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·论　著·
人非小细胞肺癌Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达及临床意义

朱海沫，李敏玉，史　平，周俊平，楼国良

（第二军医大学属长海医院特需诊疗科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究人类非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）组织中 ＡＴＰ合酶Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达，并探讨其临床意义。方法：（１）以

ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组织化学方法检测３８例ＮＳＣＬＣ配对标本、７例肺良性肿瘤与肺炎性病变标本的Ｆ１ＡＴＰａｓｅα表达情况。（２）应

用ＲＴＰＣＲ方法检测１２例ＮＳＣＬＣ组织、癌旁肺组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的 ｍＲＮＡ表达。（３）用免疫荧光法检测Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在

正常支气管上皮细胞与Ａ５４９细胞胞膜中的表达。结果：（１）Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在肺癌组织呈中高度表达者３６例（３６／３８），低度表

达２例；癌旁正常配对组织成呈中高度表达１１例（１１／３８），低度表达２７例；７例肺良性病变组织全部低度表达。肺腺癌

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的高表达显著高于肺鳞癌（１１／１６ｖｓ５／２０，Ｐ＜０．０５）。Ｆ１ＡＴＰａｓｅα高表达率在肿瘤不同部位、分化程度、大小、淋

巴结转移及临床分期之间差异无统计学意义。（２）１２例肺癌组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅαｍＲＮＡ相对表达量为０．５４±０．１９，显著高于

配对的癌旁肺组织（０．３１±０．１２，Ｐ＜０．０１）。（３）肺癌Ａ５４９细胞胞膜上有颗粒状分布的Ｆ１ＡＴＰａｓｅα，正常支气管上皮细胞未

检测到。结论：（１）Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在ＮＳＣＬＣ中有相对较高的表达水平。（２）Ｆ１ＡＴＰａｓｅα表达于非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞株的

细胞膜上，提示有作为靶向药物治疗分子靶点的潜力。
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　　肺癌是当前严重威胁人类健康与生命的恶性肿
瘤。近年来在我国许多大城市，肺癌的发病率在恶
性肿瘤中占据第一位，且７０％～８０％的肺癌患者在
确诊时即为晚期。临床上肺癌常见的组织学类型为
非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ），其５年存活率仅１０％～
１５％。近年来ＮＳＣＬＣ的靶向治疗研究取得了很大
进展［１２］，其中寻找到肺癌细胞的某些分子靶点，尤
其是膜表面的抗原性蛋白，可以为制备相应的靶向
抗体药物提供方向。

　　ＡＴＰ合酶（Ｆ１ＡＴＰａｓｅα、Ｆ１ＡＴＰａｓｅβ）与肿瘤
细胞的关系已有不少报道［３５］，过去认为Ｆ１ＡＴＰａｓｅ
α 表 达 在 胞 内 线 粒 体 上，但 新 近 研 究 表 明

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα也是存在于细胞表面的受体蛋白［４５］。
因此，本研究采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组织化学法和ＲＴ
ＰＣＲ检测Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在ＮＳＣＬＣ肺癌组织及肺良
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性病变组织中的表达情况，并用免疫荧光法检测

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在这肺癌 Ａ５４９细胞株胞膜的表达情
况，旨在为 ＮＳＣＬＣ的发病机制与靶向治疗研究提
供一个新的线索。

１　材料和方法

１．１　标本采集　收集２００５年１２月至２００６年９月
间第二军医大学长海医院手术室切除的肺组织石蜡

包埋标本，包括：（１）ＮＳＣＬＣ患者３８例，收集肿瘤及
癌旁组织配对标本。所有标本均经病理确诊。男

２５例，女１３例，年龄２７～７６岁，中位年龄６４．８岁。
肺鳞癌２０例，肺腺癌１６例（包含细支气管肺泡细胞
癌２例），腺鳞混合癌２例。高分化癌１０例，中分化
癌１９例，低分化癌９例。按国际抗癌联盟标准分
期：Ⅰ期５例，Ⅱ期１９例，Ⅲ期１４例。（２）对照组７
例，包括肺脓肿２例，炎性假瘤４例，肺结核瘤１例；
男性４例，女性３例。上述标本行免疫组化染色。
另从３８例 ＮＳＣＬＣ中随机选取新鲜肺癌及癌旁正
常组织１２对ＲＴＰＣＲ检测，标本均取于手术即刻，
保存于－８０℃冰箱保存备用。

１．２　细胞株　Ａ５４９肺癌细胞株购自中国科学院上
海细胞生物学研究所，正常支气管上皮细胞株购自
美国Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司。

