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真核翻译起始因子 ４Ｇ１ 在非小细胞
肺癌中的表达及意义

陆　 英， 虞珊珊， 马　 钻， 白宝鑫， 王光学， 徐增光
（同济大学附属东方医院转化医学研究中心，上海　 ２００１２０）

【摘要】 目的　 探讨真核翻译起始因子 ４Ｇ１（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４ ｇａｍｍ １， ＥＩＦ４Ｇ１）在非小细胞

肺癌（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）中的表达及意义。 方法　 收集接受手术治疗的 ＮＳＣＬＣ 患者 ８１ 例（男性

４９ 例，女性 ３２ 例），应用实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）和免疫组织化学方法检测癌组织及配对癌旁组织中 ＥＩＦ４Ｇ１
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达，分析其在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中的表达特点及与患者临床病理特征的关系。 结果 　 ＥＩＦ４Ｇ１
ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中的表达（６􀆰 ９２±１􀆰 ８７）明显低于癌旁组织（８􀆰 ３３±１􀆰 ６９）（ ｔ ＝ ７􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 将 ＮＳＣＬＣ
分为 ３ 种不同病理类型： 鳞癌、腺癌和其他类型，ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在各组表达差异均具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在低分化癌组织中的表达水平（８􀆰 ９０±１􀆰 ３３）明显高于在中分化（１􀆰 ７０± ０􀆰 １７） 和高分化（０􀆰 ８４±
０􀆰 １５）癌组织（Ｆ＝ １４􀆰 ０４，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在Ⅳ期癌组织中的表达（１５􀆰 ４２±３􀆰 ９９）明显高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
期癌组织（分别为 １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ３７、２􀆰 ９６ ± ０􀆰 ７７、５􀆰 ４４ ± ０􀆰 ９９） （Ｆ ＝ １１􀆰 ８４，Ｐ＜ ０􀆰 ００１）。 不同年龄、性别和病理类型

ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 表达水平均未见明显差异（均 Ｐ＞０􀆰 ０５）。 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析显示 ＥＩＦ４Ｇ１ 高表达与 ＮＳＣＬＣ 癌细

胞分化程度密切相关（ＯＲ＝ ２３􀆰 ７４， Ｐ＜０􀆰 ００１）。 免疫组化结果显示 ＥＩＦ４Ｇ１ 在低分化癌组织中的蛋白表达水平

明显高于中分化和高分化癌组织（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 ＥＩＦ４Ｇ１ 在 ＮＳＣＬＣ 中特异性高表达，且其表达强度与癌细

胞的分化程度密切相关。
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ｇａｍｍａ １（ＥＩＦ４Ｇ１） ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ（ＮＳＣＬＣ） ａｎｄ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｐａｉｒｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ８１ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．
Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥＩＦ４Ｇ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ
ＮＳＣＬＣ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ΔＣｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｃｈｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ（６􀆰 ９２±１􀆰 ８７ ｖｓ． ８􀆰 ３３±１􀆰 ６９， ｔ ＝ ７􀆰 ０１３， Ｐ＜０􀆰 ００１） ． Ｔｈｅｒｅ
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ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＥＩＦ４Ｇ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ（Ｐ＜０􀆰 ０５） ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｏｏｒｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ （ ８􀆰 ９０ ± １􀆰 ３３ ） ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ（１􀆰 ７０±０􀆰 １７） ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ（０􀆰 ８４±
０􀆰 １５） ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ（Ｆ＝ １４􀆰 ０４， Ｐ＜０􀆰 ００１） ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ Ⅳ（１５􀆰 ４２±３􀆰 ９９） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｔａｇｅｓ Ｉ，
ＩＩ ａｎｄ ＩＩＩ（１􀆰 ６７±０􀆰 ３７， ２􀆰 ９６±０􀆰 ７７ ａｎｄ ５􀆰 ４４±０􀆰 ９９， Ｆ ＝ １１􀆰 ８４， Ｐ＜０􀆰 ００１） ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ， ｓｅｘ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ ＥＩＦ４Ｇ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（ＯＲ ＝ ２３􀆰 ７４， Ｐ＜０􀆰 ００１） ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０􀆰 ０５） ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＮＳＣＬＣ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４ ｇａｍｍａ １； ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ； ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　 　 肺癌是高死亡率的恶性肿瘤，分为非小细胞肺

