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吲哚胺一2，3一双加氧酶在非小细胞肺癌的表达及其意义

高一凡1，王永鹏2，李兴华3。唐建武

[摘要]目的：探讨非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)组织(肺癌组织及配对淋巴结转移癌组织)巾吲哚胺-2，3一

双加氧酶(indoleamine一2，3-dioxygenase，INDO)的表达水平与NSCI。C临床病理学参数之间的关系。方法：用免疫组织化学检测

80例肺癌组织(包括原发性肺癌组织和配对淋巴结转移癌组织)、癌旁币常肺组织石蜡切片中INDO的表达水平，Western blot

法检测其巾40例新鲜肺癌组织及其癌旁正常肺组织中INDO的表达情况，根据手术、病理和影像学结果判断有无转移并确定

分期，分析INDO蛋白表达水平与临床病理学参数之阳J的关系。结果：INI)O蛋白阳性部位位于肺癌细胞质，其在原发性肺癌

组织中阳性率为80．oo％，明显高于在癌旁I卜常肺组织中的阳性率20．00％(P<0．001)，在有淋巴结转移组巾的阳性率为

95．56％。显著高于在尤淋巴结转移组中的阳性率60．00％(P<0．01)，且与淋巴结转移有一定关系(P<0．05)。淋巴结转移

癌中INDO阳性表达牢为97．78％，显著高于原发灶巾INI)O的表达率80．00％(P<0．01)。结论：INDO在肺癌原发灶表达显

著高于正常肺组织，且与NSCLC的淋巴结转移显著相关，而淋巴结转移癌中的表达又显著高于配对肺癌原发灶中的表达，提

示INI)O异常高表达n，能与NSCLC转移有关。
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Expression of indoleamine 2,3--dioxygenase in non··small cell lung cancer and its significance

GAO Yi—fanl，WANG Yong-pen92。LI Xing—haa3，TANG Jian-WUl

(1．Department of Pathology，Dalian Medical University，Dalian Liaoning 1 1 6044；

2．Department of Colorectal Surgery，Liaoning Cancer Hospital，Shenyang Liaoning 1 1 0042；

3．Department of Immunology。Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

[Abstract]Objective：To&qsess the relevance of the expression of indoleamine-2，3-Dioxygenase(INDO)in non small cell lung

cancer(NSCLC)and the clinical pathological parameters of NSCLC．Methods：lmmunohistoehemistry method was used to detect the

INI)0 expression in 80 NSCLCs．including primary pulmonary carcinoma and lymph node metastatic：carcinoma．and the tissue samples

of 40 cases were screened by Western blot analysis to detect the expression of INDO in the cancer and normal tissues．The metastasis

stage was defined on the basis of the results of operation，pathological test and imaging diagnosis．The correlation between the expression

of INI)O and the clinical pathological parameters was analyzed．Results：Immunohistochemistry showed that the I N I)O W&q present at the

cytoplasm area，and the positive rate was 80．00％in the primary cancer tissue．demonstrating a great increase in comparison with the

controI(20．00％)(P<0．001)，an(1 the positive rate was 95．56％in the metastasis carcinoma group and 60．00％in the none

metastasis group(P<0．0 I)．The INDO expression in lymph node metastatic carcinoma Was 97．78％．which was significantly higher

than that in the primary ones(80．00％)(P<0．01)．Conclusions：INDO is over—expressed in the NSCLC group，and is obviously

related with the lymph node metastasis of NSCLC，which indicates that over expression of INDO may have a positive correlation with the

metastasis of NSCi￡．
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肺癌是我同乃至全世界最常见、预后最差的恶

性肿瘤之一。目前认为，肺癌的发生、发展和转移的

具体机制仍然有待深入研究。吲哚胺．2，3．双加氧

酶(indoleamine-2，3-dioxygenase，INDO)是人体细胞

内色氨酸代谢限速酶，其表达增强后可以通过多种

机制诱导局部免疫耐受，为肿瘤的发生、发展乃至转
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移创造适宜的条件⋯。本研究拟采用免疫组织化

