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亲环素在非小细胞肺癌中的高表达及其与临床病理特征的关系
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［摘要］　目的：观察亲环素Ａ（ＣｙＰＡ）在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）癌组织中的分布和表达，探讨其在ＮＳＣＬＣ发生发展中的临床

意义。方法：应用组织芯片免疫组织化学技术，检测４５例ＮＳＣＬＣ手术患者切除的肺癌组织，２２例相应的癌旁组织，３３例相

应的正常肺组织中ＣｙＰＡ的蛋白表达水平，分析其与ＮＳＣＬＣ分期、病理等临床特征的关系。结果：ＣｙＰＡ在ＮＳＣＬＣ癌组织

和癌旁组织中表现为高表达水平，与相应的肺正常组织中ＣｙＰＡ的表达有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＣｙＰＡ的表达水平与ＮＳＣＬＣ

患者的细胞分化程度、病理分型均无明显关系。结论：ＣｙＰＡ在ＮＳＣＬＣ中的高表达，提示其可能是 ＮＳＣＬＣ的发生发展中的

生物特征之一，其作用及机制有待进一步研究。
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　　亲环素（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ，ＣｙＰ）［１］是一个功能相关的
蛋白家族，具有肽基脯氨基顺反异构酶活性，能催化
细胞内蛋白质的折叠、装配和运输，起分子伴侣的作
用。根据在细胞中的分布和氨基酸序列等特征，

Ｃｙｐ大体可分 ３ 种，即 ＣｙＰＡ、ＣｙＰＢ 和 ＣｙＰＣ。

ＣｙＰＡ位于胞质，从原核生物细胞到人类ＣｙＰＡ广
泛存在并且高度保守。人ＣｙＰＡ长１６５个氨基酸，
相对分子质量为１８０００，是免疫抑制剂环孢素 Ａ
（ＣｓＡ）在细胞内专一性的受体蛋白。新近研究表
明，ＣｙＰＡ与多种恶性肿瘤的发生发展有关，其在肺
癌中的表达也明显升高［２４］，但ＣｙＰＡ在非小细胞肺

癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＳＣＬＣ）的发生
发展中的作用尚不清楚。本研究采用ＳＰ免疫组化
方法和组织芯片技术，观察ＣｙＰＡ在 ＮＳＣＬＣ癌组
织、癌旁组织及正常组织中的表达和分布情况，并分
析其与临床病理指标的关系，探讨ＣｙＰＡ在ＮＳＣＬＣ
发生发展中的作用和意义。

１　材料和方法

１．１　材料　ＮＳＣＬＣ癌及边缘组织组织芯片购自陕
西超英生物公司（编号 ＣＣ０４１１，批号 ＣＣ０４１１
００１），点阵总数为１００点，兔抗人ＣｙＰＡ单抗 Ｕｐ
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ｓｔａｔｅ产品购自上海优宁维公司，ＳＰ免疫组化试剂
盒购自北京中杉金桥生物技术公司。

１．２　标本　包括４５例ＮＳＣＬＣ患者手术切除的肺
癌组织，２２例对应的癌旁组织，３３例对应的正常肺
组织。４５例ＮＳＣＬＣ手术患者中男性３３例，女性１２
例；年龄３２～７４岁，中位年龄５３岁；鳞癌２５例，腺
癌２０例；按ＴＮＭ分期标准Ⅰ＋Ⅱ期２７例，Ⅲ期１８
例。对应的癌旁组织是距病变部位１．５ｃｍ的肺组
织，对应的正常肺组织是癌旁的远端组织。标本用
中性甲醛溶液固定，并详细记录每例标本的临床资
料，按病理常规方法制成蜡块后保存备用。

１．３　免疫组化（ＳＰ方法）检测ＣｙＰＡ的表达　６０℃
烤片３０ｍｉｎ，将贴附有组织芯片的玻片按常规二甲
苯脱蜡，梯度乙醇水化；０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液
（ｐＨ６．０）高压修复抗原，冷却至室温，ＰＢＳ洗

