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　　［摘要］　目的　通过对比嗅球蛋白１（ＯＬＦＭ１）基因及其蛋白在肺癌组织及其配对的正常肺组织中的表达情况，探讨其
表达与肺癌发生的相互关系。方法　分别采用半定量ＲＴＰＣＲ法和荧光实时定量ＰＣＲ检测２１例肺癌患者的原位肺癌组织
及其配对正常肺组织中ＯＬＦＭ１基因的相对表达变化和相对表达量，应用免疫组织化学染色观察ＯＬＦＭ１蛋白在组织中的表

达。结果　ＯＬＦＭ１基因在８例肺鳞癌原发灶中的表达相对于其配对正常组织中的表达显著下调约２２倍（Ｐ＝０．０２８）；
ＯＬＦＭ１蛋白定位于肺腺癌细胞胞质，仅在肺腺癌表达（Ｐ＜０．００１），其表达在不同年龄、性别、肿瘤分期、分化程度间差异均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＯＬＦＭ１基因肺鳞癌中表达下调，可能是一个潜在的分子标志；而ＯＬＦＭ１蛋白仅在肺腺癌表
达，在肺鳞癌和正常组织中均不表达，这提示不同病理组织类型肺癌的发生可能有不同的发生机制和途径。

　　［关键词］　肺肿瘤；腺癌；鳞状细胞癌；ＯＬＦＭ１基因；免疫组织化学
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　　肺癌是常见的恶性肿瘤，在肺癌标化发病率和
标化死亡率统计中，肺癌均居恶性肿瘤的第一位，不
同种族发病率有所不同［１］。在我国，肺癌也是威胁
人民生命健康最为严重的恶性肿瘤，肺癌的早期诊
断和及时治疗是延长五年生存期的关键。肿瘤的血

清学筛查由于方便快捷、简单无创，成为近年来的研
究热点。而我们教研室前期成功地构建了包含多种
肺癌组织类型的噬菌体展示肽库，并应用肺癌患者
混合血清和正常对照血清从肽库中筛选出与肺癌患

者血清中抗体反应阳性且与正常对照血清中抗体反



·２７０　　 · 第二军医大学学报　２０１０年３月，第３１卷

应阴性的噬菌体克隆［２］。这些噬菌体克隆表面所展
示的肽段可能是某种肺癌特异性抗原的抗原决定

簇，能与肺癌患者血清中由于抗原刺激所产生的自
身抗体发生抗原抗体反应。嗅球蛋白（ＯＬＦＭ１）就
是我们所筛选的其中一个噬菌体克隆。

　　ＯＬＦＭ１为分泌糖蛋白，正常组织表达谱的结果
表明其ｍＲＮＡ仅在脑组织大量表达［３］，在神经组织的
发育中扮演极其重要的角色，与神经嵴的形成紧密相
关，而在其他组织中表达量很低［４］。而ＯＬＦＭ１表达
的异常与许多神经系统肿瘤有关，如恶性胶质瘤［５］、
神经纤维瘤、催乳素瘤等［６］。在其他系统肿瘤的研究
中，也有ＯＬＦＭ１相关的报道，如ＯＬＦＭ１在滑膜肉瘤
中相对于正常组织出现高表达［７］，而在子宫内膜癌中
相对于正常子宫内膜低表达（下调约１０．７倍）［８］。有研
究［９］表明ＯＬＦＭ１的低表达与细支气管肺泡癌肿瘤的
浸润和恶性程度有关，但其仅是通过对比不同浸润程
度的肺腺癌基因转录水平的差异而得出的结论，尚有
待证实。本研究通过对比ＯＬＦＭ１基因在肺癌组织及
其配对的正常肺组织的转录水平及其蛋白表达水平，
探索肺癌早期筛选和诊断的新方法，并为肺癌的发
生、发展机制提供一个新的线索。

