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·临床研究·

非小细胞肺癌组织中内皮抑素mRNA的
转录表达及临床意义

刘颖 周清华 孙芝琳 孙泽芳 刘伦旭 朱文 王艳萍 陈晓禾

【摘要】背景与目的 肿瘤生长和转移依赖于肿瘤血管形成，抑制其血管形成能够控制其生长和转移。

胶原XⅧ／内皮抑素(collagen XⅧ／endostatin)是迄今为止最有效的内源性血管生长抑制剂之一。本研究拟

探讨内皮抑素mRNA在非小细胞肺癌组织中的转录表达及其与肺癌临床病理生理特征的关系。方法 用

RT—PCR法检测46例非小细胞肺癌组织和14例肺良性病变组织中内皮抑素mRNA的转录表达。结果 ①

肺癌组织中内皮抑素mRNA转录表达水平(o．872±o．071)显著高于癌旁肺组织(o．717±o．073)和肺良性病

变肺组织(o．611±o．026)(P<o．001)，癌旁肺组织亦显著高于肺良性病变肺组织(P<o．01)。②肺癌组织中

内皮抑素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明显关系。结论

肺癌患者肺癌组织中存在内皮抑素mRNA转录表达水平的升高，这种升高与肺癌的发生、发展、远处转移

和细胞分化不良有密切关系，因而有助于预测肺癌的恶性行为。

【关键词】 肺肿瘤 内皮抑素 胶原XⅧ／内皮抑素 RT—PcR

【中图分类号】 R734．2；R730．51

Transcription expression of endostatin mRNA in non-small celI lung cancer tissues L，UⅥ咒g，ZH0【，Qng^“n，

SUN Z矗i￡i竹，SUN ZP，h竹g，LIU L“以z“，ZHU W蹦，W-ANG y口恕户i行g，CHEN X缸o^e．Key L口60rn￡ory o厂

L“行g C。咒cPr Moz8c“zdr BioZogy o，Sic^乱口挖P，-oui以fe，DPpnr￡，扎P，z￡o厂Thordfocdrdi口f S“rger了，WPs￡C^i扎n

Hospi￡nZ，Sif^“丑n L啊iu已rsify，C^e规gd“，Sic^“口”6 1 004 l，P．R．C^西2口

Corrgspondi"g以“￡^or：ZHO【，Qi咒g^“n，E二mniZ：z五o“q^@，nniZ．sf．c，2in，b．超P￡

【Abstract】 Background and objective It has been proved that tumor development and metastasis are de—

pendent on angiogenesis． Suppression of tumor angiogenesis can inhibit tumor growth and metastasis． Collagen

XⅧ／endostatin is one of the most effective inhibitors of angiogenesis at present． The aim of this study is to

study the relationship between transcription expression of endostatin mI之NA and clinical and pathophysiological

characteristics in non—small cell lung cancer(NSCLC)． Methods The transcription expression of endostatin

mRNA was detected in 46 lung cancer tissues and paracancerous lung tissues，14 benign pulmonary lesion tis—

sues as control by RT—PCR method． Results ①The transcription expression of endostatin mRNA in 1ung

cancer tissues(O．872±O．071)was significantly higher than that in paracancerous tissues(O．717±0．073)and

benign pulmonary lesion tissues(0．611±O．026)(P<O．001)．(DThe transcription expression of endostatin

mRNA in lung cancer tissues was closely related to P—TNM stages，distant metastasis，grade of cell differenti

ation and size of the primary tumors(P<：O．05)，but not to location of tumor，lymph node status，hist0109ical

classification，age and sex of the patients and smoking or not(P>O．05)． ConcIusion The transcription ex

pression of endostatin mRNA in NSCLC tissues is s逸nificantly higher than that in paracancerous tissues and

benign pulmonary lesion tissues，and is closely related to P—TNM stages，distant metastasis，grade of cell dif—

ferentiation and size of the p“mary tumors，hence it might be helpful to evaluate the biological behavior of lung

CanCer．
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研究发现，肿瘤生长和转移依赖于肿瘤血管形成，

抑制其血管形成能够控制其生长和转移口、2]。近年

来，肿瘤血管生成及抑制的研究为阐明肿瘤发展及转

移的生物学行为开辟了新的领域，并为肿瘤的治疗带

来了曙光，预示了新的抗肿瘤时代的到来。1997年发

现的胶原XⅧ／内皮抑素(c011agen XⅧ／endostatin)

是迄今为止最有效的内源性血管生长抑制剂之一，体

外和动物实验已显示出内皮抑素及其类似物在体外能

有效抑制内皮细胞的生长、移行，在体内它能显著退缩

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∞“]。内皮抑素的表达水平与多种恶性肿瘤

的进展和预后有关[5~7]。为探讨肺癌组织中内皮抑素

mRNA转录表达水平及其与肺癌临床病理生理特征

的关系，本研究应用RT—PCR法检测了46例非小细

胞肺癌(NsCI。c)中内皮抑素mRNA的转录表达水

平，分析其与肺癌患者临床病理生理特征的关系，现将

结果报告如下。

1材料与方法

1．1 研究对象 2001年6月至2002年2月期间在

本科行手术治疗的部分肺癌患者和肺良性病变患者，

肺癌组共46例，其中男性34例，女性12例；年龄37

～74岁，平均60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UICCl997分期标准)，工+Ⅱ期20

