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  【摘要】 目的 补体成分1q亚单位结合蛋白 (C1QBP)参与多种恶性肿瘤的发生和发

展,本研究拟评估C1QBP和非小细胞肺癌 (NSCLC)的关系。方法 选取西安交通大学第二附

属医院NSCLC标本共46例及正常肺组织24例,通过免疫组织化学法检测C1QBP表达水平,

分析患者TNM分期、淋巴结转移、细胞分化程度和C1QBP表达的关系,并对C1QBP蛋白进行

生物信息学分析。结果 肺腺癌和肺鳞癌中C1QBP蛋白的表达明显高于癌旁正常肺组织 (P <
0 05);C1QBP阳性表达的强弱与患者性别、年龄、TNM 分期、淋巴结转移、病理类型无关,

与肿瘤的分化程度有关。生物信息学分析提示C1QBP蛋白主要定位于线粒体,具有 MAM33结

构域,在信号转导、应激反应和免疫反应等方面发挥一定的作用;STRING数据库筛选的激肽

原1和C1QBP有相互作用。结论 C1QBP可能和NSCLC的发生有关,有望成为新的诊断标志

物和治疗靶点。
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【Abstract】 Objective Ithasbeenproventhatcomplementcomponent1qsubcomponent
bindingprotein C1QBP mightplayanimportantroleintheoncogenesisandprogressionof
numerousmalignanttumors TheaimofthisstudyistoevaluatetherelationshipbetweenC1QBP
and non-smallcelllung cancer Methods The expression of C1QBP was detected by
immunohistochemicalmethodin46casesofnon-smallcelllungcancerand24casesofnormallung
tissueintheSecondAffiliatedHospitalofXi'anJiaotongUniversity TNMstage lymphnode
metastasis celldifferentiationandexpressionofC1QBP wereevaluated Thebioinformaticof
C1QBPwereanalyzed Results TheexpressionofC1QBP wassignificantlyhigherinNSCLC
tissuesthanthatinnormallungtissues P <0 05  Thestrengthofpositiveexpressionwasnot
correlatedwiththegender age TNMstages lymphnodemetastasisandhistologicaltype andwas
correlatedwiththedegreeoftumordifferentiation BioinformaticanalysissuggestedthatC1QBP
wasmainlylocatedinthemitochondriaandhasMAM33domain C1QBPplaysacertainrolein
signaltransduction stressresponseandimmuneresponse TheKNG1proteinscreenedbythe
STRINGdatabaseinteractswithC1QBP Conclusions C1QBPmayplayanimportantroleinthe
oncogenesisofNSCLC C1QBPmaybeanovelbiomarkerforthediagnosisofNSCLCandanew
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肺癌是严重危害人类健康的疾病,其发病受

