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肺癌组织中 Endostatin mRNA转录表达 

与血清 Endostatin水平关系的相关性研究 ：l： 

摘 要 目的 ：探讨非 小细胞肺癌 患者肺癌组 织 中 Endostatin mRNA转 录表 达水平与血 清 中内皮抑素 (Endo． 

statin)水平的 关系以及两者水平与肺癌 临床病理 生理特征的关 系。方法：用 ELISA法检测 46例非 小细胞肺癌患者血 

清 中Endostatin的水平 ；用 RT—PCR法检 测其肺癌组织 中Endostatin mRNA的转 录表达水平。结果 ：1)肺癌患者血清 

中Endostatin水平 为 20．85~4．56ng／ml；肺癌组织 中 Endostatin InRNA 的转录表达产物的 OD比值为 0．872~0．071。2) 

肺癌患者血清中Endostatin水平及肺癌组织中Endostatin mRNA的转录表达水平均与肺癌原发肿瘤大小、有无远处 

转移 、细胞分化程度和 P—TNM 分期 等有密切 关 系(P<0．05)。而与肺癌原发部位 、淋 巴结转移状态 、组 织学类型 ，患者 

性 别、年龄和吸烟与否等均无明显关 系(尸>0．05)。3)肺癌 组织 中CollagenXⅧ／Endostatin mRNA 的转 录表达与血 清 

中Endostatin水平呈非常显著正相关(r：=0．686。P<O．01)。结论 ：肺癌患者肺癌组织 中Endostatin mRNA的转录表达与 

血清Endostatin水平有非常显著正相关关系，且均与肺癌的发生、发展、远处转移和细胞分化不良有密切关系．非小 

细胞 肺癌患者血 清中 Endostatin水平和肺癌组 织 中Endostatin mRNA 的转 录表 达水平可 能是预 测肺癌 恶性 行为的 

有 用指标。 
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Correlation between Endostatin Serum Levels and Endostatin mRNA 

Transcription Levels in Lung Cancer Tissues 

Liu Ying Zhou Qinghua Sun Zhilin et al 

Department of Thoracic Surgery,Shandong Provincial Hospital,Jinan 

Abstract 0bjective：To study the correlation between the serum level of endostatin and the ex— 

pression of Collagen X Vi／Endostatin mRNA in lung cancer tissues and to explore the relationship be． 

tween these levels and the clinical and pathophysiological characteristics in non—small cell lung cancer 

(NSCLC)patients．Methods：The serum level of endostatin was detected in 46 patients with NSCLC 

using ELISA and the expression level of Collagen X Vl／Endostatin mRNA was detected in the lung can— 

cer tissues by RT—PCR．Results：a1 The mean serum concentration of endostatin in the lung cancer 

patients was 20．85+．56ng／ml and the expression level of Collagen X Vi／Endostatin mRNA in the lung 

cancer tissues was 0．872±．071．b1 The serum concentration of endostatin and the transcription expres— 

sion of Collagen XⅧ厄ndostatin mRNA were closely related to the P—TNM stages．presence of distant 

metastasis，grade of cell differentiation and the size of the primary tumor(P<0．05)，but not to the histo— 

logical classification，type of tumor，lymph node status，age，sex of the patients or cigarette use > 

0．05)．C1 e serum level of endostatin in lung cancer patients had a highly positive correlation to the 
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expression of Collagen X Vm／Endostatin mRNA in lung cancer tissues (r=0．686，P<O．01)．Conclusion： 

rI1le serum level of endostatin in lung cancer patients has a hishly positive correlation to the expression 

of Collagen X vm／Endostatin mRNA in lung cancer tissues．The serum level of endostatin and the ex— 

pression of Collagen X Vm／Endostatin mRNA in patients with NSCLC mi sht be helpful for evaluating the 