１　材料和方法

１．１　标本来源　选取２００８年７月到２００９年３月
第二军医大学长海医院手术切除的２１例经病理确
诊的肺癌患者肿瘤组织及相应距肿瘤边缘＞５ｃｍ的
癌旁正常肺组织。其中男１６例、女５例；组织类型

１３例为腺癌，８例为鳞癌。另外１０例没有配对正常
组织的肺腺癌组织也纳入ＯＬＦＭ１蛋白表达水平的
研究，其中男５例、女５例。年龄３７～８８岁，平均
（５９．６８±１２．７０）岁。标本于手术后立即取下，投于
液氮中，随后转入－８０℃低温冰箱保存备用。所选
用的病例均经过病理验证组织类型。所选取的组织
样本患者信息见表１。

１．２　半定量ＲＴＰＣＲ　应用传统ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｔｒａｖａｇｅｎ）
法提取２１对肺癌及相应癌旁组织样本的总ＲＮＡ，并
经紫外分光光度计定量和琼脂糖凝胶电泳证实其质

量及完整性。根据Ｄ２６０定量，应用 ＲＮＡ逆转录酶
（ｐｒｏｍｅｇａ）合成ｃＤＮＡ的第一链，反应体系为２０μｌ，含

１μｇ的总ＲＮＡ，０．４μｌ的逆转录酶，１μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）逆
转录引物，其余按照逆转录试剂盒说明书操作，所得

ｃＤＮＡ置－２０℃保存。利用ＮＣＢＩ上ＯＬＦＭ１基因的

ｍＲＮＡ序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ５设计ＯＬＦＭ１基因引物。
上游引物序列：５′ＣＣＡＴＧＴＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＴＧＣ
３′；下游引物：５′ＧＣＣＡＧＧ ＴＧＴＴＧＣＴＴＡ ＴＧＡ
ＣＴＣＴ３′。反应体系为５０μｌ，其中根据ＧＡＰＤＨ调整

初始的模板量，５μｌＢｕｆｆｅｒ，１μｌｄＮＴＰ，２μｌ引物，Ｔａｑ
ｐｌｕｓ酶１．２５Ｕ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；

９４℃１ｍｉｎ，５６℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环数

３０，最后７２℃补齐１０ｍｉｎ。反应产物经２％琼脂糖凝
胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，应用溴化乙啶染色，在ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司）观察。Ｔａｑｐｌｕｓ酶、

ｄＮＴＰ、Ｂｕｆｆｅｒ均来自ＴａＫａＲａ生物工程有限公司。

表１　所用组织样本的临床病理信息

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｐａｔｉｅｎｔ
ＩＤ

Ｇｅｎ
ｄｅｒ

Ａｇｅ
（ｙｅａｒ）

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｔｙｐｅ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ Ｔｕｍｏｒ

ｓｔａｇｅ△

６３９９９９ Ｍ ６１ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ＮＡ Ｔ２ａＮ０Ｍ０
６３１４３０ Ｍ ６２ ＳＣＣ ＮＡ ＮＡ
６３９９７５ Ｍ ６５ ＳＣＣ Ｐｏｏｒｌｙ Ｔ３Ｎ１Ｍ０
６３９９２８ Ｍ ８７ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ＮＡ Ｔ２Ｎ２Ｍ０
６３８１０１ Ｆ ４６ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｍｏｒｄｅｒａｔｌｙ Ｔ２ｂＮ１Ｍ０
６３１６３３ Ｍ ４０ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｍｏｒｄｅｒａｔｌｙ Ｔ２ｂＮ１Ｍ０
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ｓｕｅ；ＳＣＣ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