例，Ⅲ+Ⅳ期26例，手术前均未作放疗或化疗，行根治

性手术，术后病理证实为肺癌，组织学分类明确。肺良

性疾病组14例，其中男性8例，女性6例；年龄19～

65岁，平均40岁；支气管扩张4例，炎性假瘤5例，肺

曲霉菌病2例，肺血管畸形、肺结核瘤及肺特发性含铁

血黄素沉着症各1例。肺组织标本均在离体15 min

内取1．o cm3左右，置于液氮中保存备用。

1．2 主要试剂和仪器 美国Thermo Forma一80℃

冰箱，美国Beckman公司低温高速离心机(J孓HS型)

及低温台式高速离心机(Microfuge 22R)，Amersham

电泳仪，PCR扩增仪(ThermoHybaid)；RT—PCR试剂

盒(Access RT—PCR System)购自美国Promega公司；

DNA marker(DL2000)由大连宝生物工程有限公司生

产。

1．3 内皮抑素mRNA的转录表达

1．3．1 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的光密度(oD)值，OD：。。／OD。。。在

1．75～1．90之间(图1)。

图l总RNA的l％琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig 1 1％agarose electrophoresis of total RNA

1，2： Lung cancer tissue； 3， 4： Paracancerous tissue； 5， 6： Benign

pulmonary tissue

1．3．2引物设计 内皮抑素基因引物参照人内皮抑

素基因序列(核酸序列4200～4219和4432～

4451)[8]，扩增产物为252bp(GenBank登录号

AF018081[9])。J3一actin作为内参照标准，产物为

154bp[1 0、¨]。两者引物序列见表1，由北京赛百盛生物

工程公司合成。

表l RT PCR引物序列及扩增片段大小

Tab l Primers used in RT PCR and the fragment

size of PCR products

1．3．3 RT—PCR 建立RT—PcR扩增体系，共25“l，

内皮抑素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25 pmol。逆转录：逆转

48℃45 min，灭活94℃2 min；PCR循环：变性94℃

1 min，退火55℃45 s，延伸68℃45 s，共35次循环，最

后68℃终延伸7 min。

1．3．4 RT PcR反应产物结果判读 取8肚l反应产

物于2％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭显色，紫外灯下观

察结果，以DNA marker判断片段大小，用UVP图像

分析系统对扩增产物进行图像分析，测出扩增产物带

OD值，并与同一样本的内对照G—actin光密度值进行

比值定量。

1．3．5统计学处理￡检验、F检验、秩和检验。
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2．1 肺组织中内皮抑素mRNA的转录表达 46例

肺癌患者的癌组织、癌旁组织及14例肺良性病变患者

的肺良性病变肺组织中都可以检测到内皮抑素和

13一actin mRNA的转录表达，产物大小分别为252和

154bp(图2)。通过与|3一actin内对照扩增条带OD值

的比较，肺癌组织、癌旁组织及肺良性病变肺组织的比

值定量分别为o．872、o．717、o．611，经F检验三组问

内皮抑素mRNA转录表达水平有非常显著的差异(P

<o．001)；两两比较：肺癌组织中内皮抑素mRNA转

录表达水平显著高于癌旁肺组织和肺良性病变肺组织

(P<o．01)，癌旁肺组织亦显著高于肺良性病变肺组

织(P<0．01)(表2)。

图2 不同肺组织中内皮抑素和8一actin mRNA的RT PcR电泳结果

Fig 2 The electrophoretic results of RT PCR products of endostatin

and 8 actin mRNA in different pulmonary tissues

1：DNAmarker；2，3：I．ung cancertissue；4，5：Paracanceroustissue；

6，7：Benign pulmonary tissue

表2不同肺组织中内皮抑素mRNA转录表达水平的比较

Tab 2 Comparison of endostatin mRNA transcription

expression in different lung tissues

2．2肺癌组织中内皮抑素mRNA转录表达水平与肺

癌临床病理生理特征的关系 肺癌组织中内皮抑素

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

(P<o．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

(P>0．05)(表3)。

表3肺癌组织中内皮抑素mRNA转录表达水平与

肺癌临床病理生理特征的关系

Tab 3 The relation between endostatin mRNA transcription

expression and clinical pathophysiological

characteristics of 1ung cancer patients

3讨论

内皮抑素基因定位于胶原XⅧ基因第38～43号

外显子和部分37号外显子编码的C末端NC，结构域

内，为胶原XⅧa1链基因序列的4040～4591位，共

552bp[12、”]，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[1““]。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。Musso等[16]研究

发现，肝脏纤维化时胶原XⅧmRNA的转录表达水

平增高，肝癌组织中表达量最高。本研究发现，肺癌组

织中内皮抑素mRNA转录表达水平显著高于癌旁肺
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组织和肺良性病变肺组织，且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。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，其肺癌组织中内皮抑素

mRNA转录表达水平就越低。

这些结果提示肺癌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，

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，以对抗肿瘤细胞产生的

血管内皮生长因子的促血管生成作用，达到肿瘤血管

生成和抑制因子问的平衡。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的表达水平降低，而

Ohta等[173利用RT—PCR法研究90例原发性肺癌时

发现，血管内皮生长因子基因的表达水平与P—TNM

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问的平衡向着有利于

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。

综上，本研究结果表明肺癌患者肺癌组织中存在

内皮抑素mRNA转录表达水平的升高，这种升高与肺

癌的发生、发展、远处转移和细胞分化不良有密切关

系，采用RT—PCR法检测肺癌中内皮抑素基因的表达

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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