环境、基因等多因素影响,并且不易早期发现,治

疗效果不佳。肺癌是我国近10年病死率最高的肿

瘤[1],也是美国预测2018年病死率最高的肿瘤[2]。
肺癌中非小细胞肺癌 (non-smallcelllungcancer,

NSCLC)达85%,近年来,靶向治疗及免疫治疗

在NSCLC的应用,显著延长部分患者的疾病缓解

期,但 治 愈 肺 癌 的 目 标 仍 任 重 而 道 远,研 究

NSCLC发病机制寻找更有效的治疗方法仍然是目

前研究的重点。本课题前期通过肺腺癌线粒体蛋白

质组学研究,筛选出一系列差异蛋白,其中补体成

分1q亚单位结合蛋白 (complementcomponent1q
subcomponentbindingprotein,C1QBP)在 肺 腺

癌组织细胞和正常肺组织细胞间的差异超过2倍。

C1QBP在 多 种 肿 瘤 中 表 达 均 升 高[3],而 其 与

NSCLC的相关研究少见报道。本研究将进一步检测

组织标本中C1QBP蛋白的表达,结合临床特征进行

分析,并对C1QBP进行生物信息学分析,为进一步

探究其在NSCLC发生中的作用机制奠定基础。

1 材料与方法

1 1 组织来源 46例肺癌组织标本取自西安交通

大学第二附属医院手术病例标本,其中24例同时

收集癌旁>5cm 处正常肺组织标本,其中男30
例,女16例;年龄 (57 7±8 6)岁,年龄范围为

43~75岁,其中<60岁25例,≥60岁21例;组

织低分化23例,高分化23例;根据国际抗癌联盟

2017年第8版TNM 分期标准:Ⅰ期/Ⅱ期25例,

Ⅲ期/Ⅳ期21例;24例无淋巴结转移,22例有淋

巴结转移;腺癌26例,鳞癌20例。所有入选病例

术前未经放、化疗,无肝硬化、自身免疫病等合并

症,术后经病理确诊为肺癌。组织标本经10%甲

醛溶液固定,常规石蜡包埋、切片备用。本研究经

西 安 交 通 大 学 第 二 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

(2019002)。

1 2 主要试剂 兔抗人C1QBP多克隆抗体 (英
国Biorbyt公司),SP9001生物素-链霉卵白素免疫组

织化学检测试剂盒 (北京中杉金桥生物技术有限公

司),DAB显色试剂盒 (北京中杉金桥生物技术有限

公司),脱脂奶粉,其它实验试剂均为国产分析纯。

1 3 免疫组织化学染色 石蜡组织标本切成4μm
切片,常规脱蜡和水化,加柠檬酸缓冲液后置于微

波炉中进行抗原修复,3% H2O2 孵育,正常山羊

血清封闭抗体,滴加稀释的一抗兔抗人多克隆抗体

C1QBP (1∶200),4℃冰箱过夜,滴加二抗工作

液孵育,辣根过氧化物酶标记链霉素卵白素孵育,

DAB显色,苏木精溶液复染,脱水,晾干后中性

树胶封片。用已知阳性片作为阳性对照,PBS代

替一抗作为阴性对照。
由1位主治医师和1位副主任医师采取双盲法

进行免疫组织化学结果判断[4],以细胞中出现棕黄

色颗粒为阳性,每例随机观察5个高倍镜视野,每

个视野大于200个细胞。采用半定量积分法判定结

果,根据阳性细胞所占百分比 (无细胞着色为0
分;<10%为1分;10%~50%为2分;>50%为

3分)和染色强度 (未着色为0分;淡黄色为1
分;中度黄色为2分;棕黄色为3分)进行评分,
将2种分值相乘:0分为 “-”,1~4分为 “+”,>
4 分 为 “++”。 定 义 “-” 为 阴 性 表 达,
“+、++”为阳性表达。

1 4 生物信息学分析 采用 NCBI数据库查询

C1QBP (Q07021)蛋白质序列,在此基础上,利

用ExPASy中的ProtParam 在线工具进行理化性

质分析。其中包括:氨基酸数量、蛋白相对分子质

量、理论pI值,氨基酸组成、分子式、蛋白半衰

期、稳定性、亲/疏水性等。利用SOPMA、PDBe
对C1QBP的二级结构进行分析,利用TMpred和

SMART对 跨 膜 结 构 和 结 构 域 进 行 预 测,利 用

ProtFun2 2Server进行蛋白质功能分析,采用

STRING数据库预测C1QBP相互作用蛋白,并分

析可能作用的信号通路。

1 5 统计学分析 所有数据应用SPSS16 0软件

进行处理,采用Fisher确切概率法分别分析腺癌

和正 常 组 织,鳞 癌 和 正 常 组 织 的 组 间 差 异。

C1QBP阳性表达程度和患者年龄、性别、肿瘤分

化程 度、淋 巴 结 转 移 及 肿 瘤 类 型 的 关 系 采 用

Spearman系数进行比较分析。P <0 05为差异有
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统计学意义。

2 结果

2 1 免疫组织化学结果 在肺腺癌 和 鳞 癌 中

C1QBP以棕黄色颗粒主要表达于胞浆,在高表达

的组织中细胞核也有表达,而在正常肺组织中表达

量很少 (图1~3)。在肺腺癌组织中表达阳性率为

92 31% (24/26),而在正常肺组织中表达阳性率

为37 50% (9/24) (P <0 001),差异有统计学

意义;在肺鳞癌组织中表达阳性率为95 00% (19/

20),与正常肺组织比较差异有统计学意义 (P <
0 001),见表1。进一步采用Spearman相关系数

来分析 C1QBP阳性表达的程度和患者年龄、性

别、肿瘤分化程度、TNM 分期、淋巴结转移及肿

瘤类型的关系 (表2)。研究结果提示,C1QBP阳

性表达的程度和患者的年龄、性别、TNM 分期、
淋巴结转移及肿瘤类型均无关,和患者肿瘤细胞的

分化程度有关。

图1 补体成分1q亚单位结合蛋白在肺腺癌中的表达 

IHC ×400

图2 补体成分1q亚单位结合蛋白在肺鳞癌中的表达 

IHC ×400

图3 补体成分1q亚单位结合蛋白在癌旁正常肺组织的表

达 IHC ×400

表1 C1QBP在非小细胞肺癌和正常肺组织中的

表达 (例)

