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摘要 目的：探究埃兹蛋白（Ezrin）的表达与非小细胞肺癌转移的关系。方法：通过免疫组化检测 Ezrin在有无转移的非小细胞肺癌

组织中的表达差异，通过细胞免疫组化、western-blot、RT-PCR 检测 Ezrin 在不同转移潜能肺癌细胞系中的表达差异，通过

transwell考察 Ezrin对不同转移潜能癌细胞侵袭和迁移能力的影响。结果：Ezrin蛋白在有转移的非小细胞肺癌组织中的表达水平

明显高于无转移的肺癌组织，在高转移潜能肺癌细胞系中的表达高于低转移潜能细胞系，受抑制时会削弱高转移潜能肺癌细胞

的迁移和侵袭能力，过表达时会增强低转移潜能肺癌细胞的侵袭和迁移能力。结论：Ezrin可能在非小细胞肺癌及其转移中发挥重
要作用。
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The Study of Relationship between Ezrin Protein Expression and NSCLC
Metastasis*

To investigate the relationship between Ezrin protein expression and Non-small cell lung cancer (NSCLC)
metastasis. The different expressions of Ezrin in NSCLC tissues with and without metastasis were detected by

immunohistochemistry. The different expressions of Ezrin in Non-small cell lung cancer cells with different metastasis potential were

studied by immunohistochemistry, western-blot and RT-PCR. The effects of Ezrin to invasion and migration abilities of cancer cells with

different metastasis potential were studied by transwell. The expression of Ezrin protein in Non-small cell lung cancer tissues

with metastasis was higher than that without metastasis. The expression of Ezrin in lung cancer cells with high metastasis potential was
higher than that with low metastasis potential. The invasion and migration abilities of cancer cells with high metastasis potential

weakened when Ezrin inhibited, while the abilities of cancer cells with low metastasis potential strengthened when Ezrin overexpressed.

Ezrin may play an important role in NSCLC and its metastasis.
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前言

埃兹蛋白（Ezrin）是 ERM蛋白（Ezrin-radixin-moesin）重要

家族成员之一，它通过连接细胞膜与细胞骨架来维持细胞的形

态和生存能力，对细胞黏附、分化、运动等起重要调节作用[1，2]。

研究表明，Ezrin的表达与肿瘤转移密切相关，或者说为肿瘤转

移所必需[3-6]。其可能作用机制为 Ezrin蛋白与细胞间粘附分子

（如 CD44、E钙粘素等）、细胞因子（如 IL-8、IL-18等）、蛋白（如
Bcl-2、Bax、茁-catenin 等）发生作用，调节细胞与细胞外基质间

的黏附，从而影响肿瘤细胞的侵袭和迁移等行为[7-13]。本研究拟

考察伴有和不伴有转移的非小细胞肺癌（Non-small cell lung

cancer，NSCLC）组织中和不同转移潜能非小细胞肺癌肺癌细

胞系中 Ezrin的表达，以及用基因转染的方法上调和下调 Ezrin

的表达后对肿瘤细胞迁移和侵袭能力的影响，探讨 Ezrin 在
NSCLC转移中的作用，为临床判断肺癌患者转移提供一定的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料

从 2010年 5月至 2012年 4月期间于我院确诊的 80例原

发性 NSCLC患者，其中男性 46例，女性 34例；年龄为 31~82

岁，平均年龄 48.1± 9.3岁。血常规、肝肾功能、心电图检查均正
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常。采用 CT平扫和增强检查进行分期（按 1997国际抗癌联盟
UICC标准），确诊为Ⅰ期 33例，Ⅱ期 32例，Ⅲ期 15例；病理分

型为腺癌 52例，鳞癌 28例；转移情况为伴淋巴结转移 46例，

不伴淋巴结转移 34例。取 20例新鲜 NSCLC组织，其中男性
13例，女性 7例；伴淋巴结转移 10例，不伴淋巴结转移 10例。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 非小细胞肺癌肺癌细胞 95D和 A549细胞购

