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AMPK、NF-κB、COX-2 及 PGE2
在非小细胞肺癌中的表达鄢

李韶今袁张相民袁刘联斌袁曾汶袁李荣袁梁婷袁王冬梅袁周茂华
渊 赣南医学院附属肿瘤医院 肿瘤防治研究所袁江西 赣州 341000冤

摘要：目的 探讨腺苷酸活化蛋白激酶渊 AMPK冤尧核因子 κ B渊 NF- κ B冤尧环氧合酶 2渊 COX- 2冤及前列腺素
E2渊 PGE2冤在非小细胞肺癌渊 NSCLC冤中的表达及其关系遥 方法 采用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白 - 过氧

化物酶连接法检测 NSCLC和正常肺组织标本中可以直接反映 AMPK 激活状态的乙酰辅酶 A羧化酶磷酸化

后的产物渊 P- ACC冤尧NF- κ B尧COX- 2的表达袁实时荧光定量聚合酶链反应渊 qRT- PCR冤和Western blot检测

NSCLC标本及血液尧正常肺组织标本及血液中 AMPK尧COX- 2及 PGE2受体的表达遥 结果 免疫组织化学法检

测发现袁P- ACC在NSCLC中低表达袁NF- κ B和COX- 2在 NSCLC中高表达袁其阳性率分别为 33.9%尧75.8%和
66.1%袁且与正常肺组织中的表达差异有统计学意义曰qRT- PCR 和Western blot检测发现袁在 NSCLC标本及

血液中袁AMPK mRNA表达降低袁COX- 2和 PGE2受体mRNA表达升高遥结论 在NSCLC中袁AMPK低表达袁
NF- κ B尧COX- 2及 PGE2高表达袁其相互作用可能在 NSCLC的增殖尧凋亡耐受尧侵袭及转移过程中占据重要
位置袁其表达情况为临床治疗 NSCLC提供新的思路遥
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Expressions of AMPK, NF-资B, COX-2 and PGE2 in
non-small cell lung cancer鄢
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Ting Liang, Dong-mei Wang, Mao-hua Zhou

(Institute of Cancer Research, the Affiliated Tumor Hospital of Gannan Medical University,
Ganzhou, Jiangxi 341000, China)

Abstract: Objective To discuss the expressions and relations of AMP-activated protein kinase (AMPK),
nuclear factor-资B (NF-资B), cyclooxygenase 2 (COX-2) and prostaglandin E2 (PGE2) in non-small cell lung
cancer (NSCLC). Methods The expressions of phosphorylation product of acetyl coenzyme A carboxylase (P-
ACC, which could directly reflect active AMPK), NF-资B and COX-2 in NSCLC and normal lung tissue
specimens were detected by immunohistochemical SP method. The expressions of AMPK, COX-2 and EP2 in
NSCLC, normal lung tissues and blood specimens were detected by qRT-PCR and Western blot. The SPSS
22.0 software package was used for statistical analysis. Results The positive expression rate of P-ACC in the
NSCLC specimens was 33.9% which was significantly lower than that in the normal lung tissue; while the
positive expression rates of NF-转B and COX-2 in the NSCLC specimens were 75.8% and 66.1% respectively,
which were significantly higher than those in the normal lung tissue. The expression of AMPK mRNA was
reduced, while the expressions of COX-2 mRNA and PGE2 mRNA increased in the NSCLC specimens and
blood, there were significant differences. Conclusions Low-expression of AMPK and high-expressions of NF-资B,
COX-2 and EP2 in NSCLC may play important roles in NSCLC proliferation, apoptosis tolerance, invasion
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非小细胞肺癌 渊 non- small- cell lung cancer袁
NSCLC冤的发病机制是包含基因突变的复杂过程袁基
因突变导致细胞凋亡受阻尧增殖失控尧转移侵袭尧血
管生成等恶性行为[1- 3]遥 表皮细胞向间叶细胞化生是
癌变的一个重要过程袁其发生是由于人体内解除控制
的炎症反应袁从而导致细胞免疫的削弱和恶性肿瘤
的发生[4-8]遥 大量失控的炎症反应使机体罹患NSCLC

的风险大大增加[9- 11]遥
炎症相关基因腺苷酸活化蛋白激酶渊 AMP- acti-

vated protein kinase袁AMPK冤尧 核因子 κ B渊 nuclear

factorκ B袁NF- κ B冤尧 环氧合酶 2渊 cyclooxygenase袁
COX- 2冤及前列腺素 E2渊 prostaglandin E2袁PGE2冤在
慢性炎症启动致癌信号通路过程中具有重要作用袁
且可以相互作用袁共同促进肿瘤的增殖尧凋亡及转移
过程[12]遥 本研究初步探讨 AMPK尧NF- κ B尧COX- 2及
PGE2在 NSCLC发生尧发展中的作用袁可望为进一步
阐明 NSCLC发生尧发展的分子生物学机制袁为相关疾
病的临床诊断尧治疗尧预后提供理论与实验依据袁为
NSCLC的三级预防提供新的视角遥

