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　　摘　要：目的　探讨ＣＤ４４ｖ６和肝素酶在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）及癌旁正常肺组织中的表达情况，并研究其与 ＮＳＣＬＣ侵

袭、转移中的关系。方法　采用免疫组织化学染色检测１１７例ＮＳＣＬＣ组织及其中６２例患者癌旁正常肺组织中ＣＤ４４ｖ６及肝素

酶的表达情况，并研究二者之间的相关性。结果　ＣＤ４４ｖ６在ＮＳＣＬＣ中的阳性表达率为５４．７％（６４／１１７），显著高于癌旁正常组

织中的阳性表达率［４．８％（３／６２）］；肝素酶在 ＮＳＣＬＣ中的表达率为８６．３％（１０１／１１７），显著高于正常癌旁组织的阳性表达率

［１７．７％（１１／６２）］；ＣＤ４４ｖ６在ＮＳＣＬＣ中的表达与肝素酶的表达具有相关性。结论　ＣＤ４４ｖ６和肝素酶与 ＮＳＣＬＣ的侵袭转移相

关，联合检测二者的表达，可能对判断ＮＳＣＬＣ的预后具有一定的参考价值。

关键词：癌，非小细胞肺；肝素裂合酶；肿瘤转移；ＣＤ４４ｖ６

中图分类号：Ｒ７３０．７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）２０２６０６０３

犜犺犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狅犳犺犲狆犪狉犪狀犪狊犲犪狀犱犆犇４４狏６犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犻狀狀狅狀狊犿犪犾犾犮犲犾犾犾狌狀犵犮犪狀犮犲狉

犇犲狀犵犜犪犻犫犻狀犵
１，犎狌犪狀犵犠犪狀狓犻狌

１，犜犪狀犵犉犲狀犵犿犻狀犵
２

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犪狀犵犪狀犆犻狋狔，犌狌犪狀犵犪狀，犛犻犮犺狌犪狀６３８５００，犆犺犻狀犪；

２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犉犻狉狊狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犢犻犫犻狀犆犻狋狔，犢犻犫犻狀，犛犻犮犺狌犪狀６４４０００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅＣＤ４４ｖ６ａｎｄｈｅｐａｒａｎａｓｅｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ＮＳＣＬＣ）ａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌ

ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．犕犲狋犺狅犱狊　

ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＣＤ４４ｖ６ａｎｄｈｅｐａｒａｎａｓｅｉｎ１１７ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ６２ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ

ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ４４ｖ６ｉｎＮＳＣＬＣｗａｓ５４．７％（６４／１１７），ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆ４．８％（３／６２）（犘＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｒａｎａｓｅｉｎＮＳＣＬＣｗａｓ８６．３％（１０１／

１１７），ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｎｏｒｍａｌａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ１７．７％（１１／６２）（犘＜０．０１）；ＣＤ４４ｖ６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＳＣＬＣｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｒａｎａｓｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＣＤ４４ｖ６ａｎｄｈｅｐａｒａｎａｓｅａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａ

ｓｉｓｏｆＮＳＣＬＣ，ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｙｂｅｈａｓａｃｅｒｔａｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｇ

ｎｏｓｉｓｏｆＮＳＣＬＣ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ；ｈｅｐａｒｉｎｌｙａｓｅ；ｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；ＣＤ４４ｖ６

　　肺癌是世界范围内发病率和病死率最高的恶性肿瘤，其中

非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）在肺癌患者

中所占比例约为８０％；作者既往研究发现在 ＮＳＣＬＣ组织中

ＣＤ４４的表达率为５２．２７％
［１］。ＣＤ４４ｖ６是ＣＤ４４家族的主要成

员，在肿瘤的转移过程中促进肿瘤细胞与细胞间质的黏附；而

肝素酶是目前发现的惟一能够降解细胞外基质和基底膜的内

源性糖苷酶，在肿瘤的转移中具有重要的作用；肿瘤的侵袭和

转移是肿瘤致死的主要原因，基于以上分析，本研究拟检测肝

素酶及ＣＤ４４ｖ６在ＮＳＣＬＣ组织中的表达，讨论这两种分子在

ＮＳＣＬＣ中表达的意义及其与预后的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２００９年１月至２０１１年１２月手术

