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Abstract :Objective 　To explore clinicopathologic features and epidermal growth factor receptor mutations

associated with epithelial2mesenchymal t ransition in non2small cell lung cancer. Methods 　The status of

epithelial2mesenchymal t ransition of 62 patient s with surgically resected non2small cell lung cancer speci2
mens were tested by immunohistochemical staining. The rate of tumor epithelial phenotype was calculated

with st ratification factors of clinicopathologic features and EGFR genotype. Statistical significance was

assessed by chi2square test s and logistic regression. Results 　The overall f requency rate of epithelial phe2
notype among 62 NSCLC was 35 . 48 % (22 of 62) . The f requency of epithelial phenotype ( E2cadherin2
positive) was greater for EGFR mutant s versus wild types (77 . 78 % versus 18 . 18 % ; P < 0 . 0001) ;fe2
males patient s versus males patient s (54 . 55 % versus 25 % ; P = 0 . 02) ;adenocarcinomas versus other his2
tology (39 . 47 % versus 29 . 17 % ; P = 0 . 4087 ) ; never smokers versus ever smokers ( 42 . 42 % versus

27 . 59 % ; P = 0 . 2231) ;age < 60 year versus age ≥60 year (43 . 33 % versus 28 . 12 % ; P = 0 . 211) ; early2
stage disease versus advanced disease (38 . 24 % versus 32 . 12 % ; P = 0 . 6178) . Conclusion 　The clinico2
pathologic features of patient s with lung cancer showing epithelial markers tend to be women , nonsmok2
ers , adenocarcinoma and with EGFR mutation.

Key words : Epithelial2mesenchymal t ransition ; L ung cancer ; Epidermal growth factor receptor ; Tyrosine

kinase inhibitor

摘　要 :目的 　探讨非小细胞肺癌 (NSCLC)上皮2间质转化 ( EM T)与表皮生长因子受体 ( EGFR) 突变和

临床病理特征之间的关系。方法 　采用免疫组化法检测 NSCLC 患者癌组织中 E2钙黏素和波蛋白的表

达情况。采用卡方检验和 Logistic 回归分析 ,探讨临床病理特征和 EGFR 基因型 NSCLC 中 EM T 的影

响。结果 　62 例 NSCLC 标本中 ,上皮表型35 . 48 % (22/ 62) 。EGFR 突变 NSCLC 中 ,上皮表型显著高

于野生型 (77 . 78 % vs 18 . 18 % ; P < 0 . 0001) ;女性显著高于男性 (54 . 55 % vs 25 % ; P = 0 . 02) ;腺癌高于

其他病理类型 (39 . 47 % vs 29 . 17 % ; P = 0 . 4087 ) ;不吸烟者稍高于吸烟者 (42 . 42 % vs 27 . 59 % ; P =

0 . 2231) ;年龄 < 60 岁和年龄 ≥60 岁组差异无统计学意义 (43 . 33 % vs 28 . 12 % ; P = 0 . 211) ,早期肺癌与

晚期肺癌组差异无统计学意义 (38 . 24 % vs 32 . 12 % ; P = 0 . 6178) 。结论 　EGFR 突变型、女性、非吸烟

者、腺癌倾向于上皮表型 ,与 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂疗效分布人群的临床特征相一致。
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0 　引言

肺癌是世界上恶性肿瘤死亡的首要原因。尽管

临床医师不断提高了诊治水平 ,肺癌对现有的手术

及化放疗的反应仍难尽人意。分子靶向治疗由于其

选择性高、毒性低而倍受青睐。针对肿瘤分子靶向

治疗中存在的如何选择合适的患者人群及如何预测

疗效等问题也成为日益关注的焦点。

上皮细胞2间质转化 ( epit helial2mesenchymal

t ransition , EM T)是上皮细胞在与周围间质的相互

作用过程中逐渐获得了某些间质细胞特有性状的现
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象 ,以 E2钙黏素 ( E2cadherin) 、连环蛋白 (catenin) 等

表征上皮型指标蛋白的丧失以及波蛋白 (vimentin)