１．３　Ｆ１ＡＴＰａｓｅα蛋白检测　采用免疫组织化学

ＥｎＶｉｓｉｏｎ法。将石蜡包埋标本制成常规切片，脱蜡
至水后，９５℃水浴中抗原修复，加入１１００稀释的
一抗。一抗Ｆ１ＡＴＰａｓｅα单克隆抗体由上海张江国
际抗体研究院惠赠。将已经确诊的乳腺癌阳性切片
作为阳性对照，ＰＢＳ作阴性对照。由１位病理学者
和１位肿瘤学者采用双盲法评定。用ＯｌｙｍｐｕｓＸ７１
显微镜系统观察切片。每张切片取中央及外周４个
高倍视野，每视野数２００个细胞。判定方法：无着色
为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３
分；阳性染色细胞：＜５％为０，５％～２５％为１分，

２５％～５０％为２分，５０％～７５％为３分，＞７５％为４
分。两者乘积为结果：０～１（阴性表达）；２～６（中度
表达）；８～１２（高度表达）。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ水平　将选取的１２对
肺组织抽提ＲＮＡ后进行ＲＴＰＣＲ。引物由第二军
医大学基础部生物化学与分子生物学教研室设计，
上海捷瑞生物有限公司合成。引物序列：正向为５′
ＧＴＣＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＧＧＣＴＣ３′，反向为

５′ＧＧＡＡＣＣＡＡＴＴＧＧＡＣＣＣＴＴＴＣ３′，扩增片
段５９４ｂｐ，引物扩增序列对应于Ｆ１ＡＴＰａｓｅαＶ４Ⅱ
肽链段。另以βａｃｔｉｎ作为内参照，正向为５′ＴＣＴ

ＣＣＴＴＡＡ ＴＧＴ ＣＡＣ ＧＣＡ ＣＧＡ３′，反向为５′
ＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧＣＴ３′，扩增片段

３６８ｂｐ。组织中总 ＲＮＡ 的提取按 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒
（英骏生物技术有限公司 ）一步法进行，测Ｄ２６０／

Ｄ２８０值，计算ＲＮＡ浓度。取ＲＮＡ１μｇ，加入引物及
逆转录酶ＭＭＬＶ合成ｃＤＮＡ链。再将逆转录反应
液５倍稀释后每管取０．２μｌ作为模板，总反应体系
为５０μｌ，加入引物和Ｔａｑ酶后用ＰＣＲ仪扩增。循
环步骤如下：９４℃３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，共３５
个循环；４℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶
电泳，紫外透射反射仪下观察结果，并在紫外自动成
像仪上照相。采用凝胶图像分析软件计算各条带光
密度值，结果以目的基因与βａｃｔｉｎ的灰度之比值表
示。

１．５　免疫荧光法检测Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的胞膜表达　
将含有Ａ５４９肺癌细胞或正常支气管上皮细胞的细
胞悬液以５×１０４／孔加入细胞培养板中，３７℃培养

２４ｈ。经多聚甲醛固定、羊血清封闭后，加１１００
稀释的Ｆ１ＡＴＰａｓｅα单克隆抗体孵育。然后以ＰＢＳ
反复冲洗，每孔加５０μｌ荧光二抗（１２００稀释）。
充分洗去多余抗体后，每孔加入５０μｌＤＡＰＩ进行核
染，室温干燥后显微镜下观察荧光拍照记录。

１．６　统计学处理　用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行
分析，免疫组化检测采用χ

２检验比较构成比，ＲＴ
ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ结果以珚ｘ±ｓ表示，按配对ｔ检验
对数据进行分析。

２　结　果

２．１　不同肺组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达　正常肺

组织和ＮＳＣＬＳ组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的免疫组化染
色表现见图１。３８例肺癌组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅα呈中
高度表达者总计３６例（９４．７％），低度表达２例
（５．３％）；癌旁正常配对组织的中高度表达者总计

１１例（２８．９％），低度表达２７例（７１．１％）；７例肺良
性病变组织全部低度表达。ＮＳＣＬＣ肿瘤组织中

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα中高度表达阳性率高于癌旁配对组织
和肺良性病变组织，差异均有统计学意义（均Ｐ＜
０．０１）。在肺癌肿瘤组织标本中，肺腺癌高度表达１１
例（１１／１６），中度表达５例（５／１１）；肺鳞癌高度表达

５例（５／２０），中度表达１３例（１３／２０），低度表达２例
（２／２０）；２例腺鳞癌高度表达、中度表达各１例。肺
腺癌的高表达率高于肺鳞癌，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），提示肺癌组织Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达水平
与肿瘤组织类型有关。而肺癌不同部位（中央型、周
围型）、分化程度（高、中、低分化）、大小（直径≤３ｃｍ
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或＞３ｃｍ）、淋巴结转移（Ｎ０、Ｎ１２）、临床分期（ＴＮＭ
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）之间，Ｆ１ＡＴＰａｓｅα高表达率的差异均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

