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细丝蛋白A在结直肠腺癌中的特异性表达*

史建伟 王贵英 张鸿滨① 于跃明 王小玲② 杨会钗② 王士杰③

摘要 目的：研究细丝蛋白A（FLNa）在结直肠腺癌组织中的表达情况，探讨FLNa在结直肠腺癌发生发展中的作用。方法：

选择2009年1月～9月河北医科大学第四医院外二科60例患者手术切除的结直肠腺癌组织和正常结直肠组织。癌组织取自肿

瘤中心处，正常组织取自距肿瘤边缘至少10cm处。采用RT-PCR法和Western blot法检测60例结直肠腺癌患者癌组织和结直肠

正常组织中FLNa的mRNA和蛋白质的表达情况。同时采用免疫组化法检测FLNa在结直肠癌组织和结直肠正常组织中的分布，

并分析组间的FLNa阳性率表达差异。所有病例均经病理诊断确诊，均无其他部位原发肿瘤，术前无化疗、放疗和免疫治疗史。

结果：结直肠癌组织中FLNa mRNA的表达水平（0.22±0.02）较结直肠正常组织低（0.94±0.04）（P=0.018）；Western blot法检测显示：

FLNa蛋白在结直肠癌组织中的表达水平（0.34±0.03）也较结直肠正常组织低（0.85±0.02）（P=0.028）；Pearson相关分析显示：FLNa
mRNA和蛋白水平呈正相关（r=0.654，P<0.05）。FLNa免疫组化阳性染色产物位于细胞质。FLNa在结直肠癌组织组和结直肠正

常组织组的阳性表达率分别为50.00%、91.67%，癌组织组明显低于正常组织组（χ2=50.037，P=0.000）。结论：FLNa的特异性低表

达与结直肠腺癌的发生、发展具有高度相关性，有望成为新的肿瘤标志物，为临床诊治提供的新靶点。
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Abstract Objective: To study the expression of filamin-a (FLNa) in human colorectal adenocarcinoma, and determine

the role of FLNa in the pathogenesis of colorectal adenocarcinoma. Methods: The samples of colorectal adenocarcinoma

and normal colorectal tissues were collected from 60 patients who underwent colorectal resection. Colorectal adenocarcino-

ma tissues were obtained from the central part of the tumor, while normal colorectal tissues were collected from the site

which was at least 10 cm away from the edge of the lesion. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and

Western blot method were used to detect the expressions of FLNa mRNA and protein in the 60 specimens with colorectal

adenocarcinoma and normal colorectal tissues. At the same time, immunohistochemistry was conducted to detect the distri-

bution of FLNa protein in colorectal adenocarcinoma and normal colorectal tissues, and to analyze the differences between

two groups. All cases were confirmed by pathological diagnosis, and primary tumors were not found at other sites. No medi-

cal records of preoperative radiotherapy, chemotherapy and immunotherapy were found in the groups. Results: The expres-

sion of FLNa mRNA was lower in colorectal adenocarcinoma than in normal colorectal tissues (P=0.018, <0.05). Western

blot analysis revealed that the expression of FLNa protein was also lower in colorecta adenocarcinoma than in the normal

colorectal tissues (P=0.028 <0.05). Pearson correlation analysis showed that the mRNA level was in positive correlation

with the protein level (r=0.645, P<0.05). The positively stained particles were distributed in the cytoplasm. Of the 60 colorec-

tal adenocarcinoma samples, 30 (50%) cases were positive for FLNa expression. And of the 60 normal colorectal samples,

55 (91.67%) cases were positive for FLNa expression. The positive rate of FLNa expression was lower in colorectal adeno-

carcinoma samples than in the normal colorectal samples (x2=50.037, P=0.000<0.05). Immunohistochemical analysis
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细丝蛋白A（filamin A，FLNa）属于肌动蛋白结合

蛋白，是主要分布在细胞质的大分子蛋白质，能够绑

束纤维状肌动蛋白，参与细胞骨架的形成，同时能为

蛋白质-蛋白质相互作用提供界面，与涉及细胞的增

殖、粘附、迁移、侵袭以及肿瘤发生发展的多条信号

转导途径密切相关［1］。本研究应用 RT-PCR、West⁃
ern blot和免疫组化法检测 60例结直肠癌常见类型-
腺癌患者癌组织和结直肠正常组织中FLNa的表达情

