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　　提　要:目的　检测非小细胞肺癌内肿瘤抗原TRAG-3的表达情况 , 分析 TRAG-3 表达与术前新辅助化疗及肿瘤分期

的关系。方法　用逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)和免疫组化的方法检测了共 48 例非小细胞肺癌患者的手术切除标本

中TRAG-3 抗原的表达。结果　正常肺组织和癌旁组织中未见 TRAG-3 表达;48 例肺癌标本中 , 共有 26例(54%)非小细胞

肺癌表达 TRAG-3抗原 , 其中 22例肺腺癌中有 16例(73%)表达 , 而 20例肺鳞癌中有 8例(17%)表达 , 两者差异显著;术前

化疗对 TRAG-3 的表达无显著影响;TRAG-3 抗原的表达率与肿瘤的分期无关。结论　非小细胞肺癌内有较高比例的

TRAG-3 抗原表达;TRAG-3 抗原在非小细胞肺癌内的表达与术前化疗及肿瘤分期无关。
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Expression of TRAG-3 antigen in non-small cell lung carcinoma and its clinical significance
ZHU Bo , CHEN Zheng-tang , CHENG Xiao-ming , ZHANG Guo-qiao , WU Yu-zhang (Cancer Center of PLA , Xinqiao Hospital ,
Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To detect TRAG-3 expression in non-small cell lung carcinoma and analyze the relation-

ship between its expression and neoadjuvant chemotherapy and tumor grading.Methods　TRAG-3 expressions in 48
surgical samples of non-small cell lung carcinoma were detected by reverse-transcription polymerase reaction (RT-
PCR)and immunohistochemistry.Results　RT-PCR and immunohistochemistry revealed that there was no TRAG-3

antigen expression in normal lung tissues and adjacent tissues , but 26(54%)samples expressing TRAG-3 antigen in
48 samples of non-small cell lung carcinoma , only 8(17%)expressing TRAG-3 antigen out of 20 samples of squa-

mous carcinoma and 16(73%)expressing TRAG-3 antigen in 22 samples of adenocarcinoma.Preoperative chemo-
therapy had no effect on TRAG-3 expression.There was no statistical significance between the expression of TRAG-3

and tumor grading.Conclusion　There is a high proportion of TRAG-3 expression in non-small cell lung carcino-
mas , especially in lung adenocarcinomas.Expression of TRAG-3 in non-small cell lung carcinomas is not associated

with preoperative chemotherapy and tumor grading.
　　Key words:non-small cell lung carcinoma;TRAG-3;cancer testis antigen , immunotherapy

　　自1989年首次发现肿瘤特异性抗原(Tumor specif-
ic antigen , TSA)以来 ,已有几十种 TSA 和肿瘤相关抗

原(Tumor associated antigen , TAA)被发现 、鉴定 ,并成为
肿瘤免疫学发展的基础 。肿瘤 睾丸抗原(Cancer testis

antigen , CT antigen)是组成 TSA和TAA的最主要部分 ,
正常情况下 ,CT 抗原仅在睾丸组织中有少量表达 ,但

在多种不同组织来源的恶性肿瘤组织中 ,该抗原却被
激活而有不同程度的表达

[ 1]
。迄今为止 ,已发现有多

种CT 抗原在非小细胞肺癌中有不同程度的表达 ,如

MAGE-1 、MAGE-2 、MAGE-3 、MAGE-12 和 NY-ESO-1
等
[ 2 ～ 5]

,表达率在 15%～ 80%。泰素耐药相关基因
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(Taxol resistant associated antigen , TRAG-3)编码的
TRAG-3肿瘤抗原是由 Duan等

[ 6]
在寻找泰素耐药基因

时发现的一个新的 CT 抗原 ,该抗原在多种恶性转化

的肿瘤细胞株内呈现高表达 ,如非小细胞肺癌 EKVX

和NCI-H322M细胞株等
[ 7]
,而对其在肺癌组织内的表

达情况 ,尚待进一步研究 。本研究用逆转录聚合酶链

式反应(Reverse-transcription polymerase reaction , RT-
PCR)和免疫组化的方法检测了 48例非小细胞肺癌患

者手术标本内 TRAG-3的表达 ,分析了其表达与肺癌
术前化疗及肿瘤分期的关系。

1　材料与方法

1.1　标本来源
　　肺癌标本取自我院胸外科 2000-2002 年手术切除肺癌标

本 ,经我院病理科证实为非小细胞肺癌 , 10 例正常肺组织和癌
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旁组织取自部分肺癌患者。 病例资料完整病例共 48 例 , 其中

