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摘要目的：探讨非小细胞肺癌（NSCLC）组织 p21激活激酶（PAK）4、PAK5蛋白表达与上皮 -间质转化（EMT）、临床病理特征和

预后的关系。方法：选取 2018年 1月～2019年 12月我院收治的 100例 NSCLC患者，收集手术切除的癌组织和癌旁组织标本，采

用免疫组化法检测 NSCLC组织和癌旁组织中 PAK4、PAK5和 EMT相关蛋白[E-钙粘蛋白（E-Cad）、N-钙粘蛋白（N-Cad）和波形

蛋白（VIM）]表达。分析 PAK4、PAK5蛋白表达与 NSCLC患者病理特征的关系和与 EMT相关蛋白的相关性。根据 NSCLC组织

中 PAK4、PAK5表达分为阳性 /阴性表达组，采用 K-M法绘制 PAK4、PAK5阳性 /阴性表达 NSCLC患者的生存曲线，多因素

Cox回归分析 NSCLC患者死亡的影响因素。结果：与癌旁组织相比，NSCLC组织中 PAK4、PAK5、N-Cad、VIM蛋白阳性表达率

升高，E-Cad蛋白阳性表达率降低（P＜0.05）。二列相关性分析显示，NSCLC组织 PAK4、PAK5与 E-Cad蛋白阳性表达率呈负相

关，与 N-Cad、VIM蛋白阳性表达率呈正相关（P均＜0.001）。不同分化程度、TNM分期、淋巴结转移 NSCLC患者 PAK4、PAK5蛋

白阳性表达率比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。100例 NSCLC患者 3年总生存率为 56.00%（56/100）。K-M生存曲线分析显

示，PAK4、PAK5阳性表达组总生存率低于阴性表达组（P＜0.05）。多因素 Cox回归分析显示，低分化、TNM分期为ⅢA期、淋巴

结转移和 PAK4、PAK5蛋白阳性表达为 NSCLC患者死亡的独立危险因素（P＜0.05）。结论：NSCLC组织 PAK4、PAK5蛋白表达

升高，与 EMT、分化程度、TNM分期、淋巴结转移和预后有关，可能成为 NSCLC诊治的新靶点。
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Relationship between PAK4, PAK5 Protein Expression
and Epithelial-mesenchymal Transition, Clinicopathological Features

and Prognosis in Non-small Cell Lung Cancer*

To investigate the relationship between p21-activated kinase (PAK) 4, PAK5 protein expression and

epithelial-mesenchymal transition (EMT), clinicopathological features and prognosis in non-small cell lung cancer (NSCLC).

100 NSCLC patients who were admitted to our hospital from January 2018 to December 2019 were selected, collect surgically excised

cancer tissue and adjacent tissue samples, the expressions of PAK4, PAK5 and EMT-related proteins [E-cadherin (E-Cad), N-cadherin

(N-Cad) and vimentin (VIM)] in NSCLC tissues and tissues adjacent to cancer were detected by immunohistochemistry. The relationship

between the expression of PAK4 and PAK5 proteins and the pathological features of NSCLC patients and the correlation with

EMT-related proteins were analyzed. Patients were divided into positive/negative expression group according to the expression of PAK4

and PAK5 in NSCLC tissues. Survival curves of NSCLC patients with positive/negative expression of PAK4 and PAK5 were drawn by

K-M method, and the influencing factors of death in NSCLC patients were analyzed by multivariate Cox regression analysis. :

Compared with tissues adjacent to cancer, positive expression rates of PAK4, PAK5, N-Cad and VIM proteins in NSCLC tissues were

increased, positive expression rate of E-Cad protein was decreased (P<0.05). Two column correlation analysis showed that, PAK4 and
PAK5 were negatively correlated with the positive expression rate of E-Cad protein in NSCLC tissues, there was a positive correlation

between the positive expression rate of N-Cad and VIM protein (all P<0.001). The positive expression rates of PAK4 and PAK5 protein
in NSCLC patients with different differentiation degree, TNM stage and lymph node metastasis were compared, the difference was
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前言