自中国科学院细胞库，置于 37℃、5% CO2培养箱中，用含 10%

的胎牛血清的 RPMI 1640培养液培养并传代。
1.2.2 免疫组化染色 组织标本经 4%甲醛溶液固定，常规石蜡

包埋，生物组织切片机连续切片，厚度为 5滋m，进行免疫组化染

色（SP法）。鼠抗人 Ezrin及试剂盒采购于北京中杉金桥生物技

术公司，按说明书严格操作。结果判定：按着色强度，分为 0分

（无着色）、1分（淡黄色）、2分（黄色）和 3分（棕黄色）；按阳性

细胞数计算百分率，分为 0分（≤ 5%）、1分（5%~25%）、2分

（>25%~50%）、3 分（>50%~75%）和 4 分（≥ 75%）。两积分之

和≤ 3分表示阴性（-），>3分≤ 6分表示弱阳性（+），>6分表示

强阳性（++）。
1.2.3 蛋白质印迹法（Western blot） 收集对数生长期的细胞并

提取细胞总蛋白，12 %聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移硝酸纤维素

膜上，5 %脱脂奶粉摇床上封闭 1 h 后，加入 Ezrin 一抗（1:
1000）4 ℃杂交过夜，1× PBS洗 3次，, 辣根过氧化物酶标记的

山羊抗小鼠 IgG（1:5000）室温杂交 1 h。1× PBS洗 3次，每次
10 min后滴加免疫印迹化学发光液，X线片曝光，显影后进行

分析。

1.2.4 半定量反转录聚合酶链式反应（RT-PCR） 按 Trizol一

步法提取细胞总 RNA，紫外分光光度计定量后，按照 Invitro-

gen的 cDNA第一链合成试剂盒进行反转录。Ezrin扩增的引物

上游序列为 5’-AGCGCATCACTGAGGCAGAG-3’，下游序列

为 5’-GCCGCAGCGTCTTGTACTTG-3’，扩增片段长度为 162

bp；茁-actin 引物的上游序列为 5’-TGGCACCCAGCACAAT-
GAA-3’，下游序列为 5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAG-

CA-3’，扩增片段长度为 186 bp。PCR扩增后，取 5 滋L产物，加
6X上样缓冲液 l 滋l混匀，点样于 1.5%琼脂糖凝胶的加样孔
中，100 mV电泳 1 h，经凝胶成像系统观察结果并拍照。
1.2.5 细胞迁移和侵袭能力检测（Transwell） 将对数生长期的

细胞以 6× 105/孔的密度接种在 6 孔板中，24 h 后将 Ezrin 的
siRNA质粒和过表达质粒（由上海吉凯基因公司购买）经脂质

体分别转染 95D细胞和 A549细胞，24 h后加入 G418筛选阳

性细胞。收集转染后的细胞和亲本细胞，用无血清 1640培养基

重悬，以 5× 104个 /孔种植到 Transwell小室（8 滋m，购自 Mili-

pore）的上室中，下室加入完全培养基。24 h后用棉签擦去上室

细胞，经 95%的酒精固定，4 g/L结晶紫染色后在 200倍显微镜

下随机选择 10个视野计算平均值。
1.2.6 统计学方法 使用 SPSS15.0 软件进行数据分析，
RT-PCR 和 Transwell试验采用成组设计两样本均数比较的 t

检验进行统计学分析；免疫组织化学方法结果比较用 X2检验。

2 结果

2.1 通过免疫组化从临床标本水平考察 Ezrin在有无转移肺癌

组织中的表达差异

免疫组化结果表明，Ezrin蛋白在有淋巴结转移的非小细
胞肺癌组织中的表达水平较无淋巴结转移的肺癌组织要高（图

1），差异有统计学意义（P<0.01），提示 Ezrin的表达可能与非小

细胞肺癌的转移相关（表 1）。
表 1 在有无转移的肺癌组织中 Ezrin的表达情况

Table 1 Ezrin expression in lung cancer tissues with and without

metastasis

Metastasis Cases

Ezrin expression

Positive cases Positive ratio (%)

With

Without

10

10

7

2

70

20

图 1 在有无转移的肺癌组织中 Ezrin的表达的免疫组化染色图（100×）

Fig. 1 Immunohistochemical staining for Ezrin expression in lung cancer tissues with (A) and without (B) metastasis (100× )