５ｍｉｎ×２次。每张切片加３％Ｈ２Ｏ２甲醇封闭内源
性过氧化物酶，室温１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×２次，滴
加非免疫性动物血清，室温孵育１０ｍｉｎ；甩去血清，
勿洗，加２滴兔抗人ＣｙＰＡ一抗（１∶１００），４℃冰箱
过夜；０．１％ＴｗｅｅｎＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；加２滴生物
素标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），室温孵育１２ｍｉｎ；加２
滴链霉菌抗生物素过氧化物酶，室温孵育１２ｍｉｎ；

０．１％ＴｗｅｅｎＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；ＤＡＢ显色，显微
镜下观察控制显色，阳性显色为棕色，蒸馏水洗终止
显色；苏木精复染、水洗、分化后充分水洗返蓝；常规
脱水透明，中性树胶封片，显微镜下观察摄像。组织
芯片上设一阳性对照标记位点，同时以ＰＢＳ代替一
抗作为空白对照，与所有临床样本在相同条件下平
行进行检测。

１．４　结果判定　免疫组化阳性反应为细胞质或细

胞核中有棕黄色颗粒沉着。蛋白累积的评分方法参
照Ｆｒｏｍｗｉｔｚ综合计分法并略加修改行半定量分析：
在４００倍高倍镜下，随机选择５～１０个不同的视野
各计数１０～２０个癌细胞，共１００个癌细胞左右，记
录阳性细胞的百分数和染色特征。染色计分：阳性
百分率＜５％为０分，５％～２５％为１分，２６％～５０％
为２分，５１％～７５％为３分，＞７５％为４分；着色强
度计分：无着色为０分，浅棕色为１分，棕色为２分，
深棕色为３分。根据上述两项指标进行综合评分，０
分为阴性（－），１分为可疑阳性（±），２～３分为弱阳
性（＋），４～５分为中度阳性（），６～７分为强阳性
（）。读片在２位资深病理科医师指导下进行，有
争议 的 结 果 由 ３ 位 病 理 科 医 师 共 同 讨 论

决定。　　　　　
１．５　统计学处理　采用ＳＡＳ９．０软件进行单项有
序资料秩和检验分析，检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＣｙＰＡ在 ＮＳＣＬＣ肺癌组织及对应的癌旁组
织、正常肺组织中的表达　ＣｙＰＡ在ＮＳＣＬＣ肺癌组
织及对应的癌旁组织均有阳性表达，其阳性信号见
于肺癌细胞质、肺泡上皮细胞质，呈棕色颗粒状（图

１Ａ、１Ｂ），其分布以广泛性表达为主，偶见局灶性或
散在性分布；正常肺组织未见棕色颗粒沉着（图

１Ｃ）。４５例ＮＳＣＬＣ肺癌组织与其对应的癌旁组织
中ＣｙＰＡ的表达无显著性差异（Ｈ＝０．３７８０，Ｐ＞
０．０５）；和其对应的正常肺组织中ＣｙＰＡ蛋白的表达
呈现显著性差异（Ｈ＝４．２５２４，Ｐ＜０．０５）；癌旁组织
和对应的正常肺组织中ＣｙＰＡ表达也有显著性差异
（Ｈ＝５．１９１７，Ｐ＜０．０５），结果见表１。

图１　ＣｙＰＡ在肺癌组织、癌旁组织及正常组织中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙＰＡｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ
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ｔｉｓｓｕｅｓ（ＳＡＢＣ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）
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表１　ＣｙＰＡ的表达水平与肺癌、癌旁组织及正常组织中的关系

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙＰＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮＳＣＬＣ

Ｔｉｓｓｕｅ Ｎ
ＣｙＰＡ（ｎ）

－ ± ＋  
Ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ ４５ ２ ６ ２３ ９ ５
Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ ２２ ４ ６ １１ １ ０
Ｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ ３３ ２６ ４ ３ ０ ０

Ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｖｓｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ，Ｈ＝０．３７８０，Ｐ＞０．０５；Ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｖｓｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ，Ｈ＝４．２５２４，Ｐ＜０．０５；Ｔｕｍｏｒ

ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｖｓｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ，Ｈ＝５．１９１７，Ｐ＜０．０５

２．２　ＣｙＰＡ的表达水平与 ＮＳＣＬＣ临床特征的关
系　按病理分型对４５例 ＮＳＣＬＣ癌组织样本中

ＣｙＰＡ的表达水平进行秩和检验分析，Ｈ＝０．２６５４，

Ｐ＝０．６０６４；按ＴＮＭ分级进行分析，Ｈ＝０．１６５９，

Ｐ＝０．６８３８，提示ＣｙＰＡ的表达水平与 ＮＳＣＬＣ临
床特征无统计学差异（表２）。

表２　ＣｙＰＡ的表达水平与ＮＳＣＬＣ临床特征的关系

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙＰＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮＳＣＬＣ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｎ
ＣｙＰＡ（ｎ）

－ ± ＋  
Ｈ Ｐｖａｌｕｅ

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃｔｙｐｅ

　　Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｏｎｏｍａ ２５ １ ３ １３ ５ ３ ０．２６５４ ０．６０６４

　　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ２０ １ ４ ９ ４ ２
ＴＮＭｓｔａｇｅ

　　Ⅰ＋Ⅱ ２７ １ ５ １４ ４ ３ ０．１６５９ ０．６８３８

　　Ⅲ＋Ⅳ １８ １ ２ ７ ６ ２

３　讨　论

　　新近研究表明，ＣｙＰＡ参与了许多癌的发生和

发展过程，张慧珍等［２］应用蛋白质组学方法对高丰

度的肺癌特异表达蛋白点进行鉴定发现 ＣｙＰＡ；

Ｈｏｗａｒｄ等［３４］利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ的质谱仪电击肿
瘤部位，鉴别出两种在肺癌细胞中水平升高的 ＭＩＦ
和ＣｙＰＡ蛋白，并在ＮＳＣＬＣ细胞株ＡＤＬＣ５Ｍ２和

ＬＣ１０３Ｈ中，通过ＲＮＡｉ技术敲除ＣｙＰＡ，发现细胞
的增殖能力、侵袭迁移能力降低；Ｌｉ等［５］在人胰腺癌

细胞和组织中也发现 ＣｙＰＡ 高表达，并且外源性

ＣｙＰＡ能促使胰腺癌细胞生长；Ｓｅｍｂａ等［６］通过蛋

白表达图谱分析，认为ＣｙＰＡ是抑癌候选基因Ｆｈｉｔ
基因调控细胞Ｇ１ 向Ｓ期演进的靶点。Ｐａｎ等［７］通

过ＲＮＡｉ和ＣｓＡ预处理 ＨＥＫ２９３细胞发现ＣｙＰＡ
是ＣＸＣＲ４介导的不均一核糖核蛋白 Ａ２核输出以
及ＥＲＫ１／２激活、趋化细胞迁移所必需的，而ＣＸ
ＣＲ４在肿瘤的发生发展侵袭中发挥重大作用。

Ｙａｎｇ等［８］通过分析几种肺癌细胞和正常细胞中

ＣｙＰＡ 与 ＣＤ１４７ 的表达水平，发现小细胞肺癌
（ＳＣＬＣ）Ｈ４４６细胞呈现高表达，外源 ＣｙＰＡ 刺激

Ｈ４４６细胞生长和激活ＥＲＫ１／２，认为ＣｙＰＡ可能是

ＳＣＬＣ新的治疗靶点。Ｃｈｏｉ等［９］也发现缺氧诱导因

子１α转录因子可以上调ＣｙＰＡ的表达，而ＣｙＰＡ的
表达可阻止缺氧和顺铂诱导的凋亡，这可能与ＲＯＳ
产生、线粒体膜电位去极化受抑制有关，采用ＲＮＡｉ
敲除ＣｙＰＡ可以扭转该现象，提示ＣｙＰＡ可能在肿
瘤发生尤其是凋亡中是很重要的。