原发性支气管肺癌（肺癌）是我国最常见和死亡率最高的

恶性肿瘤，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）

约占肺癌 85%，是导致我国肺癌患者死亡的重要类型，寻找相

关分子标志物评估 NSCLC患者预后是研究热点 [1，2]。研究表

明，上皮 - 间质转化（epithelial-mesenchymal transformation，

EMT）是 NSCLC 发生发展的关键机制，寻找 EMT 相关影响

机制可能为 NSCLC提供新的诊治思路 [3]。p21激活激酶（p21

activated kinases，PAK）是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，参与

调节细胞增殖分化、迁移、凋亡等多种过程，在恶性肿瘤中发挥

重要作用[4]。PAK4、PAK5是Ⅱ类 PAK成员，有研究报道 PAK4

与黑色素瘤 EMT和食管鳞状细胞癌患者预后有关 [5，6]。PAK5

与结肠癌 EMT和胃癌患者预后有关[7，8]。同时实验显示，PAK4、

PAK5在 NSCLC组织中高表达[9，10]。本研究拟探讨 NSCLC组

织 PAK4、PAK5蛋白表达与 EMT、临床病理特征和预后的关

系，旨在为改善 NSCLC患者预后提供更多思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 1 月～2019 年 12 月我院收治的 100 例

NSCLC 患者，女 42 例、男 58 例；年龄范围 26～74 岁，平均

（60.72± 7.68）岁；存在吸烟史者 57例；病理类型：腺癌、鳞癌，

例数分别为 34例、66例；肿瘤大小：逸5 cm、＜5 cm者分别为

45例、55例；分化程度：低分化、中高分化者分别为 46 例、54

例；TNM分期：Ⅰ期、Ⅱ期、ⅢA期者分别为 25例、35例、40

例；45例淋巴结转移。纳入标准：（1）诊断标准参考《中国原发

性肺癌诊疗规范（2015年版）》[11]，经病理检查确诊为 NSCLC，

均为首诊；（2）患者或家属书面知情同意；（3）入院前未接受抗

肿瘤治疗。排除标准：（1）合并慢性阻塞性肺疾病、肺结核、尘肺

等其他肺部疾病；（2）合并其他部位恶性肿瘤；（3）精神异常，无

法配合者；（4）免疫系统异常者。本研究经我院伦理委员会批准。

1.2 方法

NSCLC患者均接受根治性切除术治疗，ⅠA期术后不接

受辅助化疗，ⅠB期术后若评估有高危因素则接受辅助化疗，

Ⅱ～ⅢA期术后接受辅助化疗，若发现敏感基因突变则接受辅

助靶向治疗。术中留取部分 NSCLC组织和癌旁组织（距离癌组

织＞2 cm并经病理确诊），10%中性甲醛溶液固定，脱水、透明、

石蜡包埋，连续切片 4 滋m，切片常规脱蜡、水化，通过微波炉加
热沸腾后，置入带有石蜡薄片的载玻片，10 min后取出载玻片，

磷酸缓冲盐溶液清洗 3次。将带有石蜡薄片的载玻片上滴加

3%双氧水覆盖，室温反应 20min后磷酸缓冲盐溶液清洗 3次。

滴加 PAK4抗体、PAK5抗体（上海恪敏生物科技有限公司）和

EMT相关蛋白[E-钙粘蛋白（E-cadherin，E-Cad）、N-钙粘蛋白

（N-cadherin，N-Cad）和波形蛋白（vimentin，VIM）]抗体（武汉博

欧特生物科技有限公司）在 4℃环境下孵育过夜。隔夜后复温

30min，后磷酸缓冲盐溶液清洗 3次，将载玻片与辣根过氧化物

酶标记的二抗在室温下孵育 1 h，后磷酸缓冲盐溶液清洗 3次。

二氨基联苯胺显色试剂盒[购自翌圣生物科技（上海）股份有限

公司]显色，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。光学显

微镜观察显色程度，根据染色强度和阳性细胞数计算免疫组化

评分。染色强度计分 0~3分，分别代表无染色、淡黄色、棕黄色、

棕褐色；阳性细胞数计分 0～4分，分别代表臆5%、6%～25%、

26%～50%、51%～75%、逸76%；免疫组化评分＝染色强度伊阳
性细胞率，总分逸2分表示阳性[12]。

1.3 随访及分组

NSCLC患者治疗出院后通过电话或门诊随访 3年（第 1

年 3个月 /次，第 2、3年 6个月 /次），随访终止事件为患者死

亡或随访终点时间（2022年 12月），统计 3年总生存率。根据

NSCLC组织中 PAK4、PAK5阳性 /阴性表达分为阳性 /阴性

表达组。

1.4 统计学方法

选用 SPSS28.0统计学软件，计数资料以例（%）表示，掊2检

验；NSCLC组织 PAK4、PAK5与 EMT相关蛋白表达的相关性

采用二列相关性分析；PAK4、PAK5阳性 /阴性表达 NSCLC患

者生存曲线采用 K-M法绘制；NSCLC患者死亡的影响因素采

用多因素 Cox回归分析；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC 组织和癌旁组织中 PAK4、PAK5 和 EMT 相关蛋

