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Ｗｎｔ信号通路及靶基因在非小细胞肺癌组织中的表达
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摘　要　目的　研究 Ｗｎｔ信号通路中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２在非小细胞肺癌中的活化状态及其与靶基因 ＶＥＧＦ和

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的相关性，探讨 Ｗｎｔ信号通路对非小细胞肺癌细胞增殖、侵袭转移以及对靶基因表达的影响，为非小细胞肺癌多靶

点基因治疗提供实验依据。方法　应用 ＲＴ－ＰＣＲ、免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法，检测非小细胞肺癌的癌组织及癌旁正常组织

中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２的表达，以及在 Ｗｎｔ信号通路的活化状态下靶基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达情况。结果　在非小

细胞肺癌组织中，β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２的表达明显高于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１）；Ｗｎｔ－组与 Ｗｎｔ＋组在癌旁正常组织

和 ＮＳＣＬＣ组织中分布差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 Ｗｎｔ＋组中的表达频率均明显高于 Ｗｎｔ－组。结论　

非小细胞肺癌组织中 Ｗｎｔ信号通路被活化，其通路活化可能是导致非小细胞肺癌各靶基因表达增加的重要因素，并与非小细胞

肺癌的发生、发展密切相关。

关键词　Ｗｎｔ信号通路　靶基因　ＶＥＧＦ　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ非小细胞肺癌
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　　肺癌死亡占癌症死因的首位，威胁着人类的生命
和健康，肺癌中非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）占比达到
８０％以上。研究显示，许多生命过程受 Ｗｎｔ信号通
路控制，各种肿瘤，如肝癌、胃癌、乳腺癌及大肠癌等

的发生发展均与此有关
［１～５］

。核内转录因子 ＴＣＦ－４
可携带上游信号分子 β－ｃａｔｅｎｉｎ入核，启动 Ｃ－ｍｙｃ、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＶＥＧＦ等下游靶基因转录［６］

。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是迄
今发现的最强的凋亡抑制因子；ＶＥＧＦ是作用最强的
促血管形成因子，参与多种肿瘤的生长和转移，如肿

瘤组织中高表达，则被认为预后差
［７］
。Ｗｎｔ信号通路

成员蛋白中存在许多具有抑制肿瘤作用的负性调节

因子，故负性调节因子是抗肿瘤的靶点。本课题组已

经结题了“Ｗｎｔ信号通路在非小细胞肺癌组织中的活
化”

［８］
和 “Ｗｎｔ信号途径在胃癌组织和细胞系中的活

化”
［９］
的研究，本研究则在此基础上探讨非小细胞肺

癌组织中 Ｗｎｔ信号通路（β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ
－２）总体水平的活化状态与靶基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达的相关性，为非小细胞肺癌多靶点基因治疗提供

实验依据。

材料与方法

１．标本：非小细肺癌 ４５例，癌旁正常组织（距离
肿瘤切缘 ５ｃｍ）１０例，均来源于 ２００９～２０１１年大连
医科大学附属医院手术标本，术前均未行放化疗或免

疫治疗，并且病理诊断明确；标本在切除后 ２０ｍｉｎ内
液氮速冻，－８０℃低温冰箱保存备用。其中，女性 ２５
例，男性２０例；腺癌２７例，鳞癌１８例；高分化 ３０例，
低分化 １５例；淋巴结转移 １０例，无淋巴结转移 ３５
例。
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２．方法：ＳａｎｔａＣｒｕｚ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）公司
提供各种抗体，如兔多克隆 ＴＣＦ－４抗体，兔多克隆
ＶＥＧＦ抗体，兔多克隆 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ抗体，鼠单克隆 β－
ｃａｔｅｎｉｎ抗体，羊多克隆 Ｗｎｔ－２抗体等。免疫组化试
剂盒：北京中山生物技术有限公司的 ＳＰ－９０００（通用
ＳＰＫｉｔ）、ＨｉｓｔｏｓｔａｉｎＴＭ－ｐｌｕｓＫｉｔｓＳＰ－９００３（山羊 ＳＰ
Ｋｉｔ）。ＲＴ－ＰＣＲ分析：常规提取总 ＲＮＡ，ＰＣＲ引物
序列（ＴａＫａＲａ生物工程有限公司）见参考文献［１０～
１３］，按照试剂盒（ＴａＫａＲａＲＮＡＬＡＰＣＲＴＭＫｉｔ）的说
明书操作 ＲＮＡ的反转录。免疫组化染色：根据 ＳＰ试
剂盒说明行免疫组化染色，按参考文献［７］判定结
果；根据参考文献［１４］行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测分析。

