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Egfl7 与非小细胞肺癌上皮间质转化关系的研究
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摘要 目的：研究 Egfl7 与非小细胞肺癌 （NSCLC） 上皮间质转化标志物 E-cadherin，Vimentin 的相关性，探讨 Egfl7 是否参与

NSCLC 的上皮间质转化(EMT)。方法：分别采用免疫组化法和 RT-PCR 法检测 40 例 NSCLC 组织和 20 例肺癌旁正常肺组织中

Egfl7，E-cadherin 和 Vimentin 蛋白和 mRNA 的表达情况。结果：1). NSCLC 组织中的 Egfl7 蛋白和 mRNA 的表达水平明显高于癌

旁正常肺组织；其差异有统计学意义（P<0.05）。Egfl7 的表达水平与肺癌的临床分期、及淋巴结转移密切相关(p<O.05)；2). E-cad-

herin 蛋白和 mRNA 在 NSCLC 组织中的表达明显低于癌旁正常肺组织，40 例癌组织中 E-cadherin 的表达有转移组明显低于无转

移组；3). Vimentin 蛋白和基因在 NSCLC 组织中的表达高于癌旁正常肺组织，40 例癌组织中 Vimentin 的表达在转移组明显高于

无转移组；4).在 NSCLC 组织中，Egfl7 与 E-cadherin 表达成负相关（r=-0.34，P<0.05），而与 Vimentin 表达成正相关（r=0.297,P<0.

05），E-cadherin 和 Vimentin 的表达无明显相关性（r=0.0002,P>0.05）。结论：NSCLC 组织中 Egfl7 高表达，Egfl7 可能与 NSCLC 的

侵袭性相关；Egfl7 与 E-cadherin 呈负相关，与 Vimentin 表达成正相关，Egfl7 可能参与了 NSCLC 患者的上皮间质转化 (EMT)过

程，阻断 Egfl7 信号可能会抑制 NSCLC 患者的 ENT。
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ABSTRACT Objecuve: To study the relationship of Egfl7 and E-cadherin, Vimentin in epithelial-mesenchymal transition(EMT) and

to investigate whether of Egfl7 involved in EMT progress in the patients with non-small cell lung cancer （NSCLC）. Methods: Forty

NSCLC and Twenty normal Pulmonary tissues were obtained Immunonistochemistry and RT-PCR were performed to determine the expr-

essions of Egfl7, E-cadherin and Vimentin protein and mRNA in the NSCLC tissues. To explore the correlation between Egfl7 expression

levels and EMT of NSCLC patients. Results: 1.The result of Immunohistechermial and RT-PCR analysis indicate the expression level of

Egfl7 protein and mRNA were higher in NSCLC tissues than those in normal(P<0.05). Our data also indicate that there is a highly signifi-

cant correlation of the total Egfl7 protein and mRNA expression levels with clinical degree and Lymph node metastasis (P<0.05). 2.The

expression rate of E-cadherin protein and mRNA were significantly lower in NSCLC than those in normal. The expression of E-cadherin

in metastasis group of 40 NSCLC was lower than metastases group. 3. The expression rate of Vimentin protein and mRNA were higher in

NSCLC than those in normal. The expression of Vimentin in metastasis group of 40 NSCLC was higher than metastases group. 4.The ex-

pression of Egfl7 was negatively correlated to that of E-cadherin（r=-0.34,P<0.05）, but positively correlated to that of Vimentin（r=0.297，

P<0.05）; in addition, the expression of E-cadherin had no correlation with to that of Vimentin （r=0.0002，P>0.05）. Conclusions: We

firstly demonstrated the high expression of Egfl7 in NSCLC tissues. Egfl7 may be related with aggression of NSCLC; The expression of

Egfl7 was negatively correlated to that of E-cadherin, but positively correlated to that of Vimentin. Egfl7 may be involved in EMT

progress in the patients with NSCLC, indicating that a blockage of Egfl7 may suppress EMT in NSCLC.