白表达比较

NSCLC组织中 PAK4、PAK5、N-Cad、VIM 蛋白阳性表达

率高于癌旁组织，E-Cad蛋白阳性表达率低于癌旁组织（P＜
0.05）。见表 1。

2.2 NSCLC组织 PAK4、PAK5与 EMT相关蛋白表达的相关性

二列相关性分析显示，NSCLC组织 PAK4、PAK5与 E-Cad

蛋白阳性表达率呈负相关（r＝-0.654、-0.617，P均＜0.001），与

N-Cad、VIM蛋白阳性表达率呈正相关（r＝0.685、0.587、0.672、

0.607，P均＜0.001）。

2.3 PAK4、PAK5蛋白表达与 NSCLC患者临床病理特征的关系

不同分化程度、TNM 分期、淋巴结转移 NSCLC 患者

PAK4、PAK5蛋白阳性表达率比较，差异有统计学意义（P＜

statistically significant (P<0.05). The 3-year overall survival rate of 100 NSCLC patients was 56.00 % (56/100). K-M survival curve

analysis showed that, overall survival rate of PAK4 and PAK5 positive expression group was lower than that of negative expression

group (P<0.05). Multivariate Cox regression analysis showed that, poor differentiation, TNM stage IIIA, lymph node metastasis and

positive expression of PAK4 and PAK5 proteins were independent risk factors for death in NSCLC patients (P<0.05). The

expression of PAK4 and PAK5 proteins in NSCLC tissue increases, which is relate to EMT, differentiation, TNM stage, lymph node

metastasis and prognosis, may become a new target for the diagnosis and treatment of NSCLC.

Non-small cell lung cancer; PAK4; PAK5; Epithelial-mesenchymal transition; Clinicopathological features; Prognosis
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Groups N PAK4 PAK5 E-Cad N-Cad VIM

NSCLC tissues 100 71（71.00） 68（68.00） 53（53.00） 81（81.00） 39（39.00）

Tissues adjacent to

cancer
100 44（44.00） 40（40.00） 75（75.00） 56（56.00） 18（18.00）

掊2 - 14.916 15.781 10.503 14.483 10.821

P - ＜0.001 ＜0.001 0.001 ＜0.001 0.001

表 1 NSCLC组织和癌旁组织中 PAK4、PAK5和 EMT相关蛋白表达比较[例（%）]

Table 1 Comparison of the expression of PAK4, PAK5 and EMT-related proteins in NSCLC tissues and tissues adjacent to cancer[n（%）]

Project N
PAK4 PAK5

N(%) 掊2 P N(%) 掊2 P

Gender 0.660 0.416 1.236 0.266

Male 58 43(74.14) 42(72.41)

Female 42 28(66.67) 26(61.90)

Age 1.074 0.300 0.265 0.607

逸60 years old 63 47(74.60) 44(69.84)

＜60 years old 37 24(64.86) 24(64.86)

Smoke 0.464 0.496 0.288 0.591

Yes 57 42(73.68) 40(70.18)

No 43 29(67.44) 28(65.12)

Pathology type 0.749 0.387 0.724 0.395

Adenocarcinoma 34 26(76.47) 25(73.53)

Squamous cell

carcinoma
66 45(68.18) 43(65.15)

Tumor size 3.219 0.073 3.595 0.058

逸5 cm 45 36(80.00) 35(77.78)

＜ 5 cm 55 35(63.64) 33(60.00)

Degree of

differentiation
7.859 0.005 6.053 0.014

Poor differentiation 46 39(84.78) 37(80.43)

Medium to high

differentiation
54 32(59.26) 31(57.41)

TNM stage 11.689 0.001 8.854 0.003

Ⅰ～Ⅱ stage 60 35(58.33) 34(56.67)

ⅢA stage 40 36(90.00) 34(85.00)

Lymph node

metastasis
12.716 ＜0.001 10.168 0.001

Have 45 40(88.89) 38(84.44)

Not have 55 31(56.36) 30(54.55)

