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［摘要］ 目的 初步探讨个旧肺癌细胞株中是否存在功能性的 Wnt-1 信号通路的激活，以及阻断该信号通路

后，观察个旧肺癌细胞株的增殖和生长情况．为云南肺癌研究提供新的切入点．为临床对肺癌的早期诊断、预后

判断提供依据，为肺癌的分子病理分期和靶向治疗提供理论基础．方法 应用免疫组织化学的方法检测个旧肺癌

细胞株中 Wnt-1 蛋白的表达．以及按计划加入 Wnt-1 抗体，抑制 Wnt-1 蛋白和胞膜受体结合，引起 Wnt 通路下

游蛋白的改变，从而阻断该信号通路的传导，应用 MTT 法检测肺癌细胞增殖和生长情况．结果 （1） Wnt-1 蛋白

阳性染色主要定位于细胞浆和细胞膜，为粗细不一的棕黄色颗粒．在肺癌组中的阳性表达率为 75.40%，与对照组

相比差异有统计学意义 （ ＜0.001）； （2） Wnt-1 抗体浓度为 0.01 mg/mL 时能极显著抑制细胞增殖和生长 （ ＜

0.01）；0.005 mg/mL 时能显著抑制细胞增殖和生长 （ ＜0.05） ．而过于稀释抗体浓度组则不能抑制细胞增殖和生

长．IC50 计算结果显示抑制率 50％的时候抗体浓度为 0.003 mg/mL．结论 （1） 个旧肺癌细胞株中存在功能性的

Wnt-1 信号通路； （2） Wnt-1 抗体能极显著抑制个旧肺癌细胞增殖和生长，且与抗体浓度成正比； （3） 抑制率

50％的时候抗体的浓度 0.003 mg/mL．
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［Abstract］ Objective To preliminarily discuss whether there exist activation of functional Wnt-1 signal

pathway in Gejiu lung cancer cell lines，and observe the proliferation and growth condition of Gejiu lung cancer cell

lines after blocking this signal pathway，so as to provide the new entry point for the Yunnan lung cancer research，

and provide a new basis for clinical lung cancer prevention， diagnosis and target therapy. Methods

Immunohistochemical method was used to detect the expression of Wnt-1 protein in Gejiu lung cancer cell lines. And

after application of Wnt-1 antibody to block the signaling pathway conduction， MTT method was used to detect the

proliferation and growth condition of lung cancer cell lines．Results （1） Wnt-1 protein-positive staining was

mainly localized in the cytoplasm and cell membrane，and showed as brown particles of varying thickness. Positive

expression in the lung cancer group was 75.40%，compared with the control group with significant difference （ ＜

0.001） . （2） The results showed that 0.01mg/mL of Wnt-1 antibody could significantly inhibit cell proliferation and

growth （ ＜0.01）；0.005 mg/mL could significantly inhibit cell proliferation and growth （ ＜0.05） . And more

diluted antibody could not inhibit cell proliferation and growth. （3） The IC50 of Wnt-1 antibody was 0.003mg/mL.

Conclusions（1） There exists activation of functional Wnt-1 signal pathway in Gejiu lung cancer cell lines. （2）

Wnt-1 antibody can significantly inhibit the proliferation and growth of Ge jiu lung cancer cell，and is proportional to
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concentration of antibody． （3） The IC50 of Wnt-1 antibody was 0.003mg/mL.
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肺癌的发病率和死亡率均居恶性肿瘤之首，已

严重威胁着人类的生命和健康．其发病机制也被认

为是一个多因素导致、多基因参与、多阶段发展的

复杂过程．其中一些关键基因和细胞传导通路的异

常对其发生、发展起着至关重要的作用．目前备受

关注的是 Wnt/β-catenin 经典信号传导通路，研究

发现 Wnt 基因家族编码蛋白的异常表达可引起经

典信号通路的激活，进而导致核心因子 β-catenin

稳态并定位于核内，激活下游靶基因的转录，与肿

瘤发生密切有关[1]．其在结直肠癌中的作用已经明

确，在其他恶性肿瘤中的改变也显示出重要意义．

有研究发现此信号途径的异常与肺癌的发生发展关

系密切[2]．因此本实验旨在初步探讨个旧肺癌细胞

中是否存在功能性的 Wnt/β-catenin 通路，以及用

Wnt-1 抗体阻断该信号通路能否抑制肿瘤细胞增

殖，诱导肿瘤细胞凋亡.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞系 云 南 个 旧 肺 癌 细 胞 株

