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非小细胞肺癌组织中ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达的变化及意义
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　　摘　要：目的　探讨甲状腺癌相关基因１（ＴＣ１）、细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、β链蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）在非小细胞肺癌组织中的

表达情况及其与非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）病理特征的相关性。分析其与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控的相关性，为研究ＴＣ１在

ＮＳＣＬＣ中的作用提供依据。方法　用免疫组化方法检测ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白在４８例 ＮＳＣＬＣ中的表达，并结合肺癌

的临床病理特征进行分析。结果　ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、βｃａｔｅｎｉｎ在非小细胞肺癌组织中的表达水平明显高于正常肺组织；其中ＴＣ１

在ＮＳＣＬＣ组织中的表达与淋巴结转移和ＴＮＭ分期有关；βｃａｔｅｎｉｎ在 ＮＳＣＬＣ组织中的表达与病理类型和组织分化程度有关。

结论　ＮＳＣＬＣ患者中ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达均为上调趋势，其可能在肺癌的发展中发挥重要作用；ＴＣ１可能参

与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控作用，这些都为ＮＳＣＬＣ的靶向治疗提供了新的研究思路。
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　　肿瘤的发病是多基因、多层次、多因素共同参与的结果，其

发生、发展涉及多种信号转导机制的复杂过程，信号通路的研

究一直以来都是肿瘤治疗的前沿领域，其中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号通路倍受关注［１］。甲状腺癌相关基因１（ＴＣ１）参与基因转

录和翻译的调节，在细胞周期的调控中起着关键的作用，与肿

瘤细胞的增殖有关。ＴＣ１能上调许多 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ中与肿

瘤侵袭相关的靶基因［２］。细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）作为

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的靶基因之一，是重要的细胞周期调节蛋

白，与细胞的增殖相关，其高表达可能导致细胞的恶性转化［３］。

β链蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）作为 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号传导通路的关键

分子，其在肿瘤细胞内的异常蓄积与肿瘤的发展、浸润、转移有

关。目前有关ＴＣ１参与非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）发展、浸润、

转移等过程中的机制仍然不明确。本实验通过对 ＮＳＣＬＣ及

正常肺组织中的ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ的表达情况进行

分析研究，来探讨它们的相互关系，为 ＮＳＣＬＣ的靶向治疗提

供了新的思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集遵义医学院附属医院２０１０年１月至

２０１２年１２月胸外科手术切除的肺癌组织标本，对术前未进过

行放、化疗，资料完整的４８例ＮＳＣＬＣ患者进行研究。男性３３

例，女性１５例，年龄３３～７０岁，平均５５岁。按 ＷＨＯ组织学

分类、分期，其中鳞癌２０例，腺癌２８例；有淋巴结转移者２３

例，无淋巴结转移者２５例；肿物小于（３×３×３）ｃｍ者１７例，不

小于（３×３×３）ｃｍ者３１例；Ⅰ～Ⅱ期者３０例，Ⅲ～Ⅳ期者１８

例。另取８例正常肺组织作为对照。

１．２　仪器与试剂　鼠抗人ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ单克隆

抗体由北京中山生物技术公司提供；免疫组化ＳＰ试剂盒和

ＤＡＢ显色试剂盒由北京博奥森生物技术公司提供。

１．３　方法　标本放于１０％多聚甲醛固定２４ｈ，常规脱水、透

明、浸蜡、包埋。石蜡组织切片，厚５μｍ，常规脱蜡，水化。枸

橼酸修复液高温修复，滴加３％ Ｈ２Ｏ２，室温静置１０ｍｉｎ。滴加

鼠抗人 ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ单克隆抗体，４ ℃过夜，

ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗

鼠ＩｇＧ，室温静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。ＤＡＢ（过氧

化物酶底物）显色５～１０ｍｉｎ，苏木精复染，水洗，吹干，封片，显

微镜下观察结果。每张切片于高倍镜下随机取５个不同视野。
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肿瘤细胞的胞浆或胞核内出现棕黄色颗粒为阳性细胞。按阳

性细胞数和染色强度计分，分值为０～３分。不显色或细胞数

小于５％为阴性（－），轻度显色或细胞数５％～２５％为弱阳性

（＋），中度显色或细胞数为２６％～５０％为中度阳性（＋＋），重

度显色或细胞数大于等于５０％为强阳性。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１８．０系统软件进行数据处理，组

间差异采用χ
２ 检验和Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ在 ＮＳＣＬＣ组织中的表达　

ＴＣ１蛋白阳性表达主要位于胞浆和部分细胞核中，见图１。

ＴＣ１在 ＮＳＣＬＣ 和肺正常组织 中 的 表 达 阳 性 率 分 别 为

６８６．６％、１３．３％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１蛋白阳性表达主要位于细胞质中，少数位于细胞核中，