0.05），不同性别、年龄、吸烟、病理类型、肿瘤大小 NSCLC患者

PAK4、PAK5蛋白阳性表达率比较，差异无统计学意义（P＞

0.05）。见表 2。

2.4 PAK4、PAK5蛋白表达与 NSCLC患者预后的关系

100例 NSCLC患者随访 3年，失访（截尾）4例（按最后一

次随访结果作截尾处理），死亡 44例，3年总生存率为 56.00%

（56/100）。K-M生存曲线分析显示，PAK4阳性表达组总生存率

46.48%（33/71）低于表达阴性表达组 79.31%（23/29），PAK5阳

表 2 PAK4、PAK5蛋白表达与 NSCLC患者临床病理特征的关系

Table 2 Relationship between PAK4, PAK5 protein expression and clinicopathological features in NSCLC patients
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图 1不同 PAK4、PAK5蛋白表达 NSCLC患者 K-M生存曲线

Fig.1 K-M survival curve of NSCLC patients with different PAK4 and PAK5 protein expressions

性表达组总生存率 45.59%（31/68）低于阴性表达组 78.13%

（25/32），差异有统计学意义（Log-rank 掊2＝8.241、8.205，P＝

0.004、0.004）。见图 1。

2.5 NSCLC患者预后的单因素和多因素 Cox回归分析

排除 4例失访患者，以性别、年龄、吸烟、病理类型、肿瘤大

小、分化程度、TNM分期、淋巴结转移、PAK4、PAK5为自变量，

随访时间为时间变量，生存状态（死亡 /存活 =1/0）为因变量。

多因素 Cox回归分析显示，低分化、TNM分期ⅢA期、淋巴结

转移和 PAK4、PAK5蛋白阳性表达为 NSCLC患者死亡的独立

危险因素（P＜0.05）。见表 3。

Variable Assignment
Univariate Cox regression Multivariate Cox regression

HR 95%CI P HR 95%CI P

Gender male / female＝1/0 1.281 0.573~2.861 0.546 - - -

Age
逸60 yeard old/＜60 years

old＝1/0
2.600 1.099~6.151 0.030 1.690 0.595~4.805 0.325

Smoke yes/no＝1/0 1.376 0.617~3.071 0.435 - - -

Pathology type
adenocarcinoma/squamous

cell carcinoma＝1/0
1.007 0.438~2.318 0.986 - - -

Tumor size 逸5 cm/＜5 cm＝1/0 2.368 1.055~5.319 0.037 2.072 0.739~5.805 0.166

Degree of differentiation

poor

differentiation/medium to

high differentiation＝1/0

3.093 1.361~7.030 0.007 3.463 1.270~9.445 0.015

TNM stage
ⅢA stage/Ⅰ～Ⅱ stage＝

1/0
3.596 1.553~8.331 0.003 3.403 1.240~9.340 0.017

Lymphatic metastasis yes/no＝1/0 3.353 1.467~7.661 0.004 3.773 1.377~10.338 0.010

PAK4 positive/negative＝1/0 3.420 1.297~9.019 0.013 3.772 1.058~13.448 0.041

PAK5 positive/negative＝1/0 3.375 1.330~8.564 0.010 3.410 1.085~10.720 0.036

表 3 NSCLC患者预后的单因素和多因素 Cox回归分析

Table 3 Univariate and multivariate Cox regression analysis of the prognosis in NSCLC patients

3 讨论

NSCLC是除小细胞肺癌以外所有起源于支气管粘膜上皮

的恶性肿瘤，虽然近年来其早期诊断取得一定进展，但初诊断

晚期患者仍然占较大比例[13，14]。同时仅有部分患者在靶向、免疫

治疗中获益，因此总体预后较差[14，15]。EMT是包括 NSCLC在内

多种恶性肿瘤发生发展的关键机制，EMT是正常胚胎发育所

必需的过程，但肿瘤细胞异常激活 EMT可以增强自身侵袭和

转移能力，促进肿瘤细胞侵袭和转移至周围或其他组织，在肿

瘤细胞复发、转移、耐药等多个环节中发挥重要作用[16]。研究其

EMT影响相关因素，可能有助于 NSCLC诊治和预后评估。

E-Cad、N-Cad 和 VIM 是 EMT 的标志物，其中 E-Cad、

N-Cad是上皮细胞间连接的重要蛋白，E-Cad能抑制上皮细胞

运动性以保持结构稳态，进而抑制 EMT；N-Cad则能介导细胞
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-细胞间黏附，促进 EMT；VIM是一种骨架蛋白，能增强细胞强