（GLC-82） 由昆明医科大学第一附属医院实验室提

供，此细胞株是对肺癌高发区个旧市女工的肺癌组

织 进 行 体 外 培 养 ， 建 立 的 肺 腺 癌 细 胞 系

（GLC-82），至 1984 年 1 月 9 日，已存活 17 个月，

传至 123 代，群体倍增时间 48 h，细胞增殖周期

20 h，集落形成率 40％，染色体众数为亚三倍体．

细胞异型性明显，呈不规则腺样排列．胞浆内有不

含硫的酸性粘多糖及似肺泡Ⅱ型细胞的板层小体．

动物移植形成浸润性生长的肿瘤，并与患者肺癌组

织保持着形态学及组织化学的一致性．这株细胞的

建立有利于研究个旧肺癌的病因及免疫特性，并可

用于抗癌药及癌细胞生物学的研究．

1.1.2 主要试剂 Wnt-1 抗体购置美国 Santa Cruz，

1640 培养基、胎牛血清、0.25% P/S、谷氨酰胺、

双抗和胰酶均购置美国 GIBCO 公司，中性树胶和

苏木素购置上海 Solarbio 公司，SP 免疫组化试剂盒

（MVS-0066） 和 DAB 显色剂 （DAB－2031/2032）

均购置福建迈新．

1.1.3 主要仪器 倒置显微镜 （CKX41SF-5） 购

置日本奥林巴，CO2 培养箱 （HERA cell 150i） 购

置美国 Thermo fisher 公司， 低温 高速 离心 机

（5415R） 购置德国 Eppendorf 公司，荧光显微镜

（DM2500） 购置德国 Leica 公司.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与处理 云南个旧肺癌细胞系

（GLC-82） 呈单层贴壁生长，培养基为含 10%胎牛

血清的 RPMI-1640 完全培养基，其中含青霉素和

链霉素各 0.1 g/L，于 37 ℃、5%CO2 孵箱中培养，

传代后于对数生长期收集细胞，PBS 洗涤，传代 2

份．其中免疫组化 1 份，加入抗体后 MTT 检测 1

份.

