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α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 在肺腺癌中的表达及相关性

王靖婷ꎬ王璟ꎬ鲁艺ꎬ李静坦ꎬ李强ꎬ郏雁飞ꎬ马晓丽
(山东第一医科大学附属中心医院基础医学研究中心ꎬ山东 济南 ２５００１３)

摘要:目的　 探讨 α５￣烟碱型乙酰胆碱受体(ａｌｐｈａ５￣ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ α５￣ｎＡＣｈＲ)与主要组织相容性

复合体Ⅰ类分子(ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ｉ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ ＭＨＣ￣Ｉ)在肺腺癌中的表达及相关性ꎮ 方法　 ＴＣ￣
ＧＡ 数据库分析 ＣＨＲＮＡ５(编码 α５￣ｎＡＣｈＲ 基因)与 ＨＬＡ￣Ｂ(编码 ＭＨＣ￣Ｉ 基因)在肺腺癌中的表达、相关性及其临

床意义ꎮ 运用免疫组织化学技术检测人肺腺癌临床样本、裸鼠肺腺癌异种移植瘤组织中 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 的

表达及相关性ꎮ 在人 Ａ５４９ 细胞、小鼠 ＬＬＣ 细胞中ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测在 α５￣ｎＡＣｈＲ 不同表达水平下的 ＦＨＩＴ 与

ＭＨＣ￣Ｉ 表达及相关性ꎮ 结果　 数据库分析表明ꎬＣＨＲＮＡ５ 高表达或 ＨＬＡ￣Ｂ 低表达肺腺癌患者的生存率降低ꎬ
ＣＨＲＮＡ５ 与 ＨＬＡ￣Ｂ 的表达呈负相关(Ｐ<０.０５)ꎮ α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 在人肺腺癌、裸鼠肺腺癌异种移植物中的表

达呈负相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 在肺腺癌细胞中ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 的表达分别与 ＦＨＩＴ、ＭＨＣ￣Ｉ 的表达呈负相关(Ｐ<０.０５)ꎬＦＨＩＴ
和 ＭＨＣ￣Ｉ 在肺腺癌细胞中的表达呈正相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 的表达呈负相关ꎬ并参与肺腺

癌的发生ꎮ
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Ｊｉｎａｎ ２５００１３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｌｐｈａ５￣ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
(α５￣ｎＡＣｈＲ) ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ｉ ｍｏｌｅｃｕｌｅ (ＭＨＣ￣Ｉ) ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｃｏｄｉｎｇ α５￣ｎＡＣｈＲ ｇｅｎｅ
(ＣＨＲＮＡ５) ａｎｄ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＭＨＣ￣Ｉ ｇｅｎｅ (ＨＬＡ￣Ｂ) ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α５￣ｎＡＣｈＲ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ
ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｐｅｃｉｍａｎｓ ａｎｄ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒ￣
ｃｉｎｏｍａ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＨＩＴ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ α５￣ｎＡＣｈＲ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ＬＬＣ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ｏｒ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ￣Ｂ ｈａｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ ａｎｄ ＣＨＲＮＡ５
ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ￣Ｂ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α５￣ｎＡＣｈＲ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ｗｅｒｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｐ<０.０５) .
Ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α５￣ｎＡＣｈＲ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＨＩＴ ａｎｄ
ＭＨＣ￣Ｉꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＨＩＴ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
α５￣ｎＡＣｈＲ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ａｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｌｐｈａ５￣ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ Ｆｒａｇｉｌｅ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉａｄꎻ Ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ｉ
ｍｏｌｅｃｕｌｅꎻ Ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ



王靖婷ꎬ等.α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 在肺腺癌中的表达及相关性 ７３　　　 　

　 　 烟草烟雾暴露(包括主动和被动吸烟)是肺癌
最主要的危险因素之一[１]ꎮ 据报道ꎬ约 ８５％ ~ ９０％
的肺癌病例归因于吸烟ꎻ与非吸烟者相比ꎬ吸烟者罹
患肺癌的风险可增加 １５ ~ ３０ 倍ꎮ 烟草烟雾中含有
４ ０００多种化学物质ꎬ其中包括多环芳烃、尼古丁的