学检测80例非小细胞肺癌(non—small cell lung

cancer，NSCLC)组织(包括原发性肺癌组织和配对

淋巴结转移癌组织)、癌旁正常肺组织石蜡切片中

INDO的表达水平，并用Western blot法检测其中40

例新鲜肺癌组织及其癌旁正常肺组织中INDO的表

达情况，分析INDO蛋白表达水平与临床病理学参

数之间的关系，为NSCLC免疫耐受的产生机制和治

疗对策研究提供理论和实验依据。

1材料与方法

1．1 材料80例NSCLC组织及相应配对淋巴结

 



转移癌，20例癌旁正常肺组织均为辽宁省肿瘤医院

2006年3月至2006年12月手术切除标本，均得到

确切的病理学诊断。男48例，女32例；年龄28—

70岁。鳞癌39例，腺癌41例。临床分期按2002年

国际抗癌联盟(UICC)TNM标准分期：I期13例，

Ⅱ期25例，Ⅲ期33例，Ⅳ期9例。病理分级：高分

化24例，中分化31例，低分化25例。有淋巴结转

移者45例，无淋巴结转移者35例。取其中40例新

鲜原发性肺癌组织(鳞癌、腺癌各20例)及其癌旁

正常肺组织标本，术中切除后立即放入一70℃冰箱

保存备用。

1．2免疫组化标本用10％甲醛溶液固定，石蜡

包埋，制成4¨m连续切片，经脱蜡、脱苯、水化后，

滴加抗INDO抗体(美国Santa Cruze公司，sc一

25120，稀释比例为1：125)，染色方法按链霉素抗生

物素蛋白一过氧化物酶(S-P)法试剂盒说明书(KIT一

9710，福州迈新牛物技术开发有限公司)步骤进行，

以PBS代替一抗作为阴性对照。

1．3结果判定光镜下(×400)计数100个肿瘤

细胞中着色细胞数，以细胞质出现广泛棕黄色和棕

褐色颗粒为阳性，以未染色或淡黄色为阴性。高倍

视野下计数500个肿瘤细胞中阳性细胞数，INDO异

常表达百分数分为以下4个等级：<25％为0分，

26％一50％为1分，51％一75％为2分，>75％为

3分。根据免疫组化染色强度分为3个等级：浅黄色

计为1分，棕黄色为2分，黄褐色为3分。以阳性细

胞数和染色强度的分值乘积作为每例的积分，积分

为0者判定为阴性，积分≥1为阳性。
1．4 Western blot检测4 oC下取等量标本(1～
2 g)，加大约5倍湿重的裂解缓冲液，粉碎匀浆，

4℃低温高速离心。取上清为总蛋白。Bradford法

测定蛋白浓度，取等量蛋白，进行SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳。取下凝胶40 V转印2 h，封闭后，与抗

INDO(1：400稀释)和抗B—actin(北京中杉金桥生物

技术有限公司，稀释比例1：400)4 oC孵育过夜；经

TBS、TFBS洗涤后与二抗(1：2 000)室温下孵育1 h，

TFBS、TBS洗涤，DAB显色。结果经自动电泳凝胶

成像分析仪(Chemi Imager5500型，USA)采集，进行

灰度值测定。

1．5 统计学方法 采用t检验、，检验、秩和检

验、四格表确切概率法和等级相关分析。

2结果

2．1 INDO蛋白在NSCLC组织及相应配对淋巴转

移癌中的表达及与临床病理paramehers之间的关系

本研究中共80例原发灶与相配对的淋巴转移对
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照组，其中INDO蛋白表达的阳性表现为细胞质着

