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　　［摘要］　目的　研究Ｇ蛋白耦联受体３０（ＧＰＲ３０）在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中的表达及其与临床主要病理特征的关系，并分

析ＧＰＲ３０和Ｋｉ６７表达的相关性，探讨雌激素通过激活ＧＰＲ３０受体信号途径调节ＮＳＣＬＣ增殖的分子机制。方法　采用免疫组

织化学方法检测８０例术后非小细胞肺癌组织样本中ＧＰＲ３０和Ｋｉ６７的表达。加入１７β雌二醇或Ｇ１后，计数 Ｈ１２９９细胞，流

式细胞术检测细胞周期分布，最后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测Ｇ１作用后ＥＲＫ１／２的激活状态以及ｃｙｃｌｉｎＤ１和Ｐ１６蛋白的表

达。结果　ＧＰＲ３０更多表达在腺癌、低分化、Ⅲ期ＮＳＣＬＣ肿瘤组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＧＰＲ３０表达和Ｋｉ６７呈中度

相关性（狉＝０．５０２，犘＝０．０００）。Ｅ２（或Ｇ１）促进 Ｈ１２９９细胞增殖，并且更多的细胞进入Ｓ期；加入Ｇ１后，磷酸化ＥＲＫ１／２以及

ｃｙｃｌｉｎＤ１表达增加，而ｐ１６蛋白表达减少，以上效应能被Ｇ１５或Ｕ０１２６预处理２ｈ阻断。结论　雌激素通过激活ＧＰＲ３０ＥＧＦＲ

ＭＡＰＫｓ信号转导途径促进 Ｈ１２９９增殖。阻断ＧＰＲ３０信号途径可能成为ＮＳＣＬＣ治疗的新靶点。
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　　非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占全

部肺癌的８０％，其发病及病理特点有明显的性别差异，不论是

否吸烟，女性更易发展为肺腺癌，雌激素信号途径的激活可能

参与ＮＳＣＬＣ的发生发展
［１］。Ｇ蛋白耦联受体３０（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３０，ＧＰＲ３０）是新发现的雌激素受体，已被证

实参与乳腺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤的发病机制［２］。但在

肺癌尤其是ＮＳＣＬＣ中关于ＧＰＲ３０的研究鲜见报道。本研究

拟在ＮＳＣＬＣ术后组织中研究ＧＰＲ３０和 Ｋｉ６７的表达及其与

临床主要病理特征的关系，并以人肺腺癌细胞株 Ｈ１２９９为模

型，探讨雌激素通过激活 ＧＰＲ３０受体信号途径调节 ＮＳＣＬＣ

增殖的分子机制，为研究ＮＳＣＬＣ尤其是女性肺癌的发病机制

以及寻找新的肺癌肿瘤标志物和分子治疗靶点提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　ＮＳＣＬＣ术后石蜡组织样本随机选取自本院

２００８年１月至２０１４年５月收治的８０例ＮＳＣＬＣ患者，术前均

未接受过化放疗，年龄４３～７８岁，平均６７岁，均经病理检查证

实。Ｈ１２９９细胞购自中科院细胞库，使用添加１０％胎牛血清

的１６４０培养液，培养于含５％ＣＯ２ 饱和湿度的３７℃恒温培养

箱中，适时传代。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　Ｇ１和 Ｇ１５购自德国 ＭｅｒｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ，

１７β雌二醇购自美国 Ｓｉｇｍａ，Ｕ０１２６购自美国 ＣＳＴ，ＥＲＫ１

（ｐＴ２０２／）／ＥＲＫ２（ｐＴ１８５）Ｐｈｏｓｐｈｏ单克隆抗体、ＡｎｔｉＥＲＫ１

单克隆抗体、ｃｙｃｌｉｎＤ１单克隆抗体、ｐ１６单克隆抗体、Ｋｉ６７单

５１６重庆医学２０１７年２月第４６卷第５期
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克隆抗体，αｔｕｂｌｉｎ单克隆抗体、ＧＰＲ３０多克隆抗体购自英国