1.2.2 免疫组化实验 配制新鲜的 DAB 溶液 （迈

新 DAB-2031/2032） 于 1.5 mL EP 管中加入 1 mL

的试剂 A，再按试剂 B、C 的顺序加入试剂各 50

滋L，混合均匀，即成 1 mL 的 DAB 显色液．细胞

爬片： （1） 将多聚赖氨酸处理过的盖玻片用培养

基冲洗 1～3 遍，放入 6 孔板内，使爬片与板底贴

合紧密； （2） 胰酶消化细胞，将细胞悬于

RPMI1640 培养基中计数，以密度 4×104/mL 种于

6 孔板中； （3） 待细胞爬片生长至对数生长期时

取出玻片，置 0.01 mol/L PBS 液中浸洗 2 次，4%多

聚甲醛室温固定 30 min，0.01 mol/L PBS 液中浸洗

两次．SP 法染色 （迈新 KIT-9709/9719）： （1） 细

胞内源过氧化物酶阻断：每片加 50 滋L 过氧化酶

阻断试剂 （试剂 A），室温下孵育 10 min，阻断内

源性过氧化物酶的活性．PBS 浸洗 3 次，每次 3

min； （2） 封闭：除去 PBS 液，每张片加 50 滋L正

常非免疫动物血清 （试剂 B），室温下孵育 10 min；

（3） 除去血清，每张片加 50 滋L一抗 （200 倍稀

释），室温下孵育 60 min 或 4 ℃过夜； （4） 次日

从冰箱中取出湿盒，室温中放置 20 min （以使切片

适应室温），PBS 冲洗 10 min×3 次； （5） 除去

PBS 液，每张片加 50 滋L生物素标记的二抗 （试剂

C），室温下孵育 10 min．PBS 冲洗 5 min×3 次；

（6） 除去 PBS 液，每张片加 50 滋L链霉菌抗生物素

- 过氧化物酶溶液 （试剂 D），室温下孵育 10

min．PBS 冲洗 5 min×3 次； （7） 除去 PBS 液，

每张片加 100 滋L新鲜配制的 DAB 溶液，显微镜下

观察掌握染色程度； （8） 切片放入蒸馏水中终止

显色，自来水流水冲洗 10 min； （9） 苏木素轻度

复染； （10） 0.5%盐酸酒精分化 30 s； （11） 梯

度乙醇脱水； （12） 二甲苯透明； （13） 中性树胶

封固．

1.2.3 MTT 法检测细胞增殖和生长 称取 250 mg

MTT，在 50 mL 0.01 mol/L PBS （pH7.4） 中溶解，



图 1 阴性对照组与各Wnt-1抗体组MTT OD值比较

Fig. 1 The OD value comparison between the negative

control group and the each Wnt-1 antibody

group

并用 0.22 滋m 微孔滤器除菌，铝箔纸包住，4 ℃保

存，有效期 2 周： （1） 收集对数期细胞，调整细

胞悬液浓度，每孔加入 100 滋L，铺板使待测细胞

调密度至 1 000～10 000 孔，5%CO2，37 ℃孵育，

至细胞单层铺满孔底 （96 孔平底板），加入浓度梯

度的抗体，加入抗体过夜，根据 Wnt-1 抗体说明

书，分别按 1:20、1:40、1:200、1:400、1:800、1:1

600、1:2 000、1:4 000 稀释，则抗体浓度分别为

0.01 mg/mL、0.005 mg/mL、0.001 mg/mL、0.000 5

mg/mL、0.000 25 mg/mL、0.000 125 mg/mL、0.000 1

mg/mL、0.000 05 mg/mL，每孔最终体积 100 滋L，

设 4 个复孔分别稀释，每孔最终体积 100 滋L，设 4

个复孔．每孔加入 20 滋L MTT 溶液 （5 mg/mL，即

0.5%MTT），继续培养 4 h．先离心后弃去培养液，

小心用 PBS 冲 2～3 遍后，再加入含 MTT 的培养

液． 终止培养，小心吸去孔内培养液． 每孔加入

150 滋L 二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，

使结晶物充分溶解．在酶联免疫检测仪 OD490 nm

处测量各孔的吸光值，同时设置调零孔.

1.2.4 Wnt-1 蛋白的判定标准 Wnt-1 正常表达

定位于细胞膜，异常表达定位于细胞质．细胞膜和

细胞质同时表达也属于异常表达．将出现 Wnt-1

异常表达的细胞定为阳性细胞．每张切片选取 5 个

表达好的高倍视野共计数 1 000 个瘤细胞中阳性细

胞并计算其阳性细胞表达密度．每张切片中无阳性

表达或阳性表达密度＜15/100 时判定为阴性，阳性

表达密度＞15/100 时判定为阳性．

1.2.5 IC50的计算公式：

lgIC50=Xm-I P- （3-Pm-Pn）
4

其中 Xm:lg 最大剂量 I:lg （最大剂量 / 相临剂量）

P:阳性反应率之和 Pm:最大阳性反应率 Pn:最小阳

性反应率抑制率 =1- 加药组 OD 值 / 对照组 OD 值

公式中的最大最小阳性反应率就是最大最小抑制

率．

1.3 统计学处理

采用 SPSS 软件，独立样本 T 检验分析进行统

计学处理， ＜0.05 为差异有统计学意义.

