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摘要 目的：探讨 DEAD-box家族的 DDX5(RNA解旋酶)和 E-钙黏蛋白(E-cadherin)在非小细胞肺癌(NSCLC)组织中表达，并分析

其临床病理意义。方法：采用免疫组织化学方法(SP法)和Western blot法检测手术切除的 NSCLC组织 74例及癌旁组织 (距肿瘤

>5 cm) 36例中 DDX5和 E-cadherin的表达情况，并对其与 NSCLC患者的临床病理特征的相关性进行统计学分析。结果：NSCLC

组织中 DDX5的阳性表达率显著高于癌旁组织 (63.5 % vs 30.6 %)，E-cadherin的阳性表达率显著低于癌旁组织 (60.8 % vs 100

%)，差异均具有统计学意义(P<0.05)；DDX5和 E-cadherin蛋白的表达水平与 NSCLC的 TNM分期以及淋巴结是否转移具有显著

相关性(P<0.05)，但二者与 NSCLC患者的年龄、性别和肿瘤组织类型均无显著相关性(P>0.05)。DDX5和 E-cadherin蛋白的表达呈

显著负相关(r=-0.327，P<0.05)。结论：DDX5的过度表达及 E-cadherin的表达下调可能参与了 NSCLC的发生发展，且二者在其中

可能也具有相互作用的关系。

关键词：非小细胞肺癌；DDX5；E-钙黏蛋白

中图分类号：R734.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）17-3320-05

The Expressions and Clinical Significances of DDX5 and E-cadherin in the
Non-small Cell Lung Cancer*

To investigate the expressions and clinical significances of DEAD-box RNA helicase 5 (DDX5) and E-cad-

herin in the non-small cell lung cancer (NSCLC). The expressions of DDX5 and E-cadherin were measured with immunohisto-

chemistry technique and western blot in 74 cases of non-small cell lung cancer tissues and 36 cases of adjacent normal tissues (5 cm away

from carcinoma tissues) resected by surgery. The correlation of DDX5 and E-cadherin expressions and the clinical pathological features

of NSCLC were also analyzed. The expression of DDX5 was higher in NSCLC compared with the adjacent normal tissues

(63.5% vs 30.6%)(P<0.05). The expression of E-cadherin was lower in NSCLC compared with the adjacent normal tissues (60.8% vs

100%)(P<0.05). The expressions of DDX5 and E-cadherin in NSCLC were related to the lymph node metastasis and pathological stage of

the tumor(P<0.05). But there was no significant correlation with the age, sex and pathological type of NSCLC(P>0.05). A negative corre-

lation was found between the expression of DDX5 and E-cadherin (r=-0.327, P<0.05). Overexpression of DDX5 and

down-regulation of E-cadherin might be involved in the development of NSCLC, DDX5 and E-cadherin might interact mutually.
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前言

肺癌的发病率和死亡率已经成为全世界恶性肿瘤之首[1]，

全球每年肺癌的新发病例超过 150万例，中国已经成为肺癌的

高发国家之一[2]。肺癌的主要病因为各种室内外空气污染，包括

吸烟、煤烟、工业石棉以及放射线等。大约有 85 %的肺癌为非

小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer，NSCLC)，70 %~80 %患

者在确诊时已属晚期，有一半的 NSCLC患者初诊时就发生了

远处转移，失去了手术机会，导致总体 NSCLC的 5年生存率为

15.9 %左右 [3]，尤其是发生肺癌转移的患者 5年生存率只有 4

%。近年来，尽管采取了化疗、放疗、靶向治疗以及生物治疗等

综合措施的个体化的治疗策略，但NSCLC患者预后仍然很差[4]。
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因此，深入研究 NSCLC的发生发展分子机制，寻找 NSCLC诊

断和治疗的新标志物，发展新的肺癌治疗的干预靶点是临床上

迫切需要解决的问题。

DEAD-box蛋白家族是氨基酸序列中包含有 D-E-A-D固

定序列。研究显示 DDX5蛋白具有依赖 ATP的 RNA解旋酶作

用，且其在癌症中经常过度表达，具有促进多种肿瘤发生和进

展的作用[5]。在肺癌中，DDX5蛋白可能具有促进非小细胞肺癌

增殖的作用[6]。上皮型钙黏蛋白 E-cadherin是细胞间起粘附作

用的一种跨膜糖蛋白，分子量为 120 KDa，属钙黏蛋白超家族

成员，是调节细胞间、细胞与基质间黏附性的重要分子。目前研

究认为 E-cadherin在肿瘤发生、侵袭、转移的过程中起着重要

作用[7,8]。本研究观察了 NSCLC组织中 DDX5和 E-cadherin的

表达情况，并探讨其与患者临床病理特征的相关性，以期为研

究 NSCLC侵袭转移的机制提供更多的参考依据。

1 资料与方法

1.1 材料

选取第四军医大学唐都医院胸腔外科 2011年 1月 -2013

年 7月手术切除 NSCLC标本 74例及癌旁组织(距肿瘤 >5 cm)

