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　　摘　要：目的　探讨星形肢质细胞上调基因１（ＡＥＧ１）在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中的表达及其临床病理意义。方法　采用

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＮＳＣＬＣ和癌旁组织中ＡＥＧ１的表达，进一步用免疫组织化学的方法检测８７例ＮＳＣＬＣ组织

和５４例非癌肺组织中ＡＥＧ１的表达。结果　ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明ＡＥＧ１在ＮＳＣＬＣ中表达水平高于相应癌旁组织，免

疫组织化学结果表明ＮＳＣＬＣ组织中ＡＥＧ１的高表达率为５２．９％，显著高于非癌肺组织中的２９．６％，两者之间差异有统计学意

义（犘＝０．００７）；ＡＥＧ１表达强度与肿瘤Ｔ、Ｎ分期呈正相关（犘＜０．０５）。结论　ＡＥＧ１在 ＮＳＣＬＣ中表达增高，有望作为诊断

ＮＳＣＬＣ的生物标记物。
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　　肺癌是最常见的呼吸道道恶性肿瘤，在新诊断的恶性肿瘤

中，约１５％的患者是肺癌，而非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）是最常见

的肺癌病理类型，约占８０％
［１２］。ＮＳＣＬＣ以手术治疗联合放

疗、化疗和分子靶向治疗的综合治疗为主。随着治疗手段的发

展，肺癌疗效有所提高，但５年生存率仍不足２０％
［１］。目前，

ＮＳＣＬＣ发病的分子机制仍不完全明确。因此，探讨 ＮＳＣＬＣ

发病的分子机制，寻找 ＮＳＣＬＣ治疗的新的分子靶点，将为研

究ＮＳＣＬＣ发病机制和治疗提供新的思路。有研究表明，星形

肢质细胞上调基因１（ＡＥＧ１）在多系统肿瘤中普遍高表达，其

中肺癌组织较癌旁组织表达明显升高［３］。因此，本文通过检测

ＮＳＣＬＣ组织和非癌肺组织中 ＡＥＧ１的表达，探讨 ＡＥＧ１在

ＮＳＣＬＣ发病过程中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有肺癌组织及癌旁组织标本均来自本院

２００６～２０１１年外科手术切除的组织标本，共８７例，其中女２３

例，男６４例，年龄３１～７７岁，中位年龄５９岁，所有肿瘤均根据

《全国肺癌病理研究统一规范》进行了组织病理学分类［４］；非癌

肺组织芯片购自陕西超英生物有限公司，包括１０例炎性假瘤，

２０例炎症，１８例癌旁组织和６例尸检正常肺组织，所有组织均

经病理证实。肺癌标本均用１０％甲醛固定，常规脱水，石蜡包

埋，做厚４μｍ的连续切片。

１．２　试剂　Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳＹＢＲ? Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔ
? ＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）购自ＴＡＫＡＲＡ公

司，蛋白提取试剂盒购自凯基公生物公司（ＫｅｙＧＥＮ），蛋白浓

度ＢＣＡ试剂盒购自碧云天生物公司，鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗

体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＡＥＧ１兔抗人多克隆抗体购自ａｂｃａｍ

公司（编号ａｂ７６７４２），ＨＲＰ标记二抗工作液和ＤＡＢ试剂盒购

自Ｄａｋｏ公司（编号ｋ５００７）。

１．３　方法

１．３．１　组织总ＲＮＡ提取　收集组织，液氮研磨至粉末状，加

入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）溶液，吹打混匀，使细胞充分裂解，

静置５ｍｉｎ；加入２００μＬ氯仿，剧烈振荡混匀３０ｓ，使水相和有

机相充分接触，室温静置１５ｍｉｎ；４℃下，１００００×ｇ离心１５

ｍｉｎ，可见分为３层，ＲＮＡ在上层水相，移至另一个新的ＲＮａｓｅ

ｆｒｅｅＥＰ管；加入０．５ｍＬ异丙醇，轻柔地充分混匀，室温静置

１０ｍｉｎ；４℃下，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集ＲＮＡ沉淀，去上

清；用７５％乙醇洗涤２次，超净台风干；加入１５～６０μＬ焦碳酸

二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解沉淀。
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１．３．２　逆转录和荧光定量ＰＣＲ　按试剂盒操作说明书进行