ＡＢＣＡＭ。ＭＰＥＲ哺乳动物蛋白提取试剂盒和ＢＣＡ蛋白分析

试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＥＺＥＣＬ化学发光检测试

剂盒（ＥＣＬＡ液＋ＥＣＬＢ液）购自以色列Ｂｉｏｉｎｄ。

１．２．２　增殖实验分组　取第三代生长状态良好的 Ｈ１２９９细

胞，先根据实验第３天加入的不同处理药物分为溶剂、Ｅ２、Ｇ１

３组，再根据处理药物加入前２ｈ加入的抑制剂分别分为３组，

共９组：溶剂、溶剂（Ｇ１５）、溶剂（Ｕ０１２６），Ｅ２、Ｅ２（Ｇ１５）、Ｅ２

（Ｕ０１２６），Ｇ１、Ｇ１（Ｇ１５）、Ｇ１（Ｕ０１２６），括号内为抑制剂。

１．２．３　免疫组织化学　采用免疫组织化学ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＰｌｕｓ法

检测组织中ＧＰＲ３０和 Ｋｉ６７的表达，用已知的阳性切片作阳

性对照，用ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．２．４　细胞增殖实验　Ｈ１２９９细胞以３×１０
４ 个／孔的密度接

种于２４孔板。用完全培养基培养２４ｈ后，换为无酚红的只含

有２％ 活性炭处理过的胎牛血清的培养基，并加入不同的处理

药物，每两天更换一次新鲜的培养基。细胞分别在处理后第３

天用胰酶消化后收集起来，用血细胞计数器计数。

１．２．５　流式细胞术检测细胞周期　取对数期生长的细胞用胰

酶消化制成细胞悬液（浓度为５×１０５／ｍＬ），平铺于６孔板中，

每孔加入２ｍＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ，去除培养

基，按不同分组进行药物处理。２４ｈ后消化收集细胞，预冷的

ＰＢＳ洗涤２次，残留５０μＬＰＢＳ，轻轻弹击离心管底部，适当分

散细胞，加入１ｍＬ冰浴预冷的７０％ 乙醇轻轻吹打混匀，

－２０℃冰箱固定过夜，离心去除固定液，预冷ＰＢＳ洗涤１次，

加入５００μＬ配制好的碘化丙啶染色液３７℃避光温育３０ｍｉｎ，

３００目（孔径４０～５０μｍ）尼龙网过滤，ＢＤＡｃｃｕｒｉＣ６流式细胞

仪检测样品，Ｆｌｏｗｊｏ７．６软件分析周期分布。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｐ１６、

磷酸化ＥＲＫ１／２、ＡｎｔｉＥＲＫ１蛋白在 Ｈ１２９９细胞株中的表达。

按说明书提取各细胞株总蛋白，按照ＢＣＡ蛋白定量试剂盒操

作说明测定蛋白浓度，样品均定量为５ｇ／Ｌ，每条泳道上样６０

μｇ蛋白，经１２％ 十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，电压

８０Ｖ经８０ｍｉｎ电转移至ＰＶＤＦ膜。５％ 脱脂奶粉封闭２ｈ，加

入一抗，４℃ 孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜后，用二抗室温孵育１．５ｈ，

ＴＢＳＴ清洗，ＥＣＬ发光并以凝胶显像仪显像。

１．２．７　免疫组织化学结果判断　由两位病理医师进行双盲法

观察，对免疫组织化学结果进行评估。结果判读标准：阳性染

色为棕黄色颗粒，ＧＰＲ３０表达在细胞膜或细胞质；Ｋｉ６７表达

在细胞核。综合染色强度和分布范围进行评分，阴性为０分；

染色弱或细胞质染色的细胞数小于１０％为１分；染色清晰或

染色强者细胞数１０％～５０％ 为２分，染色强者细胞数大于

５０％ 为３分。０～１分为阴性，２分及以上者为阳性。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计和分

析。免疫组织化学实验相关性分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行统计，

组间比较采用χ
２ 检验；细胞增殖实验结果用 ｍｅａｎ±ＳＤ表示，

组间比较采用独立样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＧＰＲ３０表达与 ＮＳＣＬＣ临床病理特征的关系　ＧＰＲ３０