36例。其中男性 48例，女性 26例，年龄 32岁至 78岁，平均年

龄(61.6± 9.91)岁，肺鳞癌 39例，肺腺癌 35例；临床分期采用国

际抗癌联盟 (UICC)2002年标准行 TNM分期，I期 16人，II期

25人，III期 33例；N023人，N1~N251人。所有患者手术前均未

接受过化疗、放疗等其他方式治疗，并且均已经病理诊断证实，

且无其他恶性疾病及自身免疫性疾病。部分组织分装冻存管，

并贴标签，冻存于液氮罐中，余下组织由 10%中性福尔马林固

定，石蜡包埋切片后行 HE染色。全部病理资料通过两名资深

病理诊断医生复审确定诊断。

1.2 主要试剂

兔抗人 DDX5单克隆抗体、兔抗人 E-cadherin单克隆抗体

购于美国 Sigma公司；DAB试剂盒由北京中杉金桥公司提供；

ECL显色液由西安晶彩科技有限公司提供；辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 IgG抗体由康为世纪生物科技有限公司提供；兔

抗人茁-actin抗体由 Fermentas公司提供；兔 SP超敏检测试剂

盒、枸橼酸钠粉由上海瑞齐生物科技有限公司提供。

1.3 实验方法

1.3.1 免疫组织化学染色 组织标本常规包埋、切片，随后常

规脱蜡、脱水，再经过尿素消化，采用柠檬酸盐缓冲液加热进行

抗原修复；通过滴加 3 %的 H2O2温浴 30 min消除内源性过氧

化物酶；然后滴加山羊血清封闭 30 min，甩去血清滴加兔抗人

DDX5抗体和兔抗人 E-cadherin抗体，放于 4℃冰箱；过夜后放

于 37℃孵箱复温 45 min；随后轻轻甩去一抗，用 PBS清洗，然

后滴加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG，37℃孵育 30

min；通过 DAB显色，在显微镜下观察组织染色变化情况，根据

情况终止染色；苏木素复染，封片，拍照。阴性对照用 0.1 mol/L

的 PBS液代替一抗。

1.3.2 免疫组织化学染色结果判定 采用双盲评分方法，在显

微镜下取 5个高倍观察视野(400× )/片的平均值为阳性细胞染

色强度的评分值。排除非特异性着色，排除明显血管硬化及出

血区域，以每个 NSCLC细胞区域的 100个阳性染色细胞数为

计数单位，通过把染色细胞数量的评分值和染色强度评分值相

加定为总分[9]。DDX5染色主要位于细胞核内，E-cadherin染色

主要位于细胞膜上；按阳性细胞百分率评分：≤ 25％为 0分，

26％~50％为 1分，51％~75％为 2分，>75％为 3分；按染色强

度评分：0分为无显色，1分为浅棕，2分为棕黄色，3分为棕褐

色；将上述两项得分相加，1~2分判为 "+"，3~4分为 "++"，5~6

分为 "+++"。其中 "++"和 "+++"为阳性表达[10]。

1.3.3 免疫印迹方法 将液氮罐中冻存的组织取出，在冰屑上

将组织剪碎，然后将含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液加入组织

中，接着在匀浆器中研磨，充分匀浆后，在 4℃，13000 r/min离

心 10 min；通过 BCA法对上清液进行蛋白质定量；取每个样品

30 滋g，应用 SDS-PAGE凝胶电泳系统电泳，将电泳膜上蛋白转

移至 PVDF膜上，用 5 %脱脂奶粉在室温条件下封闭 2 h，TB-

ST清洗后，分别加入兔抗人 DDX5抗体(1：500)、兔抗人 E-cad-

herin抗体(1：500)和兔抗人 茁-actin抗体(1：1000)，4℃过夜；第

二天洗膜后，取辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG孵育标本

1 h，ECL显影，拍照。

1.4 统计学分析

所有数据采用 SPSS 19.0统计学软件进行分析。计量资料

以Mean± SD表示，采用 t检验；计数资料采用 x2检验；DDX5

与 E-cadherin的相关性使用 Spearman等级相关检验。以 P<0.