和纤维粘连蛋白 (fibronectin) 等表征间质型指标蛋

白的获得为主要特征 ,并且与肿瘤细胞的原位侵袭

和远处转移有着密切的关系[ 1 ] 。最新研究显示 ,上

皮型的肺癌对表皮生长因子受体 ( Epidermal

growt h factor receptor , EGFR) 酪氨酸激酶抑制剂

(tyrosine kinase inhibitor , T KI)治疗较间质化改变

的敏感 ,提示肺癌的 EM T 状态有望成为靶向治疗

疗效的预测因素应用于临床[ 2 ,3 ] 。本研究将对非小

细胞肺癌 (Non2small cell lung cancer , NSCL C) 的

EM T 状态与 EGFR 基因型以及患者临床病理特征

间的关系进行探讨 , 为 E2cadherin、vimentin、fi2
bronectin 等 EM T 标志物作为治疗预测因子最终应

用于临床做前期研究。

1 　资料与方法

1 . 1 　临床资料

收集上海市肺科医院 2003 年 9 月～2004 年 6

月行手术切除并经病理证实的 NSCL C 标本 62 例。

其中男 40 例、女 22 例。中位年龄 62 岁 ( 39～83

岁) ;病理类型 :腺癌 38 例、鳞癌 24 例、鳞腺混合癌

2 例 ;按 1997 年 U ICC 修订的肺癌 TNM 病理分期

标准 : I 期 29 例、II 期 5 例、III 期 25 例和 IV 期 3

例。各例术前均未接受化疗和放疗。

1 . 2 　NSCL C 的 EGFR 突变分析

采用上海华舜生物有限公司小量组织细胞基因

组 DNA 快速抽提纯化试剂盒抽提冰冻组织的基因

组 DNA。按照 Paez 等[ 4 ] 报道的方法 ,采用巢式

PCR 技术对 EGFR 基因的 18、19、21 外显子进行扩

增。扩增片段包含外显子及其相连的内含子部分。

PCR 条件 :变性 95 ℃ 15 min ; 95 ℃ 20 s、60 ℃ 30 s

和 72 ℃1 min 循环 35 次 ;延伸 72 ℃10 min。PCR

产物送交上海基康生物技术有限公司进行测序鉴定

EGFR 基因 18、19 和 21 外显子突变区域。

1 . 3 　免疫组织化学检测

采用免疫组织化学方法 ( SP 法) 检测 NSCL C

组织中 E2cadherin 和 vimentin 的表达。E2cadherin

和 vimentin 抗体均为鼠抗人单克隆抗体 ,购自上海

长岛公司 ,工作液浓度为 1∶100。石蜡切片经脱蜡、

水化、抗原修复等处理后加入一抗 4 ℃过夜。二抗

37 ℃30 min ;DAB 显色 ;苏木素复染 ;盐酸酒精分

化 ;脱水、透明 ;中性树脂封固。用已知阳性切片做

阳性对照 ,PBS 代替一抗做阴性对照。

结果判定 :胞膜和 (或) 胞浆着棕黄色染色颗粒

提示阳性显色结果。随机观察 10 个高倍视野 ,根据

切片中癌细胞阳性数的有、无及阳性细胞的百分率

将表达结果分为 :阴性 ( - ) 为无棕黄色染色或染色

阳性细胞数 < 10 % ;弱阳性 ( + ) 为阳性细胞数 10 %

～24 % ; 中等阳性 ( + + ) 为阳性细胞数 25 %～

49 % ;强阳性 ( + + + )为阳性细胞数 ≥50 %。

1 . 4 　统计学方法

采用卡方检验分析 EM T 现象和年龄、性别、肿

瘤分期、组织类型、吸烟情况以及 EGFR 基因型等

因素的关系 ;Logistic 回归分析进一步检验各因素

与 EM T 状态的关系 ;计算 Kappa 值对 E2cadherin

染色和 vimentin 染色表征 EM T 状态一致性进行检

验。所有统计学分析均采用 SAS 9 . 0 进行 , P <

0 . 05为差异有统计学意义。

2 　结果

2 . 1 　NSCL C 的 EGFR 突变分析

62 例肺癌标本中 ,18 例患者存在 EGFR 基因

的突变 ,突变率为29 . 03 %(18/ 62) 。其中 12 例为缺

失突变 ,6 例点突变 ,EGFR 基因点突变或缺失突变

均为杂合型。所有缺失突变都发生在 19 外显子的

密码子的 EGFR T K 区域。所有点突变都发生在

21 外显子的密码子 858 ,造成 T2G转换。但未检测

到 18 外显子的基因突变 ,见图 1。

2 . 2 　E2cadherin 和 vimentin 在 NSCL C 的表达及

与 EGFR 基因型的关系

E2cadherin 主要定位于肿瘤细胞膜 ,少量细胞

浆染色 ,在 NSCL C 组织中阳性表达率为35 . 48 %

(22/ 62) ,见图 2。EGFR 基因突变的肿瘤 E2cad2
herin 的表达水平显著高于 EGFR 野生型 (77 . 78 %

