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　　【摘要】　目的　探讨非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者组织中磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ＧＰＣ５）ｍＲＮＡ的临床意
义。 方法　采用 ＲＴ唱ＰＣＲ法检测 ９６例 ＮＳＣＬＣ组织（研究组，按是否腺癌分为腺癌组和非腺癌组，按是否吸烟
分为吸烟组和非吸烟组）和 １８例良性病变肺组织（对照组）中 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ表达的相对水平，半定量分析其
与临床组织病理学特征的关系。 结果　ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ 的平均表达水平在 ＮＳＣＬＣ 腺癌组低于对照组（P ＜
０畅０１）；腺癌组低于非腺癌组（P＜０畅０１）；非吸烟组低于吸烟组（P＜０畅０１），差异有统计学意义。 非腺癌组、吸
烟组、非吸烟组分别与对照组比较，ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的表达差异均无统计学意义（P＞０畅０５）。 ＮＳＣＬＣ 组中 ＧＰＣ５
ｍＲＮＡ的表达水平与患者年龄、性别、肿瘤分化程度及临床分期均无关（P 均＞０畅０５），与吸烟和病理类型有
关（P值均为 ０畅００３）。 结论　ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ表达的下调与 ＮＳＣＬＣ中非吸烟腺癌患者可能存在相关性。
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　　磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ＧＰＣ５）基因属磷脂酰肌醇蛋白聚糖
（ｇｌｙｐｉｃａｎ）家族，国外研究发现其与非烟民罹患肺癌密切相关，
ＧＰＣ５基因发生变异，活性降低，则罹患肺癌风险可能增高［１］ 。
本实验采用 ＲＴ唱ＰＣＲ法检测 ９６例 ＮＳＣＬＣ组织和 １８ 例良性病变
肺组织中 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的表达水平，分析其表达与临床组织病理
学特征的关系，为确立 ＧＰＣ５作为非吸烟者肺癌早期诊断指标以
及治疗的新靶点提供科学依据。

一、材料与方法
１畅标本来源：取我院 ２０１０ 年 １ 月至 ２０１１ 年 ６ 月手术切除

的 ＮＳＣＬＣ标本 ９６ 例，所有患者术前均未进行放疗和化疗。 另取
１８例手术切除的良性病变肺组织（８ 例肺大疱，４ 例炎性包块，４
例肺结核，２例肺曲球菌）作为对照，全部标本收集后立即于－
８０ ℃冰箱保存，全部标本均有病理确诊。

２畅引物的设计与合成：由大连宝生物公司设计合成，见
表 １。

表 1　各基因引物序列及产物长度
基因 引物序列 产物长度（ｂｐ）
ＧＰＣ５ 贩Ｆ：５′唱ＧＧＴＣＴＡＣＡＡＣＣＡＣＣＴＣＡＴＴ唱３′ １２８ B

Ｒ：５′唱ＣＣＡＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＴＡＣＴＣＴ唱３′
ＧＡＤＰＨ Ｆ：５′唱ＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡ唱３′ １４８ B

Ｒ：５′唱ＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴ唱３′

　　３．方法：（１）总 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ的合成：按 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解
抽提法进行总 ＲＮＡ的提取。 通过测 Ａ２６０ 值检测 ＲＮＡ浓度，测
Ａ２６０／２８０ 值检测其纯度。 １％琼脂糖凝胶电泳分析其完整性。
按逆转录试剂盒提供的方法合成 ｃＤＮＡ存放－２０ ℃冰箱备用。

（２）ＲＴ唱ＰＣＲ扩增：２５ μｌ体系：ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｉｘｔｕｒｅ １２畅５ μｌ，
上、下游引物 （１０ ｐｍｏｌ／μ１）各 １ μｌ， ｃＤＮＡ 模板 １ μ１， ｄｄＨ２Ｏ
２５ μｌ。 反应条件：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５ ℃ ４５ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ４５ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ ℃终延伸 ５ ｍｉｎ。

（３）数据收集处理和分析：统计结果用灰度值表示，以 ＧＡＤ唱

ＰＨ ｍＲＮＡ灰度值为参照，标化计算各样本数据进行半定量分
析，从而获得 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的相对模板数，即：ＧＰＣ５／ＧＡＤＰＨ。

４畅统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件进行统计分析。 计量
资料采用均数±标准差（珋x±s）表示，样本均数的比较用 t检验，
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的表达与临床组织病理学特征的关系，采用良性病
变肺组织对照组 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ表达的 ９５％可信区间（CI）的上限
（Ｍｅａｎ±１畅９６ＳＤ）作为参考值，将 ＮＳＣＬＣ 组织 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的表
达分为阳性和阴性表达组，采用卡方检验进行统计分析，P ＜
０畅０１ 为差异有统计学意义。