癌（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）和小细胞肺

癌 （ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＳＣＬＣ） 两大类， 其中

ＮＳＣＬＣ 占 ８０％ ～ ８５％［１］。 目前，传统的治疗手段

（手术及放化疗）在提高 ＮＳＣＬＣ 的 ５ 年生存率方面

遇到了瓶颈，而随着近年转化医学的研究推进，一些

靶向药物开始应用于临床［２］。 如靶向表皮生长因

子受体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）、
Ｋｉｒｓｔｅｎ 鼠肉瘤原癌基因同源体（ｋｉｒｓｔｅｎ ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ
ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ， ＫＲＡＳ）、血管内皮生长因

子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）等［３⁃４］

能延长晚期 ＮＳＣＬＣ 患者的无进展生存期，但最终

会出现耐药，因此迫切需要寻找新的分子靶标［５］。
最近研究发现，真核翻译起始因子 ４Ｇ１（ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４ ｇａｍｍａ １， ＥＩＦ４Ｇ１）与肿

瘤的发生发展密切相关。 ＥＩＦ４Ｇ１ 是转录起始因子

复合物 ＥＩＦ４Ｆ 的组成蛋白之一［６］，该复合物最重要

的功能是将 ｍＲＮＡ 募集到核糖体上，从而启动蛋白

质合成。 在蛋白质翻译过程中，ＥＩＦ４Ｇ１ 作为支架蛋

白，使其他与翻译起始有关的因子与之结合并发挥

各自的作用［７］。 已有报道显示，ＥＩＦ４Ｇ１ 基因在卵巢

癌、鼻咽癌、乳腺癌中表达明显增高，促进肿瘤细胞

蛋白翻译、肿瘤血管生成、细胞恶性转化和抗凋

亡［８⁃１１］。 ＥＩＦ４Ｇ１ 位于染色体 ３ｑ２７ 上，在 ５０％的肺

癌中检测到该区域有非正常的扩增［１２］ 。 本研究通

过检测 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平，分析其与 ＮＳＣＬＣ 疾病发生及临床病理特征

的关系，为 ＮＳＣＬＣ 的诊断及靶向治疗提供新

思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 一般资料

选取 ２０１５ 年 １０ 月至 ２０１７ 年 １２ 月在同济大学

附属东方医院行手术切除治疗的 ＮＳＣＬＣ 患者 ８１
例，其中男性 ４９ 例，女性 ３２ 例，取其癌组织和癌旁

组织进行实验。 患者年龄 ４３ ～ ７９ 岁，中位年龄 ６３
岁；病理类型： 鳞癌 ２５ 例，腺癌 ４６ 例，其他类型 １０
例（包括大细胞癌 ３ 例、腺鳞癌 ３ 例、肉瘤样癌 １ 例、
类癌 ２ 例和未分类癌 １ 例）。 采用 １９９７ 年国际抗癌

联盟（ＵＩＣＣ）规定的肺肿瘤 ＴＭＮ 分期标准进行分

期。 分化程度： 高分化 ９ 例，中分化 ３０ 例，低分化

４２ 例。 纳入标准： （１） ＮＳＣＬＣ 标本来源于本院心

胸外科手术后标本并经病理学证实；（２） 术前均未

接受放疗或化疗；（３） 各项临床资料完整；（４） 项目

获同济大学附属东方医院伦理委员会批准，患者按

伦理要求已签署知情同意书。
１􀆰 ２　 标本采集

每位患者取手术切除的新鲜肺癌组织及癌旁组织

０􀆰 １～０􀆰 ２ ｇ 各 ２ 份，１ 份立即置于 ２００ μＬ ＲＮＡｌａｔｅｒ®

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司）溶液中，４ ℃冰箱过夜
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后，置于－８０ ℃冰箱保存，用于 ＲＮＡ 提取。 另 １ 份

置于 １０％的中性甲醛中，４ ℃保存，用于免疫组化

染色。
１􀆰 ３　 ＮＳＣＬＣ 癌和癌旁组织总 ＲＮＡ 提取

将组织样本从－８０ ℃冰箱取出，吸干 ＲＮＡｌａｔｅｒ®

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 后，加入 ５００ μＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂，用高速乳化分