vs 18 . 18 % , P < 0 . 0001) 。

vimentin 主要表达于胞膜和胞浆 ,阳性表达率

为67 . 74 %(42/ 62 ) ,见图 3。EGFR 野生型 vimen2
tin 表达水平较突变型显著增高 ( 84 . 09 % vs

27 . 78 %) 。两例标本 E2cadherin 和 vimentin 同时

表达为阳性。

2 . 3 　肺癌 EM T 状态与 EGFR 基因型、临床病理特

征的关系

按照 Yauch 等[ 3 ] 的报道 ,胞膜染色/ 胞浆染色

与 Western blot 结果有很好的一致性 ,采用免疫组

化结果表征 EM T 状态具有较高的可靠性。以 E2
cadherin 阳性、vimentin 阴性表征上皮型 ,反之表征

间质型。Kappa 值分析提示以 E2cadherin 和 vim2
entin 染色来确定 EM T 状态的结果有较高一致性

( Kappa = 0 . 9281 ;95 %可信区间 ,0 . 8303～1 . 0259 ;

P < 0 . 0001) ,因此选择 E2cadherin 染色表征肺癌的

EM T 状态。
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　　统计结果显示 : NSCL C 上皮表型占 35 . 48 %

(22/ 62) 。上皮表型在 EGFR 突变型显著高于野生

型 (77 . 78 % vs 18 . 18 % ; P < 0 . 0001 ) ;女性显著高

于男性 (54 . 55 % vs 25 % ; P = 0 . 02) ;腺癌高于其他

病病理类型但差异无统计学意义 ( 39 . 47 % vs

29 . 17 % ; P = 0 . 4087) ;不吸烟者稍高于吸烟者 ,差

异无 统 计 学 意 义 ( 42 . 42 % vs 27 . 59 % ; P =

0 . 2231) ;年龄 < 60 岁和年龄 ≥60 岁组差异无统计

学意义 (43 . 33 % vs 28 . 12 % ; P = 0 . 211) ,早期肺癌

与晚期肺癌组差异无统计学意义 ( 38 . 24 % vs

32 . 12 % ; P = 0 . 6178 ,见表 1。

表 1 　62 例肺癌患者的肿瘤 EMT标志物与 EGFR基因

型、性别、吸烟状态和病理类型关系的分析

Tab 1 　Univariate analysis of the relationship

between EMT makersand EGFR genotype and gender ,

smoking status ,histology subtypeamong 62 NSCLC patients

Characteristic
No. wit h

E2cadherin
positive ( %)

No. wit h
Vimentin

positive ( %)
P 3

Age ( n)

　< 60 year (30) 13 (43 . 33) 19 (63 . 33)

　≥60 year (32) 9 (28 . 12) 23 (71 . 88) 0 . 2110

Gender ( n)

　Female (22) 12 (54 . 55) 10 (45 . 45)

　Male (40) 10 (25 . 00) 32 (80 . 00) 0 . 02

TNM stage ( n)

　Stage Ⅰand Ⅱ(34) 13 (38 . 24) 22 (64 . 71)

　Stage Ⅲand Ⅳ(28) 9 (32 . 12) 20 (71 . 43) 0 . 6178

Histopat hology ( n)

　Adenocarcinoma (38) 15 (39 . 47) 24 (63 . 16)

　Ot her (24) 3 3 7 (29 . 17) 18 (75 . 00) 0 . 4087

Smoking history ( n)

　Never smoker (33) 14 (42 . 42) 19 (57 . 58)

　Ever smoker (29) 8 (27 . 59) 23 (79 . 31) 0 . 2231

EGFR genotype ( n)

　Mutation (18) 14 (77 . 78) 5 (27 . 78)

　Wild2type (44) 8 (18 . 18) 37 (84 . 09) < 0 . 0001

　　3 :包括鳞癌、鳞腺混合癌和腺癌 ; 3 3 : Kappa 一致性分析提示
E2cadherin 和 vimentin 染色有很高的一致性 ,我们最终选择 E2cad2
herin 染色表征肺癌的 EM T 状态。P(卡方检验) 按照 E2cadherin 染
色结果计算