切除经病理证实为ＮＳＣＬＣ的肿瘤标本１１７例（肺癌组），取其

中６２例患者癌旁１ｃｍ并且经病理学检查证实为正常的肺组

织为阴性对照（癌旁组）。其中男８８例，女２９例；年龄２９～８９

岁，中位年龄５７岁；病理分型为鳞癌３６例，腺癌５７例，腺鳞癌

８例，支气管肺泡癌１３例，大细胞癌３例，病理学诊断由两名

以上具有１０年以上工作经验的病理学专家确诊。ＮＳＣＬＣ患

者的ＴＮＭ分期按２００９年第７版肺癌ＴＮＭ分期标准进行，其

中Ⅰ期２４例，Ⅱ期６４例，Ⅲ期２９例；其中有淋巴结转移者６８

例，无淋巴结转移患者４９例；随访截止日期为２０１３年６月，生

存期的计算为自手术日期至随访截止日期或死亡日期为止，结

尾值为０，术后患者平均生存时间为２７．６个月。

１．２　主要试剂　小鼠抗人ＣＤ４４ｖ６单克隆抗体购于美国ＲｎＤ

公司（Ｃａｔａｌｏｇ：ＢＢＡ１３）、兔抗人肝素酶单克隆抗体购于美国

Ｓａｎｔａ公司（Ｃａｔａｌｏｇ：ｓｃ２５８２６）；辣根酶标记的山羊抗小鼠二抗

（Ｃａｔａｌｏｇ：ＺＢ２３０５）、山羊抗兔（Ｃａｔａｌｏｇ：ＺＢ２３０１）二抗及ＤＡＢ

显色试剂盒（Ｃａｔａｌｏｇ：ＺＬＩ９０３２）购于北京中山金桥生物技术

公司。

１．３　方法

１．３．１　免疫组织化学染色　肿瘤组织及癌旁正常组织石蜡切

片使用二甲苯脱蜡，采用梯度乙醇水化。将切片放置在终浓度

为０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为６．０的柠檬酸盐酸缓冲液中在温度为

９７～１００℃条件下进行微波抗原修复１５ｍｉｎ，切片置室温冷却

３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；然后分别滴加一抗后于

４℃冰箱中孵育过夜，用ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；按照一抗

来源分别加入二抗并在３７℃孵育３０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ清洗３

次，每次５ｍｉｎ；严格按照ＤＡＢ显色试剂盒进行显色，苏木精复

染，ＰＢＳ代替一抗作为系统阴性对照。

１．３．２　图像分析　使用日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司生产的ＣＸ２１显微

镜，放大倍数为４００倍观察免疫组织化学切片，并进行半定量

评估，判定标准：细胞膜或细胞质染色即判定为阳性；参照
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Ｍａｔｈｅｗ等制定的分级标准，无阳性细胞或者阳性细胞小于

５％为阴性（－），染色为黄色的细胞大于０小于５０％或细胞染

色为棕黄色的细胞小于３０％为阳性（＋），染色为黄色的细胞

大于５０％或棕黄色细胞大于３０％者为强阳性（＋＋）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，

ＣＤ４４ｖ６和肝素酶的表达与临床病理因素关系采用χ
２ 检验，

ＣＤ４４ｖ６和肝素酶的表达相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关

因素分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＤ４４ｖ６和肝素酶在ＮＳＣＬＣ中的表达　ＣＤ４４ｖ６表达于