衍生物亚硝胺酮及其他有机和无机化合物在内的
４０ 余种致癌物[２]ꎮ 尼古丁是香烟中的一种有害成
分ꎬ进入人体会与细胞膜上的尼古丁乙酰胆碱受体
(ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ｎＡＣｈＲ)结合ꎬ激活
ＭＡＰＫ、ＡＫＴ 等下游信号通路促肺癌的生长、侵袭
转移及血管形成等[３￣５]ꎬ提示靶向 ｎＡＣｈＲ 为肺癌治
疗提供了潜在的新思路ꎮ

全基因组关联研究以及本课题组前期研究结
果表明ꎬα５￣烟碱型乙酰胆碱受体( ａｌｐｈα５￣ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ
ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ α５￣ｎＡＣｈＲ) 在肺腺癌的进
展中发挥重要作用[６￣７] ꎮ 本课题组前期研究表明ꎬ
α５￣ｎＡＣｈＲ 通过 ＰＩ３Ｋ 和 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 通路介导
尼古丁诱导的肺腺癌发生和进展ꎻ乙酰胆碱通过
α５￣ｎＡＣｈＲ /脆性组氨酸三联体( ｆｒａｇｉｌｅ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉ￣
ａｄꎬ ＦＨＩＴ)通路促进慢性应激诱导的肺腺癌进展
等ꎬ引起多种炎症细胞在肿瘤内募集ꎬ从而驱动肿
瘤的迁移、侵袭和免疫逃逸[８￣９] ꎮ ＦＨＩＴ 是一种肿
瘤抑制因子ꎬ位于脆性位点 ＦＲＡ３Ｂꎬ该位点位于人
类染色体 ３ｐ１４ꎬ其通过调节细胞 ＤＮＡ 修复发挥基
因组守护者的作用[１０] ꎮ

研究表明ꎬ人类乳腺肿瘤中ꎬ主要组织相容性复
合体 Ｉ 类分子(ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ
Ｉ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ ＭＨＣ￣Ｉ)与 ＦＨＩＴ 表达具有相关性ꎬ在
ＭＨＣ￣Ｉ 类阴性肿瘤细胞上恢复 ＦＨＩＴ 表达可能是一
种有效的免疫治疗策略[１１]ꎮ ＭＨＣ￣Ｉ 是一种由一条
α 重链和一条 β２ 微球蛋白轻链组成的异源二聚体ꎬ
ＭＨＣ￣Ⅰ通过抗原呈递过程调控细胞毒性 Ｔ 淋巴细
胞(ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅꎬ ＣＴＬ)的功能ꎬ并且作为
自然杀伤细胞的标记物发挥介导免疫的功能[１２￣１５]ꎮ
α５￣ｎＡＣｈＲ 是否通过 ＦＨＩＴ 影响 ＭＨＣ￣Ｉ 参与肺腺癌
进展ꎬ其与 ＭＨＣ￣Ｉ 相关性如何? 目前尚未检索到相
关报道ꎮ

本研究旨在通过在线数据库分析、免疫组化技术、
免疫印迹实验等方法ꎬ初步探讨 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ
在临床样本中的表达及相关性ꎬ及在肺腺癌细胞中两
者与ＦＨＩＴ 的相关性ꎬ为进一步探究α５￣ｎＡＣｈＲ/ ＭＨＣ￣Ｉ
信号轴在肺腺癌中的作用提供实验依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 数据来源

使用 ＧＥＰＩＡ ２(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ２.ｃａｎｃｅｒ￣ｐｋｕ.ｃｎ)在

线数据库分析肺腺癌患者组织中 ＣＨＲＮＡ５、ＨＬＡ￣Ｂ
的表达、预后和相关性ꎻ使用 ＵＡＬＣＡＮ(ｈｔｔｐ: / / ｕａｌ￣
ｃａｎ.ｐａｔｈ.ｕａｂ. ｅｄｕ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)在线数据库分析肺腺