　　Logistic 回归分析显示上皮表型与 EGFR 突变

密切相关 (比值比 ,0 . 094 ; 95 %可信区间 ,0 . 026～

0 . 349 ; P = 0 . 0004) 。由于上皮型和间质型在年龄、

临床分期和吸烟情况分层差异无统计学意义 ,未对

这些因素与上皮型关系行 Logistic 回归分析。

3 　讨论

针对 EGFR 的靶向药物已显示出良好的临床

疗效 ,但并非所有患者都能从小分子 EGFR T KI

(gefitinib 和 erlontinib) 治疗中获益。gefitinib 和

erlontinib 用于二线或三线治疗 NSCL C ,客观缓解
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率在 9 %～19 %之间 ,另外约 50 %的病例出现病情

进展。诸多研究已发现在亚裔、女性、不吸烟、腺癌

等患者中疗效好。然而 ,试图以分子预测指标来区

分适合 EGFR T KI 治疗的患者人群的研究结果还

不能令人满意。最初关于 EGFR 靶向治疗有效的

合理推测是 EGFR 在肺癌组织较癌旁组织过表达 ,

但是对动物模型及临床患者标本的分析结果都表明

肿瘤组织 EGFR 高表达并非 EGFR T KI 治疗敏感

的预测指标 ;同样 , EGFR 的酪氨酸激酶 ( tyrosine

kinase , T K) 功能域发生突变与治疗敏感性密切相

关的结论虽然广为认可 ,但是研究表明大约 10 %

EGFR 野生型的患者也能从 EGFR T KI 治疗中获

得较好的疗效[ 428 ] 。因此有必要寻找新的能更有效

预测 EGFR T KI 敏感性的指标。

EM T 是生物胚胎形成和发育常见的生理过

程 ,同时 EM T 还存在于多种病理过程。最新研究

显示 :表达 E2cadherin 的 NSCL C 对 EGFR T KI 治

疗敏感 ,而表达 vimentin/ fibronectin 的 NSCL C ,则

对 EGFR T KI 不敏感[ 2 ,3 ] 。当发生 EM T 的肺癌重

新表达 E2cadherin 后 ,肿瘤细胞则恢复对 EGFR

T KI 治疗的敏感性。Yauch 等报道对 erlotinib 不

敏感的肺癌组织往往合并 vimentin 和 (或) fibronec2
tin 等标记物的表达[ 2 ,3 ] ,进而推测 E2cadherin 表达

水平可作为预测 NSCL C 患者对 erlotinib 临床效果

的一个新的生物学标记。对于肿瘤发生 EM T 后

EGFR T KI 治疗敏感性下降 ,可以理解为 EM T 可

能降低了肿瘤细胞生长或增殖对 EGFR 信号通路

的需求。例如 ,当间质表型细胞出现持续的 Akt 激

活 ,引发了非 EGFR 依赖性的 PI3 K/ Akt 信号通路

激活 ,从而导致了肿瘤细胞对 erlotinib 等治疗的不

敏感[ 9 ] 。所以 ,肿瘤的 EM T 状态与 EGFR T KI 的

治疗反应性密切相关。在本研究中 ,我们检测了 62

例肺癌标本的 EM T 状态 ,进而探讨了肿瘤 EM T 状

态与 EGFR 基因型、以及该患者临床病理特征的关

系。

组织染色结果显示77 . 78 %的 EGFR 基因突变

的患者 E2cadherin 表达阳性提示为上皮型 ,与 EG2
FR 基因突变的患者 EGFR T KI 临床有效率相近 ,

提示 E2cadherin 表达水平可能是预测 NSCL C 患者

对 EGFR T KI 临床疗效的可靠指标。在 EGFR 野

生型患者中 E2cadherin 的表达率仅为18 . 18 % ,而

vimentin 表达率为84 . 09 % ,以间质型为主。目前对

EGFR 基因野生型患者缺乏有效的治疗敏感的生物

学标记 ,与耐受 EGFR T KI 治疗有关的指标无论是

20 外显子的突变还是 K2RAS 突变 ,在中国人群中

发生率很低 ,而本研究观察到 E2cadherin 的表达率

与文献报道的 EGFR 野生型患者 EGFR T KI 临床

有效率相近 ,因此 ,以上皮或间质型来区分那些最可

能受益于靶向 EGFR 治疗的患者人群具有重要的

