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PP2Ac在人不同类型肺癌组织和肺癌细胞中的表达
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［摘要］目的 研究 PP2Ac在人不同类型肺癌组织和肺癌细胞中的表达．方法 用免疫组化方法从组织水

平上观测临床获取人不同类型肺癌标本组织的 PP2Ac蛋白表达；用 Western blot分子生物学方法从细胞水平上

测定两种人肺癌细胞株（YTLMC-90和 GLC-82）的 PP2Ac和 p-AKT蛋白表达．结果 免疫组化结果显示：在

人肺鳞癌、腺癌和小细胞肺癌三种肺癌组织中的 PP2Ac蛋白表达与肺癌患者的性别、年龄和肿瘤分化程度均无

明显相关性（ ＞0.05）；在人肺鳞癌组织和小细胞肺癌组织细胞浆中均未见有 PP2Ac蛋白表达，但在其间质有

阳性表达；在人肺腺癌组织中 PP2Ac蛋白呈阴性表达，而 p-AKT蛋白却呈现强阳性表达．Western blot结果表

明：在人正常肺组织细胞中 PP2Ac蛋白呈正常表达；YTLMC-90细胞中 PP2Ac蛋白较人正常肺组织表达稍弱，

而在 GLC-82细胞中表达明显减弱，甚至缺失；在人正常肺组织细胞中 p-AKT蛋白呈低表达，给予 GLC-82细

胞加入 PP2A抑制剂 OA（岗田酸），在 6 h、12 h、24 h的不同时间点，p-AKT蛋白的表达均较未加 OA组明显

增强， PP2Ac和 p-AKT蛋白表达呈反相关．结论 PP2Ac可能参与肺癌的发生，其表达水平可能与肺癌细胞病

理类型有关．AKT的活化（p- AKT）可能与肺癌的发生发展密切相关．

［关键词］ PP2Ac；人肺癌；P-AKT；细胞株

［中图分类号］ R734.2［文献标识码］Ａ［文章编号］ 1003-4706（2007） 06-0068-05

The Expression of PP2Ac in Various Kinds of Lung
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［Abstract］ Objictive To research the expression of PP2Ac in various kinds of human Lung carcinomatous tissue and two kinds

of lung carcinomatous cells (YTLMC-90and GLC-82)．Methods Immunohistochemical technique analysed the difference expression

of PP2Ac protein in collected paraffin-embedded human lung carcinomatous tissue．Westernblot technique analysed the expression of

PP2Ac and p-AKT protein in two kinds of lung carcinomatous cells，YTLMC-90 and GLC-82．Results Immunohistochemical

analysis showed that the expression of PP2Ac in various kinds of Lung carcinomatous tissue wasn't related to sex，age，differentiation

degree（ ＞0.05）， that there was negative expression of PP2Ac protein in the cytoplasm of the human lung squamous carcer and

small cell lung cancer while positive expression of PP2Ac protein in intercellular substance，and that there were negtive expression of

PP2A in human lung adencarcinoma and overexpression of p-AKT protein in human lung adencarcinoma．Western blot technique
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analysis showed that there was nomal expression of PP2A protein in normal human lung tissue，and lower expression in YTLMC-90 cell

than in nomal human lung tissue．While sharp low expression GLC-82 cell．Adding okadaic acid（OA），an inhibitor of PP2A，the

expressiong of p-AKT in GLC-82 cells was sharply higher than in normal lung tissue at 6 h，12 h and 24 h，indicating that inverse

correlation between PP2A and p-AKT protein expression．Conclusions PP2A is involved in human lung carcinomar， its

expression level is related to histological type of human lung carcer．Activition of AKT（p-AKT） is related tightly to human lung

carcer.