况，探索其表达差异的意义。

1 材料与方法

1.1 病例资料

收集河北医科大学第四医院外二科 2009 年 1
月～9月 60例患者手术切除的结直肠腺癌组织和正

常结直肠组织。癌组织取自肿瘤中心处，正常组织

取自距肿瘤边缘至少 10cm 处。其中男 36 例，女 24
例；年龄 25～80 岁，中位年龄 56 岁。所有病例均经

病理诊断确诊，均无其他部位原发肿瘤，术前无化

疗、放疗和免疫治疗史。标本取材后，部分置于液氮

中速冻，然后转至-80℃冰箱内保存；部分标本用

10%甲醛固定，石蜡包埋，作免疫组化染色。

1.2 主要试剂

总 RNA 提取试剂购自 Solarbio 公司。反转录试

剂盒购自Fermentas公司。引物由上海生工生物工程

公司合成。RIPA试剂购自Solarbio公司。兔抗人FLNa
单克隆一抗购于 Epitomics 公司。兔抗人 GAPDH 多

克隆一抗购于Santa Crue公司。羊抗兔二抗购于KPL
公司。SDS-PAGE 标准指示剂购于 Fermentas 公司。

BCA蛋白定量试剂盒购自BestBio公司。DAB显色剂

购于TIANGEN公司。免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。

1.3 方法及结果判定

1.3.1 RT-PCR法 使用总RNA提取试剂抽提组织

中的总RNA，测定浓度。根据GenBank中人源FLNa
和GAPDH（作内参）cDNA全长设引物。FLNa的上游

引物 5'-AGCCTCCACGAGACATCATC-3'，下游引物

5'-CCAGTGTGTACTCCCCCTTG-3'。内参GADPH的

上游引物 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'，下游

引 物 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'。 取 总

RNA 1μg，加入随机引物1μL，5×RT-PCR Buffer 4μL，
RNA 酶抑制剂 1μL，dNTP 2μL，逆转录酶 1μL，加
DEPC 处理的水至总体积 20μL。30℃10min，45℃

5min，反应结束后，95℃ 5min。取 cDNA 2μL，上、下

游引物各 1μL，10×PCR Buffer 2.5μL，Taq DNA 聚合

酶 0.2μL，dNTP 0.5μL，加 DEPC 处理的水至总体积

25μL。95℃预变性 5min，94℃ 30s，64℃ 30s，72℃
30s进行35个循环，于72℃延伸7min。FLNa和GAP⁃
DH 的 PCR 产物大小分别为 310bp 和 220bp。应用

Gel Pro-Analyzer 3.1软件进行密度定量分析。

1.3.2 Western blot法 使用RIPA试剂，采用匀浆处

理组织，提取总蛋白，定量。取蛋白样品 50μg，加入

5×上样缓冲液（体积比4：1），煮沸 5min 后上样。经

SDS-PAGE 电泳、转膜，将蛋白质转至 PVDF 膜。将

膜置于含5%脱脂奶粉的TBST液中，室温封闭1h，加入

特异性的一抗（FLNa为1：2 000；GAPDH为1：200）-4℃
孵育过夜，次日用TBST液洗膜 3次，每次 10min。羊

抗兔二抗（1：2 000）37℃孵育1h。TBS液洗膜3次，每

次 10min。使用 DAB 试剂盒显色，拍照记录实验结

果。应用Gel Pro-Analyzer 3.1软件进行密度定量分析。

1.3.3 免疫组织化学染色法 采用链霉素亲和生物

素-过氧化物酶免疫组化方法（SP法）。将组织蜡块

切成 4μm厚的组织切片，脱蜡水化后放入盛有枸橼

酸缓冲液的容器中，置微波炉内（95℃，15min）行抗

原修复，3%过氧化氢室温孵育20min，经PBS冲洗后，

用试剂盒中的正常山羊血清封闭，滴加兔抗人FLNa
单克隆抗体（1：150稀释），置 4℃冰箱过夜。PBS冲

洗后，滴加试剂盒中的生物素标记的二抗，室温

30min；PBS冲洗后，滴加试剂盒中的辣根过氧化物酶

标记的链霉卵白素，室温 30min，PBS冲洗后，DAB显

色，自来水冲洗，苏木精复染，梯度脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片。以人子宫组织着色作为阳性对