３．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１９．０软件行统计学分

析，数据分析采用 χ２检验和 Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法，以及
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析等进行处理，以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

结　　果
１．β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２在不同病变肺

组织中的表达
［８］
：β－ｃａｔｅｎｉｎ在癌旁组织表达率为

２０％，在肺癌组织中的阳性表达率为 ７５．６％；ＴＣＦ－４
在癌旁组织表达率为０，在肺癌组织中的阳性表达率
为８０％；Ｗｎｔ－２在癌旁组织表达率为 ３０％，在肺癌
组织中的阳性表达率为 ６４．４％（表 １）。免疫组化法
检测结果显示，在鳞癌、腺癌组织中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ
－４和 Ｗｎｔ－２的表达阳性，与癌旁组织相比差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。

表 １　β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２在 ＮＳＣＬＣ组织和癌旁正常组织中的表达

不同组织 ｎ
Ｗｎｔ－２ β－ｃａｔｅｎｉｎ ＴＣＦ－４

＋ － χ２ Ｐ ＋ － χ２ Ｐ ＋ － χ２ Ｐ
肺癌

癌旁组织

４５

１０

２９

３

１６

７
３．９９０ ０．０４６

３４

２

１１

８
１１．１６８ ０．００１

３６

０

９

１０
１９．７５ ０．０００

图 １　β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２在肺癌组织中的免疫组化染色
　

　　２．ＶＥＧＦ与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在非小细胞肺癌组织和癌旁
正常组织中的表达：ＶＥＧＦ在癌旁组织表达率为
３０％，在肺癌组织中的阳性表达为 ６８．９％；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
在癌旁组织表达率为 ２０％，在肺癌组织中的阳性表

达为６４．４％；与癌旁组织相比，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，表２）。免疫组化法检测结果显示，鳞癌、
腺癌组织中靶基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阳性（图
２）。

表 ２　ＶＥＧＦ与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在非小细胞肺癌组织和

癌旁正常组织中的表达

不同

组织
ｎ

ＶＥＧＦ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
＋ － χ２ Ｐ ＋ － χ２ Ｐ

肺癌 ４５ ３１ １４
癌旁

组织
１０ ３ ７

５．２４２０．０２２
２９ １６

２ ８
６．５７１０．０１０

　　３．Ｗｎｔ信号通路活化状态的分布及其与靶基因
表达的相关性：同一样本中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和
Ｗｎｔ－２不能同时阳性表达被称为 Ｗｎｔ信号通路非活
化状态（Ｗｎｔ－）；而同一样本中上述 ３个关键环节同
时表达，则为 Ｗｎｔ信号通路活化（Ｗｎｔ＋）；将此实验
的全部样本分为 Ｗｎｔ－组和 Ｗｎｔ＋组，不同病变肺组
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图 ２　ＶＥＧＦ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在肺癌组织中的免疫组化染色
　

织中的分布（表 ３）如下：Ｗｎｔ－组的 ２５例中，癌旁正
常组织１０例，肺癌组织 １５例；Ｗｎｔ＋组中的 ３０例则
全部为肺癌组织；两者间的分布比例差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）［８］。ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 Ｗｎｔ＋组中
的表达频率明显高于 Ｗｎｔ－组，提示 Ｗｎｔ＋可调控靶
基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达（表４）。