１．３　荧光实时定量ＰＣＲ　将逆转录第一条链后的

ｃＤＮＡ稀释１０倍后置于－２０℃保存。在无核酸污
染的１．５ｍｌ管，按照下列组合配制ＰＣＲ反应体系：

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ（ＴａＫａＲａ），ＰＣＲｐｒｉｍ
ｅｒｓ８ｐｍｏｌ，模板２μｌ，每个样本重复３孔。加样完毕
后，用９６孔板ＰＣＲ贴膜封口，甩板机２０００转／ｍｉｎ
（离心半径８ｃｍ）离心数秒；将９６孔板迅速放入预先
设好程序的Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ４８０定量ＰＣＲ仪中，启动扩增
过程；反应条件：９５℃预变性１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃退
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火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环数为４０。在扩增程序结
束后，以０．２℃间隔从７０℃升温至９５℃ 进行熔解曲线
分析，以确定扩增产物的特异性。以ＧＡＰＤＨ为参考
基因来校准目标基因表达，采用２－ΔΔＣｔ法计算基因相
对表达倍数，从而进行相对定量。

１．４　免疫组织化学染色观察ＯＬＦＭ１蛋白表达　采
用ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法进行。取直径约１ｃｍ的组织用

１０％甲醛固定后，进行石蜡包埋。取石蜡块切成４～６

μｍ的薄片，６０℃过夜使之干燥，用二甲苯脱蜡。再将
切片蒸馏乙醇中水化，微波炉１２１℃加热１０ｍｉｎ。切
片与２０％山羊血清孵育３０ｍｉｎ进行封闭。再与１∶
５０稀释的ＯＬＦＭ１鼠多克隆抗体 （Ａｂｇｅｎｔ，ＵＳＡ）室
温孵育３０ｍｉｎ。再与兔抗鼠标记多聚螯合物酶（ＨＲＰ）
的复合物（Ｄａｋｏ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）结合，形成酶多
聚化合物二抗的巨大复合物，酶作用于二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）进行显色定位。

　　以ＰＢＳ代替第一抗体作为空白对照。根据阳性
细胞在全部组织细胞中所占比例以及阳性细胞染色

强度判定实验结果：凡细胞质或细胞核内出现棕黄
色细颗粒者为阳性细胞。Ａ：按显色细胞数记分，阳
性细胞数＜１／３为１分，阳性细胞数１／３～２／３为２
分，阳性细胞数≥２／３为３分。Ｂ：按细胞显色深浅记
分，无阳性反应细胞为０分，浅黄色为１分，棕黄色

为２分，棕褐色为３分。积分数＝Ａ×Ｂ。Ａ×Ｂ＝０
判断为（－），Ａ×Ｂ＝１～２判断为（＋），Ａ×Ｂ＝３～４
判断为（），Ａ×Ｂ＝６～９判断为（）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件包，半定量

ＲＴＰＣＲ计算相对表达变化四格表精确概率法计
算。为克服系统误差，荧光实时定量ＰＣＲ结果以单
份标本检测值与内参的比值，转换为以２为底的对
数表示基因的表达水平，绘制箱图显示上下调状态，
并采用配对ｔ检验来比较ＯＬＦＭ１基因在肺癌组织
及其配对正常组织的表达差异。ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ
检验来判断肺癌组织与正常肺组织中ＯＬＦＭ１蛋白
表达是否有差异。

２　结　果

２．１　半定量ＲＴＰＣＲ计算相对表达变化　在２１对
肺癌组织和配对正常组织中，有１０例原位癌ＯＬＦＭ１
基因的表达强度高于正常组织，１１例低于正常组织
（图１）。用四格表精确概率比较两组ＯＬＦＭ１基因相
对表达水平有没有显著差异（Ｐ＝０．７５８）。通过病理结
果分型，ＯＬＦＭ１基因在腺癌中的表达，８例高于正常，

５例低于正常，与正常组织相比表达没有差异（Ｐ＝
０．４３４），而在肺鳞癌中２例高与正常，６例低于正常，
与正常组织相比表达没有差异（Ｐ＝０．１３２）。

图１　半定量ＲＴＰＣＲ检测肺癌和正常组织中ＯＬＦＭ１基因的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＬＦＭ１ｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ１８：Ｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ９２１：Ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｎ１２１：Ｍａｔｃｈｅｄｎｏｒｍａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ计算相对表达倍数　荧光
实时定量ＰＣＲ发现，ＯＬＦＭ１基因在肺腺癌原发灶
中的表达与正常组织没有差异（Ｐ＝０．３３１），８对肺
鳞癌原发灶相对于其配对正常组织中的表达显著下