biological behavior of lung cancer． 

Key words Lung tumor Endostatin Transcription expression 

RT-PCR ELISA 

肿瘤的形成和发展大致可分为两个 阶段 。即肿 

瘤细胞的克隆性增殖阶段(血管前期)和继之而来的 

血管形成(血管期)促进肿瘤持续性生长阶段。实体 

瘤的生长和转移必须依赖于血管生成 (an~ogene 

sis)[”。而抑制其血管形成能够控制其生长和转移[2]。 

肺癌和其它实体瘤一样。其生长和转移离不开新生 

血管生成。肿瘤血管生成是一个多基因、多因子参与 

的过程。只要阻断其中任何环节。都将阻止肿瘤血管 

生成。1997年发现的内皮抑素 (Endostatin)被认为是 

迄今为止最有效的内源性血管生长抑制剂之一 [3]。 

体外和动物实验已显示出Endostatin及其类似物在 

体外能有效抑制内皮细胞的生长、移行。在体内显著 

退缩和停滞原发瘤和转移瘤的生长。且无明显耐药 

现象。无毒副作用_3．4]。文献报道Endostatin的表达水 

平与多种恶性肿瘤的进展和预后有关[5]。为探讨非 

小细胞肺癌患者血清中Endostatin水平与肺癌组织 

中 Endostatin mRNA转录表达水平的关系以及两者 

水平与肺癌临床病理生理特征的关系。本研究应用 

ELISA法 检测 了 46例 非小 细胞肺癌 (NSCLC)患者 

血清中Endostatin水平。应用 RT—PCR法检测了其 

肺癌组织 中 Endostatin mRNA 的转 录表达水平 。现 

将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 临床资料 

2001年 6月至 2002年 2月在 四川大学华西 医 

院胸外科行手术治疗的部分肺癌患者共46例．其中 

男性 34例 ，女性 12例 ；年龄 37～74岁 ，平均 60．39 

岁 ；腺癌 21例 ，鳞癌 21例 ，腺鳞癌 4例 ；低分化癌 

21例 ，中分化癌 19例 ，高分化癌 6例 ；P—TNM分期 

(国际 UICC1997分期标 准)，I+Ⅱ期 20例 ，Ⅲ+Ⅳ 

期 26例。 

1．2 主要试剂和仪器 

人 Endostatin Sandwich EIA试剂盒。购自美国 

Chemicon公 司 ；RT—PCR试剂 盒 (Access RT—PCR 

System) 购 自美 国 Promega公 司 ；DNA Marker 

(DL2000)购自成都天泰生命科技公司(大连宝生物 

工程有限公司生产)。美国 BIO—RAD Model 550酶 

标仪一台；Thermo Forma一80cI=冰箱一台；Amersham 

电泳仪一台；PCR扩增仪一台(ThermoHybaid)；美国 

Beckman 公 司低温高速离心机 (JS—HS型)一台及低 

温台式高速离心机(Microfuge 22R)一 台。 

1．3 标本的收集与保存 

1．3．1 血清标本的收集与保存 所有肺癌患者均于 

手术前、术后 1天和7天分别采用非抗凝管抽取外 

周静脉血 5ml，室温放置 30～60min后 。5000rpm离 

心 10min，分离血清。然后将血清分别放入 2mlEp— 

pendoff管中，一20cI=低温冷冻备用。 

1．3．2 组织标本的收集与保存 肺组织标本均在离 

体 15min内取 1．0cm3左右，置于液氮中保存备用。 

1．4 检测方法 

1．4．1 ELISA法检测血清中Endostatin水平 检测 

方法按试剂盒说明书进行 。用 BIO—RAD Model 550 

酶标 仪测定结果 。血清 Endostatin检测波长为 

490nm。 

1．4．2 RT—PCR法检测组织 中 Endostatin mRNA的 