Key words: Epithelial-mesenchymal transition; Non-small lung cancer; Egfl7

Chinese Library Classification: R734.2 Document code: A

Article ID:1673-6273(2012)06-1110-05

作者简介：刘凤娟（1986-），女，硕士研究生，电话 13869834771，

E-mail:Liufj1986@126.com

△通讯作者：张春玲，女，硕士生导师，主任医师，

E-mail: jwxqd@yahoo.com.cn

（收稿日期：2011-08-20 接受日期：2011-09-14）

Egfl7 是近年来发现的一种新的肿瘤转移相关因子，是可

明显增强细胞运动迁移能力的分泌型蛋白，在胚胎发育过程中

主要介导内皮细胞运动并迁移至正确位置形成血管管腔 [1]。
Egfl7 可明显增强细胞运动迁移能力，是一个重要的运动刺激

因子[2]，且该蛋白在几种肿瘤细胞系如肝癌，肾癌，乳腺癌及神

经恶性胶质瘤中，表达高度上调，提示其在肿瘤侵袭转移方面

可能存在潜在的重要作用 [3]。EMT 的发生受多种生长因子调

控，HGF,EGF,FGF,TGF-β 等，可与上皮细胞表面的相应受体结

合，经不同的信号转导通路，影响细胞粘附分子和细胞骨架的

功能[4]，EGF,HGF,IGFs 等通过相关受体酪氨酸蛋白激酶的作用

上调 Sniall 和／或 Snail2 的表达，促进了 EMT 的发生[5]。本文

应用免疫组织化学技术和 RT-PCR 方法从蛋白和 mRNA 水平
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检测 Egfl7 和 EMT 标志物 E-cadherin，Vimentin 在肺癌组织中

的表达，以探讨 Egfl7 与 NSCLC 上皮间质转化的相关性，以及

Egfl7 是否参与了 NSCLC 的上皮间质转化(EMT)的发生。

1 材料和方法

1.1 临床资料

收集青岛大学医学院附属医院胸外科 2008 年 5 月至

2009 年 4 月间因肺癌行肺切除，术前未行任何放疗或化疗，病

理证实为肺鳞癌或腺癌的标本 40 例，正常肺组织 20 例。40 例

NSCLC 患者中，男 26 例，女 14 例，年龄 42-74 岁，鳞癌 27 例，

腺癌 13 例，有淋巴结转移者 16 例，无淋巴结转移者 24 例，依

据第七版肺癌 TNM 新分期标准：Ⅰ期 14 例，Ⅱ期 15 例，Ⅲ期

11 例。
1.2 主要试剂

兔抗人 EGFL7 单克隆抗体（1：500），购自美国 santa cruz

公司；鼠抗人上皮性钙粘附蛋白单克隆抗体工作液，购自北京

中杉公司；vimtemin 单克隆抗体工作液、二抗 PV 6000，显色剂

二氨基联苯氨 (DAB) 试剂盒均购自北京中杉生物工程公司；

RNA 提取试剂盒购自 TaKaRa 公司，逆转录试剂盒及 PCR 试

剂盒购自 Fermentas 中国公司；

1.3 主要仪器

水浴箱，紫外分光光度计(Beckman 公司，美国)，PCR 仪。
1.4 方法

1.4.1 免疫组化检测 具体步骤如下：石蜡标本行 4μm 厚连续

切片，放 60℃烤箱过夜，二甲苯 5 分钟×2 次脱蜡，梯度酒精水

化，蒸馏水冲洗，对切片进行预处理。3％过氧化氢去离子水孵

育 10 分钟，以阻断内源性过氧化物酶。蒸馏水冲洗，EDTA

(PH=9.0) 微波热修复 10 分钟，自然冷却至室温，PBS 冲洗 4

次，1.5 分钟×4 次，滴加一抗，37℃孵育 60 分钟，PBS 冲洗 4

次，1.5 分钟×4 次，滴加 PV 6000 工作液，37℃湿盒内孵育 20

分钟，PBS 冲洗，1.5 分钟×4 次，用 DAB 显色，自来水充分冲

洗，复染，脱水，透明，封片。
结果评判 EGFL7 为胞浆染色，评分标准参照 Shimizu 方

法[6]①染色强度：细胞浆无显色为 0 分；胞浆呈云雾状淡黄色为

1 分；胞浆呈黄色颗粒状为 2 分；胞浆呈均匀深黄色为 3 分。②
阳性细胞所占比例：阳性细胞数 <=10%者，0 分；10％～40％
者，1 分；40％～70％者，2 分；>70％者，3 分③总积分为着色强

