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Ｔ细胞因子３在非小细胞肺癌中的表达
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　　［摘要］　目的　研究Ｔ细胞因子３（Ｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ３，ＴＣＦ３）在非小细胞肺癌中的表达及分布情况。
方法　 采用５０对人非小细胞肺癌组织标本及其正常癌旁组织对照，进行免疫组化检测 ＴＣＦ３蛋白在
肺癌组织及正常肺组织中的表达及分布情况；采用５种人非小细胞肺癌细胞系及２种正常人支气管上
皮细胞系进行实时荧光定量ＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺癌细胞系中ＴＣＦ３在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达情
况。结果　 （１）ＴＣＦ３在肺癌组织中表达，表达率为４８％（２４／５０），在正常肺组织中未见表达。ＴＣＦ３
在肺癌细胞胞核与胞质同表达，以细胞核表达为主。（２）ＴＣＦ３在 Ａ５４９、Ｈ５２０、ＨＢＥ、ＢＥＰ２Ｄ４种细胞
系中ｍＲＮＡ及蛋白水平均有表达。结论　 ＴＣＦ３在肺癌组织及细胞系中均表达，ＴＣＦ３蛋白在细胞核
与细胞质同表达，但以细胞核表达为主。

　　［关键词］　 Ｔ细胞因子３／ＴＣＦ３；非小细胞肺癌；Ｗｎｔ通路
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　　肺癌是世界上发病率和死亡率较高的一种恶性肿
瘤，分为小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）和
非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ），其
中非小细胞肺癌发病率较高，占 ８０％左右。Ｗｎｔ
（ｗｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙ）信号通路
是调控细胞增殖和癌变的关键途径［１］。Ｗｎｔ信号通路
的异常激活与肺癌的发生、发展密切相关，其核心分子

βｃａｔｅｎｉｎ与核内转录因子 Ｔ细胞因子（ＴＣＦ）／淋巴细
胞增强因子（ＬＥＦ）结合是经典 ＷＮＴ信号通路传导的
关键事件［２］。Ｔ细胞因子３（Ｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ３，ＴＣＦ３）是
ＴＣＦ／ＬＥＦ家族中的重要成员，是经典Ｗｎｔ信号通路的
最终效应分子，其在肺癌中的研究甚少。本实验采用

５０例非小细胞肺癌组织标本及其正常癌旁对照，５种
人非小细胞肺癌细胞系，２种正常人支气管上皮细胞
系，检测ＴＣＦ３在非小细胞肺癌中的表达情况，从而为
以Ｗｎｔ通路为靶点的肺癌分子靶向治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　５０例非小细胞肺癌标本及其正常癌旁对照组织
来自重庆医科大学附属第一医院２０１１－２０１２年胸外
科手术切除的原发性非小细胞肺癌组织，术前未接受

过放疗化疗。患者平均年龄６０（３９～８１）岁，男性∶女
性比例７∶５，按 ＷＨＯ肺癌分类标准，鳞癌１９例，腺癌
２９例，腺鳞癌２例。组织分化程度，高分化１８例，中
低分化３０例，依据国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）２００９版肺癌
ＰＴＮＭ分期标准：Ⅰ、Ⅱ期２７例，Ⅲ、Ⅳ期２１例。
　　５株非小细胞细胞系分别为人肺鳞癌细胞系ＮＣＩ
Ｈ２２６，ＮＣＩＨ５２０，ＳＫＭＥＳ１；人肺腺癌细胞系Ａ５４９；人
大细胞肺癌细胞系 ＮＣＩＨ４６０。２株人正常支气管上
皮细胞系 ＨＢＥ、ＢＥＰ２Ｄ作为正常对照。细胞均用含
１０％胎牛血清的１６４０培养基，于含０．５％ＣＯ２的３７℃
孵箱内培养。

　　ＴＣＦ３抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ），
免疫组化超敏型二步法试剂盒、ＤＡＢ酶底物显色试剂
盒购自北京中杉金桥生物技术公司，ＴＲＩｚｏｌ裂解液、反
转录试剂盒及实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒均购自日本
ＴａＫａＲａ公司。引物设计与合成由上海生物工程公司
提供。