散机将组织块充分匀浆后，按照 ５ ∶ １ 比例加入氯仿

（ＴＲＩｚｏｌ ５００ μＬ ∶ 氯仿 １００ μＬ），于漩涡振荡器剧烈

震荡， 颠倒混匀， 置于冰上静置 １０ ｍｉｎ。 ４ ℃
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心半径 ５ ｃｍ，离心 １５ ｍｉｎ，吸取上层

水相溶液，加入等体积异丙醇，于冰上静置 １０ ｍｉｎ，
４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 弃上清液，加入 １ ｍＬ
预冷的 ７５％乙醇，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ。 弃

上清液，室温放置 ３～５ ｍｉｎ，待乙醇完全挥发后，加入

２０ ～ ６０ μＬ 预冷的不含 ＤＮＡ 酶 ／ ＲＮＡ 酶的双蒸水

（ＤＥＰＣ⁃ｄｄＨ２Ｏ），溶解 ＲＮＡ。
１􀆰 ４　 ＮＳＣＬＣ 癌和癌旁组织 ＲＮＡ 纯度和浓度测定

使用预混了 ＧｅｌＲｅｄ 的 １％琼脂糖凝胶，加 １×
ＴＡＥ 电泳缓冲液至液面覆盖凝胶。 在超净工作台

上，用移液器吸取总 ＲＮＡ 样品 ４ μＬ 于封口膜上，再
加入 ５ μＬ １×ＴＡＥ 电泳缓冲液及 １ μＬ 的 １０×载样缓

冲液，混匀后，加入点样孔。 将电压调节至 １００ Ｖ，
电泳 ３０ ｍｉｎ 后，在紫外透射检测仪上观察 ＲＮＡ 电

泳结果。 使用 ＡＤＵ ６００ 紫外分光光度仪测定 ２６０、
２８０ ｎｍ 吸光度值（Ａ２６０、Ａ２８０），采用 Ａ２６０ ／ Ａ２８０＞１􀆰 ８ 的

ＲＮＡ 纯度较好的标本。
１􀆰 ５　 ｃＤＮＡ 的合成

采用日本 ＴａＫａＲａ 公司反转录试剂盒，总 ＲＮＡ
０􀆰 ５ μｇ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 缓冲液 ２ μＬ，反转录酶复合

物（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ） ０􀆰 ５ μＬ，Ｏｌｉｇｏ ｄＴ
Ｐｒｉｍｅｒ （ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ０􀆰 ５ μＬ， Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ
（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）０􀆰 ５ μＬ，总体积为 １０ μＬ。 反转录反

应，３７ ℃，１５ ｍｉｎ。 反转录酶失活反应，８５ ℃，５ ｓ。
将得到的反转录（ＲＴ）反应液加入到下一步的实时

聚合酶链反应（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）体系中。
１􀆰 ６　 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应检测 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 表达水平

采用日本 ＴａＫａＲａ 公司 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒，美
国 ＡＢＩ 公司 ７５００ ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪。 ２×ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ，ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）０􀆰 ４ μＬ，５０ ×
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ ０􀆰 ４ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μＬ，
总反应体积 ２０ μＬ。 反应条件为： ９５ ℃预变性 ３０ ｓ，

接着进行 ４０ 个循环，９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退火延伸

３４ ｓ。 引物序列： 以甘油醛 ３ 磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）为内参照，正向引物 ５′⁃ＧＴＧＴＣＣＡＧＣＣＴ⁃
ＧＡＡＴＴＣＣＡＣＴ⁃３′，反向引物： ５′⁃ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣ⁃
ＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ⁃３′。 ＥＩＦ４Ｇ１ 正向引物： ５′⁃ＴＴＧＴＧ⁃
ＧＡＴＧＡＴＧＧＴＧＧＣＴ⁃３′，反向引物： ５′⁃ＴＴＡＴＣＴＧＴ⁃
ＧＣＴＴＴＣＴＧＴＧＧＧＴ⁃３′。 采用比较 ＣＴ 值的相对定

