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  [摘要] 目的 探索促红细胞生成素产生型 人 肝 细 胞 受 体 A5(erythropoietin-producinghepatocellular
receptorA5,EPHA5)在肺腺癌中的表达。方法 通过网络数据库获得EPHA5在不同肿瘤中的变异情况,构建

EPHA5蛋白互作网络图,分析EPHA5在肺腺癌中的预后情况。收集肺腺癌患者的手术标本及临床资料,采用免

疫组织化学方法检测EPHA5的表达情况,分析肺腺癌中EPHA5表达与患者临床特征的相关性。结果 EPHA5
在肺腺癌中的突变频率最高,以错义突变为主。除EPH家族的配体之外,EPHA5与RhoA、ADAM10蛋白密切相

关。EPHA5的高表达与肺腺癌患者的总生存时间和首次进展时间相关。EPHA5在肺腺癌组织中表达上调,与患

者淋巴结转移、分化程度、TNM分期显著相关。结论 EPHA5在肺腺癌组织中高表达,可以作为预测肺腺癌预后

的一个因素。
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AnalysisoftheexpressionofEPHA5inlungadenocarcinomabased
ondataminingandimmunohistochemistry
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University/JiangyinPeople'sHospital,JiangsuProvince,Jiangyin214400,China)

[Abstract] Objective To investigate the expression of erythropoietin-producing
hepatocellularreceptorA5(EPHA5)inlungadenocarcinoma.Methods ThevariationofEPHA5
indifferenttumors wasobtainedthroughthenetworkdatabase,andtheEPHA5protein
interactionnetworkdiagram wasconstructedtoanalyzetheprognosisofEPHA5inlung
adenocarcinoma.Thesurgicalspecimensandclinicaldataofpatientswithlungadenocarcinoma
werecollected.TheexpressionofEPHA5 wasdetectedbyimmunohistochemistry,andthe
correlationbetweenEPHA5expressioninlungadenocarcinomaandclinicalcharacteristicsof
patients was analyzed.Results EPHA5 has the highest mutation frequency in lung
adenocarcinoma,mainlymissensemutations.InadditiontotheligandsofEPHfamily,EPHA5
wascloselyrelatedtoRhoAandADAM10proteins.HighexpressionofEPHA5wasassociated
withoverallsurvivalandtimetofirstprogressioninpatientswithlungadenocarcinoma.EPHA5
expressionwasup-regulatedinlungadenocarcinomatissues,whichwassignificantlycorrelated
withlymphnodemetastasis,differentiationdegreeandTNMstage.Conclusion EPHA5is
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highlyexpressedinlungadenocarcinomatissues,whichcanbeusedasaprognosticfactorfor
lungadenocarcinoma.

[Keywords] lungadenocarcinoma;immunohistochemistry;datamining

  肺癌是当今全球发病及致死率第一的肿瘤[1]。
非小细胞肺癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)
在肺癌中所占的比例最高,达到了85%,多数的

NSCLC患者就诊时已发生转移,并没有手术机

会[2]。在NSCLC当中以肺腺癌最多见,目前在肺

腺癌治疗方面取得重大进展的是第一是靶向治疗领

域,驱动基因的发现改善了患者的预后[3]。第二是

免疫治疗领域,免疫检查点抑制剂迅速成为了肺腺

癌患者的新的治疗选择。因此,探索肺腺癌发生发

展过程中的分子生物学事件和机制,对于肺腺癌的

早期诊断、预后判断和干预治疗具有重要的意义.促
红细胞生成素 产 生 型 人 肝 细 胞 (erythropoietin-
producinghepatocellularreceptor,EPH)受体是目

前发现的人类受体酪胺酸激酶家族中最大的亚群,
与恶性肿瘤的发生、发展密切相关[4-5]。根据序列

相似性、结构与配体结合亲和力的不同,EPH 受体

分为 EPHA 和 EPHB 两 个 亚 族[6]。EPHA5 是

EPHA受体家族的一员,位于4q13.1染色体上,既
是EPH家族成员之一,又是人原癌基因RET的融

合伴侣成员[7]。关于其在肺癌中的研究较少。本研

究通过网络数据库及免疫组织化学分析EPHA5与

肺腺癌的关系,为进一步研究建立基础。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 选取2018年1—12月在我院胸外