１．２　免疫组化
　　标本经１０％中性福尔马林液固定、石蜡包埋，以
４μｍ厚度连续切片，６０℃烘片后，常规二甲苯脱蜡，
梯度乙醇复水，柠檬酸缓冲液高压修复抗原，３％双氧
水封闭内源性过氧化物酶活性，滴加一抗 ＴＣＦ３

（１∶１００稀释），继以免疫组化超敏二步法，ＤＡＢ染色，
苏木精复染，中性树脂封片。

　　结果判定［３－６］：阳性细胞百分比计分按视野内阳

性细胞所占总细胞数的比例计分，≤５％，６％ ～２５％、
２６％～５０％、５１％ ～７５％、＞７５％分别记分为０、１、２、
３、４分。着色强度记分：按阳性细胞着色，无为０分、
弱（淡黄）为１分、中（黄色）为２分、强（棕黄）为３分。
结果判定：每张切片随机选取５个高倍视野（１０×４０倍），
镜下视野清晰，无出血、坏死。每个视野均进行阳性细

胞百分比记分与着色强度记分，上述两种记分结果相

乘：０分为阴性（－），１～４分为弱阳性（＋），５～８分
为阳性（＋＋），９～１２分为强阳性（＋＋＋）。
１．３　实时荧光定量ＰＣＲ
　　传代细胞在培养瓶（２５ｃｍ２大小）中长至７０％ ～
８０％左右，用 ＰＢＳ清洗 ２次，到掉多余的水分，加入
１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，提取细胞总 ＲＮＡ，具体操作按说明
书进行。使用核酸测定仪检测样本总ＲＮＡ浓度，所有
样品的 Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值均需在１．８～２．０之间。
利用反转录试剂盒得到 ｃＤＮＡ，实时荧光定量 ＰＣＲ引
物序列分别为：ＴＣＦ３上游引物 ５′ＧＣＧＧＴＣＣＴＣＴ
ＧＡＡＡＴＧＧＴＴ３′，下游引物５′ＴＣＴＧＧＧＡＴＴＧＴＧＡＡＧＧ
ＧＡＴＧ３′。具体操作按说明书要求进行。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　蛋白裂解液分别提取７种处于对数期生长的细胞
总蛋白，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。按４∶１体积加入５×
上样Ｂｕｆｆｅｒ后热变形蛋白，每个蛋白样品上样６０μｇ
进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳、转膜、５％脱脂奶粉封
闭２ｈ，加一抗ＴＣＦ３（１∶１０００稀释）于４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×５次，加二抗于室温孵育１ｈ，再ＴＢＳＴ
洗１０ｍｉｎ×４次，化学发光液发光，蛋白凝胶成像仪曝
光成像。

１．５　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０软件分析，实验结果以
珋ｘ±ｓ表示，采用卡方检验、ｔ检验进行统计分析。检验
水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＣＦ３在肺癌组织及癌旁正常组织中的表达
　　ＴＣＦ３在肺癌细胞中表达，表达率为 ４８％（２４／
５０），细胞核与细胞浆同表达，细胞核表达为主，正常
癌旁组织中未见表达（图 １）。鳞癌中表达率为
３６８４％（７／１９），腺癌中表达率为５１．７２％（１５／２９），采
用卡方检验进行分析 Ｐ＝１．０２＞０．０５，差异无统计学
意义，说明 ＴＣＦ３在肺腺癌和鳞癌中表达无差异。
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ＴＣＦ３蛋白在肺癌中的表达水平与患者性别、肿瘤分
级分期、吸烟情况以及有无淋巴结转移无关（Ｐ＞
００５，表１）。

! "

# $

Ａ：ＴＣＦ３在癌旁组织中不表达，呈阴性（－）；Ｂ～Ｄ：依次
为ＴＣＦ３在肺癌组织中表达，呈弱阳性（＋）、阳性（＋＋）、
强阳性（＋＋＋）
图１　免疫组化观察ＴＣＦ３在肺癌组织及癌旁正常组织中的