男性30例 , 女性 18例;年龄 35～ 72(56±0.45)岁;根据WHO 肺

癌病理分型 ,肺腺癌 22 例 ,肺鳞癌 20 例 , 肺大细胞癌 6例;其中

26 例肺癌患者术前曾接受 1～ 2 周期的化疗 , 另外 22 例术前未

接受任何治疗;所有病例按国际临床病理分期法分期 , Ⅰ ～ Ⅱ

期36 例 , Ⅲ ～ Ⅳ期12 例。用于 RT-PCR的标本取材后于1 ～ 3 h

内放进液氮保存 ,用于免疫组化的标本经福尔马林固定 , 石蜡

包埋 ,常规切片。

1.2　主要试剂
　　细胞总 RNA 提取试剂采用 Boehringer Mannherim(BM)公司

提供的 Tripure Isolation Regent;AMV 购于 Promerga公司;PCR 引

物由上海生物工程有限公司(Sagon)合成;Taq 酶 、Oligo(dT)18等

试剂均购自 Sagon;TRAG-3 多克隆抗体是用纯 TRAG-3 蛋白免

疫兔而制备的兔血清 ,由美国哈佛医学院马萨诸塞州综合医院

血液 肿瘤科Seiden 教授惠赠;免疫组化试剂盒(SP-kit)购于北

京中山生物有限公司。

1.3　肺癌组织和正常肺组织总 RNA提取

　　根据 BM 公司提供的方法进行 , Tripure裂解组织后用氯仿

抽提 ,异丙醇沉淀 RNA , 75%乙醇洗涤。提取的 RNA 溶于经焦

磷酸二乙酯(Diethylpyrocarbonate , DEPC)处理的水中 , -20 ℃保

存待用。提取的 RNA 其 A260 A280在 1.8～ 2.0 , 说明总 RNA 纯度

较高。同时 ,经 1.2%甲醛变性凝胶电泳分析显示 18 S 和 28 S

两条带完整 ,其间可见雾状的 mRNA ,表明 RNA无明显降解。

1.4　逆转录反应(Reverse transcription reaction , RT)
　　反应体系中加入总 RNA 4 μg , Oligo(dT)18 0.5 μg , 10 mmol L

dNTP 2μl , RNase抑制剂 20 U , 逆转录酶 1 μl , 42 ℃反应 1 h , 逆

转录完毕后 95 ℃变性 10 min , 冰上冷却后于-70 ℃冰箱保存

备用。以上所有步骤中使用的器材均经过 DEPC 处理 , 操作过

程中注意防止 DNA 污染。

1.5　聚合酶链式反应(Polymerase chain reaction , PCR)
　　PCR引物的设计采用免疫研究所 DNAstar软件进行 , 引物序

列如下:β-actin:sense 5′-GAT CTT GAT CTT CAT GGT GCT AG-3′,

antisense 5′-TTG TAA CCA CCT GGG ACG ATA TGG-3′;TRAG-3:

sense 5′-GCT GGC CTG CCT TCA CTG TC-3′, antisense 5′-CAC CCT

GTT GGC TAT TTA TCT GG-3′。β-actin 和 TRAG-3 目的片段长度

分别为 311 bp 和 457 bp。 PCR反应体系内含 cDNA 2.0 μl , 10×

Buffer 5.0 μl , dNTP mixture 2.0 μl , 25 mmol L MgCl2 3.0 μl , sense

primer 1.5μl , antisense primer 1.5μl ,去离子无菌水 35μl , Taq 酶1

μl , 94 ℃变性 10 min后开始循环:94 ℃变性 60 s※58 ℃退火 60 s

※72 ℃延伸 60 s ,共30个循环 ,最后72 ℃延伸10 min后经1.5%

琼脂糖凝胶电泳, 摄影。每项实验重复 3次以上。

1.6　免疫组织化学 S-P染色
　　参照文献[ 8] , 简述如下:病理切片先经高温 、高压抗原修

复 ,然后 3%过氧化氢室温下 10 min , 0.1 mol L PBS 漂洗 3 次 ,

5%山羊血清 37 ℃置 30 min , 吸弃血清 ,加 1∶100 稀释的兔抗人

TRAG-3 多克隆抗体 , 37 ℃放置 3 h , 0.1 mol L PBS 漂洗 3 次 , 加

1∶200稀释的生物素标记的二抗(Ig Bio), 37 ℃置 2 h , 0.1 mol L

PBS漂洗 3 次 , 加 1∶200 稀释 HRP SP复合物 , 37 ℃置 2 h , 0.1

mol L PBS 漂洗 3 次 , DAB 法显色 5 min , 脱水 、透明 、DPX 封片 ,

照相。免疫组化对照:用血清稀释液代替一抗 , 其余步骤同前。

1.7　结果判断
　　RT-PCR结果判断:所有标本提取的 RNA , 逆转录成 cDNA

后经 β-actin PCR证实逆转录成功 , PCR扩增 TRAG-3 目的片段

长度为 457 bp , 如有与目的片段相符条带则为阳性 , 相反为阴

性。免疫组化结果的判断:光镜下观察肿瘤细胞胞浆出现棕黄

色颗粒为阳性 ,高倍镜下取 4 个不同视野 ,各计数 200 个细胞 ,

按阳性细胞所占的百分率分为(+)(++)(+++),(-)阴

性 ,无阳性细胞;≤30%为(+)、30%～ 50%为(++)和≥50%

为(+++)。

1.8　统计学处理
　　采用 SPSS10.0 软件进行 ,采用χ2 检验。

2　结果

2.1 　非小细胞肺癌 、正常肺组织及癌旁组织内

TRAG-3的表达
　　48 例肺癌组织标本经 RT-PCR证实 , 均能扩增出 β-actin 特

异性目的片段 311 bp ,见图 1 , 说明所有肺癌标本总 RNA 提取 ,

逆转录反应成功。 RT-PCR结果显示 , 26 例肺癌组织内能扩增

出特异性TRAG-3 条带 , 片段长度符合预先引物设计时的预计

长度 457 bp , 见图 2。免疫组化显示 , 阳性反应主要定位于肺癌

细胞的胞浆内 ,未见正常细胞阳性反应 , 见图 3 、4。结果显示 ,

10 例正常肺组织和 6例癌旁组织 TRAG-3 表达均为阴性;48 例

肺癌患者中 , TRAG-3表达阳性率为54%(26 48),其中肺腺癌16

例(73%)、肺鳞癌 8 例(17%)及大细胞肺癌 2 例(33%),肺腺癌

中的表达率与肺鳞癌相比有显著差异(P<0.05), 见表 1。

表 1　非小细胞肺癌 、正常肺癌组织及癌旁组织内 TRAG-3的表达

Tab 1　Expressions of TRAG-3 in non-small cell lung carcinoma ,

normal lung tissues and tumor-adjacent tissues

Diagnosis histological type n Positive samples(%)
Non-small cell lung carcinoma 48 26(54)

Adenocarcinoma 22 16(73)＊

Large cell carcinoma 6 2(33)

Squamous carcinoma 20 8(17)

Normal lung tissues 10 0(0)

Adjacent tissues 6 0(0)

＊:P<0.05 vs lung squamous carcinoma

1, 18:PCR markers;2～ 17:Samples from non-small cell lung carcinomas

图 1　16例非小细胞肺癌组织 β-actin的 RT-PCR 结果

Fig 1　Resul ts of RT-PCR for β-actin in 16 samples of 48 non-small

cell lung carcinomas

1386　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 25卷



1, 18:PCR markers;2～ 17:Samples from non-small cell lung carcinomas

图 2　20例非小细胞肺癌组织 TRAG-3的 RT-PCR结果

Fig 2　Resul ts of RT-PCR for TRAG-3 in 20 samples of 48

non-small cell lung carcinomas

图 3　肺腺癌内 TRAG-3抗原的表达　(S-P×100)

Fig 3　Expression of TRAG-3 antigen in lung adenocarcinoma　

(S-P×100)

图 4　肺鳞癌内 TRAG-3抗原的表达　(S-P×100)

