*

W5

(右上角!坏死

及末期凋亡细胞"*

<5

(右下角!早期凋亡细胞"

B

!

讨
!!

论

传统利用高通量技术筛选肿瘤标志物的技术手段#往往只

单纯地分析所有基因的表达情况!转录组学研究"#筛选出在不

同组间表达存在明显差异的基因%而后再扩大样本量检测某

些候选标志基因的表达#进一步验证其分型的准确性和稳定

##'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



性%而区别于传统的高通量技术筛选肿瘤标志物的方式#在本

课题组的前期工作中#不仅仅考虑基因在不同组间的表达差异

情况!

),R

生存分析"#同时#还进一步整合了基因间的调控关

系信息!

*N

调控基因集"$基因与其他分子间的调控关系信息

!

?-596

靶向基因集"及基因本身的生物学功能信息!

8Y

功

能数据集"%最终利用基因表达信息!转录组"结合以上
#

种其

他层面的分子信息综合分析筛选#最后得到更具有生物学代表

性的候选分子标志物#其中包括了
TT)#

+

!7

,

%而本研究即通过

收集
<W;)

患者组织标本#针对前期工作得到的
TT)#

基因进

行进一步的试验验证#然后利用
VA

O

DA12=F-FE

法及
),R

比例

风险分析发现#

TT)#

基因的表达确实与
<W;)

患者的临床生

存时间明显相关%

为了进一步探究
TT)#

基因在肿瘤预后中可能的分子机

制#本研究进一步对
TT)#

在
9):2%%'

细胞内进行过表达试

验#然后检测
TT)#

的表达对细胞增殖及凋亡能力的影响#结

果发现#

TT)#

的高表达可以抑制细胞的增殖并促进细胞凋

亡%由此认为#在
<W;)

的发展过程中#

TT)#

基因参与细胞

凋亡通路#是影响
<W;)

生存时间的关键机制%同时#

TT)#

基因本身也是一个经典的促凋亡蛋白#属于
TBD%

蛋白家族成

员#可与其他
TBD%

蛋白家族成员结合并诱导线粒体功能紊乱#

同时激活!

)A0

O

A0F

"凋亡途径+

!'

,

%另还有研究发现#其在细胞

自噬过程中也起到重要作用+

!(

,

%因
TT)#

在凋亡过程中的重

要作用#有研究认为其可能成为肿瘤治疗的一个关键性靶点蛋

白%目前已有研究证明#

TT)#

与胰腺导管腺癌预后明显相

关#其在生存时间长的患者肿瘤组织内明显高表达+

!3

,

%但目

前尚缺乏研究证明其与
<W;)

发生$发展相关%而本研究发

现
TT)#

基因的表达确实与
<W;)

患者的临床生存时间呈明

显负相关%笔者认为其分子机制可能是#

TT)#

在
<W;)

组织

中高表达#可促进肿瘤细胞的凋亡#有效降低术后
<W;)

肿瘤

的复发能力%因此#笔者认为
TT)#

的表达高低可以作为

<W;)

预后的分子标志物#并可与其他预后相关的临床资料相

联合对
<W;)

的预后进行判断%

但是#受限于目前临床样本量#

TT)#

在临床预后上的诊

断价值还需要更大样本及更长随访时间的研究%同时#笔者认

为疾病分子标志物的真正确立#不仅需要在统计学上证明其疾

病分类的准确性和稳定性#还需要通过进一步的试验探究其在

疾病发生过程中的具体机制#从生物学上证明其切实有效#且

可作为疾病的分子标志物用于临床检验%因此#针对
TT)#

基

因在
<W;)

组织中的具体分子机制研究#尤其是参与的上下

游基因调控通路#将是本课题组下一步的重点工作%
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