照，以PBS代替一抗进行染色作为阴性对照。结果判

定标准：光学显微镜下观察，在高倍镜下选择 5个视

野计数，每个高倍视野下计数 200个细胞，计算出平

均细胞阳性率。染色强度分为浅染、淡黄、棕黄和棕

褐4个等级，颗粒状态又分为无明显颗粒、稀疏颗粒、

一定量颗粒和弥漫性颗粒 4种情况。综合分析每张

切片的阳性率及染色强度，将免疫组织化学染色结

果分为 4级：阳性细胞数<25%，染色较淡，未见明显

颗粒者定为（-）；阳性细胞数 25%～50%，染色淡，可

见稀疏颗粒者定为（+）；阳性细胞数50%～75%，染色

棕黄，可见一定量颗粒者定为（++）；阳性细胞数≥

75%，染色棕褐，可见弥漫性颗粒定为（+++）。由2名

showed the same results as RT-PCR and Western blot. Conclusion: The specific low expression of the FLNa protein is in a

high correlation with the pathogenesis of colorectal adenocarcinoma. FLNa is expected to be a new tumor marker and the

new target for clinical therapy.

Keywords Colorectal adenocarcinoma; FLNa; Immunohistochemistry; RT-PCR; Western blot
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有经验的临床病理医师阅片，确定判定结果。

1.4 统计学分析

应用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，数据采用χ2

检验、t 检验和 Pearson 相关分析。设检验水平α=
0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FLNa的RT-PCR检测结果

以 GAPDH 作内参照，以 FLNa/GAPDH 值来定

量。结果显示，癌组织中 FLNa mRNA 的表达水平

（0.22±0.02）较正常组织（0.94±0.04）低，两组间差异

具有统计学意义（P=0.018），见图1。
2.2 FLNa的Western blot检测结果

以GAPDH作内参照，以FLNa/GAPDH值进行定

量。结果显示，FLNa 蛋白在癌组织中的表达水平

（0.34±0.03）较正常组织低（0.85±0.02），两组间差异

具有统计学意义（P=0.028），见图 2。 RT-PCR 与

Western blot结果的相关分析显示，二者呈明显的相

关性（r=0.654，P<0.05）。

图1 RT-PCR检测结直肠腺癌组织及正常组织中FLNa mRNA的表达

Figure 1 RT-PCR analysis of FLNa mRNA expression in colorectal adenocarcinoma and normal colorectal tissue
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图2 Western blot检测结直肠腺癌组织及正常组织中FLNa 蛋白的表达

Figure 2 Western blot analysis of FLNa protein expression in colorectal adenocarcinoma and normal colorectal tissue

2.3 FLNa的免疫组化染色检测结果

FLNa免疫组化阳性染色产物位于细胞质。癌组

织中FLNa的表达低于癌旁正常组织（图3）。FLNa在
癌组和正常组表达的阳性率分别为50.00%、91.67%，

癌组明显低于正常组（P=0.000），见表1。

A：FLNa在腺癌组织中呈低表达；B：FLNa在正常组织中呈高

表达

图3 免疫组化检测结直肠腺癌组织及正常组织中FLNa蛋白

的表达 SP×200

Figure 3 Immunohistochemical staining of FLNa protein expres-

sion in colorectal adenocarcinoma and normal tissue SP×200

表1 FLNa蛋白在结直肠腺癌组织及正常组织中的表达 例（%）

Table 1 Eepression of FLNa protein in colorectal adenocarcinoma and

normal tissue (%)