表达　（ＳＰ×４００）

表１　肺组织中ＴＣＦ３蛋白表达与临床病理特征的关系

临床特征 例数 阴性 阳性 阳性率（％） χ２ Ｐ值

性别

　男 ２８ １６ １２ ４２．８６ ０．２４ ０．６２

　女 ２０ １０ １０ ５０．００

组织学类型

　腺癌 ２９ １４ １５ ５１．７２ １．０２ ０．３１

　鳞癌 １９ １２ ７ ３６．８４

分级

　中低分化 ３０ １８ １２ ４０．００ １．１０ ０．３０

　高分化 １８ ８ １０ ５５．５６

分期

　Ⅰ、Ⅱ期 ２７ １６ １１ ４０．７４ ０．６５ ０．４２２

　Ⅲ、Ⅳ期 ２１ １０ １１ ５２．３８

淋巴结转移

　有 ２８ １８ １０ ３５．７１ ２．７７ ０．１０

　无 ２０ ８ １２ ６０．００

吸烟情况

　吸 ２６ １４ １２ ４６．１５ ０．００２ ０．９６

　否 ２２ １２ １０ ４５．４５

２．２　ＴＣＦ３ｍＲＮＡ在肺癌细胞及正常支气管上皮细
胞中的表达

　　７种细胞株分别进行３次荧光定量 ＰＣＲ，每次均
设３个复孔，３复孔差异在１个 Ｃｔ值之间，以 ＧＡＰＤＨ

作为内参校正每个样本的循环阈值Ｃｔ，得到ΔＣｔ，以正
常支气管上皮细胞 ＢＥＰ２Ｄ作为对照，目的基因的相
对表达量以２－△△Ｃｔ表示，ＴＣＦ３ｍＲＮＡ水平在 ＨＢＥ为
（０．９７±０．１５）倍，在 Ａ５４９为（１．２４±０．５０）倍，ＳＫ
ＭＥＳ１为（０．０９±０．０２）倍（Ｐ＜０．０５），Ｈ２２６为（１．７８±
０７９）倍，Ｈ５２０为（１．４５±０．６０）倍，Ｈ４６０为（０．０９±
０．０２）倍（Ｐ＜０．０５，图２）。
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１：ＢＥＰ２Ｄ；２：ＨＢＥ；３：Ａ５４９；４：ＳＫＭＥＳ１；５：Ｈ２２６；
６：Ｈ５２０；７：Ｈ４６０　ａ：Ｐ＜０．０１，与其余各细胞株比较
图２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＴＣＦ３ｍＲＮＡ在各细胞株中

的表达水平

２．３　ＴＣＦ３蛋白在肺癌细胞及正常支气管上皮细胞
中的表达

　　采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果，如图３
所示 ＴＣＦ３在 Ａ５４９、ＢＥＰ２Ｄ、ＨＢＥ、Ｈ５２０中表达。在
ＢＥＰ２Ｄ、ＨＢＥ中表达水平较高；在 Ｈ５２０、Ａ５４９中居
中；而在Ｈ２２６、ＳＫＭＥＳ１、Ｈ４６０中未见表达。
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１：Ａ５４９；２：ＢＥＰ２Ｄ；３：ＳＫＭＥＳ１；４：Ｈ２２６；５：Ｈ５２０；
６：Ｈ４６０；７：ＨＢＥ
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＣＦ３在各细胞株中的表达

３　讨论

　　Ｗｎｔ信号通路是存在于机体中的一条基本信号通
路，其对细胞增殖、分化的调控是通过其核内转录因子

ＴＣＦ／ＬＥＦ激活一系列靶基因的转录来实现的，而其异
常激活参与了多种肿瘤的发病过程。转录因子 ＴＣＦ／
ＬＥＦ家族包括 ＴＣＦ１、ＴＣＦ３、ＴＣＦ４以及 ＬＥＦ。ＴＣＦ／
ＬＥＦ是经典Ｗｎｔ通路下游的重要效应分子，具备双向
调节功能，当缺乏 Ｗｎｔ号刺激时，细胞内 βｃａｔｅｎｉｎ与
Ａｘｉｎ／ＧＳＫ３β／ＡＰＣ形成复合物被降解，ＴＣＦ／ＬＥＦ与转
录抑制因子ＣＢＰ、Ｇｒｏｕｃｈ及 ＣｔＢＰ等相互作用，抑制靶
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基因的转录。然而当 Ｗｎｔ路激活时，大量游离的 β
ｃａｔｅｎｉｎ进入核内与之结合，导致 Ｗｎｔ靶基因的转录，
从而调控细胞的增殖与分化［７］。目前研究表明，Ｗｎｔ
通路可能参与肺癌的发生、发展［８］，探讨 Ｗｎｔ通路中
的关键核转录因子 ＴＣＦ／ＬＥＦ的表达及作用具有重要
的意义。ＴＣＦ３是Ｗｎｔ通路下游核转录因子之一，目
前国内外尚少见ＴＣＦ３在肺癌中表达的报道。
　　鉴于以上原因，本实验首先采用５０例临床非小细
胞肺癌标本及其正常癌旁组织作为对照，采用免疫组