科行手术确诊为肺腺癌的患者93例。其中男性39
例,女性54例,年龄28~78岁,所有患者手术之前

均未行化疗、放疗、靶向治疗及免疫治疗,肺癌的分

期与世界卫生组织的相一致。
本研究获得江阴市人民医院伦理委员会的批

准。

1.2 资料收集方法 首先登录网站http://www.
cbioportal.org/,选择肿瘤类型为:lung,搜索到其中

最大的肺腺癌数据库一共含有586例样本。选定该

数据库后,在研究基因的方框里输入:EPHA5,确认

后即可得到相关数据。登录网站https://string-
db.org/,输入要检索的基因:EPHA5,按下确定后

即可到处蛋白互作网络图。再登录网站http://

kmplot.com/,选择肿瘤类型:lungcancer。在之后

出现的界面中输入检索基因:EPHA5。在Survival
栏目中分别选择“OS”及“FP”项目,在 Histology栏

目 选 择:“adenocarcinoma”,点 击 “Draw Kaplan-
Meierplot”即可得到检索结果。

免疫组织化学试验材料:EPHA5抗体、二甲

苯、不同浓度梯度的无水乙醇、枸橼酸钠缓冲液、

PBS缓冲液、DAB显色试剂、苏木素试剂等。主要

仪器:冰箱、切片机、烤箱、光学显微镜、移液器、恒温

箱、医用微波炉等。

1.3 免疫组织化学实验方法

1.3.1 制备蜡块标本 收集患者肺癌组织固定在

10%福尔马林中进行石蜡包埋,制备蜡块标本,以

3μm厚度切片。组织样本的收集和使用符合江阴

市人民医院伦理委员会的相关规定。

1.3.2 烤片 将制作好的切片置于不锈钢载玻片

染色架上,放在68℃的烤箱中烘烤60min。

1.3.3 脱蜡 将切片从烤箱取出,放入二甲苯中进

行脱 蜡,先 放 入 装 有 二 甲 苯Ⅰ号 的 染 缸 中 浸 泡

10min,再 放 入 装 有 二 甲 苯Ⅱ号 的 染 缸 中 浸 泡

10min。

1.3.4 水化 依次逐级放入各浓度乙醇水化:无水

乙醇5min,95%乙醇5min,80%乙醇5min,75%
乙醇5min,50%乙醇5min,然后把组织切片放入

纯水中孵育5min。

1.3.5 抗原修复 滴加3%过氧化氢溶液于切片组

织上,确保其充分覆盖组织,湿盒孵育10min。用

PBS浸泡清洗3次,5min/次,尽可能洗去残留的过

氧化氢。

1.3.6 一抗孵育 滴加一抗,室温孵育1h。PBS
冲洗3次,2min/次。

1.3.7 二抗孵育 滴加通用型IgG抗体(Fab段)-
HRP多聚体,室温孵育15min,PBS冲洗3次,

2min/次。

1.3.8 DAB显色 去除切片上多余的PBS,配制

DAB显色液,从PBS溶液中取出切片,向组织上滴

加约50μL,确保其充分覆盖组织,将切片置于显微

镜下观察颜色控制染色时间大约5min,染色合适

即可置于PBS溶液中终止染色。PBS溶液重复清

洗3次,5min/次。去除残留的液体。

1.3.9 苏木素复染 染色缸内倒入苏木素,将染色

架置入,保证切片完全没入苏木素中,复染2~
5min(细胞核变蓝色即可终止),放蒸馏水冲洗,至
水变清蓝色消失。之后用酒精分化5s,再次进行水
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洗切片。

1.3.10 脱水 切片置入梯度浓度酒精及二甲苯中

脱水、透明:50%乙醇5min,75%乙醇5min,85%
乙醇5min,95%乙醇5min,无水乙醇5min。再浸

入二甲苯中透明化处理2次。二甲苯Ⅰ号10min,
二甲苯Ⅱ号10min。脱水处理后擦去周围的液体。

1.3.11 封片 向组织滴上中性树胶1滴,加盖盖

玻片,放在晾片板上晾干,用镊子的钝端小心地敲击

盖玻片,去除气泡,使封片完全。然后再用显微镜观

察并拍照。
结果判定标准:采用盲法阅片。每张切片随机

选择5个高倍视野(400×),每个视野再随机观察

100个细胞,根据着色强度和EPHA5阳性肿瘤细

胞百分比确定肿瘤细胞EPHA5蛋白免疫反应评

分。着色强度评分标准如下:0分:阴性染色(蓝
色);1分:弱染色(浅棕黄色);2分:中度染色(棕黄

色);3分:强染色(深棕黄色)。阳性细胞百分率评

分标准:<5%为0分,5%~25%为1分,26%~

50%为2分,51%~75%为3分,>75%为4分。整

张切片着色强度和阳性细胞相应分值相乘得到最终

分值。根据分值高低将EPHA5表达水平分为低表

达(总得分<6分)和高表达(总得分≥6分)。由江

阴市人民医院的两位病理科副主任医师独立评估免

疫组化病理片,并通过讨论解决判断差异。

1.4 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件处理

数据。计数资料采用χ2 检验。P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 EPHA5在肿瘤中的突变情况 检索到在人体