调约２．２倍（Ｐ＝０．０２８）。图２中纵轴为上调或下调

倍数的对数值，＞０表示上调，＜０表示下调，横轴代
表所验证基因。每个箱图从上到下依次代表所测样
本组变化倍数的９５％、７５％、５０％、２５％和５％分位
数，下方圆圈为异常值。
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图２　荧光实时定量ＲＴＰＣＲ检测肺腺癌和肺鳞癌

相对于正常肺组织中ＯＬＦＭ１基因的相对表达倍数

Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｌｄｏｆＯＬＦＭ１ｉｎｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｖｓ

ｐａｉｒｅｄｎｏｒｍａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ

２．３　ＯＬＦＭ１蛋白在肺癌和正常肺组织中的组织
表达　２３例肺腺癌组织中有１３例（５６５％）腺癌细
胞表达ＯＬＦＭ１，ＯＬＦＭ１蛋白表达主要定位于腺癌

细胞的胞质，而在腺癌细胞的细胞核和间质均未见
表达，且肺腺癌 ＯＬＦＭ１的表达在年龄、性别、肿瘤
分期、分化程度间均无显著差异（表２，Ｐ＞０．０５）。
而８例肺鳞癌和２１例正常组织中均无表达（Ｐ＜
０．００１，图３）。

表２　肺腺癌中ＯＬＦＭ１蛋白表达与

主要临床特点的关系

Ｔａｂ２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＬＦＭ１ｉｎｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｍａｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ｉｎｄｅｘ Ｎ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

Ｇｅｎｄｅｒ
　Ｍａｌｅ １３ ８
　Ｆｅｍａｌｅ １０ ５
Ａｇｅ（ｙｅａｒ）
　≤６０ １１ ７
　＞６０ １２ ６
Ｓｔａｇｅ（ＵＩＣＣ２００９）
　ＳｔａｇｅⅠｏｒⅡ １５ ９
　ＳｔａｇｅⅢｏｒⅣ ５ ３
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
　Ｍｏｒｄｅｒａｔｌｙ １４ ８
　Ｐｏｏｒｌｙ ４ １

图３　ＯＬＦＭ１蛋白在不同病理分型肺癌组织中的表达（ＥｎＶｉｓｉｏｎ）

Ｆｉｇ３　ＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＯＬＦＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
Ａ，Ｂ：Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｄ：Ｐａｉｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　肺癌是多年来一直排在首位的恶性肿瘤，致死
率高。肺癌病理类型有鳞状细胞癌、腺癌、腺鳞癌、
大细胞癌、小细胞癌、类癌、细支气管肺癌等，主要类
型为鳞状细胞癌，约占肺癌的４０％，男性约占８０％；
腺癌约占肺癌的２０％，女性约占５０％。而近１０年
来肺癌病理类型中腺癌的病例数明显上升，而鳞癌
的病例数有所下降，鳞癌患者的吸烟比例高，且肺癌
的发病有年轻化的趋势，且女性、腺癌病例有明显增
加［１０］。环境中的烟草烟雾是引起女性肺癌的主要
危险因素，另外室内污染，包括烹调产生的高温油

烟和室内燃煤产生的烟雾均增加了肺癌的风险，这
在中国女性尤为突出［１１］。

　　肺癌发生相关的遗传学分子机制倍受关注。普
遍认为细胞增殖失控和细胞凋亡障碍是癌变的根本

原因，而抑癌基因在细胞增殖和凋亡中起十分重要
的调控作用。目前研究比较清楚的肺癌相关抑癌基
因并不多，有Ｒｂ基因（视网膜母细胞瘤基因）、ｐ５３
基因。大多数肿瘤细胞都是由于细胞 Ｒｂ蛋白和