癌患者组织中 ＣＨＲＮＡ５、ＨＬＡ￣Ｂ 的病理分期ꎮ
１.１.２　 临床标本及来源

肺腺癌组织芯片购买自上海芯超生物科技有限

公司(Ｎｏ.: ＯＤ￣ＣＴ￣ＲｓＬｕｇ０４￣００３)ꎮ 本组织芯片使

用样本收集于 ２０１０－２０１３ 年ꎬ包含 ５５ 个腺癌标本和

５３ 个癌旁组织ꎮ ５５ 份腺癌样本中ꎬ男性 ３０ 份ꎬ女性

２５ 份ꎬ总体年龄 ４５~８２ 岁ꎬ平均年龄 ６４.２ 岁ꎮ 男性

不吸烟腺癌 １５ 例ꎬ男性吸烟腺癌 １５ 例ꎻ女性不吸烟

腺癌 １５ 例ꎬ女性吸烟腺癌 １０ 例ꎮ 将一生中连续或

累积吸烟 ６ 个月或以上者定义为存在吸烟史ꎮ
１.１.３　 裸鼠组织标本及来源

选取源自本课题组前期工作基础的裸鼠肺癌异

种移植组织切片ꎮ 通过皮下与尾静脉注射 Ａ５４９ 细

胞构建裸鼠荷瘤模型ꎬ分为对照组(ＮＣ 组)、尼古丁

处理的肺腺癌组(ＮＣ＋ＮＩＣ 组)、敲低 ＣＨＲＮＡ５ 基因

的肺腺癌组(ＫＤ 组)与尼古丁处理的敲低 ＣＨＲＮＡ５
基因的肺腺癌组(ＫＤ＋ＮＩＣ 组)ꎬ６ 只 /组ꎮ 饲养 １ 个

月后处死ꎬ收集裸鼠的肺癌组织进行包埋、切片处

理ꎮ 所有动物实验均获得济南市中心医院伦理委员

会许可(动物伦理号:ＪＮＣＨＩＡＣＵＣ２０２１￣７７)ꎮ
１.１.４　 细胞株及主要试剂

人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞和小鼠肺癌 ＬＬＣ 细胞购于

中国科学院细胞资源中心ꎻＣＨＲＮＡ５ 过表达慢病毒

转染试剂购自上海吉凯基因科技有限公司ꎻＣＨＲ￣
ＮＡ５￣ｓｉＲＮＡ 干扰转染试剂购自山东硕博芸生物科

技有限公司ꎻ鼠二步法检测试剂盒(ＰＶ９００２)、ＤＡＢ
显色试剂盒(ＺＬＩ￣９０１８)购自北京中杉金桥生物技

术有限公司ꎻ鼠抗人 α５￣ｎＡＣｈＲ 单克隆抗体 (Ｃａｔ
Ｎｏ.: ６６３６３￣１￣Ｉｇ) 与兔抗人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体

(Ｃａｔ Ｎｏ.: １０４９４￣１￣ＡＰ)购自中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎮ
鼠抗人 ＭＨＣ￣Ｉ 单克隆抗体(Ｃａｔ Ｎｏ.: １４￣９９８３￣８２)
购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ 鼠抗人

ＦＨＩＴ 单克隆抗体(Ｃａｔ Ｎｏ.: ｓｃ￣３９０４８１)购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 生物有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养

Ａ５４９ 和 ＬＬＣ 细胞培养于含 １０％ 胎牛血清、
１％青链霉素混合液的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液中ꎬ放置于

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱ꎮ 待细胞融合度达

９０％时ꎬ用胰蛋白酶消化细胞ꎬ并进行后续试验ꎮ
１.２.２　 细胞转染

取处于对数生长期的人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞ꎬ使
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用 ０.２５％胰酶进行消化ꎮ 低倍镜下ꎬ采用细胞计数

板进行计数ꎮ 在 ６ 孔板中每孔接种 ２×１０５ 个 Ａ５４９
细胞ꎬ每孔加入 １６４０ 完全培养基补齐至 ２ ｍＬꎮ 按

照转染试剂说明书进行操作ꎮ
１.２.３　 免疫组织化学技术

将组织芯片和裸鼠肺癌异种移植组织切片置于

６０ ℃ 烤片机 ２ ｈꎮ 脱蜡液 Ι、脱蜡液Ⅱ分别浸泡

２０ ｍｉｎꎬ浸入系列乙醇复水ꎮ α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ
均于柠檬酸盐抗原修复液中修复抗原ꎮ 室温冷却