度评分与阳性细胞所占比例评分之和（0-6 分)：④总计分 0 分

为 -，1-2 分为 1+，3-4 分为 2+，5-6 分为 3+；再将肺癌组 40 个

病例划为低表达组(- 和 l+)及高表达组(2+ 和 3+)；

E-cadherin 结果评判：以胞膜和胞浆出现棕黄色颗粒为阳

性反应，参照 sulzers 法[7]阳性细胞 <10%为阴性，>10%为阳性；

Vimtemin 结果评判：胞浆染色出现棕黄色为阳性，每张切

片随机观察 5 个高倍视野，计数 500 个细胞中染色阳性的细胞

数，阳性细胞 <10%为阴性，>10%为阳性。
1.4.2 RT-PCR 检测 取在超低温（-80℃）冰箱中冻存的新鲜肺

组织 100mg，加入 Trizol 提取液(TaKaRa 公司)lml，用研磨杵研

磨直至成粉末状，按其说明书提供的操作步骤提取肺组织的总

RNA。取 5μl 提取的总 RNA，以 2％琼脂糖凝胶电泳分析总

RNA 的完整性。用紫外分光光度计检测总 RNA A260nm 和

A280nm 波长处吸光值，检测其纯度及浓度。根据 Fermentas 中

国公司逆转录试剂盒和 RT-PCR 试剂盒使用说明进行逆转录

和 PCR 扩增反应。引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司设计合成。引物序列及退火温度见表 1。PCR 反应条件为：95

预 变 性 5min，94℃变 性 30sec，60℃退 火 30sec，68℃延 伸

30sec，40 个循环。

表 1 引物序列及退火温度

Table 1 Primer Sequence and Annealing temperature

Primer name Sequence5-3 Annealing temperature Product length（bp)

Egfl7 ATGTGGATGAATGCAGTGCT 60 83

CCAACACTGGCACCAGTAAC

E-cadherin TTCTGCTGCTCTTGCTGTTT 59 142

TGGCTCAAGTCAAAGTCCTG

Vimentin AGGTGGACCAGCTAACCAAC 59 103

AGCATCTCCTCCTGCAATTT

GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 60 105

ATGGTGGTGAAGACGCCAGT

1.5 统计学分析

采用 SPSSl7.0 统计软件进行统计学分析。计量资料以 x

士 S 表示，两组之间比较用单因素方差分析；Egfl7 蛋白阳性表

达率与肺癌的预后的差异比较采用卡方检验。所有检验均为双

侧检验，以 P<0.05 作为差异具有统计学意义的界值。

2 结果

2.1 免疫 组 化 法 检 测 NSCLC 和 癌 旁 正 常 肺 组 织 中 Egfl7，

E-cadherin 和 Vimentin 蛋白的表达情况

2.1.1 免疫组化法检测 NSCLC 和癌旁正常肺组织中 Egfl7 的

表达情况 结果显示 EGFL7 为胞浆染色（见图 1）。
参照 Shimizu 方法评分标准，分为低表达组和高表达组，

其结果如表 2 所示：
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图 1-1 Egfl7 在鳞状细胞肺癌中的表达 20×10

Fig.1-1 Expression of Egfl7 in the squamous cell carcinoma of the lung

20×10

图 1-2 Egfl7 在肺腺癌中的表达 20×10

Fig.1-2 Expression of Egfl7 in the Adenocarcinoma of the lung 20×10

2.1.2 NSCLC 和癌旁正常肺组织内 E-cadherin 的表达情况 结

果显示 E-cadherin 免疫组化染色阳性表现为癌细胞胞膜，胞浆

有棕黄色颗粒沉积（见图 2）。
参照 sulzers 法，分为阴性组和阳性表达组，结果如表 3 所

示：

2.1.3 NSCLC 和癌旁正常肺组织内 Vimentin 的表达情况 结果

显示 Vimentin 免疫组化染色阳性表现为癌细胞胞浆有棕黄色

颗粒沉积（见图 3）, 其阳性表达结果如表 4 所示。

图 1-1（Fig.1-1） 图 1-2（Fig.1-2）

Tissue type
Number of cases(n)