图１　正常肺组织和ＮＳＣＬＳ组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦ１ＡＴＰａｓｅαｉｎｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（×４００）

Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ）；Ｃ：Ｍｏｄｅｒａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ）；Ｄ：Ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ）；Ｅ：Ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）

表１　ＮＳＣＬＣ中主要临床病理参数与

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα表达的关系

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＦ１ＡＴＰａｓｅα
ｉｎＮＳＣＬＣａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈ

ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｄｅｘ ＮＳＣＬＣ
（Ｎ＝３８）

ＮＳＣＬＣｗｉｔｈ
ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＦ１ＡＴＰａｓｅα
［ｎ（％）］

Ｔｕｍｏｒｌｏｃａｔｉｏｎ

　　Ｃｅｎｔｒａｌｔｙｐｅ ２５ １１（４４．０）

　　Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｔｙｐｅ １３ ６（４６．２）

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ

　　≤３ｃｍ １１ ５（４５．５）

　　＞３ｃｍ ２７ １２（４４．４）

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　　Ｎ０ ２３ １０（４３．５）

　　Ｎ１２ １５ ７（４６．７）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ

　　Ｈｉｇｈ １０ ５（５０．０）

　　Ｍｏｄｅｒａｔｅ １９ ８（４２．１）

　　Ｌｏｗ ９ ４（４４．４）

ＴＮＭｓｔａｇｅ

　　ＳｔａｇｅⅠ ５ ２（４０．０）

　　ＳｔａｇｅⅡ １９ ９（４７．４）

　　ＳｔａｇｅⅢ １４ ６（４２．９）

２．２　肺癌及癌旁组织中Ｆ１ＡＴＰａｓｅαｍＲＮＡ的表
达　肿瘤和癌旁组织 ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳主要
显示２个条带：３６８ｂｐ的βａｃｔｉｎ条带和５９４ｂｐ的

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα条带。Ｆ１ＡＴＰａｓｅαｍＲＮＡ 在肺癌组
织中表达的相对含量为０．５４±０．１９，在癌旁组织中
表达的相对含量０．３１±０．１２，两组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在肺癌细胞胞膜的表达　通过免
疫荧光染色，观察到环绕 Ａ５４９细胞膜分布的颗粒

状Ｆ１ＡＴＰａｓｅα（图２Ｂ），而正常支气管上皮细胞没
有观察到Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达（图２Ａ）。

图２　细胞免疫荧光染色显示

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在胞膜的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦ１ＡＴＰａｓｅαｏｎｐｅｒｉｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｔｒａｃｈｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌ；Ｂ：Ａ５４９ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　近年 ＮＳＣＬＣ发病率呈明显增高趋向，其长期
存活率非常低。除了传统的放化疗及介入性治疗，
对ＮＳＣＬＣ进行靶向治疗的研究取得了很大成
果［１２］。靶向制剂主要针对肺癌细胞信号转导的

ｒａｓ、蛋白激酶Ｃ、凋亡蛋白、免疫逃避的细胞表面抗
原等。其中表皮生长因子受体抑制剂ＺＤ１８３９取得
了令人瞩目的疗效。找到肺癌细胞的某些分子靶
点，特别是膜表面的抗原性蛋白，就可以制备相应的
靶向抗体药物。该靶点最好在ＮＳＣＬＣ细胞有较高
的表达，而在正常组织无表达或低表达；并且该靶点

对于肺癌的恶性表型有重要的作用，当它受到阻断

干扰时，肺癌的生长和扩散将被阻抑［６］。
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　　Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ是一种合酶复合物，过去被认为
是严 格 表 达 在 线 粒 体 内 部，但 近 来 认 为，

Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ的构成部分也存在于细胞膜表面，它
们可以作为多种配体的受体参与各种过程，如：脂代
谢调节［７］、细胞增殖控制、细胞凋亡［８］、内皮细胞分
化以及肿瘤的免疫识别等［４］。该复合物第１个区域
是Ｆ０ 区域。这个Ｆ０ 区域是一个旋转发动机，它能
够使ｃ１０１４环旋转。Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ的第２个区域

Ｆ１是起催化作用的，它由α，β二聚物合成的一种三
聚物组成。这两个区域分别被中心和外周的杆状单
位所连接［９］。中心的杆状单位由γ、δ、ε亚单元构
成，δ、ε两个亚单元将γ的一个末端耦合至ｃ环上，
这样ｃ环可以和γ亚单元一起旋转［１０］。失去Ｆ０ 区
域或丧失代谢活动能力的Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ复合物通常
被 称 为 Ｆ１ＡＴＰａｓｅ，而 Ｆ１ＡＴＰａｓｅα 是 组 成