量法（ΔΔＣｔ 法）来比较 ｍＲＮＡ 表达的差异： ΔＣｔ ＝
Ｃｔ（ ＥＩＦ４Ｇ１ ） －Ｃｔ（ ＧＡＰＤＨ ）表示目的基因（ＥＩＦ４Ｇ１）表达的

相对拷贝数，ΔＣｔ 值越低，实际拷贝数越高。 ΔΔＣｔ ＝
ΔＣｔ癌组织－ΔＣｔ癌旁组织，以 Ｎ＝ ２－ΔΔＣｔ表示癌组织 ＥＩＦ４Ｇ１
的表达相对于癌旁组织的变化倍数。
１􀆰 ７　 免疫组织化学染色检测 ＥＩＦ４Ｇ１ 蛋白表达

手术切除的肺癌组织及癌旁组织经 １０％的中

性甲醛中固定，石蜡包埋，然后切成 ５ μｍ 厚切片。
将切片置于抗原修复溶液中 （丹麦 Ｄａｋｏ 公司），
９５ ℃加热 ２０ ｍｉｎ。 加入小鼠抗人单克隆抗体

ＥＩＦ４Ｇ１（１ ∶ ２００，英国 Ａｂｃａｍ 公司），４ ℃孵育过夜。
ＩｇＧ 抗体作为阴性对照。 辣根过氧化物酶结合的山

羊抗鼠二抗（丹麦 Ｄａｋｏ 公司试剂盒）在室温下孵育

３０ ｍｉｎ。 最后，用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）底物试剂盒

显色、中性树胶封片后，光学显微镜镜检。
１􀆰 ８　 ＥＩＦ４Ｇ１ 蛋白表达的半定量评分

组织细胞的胞质或胞膜呈清晰棕黄色颗粒的瘤

细胞定为阳性细胞，每张切片选择 ３ 个区分别在 ４００
倍视野下连续计数 ２００ 个瘤细胞，半定量分析０～４ 计

分标准： ０ 分 ＝无阳性细胞，１ 分 ＝阳性细胞占比≤
２５％，２ 分＝阳性细胞占比２５％～≤５０％，３ 分＝阳性细胞

占比 ５０％～≤７５％，４ 分＝阳性细胞占比 ７５％～１００％。
１􀆰 ９　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学处理。 计量资

料用 ｘ±ｓ 表示。 两样本均数比较采用 ｔ 检验，多个样

本均数比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采

用 Ｄｅｎｕｔｔ 检验。 采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归模型来探讨

ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 高表达的影响因素。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌和癌旁组织中的

表达特点

　 　 ＮＳＣＬＣ 癌组织中 ΔＣｔ 值（６􀆰 ９１±１􀆰 ８７）明显低
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于癌旁组织的 ΔＣｔ 值（８􀆰 ３３±１􀆰 ６９），差异有统计学

意义（ ｔ＝ ７􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 鳞癌、腺癌和其他类型肺

癌组织的 ΔＣｔ 的值分别为 ７􀆰 ４０±１􀆰 ６９、６􀆰 ７０±１􀆰 ９２
和 ６􀆰 ２２±２􀆰 １８，均明显低于其相应癌旁组织的 ８􀆰 ２６±
１􀆰 ５８、８􀆰 ３５±１􀆰 ７５ 和 ８􀆰 ８６±２􀆰 ５２（ ｔ ＝ －２􀆰 ８２，－６􀆰 ５８、
－４􀆰 １９，均 Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。

表 １　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织和癌旁
组织中的表达差异

Ｔａｂ．１　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ｉｎ ＮＳＣＬＣ
ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

组别 ｎ 癌组织 癌旁组织 ｔ Ｐ

ＮＳＣＬＣ ８１ ６􀆰 ９２±１􀆰 ８７ ８􀆰 ３３±１􀆰 ６９ ７􀆰 ０１ ＜０􀆰 ００１

　 鳞癌 ２５ ７􀆰 ４０±１􀆰 ６９ ８􀆰 ２６±１􀆰 ５８ －２􀆰 ８２ ０􀆰 ００９

　 腺癌 ４６ ６􀆰 ７０±１􀆰 ９２ ８􀆰 ３５±１􀆰 ７５ －６􀆰 ５８ ＜０􀆰 ００１

　 其他类型 １０ ６􀆰 ２２±２􀆰 １８ ８􀆰 ８６±２􀆰 ５２ －４􀆰 １９ ０􀆰 ００２

２􀆰 ２　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 表达强度与 ＮＳＣＬＣ 临床病理

特征的关系

　 　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在低分化癌中的表达强度明显

高于中分化癌和高分化癌（Ｆ ＝ １４􀆰 ０３４，Ｐ＜０􀆰 ００１），
而其在中分化癌和高分化癌中表达的差异无统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在临床分期Ⅳ期的