［Key words］ PP2Ac；Lung neoplasms；p- AKT；Cell line

肺癌是一种常见的呼吸系统恶性肿瘤，也是

当前世界上最常见的人类肿瘤之一，严重威胁着

人类的健康和生命．肺癌已成为我国第一大癌症，

且发病率及死亡率增长最为迅速．我省宣威和个

旧为肺癌高发区，其发病机制尚不清楚．因此开

展肺癌的研究对我省防治肺肿瘤具有重要的临床

价值和意义．

蛋白磷酸酶 2A（protein phosphatase 2A，

PP2A）是由一个核心酶和一个调节亚基构成的复

合物，是广泛存在于真核生物体内的丝 /苏氨酸

蛋白磷酸酶．大多数的研究表明 PP2A具有抑癌

作用，在许多人类癌细胞内均已发现了 PP2A的

基因突变或 PP2A调节功能的改变，因而 PP2A被

认为是一个潜在的抑癌基因 [1,2]．然而，目前有关

PP2Ac在人不同类型肺癌组织中的表达的相关研

究国内尚未有报道，因此本研究用免疫组化方法

从组织水平上观测临床获取不同类型肺癌标本组

织 PP2Ac蛋白表达；用 Western blot 分子生物学

方法从细胞水平上测定人肺癌细胞株 PP2Ac蛋白

的表达，为阐明 PP2Ac在人肺癌发生中的作用及

其治疗提供理论和实验依据．

1 材料和方法

1.1 材料

人不同类型肺癌组织和人正常肺组织标本：

选取昆明医学院第一附属医院胸外科 2004年 1月

至 2007年 3 月住院肺癌患者手术切除组织标本

50例．其中男 27例，女 23例，年龄 34岁至 72

岁，平均年龄（49.2±6.7）岁，均经病理科确诊，

鳞癌 24例，其中，高分化鳞癌 4例，中分化鳞

癌 6例，低分化鳞癌 14例；腺癌 19例，其中，

高中分化腺癌 13例，低分化腺癌 6例．小细胞肺

癌 7例，均为中低分化．临床分期，依据 1997年

国际抗癌联盟（UICC） TNM分期标准 [3]．所有患

者术前均未接受化疗、放疗和其他治疗．

细胞株：云南锡矿工肺鳞癌 YTMLC-90细胞

和宣威腺癌 GLC-82细胞由本实验中心建株．

各种试剂与仪器：RPMI1640 （Invitrogen 公

司）；新生牛血清（杭州四季青生物工程材料有限

公司）；辣根酶标羊抗兔 IgG2HRP 及蛋白质

marker（北京中衫金桥生物技术有限公司）；兔抗

人 PP2A（FC-309） （Santa cruz 公司）；兔抗人

p-AKT多克隆抗体（碧云天生物公司）；ECL试

剂盒（SIGMA公司）；SP免疫组化试剂盒及相关

试剂（福州迈新公司）；微型胶垂直电泳仪、电泳

电源供应仪及半干系统电转仪（Amersham Phar-

macia biotech公司）．

1.2 方法

1.1.2 人不同类型肺癌组织标本中的 PP2Ac 的

表达测定

应用免疫组化染色法（SP法）测定人不同类

型肺癌标本组织中的 PP2Ac的表达．光学显微镜

下随机选取 5个视野，每个视野记数 100个细胞，

计算阳性细胞数占总细胞数的百分比，取 5个视

野的算术平均值．①根据显色细胞的比例计分：

0分（显色癌细胞为 0％）；1分(显色细胞 <10 %）；

2分（显色细胞 10 %～50 %）；3 分 (显色细胞

51 %～80 %)；4分(显色细胞 >80 %）．②根据细

胞染色强度计分：0 分 （癌细胞无显色）；1 分

（浅黄色）；2分（棕黄色）；3分（黄褐色） .积分

= 染色强度×阳性细胞数，积分范围 0～12 分，

≥4分定义为阳性表达.

1.2.2 细胞株的培养

复苏冻存的 YTLMC-90细胞和 GLC-82细胞，

待细胞生长至达培养瓶底表面积的 2/ 3时传代培

养，用于Western blot测定．

1.2.3 YTLMC-90细胞和 GLC-82细胞中的
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PP2Ac和 p-AKT蛋白表达水平的测定

分别收集培养的肺腺癌 GLC-82、鳞癌

YTLMC-90细胞,常规处理样品；取正常人肺组织

超声破碎，制备样品．各样品用于 Westernblot测

定 PP2Ac蛋白表达．

将 GLC-82细胞以 4×105 每孔接种于 24 孔

板，实验分 2 组：PP2A 抑制剂 0A 组，加入

20 nmol/L PP2A的抑制剂 OA；未加 PP2A抑制剂

0A 组，加入等量 PBS 液．应用 Westernblot方法

分别于 6 h、12 h 和 24 h 测定 p-AKT 和 T-AKT

蛋白在 GLC-82细胞中的表达．

1.2.4 统计学处理

采用 SPSS 10.0统计软件进行统计学分析．免

疫组化法部分：资料结果进行χ2检验、Spearman

等级相关分析． < 0.05判定为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 PP2Ac蛋白在人不同类型肺癌组织中的表达