各部位的肿瘤中,EPHA5在肺腺癌中的突变频率

最高,数据库里586例肺腺癌样本中一共有230例

具有完整的基因序列和突变资料,其中有30例发生

了 EPHA5 突 变,突 变 率 达 到 13% (图 1A)。

EPHA5在肺腺癌中的变异以错义突变为主(图

1B)。

图1 cBioportalforcancergenomics数据库搜索EPHA5在不同部位肿瘤中的突变情况

A.EPHA5在不同部位肿瘤中的突变情况;B.EPHA5在肺腺癌中的几种突变情况

Figure1 SearchingEPHA5mutationsindifferenttumorsitesandlungadenocarcinomainthecBioportalforcancergenomics
database

2.2 EPHA5与其他基因的联系 检索到EPHA5
与 EFNA1、EFNA2、EFNA3、EFNA4、EFNA5、

EFNB1、EFNB2、EFNB3、RHOA、ADAM10关系密

切,主要参与的生物过程包括了蛋白质折叠、内质网

应激反应等,其中除去EPH 家族的本身配体之外

EPHA5与 RHOA、ADAM10蛋白的关系最密切

(图2)。

2.3 EPHA5在肺腺癌中的预后情况 EPHA5的

mRNA 高 表 达 与 肺 腺 癌 患 者 的 OS(Overal
survival,总 生 存 时 间)(图 3A)和 FP(First
progression,首次进展时间)(图3B)相关。高表达

的患者预后差。
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图2 EPHA5蛋白互作网络图

Figure2 EPHA5proteininteractionnetwork
图3 KMplot预后分析

A.EPHA5mRNA表达与OS(Overalsurvival,总生存时间)关系;B.EPHA5mRNA表达与FP(Firstprogression,首次进展时

间)关系

Figure3 KMplotprognosisanalysis

2.4 EPHA5表达与患者临床资料的相关性分析 
93例肺腺癌患者中 EPHA5基因高表达者共54
例,低表达者共39例,高表达率为58.1%。肺腺癌

患者的性别、年龄、肿瘤大小与EPHA5表达无相关

性(P>0.05),淋巴结转移(P=0.003)、分化程度

(P=0.020)、TNM分期(P=0.002)与EPHA5表

达水平显著相关。见表1。

2.5 免疫组织化学图片 通过免疫组织化学方法

检测了EPHA5在93例肺腺癌患者组织标本当中

的表达情况,下面为具有代表性的免疫组织化学图

片(图4)。

表1 EPHA5表达与患者临床资料的相关性

Table1 CorrelationbetweenEPHA5expression
andclinicaldataofpatients

(例数)

指标 例数
EPHA5
低表达

EPHA5
高表达

χ2 值 P 值

性别

 男性

 女性

39

54

18

21

21

33
0.494 0.484

年龄(岁)
 <55

 ≥55

33

60

17

22

16

38
1.932 0.165

分化

 差 15 2 13
 中等 60 26 34 7.817 0.020
 好 18 11 7
淋巴结转移

 无

 有

54

39

30

9

24

30
9.314 0.002

肿瘤大小

 T1

 T2

50

31

24

12

26

19
2.303 0.317

TNM分期

 Ⅰ

 Ⅱ

54

33

29

6

25

27
12.230 0.002
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图4 代表性免疫组织化学图(×400)

A.EPHA5强染色;B.EPHA5中度染色;C.EPHA5弱染色;D.EPHA5阴性染色

Figure4 Representativeimmunohistochemicaldiagram(×400)