表达强度明显高于 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 期 （ Ｆ ＝ １１􀆰 ８４， Ｐ ＜
０􀆰 ００１），而其在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ之间的表达差异无统计学

意义（均 Ｐ＞０􀆰 ０５）。 年龄、性别及病理组织分型间

ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 的表达强度差异无统计学意义（均 Ｐ
＞０􀆰 ０５），见表 ２。

进一步将 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在癌组织和癌旁组织

中的表达升高倍数 ２－ΔΔＣｔ值≥２ 作为 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ
在癌组织中高表达，进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析，结果显

示： 癌组织的分化程度与 ＥＩＦ４Ｇ１ 的高表达密切相关

（ＯＲ＝２３􀆰 ７４，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 而年龄、性别、组织类型和

临床分期与 ＥＩＦ４Ｇ１ 的高表达无明显相关性（均 Ｐ＞
０􀆰 ０５），见表 ３。
２􀆰 ３　 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＥＩＦ４Ｇ１ 蛋白水平与 ＮＳＣＬＣ
细胞分化程度的关系

　 　 免疫组化法结果显示 ＥＩＦ４Ｇ１ 在 ＮＳＣＬＣ 癌细

胞胞质中呈特异性高表达（图 １），通过对 ＮＳＣＬＣ 癌

组织中 ＥＩＦ４Ｇ１ 含量进行半定量评分发现： ＥＩＦ４Ｇ１
在低分化的鳞癌和腺癌中的表达强度分别为 ３􀆰 ２±
０􀆰 ５ 和 ２􀆰 ９±０􀆰 ４，明显高于在中分化（２􀆰 １±０􀆰 ３， ｔ ＝
８􀆰 ２０；２􀆰 ３±０􀆰 ４， ｔ＝ ３􀆰 ３５，均 Ｐ＜０􀆰 ０５）和高分化癌中

的表达（１􀆰 ２±０􀆰 ２， ｔ ＝ ２２􀆰 ３６；１􀆰 ３±０􀆰 ２， ｔ ＝ １７􀆰 ８９，均
Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ２ 　 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中的表达强度与
患者临床病理特征的关系

Ｔａｂ．２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ａｎｄ ＥＩＦ４Ｇ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ

组别 ｎ ２－ΔΔＣｔ ｔ ／ Ｆ Ｐ

年龄

　 　 ≥６５ 岁 ３８ ４􀆰 ５１±０􀆰 ９１

　 　 ＜６５ 岁 ４３ ６􀆰 ０７±１􀆰 ２９ －０􀆰 ９７ ０􀆰 ３４

性别

　 　 男 ４９ ５􀆰 ４９±１􀆰 ０７

　 　 女 ３２ ５􀆰 ０９±１􀆰 ２４ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ８１

组织类型

　 　 鳞癌 ２５ ３􀆰 ０５±０􀆰 ６７

　 　 腺癌 ４６ ４􀆰 ９３±０􀆰 ８１

　 　 其他类型 １０ ５􀆰 １２±１􀆰 ３６ ８􀆰 ７３ ０􀆰 ０６

分化程度

　 　 高分化 ９ ０􀆰 ８４±０􀆰 １５ ０􀆰 ００１

　 　 中分化 ３０ １􀆰 ７０±０􀆰 １７ ＜０􀆰 ００１∗

　 　 低分化 ４２ ８􀆰 ９０±１􀆰 ３３ １４􀆰 ０４ ｒｅｆ

临床分期

　 　 Ⅰ １３ １􀆰 ６７±０􀆰 ３７ ＜０􀆰 ００１∗∗

　 　 Ⅱ ２４ ２􀆰 ９６±０􀆰 ７７ ＜０􀆰 ００１∗∗

　 　 Ⅲ ３４ ５􀆰 ４４±０􀆰 ９９ ＜０􀆰 ００１∗∗

　 　 Ⅳ １０ １５􀆰 ４２±３􀆰 ９９ １１􀆰 ８４ ｒｅｆ

　 　 ∗表示高分化、中分化分别与低分化癌比较；∗∗表示Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期
分别与Ⅳ期比较；ｒｅｆ 表示对照组