见图１。ＣｙｃｌｉｎＤ１在ＮＳＣＬＣ和肺正常组织中的表达阳性率分

别为６４．６％ 、６．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。β

ｃａｔｅｎｉｎ蛋白阳性表达主要位于胞膜和胞质中，见图１。βｃａｔｅ

ｎｉｎ在ＮＳＣＬＣ和肺正常组织中的表达阳性率分别为７２．９％、

０．０％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

　　Ａ：腺癌ＴＣ１蛋白；Ｂ：鳞癌ＴＣ１蛋白；Ｃ：腺癌ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白；Ｄ：

鳞癌ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白；Ｅ：腺癌βｃａｔｅｎｉｎ蛋白；Ｆ：鳞癌βｃａｔｅｎｉｎ蛋白

图１　　肺癌组织中ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ

蛋白的表达（ＳＰ法，×４００）

表１　　ＮＳＣＬＣ和正常肺组织中ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、

　　　βｃａｔｅｎｉｎ表达

指标

ＮＳＣＬＣ

阳性

（狀）

阴性

（狀）

阳性率

（％）

正常肺组织

阳性

（狀）

阴性

（狀）

阳性率

（％）

犘值

ＴＣ１ ３３ １５ ６８．６ ２ １３ １３．３ ０．０

ＣｙｃｌｉｎＤ１ ３１ １７ ６４．６ １ １４ ６．７ ０．０

βｃａｔｅｎｉｎ ３５ １３ ７２．９ ０ １５ ０．０ ０．０

２．２　ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达与 ＮＳＣＬＣ各临

床病理因素的关系　ＴＣ１在 ＮＳＣＬＣ组织中的表达与淋巴结

转移和ＴＮＭ分期差异有统计学意义（犘＜０．０５），与性别、肿瘤

大小、组织分化程度及病理类型差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。ＣｙｃｌｉｎＤ１在ＮＳＣＬＣ组织中的表达与性别、肿瘤大小、

组织分化程度及病理类型淋巴结转移及ＴＮＭ 分期差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。βｃａｔｅｎｉｎ在ＮＳＣＬＣ组织中的表达与病

理类型和组织分化程度差异有统计学意义（犘＜０．０５），与性

别、肿瘤大小、淋巴结转移及 ＴＮＭ 分期差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

表２　　肺癌组织临床病例特征与ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１和

　βｃａｔｅｎｉｎ表达的关系分化程度

组别 狀

ＴＣ１

阳性

［狀（％）］
犘值

ＣｙｃｌｉｎＤ１

阳性

［狀（％）］
犘值

βｃａｔｅｎｉｎ

阳性

［狀（％）］
犘值

性别

男 ３３２４（７２．７）０．５ ２０（６０．６）０．５２ ２６（７８．８）０．３

女 １５ ９（６０．０） １１（７３．３） ９（６０）

病理类型

腺癌 ２８２１（７５．０）０．４ ２０（７１．４）０．３６ ２６（９２．９）０．０

鳞癌 ２０１２（６０．０） １１（５５．０） ９（４５．０）

ＴＮＭ分期

Ⅰ～Ⅱ期 ３０１６（５３．３）０．０ ２２（７３．３）０．１３ ２３（７６．７）０．５

Ⅲ～Ⅳ期 １８１７（９４．４） ９（５０．０） １２（６６．７）

淋巴结转移

有 ２３２１（９１．３）０．０ １６（６９．６）０．５６ １８（７８．３）０．５

无 ２５１２（４８．０） １５（６０．０） １７（６８．０）

分化程度

高 ４ １（２５．０） ２（５０．０） １（２５．０）

中 ２６１８（６９．２） １７（６５．４） １７（６５．４）

低 １８１４（７７．８） １２（６６．７） １７（９４．４）

肿瘤大小

小于（３×

３×３）ｃｍ３

１７１１（６４．７）０．８ ８（４７．１）０．１１ １１（６４．７）０．５

大于或等于

（３×３×３）ｃｍ３

３１２２（７１．０） ２３（７４．２） ２４（７７．４）

３　讨　　论

Ｗｎｔ信号通路主要参与细胞的生长发育、分化、增殖及迁

移的过程，研究表明 Ｗｎｔ信号通路的异常激活会使细胞发生

恶性的转化导致肿瘤的发生［４］。Ｗｎｔ主要信号通路途径有３

种，其中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是其经典途径，其主要通过β

ｃａｔｅｎｉｎ在胞质中聚集并向细胞核内转移，与Ｔ细胞因子／淋巴

增强因子相结合，来启动靶基因的表达，其中包括ＣｙｃｌｉｎＤ１、基

质金属蛋白酶、原癌基因等［５］。研究证实在ＮＳＣＬＣ中 Ｗｎｔ信

号通路常处于异常激活状态，Ａｋｉｒｉ等
［６］研究发现，５０％的人类

ＮＳＣＬＣ细胞株中有 Ｗｎｔ通路的失调。

ＴＣ１首先在甲状腺肿瘤中被发现，进一步研究表明其与

胃癌、子宫内膜腺癌等有着密切的关系［７］。Ｗａｎｇ等
［８］研究发

现ＣＴ１可调节细胞周期从 Ｇ１期向Ｓ期转化，并且发现过表

达的ＣＴ１可上调ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达水平。Ｊｕｎｇ等
［９］研究发现，
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βｃａｔｅｎｉｎ介导的转录能被 Ｃｈｉｂｂｙ负向调节，ＴＣ１能够与