肿瘤细胞质及胞膜呈黄色或棕色颗粒，ＣＤ４４ｖ６在癌旁组的阳

性表达率为４．８％（３／６２），在肺癌组中的阳性表达率为５４．７％

（６４／１１７），肺癌组 ＣＤ４４ｖ６的阳性率显著高于癌旁组（χ
２＝

４２．６４２，犘＝０．０００１）；肝素酶表达于肺癌细胞质，肝素酶在癌

旁组的阳性表达率为１７．７％（１１／６２），在肺癌组中肝素酶的阳

性表达率为８６．３％（１０１／１１７），肺癌组肝素酶的阳性率显著高

于癌旁组（χ
２＝８１．３８９，犘＝０．０００１），见表１、图１。

表１　　ＣＤ４４ｖ６、肝素酶在肺癌及癌旁正常肺组织中的表达（狀）

组别 狀
ＣＤ４４ｖ６

－ ＋ ＋＋ 阳性率（％）

肝素酶

－ ＋ ＋＋ 阳性率（％）

肺癌组１１７ ５３ ２３ ４１ ５４．７ １６ ３２ ６９ ８６．３

癌旁组 ６２ ５７ ２ １ ４．８ ５１ ８ ３ １７．７

图１　　ＣＤ４４ｖ６、肝素酶在肺癌组织中的表达（免疫组织化学×４００）

表２　　ＣＤ４４ｖ６与肝素酶在ＮＳＣＬＣＴＮＭ分期及

　　　淋巴结转移的关系（狀）

组别 狀
ＣＤ４４ｖ６

－ ＋ ＋＋ 阳性率（％）

肝素酶

－ ＋ ＋＋ 阳性率（％）

ＴＮＭ分期

　Ⅰ ２４ １４ ４ ６ ４１．７ ９ １１ ４ ６２．５

　Ⅱ ６４ ２７ １６ １８ ５３．１ ６ ３６ ２２ ９０．６

　Ⅲ ２９ １２ ９ １１ ６８．９ １ ７ ２１ ９６．６

淋巴结转移

　阳性 ６８ ７ １８ ２４ ６１．８ ４ ２３ ４１ ９４．１

　阴性 ４９ ２１ １２ １０ ４４．９ １２ ２１ １６ ７５．５

２．２　ＣＤ４４ｖ６与肝素酶在 ＮＳＣＬＣ中的表达与肺癌转移的关

系　ＣＤ４４ｖ６和肝素酶的表达程度与ＮＳＣＬＣ的临床分期和淋

巴结转移相关，ＣＤ４４ｖ６在淋巴结转移阳性患者中阳性表达率

为６１．７％（４２／６８），在淋巴结转移阴性患者的阳性表达率为

４４．９％（２２／４９），两组间比较差异有统计学意义（χ
２＝２７．７３６，

犘＜０．０５）；肝素酶在淋巴结转移阳性患者中阳性表达率为

９４．１％（６４／６８），在淋巴结转移阴性患者的阳性表达率为

７５．５％（３７／４９），两组间比较差异有统计学意义（χ
２＝８．３５２，

犘＝０．０００１），见表２。

２．３　ＣＤ４４ｖ６与肝素酶表达的相关性　通过Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性

分析结果发现ＣＤ４４ｖ６与肝素酶在ＮＳＣＬＣ中的表达存在显著

正相关（狉＝０．８９４，犘＜０．０５），见表３。

表３　　两种蛋白在ＮＳＣＬＣ中的表达相关关系（狀）

肝素酶
ＣＤ４４ｖ６

＋ － 总计

＋ ６１ ３５ ９６

－ １２ ９ ２１

总计 ７３ ４４ １１７

３　讨　　论

作者既往的研究表明在非小细胞肺癌患者中，ＣＤ４４高表

达组的生存率明显低于ＣＤ４４低表达组，这个结果与其他学者

的研究报道相接近［２４］。在本研究中作者采用免疫组织化学检

测ＮＳＣＬＣ患者肺癌组织及相关的癌旁组织中ＣＤ４４ｖ６的表达

情况，发现ＣＤ４４ｖ６蛋白在癌旁正常肺组织中的阳性表达率明

显低于ＮＳＣＬＣ组织，并且ＣＤ４４ｖ６在淋巴结转移阳性的患者

中阳性表达率显著高于淋巴结转移阴性患者的阳性表达率，提
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示ＣＤ４４ｖ６可能与ＮＳＣＬＣ的转移具有一定的关系，既往文献