免疫组化结果分析显示：在人肺鳞癌、腺癌

和小细胞肺癌三种肺癌标本组织中的 PP2Ac蛋白

表达与肺癌患者的性别、年龄和肿瘤分化程度均

无明显相关性（＞0.05）．

2.2 PP2Ac蛋白在人肺鳞癌组织和小细胞肺癌组

织中的表达

免疫组化结果显示：PP2Ac蛋白在人肺鳞癌

组织间质细胞呈阳性表达为黄棕色或黄褐色均匀

颗粒状，细胞质着色，而在癌组织细胞浆未见有

阳性表达 (见图 1)；小细胞肺癌组织中无明显

PP2Ac蛋白表达,间质有微弱表达（见图 2）．

图 1 人肺鳞癌中 PP2Ac的阴性表达（SP×100）

Fig.1 The negtive expression of PP2Ac inhuman lung

squamous carcinoma(SP×100)

图 2 小细胞肺癌中的 PP2Ac阴性表达（SP×100）

Fig.2 The negtive expression of PP2Ac in human small

cell lung cancer(SP×100)

2.3 PP2Ac和 p-AKT蛋白在人肺腺癌组织中的

表达

免疫组化结果显示：PP2Ac蛋白在人腺癌组

织中未见明显表达（见图 3），p- AKT的阳性染

色主要定位于癌细胞胞浆，少数为癌细胞胞浆和

胞核共表达,呈阳性表达为黄棕色或黄褐色均匀颗

粒状[4]，在人肺腺癌组织胞浆和胞核中可见明显表

达（见图 4）．

2.4 PP2Ac蛋白在 YTLMC-90和 GLC-82细胞

株中的表达

免疫印迹实验结果表明：在人正常肺组织细

胞中，可见 PP2Ac蛋白的正常表达；YTLMC-90

细胞中 PP2Ac 蛋白较正常组织表达稍弱，而

在 GLC-82 细胞中表达明显减弱，甚至缺失

（见图 5）．

2.5 p-AKT和 T-AKT蛋白在人正常肺组织细胞

和 GLC-82细胞中的表达

免疫印迹结果显示：在人正常肺组织细胞中

图 3 肺腺癌中 PP2Ac阴性表达（SP×200）

Fig.3 Negtive expression of PP2Ac in humanlung aden-

carcinoma (SP×200)
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3 讨论

PP2A是真核生物体内 Ser/ Thr蛋白磷酸酶，

能拮抗绝大多数 Ser/ Thr蛋白激酶的活性，在物

质代谢、基因表达、DNA复制与损伤修复、细胞

分裂、细胞转化及细胞凋亡等生理过程中具有重

要的调节作用．越来越多的研究表明 PP2A是一

个肿瘤抑制因子，在人类的结肠癌、胰腺癌、肺

癌、乳腺癌、恶性黑色素瘤和皮肤癌等多种恶性

肿瘤中都发现有 PP2A的基因突变或活性改变 [5]，

目前有关 PP2Ac在人不同类型肺癌组织中的表达

的相关研究国内尚未有报道．本研究用免疫组化

方法在临床获取不同类型肺癌组织标本上，从组

织水平观测 PP2Ac蛋白表达的结果提示：在人肺

鳞癌、腺癌和小细胞肺癌三种肺癌标本组织中的

PP2Ac表达与肺癌患者的性别、年龄和肿瘤分化

程度均无明显相关性 ( ＞0.05)．在人肺鳞癌组织

和小细胞肺癌组织细胞浆中均未有 PP2Ac蛋白表

达，而在间质有阳性表达．用Western blot分子生

物学方法在人肺癌细胞株上，从细胞水平测定

PP2Ac蛋白的表达的结果表明：在人正常肺组织

细胞中，可见 PP2Ac的正常表达；YTLMC-90细

胞中 PP2Ac 较人正常肺组织表达稍弱，而在

GLC-82细胞中表达明显减弱，甚至缺失．这些

结果提示 PP2Ac可能参与肺癌的发生，其表达水

平可能与肺癌细胞病理类型有关．

AKT是存在于人类染色体中的鼠类胸腺淋巴