后ꎬＰＢＳ 缓冲液洗 ３ ｍｉｎꎬ３ 次ꎮ 滴加阻断剂室温孵

育１５ ｍｉｎꎮ 清洗方式同上ꎮ 滴加封闭液室温孵育

２０ ｍｉｎꎮ 滴 加 一 抗 稀 释 液 ( 抗 体 稀 释 比 例:
α５￣ｎＡＣｈＲ为 １ ∶ ５００ꎻＭＨＣ￣Ｉ 为 １ ∶ １００) ４ ℃孵育过

夜ꎮ 清洗 方 式 同 上ꎮ 滴 加 相 应 二 抗 室 温 孵 育

２０ ｍｉｎꎮ 清洗方式同上ꎮ ＤＡＢ 显色(避光)ꎻ苏木素

行细胞核染色ꎮ 系列乙醇中浸泡 ５ ｍｉｎꎬ二甲苯溶液

中洁净ꎮ 中性树胶封片ꎮ 数字病理切片扫描仪进行

扫描ꎬ４００ 倍视野下随机选取不少于 ５ 个视野拍照ꎮ
行人工半定量评分以及 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量评分ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

收集人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞和小鼠肺腺癌 ＬＬＣ 细

胞(ＣＨＲＮＡ５ 慢病毒过表达转染组、ＣＨＲＮＡ５￣ｓｉＲ￣
ＮＡ 干扰组)ꎬＰＢＳ 缓冲液洗 ２ 次ꎬ裂解ꎬ提取蛋白ꎮ
进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳 ２.５ ｈꎬ转膜 １.５ ｈꎬ５％ＢＳＡ 室

温封闭 ２ ｈꎬ１×ＴＢＳＴ 液清洗 ３ 次ꎬ每次 ８ ｍｉｎꎮ 目的

蛋白条带于一抗稀释液(抗体稀释比例:α５￣ｎＡＣｈＲ
为:１ ∶２ ０００ꎬＭＨＣ￣Ｉ 为 １ ∶１ ０００ꎬＦＨＩＴ 为 １ ∶１００)４ ℃
孵育过夜ꎮ 清洗方式同上ꎮ 结合相应二抗ꎬ室温孵

育 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ清洗方式同上ꎮ 滴加显色液ꎬ凝胶成

像仪下成像ꎮ 本研究需重复显色ꎬ抗体去除液清洗

５ ｍｉｎꎬ蒸馏水中 １０ ｍｉｎꎬ重新孵育一抗ꎬ重复以上步

骤ꎮ 根据凝胶成像仪的结果图片ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行定量评分ꎮ

１.３　 统计学处理

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０、ＳＰＳＳ ２７.０ 和 Ｉｍａｇｅ Ｊ
对所有数据进行分析和可视化ꎮ 根据图例ꎬ数据采

用双尾单样本 ｔ 检验、单因素方差分析ꎮ 肺腺癌患

者 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 蛋白的相关性行人工半定

量评分后ꎬ绘制散点图ꎮ 肺腺癌患者 α５￣ｎＡＣｈＲ 和

ＭＨＣ￣Ｉ 的表达与性别、年龄和吸烟史的相关性采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 卡方检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＣＧＡ 在线数据库分析 ＣＨＲＮＡ５ 和 ＨＬＡ￣Ｂ
表达的相关性