3 讨论

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

呈逐年上升趋势［2］，近25年的结直肠癌5年生存率徘

徊在 50%～60%左右［3］。肿瘤的复发和远处转移是

结直肠癌患者预后不良的主要原因。

细丝蛋白 A（filamin A，FLNa）基因结构高度保

守，表达广泛，对哺乳动物的生长发育具有重要的作

用。FLNa蛋白二聚体亚基相对分子质量为280KDa、
长度约为 80nm，包括氨基端的肌动蛋白结合结构域

（ABD）和由 24 个串联的重复序列形成的棒状结构

分组

癌组织组

正常组织组

例数

60

60

FLNa蛋白

-

30（50.00）

5（8.33）

+

16（26.67）

7（11.67）

++

13（21.67）

17（28.33）

+++

1（1.67）

31（51.67）

χ2

50.037

P值

0.000

1344



2010年第37卷第23期

域，中间间隔 2个分别含大约 30个氨基酸残基形成

的铰链结构。每个重复序列形成多个反向平行的β-
片层结构。两条多肽链在羧基端的第24个重复序列末

端相连，形成与其功能有关的“V”型同源二聚体［4］。

FLNa最初作为肌动蛋白结合蛋白而被发现和认识，

目前大量的研究证明FLNa是非常重要的细胞信号转

导支架蛋白，具有整合细胞结构和信号转导的功能，

参与了肿瘤的发生发展。Fiori等［5］发现FLNa能促使

表皮生长因子受体（EGFR）与泛素连接酶c-Cb1相互

作用，将EGFR泛素化，经蛋白酶体降解，从而调节细

胞内EGFR的产量、活性及相应的信号信号途径，同

时 FLNa 通过 Ras-GRF1 途径而调节 Ras/ERK 通路，

下调细胞内基质金属蛋白酶-9（MMP-9）的水平［6］，

MMP-9是基质金属蛋白酶家族成员之一，是人体内

降解Ⅳ型胶原和细胞外基质的主要酶，在肿瘤的演

进和异质化过程中有重要的作用［7］。FLNa与G蛋白

偶联受体家族的Mu阿片受体（MOPr）结合后，可促进

MOPr 的活性下调、功能脱敏和内摄作用，进而影响

ERK的失活速度［8］，抑制了肿瘤细胞的增殖。癌胚抗

原相关细胞黏附分子（CEACAM1）与多种细胞功能有

关，如增殖、分化、形态形成和凋亡，根据其在细胞质

内尾部的长度不同而分为二个亚型—CEACAM1-L
和 CEACAM1-S，CEACAM1-L 单独表达时促进肿瘤

细胞的迁移，而CEACAM1-L与FLNa相互结合后，细

胞的迁移率大大减少，并且局部粘附率降低［9］。异二

聚体的转录因子PEBP2/CBF由DNA结合蛋白Runx1/
AML1和非DNA结合蛋白PEBP2β/CBFβ构成。核磁

共振和X射线衍射显示，当Runx1与PEBP2β形成二

聚体时，稳定的Runx1能与DNA的大沟、小沟结合。

Runx1与PEBP2二聚体敲除的小鼠表现为相同的表

型，即在胚胎发育的过程中造血干细胞发育障碍。

FLNa能将PEBP2β滞留在细胞质，妨碍其与Runx1结

合，阻遏Runx1所诱导的转录［10］。此外，FLNa还可通

过 MAPK/ERK［6，8］、PI3K/Akt 通路［11］和 TGF-β信号转

导［12］等抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭。

本实验采用 RT-PCR 和 Western blot 检测 FLNa
mRNA和蛋白在结直肠腺癌组织及正常组织中的表

达情况，结果发现FLNa在腺癌组织中的表达较正常

组织低，而且基因和蛋白表达呈明显的相关性。免

疫组织化学检测结果与RT-PCR及Western blot的检

测结果一致。表明FLNa在结直肠腺癌组织中特异性

地低表达，FLNa蛋白的低表达可能与结直肠腺癌的

发生发展具有相关性。

本研究与文献结果从不同的侧面说明FLNa与肿

瘤发生发展具有高度相关性。对其作用机制的深入

研究，将为结直肠癌等恶性肿瘤的诊治提供新的

思路。
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