3 讨  论

医学科学的发展已经进入大数据信息化时代,
生信分析能从大量医学数据中检索并挖掘到隐藏其

中的有效信息,为实验设计寻求依据,为研究开展找

出可行的路径。cBioPortal数据库可用于多个癌症

基因组学数据集的交互式探索,能够快速、直观、高
质量地获取大规模癌症基因组学项目的分子谱和与

临床预后的相关性。在cBioPortal数据库中检索到

EPHA5在肺腺癌中突变最高,以错义突变为主,为
进一步研究提供了基础。String数据库主要用于检

索已知蛋白质和预测未知蛋白质之间相互作用,既
包括蛋白质之间的直接相互作用,也包括蛋白质之

间的间接功能相关性[8]。本研究检索到除了EPH
自身家族的配体之外,RhoA是与EPHA5关系密

切的基因。其是小分子G蛋白Rho家族成员之一,
主要参与细胞骨架组装、细胞分裂、细胞黏附等多种

细胞功能调节。RhoA在NSCLC中过表达,与肿瘤

分化、TNM 分期、淋巴转移和预后不良相关[9]。

ADAM10是我们搜索到的另一个与EPHA5关系

密切的基因,是人体产生的22种ADAM 蛋白酶之

一,其可加工肿瘤相关底物,被确定为加工各种底物

(例如Notch1蛋白)的胞外域中的关键蛋白酶,在

NSCLC 组 织 中,特 别 在 转 移 的 肿 瘤 组 织 中

ADAM10表达显著增加,其通过激活 Notch1信号

通路 促 进 NSCLC 细 胞 迁 移 和 侵 袭;而 下 调

ADAM10表 达 可 减 少 NSCLC 细 胞 的 迁 移 和 侵

袭[10]。KMplotter数据库是进行生存分析最具权

威及数据最全的数据库,数据类型有芯片数据、高通

量测序数据,涉及 mRNA和 miRNA,且数据在不

断更新,可进行在线生存分析。本研究检索该库发

现,EPHA5高表达的肺腺癌患者总生存时间以及

首次进展时间均缩短,提示EPHA5是提示肺腺癌

患者预后差的一个指标,对肺癌的EPHA5基因进

行研究是有临床意义的。
本研究对93例有临床基本信息且手术前未做

过放化疗的肺腺癌患者的肿瘤组织样本进行了

EPHA5蛋白表达的免疫组化分析。结果显示其中

有54例高表达EPHA5,39例低表达或者阴性表

达,高表达患者占58.1%。这与Giaginis等[11]的研

究结果相一致。当时他们的研究结果显示,56例腺

癌中共有35例EPHA5高表达,占62.5%。本研究

还发现,EPHA5表达与患者年龄,性别等无明显相

关性,而与癌细胞分化程度,淋巴结转移状态,TMN
分期相关。因为患者术后的时间并不长,生存期数

据还无法全部获得。但是根据免疫组化实验中发现

的EPHA5高表达的肺腺癌患者更容易具备癌细胞

分化差,淋巴结转移等情况,可以预测其与较差的患

者预后相关。EPHA5基因在肺腺癌组织当中过表

达,EPHA5表达水平与淋巴结转移、分化程度以及

TNM分期有关,提示EPHA5高表达可能增强了肺

腺癌的侵袭能力,预示着更差的预后。
多个研究证实EPHA5参与到结肠癌、卵巢浆

液性癌、前列腺癌、乳腺癌、食管鳞癌等多种恶性肿

瘤的发生发展中[12-14]。而在既往关于EPHA5与

肺癌的研究中,Giaginis等[11]检测了88例 NSCLC
患者肿瘤组织中EPHA5的表达情况,共有51例

(58.0%)高表达,其中在56例肺腺癌标本中共有35
例(62.5%)高表达。EPHA5的表达与 NSCLC细

胞增 殖 能 力 呈 正 相 关。Staquicini等[15]发 现 在

NSCLC细胞系的 NCI-H460、NCI-H1299及 NCI-
H522细胞中均有EPHA5mRNA 及蛋白的高表

达,EPHA5具有调节细胞的基因毒性损伤反应的

作用。Zhang等[16]发现,在 NSCLC细胞上过表达

野生型EPHA5及沉默EPHA5基因则均表现为抑

癌效应,但EPHA5基因突变则可促进 NSCLC细

胞的迁移和侵袭,显著降低 NK细胞对 NSCLC细

胞的细胞毒性。临床研究还发现,与无EPHA5突

变的NSCLC患者相比,EPHA5突变患者接受PD-1
单抗治疗的效果更差[17]。但对于EPHA5在肺癌

中的 机 制 目 前 仍 不 甚 明 了。本 研 究 结 果 表 明

EPHA5在肺腺癌组织中高表达,可以作为预测肺

腺癌预后的一个因素,为进一步在细胞及动物水平

阐明EPHA5与肺腺癌的关系以及相关的分子机制

提供了基础。
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