Fig 4　Expression of TRAG-3 antigen in lung squamous

carcinoma　(S-P×100)

2.2　非小细胞肺癌内TRAG-3表达的临床意义分析
　　在 26例术前接受化疗的患者中有 14 例 TRAG-3 表达阳

性 ,阳性率为 53.8%;在 22例术前未曾接受化疗的患者中有 12

例TRAG-3 表达阳性 , 阳性率为 55%, 两者无显著差异(P >

0.05), 见表 2。在 36 例Ⅰ ～ Ⅱ期的肺癌患者中有 18 例 TRAG-3

表达阳性 ,阳性率为 50%;在 12 例Ⅲ ～ Ⅳ期的肺癌患者中有 8

例TRAG-3 表达阳性 , 阳性率为 75%, 但二者无显著差异(P >

0.05),见表 3。

表 2　TRAG-3表达与肺癌患者术前化疗之间的关系

Tab 2　Relationship between expression of TRAG-3 and

preoperative chemotherapy

Preoperative treatment n Positive samples(%)

With preoperative chemotherapy 26 14(53.8)＊

Without preoperative chemotherapy 22 12(55.0)

＊:P>0.05 vs group without pretreatment of chemotherapy

表 3　TRAG-3与肿瘤分期的关系

Tab 3　Relationship between TRAG-3 expression and tumor grading

Tumor grade n Positive samples(%)

Ⅰ ～ Ⅱ 36 18(50)

Ⅲ ～ Ⅳ 12 8(75)＊

＊:P>0.05 vs group in the stages of Ⅰ ～ Ⅱ

3　讨论

　　当今肿瘤免疫治疗的靶点主要包括
[ 9 ～ 11]

:①肿瘤 

睾丸抗原(Cancer testis antigen , CT);②黑色素瘤细胞

分化抗原;③正常基因的点突变产物;④在恶性肿瘤中

过表达的抗原;⑤病毒抗原。其中 ,CT 抗原家族为近

年来肿瘤疫苗研究的热点靶分子 ,是在肿瘤免疫领域

研究中引起人们极感兴趣的课题。目前已知的 CT 抗

原家族包括 MAGE 、BAGE 、GAGE 、NY-ESO-1 、SSX 、SCP-

1 、CT7 、TRAG-3和 CT10等 10余种 ,已有大量报道其在

不同肿瘤中有不同程度表达 ,但除睾丸 、胎盘外 ,在正

常组织和良性肿瘤中不表达 ,并发现在不同分化状态

和恶性程度的肿瘤中所表达出其家族成员表达差异 ,

而且其表达的编码蛋白可激活特异性细胞毒性T 淋巴

细胞(Cytotoxic T lymphocyte , CTL)介导的抗肿瘤免疫

应答 。因此 ,寻找 CT 抗原阳性的肿瘤患者并针对该

类抗原的特异性免疫治疗 ,已成为肿瘤免疫治疗的热

点之一。

　　以往的研究显示 ,非小细胞肺癌内表达多种 CT

抗原
[ 2 ～ 4]

,如MAGE-1 、MAGE-2 、MAGE-3 、MAGE-12 、NY-

ESO-1等。TRAG-3是Duan等
[ 6]
在寻找 Taxol耐药基因

时用差异显示的方法在卵巢癌细胞株中发现的一个新

基因。随后的研究显示
[ 7]
,TRAG-3在多种组织来源的

肿瘤细胞株中有表达 ,而在正常组织内(胰腺 、肾脏 、骨

骼肌 、肝脏 、肺脏 、胎盘 、心脏和脑)未见 TRAG-3表达。

而对 TRAG-3抗原在肿瘤组织中的表达目前研究仅局

限在黑色素瘤。

　　本研究检测了 48例非小细胞肺癌患者手术切除

标本 、10例正常癌组织及 6 例癌旁组织内 TRAG-3的

表达 ,在 48例非小细胞肺癌标本中 , TRAG-3抗原表达
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的阳性率为54%,其中肺腺癌的阳性率(73%)高于肺