ＴＣＧＡ 在线数据库分析显示ꎬ肺腺癌癌组织中

ＣＨＲＮＡ５ 的表达量高于癌旁组织ꎻＣＨＲＮＡ５ 高表达

较低表达的五年生存期存活率低ꎬ预后差ꎻＨＬＡ￣Ｂ
高表达较低表达的五年生存期存活率高ꎬ预后好ꎻ
ＣＨＲＮＡ５ 的表达量随肺腺癌的病理分期有上升的

趋势ꎻ而 ＨＬＡ￣Ｂ 均与之相反ꎮ 同时ꎬＣＨＲＮＡ５ 与

ＨＬＡ￣Ｂ 在肺腺癌中的表达呈负相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 见

图 １ꎮ
２.２　 α５￣ｎＡＣｈＲ 和 ＭＨＣ￣Ｉ 在人肺腺癌临床样本组

织中的表达及相关性

通过免疫组化技术检测了组织芯片 ５５ 例人肺

腺癌组织和 ５３ 例癌旁组织样本中 α５￣ｎＡＣｈＲ 和

ＭＨＣ￣Ｉ 的表达ꎬ结果显示ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 蛋白在肺腺癌

组织中的阳性表达(６３.６％ꎬ３５ / ５５)高于在癌旁组织

中的表达(３７.７％ꎬ２０ / ５３)ꎬ而 ＭＨＣ￣Ｉ 蛋白在肺腺癌

组织中的阳性表达(３８.２％ꎬ２１ / ５５)低于在癌旁组织

中的表达(６４.２％ꎬ３４ / ５３)ꎬ且经人工半定量评分、绘
制散点图发现ꎬ二者呈负相关 ( ｒ ＝ － ０. ２６６７ꎬＰ ＝
０.０４９ １)ꎮ 另外ꎬ经 Ｐｅａｒｓｏｎ 卡方检验ꎬ肺腺癌组织

中 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 的表达与性别、年龄无关ꎬ
而与吸烟相关ꎮ 见图 ２、表 １~２ꎮ
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图 １　 肺腺癌数据库中ꎬＣＨＲＮＡ５ 和 ＨＬＡ￣Ｂ 的表达及相关性
Ａ:ＣＨＲＮＡ５ 与 ＨＬＡ￣Ｂ 在肺腺癌和正常组织中的表达ꎻＢ:ＣＨＲＮＡ５、ＨＬＡ￣Ｂ 表达与肺腺癌生存期的相关性ꎻＣ:肺腺癌
不同病理分期中 ＣＨＲＮＡ５、ＨＬＡ￣Ｂ 的表达ꎻＤ:肺腺癌中 ＣＨＲＮＡ５ 与 ＨＬＡ￣Ｂ 表达的相关性ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ ＨＬＡ￣Ｂ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｄａｔａｂａｓｅｓ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ ＨＬＡ￣Ｂ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ ＨＬＡ￣Ｂ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｃ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ ＨＬＡ￣Ｂ ｉｎ
ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｇｅｓꎻ Ｄ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ５ ａｎｄ ＨＬＡ￣Ｂ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ.

图 ２　 α５￣ｎＡＣｈＲ(Ａ)和 ＭＨＣ￣Ｉ(Ｂ)在人肺腺癌组织中的表达(免疫组化ꎬ×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 α５￣ｎＡＣｈＲ (Ａ) ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ (Ｂ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ( ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×４０)

表 １　 ５５ 例肺腺癌组织中 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 表达的相关性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ α５￣ｎＡＣｈＲ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ５５ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

α５￣ｎＡＣｈＲ 病例数(ｎ＝ ５５)
ＭＨＣ￣Ｉ

阳性(ｎ＝ ２１) 阴性(ｎ＝ ３４)
Ｐ

阳性 ３５ ９ ２６ ０.０４９ １
阴性 ２０ １２ ８

表 ２　 ５５ 例肺腺癌组织中 α５￣ｎＡＣｈＲ 和 ＭＨＣ￣Ｉ 的表达与性别、年龄与吸烟史的相关性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ α５￣ｎＡＣｈＲ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｇｅｎｄｅｒꎬ ａｇｅꎬ ａｎｄ ｓｍｏｋｉｎｇ ｈｉｓｔｏｒｙ

ｉｎ ５５ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

指标
病例数
(ｎ＝ ５５)

α５￣ｎＡＣｈＲ
阴性(ｎ＝ ２０) 阳性(ｎ＝ ３５)

Ｐ
ＭＨＣ￣Ｉ

阴性(ｎ＝ ３４) 阳性(ｎ＝ ２１)
Ｐ

性别 ０.９５９ ０.８００
　 男 ３０ １１ １９ １９ １１
　 女 ２５ ９ １６ １５ １０
年龄 /岁 ０.０６８ ０.３０８
　 ≤６０ １９ １０ ９ １０ ９
　 >６０ ３６ １０ ２６ ２４ １２
吸烟史 ０.０２１ ０.００２
　 不吸烟 ３０ １５ １５ ２４ ６
　 吸烟 ２５ ５ ２０ １０ １５