Ｃｈｉｂｂｙ相拮抗，使得Ｃｈｉｂｂｙ对β连环蛋白拮抗能力减弱，进

而上调该通路的 下 游 有 关 的 靶 基 因 （ＭＭＰ７、ＭＭＰ１４、

ＶＥＧＦ、ＣｙｃｌｉｎＤ１等）表达，促进癌细胞的增殖及转移。

βｃａｔｅｎｉｎ是一种细胞骨架蛋白，也是 Ｗｎｔ信号通路的关

键信号元件。正常情况下，βｃａｔｅｎｉｎ大部分与突出细胞膜上的

钙黏蛋白结合，维持着同种细胞的黏附作用，其中小部分会与

Ａｘｉｎ、ＡＰＣ和ＧＳＫ３β组成一个多蛋白的复合体，其能够降解

βｃａｔｅｎｉｎ。正常情况下βｃａｔｅｎｉｎ主要位于细胞膜中，胞浆内游

离的βｃａｔｅｎｉｎ极少，当细胞质中游离的βｃａｔｅｎｉｎ积聚并进入

细胞核启动下游靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１的转录，导致细胞的过度增

殖，从而参与肿瘤的形成［１０］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是 Ｇ１期细胞周期素，

是细胞从Ｇ１期进入Ｓ期促进细胞分裂增殖的重要调控因子。

ＣｙｃｌｉｎＤ１被认为是一种原癌基因，其持续性高表达，将导致Ｇ１

期缩短，提前进入Ｓ期，使细胞增殖失控，最终形成肿瘤
［１１］。

本实验研究结果显示：ＴＣ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 βｃａｔｅｎｉｎ在

ＮＳＣＬＣ组织中的表达水平明显高于正常肺组织，说明ＴＣ１、

ＣｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ可能在 ＮＳＣＬＣ的发病机制中发挥重要

作用，ＴＣ１可能激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路并且能够诱导其相关

靶基因ＣｙｃｌｉｎＤ１的高表达，为ＮＳＣＬＣ的靶向治疗提供了新的

研究思路。
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构和功能时需要移去这些蛋白标签，常用的肠激酶、凝血酶及

凝血因子Ｘａ不但存在非特异性切割，而且价格昂贵。因此本

研究选中人鼻病毒３Ｃ蛋白酶作为新一代的工具酶。人鼻病

毒３Ｃ蛋白酶不仅具有较高的酶切特异性而且在低温下仍保

持较高的酶活性。

本研究在大肠杆菌原核系统中成功表达和制备了有良好

活性且纯度高的人鼻病毒３Ｃ蛋白酶。本研究还发现人鼻病

毒３Ｃ蛋白酶在低温下的酶切效果优于常温，且蛋白酶Ｎ端及

Ｃ端结构域是保持蛋白酶活性所必须，结果未示出。人鼻病毒

３Ｃ蛋白酶与麦芽糖结合蛋白融合表达，增加了人鼻病毒３Ｃ蛋

白酶的表达量及溶解度，免除了包涵体变性及复性步骤，简化

了蛋白酶制备流程，并且保持了蛋白酶的活性。人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶的酶切特异性较好，本研究构建的麦芽糖结合蛋白人

鼻病毒３Ｃ蛋白酶融合蛋白含有人鼻病毒３Ｃ蛋白酶的酶切位

点，可被人鼻病毒３Ｃ蛋白酶特异性识别，并将其自身从麦芽

糖结合蛋白上剪切。人鼻病毒３Ｃ蛋白酶在低温（４℃）下保持

了较高的酶活性，在移除蛋白标签的同时避免了靶蛋白的非特

异性降解，是理想的标签移除工具酶。本研究初步建立了人鼻

病毒３Ｃ蛋白酶基因工程的制备工艺，开发了一种新型的工具

酶，大大节省了实验经费开销。本研究还构建了人鼻病毒３Ｃ

蛋白酶ｐＲＳＦ克隆和表达载体，只需将靶蛋白的遗传微粒克隆

入表达载体，就可高效表达靶蛋白与麦芽糖结合蛋白的融合蛋

白，经人鼻病毒３Ｃ蛋白酶移除麦芽糖结合蛋白标签，就可得

到较纯的靶蛋白，为基因工程表达和基因工程药物开发的研究

奠定了基础。
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