　　组织芯片技术是一种高通量分析平台，将免疫
组化技术与组织芯片技术相结合，可形成完整的高

通量蛋白表达分析系统［１０１１］，本研究采用该技术观

察ＣｙＰＡ在ＮＳＣＬＣ中的表达水平，结果发现ＣｙＰＡ
在ＮＳＣＬＣ癌组织中表达水平与正常肺组织相比明
显上升，这与 Ｈｏｗａｒｄ等［４］的研究是一致的；但肺癌

组织与癌旁组织中ＣｙＰＡ的表达无明显差异，进一
步研究发现ＣｙＰＡ的表达水平与肺癌患者的病理分
型、分化程度、临床分期均无明显关系，这可能是因
为在肿瘤的发生是多阶段、多因素、多步骤的过程，
涉及到大量相关基因结构和调控异常的改变，使得

ＣｙＰＡ未能显示出主导地位。关于ＣｙＰＡ表达与肿
瘤侵袭、转移的关系可能需在高转移肺癌细胞系中
进一步研究。

　　综上所述，ＣｙＰＡ作为一个保守蛋白在ＮＳＣＬＣ
癌组织中的高表达，提示在肺癌的形成过程中，

ＣｙＰＡ可能是ＮＳＣＬＣ表达的生物学特性之一，有待
进一步研究。
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岩

·消　息·

国内第一个肿瘤介入学专业委员会在上海成立

　　上海市抗癌协会肿瘤介入学专业委员会２００７年１２月２６日在我校东方肝胆外科医院成立，首届上海肿瘤介入医师论坛

同时开讲。据我国肝胆外科奠基人吴孟超院士介绍，这是国内首个肿瘤介入学专业委员会，该委员会的成立，将规范介入治疗

的技术方法，积极为不可切除肝癌提供有效治疗。

　　介入治疗是指在医学影像技术如Ｘ线透视、超声波等导引下，用穿刺针、导丝等精密器械进行疾病诊断和治疗的过程，现

已成为继外科、内科之后的第三大临床诊疗体系。介入治疗具有微创、简便、安全、重复性强等鲜明的学科特点，为肿瘤、心血

管系统疾病等疾病提供了一种全新的治疗途径，现已被学术界和广大患者所认同。根据介入诊疗途径的不同，介入治疗可分

为血管性介入治疗和非血管性介入治疗两类。前者主要包括经导管血管内化疗性栓塞、放疗性栓塞、灌注化疗或生物免疫治

疗等；后者有瘤内无水乙醇注射治疗，微波、射频、氩氦刀、激光局部消融治疗等。近３０年的介入医学实践证明，介入治疗是目

前恶性实体瘤非手术治疗中使用最广、疗效最好的方法之一，有效地提高了患者的生存期和生活质量。如以肝癌血供为理论

基础的经导管肝动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ），无论在肿瘤缩小、甲胎蛋白下降等疗效学考核和生存期、生存质量的评价方面，都明显

超过了其他非手术疗法；ＴＡＣＥ使不能手术的大肝癌变小而得以切除，成为二期手术前的有效措施；新近的研究表明，微小肝

癌的综合介入疗效甚至可与手术切除相媲美。因此，介入治疗已被公认为不可切除肝癌最佳的姑息性治疗手段。应特别指

出，肝癌外科切除疗效最佳，但８０％以上的患者发现时已无法手术，他们和肝癌切除后复发的患者几乎都要接受不同种类的介

入治疗。这意味着介入治疗的进步将影响到整个肝癌人群的总体疗效和预后。东方肝胆外科医院已累计完成肝癌ＴＡＣＥ等

介入治疗４万余例次，目前肝癌ＴＡＣＥ和局部消融治疗的年介入总量已达８０００余例次，均为国内第一。