二、结果
１畅引物特异性：用 ２％琼脂糖凝胶电泳分析比对 ＰＣＲ产物

长度并经测序确认与目的基因 ＧＰＣ５ 片段 ｃＤＮＡ 序列一致（图
１）。

２畅ＧＰＣ５的表达比较：ＮＳＣＬＣ中 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的平均表达水
平在腺癌组低于对照组（１畅４３ ±１畅０２ vs．３畅１２ ±１畅８２），差异有统
计学意义（P＜０畅０１）；腺癌组低于非腺癌组（１畅４３ ±１畅０２ vs．３畅５１
±１畅４４），差异有统计学意义（P＜０畅０１）；在非吸烟组低于吸烟组
（１畅５２ ±１畅１１ vs．３畅３２ ±１畅５６），差异有统计学意义（P ＜０畅０１）。
非腺癌组、吸烟组、非吸烟组分别与对照组比较，ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ 的
表达差异均无统计学意义（P＞０畅０５）。 ＮＳＣＬＣ组中 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ
的表达水平与患者年龄、性别、肿瘤分化程度及临床分期均无关
（P均＞０畅０５），与吸烟和病理类型有关（P 值均为 ０畅００３），见
表 ２。
三、讨论
ＧＰＣ５基因是迄今为止发现的第一个非烟民罹患肺癌的特

定基因，约有 １／３ 的非吸烟肺癌患者有此基因的变异。 Ｈａｎｄｅｌ
等［２］研究发现与健康人相比，肺腺癌患者 ＧＰＣ５ 基因表达下调，
其活性降低 ５０％，提示 ＧＰＣ５ 表达的下调与肺癌的发生发展相
关，可能起抑癌作用。 此外相关报道［１，３唱４］指出 ＧＰＣ５ 基因在肺
腺癌中的表达明显降低，而其他病理类型的肺肿瘤，包括肺良性
肿瘤、鳞癌、小细胞癌及大细胞癌等，其 ＧＰＣ５缺失率与在正常肺
组织中的缺失均无明显差异，提示 ＧＰＣ５表达的下调与肿瘤病理
类型有关，可能仅限于肺腺癌患者，本研究亦证实了这一点。 进
一步对 ＧＰＣ５ 与吸烟的关系探讨发现 ＧＰＣ５ 在非吸烟肺癌患者
中的表达低于吸烟患者，提示 ＧＰＣ５表达的下调可能与患者是否
吸烟有关。 Ｌａｎｄｉ 等［５］指出在肺腺癌中，从不吸烟的患者 ＧＰＣ５
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表 2　ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ的表达与肺癌临床特征的关系［例，（％）］

项目 例数
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ 阴性

表达
χ２ 值 P 值

性别 ０ ��畅３４５ ０ EE畅５５７

　男 ５６ 枛４５（８０ 栽栽畅３）

　女 ４０ 枛３４（８５ 栽栽畅０）

年龄 ０ ��畅００２ ０ EE畅９６６

　 ＜６０ 岁 ３８ 枛３０（７８ 栽栽畅９）

　≥６０ 岁 ５８ 枛４６（７９ 栽栽畅３）

吸烟史 ９ ��畅１００ ０ EE畅００３

　有 ３５ 枛２１（６０ 栽栽畅０）

　无 ６１ 枛５３（８６ 栽栽畅９）

病理类型 ８ ��畅８８４ ０ EE畅００３

　腺癌 ６１ 枛５４（８８ 栽栽畅５）

　非腺癌 ３５ 枛２２（６２ 栽栽畅８）

分化程度 １ ��畅３２９ ０ EE畅５１５

　高分化 １９ 枛１５（７８ 栽栽畅９）

　中分化 ３２ 枛２９（９０ 栽栽畅６）

　低分化 ４５ 枛３９（８６ 栽栽畅７）

淋巴结转移 ０ ��畅０２２ ０ EE畅８８２

　有 ５８ 枛４８（８２ 栽栽畅７）

　无 ３８ 枛３１（８１ 栽栽畅６）

ＴＮＭ 分期 １ ��畅２４０ ０ EE畅２６５

　Ⅰ ＋Ⅱ ５８ 枛４７（８１ 栽栽畅０）

　Ⅲ ＋Ⅳ ３８ 枛３４（８９ 栽栽畅５）

基因的缺失率远比吸烟者高，提示 ＧＰＣ５表达的下调或缺失可能
增加非吸烟患者罹患肺癌的概率，对 ＧＰＣ５ 基因的进一步研究，
将有可能阐明非吸烟患者罹患肺癌的相关机制。
本研究采用 ＲＴ唱ＰＣＲ法检测 ＧＰＣ５ 的 ｍＲＮＡ水平，对 ｍＲＮＡ