表 ３　Ｗｎｔ信号通路活化状态在不同病变肺

组织中的分布情况

分组 ｎ 肺癌组织 癌旁组织 Ｐ
Ｗｎｔ＋

Ｗｎｔ－
３０

２５

３０

１５

０

１０
０．００１

表 ４　Ｗｎｔ途径活化与靶基因表达相关性分析

靶基因 Ｗｎｔ－ Ｗｎｔ＋

ＶＥＧＦ
－ １４ １
＋ ７ ８
＞ ＋＋ ４ ２１

Ｚ／Ｐ ４．５４８／０．０００

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
－ １０ ０
＋ ３ ２
＞＋＋ １２ ２８

Ｚ／Ｐ ３．８３４／０．０００

　　４．不同病变肺组织中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和
Ｗｎｔ－２的表达情况：为明确不同病变肺组织中 Ｗｎｔ
信号通路的活化状态，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法（图３Ａ）和
ＲＴ－ＰＣＲ（图３Ｂ）方法检测鳞癌、腺癌和癌旁正常肺
组织中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２蛋白及 ｍＲＮＡ
的表达情况。如图 ３所示，在鳞癌、腺癌组织中 β－
ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２蛋白和 ｍＲＮＡ表达均高
于癌旁正常肺组织，这与上述免疫组化数据相符，说

明肺癌组织中 Ｗｎｔ信号通路被活化，提示 Ｗｎｔ通路
相关因子与肿瘤的发生、发展密切相关。

５．不同病变肺组织中靶基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
的表达情况：为进一步明确不同病变肺组织中靶基因

ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达情况，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
（图４Ａ）和 ＲＴ－ＰＣＲ法（图 ４Ｂ）检测鳞癌、腺癌和正
常肺组织中靶基因 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白及 ｍＲＮＡ
的表达。如图 ４所示，在正常组织中 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ仅微弱表达或不表达，在鳞癌、腺
癌组织中 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ表达均明
显增加，说明在非小细胞肺癌组织中 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ阳性表达，提示 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与肿瘤的发
生、发展密切相关。

讨　　论
近年来，随着对肿瘤研究的深入，Ｗｎｔ信号通路

在分子生物学、细胞生物学和肿瘤学等领域逐渐取得

突破性的进展。Ｗｎｔ信号通路是一条较为复杂且保
守的信号转导通路，在胚胎发育，调节细胞生长、分化

以及肿瘤的发生、发展、迁移等生命活动中发挥重要

作用
［１５］
。多种相关蛋白调节着 Ｗｎｔ信号通路的活

性，其中 β－ｃａｔｅｎｉｎ与 ＬＥＦ／ＴＣＦ家族成员复合体是
Ｗｎｔ信号转导通路的关键环节［９］

。Ｗｎｔ信号异常活
化是指 Ｗｎｔ激活了散乱蛋白，转导细胞内的信号，
β－ｃａｔｅｎｉｎ被活化的散乱蛋白抑制，并与 Ａｘｉｎ－
ＡＰＣ－ＧＳＫ－３β形成复合物，与 ＴＣＦ／ＬＥＦ相结合，下

图 ３　检测 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２蛋白和 ｍＲＮＡ表达情况
Ａ．蛋白；Ｂ．ｍＲＮＡ

　·６０１·
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图 ４　检测 ＶＥＧＦ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白和 ｍＲＮＡ表达情况
Ａ．蛋白；Ｂ．ｍＲＮＡ

　

游靶基因 ＭＭＰ－７、Ｃ－ｍｙｃ等的转录受到刺激后引
起细胞增生

［１６～１８］
。Ｗｎｔ信号通路的异常活化与细胞

恶性转变和肿瘤发生密切相关。综上所述，Ｗｎｔ信号
通路的核心是 β－ｃａｔｅｎｉｎ在细胞内累积，通过其下游
途径引起特异靶基因的转录。结直肠癌、胃癌等消化

道肿瘤中，Ｗｎｔ途径活化状态的研究比较成熟；
ＮＳＣＬＣ组织中 Ｗｎｔ传导通路活化状态与不同病理类
型肺组织的相关性以及与肺癌靶基因表达相互关系

的研究罕有报道。

本实验结果显示，Ｗｎｔ信号通路中的 β－ｃａｔｅｎｉｎ
、ＴＣＦ－４和Ｗｎｔ－２在非小细胞肺癌组织中表达明显
升高，说明这些 Ｗｎｔ信号通路相关因子参与非小细
胞肺癌的发生和发展。进一步分析显示，在肺癌组织