逆转录和荧光定量ＰＣＲ实验。ＲＴ引物由试剂盒提供，ＰＣＲ

引物如下，ＧＡＰＤＨ：上游引物为５′ＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＧＴＣＣＴ

ＴＴＣＧＴ３′，下游引物为５′ＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴ

ＴＧ３′；ＡＥＧ１：上游引物为５′ＧＧＣ ＡＡＴ ＴＧＧ ＧＴＡ ＧＡＣ

ＧＡＡＧＡ３′，下游引物为５′ＣＣＴＧＴＴＴＴＧＧＡＣＧＧＧＴＴＴ

ＴＡ３′。相对定量按如下方法计算：首先计算 ΔＣｔ［ΔＣｔ＝Ｃｔ

（ＡＥＧ１）－Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ）］，然后用２ΔΔＣｔ表示各个组织样本的

相对定量，其中ΔΔＣｔ＝ ΔＣｔ（待测样本）－ΔＣｔ（参照样本），以

每个患者的癌旁组织作为参照样本。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

１．３．３．１　蛋白质提取　收集细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２

次，加入细胞组织快速裂解液（ＲＩＰＡ）（１×ＰＢＳ，１％ ＮＰ４０，

０．１％ＳＤＳ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％去氧胆酸钠，１ｍｍｏｌ／Ｌ原

钒酸钠），冰上孵育３０ｍｉｎ，超声波粉碎３０ｓ，４℃１２０００×ｇ离

心２０ｍｉｎ，将上清液移至一新的Ｅｐ管中。

１．３．３．２　蛋白质浓度测定　采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质浓

度。首先配制１ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ溶液、４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ溶液及

Ｂｒａｄｆｏｒｄ工作液，绘制标准曲线，用４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ溶液稀释

待测蛋白质，测定 Ａ５９５平均值，根据标准曲线，计算蛋白质

浓度。

１．３．３．３　蛋白质凝胶电泳　配制８％聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离胶和５％ＳＤＳＰＡＧＥ积层胶，取２０μｇ蛋白