色为棕黄色或黄褐色。在原发病灶的研究组中，

INDO蛋白的阳性表达≤55岁为77．78％，>55岁

为81．8l％(P>0．05)，男性INDO蛋白的阳性率

83．33％，女性75．oo％(尸>0．05)，中早期肺癌(I／

Ⅱ期)与进展期肺癌(11I／IV)差异无统计学意义

(P>0．05)；INDO蛋白阳性表达与腺癌和鳞状细胞

癌的关系无差异(P>0．05)；INDO蛋白阳性表达与

肺癌的高中低分化有一定关系(P<0．05)。淋巴结

转移者INDO在原发灶中的表达阳性率高于无转移

者(P<o．05)。

淋巴结转移癌研究组中，INDO蛋白的表达与

年龄、性别、临床分期、组织学类型以及分化程度均

无明显关系(P>0．05)，只与淋巴结是否转移关系

密切(见表1)。

表1 临床病理参数与NSCLC的INDO蛋白表达的关系【忍)

△不四韬表确切概率法

2．2 INDO蛋白在NSCLC原发灶和配对淋巴结转

移癌中的表达和分布在20例癌旁正常肺组织中，

有4例标本肺泡上皮细胞的细胞质为棕黄色着色，

其余16例均为淡黄色着色或未着色。而在原发性

肺癌组织中阳性率为80．00％(64／80)，明显高于癌

旁正常肺组织的阳性率20．00％(4／20)(r=

26．47，P<0．01)(见图1)，在有淋巴结转移组中阳

性率为95．56％(43／45)，显著高于无淋巴结转移组
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60．00％(21／35)∽=15．56，P<0．01)。原发灶、
转移灶均为阳性43例，原发灶、转移灶均为阴性1例，

原发灶阴性而转移灶阳性1例。未发现原发灶阳性

而转移灶阴性的病例。淋巴结转移癌中INDO阳性

表达率为9"／．78％(w45)，显著高于原发灶中INDO
的表达率80．00％(64／80)印=7．75，P<o．01)。

图1 原发性肺癌胞质内INDO强阳性染色(sP X400)(A：鳞癌，B：腺癌) 图2淋巴结转移癌胞质内INDo强阳性染色(sP X400)