表 ３　 影响 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中
高表达的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析

Ｔａｂ．３　 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ＥＩＦ４Ｇ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ

项目 β ＳＥ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ

年龄（≥６５ 岁 ／ ＜６５
岁）

－０􀆰 ７７ ０􀆰 ７４ １􀆰 ０８ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ４６ ０􀆰 １１ １􀆰 ９８

性别（男 ／ 女） －１􀆰 ００ ０􀆰 ７５ １􀆰 ７５ ０􀆰 １９ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ０８ １􀆰 ６２

组织类型 （鳞癌 ／
其他）

－０􀆰 ４４ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ２０ ２􀆰 １０

分化程度（高分化＋
中分化 ／ 低分化） ３􀆰 １７ ０􀆰 ７０ ２０􀆰 ３１ ０􀆰 ００ ２３􀆰 ７４ ５􀆰 ９９ ９４􀆰 １２

临床分期（Ⅰ＋Ⅱ＋
Ⅲ ／Ⅳ） ０􀆰 ３４ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ４２ １􀆰 ４１ ０􀆰 ６１ ３􀆰 ２５

３　 讨　 　 论

肺癌是最常见的癌症之一，也是在世界范围内

·３６·
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死亡率最高的癌。 ＮＳＣＬＣ 治疗难、转移快，大部分

患者确诊时已发生癌转移或处于癌晚期。 传统的化

疗方案虽能够一定程度上改善患者的生存率和死亡

率，但总体效果不佳，全身毒副作用大，容易产生耐

药，不适合长期运用。 目前，治疗 ＮＳＣＬＣ 的方案有

走向靶向治疗的趋势，针对一些肿瘤靶点的药物，已
进入临床使用。 以 ＥＧＦＲ 突变型 ＮＳＣＬＣ 为例，
ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 治疗目前已主要用于 ＮＳＣＬＣ 一线、二线

和维持治疗中，相比于传统化疗，使用特异性的靶向

治疗，患者可以获得更长的生存期，且副作用较

小［１３⁃１４］。 但是这种针对 ＥＧＦＲ 突变使用酪氨酸激酶

抑制剂吉非替尼、厄洛替尼等治疗的方法仅对

ＥＧＦＲ 突变型的 ＮＳＣＬＣ 患者有效［１５⁃１６］，因此需要寻

找新的、特异性的肿瘤标志物作为治疗 ＮＳＣＬＣ 的

靶点。

图 １　 ＥＩＦ４Ｇ１ 在不同分化程度的 ＮＳＣＬＣ 癌组织中的表达
Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＩＦ４Ｇ１ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ

ＮＳＣＬＣ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

肿瘤的形成和发生发展过程是一个复杂的多方

联合、多因子参与的连续过程，期间涉及一些关键的

癌基因和抑癌因子的作用。 ＥＩＦ４Ｇ１ 除了促进蛋白

翻译，在真核细胞翻译起始阶段发挥重要作用外，也
与肿瘤的发生、发展密切相关。 目前已经研究证实

ＥＩＦ４Ｇ１ 作为潜在的分子靶点，有望成为部分肿瘤的

预后指标，对肿瘤的诊断、治疗和预后监控等具有重

要意义。 如在鼻咽癌中的研究发现，ＥＩＦ４Ｇ１ 蛋白的

表达水平与肿瘤分级、临床分期和淋巴结转移呈正

相关，并且是影响鼻咽癌患者总生存率的危险因

素［９］。 在乳腺癌研究中发现，ＥＩＦ４Ｇ１ 在晚期患者癌

组织中的表达明显高于早期，ＥＩＦ４Ｇ１ 表达增高与增

强癌细胞 ＤＮＡ 损伤修复、防止细胞自噬和凋亡密

切相关［１０］ 。 然而 ＥＩＦ４Ｇ１ 在 ＮＳＣＬＣ 患者中的表

达规律暂未见报道。 因此本研究通过 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 和免疫组化技术在 ８１ 例 ＮＳＣＬＣ 患者中发