ｐ５３蛋白功能被外界致癌因素和（或）内部变异、突
变所干扰，导致细胞周期调节紊乱和凋亡反应阻抑
而形成的。研究方法也是多种多样，我们前期则是
应用肺癌患者血清和对照血清对肺癌的噬菌体展示
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肽库进行血清筛选，从中找出能与肺癌患者血清中
自身抗体特异结合的噬菌体克隆，这些克隆所展示
的肽段可能是癌组织和正常组织差异表达基因所编

码形成的，而ＯＬＦＭ１基因就是其中之一。

　　ＯＬＦＭ１基因定位于９ｑ３４，它的ｍＲＮＡ存在多
种选择性剪接异构体，在ＡＳＤ（ＡｌｔｅｒｎａｔｉｖｅＳｐｌｉｃｉｎｇ
Ｄａｔａｂａｓｅ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ａｓｄ／）中报道的
就有１１种之多，其中剪接异构体１编码一个４６７个
氨基酸的多肽、剪接异构体２编码一个１３５个氨基
酸的多肽，其余剪接异构体是否编码蛋白及其功能
如何仍在论证当中。而已明确的ＯＬＦＭ１两种异构
体编码的嗅球蛋白为分泌糖蛋白，在神经组织的发
育中扮演极其重要的角色。研究表明，通过在细胞
内转染含有 ＯＬＦＭ１基因的质粒，发现细胞出现细
胞皱缩、变圆、核周围的染色质浓集等现象，从而认
为ＯＬＦＭ１基因可能可以介导细胞凋亡［１２］。另有
研究通过细胞周期分析，表明在原因不明复发性流
产的子宫内膜细胞中，细胞的稳定表达 ＯＬＦＭ１与
细胞ＳｕｂＧ１ 期存在明显相关，这可能表明ＯＬＦＭ１
的稳定表达能抑制细胞的生长，阻碍细胞进入正常
的细胞周期［１３］。此外还有研究认为 ＯＬＦＭ１基因
表达受胶质细胞源性神经营养因子 （ＧＤＮＦ）家族信
号转导通路调节，参与ＤＮＡ 损伤修复，在神经系统
损伤修复中具有重要作用［１４］。

　　而本研究应用半定量ＲＴＰＣＲ、荧光定量ＰＣＲ检
测了ＯＬＦＭ１基因相对于正常肺组织，在两大主要的
肺癌组织类型中的相对表达变化及其相对表达倍数，
发现ＯＬＦＭ１基因在肺鳞癌原发灶中及其配对正常组
织中的表达显著下调。ＯＬＦＭ１的低表达是肺鳞癌中
的常见现象，结合前人的研究结果推测，ＯＬＦＭ１稳定
表达可能参与调控正常的细胞周期，介导细胞凋亡，
它的低表达可能是肺鳞癌的一个标志。ＯＬＦＭ１低表
达的机制尚不明确，但有研究表明与基因启动子区的
甲基化状态无关［１５］。另外应用免疫组织化学染色观
察ＯＬＦＭ１蛋白在肺癌细胞和正常肺上皮细胞定位，
其蛋白在肺腺癌细胞中表达明显，定位于胞质中，且
表达与患者年龄、性别、肿瘤分期、分化程度间均无显
著差异，而在肺鳞癌细胞和正常肺上皮细胞都未见其
表达。ＥＲＢＢ２（ＨＥＲ２／ｎｅｗ）的突变在非小细胞肺癌
（ＮＳＣＬＣ）中非常罕见，仅见于腺癌，在东方人种、女
性、非吸烟者中有较高的突变率［１６］。ＯＬＦＭ１蛋白也
仅在肺腺癌中表达明显，这也可能提示不同病理组织
类型肺癌的发生可能有不同的发生机制或途径，在
临床上也有不同的特点。至于它在其他系统腺癌组
织是否也表达，它的表达与肿瘤的恶性程度及预后是
否有关尚有待更深一步研究。
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