临床意义。我们的研究结果似乎与以往 EGFR 突

变型的结构性活化会导致间质转化、肿瘤细胞迁移、

侵袭和远处转移等结果不一致[ 10 ] 。其中的机制值

得进一步研究 ,因为 EM T 的发生需要 Src、MA P K

及 PI23 K等众多信号通路的参与 ,而这些信号通路

又同时参与了 EGFR 的胞内信号转导并且与 EG2
FR T KI 的耐药密切相关 ,至于 EGFR 信号转导通

路是如何与 EM T 发生关系目前尚未清楚。推测上

皮型或间质型受 EGFR 基因突变的影响 ,突变型患

者肿瘤多呈上皮型 ,而野生型肿瘤出现间质型转化。

在这 62 例 NSCL C 患者中 ,女性患者的上皮表型显

著高于男性 ,差异具有统计学意义 ;腺癌类型以及非

吸烟者也倾向于呈现上皮表型 ,与临床上 gefitinib

有效人群的特征一致。值得注意的是 ,在较早期的

肺癌和较晚期的肺癌间却没有发现上皮表型的差

异。因为既然 EM T 与肿瘤的侵袭和转移有关 ,那

么在晚期肺癌中应该更多的呈现间质型改变。还有

一种可能可以解释早期肺癌和晚期肺癌间无上皮表

型差异的结果 ,即远处转移的肿瘤较多的表现为间

质化 ,而原发肿瘤仍较多的呈现上皮型 ,而我们获取

的均为原发肿瘤组织。

总之 ,本研究发现 EGFR 突变型、女性、非吸烟

者、腺癌倾向于上皮表型 ,与 EGFR T KI 疗效分布

人群的临床特征相一致 ;进一步分析显示 , EGFR 突

变型和野生型的 E2cadherin 表达率均与文献报道

的该组患者的 EGFR T KI 临床有效率相近。因此

推测上皮型或间质型很可能作为一种 EGFR T KI

临床治疗疗效的预测因子。
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[编辑校对 :安 　凤 ]

·简讯·

关于举办实验室生物安全学术研讨会及国家级
继续教育学习班的征文通知

　　为提高科研、医疗和疾病控制人员的生物安全防护意识和防护水平 ,特别是加强和提高生物恐怖可能对

人类安全造成严重威胁的防范意识 ,经中华医学会全国继续教育委员会批准 ,2008 年 10 月 19 日～10 月 25

日在安徽省黄山市举办实验室生物安全学术研讨会及国家级继续教育学习班。

征文内容 : (1)全球化的生物安全 ,生物恐怖与防御 ; (2) 微生物的风险评估 ,病原微生物样本的采集、保

存和运输 ; (3)实验室生物安全防护 ,实验动物生物安全防护 ; (4) 实验室生物安全设备 ,实验室消毒与灭菌 ;

(5)实验室生物安全管理 ,实验室生物安全标准化操作 ,实验室废弃物处理与销毁 ; (6) 实验室生物安全法律

法规 ,实验室突发事件的应急预案和处理 ; (7)临床实验室生物安全 ,基因工程实验室生物安全等。

稿件要求 :

(1)所有稿件按《疾病控制杂志》要求撰写 ,来稿经大会组委会审查合格后 ,推荐至《疾病控制杂志》2008

年第 5 期 (刊号 CN3421188/ R) 刊出 ,按规定收取发表版面费 ;已发表或不发表稿件 ,请注明“只交流不刊

出”。

(2)截稿日期 :2008 年 7 月 31 日 (只交流不发表的稿件 2008 年 8 月 31 日)

(3)投稿时请汇稿件审理费 40 元 ,地址如下 :稿件交送 E2mail 信箱 : swaq2008 @163 . com ,附件名称中

请注明“会议征文”,或连同软盘寄往 :安徽省合肥市梅山路 81 号 ;安徽医科大学《疾病控制杂志》编辑部 ,潘

和平收 (邮编 230032) ,信封正面左下角请注明“会议征文”。电话传真 : (0551) 5161171 　联系人 :潘和平 　

13956036312 　郭菊芳。详情请登陆 http :/ / jbkz. lxbx. cn

学分授与 :国家级继续教育项目 10 分。项目编号 20082122052113 (国)

会议报到地点及会务费和论文发表版面费交纳等事项见第二轮通知。未参加征文者可直接参加继续教

育学习班并获学分 ,参加者可来电函报告。

安徽省医学会 　　疾病控制杂志
安徽医科大学流行病与卫生统计学系

　主办
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