现，ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 和蛋白水平在癌组织中的表达

明显升高，且 ＥＩＦ４Ｇ１ 的表达强度与肿瘤细胞的分

化程度密切相关，分化越差，ＥＩＦ４Ｇ１ 的表达越高。
晚期 ＮＳＣＬＣ 患者 ＥＩＦ４Ｇ１ 的表达强度明显高于早

期。 而 ＥＩＦ４Ｇ１ 的表达强度在肿瘤病理类型、年龄

和性别之间无统计学差异。 综合上述研究，提示

ＥＩＦ４Ｇ１ 是一个与 ＮＳＣＬＣ 肿瘤生长密切相关的分

子。 本研究结果填补了 ＥＩＦ４Ｇ１ 在 ＮＳＣＬＣ 中的研

究空白，其结果符合 ＥＩＦ４Ｇ１ 在部分其他肿瘤中的

表达特征，丰富了 ＥＩＦ４Ｇ１ 与肿瘤关系的临床病理

研究。
本研究中应用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归模型分析 ＥＩＦ４Ｇ１

ｍＲＮＡ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中高表达的影响因素，发
现 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ 的高表达与癌组织的分化程度密

切相关，其局限性在于： （１） 本研究只收集到 ８１ 例

ＮＳＣＬＣ 肿瘤样本，标本量较小，但是 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ
高表达与癌组织分化程度之间具有相关性的初步研

究结果还是具有一定的临床意义；（２） 本研究为对

照研究，Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归模型分析提示 ＥＩＦ４Ｇ１ ｍＲＮＡ
高表达与癌组织分化程度具有相关性，但是无法确

定两者之间的因果关系。 为进一步明确 ＥＩＦ４Ｇ１
ｍＲＮＡ 高表达的影响因素，尚有待于大规模、前瞻

性的研究加以证实。
有研究者通过串联亲和纯化及质谱分析（ＴＡＰ⁃

ＭＳ）发现 ＥＩＦ４Ｇ１ 与定位于细胞质的去泛素化酶

ＵＳＰ１０ 为互作蛋白，而 ＵＳＰ１０ 已证实能特异的去泛

素化并稳定 ｐ５３，从而调节 ｐ５３ 依赖的下游功能。
在 ＤＮＡ 损伤应激条件下，ＵＳＰ１０ ４２ 位苏氨酸及 ３３７
位丝氨酸被 ＡＴＭ 激酶磷酸化，磷酸化修饰能稳定

ＵＳＰ１０ 并促使 ＵＳＰ１０ 入核并去泛素化 ｐ５３，从而调

节 ｐ５３ 下游网络功能［１７］。 迄今为止，ｐ５３ 是人类所

发现最重要的抑癌因子之一。 作为转录因子，ｐ５３
通过调控下游靶基因调节多种细胞学反应。 例如，
ｐ５３ 通过作用于 ＣＤＫ 抑制因子 ｐ２１ 调节细胞周期

Ｇ１ 阻滞，通过作用于凋亡先导因子 ＰＵＭＡ 和 Ｂａｘ
调控细胞凋亡，通过作用于糖酵解调节因子 ＴＩＧＡＲ
调控能量代谢，通过作用于 ＡＭＰＫ 调控细胞自噬作

用［１８⁃２０］。 除了转录因子依赖的功能以外，ｐ５３ 还能

通过蛋白质相互作用的方式调控细胞凋亡。 通过作

用于野生型 ｐ５３，ＵＳＰ１０ 能行使抑癌因子的功能。
而本研究组前期应用免疫共沉淀方法发现，ＥＩＦ４Ｇ１

·４６·
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在肺癌细胞系 Ａ５４９ 中可与 ＵＳＰ１０ 相互结合。 关于

靶分子 ＥＩＦ４Ｇ１ 是否能通过与 ＵＳＰ１０ 结合，抑制

ＵＳＰ１０ 稳定 Ｐ５３ 的功能，从而抑制 Ｐ５３ 调控的抑癌

作用，最终在癌细胞中发挥促癌作用，其确切的作用

机制还有待进一步的深入研究。
综上所述，ＥＩＦ４Ｇ１ 在 ＮＳＣＬＣ 癌组织中特异性

高表达，并与肿瘤细胞的分化程度及临床分期密切

相关，说明 ＥＩＦ４Ｇ１ 与 ＮＳＣＬＣ 肿瘤的生长及转移相

关。 在后续研究中将深入探讨 ＥＩＦ４Ｇ１ 参与肿瘤发

生发展的分子机制，为 ＮＳＣＬＣ 疾病的诊断及治疗

提供新的分子靶点。
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