鳞癌(17%),这一结果与Wu 等
[ 4]
近期检测的 MAGE-

12在非小细胞肺癌内表达情况相反 ,他们发现 ,在肺

鳞癌中MAGE-12的表达阳性率明显高于肺腺癌 ,这说

明CT抗原家族各成员在表达模式上存在一定的差

异。由于 TRAG-3最初是在一泰素耐药的卵巢癌细胞

株中发现的 ,因此我们推测:TRAG-3的表达可能与化

疗药物诱导有关 ,所以我们分析了这48例肺癌患者的

病例资料。结果表明 ,肺癌患者的术前化疗对 TRAG-3

的表达并无影响 。而且其表达与肿瘤的分期也无明显

的相关性 。

　　本研究结果表明 ,非小细胞肺癌内 TRAG-3抗原

表达率较高 ,肺腺癌的表达率明显高于肺鳞癌 。肿瘤

患者术前化疗对 TRAG-3的表达无影响 ,而肺癌患者

的肿瘤分期与 TRAG-3的表达也无明显的联系 。本研

究还提示 ,发展基于 TRAG-3抗原的免疫治疗可望用

于半数以上的非小细胞肺癌患者 ,尤其是肺腺癌患者。
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　　(上接 1384页)
有效地延缓心脑血管或微血管等并发症的发生发展[3] 。长达 6

年的高血压的最佳治疗的临床研究表明:通过积极的降压治

疗 ,能使糖尿病合并高血压的病人心血管事件的减少胜于不合

并糖尿病的病人 ,心血管事件明显下降 51%。 1 周召开一次病

友联谊会 , 邀请病情好转后的患者为嘉宾 , 以部分具体的数据

及事例 ,晓之以理 , 让病人明白自己的疾病并非为不治之症 , 关

键在于要重视疾病。让患者平衡饮食 , 邀请营养师切合病人的

身高 、体重 、经济条件 、饮食习惯以及食品来源情况等方面进行

食谱设计 , 严格限制钠盐的摄入 ,每日 4 ～ 6 g 左右。指导患者

在病情允许的情况下进行适当的运动 , 根据病人的血糖 、血压

情况 , 与医生一起拟定不同患者的运动计划 , 年龄在 55 岁以

下 ,病情稳定的患者鼓励其跑步 、跳交谊舞 、游泳等 , 年龄稍大

的患者主要以散步为主。

2.3　住院治疗后期 ,症状好转后 ,要求严格控制目标
　　空腹血糖应控制在5.1～ 6.1 mmol L;餐后2 h 的血糖控制在

7.0 ～ 7.8 mmol L;糖化血红蛋白应控制在 6%～ 7%;血压应降到

<130 85 mmHg;已有肾病表现的病人当尿蛋白为 0.25～ 1 g d ,理

想血压为<130 80 mmHg;尿蛋白>1 g d , 理想血压为<125 75

mmHg。当病情好转 ,各项指标接近正常的同时, 向病人提出这

些目标 ,鼓励患者以前的成绩 ,勉励他们积极争取病情的进一步

好转。让患者出院后坚持血糖的监测 , 每周最好分别抽查三餐

前后及睡前各 1次 , 如果条件差 , 至少每周 1 次, 血压要随时监

测, 每季度查糖化血红蛋白 1次 ,每半年监测尿白蛋白 1次。

2.4　出院指导 ,以糖尿病的基础护理为主
　　叮嘱患者长期坚持合理饮食 , 合理进餐;鼓励患者运动持

之以恒;让病人了解出院后服用的降糖药物的剂量与用法 , 注

意药物的副作用和使用的注意事项;教会病人胰岛素的抽吸与

注射;教会病人血糖的监测以及监测日记的记录;为患者准备

糖尿病病历卡 , 卡中注明患者姓名 、联系电话 、就诊医院 、就诊

医院的联系电话等;最终要让患者明白长期治疗的意义。

3　体会

　　目前 , 大部分患者自我保健意识不强 , 对疾病知识的了解

不多及了解欲望不强。有的患者没有严重并发症的时候 ,没有

特殊不适 ,一般不会引起的重视 , 所以 , 在整个住院期间的健康

教育中 , 时刻提醒患者糖尿病合并高血压的危害 , 要以具体数

据 、事例为证 ,不要盲目的灌输自我护理技巧。 作为健康教育

的工作者 ,应努力提高自身素质 , 不断完善健康教育的方法 , 才

能使健康教育工作持之以恒地深入开展。

　　关键词:糖尿病;高血压;健康教育
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