2．3 Westem blot结果应用单克隆INDO抗体

(稀释比例l：500)检测20例肺鳞癌、20例肺腺癌及

其40例癌旁正常肺组织中INDO蛋白的表达情况，

结果显示，40例癌旁肺组织中有8例出现明确的特

异性条带(42 kDa)，阳性率为20．00％；而在40例

肺癌组织中有34例出现相同分子量特异性的条带，

阳性率为85。00％(见图3)。INDO蛋白在肺癌组

织中的相对表达量(1．346 6±0．371 1)显著高于癌

旁正常肺组织(0．300 5±0．176 8)(t=16．10，P<

0．01)(见图3)。

Tl、T2、T3：肿瘤组织；N1、N2、N3：相应癌旁正常组织

图3 Western blot检测INDO在肺癌组织和正常肺组织
中的表达

3讨论

最近研究表明，人类INDO蛋白分子是含血红

素的单一肽链，由403个氨基酸组成，分子量约
42 kDa；其等电点约为6．9。人INDO分布于肝外组

织，在胎盘、肺和肠道等组织中该酶的活性相对较

高。胎盘滋养层细胞、肺和肠道的外周血单核／巨噬

细胞可有效合成INDO。编码INDO的基因位于人

和小鼠的8号染色体，包含10个外显子和9个内含

子，为单拷贝基因，全长15 kbp旧J。干扰素(IFN)能

强烈地诱导INDO的表达，其中IFN一^y具有最强的

刺激潜能旧J。肿瘤坏死因子．仅(TNF．Ot)、白介素．1

(IL一1)和IL-2能增强IFN介导的INDO的表达；转

化生长因子一B(TGF—p)、IL-24和IL-26下调INDO

的表达卜J。IND0主要作用是利用超氧阴离子降解

吡咯环，L-色氨酸是INDO的生理底物。INDO是体

内催化色氨酸分解代谢的限速酶，可能是肿瘤微环

境中免疫耐受形成过程中的一个关键因素。由于色

氨酸是哺乳动物体内维持细胞活化和增殖所必须的

氨基酸，所以INDO的表达强弱对某些细胞的功能

有重要调控作用怕1。

目前已有对INDO蛋白在多种肿瘤中的表达及

其意义的研究，Schroecksnadel等Mo对妇科肿瘤、

Brandacher等"1和Ino等¨1对结直肠癌标本的研究

都表明，INDO在癌组织表达高于正常组织，且与恶

性肿瘤患者远处转移的发生率和预后等均具有明显

相关性，甚至有学者提出该因子可以作为结直肠癌

患者独立的预后因素。最近，Muller等一。研究发现

在自发性乳腺癌MMTV2Neu小鼠模型中，INDO抑

制剂1一MT与细胞毒性抗肿瘤药紫杉醇、顺铂、环磷

酰胺和阿霉素合用，能引起肿瘤的消退，而它们单独

使用没有明显的作用；另一个INDO抑制剂甲基巯

乙内酰脲色氨酸与紫杉醇联合用药也有相似的作

用。这些研究提示小分子的INDO抑制剂能够增强

化疗药的抗肿瘤作用。我们采用免疫组织化学方法

检测了INDO在NSCLC中的表达情况，结果显示

INDO在原发性肺癌组织中阳性率为80．00％，而在

癌旁正常肺组织中的阳性表达率为20．00％，INDO

的表达与肺癌的组织学分型、分化程度和TNM分期

等其他临床病理因素无关。这与Yasui等¨叫在肺

癌中取得的研究结果相似。

研究也表明，INDO与肿瘤的侵袭转移能力存

在相关性。Brandacher等l列研究表明，INDO表达明

显增强的患者更容易发生肝转移，且存活时间明显

缩短，Nakamura等¨¨通过研究子宫颈癌患者病理

 



标本后发现，表达INDO的痛细胞具有更强的侵袭

能力。本文结果表明，在NSCLC中有淋巴结转移组

INDO的表达率显著高于无淋巴结转移组(尸<

0．05)，而淋巴结转移癌INDO阳性表达率显著高于

原发灶INDO的表达率。这些都提示INDO(+)肺

癌细胞更易于发生淋巴结转移。

值得一提的是，Western blot结果虽然发现

NSCLC的INDO表达量显著高于癌旁正常肺组织，

却未发现INDO在NSCLC中的表达与转移等I临床

病理学参数之间的相关性，这与免疫组织化学方法

得出的INDO异常高表达与NSCLC淋巴结转移相

关的结论并不完全一致。我们分析造成这种差异的

原冈是INDO在肺癌组织中的肺泡卜皮细胞及其它

间质细胞中均有表达，而Western blot的组织标本除

含有肿瘤细胞外，也含有正常的上述细胞，这很容易

造成提取的蛋白样本出现细胞问的交叉污染，使实

验结果有所偏差。这有待进一步更精确更细致的实

验，使结果更准确并有说服力。

总之，本研究取得一定意义的结论；但由于随访

时间较短，没有进行INDO表达情况与患者存活时

间的调查与评估。究竟INDO表达与患者预后、5年

生存等因素是否存在相关性以及相关性的大小，还

有待于进一步研究。同时，该研究为抑制NSCLC发

展、转移的机制，探索更加有效的治疗方法提供新的

思路。
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中文的省略号为两个三连点(即⋯⋯)，占两格，外文中则用一个三连点(即⋯)，占一格。

省略号主要用于表示文字的省略(引文或列举省略)、状态的延续及语言的含蓄等，就医学

文稿或书刊而言，省略号应尽量少用或不用，主要是文稿所涉及的内容为科学事实或科研过程，

其中需要读者了解的，自然不能省略，而不需让读者知道者又不必列举。当必须使用省略号时，

省略号后不能再加其他点号(逗号、分号、句号等)。当省略整段时，应另起一行，中文用四个三

连点，外文用两个三连点。
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