转 录表达 

1-4．2．1 组织 RNA的提取 采用异硫氰酸胍一酚一 

氯仿一步法提取组织 RNA。经过 1％琼脂糖凝胶电 

泳鉴定，18S和 28S条带清晰可见，并且无蛋白质及 

DNA污染，说明提取标本 RNA无降解。紫外分光光 

度计检测提取 RNA的 OD值 。OD260／OD280在 

1．75～1．90之间(图 1)。 

1．4．2．2 引物设 计 Collagen X Vm／Endostatin基 因 

引物参照人 CollagenXVm／Endostatin基因序列 (核 

酸序列 4200_4219和 4432—4451) 引。扩增 产物为 

252bp(GenBank登录号AF018081_7 )。B—actin作为 

内参照标准，产物为 154bp[引。引物序列见表 1，由北 

京赛百盛生物工程公司合成。 

1．4．2．3 RT—PCR过程 建立逆转录一PCR扩增体 

系共 251~1。Endostatin组 和内对照组采用 相同 的反 

应温度和时间 。均分别加入上 、下游引物各 25pmol。 

逆转录：逆转 48℃ 45min，灭活 94℃ 2min；PCR循 

环 ：变性 94℃ lmin，退火 55℃ 45s，延伸 68℃ 45s， 

共 35次循环。最后 68℃终延伸 7min。 
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28S 

l8S 

H ^n l l 赡．·￡雕 吁董I ^同靖 

RT—PCR l物序列殛扩增片段大小 

基 因 引物 列 片段太小(bp 

Lndonlalin 5 -TGCAGGACCTUTACAGCATI：一3’ 252 

5’一ACG1℃TCACAGTAU,C'TCTCG一3’ 

fi-aetlia 5’—：̂0r( Gr (I( ĉ̂ 0c 一3’ l54 

5’一’rcATCACCA'I'FGGC,,'tA'rGAG一3’ 

】5 结果判 

I．5．1 血清1．；ndI)stalin结果判断 在半埘数 标纸 

I 手 r绘制标准 『}̈线 姒标准-l̂浓度作磺坐标(横轴 

为计数划艘)．OI)m作纵坐标 ，以 r滑线连接备标 

准品的坐标 一 越过标水fI勺OD490 l J'在标准 胁线 

上奁⋯ 浓度 ． 

1．5．2 RT—PCR反应f 物结 削凄 取 8,u,I反应产 

物 } 2％琼脂糖凝腔电泳，浪化乙锭 乜 紫外灯下 

观察结果．以DNA~'lark 判断片段夫小．并将罔像 

摄 八 VP l司像分析系统 计扩增 产物进 行周慷分忻， 

il0If『扩增产物 ：光街度值 ，件 Lj同一样本的 剥州 

B—actin兜密度值进 行IL值定量．并进fi舟忻 

I．6 统 汁学处 

采H J SI)SS10．0统 汁轼件处理 ．果用的统 汁学方 

法 柯 ，椅验 ’检骑 秩 验和 烈变量 fH哭 H．分 

析 ． 

2 结果 

2．1 帅墙患 秤l0l清 内应抑 豢的水 ‘ 

帅 癣 患 _扦 清 -I-l 皮 抑 素 水 平 勾 2()．85± 

4．56ng／n1I 

2．2 肺痛患 片血清 - I匈皮抑 索的水 平 j帅癖 病艘 

恤 特flF的 戈系 

肺璃患糟【nl清r1 IJ,l 抑素的水平与肺痛原靛胂 

大小、肯无地处转移 、细胞 分化 瞧 和 D_r ~1分期 

等均f『俺 哪关系(P<005)．illJ j呻癌原 发部他 、淋 巴 

绱转 移状 态 、纵 纵 ；乏类 ，患 暂性 别 、年龄和啦悯 与 

等均尤叫 关系c， ()．05】(表 21 

表 2 肺癌患者血清中内皮抑素 的水 平 

与肺癌惦床病理生理特征的关系 

临床瞒理特征 例数 En@atatin(n#m1) P 

性 别 

男 34 

女 I2 

年龄(岁) 