Egfl7 High expression rate X2 P
Low expression High expression

NSCLC tissue 40 11 29 72.5% 5.95 <0.05

Normal lung tissue 20 12 8 40.0%

表 2 Egfl7 在 NSCLC 和癌旁正常肺组织中的表达

Table 2 Expression of Egfl 7 in the NSCLC and normal lung tissue

图 2 E-cadherin 在鳞状细胞肺癌中的表达 20×10

Fig.2 Expression of E-cadherin in the squamous cell carcinoma of the lung

20×10

图 3 Vimentin 在鳞状细胞肺癌中的表达 40×10

Fig.3 Expression of Vimentin in the squamous cell carcinoma of the lung

40×10

表 3 E-cadherin 在 NSCLC 和癌旁正常肺组织中的表达

Table 3 Expression of E-cadherin in the NSCLC and normal lung tissue

Tissue type Number of cases(n)
E-cadherin

Positive rate X2 P
Negative cases Positive cases

NSCLC tissue 40 19 21 52.5% 4.27 <0.05

Normal lung tissue 20 4 16 80.0%
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注：X2 =5.230，r=－0.34，P<0.05,负相关(negative relevant)

2.2 RT-PCR 法 检 测 NSCLC 和 癌 旁 正 常 肺 组 织 中 Egfl7， E-cadherin 和 Vimentin 的 mRNA 表达情况（见表 5）：

2.3 NSCLC 中 Egfl7，E-cadherin 和 Vimentin 与肺癌临床病理 特征之间的关系

Tissue type Number of cases(n)
Vimentin

Positive rate X2 P
Negative cases Positive cases

NSCLC tissue 40 21 19 47.5% 13.9 <0.05

Normal lung tissue 20 20 0 0%

表 4 Vimentin 在 NSCLC 和癌旁正常肺组织中的表达

Table 4 Expression of Vimentinin the NSCLC and normal lung tissue)

表 5 表 5 NSCLC 和癌旁正常肺组织中 Egfl7、E-cadherin 和 Vimentin 的 mRNA 表达情况

Table 5 The mRNA expression of Egfl7, E-cadherin and Vimentin in the NSCLC and normal lung tissue

Tissue type
Egfl7mRNA expression

of quantity
P

E-cadherin mRNA

expression of quantity
P

Vimentin mRNA

expression of quantity
P

Normal lung tissue 3.417±0.016 P<0.05 5.748±0.072 P<0.05 2.243±0.072 P<0.05

Lung cancer tissue 6.88±0.062 3.403±0.181 5.812±0.036

Pathological

characteristics

Number of

cases

Egfl7(High

expression
P

E-cadherin

（+）
P Vimentin（+） P

Gender
Male 26 19 >0.05 13 >0.05 12 >0.05

Female 14 10 8 7

Age
<60 17 12 >0.05 9 >0.05 8 >0.05

>=60 23 17 12 11

Degree of

differentiation

High-middle 23 15 <0.05 15 <0.05 11 <0.05

Low 17 14 6 8

Pathological type
Squamous 27 19 >0.05 14 >0.05 13 >0.05

Adenocarinoma 13 10 7 6

Lymph node

metastasis

No 24 16 <0.05 16 <0.05 8 <0.05

YES 16 13 5 11

TNM staging
ⅠⅡ 29 20 <0.05 12 >0.05 10 >0.05

Ⅲ 11 9 9 9

表 6 40 例 NSCLC 中 Egfl7，E-cadherin 和 Vimentin 与肺癌临床病理特征的关系

Table 6 The association of Egfl7，E-cadherin and Vimentin expression with pathological characteristics of NSCLC

2.4 Egfl7，E-cadherin 和 Vimentin 三者表达的相关性结果

2.4.1 NSCLC 中 Egfl7，E-cadherin 表达的相关性（见表 7）：

4.2 NSCLC 中 Egfl7 与 Vimentin 表达的相关性（见表 8）:

4.3 NSCLC 中 E-cadherin 与 Vimentin 表达的相关性(见表 9):

表 7 NSCLC 中 Egfl7，E-cadherin 表达的相关性

Table 7 Correlation of the expressions of Egfl7 and E-cadherin in NSCLC

E-cadherin
Egfl7

Total
Low expression High expression

Negative（-） 2 17 19

Positive（+） 9 12 21

Total 11 29 40

3 讨论
近几年来，EMT 成为研究的热点，EMT 是指细胞由上皮表
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注：X2 =3.872，r=0.297，P>0.05,正相关（positive relevant）