中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和 Ｗｎｔ－２３个因子多数同时
表达，Ｗｎｔ通路大多呈活化状态；在癌旁正常组织中，
虽然存在 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和Ｗｎｔ－２中部分因子
的表达，即或 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＣＦ－４和Ｗｎｔ－２的表达，
但并非同时表达，所以，Ｗｎｔ信号通路在癌旁组织中
未活化，这提示在肺癌的发生、发展中，Ｗｎｔ信号通路
的活化状态至关重要；肺癌相关靶基因的表达可能被

活化的 Ｗｎｔ信号途径所诱导。
人类多种肿瘤中都存在 Ｗｎｔ途径的异常活化，

Ｗｎｔ信号通路在胚胎发育过程中具有重要的调节作
用，促进细胞发育并调节生长

［１９］
。Ｗｎｔ信号通路的

活化状态与下游靶基因状态的改变有关，可能导致肺

癌的发生和发展
［８］
。目前罕有报道在肺癌组织中

Ｗｎｔ转导通路的活化状态与下游靶基因表达的相关
性分析研究。本实验结果显示，ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在
不同病变肺组织中表达程度明显不同，在癌组织中表

达频率相对较高，在癌旁正常组织中表达频率较低；

在分析 ＶＥＧＦ和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达规律时，笔者发现它
们有着一个共同的特点，即均为 Ｗｎｔ信号通路的下
游基因。表４显示，比较 Ｗｎｔ信号通路的活化状态，

Ｗｎｔ＋组的靶基因表达率明显高于 Ｗｎｔ－组，提示 Ｗｎｔ
信号通路的活化状态与靶基因的表达息息相关。故

本研究结果显示，ＮＳＣＬＣ组织中各靶基因的表达可
能由 Ｗｎｔ信号通路的活化所导致；在 ＮＳＣＬＣ组织中，
靶基因的表达受到 Ｗｎｔ信号通路活化状态的调节；
而癌旁组织中，靶基因的表达与 Ｗｎｔ信号通路的活
化状态并不完全一致（表４）；故靶基因表达的调节作
用可能并非由 Ｗｎｔ信号通路活化状态作为唯一的调
节因素。为此，Ｗｎｔ信号通路的活化状态与 ＮＳＣＬＣ
的生物学特性及靶基因表达的功能性分析的相互关

系，尚需进一步探索与研究。
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对氧磷酶１和脂蛋白磷脂酶 Ａ２与冠心病的相关性

孙　姬　郭玲玉　张明亮　陈一竹　张田田　张俊峰

摘　要　目的　探讨冠心病患者血清对氧磷酶 １（ＰＯＮ１）与脂蛋白磷脂酶 Ａ２（ＬＰ－ＰＬＡ２）活性与冠脉病变支数及斑块稳定

性的相关性。方法　入选 ８８例冠心病患者为研究组，同期行冠状动脉造影术（ＣＡＧ）排除冠心病的 ３２例患者为对照组。检测两

组患者血清 ＰＯＮ１、ＬＰ－ＰＬＡ２活性，对 ＰＯＮ１、ＬＰ－ＰＬＡ２活性与冠状动脉病变支数及斑块稳定性进行相关性分析。结果　冠心

病患者血清 ＰＯＮ１活性明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）；活性均值随冠状动脉病变支数增加而降低（Ｐ＜０．０５）；在斑块不稳定组

ＰＯＮ１活性明显低于斑块稳定组（Ｐ＜０．０５）。冠心病患者血清 ＬＰ－ＰＬＡ２活性均值明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），随冠状动脉病变

支数增加而升高（Ｐ＜０．０５），且与患者总胆固醇、低密度脂蛋白水平呈正相关。结论　血清 ＰＯＮ１及 ＬＰ－ＰＬＡ２活性与冠心病的

发生及冠状动脉病变支数有相关性，ＰＯＮ１活性降低可作为冠状动脉斑块趋于不稳定的观察指标。

关键词　对氧磷酶 １　脂蛋白磷脂酶 Ａ２　冠心病
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