２.３　 α５￣ｎＡＣｈＲ、ＦＨＩＴ 及 ＭＨＣ￣Ｉ 在肺腺癌细胞中

的表达及相关性

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ人肺腺癌 Ａ５４９ 细

胞中及小鼠肺癌 ＬＬＣ 细胞中ꎬＣＨＲＮＡ５￣ｓｉＲＮＡ 处

理后ꎬ细胞 ＦＨＩＴ 和 ＭＨＣ￣Ｉ 的蛋白表达水平明显上

调ꎻＦＨＩＴ 和 ＭＨＣ￣Ｉ 的蛋白表达水平在 ＣＨＲＮＡ５ 慢

病毒转染过表达处理的细胞中显著下调(Ｐ<０.０５)ꎮ
见图 ３ꎮ
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图 ３　 α５￣ｎＡＣｈＲ 通过 ＦＨＩＴ 介导肺腺癌细胞中 ＭＨＣ￣Ｉ 的表达(∗Ｐ<０.０５)
Ａ: Ａ５４９ 细胞ꎻ Ｂ: ＬＬＣ 细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 α５￣ｎＡＣｈＲ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＭＨＣ￣Ｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ＦＨＩＴ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ (∗Ｐ<０.０５)
Ａ: Ａ５４９ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: ＬＬＣ ｃｅｌｌｓ.

２.４　 α５￣ｎＡＣｈＲ 和 ＭＨＣ￣Ｉ 在裸鼠肺腺癌异种移植

组织中的表达

裸鼠肺腺癌异种移植物组织切片的免疫组织化

学染色结果显示ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 在 ＮＣ＋ＮＩＣ 组中表达

水平最高ꎬ在 ＫＤ 组中表达量最低ꎬ且 ＫＤ＋ＮＩＣ 组

可上调 α５￣ｎＡＣｈＲ 的表达水平ꎮ 而 ＭＨＣ￣Ｉ 的免疫

组化染色结果与之相反(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 α５￣ｎＡＣｈＲ(Ａ)和 ＭＨＣ￣Ｉ(Ｂ)在裸鼠肺腺癌异种移植物组织中的表达(∗Ｐ<０.０５)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 α５￣ｎＡＣｈＲ (Ａ) ａｎｄ ＭＨＣ￣Ｉ (Ｂ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｕｍｏｕｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ (∗Ｐ<０.０５)

３　 讨　 论

研究已证实烟草暴露对人体健康的危害ꎬ吸烟

能驱动肺癌等肿瘤的发生进展ꎬ吸烟产生的气体混

合物中含有多种致癌化学物质ꎬ包括尼古丁、一氧化

碳、多环芳烃、异戊二烯、丁二烯、Ｎ￣亚硝胺、芳香

胺、苯、醛及呋喃等[１６￣１７]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ尼
古丁与 ｎＡＣｈＲｓ 结合并诱导各种下游信号通路参与

肺癌的发生、发展ꎬ并导致患者预后不良[１８￣１９]ꎮ 本

研究发现ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 在临床样本和裸鼠

肺腺癌异种移植组织中的表达呈负相关ꎬ且与吸烟

有相关性ꎻ且在肺腺癌细胞中ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 和 ＭＨＣ￣Ｉ
与 ＦＨＩＴ 的表达有相关性ꎮ 我们前期报道 α５￣
ｎＡＣｈＲ / ＦＨＩＴ 途径参与肺腺癌发生[９]ꎻ其他文献报



王靖婷ꎬ等.α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 在肺腺癌中的表达及相关性 ７７　　　 　

道ꎬＦＨＩＴ 调节 ＭＨＣ￣Ｉ 参与纤维肉瘤的发生[２０]ꎮ 结

合以上研究结果ꎬ提示 α５￣ｎＡＣｈＲ / ＦＨＩＴ / ＭＨＣ￣Ｉ 轴

参与肺腺癌的发生ꎮ
ｎＡＣｈＲ 是跨膜离子通道蛋白ꎬ由多种亚单位

(α２￣１０ꎬβ２￣４)构成同源及异源性五聚体[２１]ꎮ 五个

相同的亚单位可组成同源 ｎＡＣｈＲꎬ例如 α７、α９ 等ꎻ
包含 α 和 β 亚单位的 ｎＡＣｈＲ 称为异源 ｎＡＣｈＲꎮ
ｎＡＣｈＲ 及其不同亚基与多种癌症的发生发展密切