度、韧性、弹性、拉伸性，促进 EMT[17]。本研究中，NSCLC癌组织

E-Cad蛋白阳性表达率降低，而 N-Cad、VIM蛋白阳性表达率

升高，符合上述报道机制 [17]，说明 NSCLC 存在明显的 EMT。

PAK是小三磷酸鸟苷酶大鼠肉瘤同源物家族一员，根据功能

和氨基酸序列可分为Ⅰ类（PAK1、2、3）和Ⅱ类（PAK4、5、6），Ⅱ

类 PAK成员活化后能结合或磷酸化下游靶蛋白，在细胞增殖、

周期、运动、迁移、侵袭、凋亡等多方面发挥重要作用[18]。PAK4

是Ⅱ类 PAK 家族代表成员，能通过磷酸化 茁- 连环蛋白
/c-Myc、丝裂原激活的细胞外信号调节激酶 /细胞外调节蛋白

激酶信号通路，促进癌细胞增殖和生长[19]。于昕博等[20]研究报

道，PAK4过表达能促进胰腺癌细胞周期进程和增殖。Su S等[21]

研究报道，降低 PAK4活性能增加 CD8淋巴细胞对前列腺癌

细胞的浸润，进而抑制前列腺癌细胞血管内皮生成和黏附。本

研究结果显示，NSCLC癌组织中 PAK4蛋白阳性表达率升高，

与分化程度、TNM分期、淋巴结转移有关，说明 PAK4高表达

参与 NSCLC发生发展。PAK4在 NSCLC中高表达可能与其启

动子被癌基因激活而大量表达有关 [22]。而随着 PAK4表达升

高，可能通过磷酸化激活 茁-连环蛋白、细胞外信号调节激酶等
信号通路[19]，促进 NSCLC 细胞增殖、分化、迁移和侵袭，导致

NSCLC恶性发展。

PAK5是Ⅱ类 PAK家族新成员，Xing Y等 [23] 研究报道，

PAK5表达上调能在磷酸化凋亡诱导因子，抑制凋亡诱导因子

/输入蛋白 琢3复合物形成，加速乳腺癌生长和抑制凋亡。Li TT
等[24]研究报道，PAK5表达上调能增强 茁-连环蛋白磷酸化和核
易位，进而增强肝细胞肝癌的耐药性。临床研究报道，PAK4异

常表达与食管鳞状细胞癌[6]、PAK5异常表达与胃癌[8]等恶性肿

瘤患者预后不良密切相关。本研究结果显示，NSCLC癌组织中

PAK5蛋白阳性表达率升高，与分化程度、TNM分期、淋巴结转

移有关，说明 PAK5高表达参与 NSCLC发生发展。NSCLC中

PAK5高表达也可能与其启动子被癌基因激活有关[25]。而随着

PAK5表达升高，PAK5能增强 茁-连环蛋白磷酸化和核易位，
促进 NSCLC细胞增殖、分化、迁移和侵袭，导致 NSCLC 恶性

发展[25]。

有研究指出[26，27]，PAK4、PAK5升高与乳腺癌细胞 MET有

关。本研究结果显示，NSCLC组织 PAK4、PAK5与 E-Cad蛋白

阳性表达率呈负相关，与 N-Cad、VIM蛋白阳性表达率呈正相

关，提示 PAK4、PAK5表达升高可能通过 MET促进 NSCLC

恶性进展。实验也显示 [9，10]，抑制 PAK4、PAK5表达能抑制

NSCLC细胞生长和转移。本研究通过随访分析 PAK4、PAK5

与 NSCLC 患者预后的关系发现，PAK4、PAK5 阳性表达

NSCLC患者 3年总生存率显著降低，是 NSCLC患者死亡的独

立危险因素，说明 PAK4、PAK5高表达与 NSCLC患者预后不

良密切相关，可能成为 NSCLC患者预后评估指标。

综上所述，NSCLC组织中 PAK4、PAK5蛋白表达升高，与

EMT、分化程度、TNM分期、淋巴结转移有关，PAK4、PAK5蛋

白阳性表达患者具有更短的生存期，是 NSCLC患者死亡的独

立危险因素，可能成为 NSCLC预后评估指标。但本研究结果还

需多中心研究证实。
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