≥55 32 

<55 l4 

暇 炳史 

有 29 

无 I7 

舯 位置 

中心型 20 

周搠型 26 

淋巴结转移 

N 25 

N． 21 

组织 学类型 

鳞 癌 21 

腺 癌 21 

腺 撼癌 4 

原发 喧太小 

Tl+ 32 

L 14 

远处 转移 

M 40 

M 6 

细胞 分化程度 

低分化 2l 

中一高分化 25 

pTNM分期 

I+Ⅱ 20 

Ⅲ+Ⅳ 

20．72~4 09 

2f．22~2 67 

21．I5±5．n5 

20 i6-2-3．24 

20．0％249 

2214+-6 69 

19 7g~3 09 

21．E．6±5 35 

2【_68士5 39 

l9 85±3．17 

20 73~【78 

21．06~4．10 

20．32~4 56 

2l_84~4 86 

】8 59±2 77 

21．39~3 53 

I7 22~3 0l 

l945：~2．24 

22．03+j  63 

22 ±]47 

19．28~2 97 

0．I=l： 

2 3 肺癌组织 Lf】Collagen XⅧ／EI1(IONhalin mRNA的 

转录 表达 

所 有 从肺 璃 织 ,I1提 取 的总 If、A经 过 R’I’一 

PCII厦随 ．逆转采产物 _J郜可以椅删到 Cdlag X 

Ⅷ／Endoslatin基1l翊序列的表达 ， 物 凡小 为 2521)p 

同时 相同条件检测 B—aelin牲 n0表达，作为内 

州照 ．产物 人小 为 l541lI】(『睾】2) {jlI『编组织 中 liT— 

PCR厦应 ：物 ODl七愤 0．872+0 071( 3)． 

2 4 忡 痛 组织 巾 C[1IlagenX Ⅷ．／En⋯t sialin mRNA 

转录 蠢选水平 。 H-“痂临床病理生胖特 征的 戈系 

肺癌组织 巾 Ct】llagen X＼'／11／EnfIostatin tnRNA转 

表达水平与肺癌原发肿瘤大小 、柯尤远处转移 、绑 
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胞 分化 程 度 和 pTNM 分蝴 等 均 有密 Ⅵ火 系 (P< 

0．05)．tfl 与肺癌娘发 部化 淋巴 转移状态 织学 

类型 患扦性 别 、q 龄l卡丌暇 等均 兀啤显关 系 

cP>0 051『表 3l 

l—，anes 

2000bp 

1O00bp 

750bD 

5OObp 

250bD 

2 3 

endost~in 

8一actin 

^M arker；2 B rtin：3‰ liar+ liXⅥⅡ } l‘ “ 

I 2 j『l1 自J tl l̈ ，JI．gel+XⅧ一End- l “in ntR 

_ B i L<1iIi ll I{  ̂ Rr一】̈C T{tl!沐靖 

end0sLaIIn 

B—acIi盯 

j：I JNA Mark,r： 4 6 I： ⋯tJi rl X~；111 h l{ l ．I『in：3 B —1． iII 

j 3 仲 ĵ 门 “1’一I t I 浊 “ 

2．5 帅墙组织 I1 Ct-Ilagl_J1XⅧ／En·h】：-；talin tuRNA的 

转 录表 j m清I1 En ch t ttin水平的兑系 

州】 帛 f]Col getI XⅧ／End(JslatitI railNA i'r：J 

转 录丧这 ln【清 叶1 Knlh，sIntin水 呈 1F常 苫 止相 

戈 fr=-O 686．P<O．01) 