瘤病毒（T- 8 strain from AKR/J mouse，AKT8）致

癌基因（v- akt）的同源物,编码一种丝氨酸 /苏

氨酸蛋白激酶，此激酶位于体内重要的细胞生存

信号转导通路 PI3K/AKT通路的关键部位，多种

生长因子、激素、细胞因子、RAS的激活、PTEN

的失活等均可经 PI3K的作用引起 AKT的活化[6,7].活

化的 AKT（即磷酸化 AKT，p- AKT）通过调控下

游的多种分子促进肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移、

凋亡等，与肿瘤的发生发展密切相关．研究表明

在多种肿瘤组织中都存在 AKT的活化[8,9]．本实验

结果表明：免疫组化检测 p-AKT在人肺腺癌细胞

浆中呈强阳性表达；Westernblot显示在人正常肺

组织细胞中可见 p-AKT 蛋白呈低表达，给予

GLC-82细胞加入 PP2A抑制剂 OA，在 6 h、12 h、

24 h的不同时间点的 p-AKT的表达均较未加 OA

组明显增强， PP2A 和 p-AKT 蛋白表达呈反相

关．OA是 PP2A特异性抑制剂，能够明显抑制

图 6 p-AKT 和 T-AKT 蛋白在人正常肺组织细胞和
GLC-82细胞中的表达

Fig.6 The expressiong of p-AKT and T-AKT protein in
human normal lung tissue cell and GLC-82 cell

＋：加入OA；－：未加入OA；N:人正常肺组织细胞

N 6 12 24 6 12 24 h

OA
+ + + - - -

-AKT

T-AKT

p

图 5 PP2Ac 蛋白在 YTLMC-90和 GLC-82细胞株中的

表达

Fig.5 The expression of PP2Ac protein in YTLMC-90

and GLC-82

1：人正常肺组织细胞； 2： YTLMC-90 ； 3：

GLC-82

1 2 3

PP2A

β-actin

可见 p-AKT 呈低表达；给予 GLC-82 细胞加入

PP2A抑制剂 OA，在 6 h、12 h、24 h的不同时间

点的 p-AKT的表达均较未加 OA组明显增强，提

示 PP2A和 p-AKT表达呈反相关（见图 6） .

图 4 肺腺癌中 p-AKT强阳性表达（SP×200）

Fig.4 Overexpression of p-AKT in human lung adencar-

cinoma （SP×200）

李彩霞，等.PP2Ac在人不同类型肺癌组织和肺癌细胞中的表达 71第 6期



第 28卷昆 明 医 学 院 学 报

PP2A 蛋白在 GLC-82细胞中表达，推测 AKT 的

活化（p-AKT）可能与肺癌的发生发展密切相关[10]．

在肿瘤的生物治疗日益引起人类关注的今天，

随着对 PP2A的了解愈来愈深入，及其肿瘤发生

的内部机制的阐明，将来有可能研制开发出以

PP2A或者相关蛋白质作为靶点的治疗肿瘤新药．

本实验中心在国家自然基金资助下成功购建云南

个旧肺癌 cDNA文库，共获得 42个阳性克隆，与

GenBank 数据库比较发现其中 1 个阳性克隆与

PP2A催化亚单位（PP2Ac） 琢异构体有 99 %的同

源性,由 C-A的点突变[11]，推演所编码肽链的氨基

酸发生了精氨酸 -色氨酸的变化，该基因有可能

成为肺癌的基因诊断和生物治疗的候选靶抗原和

靶基因．本实验结果有助于阐明 PP2A在肺癌发

生中的作用及其机制，可为肺癌治疗提供一定的

理论和实验依据．
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