2.2 通过细胞免疫化学、western-blot、RT-PCR从细胞水平考察
Ezrin在不同转移潜能细胞系中的表达差异

细胞免疫化学结果表明，Ezrin 在高转移潜能细胞系 95D

细胞中的表达明显高于低转移潜能细胞系 A549细胞（图 2），

差异有统计学意义（P<0.01）。
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用 RT-PCR 和 western-blot 的方法分别从 mRNA 和蛋白

水平检测 Ezrin在不同转移潜能的细胞系中的表达差异，结果

显示在 mRNA水平和蛋白水平上，Ezrin在高转移潜能细胞系

95D 细胞中的表达均明显强于 A549细胞（图 3），结合细胞免

疫组化的结果再次提示 Ezrin的表达可能与非小细胞肺癌细胞
的转移相关。

图 2 Ezrin在高转移性肺癌细胞（95D）和低转移性肺癌细胞（A549）中表达的细胞免疫组化染色图（100×）

Fig. 2 Immunohistochemical staining for Ezrin expressions in 95D cells with high metastasis potential and A549 cells with low metastasis potential (100× )

图 3 Ezrin在不同转移潜能肺癌细胞中的表达差异

Fig. 3 Ezrin different expressions in lung cancer cells with different metastasis potential

2.3 通过 transwell考察 Ezrin对不同转移潜能细胞侵袭和迁移

能力的影响

为进一步证实 Ezrin的表达可能和非小细胞肺癌细胞的转

移相关，本研究通过基因转染技术，分别上调和下调 Ezrin的表

达，通过 Transwell技术比较 Ezrin的表达对非小细胞肺癌细胞

转移和侵袭能力的影响。结果显示经 RNA干扰 Ezrin的表达

后，与亲本细胞相比 95D 细胞的迁移和侵袭能力显著减弱

（P<0.01），相反上调 Ezrin蛋白表达则会显著增强低转移潜能

细胞 A549的迁移和侵袭能力（P<0.01）。统计结果见表 2。

表 2 Ezrin对不同转移潜能细胞侵袭和迁移能力的影响

Table 2 Effect of Ezrin on invasion and migration abilities of cells with different metastasis potential

Cancer cell
Invasion ability Migration ability

Before transfection After transfection Change ratio Before transfection After transfection Change ratio

95D

A549

115.4± 5.3

33.4± 7.9

64.1± 4.2

79.4± 13.2

-44.5%

+137.7%

185.2± 6.7

83.4± 5.4

126.9± 5.7

147.1± 15.4

-31.4.0%

+76.4%

3 讨论

肿瘤的发生发展是一个多因素参与的复杂过程，其转移对

患者的预后有重要影响。肿瘤的转移过程主要通过与肿瘤细胞

表面黏附分子发生作用来调节肿瘤细胞的特性，影响肿瘤细胞

的分化、侵袭和迁移 [14,15]。有研究证实，Ezrin在多种肿瘤转移中
起着重要作用，这主要是由于 Ezrin可以与肿瘤转移过程中的
癌基因、黏附分子等发生相互作用[16-18]。本研究首先通过免疫组

化从临床标本水平考察 Ezrin在有无转移肺癌组织中的表达，
证实其在伴有转移的肺癌组织中高表达，而在不伴有转移的肺

癌组织中低表达；其次，通过免疫细胞化学、western-blot、
RT-PCR从细胞水平证实 Ezrin在高转移潜能的肺癌细胞系中

高表达，而在低转移潜能的肺癌细胞系中低表达；最后，通过

Transwell试验证明，Ezrin受抑制时高转移潜能肺癌细胞的迁
移和侵袭能力减弱，反之过表达的 Ezrin会使低转移潜能肺癌

细胞的侵袭和迁移显著增强。

综上所述，Ezrin在非小细胞肺癌及其转移中可能发挥重
要作用，Ezrin有可能成为非小细胞肺癌转移新的预测指标和

药物靶点，然而 Ezrin发挥作用的具体机制还不是很清楚，还需

要更深入的研究来证实。在下一步的研究中，我们将运用大量

的分子生物学实验和大量的动物实验来证实 Ezrin在非小细胞

肺癌转移中的可能机制，为预防和解决非小细胞肺癌转移奠定

理论基础。
（下转第 5241页）
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