表 3 肺癌组织 中 CollagenXW ／Endostatin mRNA 

转录表达 水平 与肺癌临床病理生理特征的美系 

戢_ !! ! !t 竺! 堕 

20 

26 

20 

26 

0 864士0o73 

0 893±o063 

O 874~0071 

O g65：t4)．073 

0 86l±0．066 

0 8∞ ±O 075 

0 855~0 077 

()885~0 064 

0 88l±0 072 

()86l：e0 069 

c)878土()054 

0 868~0．O9G 

886：0 7 

840~)脚  

884 ．0c54 

790---~．06l 

833±0 0．59 

)904~0 064 

0 906~0 057 

0 845~0["0 

0 235 

0 156 

0 793 

]043 

【砷 

)003 

3 讨论 

cJ’ReiIlv等 研究 发现某 肿瞄 如 I~ewis肺癌 ， 

能够抑 制其趣 处转 移 稿的 ÷． 发肿瘤 切除后 ， 

转 移 }{ 始迅 逑生长．这 发现使其拦 ·砷新的 

说．即原发 眭 中̈瘤分泌两种棚拈抗曲 } ．分 圳抑 

制 和刺激m管 成 ．这一假说 [i_许 多试验所汪宴 

幢 " 4 卫 柏 

一一 一 m 无～～～一 一黼蛐一～ 一 一～一一⋯ 
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C末端 NC1结构域内 为 CollagenX vm al链基因 

序列的 4040-4591位，共 552bpt引，编码 184个氨基 

酸。目前内皮抑素的基因序列及其编码的氨基酸已 

经研究清楚．国内、外也已经成功地转导内皮抑素 

cDNA进入各种表达载体．并获得了具有生物活性 

的内皮抑素No．u]。胶原XⅧ基因为内皮抑素基因的 

前体基因，包含内皮抑素基因的序列，直接关系到内 

皮抑素的表达。 

本研究定量检测了肺癌患者血清中内皮抑素的 

含量。其结果与Suzuki等[ 用 ELISA法研究非小细 

胞肺癌血清中内皮抑素含量 的结果基本一致。 

Feldman等[1 ]发现软组织肉瘤患者血清内皮抑素含 

量明显增高。而且与肿瘤的侵袭性及切除术后的复 

发率增高有关。本研究观察到非小细胞肺癌患者血 

清中 Endostatin水平及肺癌组织 中 Collagen X vm／ 

Endostatin mRNA转录表达水平与肺癌原发肿瘤大 

小、有无远处转移、细胞分化程度和 P—TNM分期等 

均有密切关系，而与肺癌原发部位、淋巴结转移状 

态、组织学类型。患者性别、年龄和吸烟与否等均无 

密切关系。即肺癌患者原发肿瘤越大，细胞分化程度 

越低．P-TNM分期越晚或伴有远处转移 ．其血清中 

Endostatin水平及肺癌组织中 Collagen X Vm／Endo— 

statin mRNA转录表达水平就越低。同时还发现肺癌 

组织中 CollagenX Vm／Endostatin mRNA转 录表达水 

平与血清中 Endostatin水平呈非常显著正相关。结 

果提示肺癌的肿瘤细胞在基因水平存在内皮抑素的 

高表达。通过翻译过程产生高表达水平的内皮抑素 

蛋白。或前体基因翻译后通过其他途径刺激机体产 

生大量的内皮抑素，抑制肿瘤血管生成，来对抗肿瘤 

细胞产生的VEGF的促血管生成作用，达到肿瘤血 

管生成和抑制因子间的平衡。此外本研究结果亦从 

基因水平验证了肿瘤细胞可能是内皮抑素产生的重 

要来源。本研究结果还提示分期较晚或分化程度较 

低的肺癌患者，其肿瘤局部内皮抑素基因或其前体 

基因的表达越低。使得翻译后肿瘤局部内皮抑素蛋 

白的表达水平降低，血清中内皮抑素的含量亦降低， 

而 Ohta等[M]利用 RT—PCR法研究 90例原发性肺癌 

时发现 ，VEGF基因的表达水平与 pTNM分期 、肿瘤 

细胞分化程度和淋巴结转移等密切相关，分期越晚， 

分化程度越低，表达水平越高，这样就使得肺癌血管 

生成促进因子和抑制因子间的平衡向着有利于肺癌 

新生血管生成的方向发展 ．导致肺癌的进一步生长 

和侵袭转移，这与临床实际发现的情况相吻合。 

研究结果表明采用 RT—PCR法检测肺癌组织 

中内皮抑素基因的表达。EUSA法检测肺癌患者血 

清中内皮抑素的含量有助于预测肺癌的恶性行为． 

有助于研究内皮抑素在肺癌发生、发展及侵袭转移 

中的作用，以及指导肺癌术后多学科综合治疗。 
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