组织
C1QBP表达

阴性 阳性

腺癌 2 24
鳞癌 1 19
正常 15 9

  注:C1QBP为补体成分1q亚单位结合蛋白

表2 C1QBP表达的分级和患者临床特点的关系 (例)

临床特点
C1QBP的表达

低表达 高表达
r值 P 值

性别

 男

 女

9
6

20
8

0 116 0 458

年龄 岁 
 <60
 ≥60

9
6

15
13

0 062 0 694

分化程度

 低

 高

11
4

11
17

0 325 0 034

TNM分期

 Ⅰ Ⅱ
 Ⅲ Ⅳ

10
5

14
14

0 160 0 306

淋巴结转移

 无

 有

10
5

13
15

0 193 0 214

病理类型

 腺癌

 鳞癌

9
6

15
13

0 062 0 694

  注:C1QBP为补体成分1q亚单位结合蛋白

2 2 生物信息分析结果 C1QBP蛋白全序列由

282 个 氨 基 酸 组 成,蛋 白 相 对 分 子 质 量 为

31362 24,理论pI为4 74,其组成中含量相对较

多的氨基酸包括:谷氨酸10 3%,亮氨酸11 0%,
天冬氨酸7 1%,色氨酸7 1%,甘氨酸7 1%。分

子式为:C1379H2169N375O440S10。哺乳动物网

状细胞体外研究估计半衰期为30h。C1QBP的不
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稳定系数为48 69,提示该蛋白是不稳定的。而脂

溶 指 数 为79 86,其 总 的 平 均 亲 水 性 系 数

(GRAVY)为-0 461。

UniProtKB在线查询C1QBP (Q07021)的氨

基酸序列见图4,SOPMA软件对C1QBP二级结

构进行预测,主要包括无规则弯曲 (47 87%)、

α-螺旋 (32 98%)、延 伸 链 (15 25%)、β 转 角

(3 90%),见 图5、6。在 PDBe数 据 库 中 查 询

C1QBP的三级结构已知为:3RPX (图7)。

图4 补体成分1q亚单位结合蛋白的氨基酸序列

图5 SOPMA软件对补体成分1q亚单位结合蛋白二级结

构预测统计结果

图6 SOPMA软件对补体成分1q亚单位结合蛋白二级结

构预测分布图

运行在线工具TMpred对C1QBP蛋白的跨膜

结构域进行预测,结果提示并未发现有显著意义的

跨膜结构域。运用在线工具SMART发现C1QBP
蛋白 质 在 序 列 的 86-279 位 氨 基 酸 之 间 存 在

MAM33结构域 (图8)。

图7 PDBe数据库中补体成分1q亚单位结合蛋白的三级

结构

图8 SMART数据库中的补体成分1q亚单位结合蛋白蛋

白质的结构域

利用ProtFun2 2Server对C1QBP进行功能

分析发现,C1QBP最有可能的功能分类依次是:
信号转导、应激反应、免疫反应、激素等 (表3)。

表3 ProtFun2 2Server中C1QBP功能初步分析结果

C1QBP基因语义学分类 可能性 概率

信号转导 0 272 1 271
受体 0 008 0 047
激素 0 114 17 538
结构蛋白 0 003 0 107
转运蛋白 0 043 0 394
离子通道 0 079 1 386
电压门控离子通道 0 003 0 136
阳离子通道 0 010 0 217
转录 0 031 0 242
转录调控 0 031 0 248
应激反应 0 223 2 534
免疫应答 0 123 1 447
生长因子 0 040 2 857
金属离子转运 0 026 0 056

  注:C1QBP为补体成分1q亚单位结合蛋白;Prob为蛋白质

属于相应功能分类的预测可能性,受到先验概率的影响;Odds为

该蛋白质序列属于相应功能分类的优势,不受先验概率的影响

采用STRING数据库预测C1QBP相互作用蛋

白。STRING数据库扩大了相互作用的预测范围,
该数据库包含了直接 (物理上)和间接 (功能上)
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的各种相互作用关系,数据结果根据基因背景、高