2 结果

本实验采用代替一抗作为阴性对照．Wnt-1 蛋

白阳性染色主要定位于细胞浆和细胞膜，为粗细不

一的棕黄色颗粒．在肺癌组中的阳性表达率为

75.40%，与对照组比较差异有统计学意义（ ＜

0.01），见表 1．阴性对照: GLC-82 细胞，以 PBS

液代替一抗作阴性对照，结果为阴性．结果显示

Wnt-1 抗体浓度为 0.01 mg/mL 时能极显著抑制细

胞增殖和生长 （ ＜0.01）；0.005 mg/mL 时能显著

抑制细胞增殖和生长 （ ＜0.05） ．而过于稀释抗

体浓度组 0.001 mg/mL、0.000 5 mg/mL、0.000 25

mg/mL、0.000 125 mg/mL、0.000 1 mg/mL、0.000 05

mg/mL 则不能抑制细胞增殖和生长，见图 1～4．

本 实 验 中 ： Pm ＝0.747 Pn ＝0.006P ＝0.747 ＋

0.667＋0.119＋0.136＋0.170＋0.148＋0.006＋0.190

＝2.182．lgI＝lg0.01/0.005＝0.3 根据公式 :

lgIC50＝-2-0.3 2.182- （3-0.747-0.006)
4

＝-2.486

IC50＝0.00327＝0.003 所以抑制率 50％的时候抗体

的浓度 0.003 （mg/mL） .

3 讨论

Wnt-1 信号通路是一条进化上高度保守的非直

线型信号传导通路，其在细胞的分化、增殖和凋亡

等生理过程中，以及在细胞癌变、肿瘤侵袭等病理

过程中均发挥了至关重要的调控作用．研究发现

Wnt 基因家族编码的 Wnt-1 蛋白是一种分泌糖蛋

白，通过自分泌和 （或） 旁分泌释放到基质，分泌

表 1 对照组和肺癌组Wnt-1蛋白的表达 ［n （%）］

Tab. 1 Comparison of the protein expression of

Wnt-1 between two groups ［n （%）］

组 别 n 阳性 阴性

对照组 500 0（0.0） 500（100.00）

肺癌组 500 377（75.40） 123（24.60）*

25第 2 期 李定彪，等．阻断 Wnt-1 信号通路对云南肺癌细胞株的影响

与对照组比较，** ＜0.01.



图 2 Wnt-1 蛋白在阴性对照组织中的表达（免疫组化 SP 法，左图×40，右图×400）

Fig. 2 Wnt-1 protein expression in negative control tissue (immunohistochemistry SP method, left 40 right ×

400)

D

A

B

C

图 3 Wnt-1 蛋白在对照组织中的表达（免疫组化 SP 法，A、B×200，C、D×400）

Fig. 3 Wnt-1 protein expression in control tissue (immunohistochemistry SP method, left× 200, right × 400)

A B C

图 4 细胞株未加抗体Ａ未加，B加入Wnt-1抗体 0.005（mg/mL） ，C加入Wnt-1抗体 0.01 （mg/mL）

Fig. 4 Glc-82 cells cultured with addition of nothing(Ａ) Wnt-1 antibody 0.005 (mg / mL) （B） and 0.01(mg/mL)

(C)
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后与细胞表面基质及其特异性受体卷曲蛋白 （Fz）