表达在腺癌、低分化、Ⅲ期肿瘤表达率更高，差异具有统计学意

义（犘＜０．０５）；尽管和性别以及肿瘤大小的相关性差异无统计

学意义（犘＞０．０５），但在女性以及直径大于５ｃｍ的肿瘤表达

率更高；ＧＰＲ３０表达与淋巴结转移无相关性（犘＞０．０５），见图

１及表１。

　　Ａ：ＮＳＣＬＣ组织阴性对照；Ｂ：ＧＰＲ３０在ＮＳＣＬＣ组织中的表达；Ｃ：

Ｋｉ６７在ＮＳＣＬＣ组织中的表达。

图１　　免疫组织化学检测ＧＰＲ３０和Ｋｉ６７

在ＮＳＣＬＣ组织中的表达（ＳＰ×４００）

表１　　ＮＳＣＬＣ组织中ＧＰＲ３０表达与临床病理特征的关系

临床特征 狀 ＧＰＲ３０［狀（％）］ 犘

性别

　男 ４２ １６（３９．１０） ０．１７８

　女 ３８ ２１（５５．２６）

肿瘤直径（ｃｍ） ０．１７４

　≤５ ７０ ３０（４２．８６）

　＞５ １０ ７（７０．００）

淋巴结转移 ０．２５４

　有 ４８ ２５（４５．８３）

　无 ３２ １２（４６．８８）

组织类型 ０．００４ａ

　腺癌 ５６ ３４（６０．７１）

　鳞癌 １６ ３（１８．７５）

　其他 ８ ０（０．００）

分化 ０．０１７

　高中分化 ５３ １９（３５．８５）

　低分化 ２７ １８（６６．６７）

ＴＮＭ分期 ０．００１

　Ⅰ～Ⅱ ５０ １６（３２．００）

　Ⅲ ３０ ２１（６６．６７）

　　ａ：腺癌与鳞癌相比较。

２．２　ＧＰＲ３０表达在ＮＳＣＬＣ组织样本中与Ｋｉ６７表达具有相

关性　免疫组织化学结果显示 ＧＰＲ３０的阳性表达率为

４６．２５％（３７／８０），Ｋｉ６７为６０．００％（４８／８０），两者经Ｓｐｅａｒｍａｎ

相关性分析呈正相关（狉＝０．５０２，犘＝０．０００），见图１及表２。

表２　　ＮＳＣＬＣ组织中ＧＰＲ３０与Ｋｉ６７的相关性

Ｋｉ６７
ＧＰＲ３０（狀）

＋ －
狉 犘

＋ ３２ １６ ０．５０２ ０．０００

－ ５ ２７

２．３　激活ＧＰＲ３０促进了 Ｈ１２９９细胞增殖　ＧＰＲ３０作为新的

雌激素受体能与 Ｅ２ 相结合，从而改变细胞的生物学功能。

Ｈ１２９９细胞虽然不表达经典的雌激素受体ＥＲ，但 ＧＰＲ３０表

达阳性，因而能与 Ｅ２ 结合。发现在实验第３天，加入 Ｅ２ 或

ＧＰＲ３０特异性激动剂 Ｇ１，Ｈ１２９９细胞计数明显增加（犘＜
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０．０１，图２）。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　Ｅ２ 或Ｇ１促进 Ｈ１２９９细胞增殖

２．４　激活ＧＰＲ３０对 Ｈ１２９９细胞周期的影响　以 Ｇ１作为

ＧＰＲ３０的刺激因素观察ＧＰＲ３０对 Ｈ１２９９细胞周期的调节作

用。实验发现加入 Ｇ１后第３天，更多的细胞进入了Ｓ期

（２５．１７％），见图３。

图３　　经过不同药物处理 Ｈ１２９９细胞３ｄ后

周期的分布

图４　　不同作用时间的Ｇ１在 Ｈ１２９９细胞引起

ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｐ１６蛋白表达

２．５　ＧＰＲ３０促增殖作用与ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ信号途径相关　

在细胞增殖实验中也观察到在加入Ｅ２（或Ｇ１）前用ＧＰＲ３０特

异性拮抗剂Ｇ１５或 ＭＥＫ１／２抑制剂Ｕ０１２６预处理２ｈ后，Ｅ２

（或Ｇ１）的促增殖作用被抑制（犘＜０．０１）。见图２。类似的，

在细胞周期实验中发现用Ｇ１５或 Ｕ０１２６预处理后，细胞被阻

滞在了Ｇ１ 期（６９．４４％，７９．１７％），见图３。进一步用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ方法检测了ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ途径的重要信号分子ＥＲＫ１／２