亦报道了ＣＤ４４ｖ６还与胃癌、大肠癌、乳腺癌的转移相关
［５９］，

本研究结果与其他学者的研究结果相似。ＣＤ４４ｖ６是黏附分子

ＣＤ４４家族的主要成员，在肿瘤的侵袭与转移中，ＣＤ４４ｖ６主要

参与了肿瘤细胞与细胞外基质的黏附，而黏附在肿瘤细胞的侵

袭转移过程中具有重要的作用。

既往已有大量的文献表明肝素酶在多种不同组织来源的

恶性肿瘤细胞中高水平表达，肝素酶是目前发现的惟一一个能

够水解细胞外基质及基底膜的主要成分硫酸乙酰肝素糖蛋白

（ＨＳＰＧ）糖链的内源性糖苷酶，而 ＨＳＰＧ是细胞外基质及基底

膜的主要成分，其主要生物功能是维持细胞外基质的稳定，限

制细胞的迁移及黏附，并且 ＨＳＰＧ是构成血管壁的主要成分，

能够维持血管壁结构完整并支撑增殖迁移的内皮细胞。既往

的文献报道肝素酶的表达水平与肺癌、乳腺癌、胃癌、结肠癌、

宫颈癌等肿瘤的预后呈负相关［１０］，抑制肝素酶的活性，可显著

改善肿瘤患者的预后［１１］。并且，既往的文献报道，肝素酶在裂

解细胞外基质及基底膜时，可导致释放多种细胞因子，促进肿

瘤新生血管的生成，为肿瘤在转移器官内增殖提供血供［１２］，抑

制肝素酶活性，有效阻止肿瘤细胞的侵袭与转移［１３］，目前已有

学者将肝素酶作为肿瘤免疫治疗的靶点［１４１７］。本研究结果发

现在肺癌组织中肝素酶的阳性表达率显著高于癌旁正常肺组

织，并且肝素酶在淋巴结转移阳性患者中肝素酶的阳性率明显

高于淋巴结转移阴性患者，该结果与既往的文献报道相一致，

这个结果也说明肝素酶的表达水平越高，ＮＳＣＬＣ的肿瘤细胞

就越容易出现转移。

侵袭和转移是恶性肿瘤的重要特征，也是肿瘤致死的主要

原因，而肿瘤的侵袭、转移过程是多阶段、多步骤、多因素参与

的，首先肿瘤通过抑制黏附因子的表达，使得肿瘤细胞容易从

原发灶脱离，形成游离细胞并分泌各种多种酶（如金属蛋白酶、

肝素酶）破坏细胞外基质及基底膜进入循环系统；然后肿瘤细

胞通过增强黏附分子的表达（如ＣＤ４４ｖ６），促进肿瘤细胞锚定

在靶器官的毛细血管壁上，并穿透血管壁进入靶器官，形成新

的转移灶。肿瘤的转移过程复杂，包含许多因素，转移过程中

有许多相对独立的步骤，只要其中任何一个步骤受限，其转移

就不能实现。本研究发现在 ＮＳＣＬＣ中，ＣＤ４４ｖ６和肝素酶的

表达具有相关性，在肿瘤的转移过程中这两种分子过表达可能

在促进肿瘤转移上具有相辅相成的作用，因此在临床上可以将

ＣＤ４４ｖ６及肝素酶的表达作为 ＮＳＣＬＣ预后的指标，进一步的

研究正在进行中。
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