相 互 作 用 ， 通 过 其 下 游 散 乱 蛋 白 （Dvl）、

GSK-3β、β-catenin、APC 等磷酸化和去磷酸化

过程来完成 Wnt 信号传递，进而导致核心因子

β-catenin 稳态并定位于核内，激活下游靶基因的

转录，发挥生物学作用[3，4]．β-catenin 由胞浆向胞

核的转位被认为是该信号通路被激活后行使功能的

标志[5]．然而在肺癌中，β-catenin 基因的突变率

很低，常见的是 β-catenin 蛋白的异常表达 [6]，若

肺癌细胞胞质中存在启动子 Wnt-1 蛋白，并认为

细胞中存在功能性的 Wnt-1 信号通路的激活．

国内外目前有关 Wnt 信号途径研究主要集中

于 Wnt 的下游信号的异常表现，如 β-catenin，

APC，GSK-3β，CTNNB1 及 axin 基因突变等．而

对于 Wnt 信号途径的上游信号 （Wnt 蛋白及其抑

制物等） 的异常改变与肿瘤发生的关系的研究相对

较少．如直接阻断 Wnt-1 蛋白与蛋白跨膜受体结

合，沉默 Wnt 抑制基因表达等 [7-9]本实验选择云南

个旧锡矿工人的肺癌细胞株，特殊病因导致的肺癌

为切入点，免疫组化发现 Wnt-1 蛋白阳性染色主

要定位于细胞浆和细胞膜 （图 3），为粗细不一的

棕黄色颗粒，在肺癌组中的阳性表达率为 75.40%，

与对照组 （图 2） 相比具有统计学意义 （ ＜

0.001） ．表明个旧肺癌细胞胞质中存在 Wnt-1 蛋

白的表达，存在功能性的 Wnt-1 信号通路．包传

恩等人[10]用山羊抗人 Wnt-1 多克隆抗体 （G-19，

sc-6280） 对 60 例石蜡包埋的原发性 NSCLC 组织

进行免疫组化染色，并与 15 例良性病变比较，结

果 Wnt-1 在肺癌中的阳性率为 55.6%，在肺良性病

变中，阳性率仅为 13.3%．

在个旧肺癌细胞株中分别加入不同浓度的

Wnt-1 抗体，结果显示 Wnt-1 抗体浓度为 0.01

mg/mL 时能极显著抑制细胞增殖和生长 （ ＜

0.01）；抗体浓度为 0.005 mg/mL 时能显著抑制细胞

增殖和生长 （ ＜0.05） ．而过于稀释抗体浓度则

不能抑制细胞增殖和生长，并且抑制率 50％的时

候抗体浓度为 0.003 mg/mL．这证明了在蛋白水平

上，Wnt-1 抗体与 Wnt-1 蛋白的抗原抗体反应，

对 Wnt 信号通路中 Wnt-1 蛋白这一非常重要的启

动因子进行抗原抗体反应，从而抑制 Wnt-1 蛋白

与胞膜受体结合，引起 Wnt-1 通路下游蛋白的改

变，从而在上游水平成功阻断了这一信号通路的传

导，显著抑制了个旧肺癌细胞增殖和生长．Biao

He[11]等利用单克隆抗体和 RNA 干扰方法阻断 Wnt

信号转导通路．发现在 Wnt-1 高表达癌细胞中利

用单克隆抗体阻断 Wnt-l 信号转导通路诱导非小细

胞肺癌、乳腺癌、间皮瘤和肉瘤癌细胞的凋亡．引

起 Wnt-l 下游蛋白的表达变化．RNA 干扰实验也

得到相似的结果．有研究发现采用 Wnt-1 单克隆

抗体或 siRNA 阻断 Wnt-1 信号可导致下游因子

β-catenin 表达水平下调，细胞凋亡明显增加 [12]程

万宏等人 [13]用 RT-PCR 技术对 48 例肺腺癌中

Wnt-l 基因表达的检测，表达率为 39.6％ l 与

Wnt-1 在肺腺癌的表达率相近，Wnt-l 基因表达与

生存时间呈负相关，生存时间＞3 a 组 Wnt-1mR-

NA 表达率 （29.0％） 明显低于生存时间＜3 a

（58.8％） ．大多实验显示 Wnt-1 过表达与非小细

胞肺癌增生、进展和预后差有关，Wnt-1 过表达的

肺癌患者生存时间会明显低于未表达的肺癌患者
[14，15]．本实验证实了个旧肺癌细胞株中存在功能性

的 Wnt-1 信号通路，Wnt-1 抗体能极显著抑制个

旧肺癌细胞增殖和生长，且与抗体浓度成正比，抑

制率 50％的时候抗体的浓度 0.003 mg/mL．因此，

Wnt-l 信号可作为个旧肺癌治疗的新的靶点[16]．

肿瘤中异常 Wnt 信号转导的研究在国际上还

处于起步阶段，还有许多问题尚不清楚，在不同的

细胞类型、不同时间、不同空间、不同病因和

Wnt/β-catenin 信号传导途径的复杂性以及肺癌的

发生发展是由多因素导致，多基因参与，多步骤形

成的复杂病理生理过程的情况下，通过控制变量，

结合相同致病因为切入点对发病机制的研究意义重

大，对肺癌的分子病理分期和靶向治疗提供理论基

础，为临床对肺癌的早期诊断、预后判断提供依

据．
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