05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC组织及癌旁组织中DDX5和 E-cadherin的表达比较

DDX5阳性表达主要定位于肿瘤细胞核内，阳性表达为棕

黄色染色，部分细胞质中可见有局灶性黄染，见图 1。E-cadherin

阳性表达主要定位于细胞膜上，显示呈棕黄色颗粒，见图 2。

NSCLC组织中 DDX5阳性表达率为 63.5 %(47/74)，癌旁组织

DDX5阳性表达率为 30.6 %(11/36)，二者比较差异具有显著性

(P<0.05)；NSCLC 组织中 E-cadherin 阳性表达率为 60.8 %

(45/74)，显著低于癌旁组织 100％（P<0.05）。见表 1。

取保存的 NSCLC组织标本和癌旁组织标本进行Western

blot 实验。用 Image J 检测蛋白质条带的吸光度值，以

DDX5/茁-actin 及 E-cadherin/ 茁-actin 的比值计算 DDX5 和

E-cadherin 的相对表达量，结果显示：NSCLC 组织中 DDX5/

茁-actin高于癌旁组织(0.84± 0.27 vs 0.28± 0.11，P<0.001)，见图

3；NSCLC组织中 E-cadherin/茁-actin低于癌旁组织(0.27± 0.10

vs 0.78± 0.26，P<0.01)，见图 3。

2.2 DDX5和 E-cadherin的表达与 NSCLC患者临床病理特征

的关系

在 NSCLC组织中，DDX5在无淋巴结转移组中阳性表达

率为 43.5%(10/23)，淋巴结转移组中的阳性表达率 72.6%

(37/51)，差异有统计学意义(P<0.05)；DDX5在Ⅰ+Ⅱ期 NSCLC

中的表达 (43.9%，18/41) 显著低于Ⅲ期 NSCLC 中的表达

(87.9%，29/33)(P<0.05)。E-cadherin在无淋巴结转移组阳性表达

率为 73.9%(17/23)，高于淋巴结转移组的阳性表达率 54.9%

(28/51)，差异有统计学意义 (P<0.05)；E-cadherin 在Ⅰ+Ⅱ期

NSCLC中的表达(73.2%，30/41)显著高于Ⅲ期 NSCLC中的表

达 (45.5%，15/33)(P<0.05)。此外，实验结果提示 DDX5 和
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图 2 免疫组化检测 E-cadherin在 NSCLC和癌旁组织中的表达 (× 100)

Fig.2 Expression of E-cadherin in NSCLC and Adjacent normal tissues by immunohistochemistry (× 100)

T: Tumor tissues (NSCLC); ANT: Adjacent normal tissues

图 3 Western blot显示 DDX5和 E-cadherin在 NSCLC和癌旁组织中的表达

Fig.3 Expressions of DDX5 and E-cadherin in NSCLC and Adjacent normal tissues by Western blot

A: The Western blot of DDX5 and E-cadherin in NSCLC and adjacent normal tissues; B: The analysis of relative protein levels of DDX5 and E-cadherin;

T: Tumor tissues (NSCLC); ANT: Adjacent normal tissues

E-cadherin的表达与患者的年龄、性别和肿瘤组织类型无关 (P>0.05)，见表 1。

图 1 免疫组化检测 DDX5在 NSCLC和癌旁组织中的表达 (× 100)

Fig.1 Expression of DDX5 in NSCLC and Adjacent normal tissues by immunohistochemistry (× 100)

T: Tumor tissues (NSCLC); ANT: Adjacent normal tissues

2.3 NSCLC组织中 DDX5与 E-cadherin表达的相关性

DDX5阳性表达组中 E-cadherin 的阳性表达率为 42.6 %

(20/47)，DDX5阴性表达组中 E-cadherin的阳性表达率为 92.6

%(25/47)；E-cadherin 阳性表达组中 DDX5 的阳性表达率为

44.4 %(20/45)，E-cadherin阴性表达组中 DDX5的阳性表达率

为 93.1 %(27/29)；Spearman`s相关性分析表明 DDX5与 E-cad-

herin在 NSCLC中的表达呈负相关(r=-0.327，P＜0.05)，见表 2。

3 讨论

DDX5蛋白是 1980年在研究抗猴病毒 SV-40 T抗原抗体

之间的交叉反应时被发现的，可以消耗 ATP解开 RNA 链。

DDX5蛋白质与 RNA解旋酶 eIF4A具有同源性，是一个依赖

于 ATP的 RNA解旋酶。DDX5蛋白质主要起调控细胞的生长

和分化作用 [11]。DDX5 属于 DEAD-box 家族，包含 DEAD

(Asp-Glu-Ala-Asp)为标志的序列。这些保守序列区域是构成结

合 RNA、结合和水解 ATP、以及分子间相互作用的关键的一级

氨基酸序列[12]。RNA解旋酶参与 mRNA以及 miRNA的加工和
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降解过程，细胞中 miRNA对肿瘤细胞的调控起重要作用[13]。