的检测可以提高实验数据的准确性，实验中内参 ＧＡＤＰＨ在各检
测样本中均持续阳性表达，提示样本质量良好，保证了实验数据
的可靠性，但本实验检测的 ｍＲＮＡ基于基因水平，进行的半定量
分析，不如梁冠标等［６］采用实时荧光定量 ＰＣＲ具有高度的灵敏
性，大多数的基因发挥作用是通过蛋白的表达，从 ｍＲＮＡ到蛋白
中间翻译、修饰过程中可能造成 ｍＲＮＡ／蛋白水平倒置现象，需
后续实验进一步验证。 ＧＰＣ５ 可促进分布在细胞表面分泌型糖
蛋白配体（Ｈｅｄｇｅｈｏｇ）及跨膜蛋白受体（Ｐｔｃｈｅｄ）之间的相互作
用，从而增强 Ｈｈ通路信号的传导，Ｈｈ信号通路在多种肿瘤组织
与细胞系中异常激活，并与肿瘤的增殖分化、细胞凋亡、血管新
生、侵袭转移等密切相关，阻断肿瘤细胞中 Ｈｈ信号传导通路将
为人类肿瘤的治疗提供一个新的有效手段［７唱８］ 。 由此我们推断，
抑制 ＧＰＣ５的活性可能降低 Ｈｈ通路信号的传导，从而起抑癌作
用，但仍有待于进一步研究探讨。
综上所述，我们通过本课题得出结论：ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ 表达的

下调与 ＮＳＣＬＣ中非吸烟腺癌患者可能存在相关性，ＧＰＣ５ 有可
能是非吸烟者肺腺癌早期诊断指标，也是肺癌治疗潜在的新靶
点，但其机制有待于后续研究进一步证实。

参　考　文　献
［１］　Ｌｉ Ｙ，Ｓｈｅｕ ＣＣ，Ｙｅ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ

ｎｅｖｅｒ ｓｍｏｋｅｒｓ：ａ ｇｅｎｏｍｅ唱ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ．Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌ，２０１０，
１１：３２１唱３３０．

［２］　Ｈａｎｄｅｌ ＡＥ，Ｒａｍａｇｏｐａｌａｎ ＳＶ．ＧＰＣ５ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅ唱
ｒｏｓｉｓ．Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌ，２０１０，１１：７１４．

［３］　Ｓｕ ＬＪ，Ｃｈａｎｇ ＣＷ，Ｗｕ ＹＣ，ｅｔ ａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＤＸ５ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ Ｑ唱ＲＴ唱ＰＣＲ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ａ ｂｌｏｃｋ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅ唱
ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｃｈｅｍｅ．ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ．２００７，８：１４０．

［４］　Ｔａｌｂｏｔ Ｓ Ｇ，Ｅｓｔｉｌｏ Ｃ，Ｍａｇｈａｍｉ Ｅ，ｅｔ ａｌ．Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ａｌ唱
ｌｏｗｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏ唱
ｍａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ．Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，２００５，６５：３０６３唱３０７１．

［５］　Ｌａｎｄｉ ＭＴ，Ｄｒａｃｈｅｖａ Ｔ，Ｒｏｔｕｎｎｏ Ｍ，ｅｔ ａｌ．Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｏｆ
ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
ｓｕｒｖｉｖａｌ．ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２００８，３：ｅ１６５１．

［６］　梁冠标，陈铭伍，冼磊，等．乙酰肝素酶 ｍＲＮＡ 在非小细胞肺癌中
的表达及意义 ［ Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志：电子版，２０１２，６：
２８９０唱２８９４．

［７］　Ｃａｐｕｒｒｏ ＭＩ，Ｘｕ Ｐ，Ｓｈｉ Ｗ，ｅｔ ａｌ．Ｇｌｙｐｉｃａｎ唱３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａ唱
ｌｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐａｔｃｈｅｄ ｆｏｒ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ
ｂｉｎｄｉｎｇ．Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ．２００８，１４：７００唱７１１．

［８］　顾红兵，李继坤．Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路与肿瘤的关系研究进展．现代
肿瘤医学，２０１１（４）：８０８唱８１１．

（收稿日期：２０１２唱０８唱３０）

（本文编辑： 张岚）

　　伍达枢，梁祥森，廖绪强．非吸烟肺腺癌中 ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ 的表达意义［ Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志：电子版，２０１２，６（２４）：８３４８唱８３４９．

·９４３８·中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 １２ 月第 ６卷第 ２４ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｄｅｃｅｍｂｅｒ １５，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．２４