通量实验、共表达和已知信息综合所得,并对每一

个相互作用关系进行评分,该数据库目前涵盖了来

自1133个物种的5214234种蛋白质的相互作用信

息。STRING数据库预测C1QBP评分最高的10
种 蛋 白 质 依 次 为: 激 肽 原 1 (kininogen-1,

KNG1)、 血 浆 激 肽 释 放 酶、 凝 血 因 子 Ⅻ
(coagulationfactorⅫ,F12)、脯氨酰羧肽酶、凝

血因子Ⅺ (coagulationfactorⅪ,F11)、丝氨酸

蛋白酶抑制剂家族G1、富含丝氨酸/精氨酸剪接因

子1、糖蛋白9、α-2-巨球蛋白、血小板膜糖蛋白

(图9)。

注:C1QBP为补体成分1q亚单位结合蛋白;SRSF1为富

含丝氨酸/精氨酸剪接因子1;CP9为糖蛋白9;PRCP为

脯氨酸羧肽酶;GP1BA为血小板膜糖蛋白;F11为凝血因

子Ⅺ;F12为凝血因子Ⅻ;KLKB1为血浆激肽释放酶;

KNG1为激肽原1;SERPING1为丝氨酸蛋白抑制剂家族

G1;A2M为α-2-巨球蛋白

图9 STRING数据库中C1QBP相互作用蛋白预测结果

3 讨论

C1QBP又 称 人 透 明 质 酸 结 合 蛋 白、P32或

gC1qR,为酸性蛋白,主要定位于线粒体,也可存

在于细胞膜、细胞核、内质网和高尔基体等其他部

位[5]。编码 C1QBP旳基因位于人染色体17p12-
13[6],包括6个外显子和5个内含子。蛋白质的

一、二及三级结构是它的功能的基础,最终形成的

成熟的C1QBP蛋白具有特殊的晶体结构:3个单

体分子形成1个中空圆环型的三聚体,并有1个三

重对称轴,这种结构大大提高了其与配体的结合能

力[7]。在线工具SMART 发现的 C1QBP结构域

MAM33,是结合C1Q球型头部结构的关键,和线

粒体氧化磷酸化及细胞核与线粒体的相互作用有

关,在C1QBP的功能中有重要作用[8]。

ProtFun2 2Server分析结果表明C1QBP最

有可能的功能分类依次是:信号转导、应激反应、
免疫反应等。生物信息学分析C1QBP缺乏跨膜结

构,并且是不稳定蛋白,因此,其只有通过与其他

跨膜蛋白相互作用来传导细胞内信号。C1QBP脂

溶指数达79 86,亲水性系数为负值,既有亲水部

分,又有疏水部分,为和其他蛋白的结合奠定了结

构基础。C1QBP通过L1CAM 影响肿瘤细胞的黏

附和转移,并通过调节 GSK3/β-Catenin/L1CAM
信号通路调节肾癌细胞的转移[9];锌指蛋白32是

氧化剂刺激后细胞存活的关键,C1QBP是锌指蛋

白32的直接靶基因,两者结合使p38MAPK途径

失活,从而发挥锌指蛋白32对氧化应激诱导的细

胞凋亡的保护作用[10]。C1QBP还可与C1Q结合

可以调节多种免疫应答[11],抑制淋巴细胞的增殖,
影响成纤维细胞和内皮细胞的黏附等。C1QBP与

SF2/ASF/SRSF1结合,激活 mTORC1信号通路

引起细胞增殖[12]。因此,C1QBP是一种多功能伴

侣蛋白,有多种不同的生物功能[13]。
本实验采用免疫组织化学法检测NSCLC和正

常肺组织C1QBP的表达,发现肺腺癌和鳞癌组织

中C1QBP的表达明显高于正常肺组织,并且表达

阳性的程度和肿瘤组织分化程度呈正相关,但未发

现和肺癌的TNM分期和淋巴结转移有关。查阅文

献,C1QBP在乳腺癌[14]、卵巢癌[15]、子宫内膜

癌[16]、胃癌[17]、肝癌[18]、结肠癌[19]和宫颈癌[20]