相关ꎬα７￣ｎＡＣｈＲ 介导的 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路在尼古丁

诱导肺癌中发挥重要作用[３]ꎬα９￣ｎＡＣｈＲ 在三阴性

乳腺癌中高表达ꎬ并在其转移中起重要作用[２２]ꎮ
全基因组关联研究以及本课题组前期研究结果

表明ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 在肺腺癌的进展中发挥重要作

用[８ꎬ２３]ꎮ 烟草主要成分尼古丁是 α５￣ｎＡＣｈＲ 的外源

性激动剂ꎬ副交感神经递质 ＡＣｈ 是 α５￣ｎＡＣｈＲ 的内

源性激动剂ꎬ而肺腺癌副交感神经纤维分布丰富ꎮ
本课 题 组 研 究 发 现ꎬ 慢 性 应 激 通 过 ＡＣｈ / α５￣
ｎＡＣｈＲ / ＦＨＩＴ 通路促进肺腺癌进展[９]ꎮ 免疫系统可

以识别和破坏肿瘤转化细胞ꎬ这一过程被称为免疫

监视ꎮ ＦＨＩＴ 是一种肿瘤抑制因子ꎬ其表达缺陷可促

使纤维肉瘤癌细胞 ＭＨＣ￣Ｉ 下调ꎬ并逃避免疫监

视[２０]ꎮ 但肺腺癌中 α５￣ｎＡＣｈＲ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 之间的关

系ꎬ尚未检索到相关报道ꎮ
ＭＨＣ￣Ｉ 分子可以结合细胞表达的肽ꎬ在细胞表

面运输和显示抗原信息ꎬ这使得 ＣＤ８＋Ｔ 细胞能够识

别合成异常蛋白质的病理细胞[２４]ꎮ 因此ꎬ如果

ＭＨＣ￣Ｉ 抗原递呈缺失ꎬＣＤ８＋Ｔ 细胞无法识别异常细

胞ꎬ对肿瘤的控制作用被削弱ꎬ使免疫系统对癌症的

抵御性降低ꎬ免疫监视被破坏[２５]ꎮ 在多种人类癌症

(包括非小细胞肺癌、乳腺癌、前列腺癌、结肠直肠

癌、头颈部鳞状细胞癌、肝细胞癌和黑色素瘤)中ꎬ
都观察到 ＭＨＣ 低表达[２６￣２７]ꎮ 本研究免疫组化结果

显示ꎬ肺腺癌癌组织中 ＭＨＣ￣Ｉ 的表达量显著低于在

正常组织中的表达ꎮ
本研究通过数据库分析表明ꎬ在肺腺癌中 α５￣

ｎＡＣｈＲ 与 ＦＨＩＴ 表达呈负相关ꎬＦＨＩＴ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 表达

呈正相关ꎬ但两者无统计学意义ꎻ α５￣ｎＡＣｈＲ 与

ＭＨＣ￣Ｉ 表达呈显著负相关ꎮ 结合前期报道ꎬ α５￣
ｎＡＣｈＲ / ＦＨＩＴ 轴参与慢性应激促肺腺癌进展ꎻ我们

进一步体外检测了肺腺癌中 α５￣ｎＡＣｈＲ、ＦＨＩＴ 及

ＭＨＣ￣Ｉ 的表达及相关性ꎬ结果显示ꎬα５￣ｎＡＣｈＲ 分别

与 ＦＨＩＴ、ＭＨＣ￣Ｉ 呈负相关ꎬＦＨＩＴ 与 ＭＨＣ￣Ｉ 表达呈

正相关ꎮ 以上结果初步表明ꎬ α５￣ｎＡＣｈＲ / ＦＨＩＴ /
ＭＨＣ￣Ｉ 轴参与肺腺癌发生ꎬ 为进一步探究 α５￣
ｎＡＣｈＲ 在肺腺癌中的作用机制提供实验依据ꎮ
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