Ｆ１ＡＴＰａｓｅ的一个基本的亚单位。最初Ｄａｓ等［３］在

肿瘤细胞的表面探测到异位表达的Ｆ１ＡＴＰａｓｅβ，

Ｃｈａｎｇ等［１１］率先鉴定出Ｆ１ＡＴＰａｓｅα是内皮细胞上

ＥＭＡＰＩＩ的一个受体。有学者认为Ｆ１ＡＴＰａｓｅα可
能就是某些肿瘤ＮＫ细胞和ＬＡＫ细胞发挥先天细
胞毒性的标靶，并且能特异性的激活 Ｔ 细胞亚
群［３］。值 得 注 意 的 是，在 一 定 条 件 下， 抗

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα抗体作用于肿瘤细胞，会引起细胞胞内
酸化，继而发生细胞毒性杀伤作用［５］。

　　本研究比较了ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织与癌旁组
织以及肺良性肿瘤与肺炎性病变中整体的表达情

况，发现Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在ＮＳＣＬＣ肿瘤组织中的表达
水平显著高于正常组织、肺良性肿瘤及肺炎性病变
组织。一般认为肿瘤组织的细胞线粒体功能相对低
下，因此导致ＡＴＰ生成不足及糖酵解增加，线粒体

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα表达也相应下调，即：肺癌细胞线粒体
上Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达应该较同类正常支气管上皮
细胞Ｆ１ＡＴＰａｓｅα的表达低下。但在本研究中发现

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在ＮＳＣＬＣ肿瘤组织中的表达水平显
著高于正常组织。我们推测，除了线粒体部位的表
达，肺癌细胞可能在细胞外膜或其他细胞结构处也
高 度 表 达 了 Ｆ１ＡＴＰａｓｅα。这 种 异 位 表 达 的

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα可能参与了 ＮＳＣＬＣ的发生、发展等有
关过程。通过荧光免疫组化方法，清楚地观察到

Ａ５４９细胞膜上呈颗粒状环绕分布的Ｆ１ＡＴＰａｓｅα。

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在肺癌细胞膜的表达通过本实验已得
到证实。本研究虽然证实Ｆ１ＡＴＰａｓｅα在 ＮＳＣＬＣ
中表达水平较高，且与组织类型有关，在肺腺癌的表

达水平显著高于肺鳞癌，但并未发现其表达水平与
临床病理特征之间的相关性，它在 ＮＳＣＬＣ中具体
的生物学功能仍不清楚。另外，Ａ５４９细胞所表达的

Ｆ１ＡＴＰａｓｅα与正常上皮细胞所表达的Ｆ１ＡＴＰａｓｅα
除了功能与分布相异，其构型结构是否有所不同，这
些都有待进一步研究。
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［８］　ＷａｔａｂｅＭ，ＮａｋａｋｉＴ．ＡＴＰｄｅｐｌｅｔｉｏｎｄｏｅｓｎｏｔａｃｃｏｕｎｔｆｏｒａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓ

ｐｏｒｔｃｈａｉｎｉｎｈｕｍａｎｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏ

ｇｙ，２００６，７：３７４３．
［９］　ＰｅｎｇＧ，ＢｏｓｔｉｎａａＭ，ＲａｄｅｒｍａｃｈｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｅ

ｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＦ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅｆｒｏｍ

ｔｈｅｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍＡｑｕｉｆｅｘａｅｏｌｉｃｕｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｌｅｔｔ，２００６，５８０：５９３４５９４０．
［１０］ＦｅｎｉｏｕｋＢＡ，ＳｕｚｕｋｉＴ，ＹｏｓｈｉｄａＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｓｕｂｕｎｉｔｅｐｓｉ

ｌｏｎｉｎｔｈｅｃａｔａｌｙｓｉｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＦ０Ｆ１ＡＴＰａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００６，１７５７：３２６３３８．
［１１］ＣｈａｎｇＳＹ，ＰａｒｋＳＧ，ＫｉｍＳ．ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣｔｅｒｍｉｎａｌ

ｄｏｍａｎｏｆｐ４３ａｎｄｔｈｅａｌｐｈａｓｕｂｍｉｔｏｆＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２００２，２７７：８３８８８３９４．
［收稿日期］　２００７０３２９　　 ［修回日期］　２００７０９２０
［本文编辑］　贾泽军