注：X2 =0.0003，r=0.0002，P>0.05,无相关(no relevant)

型向间质表型的转变。这种转变在多种动物的胚胎发育过程中

扮演着重要的角色。通过这种转变，细胞可以获得更适于在细

胞外环境中进行运动和迁移的表型[8]，然而，EMT 现象不仅存

在于胚胎发育中，大量体内外研究表明：恶性肿瘤细胞向周围

组织侵袭和远处器官转移的过程中存在 EMT 现象[9,10]。上皮源

性肿瘤细胞通过 EMT 过程失去彼此间的连接，并丧失极性，导

致细胞形态改变及迁移能力增强，从而获得侵袭和转移能力[11]。
在 EMT 发生过程中，细胞的 E-cardherin、角蛋白(keratin)等上

皮特征性分子表达减少或缺失，波形蛋白(vimentin)，纤维连接

蛋白等间质特征性分子表达增加。相应地，细胞形态也发生改

变，向间质细胞样转变[11]。肿瘤细胞中 EMT 现象的存在，为进

一步揭示肿瘤发生，发展的本质提供一个新视角，也为抗肿瘤

治疗的分子基础提供了新思路。本文中对于 EMT 的标志物检

测结果：E-cadherin 蛋白和 mRNA 在 NSCLC 组织中的表达明

显低于癌旁正常肺组织，40 例癌组织中 E-cadherin 的表达有转

移组明显低于无转移组；Vimentin 蛋白和基因在 NSCLC 组织

中的表达高于癌旁正常肺组织，40 例癌组织中 E-cadherin 的表

达在有转移组明显高于于无转移组，证明了 NSCLC 中 EMT

的存在，且与 NSCLC 的转移密切相关。
研究发现，EMT 作用于钙粘蛋白,破坏细胞间连接,并受多

种生长因子调节[12]，如转化生长因子(TGFl3)、肝细胞生长因子、
表皮生长因子（EGF）等通过与细胞表面的丝氨酸 - 苏氨酸或酪

氨酸激酶受体结合，经不同的信号转导通路，改变上皮细胞极

性、破坏细胞间连接、细胞骨架重构，参与 EMT 调控肿瘤侵袭

转移[13]。TGF 是促进胰腺癌侵袭转移时发生 EMT 的重要因子

之一，此外，EGF 也能通过上皮细胞表面增多的 EGF 受体，从

而促进上皮细胞向间充质细胞转变[14]。EGFL7 全称是表皮生长

因子样结构域 7，是一种内皮细胞特异性分泌因子，Egfl7 拥有

两个表皮生长因子样结构域(EGF-like domain)。现有的研究显

示，恶性程度越高的肿瘤细胞可更具有相对遗传不稳定性，导

致肿瘤细胞更多不同表型的出现，其中便很可能亦涉及 EGFl7

编码基因表达的改变。随后，由此产生的 EGFL7 蛋白以自分泌

或者旁分泌的方式参与引起肿瘤细胞的高侵袭转移表型的形

成 [15]。我们推测其可能通过表皮生长因子受体 (EGFR) 介导

FAK 的磷酸化激活参与 NSCLC 的侵袭和转移过程，在肿瘤生

长转移过程中对新生血管的形成起重大作用，阻断肿瘤 EGFL7

的表达可能有助于抑制肿瘤的生长和转移，为肿瘤治疗提供一

个新途径。
本实验检测结果显示：NSCLC 组织中的 Egfl7 蛋白和基因

的表达水平明显高于肺癌旁正常肺组织；其差异有统计学意义

（P<0.05）。Egfl7 的表达水平与肺癌的临床分期、及淋巴结转移

密切相关(p<0.05)。在 NSCLC 组织中，Egfl7 与 E-cadherin 表达

成负相关，而与 Vimentin 表达成正相关，证明 Egfl7 可能参与

了 NSCLC 患者的上皮间质转化(EMT)过程,且与 NSCLC 的转

移密切相关，阻断 Egfl7 信号可能会抑制 NSCLC 患者的 ENT，

但 Egfl7 参与 EMT 的作用机制还需要进一步研究和求证，从

而找到更好的治疗方法。
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