的激活状态以及下游的细胞周期相关蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｐ１６蛋

白的表达，发现在加入Ｇ１后，磷酸化ＥＲＫ１／２以及ｃｙｃｌｉｎＤ１

表达增加，而ｐ１６蛋白表达减少；而用Ｇ１５或Ｕ０１２６预处理２

ｈ后，则变化相反（图４、５）。

图５　　Ｇ１在 Ｈ１２９９细胞通过ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ

信号转导途径调节ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｐ１６蛋白表达

３　讨　　论

　　近年来在激素相关的恶性肿瘤组织，如乳腺癌、子宫内膜

癌、前列腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌等中发现ＧＰＲ３０存在表达

增加［２］。ＧＰＲ３０在大鼠肺部肿瘤也被检测到高水平表达，可

能与雌激素引起的扩增信号应答有关［３］。ＧＰＲ３０在人类肺癌

中的表达鲜见报道，国外２０１２年发表的一项研究结果证实，相

较于正常肺组织和正常肺支气管上皮细胞，ＧＰＲ３０的表达在

ＮＳＣＬＣ组织及细胞系明显增高
［４］。Ｋｉ６７是一种增殖细胞核

抗原，其功能与有丝分裂密切相关，其表达水平与肿瘤细胞的

增殖呈正相关。本研究发现 ＧＰＲ３０在女性以及直径大于５

ｃｍ的ＮＳＣＬＣ组织肿瘤表达率更高，与Ｋｉ６７的表达也呈正相

关，提示ＧＰＲ３０在ＮＳＣＬＣ的增殖中可能发挥作用。

ＧＰＲ３０不仅能通过其他信号途径间接调节雌激素的功

能，也能直接与内源性雌激素、环境雌激素、三苯氧胺、特异性

激动剂Ｇ１等结合影响下游的快速（非基因组）／慢速（基因组）

效应［２］。大量的研究已经证明，雌激素能促进表达经典雌激素

受体ＥＲα和ＥＲβ的 ＮＳＣＬＣ细胞株增殖
［５］。ＮＳＣＬＣ细胞株

Ｈ１２９９表达ＧＰＲ３０，但不表达经典的雌激素受体ＥＲ，可作为

较好的研究 ＧＰＲ３０的模型。本研究选用 Ｅ２ 以及 Ｇ１作为

ＧＰＲ３０的激活因素，发现两者均能促进Ｈ１２９９细胞株增殖，加

入ＧＰＲ３０特异性拮抗剂 Ｇ１５后能抑制其促增殖效应，提示

Ｅ２ 或Ｇ１是通过激活ＧＰＲ３０受体促进增殖。

ＧＰＲ３０属于Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ），与其他ＧＰＣＲｓ家

族成员类似，雌激素或其他配体与 ＧＰＲ３０结合后，ＧＰＲ３０活

化其偶联Ｇ蛋白，解离出αβγ亚基进而激活Ｓｒｃ相关酪氨酸激

酶，接着活化基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）促使肝素结合表皮生长

因子（ＨＢＥＧＦ）释放，后者反式激活表皮生长因子受体 ＥＧ

ＦＲ，随后活化下游多条信号途径，继而参与细胞的增殖、迁徙

和分化等，其中以ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ途径最为重要。在乳腺癌、

子宫内膜癌、卵巢癌、甲状腺癌和头颈部鳞癌等多种不同来源

的肿瘤细胞系中都存在 ＧＰＲ３０被配体激活后通过反式激活

ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ途径而促进增殖的现象
［６］。对细胞周期的调

节可能是ＧＰＲ３０影响增殖的重要机制，如ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ，ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ１、Ｄ２，ｐ２１，ｐ５３等与细胞凋亡和细胞周期相关的一些重要分

子位于ＧＰＲ３０ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ信号途径的下游
［７］。细胞周期

蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１是原癌基因，其编码的蛋白产物与细胞周期蛋

白依赖性激酶ＣＤＫ４或ＣＤＫ６在细胞Ｇ１期，通过抑制ＣＤＫ４

的活性在细胞周期Ｇ１Ｓ检查点中发挥正性调控作用，启动细
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胞周期并促进ＤＮＡ合成，加速细胞增殖。ｐ１６基因作为肿瘤

抑制基因，该基因编码的蛋白可与ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白竞争调控

ＣＤＫ４／ＣＤＫ６的活性，有效阻止细胞进入Ｓ期。大多数恶性肿

瘤存在ｐ１６蛋白表达下调，在 ＮＳＣＬＣ组织中也检测到ｐ１６、

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达呈负相关
［８］。在甲状腺癌细胞系，

ＧＰＲ３０的激活通过上调ｃｙｃｌｉｎＤ１表达而促进增殖
［９］。本研

究发现，更多的 Ｈ１２９９细胞在Ｇ１作用后进入了Ｓ期，且ＥＧ

ＦＲＭＡＰＫｓ信号途径的关键分子ＥＲＫ１／２活化增加，下游的

细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１增加，ｐ１６蛋白表达下调，以后效应均

能被 Ｇ１５以及 ＭＥＫ１／２ 抑制剂 Ｕ０１２６阻断，提示 ＥＧＦＲ

ＭＡＰＫｓ途径参与了ＧＰＲ３０被激活后促进 ＮＳＣＬＣ细胞的增

殖作用。

本研究结果证实了雌激素能通过 ＧＰＲ３０ＥＧＦＲＭＡＰＫｓ

途径促进 ＮＳＣＬＣ细胞增殖，为探讨 ＮＳＣＬＣ发病特点的性别

差异提供新的思路，对其分子机制的进一步研究将有助于寻找

新的治疗靶点和制定新的治疗策略。
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