化检测ＴＣＦ３在肺癌组织水平的表达情况，我们发现
ＴＣＦ３在肺癌组织中有表达，表达率４８％（２４／５０），而
在正常癌旁组织中未见表达。２４例阳性表达 ＴＣＦ３
的肺癌标本中细胞核与细胞质同表达占２２例，且以细
胞核表达为主。经统计分析表明，ＴＣＦ３表达情况与
患者性别、肿瘤的组织学类型、分级分期、吸烟情况以

及有无淋巴结转移无关（Ｐ＞０．０５）。由此我们初步证
实ＴＣＦ３在肺癌组织中表达。
　　为进一步研究ＴＣＦ３在非小细胞肺癌中的表达及
丰度情况，本实验选取５种非小细胞肺癌细胞系，以及
２种正常人支气管上皮细胞系，采用荧光定量 ＰＣＲ技
术及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，分别从ｍＲＮＡ和蛋白水平检测ＴＣＦ３
在细胞系中的表达情况。实验发现，ＴＣＦ３ｍＲＮＡ水平
在各胞系之间表达不一致。在肺鳞癌 Ｈ２２６与 Ｈ５２０
中表达最高；在肺腺癌 Ａ５４９表达水平稍低于鳞癌；在
正常人支气管上皮细胞系 ＨＢＥ和 ＢＥＰ２Ｄ中也出现
表达；在肺鳞癌ＳＫＭＥＳ１细胞及大细胞肺癌Ｈ４６０中
表达最低。实验还发现，在同一种组织学类型的细胞

系中ＴＣＦ３的表达水平也不一致，如在Ｈ２２６、Ｈ５２０中
ｍＲＮＡ水平明显高于 ＳＫＭＥＳ１，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。
　　根据Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＴＣＦ３在７种细胞中
蛋白表达水平不同，在正常人支气管上皮细胞ＢＥＰ２Ｄ
中表达最高，ＨＢＥ其次，Ｈ５２０及 Ａ５４９居中，在 Ｈ２２６、
ＳＫＭＥＳ１、Ｈ４６０中未见表达，与ｍＲＮＡ表达水平不太
符合，可能与基因转录效率、蛋白翻译后修饰及半衰期

等有关［９］。

　　通过本实验，我们发现 ＴＣＦ３在肺癌组织中及肺
癌细胞系中有表达，同时我们发现 ＴＣＦ３在正常支气
管上皮细胞中亦有表达，且在各胞系之间的表达水平

并不一致，初步了解了 ＴＣＦ３在肺癌中的表达分布情
况。ＴＣＦ３是Ｗｎｔ通路下游的核转录因子，既往研究
认为ＴＣＦ３通过与βｃａｔｅｎｉｎ结合，起到促进Ｗｎｔ通路
下游靶蛋白的表达，从而发挥 Ｗｎｔ通路调控细胞增殖
及凋亡的作用。然而最新研究发现，ＴＣＦ３可能是通

过竞争性抑制 ＴＣＦ４与 βｃａｔｅｎｉｎ结合起到下调 Ｗｎｔ
通路靶蛋白表达的作用［１０］，因此，ＴＣＦ３在肺癌发病
中的作用尚不明确。结合免疫组化结果，我们发现

ＴＣＦ３在部分肺癌组织中表达，而在癌旁细胞中无表
达，提示ＴＣＦ３可能起到促进肺癌发生的作用，然而细
胞系中的结果与上述结果相反，肺癌细胞系中 ＴＣＦ３
蛋白表达量低于正常支气管上皮细胞中ＴＣＦ３蛋白表
达，提示ＴＣＦ３可能参与抑制肺癌的发生。因此，如何
解释ＴＣＦ３的表达与肺癌的发生、发展是否均有相关
性及何种相关性，需要通过小分子ＲＮＡ干扰ＴＣＦ３表
达或通过过表达ＴＣＦ３以进一步研究。
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