质，与２×ＳＤＳ上样缓冲液１∶１混合，沸水煮１０ｍｉｎ，置冰上２

ｍｉｎ，加样、电泳，积层胶恒压７０Ｖ，分离胶恒压１００Ｖ。

１．３．３．４　电转移　拆卸凝胶夹层，根据蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ所指示

的条带位置，切下目的条带，聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜甲醇浸泡１

ｍｉｎ，转移缓冲液（甘氨酸１４．４１３４４ｇ、Ｔｒｉｓ碱３．０２７５０ｇ、甲醇

１００ｍＬ、补水至１０００ｍＬ）浸泡１５ｍｉｎ，在转移盒中组装转印夹

层，用ＢｉｏＲａｄ微型电转移系统１００ｍＡ电转移，直至相应的

Ｍａｒｋｅｒ转移至ＰＶＤＦ膜上，取出ＰＶＤＦ膜，甲醇浸泡１ｍｉｎ，晾

干１５ｍｉｎ。

１．３．３．５　免疫杂交　ＰＶＤＦ膜甲醇浸泡１ｍｉｎ后，放入装有

封闭液（含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ）的平皿中，室温孵育１ｈ，倒

去封闭液，加入兔抗人多克隆抗体 ＡＥＧ１抗体（１∶４００稀释）

和鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶５００稀释），４℃孵育过夜，２５ｍＬ

ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的

抗兔、抗鼠二抗（１∶４０００稀释）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，２５

ｍＬ×５ｍｉｎ。

１．３．３．６　化学发光检测　膜稍滴干后加入化学发光试剂孵育

１ｍｉｎ，迅速用保鲜膜包好后置于暗盒内与ＫｏＤａｋＸ胶片贴在

一起曝光，曝光时间为１ｍｉｎ左右。Ｘ胶片经显影、定影后扫

描记录。

１．３．４　免疫组织化学染色法　将组织石蜡切片置于６５℃烤

箱中烤２ｈ，常规脱蜡至水，用蒸馏水洗２次。３％Ｈ２Ｏ２ 室温

孵育１５ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物酶的活性，蒸馏水冲洗，

ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ。高压抗原修复：将切片浸泡在枸橼酸盐缓冲

液中，用不锈钢压力锅进行抗原修复，待不锈钢压力锅喷气时，

计时２～３ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ×３次。滴加ＡＥＧ１兔抗人多

克隆抗（１∶４００），４℃孵育过夜；ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ×３次；滴加

ＨＲＰ标记二抗工作液５０μＬ，室温孵育６０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗，５

ｍｉｎ×３次；二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒显色，显微镜下

观察，用蒸馏水洗涤终止显色反应，苏木素复染，１％乙醇盐酸

分化，自来水返蓝，蒸馏水洗涤，脱水、透明、封片。

１．３．５　结果判定　ＡＥＧ１免疫组织化学阳性反应物分布于

细胞核周围的胞质，呈淡黄至褐黄色细小颗粒。每张切片随机

观察５个高倍镜视野（×４００），每个视野计数５００～１０００个细

胞。先根据阳性细胞所占的百分数计分：＜５％为０分，５％～

２５％为１分，２６％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，＞７５％为

４分；再根据阳性细胞着色程度计分：无着色为０分，淡黄色为

１分，棕黄色为２分，褐黄色为３分。将两者相乘所得的总分

进行结果判定，分别对应的４种表达强度，阴性：－（评分０～

１）、弱阳性：＋（评分２～４）、中度阳性：＋＋（评分５～８）和强

阳性：＋＋＋（评分９～１２）。定义－、＋为低表达，＋＋、

＋＋＋为高表达。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，癌旁

组织与肿瘤组织 ＡＥＧ１表达水平比较采用 χ
２ 检验，分析

ＡＥＧ１表达强度与个临床病理参数的相关性采用χ
２ 检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＥＧ１在 ＮＳＣＬＣ组织和癌旁组织中的表达　用 ＲＴ

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测了 ＡＥＧ１基因 ｍＲＮＡ和蛋白在

肺癌组织和癌旁组织中的表达水平。如图１所示，ＲＴＰＣＲ结

果表明，ＡＥＧ１基因ｍＲＮＡ在肺癌组织中表达水平高于相应

癌旁组织，在检测的１０对组织中，有７对呈高表达趋势；进一

步 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＡＥＧ１基因蛋白水平在肺癌组织中

的表达高于相应癌旁组织，见图２。

图１　　ＡＥＧ１基因ｍＲＮＡ在ＮＳＣＬＣ及癌旁

组织中的表达

图２　　ＡＥＧ１蛋白水平在ＮＳＣＬＣ（Ｃａ）和癌旁

组织（Ｎ）中的表达

２．２　ＡＥＧ１蛋白水平在ＮＳＣＬＣ组织和非癌肺组织中的表达

　采用免疫组织化学方法检测了８７例ＮＳＣＬＣ组织和５４例非

癌肺组织中 ＡＥＧ１基因的表达，结果如图３。ＡＥＧ１阳性表

达主要见于组织细胞胞质中，肺癌组织中 ＡＥＧ１蛋白水平的

表达明显强于非癌肺组织，在８７例肺癌组织中，ＡＥＧ１阳性

表达的有４６例（５２．９％），明显高于非癌肺组织的阳性表达率

（２９．６％），差异有统计学意义（犘＝０．００７），见表１。

２．３　ＡＥＧ１表达水平与 ＮＳＣＬＣ临床病理特征相关性　

ＡＥＧ１表达水平与肿瘤组织的 Ｔ分期和 Ｎ 分期呈正相关

（犘＜０．０５），Ｔ３～４期以 ＡＥＧ１高表达为主，达６９．０％，Ｔ１～２期
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高表达率只占４４．８％，两者差异有统计学意义（犘＝０．０３３）；