等多 种 肿 瘤 组 织 中 表 达 增 多。在 乳 腺 癌 中,

C1QBP的mRNA和蛋白水平在乳腺癌组织中的表

达与正常组织相比明显升高[21],并和乳腺癌患者

的TNM 分期、淋巴结转移及肿瘤的复发相关,

C1QBP高 表 达 是 乳 腺 癌 的 不 利 预 后 因 素[22-23],

C1QBP可能是诊断乳腺癌的分子标志物。在卵巢

癌组 织 中,C1QBP 蛋 白 水 平 与 淋 巴 结 转 移 相

关[15]。在子宫内膜癌组织中,C1QBP的表达与子

宫内膜癌的恶性程度、肿瘤的复发、转移以及不良

预后相关[16],C1QBP可能是子宫内膜癌的独立预

后因素。虽然本研究未发现C1QBP表达的强弱和

肺癌的淋巴结转移及TNM分期有关,但是实验结

果C1QBP在肺腺癌和鳞癌中表达升高是肯定的,
因此,C1QBP和肺癌的发生很可能有关,有望成

为NSCLC新的诊断标志物和治疗靶点。

STRING数据库预测的C1QBP相关蛋白中得

分最高的是KNG1,KNG1是高相对分子质量激肽
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原、低相 对 分 子 质 量 激 肽 原 和 缓 激 肽 的 前 体,

C1QBP可以招募C1Q和高相对分子质量激肽原形

成强大的血管生成因素,促进肿瘤新生血管的形

成,促进肿瘤生长和转移[24]。肿瘤细胞在增殖中

C1QBP增多,C1QBP会通过中和补体来防止宿主

介导的细胞损伤,使肿瘤细胞逃脱机体的免疫系

统,增加存活的机会。C1QBP还能够激活补体和

激肽释放酶系统来形成有效的血管活性肽,包括缓

激肽,从而增加血管的渗漏,促进肿瘤细胞的逃

逸,促进肿瘤的转移和血管生成[25]。由此可见,

C1QBP在肿瘤细胞的免疫逃逸、血管生成和转移

中均有重要作用,以C1QBP为治疗靶点,可以起

到广泛的抗肿瘤作用[13]。

STRING数据库预测的C1QBP相关的10个

蛋白中有7个蛋白 (KNG1、血浆激肽释放酶、

F12、F11、丝氨酸蛋白酶抑制剂家族 G1、糖蛋

白9、血小板膜糖蛋白)均和凝血有关。现有研究

表明,凝血酶与其凝血酶受体1结合经p44/42
MAPK信号通路途径可提高血管内皮生长因子

mRNA的稳定性,增强VEGF合成及释放,为肿

瘤的生长、转移提供血供;同时通过降低内皮细胞

与膜基底蛋白的连接能力,促进细胞外基质降解,
利于肿瘤细胞迁移[26]。F12和F11这2个凝血因

子均在凝血过程中和凝血酶有重要联系,F12和

F11也是和C1QBP有重要联系的蛋白,由此推测,

C1QBP也可能通过p44/42MAPK这一信号通路

引起肺腺癌的发生及转移,这是我们下一步研究的

重要方向。
综上所述,本实验通过免疫组织化学检测发现

了C1QBP在NSCLC中的表达明显升高,生物信

息学方法进一步验证了C1QBP和肿瘤的相关性,
并推测了可能的作用机制。因此,C1QBP很可能

成为NSCLC新的诊断标志物和治疗靶点,但其确

切的诊断及治疗价值和作用机制,仍需进一步的深

入研究。
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《肺脏介入医学》已出版

  由科学出版社最新出版的中文版《肺脏介入医学》,是由北京协和医院组织相关专家

翻译。该书系统的介绍了介入技术在治疗肺部良性与恶性疾病方面的最新内容和方法。

三位主编:JohnF Beamis JrPraveenN MathurAtulC Mehta均是肺脏介入医学领域的

专家;美国支气管病学会的创始人。作为当今介入领域知名专家的智慧结晶,这一综合性

专著为呼吸科医生及其他专科医师提供了全面的有关介入技术在诊断和治疗领域的应用

技术 包括硬质支气管术、激光治疗、冷冻治疗、电手术治疗、荧光支气管镜术、内科胸

腔镜以及经支气管壁和经胸壁针吸术等。对于异物取出、肺胸膜病变以及早期肺癌等处

理过程中的困境及具体情况,本书详细阐述了其操作流程。该书是呼吸科医生的必备参

考书之一。
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