DDX5和 DDX17是 DEAD-box家族两个高度同源的 RNA解

旋酶，二者均具有刺激细胞增殖、抑制细胞凋亡的作用 [14]。

DDX5在结肠癌、乳腺癌、前列腺癌等细胞中过度表达，在癌症

组织中可能起着重要的作用。激活 Wnt信号后由茁-catenin和
DDX5以及 TCF4之间形成一个转录调控的正反馈环路促进

乳腺癌增殖 [15]。对体内及体外的神经胶质瘤细胞的研究显示

DDX5的异常表达促进肿瘤细胞增殖[16]。NSCLC中 DDX5的

异常表达可能是发生在肿瘤发生的早期。DDX5可以通过促进

茁-catenin核易位，使 NSCLC细胞增殖[6]。研究显示通过 PDGF

诱导 DDX5磷酸化后可以促进茁-catenin核易位，并进一步使
细胞发生表皮间质化转变（EMT）[17]。

表 1 DDX5和 E-cadherin表达与 NSCLC临床病理特征间的关系

Table 1 Correlation of the expressions of DDX5 and E-cadherin with the clinicopathological features of NSCLC patients

Groups n
DDX5 E-cadherin

Positive Negative P Positive Negative P

Tumor tissues 74 47 27 45 29

Adjacent normal tissues 36 11 25 ＜0.05 36 0 ＜0.05

Gender

Female 26 16 10 15 11

Male 48 31 17 ＞0.05 30 18 ＞0.05

Age(years old)

＜60 29 18 11 18 11

≥ 60 45 29 16 ＞0.05 27 18 ＞0.05

Histological types

Squamous cell carcinoma 39 24 15 24 15

Adenocarcinoma 35 23 12 ＞0.05 21 14 ＞0.05

Lymphatic metastasis

Yes 51 37 14 28 23

No 23 10 13 ＜0.05 17 6 ＜0.05

TNM stages

Ⅰ-Ⅱ 41 21 20 30 11

Ⅲ 33 26 7 ＜0.05 15 18 ＜0.05

表 2 DDX5和 E-cadherin在非小细胞肺癌中表达的相关性分析

Table 2 Correlation of the expressions of DDX5 with E-cadherin in the NSCLC patients

DDX5
E-cadherin

Total r P
+ -

+ 20 27 47

-0.327 <0.05- 25 2 27

Total 45 29 74

E-cadherin是细胞黏附分子家族中的重要成员之一，其重

要作用在于维护正常上皮细胞的形态和结构完整性[18]。癌细胞

从原发瘤脱落是肿瘤转移的先决条件之一，而 E-cadherin黏附

功能的丧失就是细胞获得去分化和高侵袭性的关键[19]。E-cad-

herin正常表达的作用是介导同种细胞之间连接和黏附，使肿

瘤细胞保持密切接触，难以脱离原发组织，具有抑制肿瘤侵袭

和转移的功能[20]。近年来研究表明在包括 NSCLC在内的多种

肿瘤中，肿瘤的侵袭和转移与 E-cadherin表达降低有显著的相

关性[21]。本实验结果显示 NSCLC组织中 E-cadherin的阳性表

达率(60.8%)，显著低于癌旁肺组织中 E-cadherin的阳性表达率

（100 %），且 E-cadherin的表达与 NSCLC淋巴结转移密切相

关，提示 E-cadherin在 NSCLC组织中的表达明显降低，其在

NSCLC的发生和进展中可能起重要作用。

此外，研究结果表明 DDX5和 E-cadherin在 NSCLC组织

中的表达呈负相关。E-cadherin蛋白表达下降或丢失可能是肿

瘤发生侵袭的早期事件；相反，DDX5表达增加可能是促进肿

瘤发生发展。因此，其在肺癌侵袭和转移过程可能存在相互影

响。有研究显示茁-catenin在胞质中紧密链接 E-cadherin起着维

持胞质中黏附分子的链接作用[22]。在乳腺癌细胞中，研究显示

DDX5与 茁-catenin具有相互作用，可促进肿瘤进展。有研究显
示 NSCLC细胞中 DDX5促进 茁-catenin核易位，进而可能影响
E-cadherin的表达，导致 NSCLC细胞粘附力下降，进而促进肿

瘤转移。我们推测在 NSCLC组织中 DDX5 可能通过 E-cad-

herin起促进癌细胞进展的作用，但其具体分子机制仍需要进

一步研究证实。
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