Ｎ２～３期患者 ＡＥＧ１高表达率为６７．７％，明显高于 Ｎ０～１期的

４４．６％，两者差异有统计学意义（犘＝０．０３９）。另外，ＡＥＧ１表

达水平与患者年龄、性别、肿瘤分化程度和有无远处转移没有

显著相关性（犘＞０．０５），见表２。

　　Ａ．癌旁肺组织；Ｂ．肺癌组织。

图３　　ＡＥＧ１基因在肺癌组织和癌旁组织中表达的

情况（×４００）

表１　　ＡＥＧ１在ＮＳＣＬＣ及非癌肺组织中

　　　表达的比较［狀（％）］

组织类型 狀
ＡＥＧ１表达水平

低表达 高表达
犘

肺癌组织 ８７ ４１（４７．１） ４６（５２．９） ０．００７

非癌组织 ５４ ３８（７０．４） １６（２９．６）

表２　　８７例ＮＳＣＬＣ患者中ＡＥＧ１表达与

　　临床病理特征相关性［狀（％）］

指标 狀
ＡＥＧ１表达

低表达 高表达
犘

年龄（岁） ０．９２９

　≤６０ ４２ ２０（４７．６） ２２（５２．４）

　＞６０ ４５ ２１（４６．７） ２４（５３．３）

性别 ０．９３８

　男 ６４ ３０（４６．９） ３４（５３．１）

　女 ２３ １１（４７．８） １２（５２．２）

Ｔ分期 ０．０３３

　Ｔ１～２ ５８ ３２（５５．２） ２６（４４．８）

　Ｔ３～４ ２９ ９（３１．０） ２０（６９．０）

Ｎ分期 ０．０３９

　Ｎ０～１ ５６ ３１（５５．４） ２５（４４．６）

　Ｎ２～３ ３１ １０（３２．３） ２１（６７．７）

分化程度 ０．２４９

　分化 ７７ ３８（４９．４） ３９（５０．６）

　未分化 １０ ３（３０．０） ７（７０．０）

远处转移 ０．３８１

　是 ９ ３（３３．３） ６（６６．７）

　否 ７８ ３８（４８．７） ４０（５１．３）

３　讨　　论

ＮＳＣＬＣ是最常见恶性肿瘤之一，其发病机制相当复杂，近

年来由于分子靶向治疗技术的发展，ＮＳＣＬＣ的治疗取得了一

定的进展，但其５年生存率仍不足２０％，关于 ＮＳＣＬＣ的发病

机制仍知之甚少。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ的方

法检测了ＮＳＣＬＣ组织和癌旁组织中 ＡＥＧ１的表达，发现了

ＡＥＧ１在肿瘤中高表达，进一步用免疫组化的方法检测ＡＥＧ

１在肿瘤组织和非肿瘤肺组织中的表达，统计学分析表明

ＡＥＧ１的表达与Ｔ分期、Ｎ分期呈正相关，提示 ＡＥＧ１可能

参与了 ＮＳＣＬＣ发生、发展过程，可能是 ＮＳＣＬＣ 新的治疗

靶点。

ＡＥＧ１是近年来新发现的肿瘤促进基因，最初发现于

ＨＩＶⅠ感染或ＴＮＦα诱导的人胚胎星形细胞中，该基因一发

现就引起了广泛的关注［５］。最初研究发现ＡＥＧ１在部分乳腺

癌、恶性胶质瘤、黑色素瘤等肿瘤细胞株中高表达，而且与 Ｈ

ｒａｓ协同作用促进非致癌永生化黑色素细胞恶性表型
［６］。作为

是 ＨａＲａｓ下游基因，在转录水平上受 ＨａＲａｓ调控，参与 Ｈａ

Ｒａｓ介导的肿瘤发生过程中。近年的研究表明，ＡＥＧ１在多系

统器官的肿瘤中普遍高表达［３］，如乳腺癌、食管癌、成神经细胞

瘤、肝癌、胃癌、胶质瘤等常见恶性肿瘤［７１２］。此外，肿瘤细胞

中高表达的ＡＥＧ１明显提高了细胞的侵袭能力，而ＡＥＧ１的

表达下调能使ＰＣ３和 ＤＵ１４５前列腺癌细胞株侵袭能力降

低［１３］。这些研究结果表明ＡＥＧ１可能发挥促癌基因的作用，

参与了肿瘤的发生、发展和侵袭转移过程。

为研究ＡＥＧ１在ＮＳＣＬＣ中的作用，笔者检测了 ＮＳＣＬＣ

组织和非癌肺组织中 ＡＥＧ１表达的情况，结果表明非癌肺组

织中ＡＥＧ１的表达水平明显低于ＮＳＣＬＣ组织，与Ｓｏｎｇ等
［１４］

研究报道结果一致，不同的是作者在研究的过程中选择了炎性

假瘤、肺炎组织、癌旁组织以及正常肺组织作为非癌组织对照，

这更加突出了 ＡＥＧ１在 ＮＳＣＬＣ组织中高表达的特异性，因

此，作者推测ＡＥＧ１可能是 ＮＳＣＬＣ发病特异的分子标志物。

进一步相关性分析发现，ＡＥＧ１表达强度与肿瘤Ｔ、Ｎ分期显

著相关（犘＜０．０５），与患者年龄、性别、肿瘤分化和转移无关。

这与前人报道的ＡＥＧ１与肿瘤转移相关不尽相同
［１４］，这可能

与肺癌组织样本量偏小有关，另一个可能原因是转移性肺癌多

不选择手术治疗，导致研究对象中转移性肺癌例数较少，未能

发现统计学意义。尽管如此，研究的结果说明 ＡＥＧ１参与了

ＮＳＣＬＣ发生、发展过程，是ＮＳＣＬＣ发病的特异分子标志物。
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ＨＩＺ患者间盘纤维环已经撕裂，加之射频针穿刺到椎间盘内

时进一步损伤纤维环，纤维环回缩力下降，椎间盘重建较难，且

未残余的髓核可能通过纤维环裂隙脱出，刺激和压迫神经根。

再者，伴 ＨＩＺ患者间盘纤维环周围有大量的炎性肉芽组织，这

些组织会产生促炎性细胞因子和介质，可以增加椎间盘疼痛感

受器的敏感性，椎间盘内射频消融不能准确定位将之完全除

去［１３］。此外，有文献报道射频消融术后短期内疗效较好，但１

年后疗效会减低，闫京奎等［１４］对３６例患者进行随访发现，术

后７ｄ内症状改善率为９７．４％，术后１年症状改善率为

７０．２％，本研究末次随访结果也表明，术后１年症状改善欠佳，

尤其是伴 ＨＩＺ患者。

综上所述，对于伴 Ｍｏｄｉｃ改变的腰椎间盘突出症患者，腰

椎后路植骨融合内固定术是一种有效的手术方式，可以获得较

好的临床效果；对于伴 ＨＩＺ的椎间盘源性腰痛患者，椎间盘内

射频消融术可使临床症状获得一些缓解，但效果欠佳。国内外

有研究报道，采用椎间孔镜下椎间盘摘除术和人工椎间盘置换

术治疗椎间盘源性腰痛，并取得较好的临床效果［１５１６］，但关于

远期疗效和并发症的报道甚少，有待进一步研究。
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