1 资料与方法

1.1 病例资料

选取 2008年 1月 1日 - 2010年 12月 31日在赣

南医学院附属肿瘤医院就诊袁有完整临床病理资料袁
病理检查证实为 NSCLC的 62例患者作为 NSCLC

组曰同时选取 20例因其他原因行肺叶切除患者作为

正常组遥 NSCLC组袁男性 48例袁女性 14例曰年龄
21～69岁袁平均 55.65岁袁中位年龄 58.00岁曰其中
鳞癌 33例袁腺癌 16例袁腺鳞癌 8例袁大细胞癌 2例袁
类癌 1例袁淋巴上皮样癌 1例袁原位癌 1例遥 选取
2015年 1月 - 2015年 10月在赣南医学院附属肿瘤

医院就诊的肺部疾病患者 30例作为实验组袁男性
25例袁女性 5例曰年龄 38～80岁袁平均 59.43岁袁中
位年龄 60岁曰其中 21例鳞癌袁8例腺癌袁1例大细胞
癌遥 对照组 11例因其他原因行肺叶切除术的患者遥
NSCLC组和正常组作为免疫组织化学法标本袁取实
验组和对照组的新鲜组织及血液标本做实时荧光定

量聚合酶链反应 渊 quantitative real- time polymerase

chain reaction袁qRT- PCR冤和Western blot检测遥

1.2 主要试剂

改良伊格尔培养基尧胎牛血清尧胰蛋白酶购自美
国 Gbico公司袁多克隆抗体 AMPK尧乙酰辅酶 A羧化

酶磷酸化后的产物 渊 acetyl- coa carboxylase product

of phosphorylation袁P- ACC冤抗体尧COX- 2抗体尧前列
腺素 E2受体渊 prostaglandin E receptor 2袁EP2冤抗体
购自美国 Cell Signaling Technology 公司袁NF- κ B

渊 美国 Santa Cruz公司冤袁 二抗渊 美国 Santa Cruz公

司冤袁Trizol 渊 美国 Invitrogen 公司冤袁 二喹啉甲酸
渊 bicinchoninic acid袁BCA冤 蛋白定量试剂盒 渊 美国
Hyclone公司冤 袁qRT- PCR试剂盒 渊 日本 TaKaRa公

司冤袁增强化学发光法渊 enhanced chemiluminescence袁
ECL冤试剂盒渊 瑞典 Amersham公司冤袁qRT- PCR仪器
渊 日本 TaKaRa公司冤遥
1.3 免疫组织化学法检测 P-ACC、NF-κB、

COX-2 的表达

免疫组织化学法主要参照免疫组织化学链霉菌

抗生物素蛋白 - 过氧化物酶连接法渊 strepta-

vidin- perosidase袁SP冤检测试剂盒说明书进行操作袁主
要步骤为院标本用 10%福尔马林固定尧脱水袁石蜡包
埋袁高压抗原修复尧内源性过氧化物酶灭活尧封闭袁一
抗孵育尧二抗孵育尧二氨基联苯氨显色袁苏木精复染尧
脱水尧透明袁封片尧镜检遥
1.4 免疫组织化学法结果判定

由 2位高年资病理医师双盲评判遥 在 400倍视

野下袁每例随机选取不重复 5个视野袁然后按阳性细
胞占全部细胞的百分率分为院表达阴性渊 -冤袁即无阳
性细胞或仅有个别细胞曰表达弱阳性渊 +冤袁即阳性细
胞数为 10%～25%曰表达中度阳性渊 ++冤袁即阳性细
胞数为 25%～50%曰表达强阳性渊 +++冤袁即阳性细胞
数≥ 50%遥
1.5 qRT-PCR 检测 P-ACC、NF-κB、COX-2 及

PGE2 受体mRNA的表达

引物根据 Premer primer 5.0设计袁由上海吉凯
基因化学技术有限公司合成遥 采用 Trizol 法提取组

织和血液总 RNA袁根据日本 TaKaRa公司M- MLV逆

转录试剂盒步骤逆转录合成 cDNA袁置入 - 20℃冰箱

冷冻保存遥 Super Peal PreMix渊 SYBR Green冤作为荧
光指示剂进行 PCR扩增反应袁PCR反应体系共 50μ l袁

and metastasis. These different expressions provide a new idea for clinical treatment of NSCLC.
Keywords: non-small cell lung cancer; AMP-activated protein kinase; phosphorylation product of acetyl

coenzyme A carboxylase; nuclear factor 资B; cyclooxygenase 2
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组别 - /例 +/例 ++/例 +++/例 阳性率 /%

NSCLC组渊 =62冤 41 11 9 1 33.9

正常组渊 =20冤 4 3 8 5 80.0

表 2 两组 P-ACC蛋白的表达比较

表 1 PCR引物序列

基因 引物序列

正向院5'- GACAACTTTGGCATCGTGGA- 3'

反向院5'- ATGCAGGGATGATGTTCTGG- 3

正向院5'- CAGCTTGCAGTGGCTTATCA- 3'

反向院5'- CAGTGCATCCAATGGACATC- 3

- 2 正向院5'- TGAAACCCACTCCAAACACA- 3'

反向院5'- GAGAAGGCTTCCCAGCTTTT- 3'

2 正向院5'- AAGCAGCGTTGGGAGCA- 3'

反向院5'- GCTGGCGATGAACAACGAG- 3'

1尧2院正常肺组织曰3～5院NSCLC组织曰6院正常血清曰7院NSCLC血清

图 2 不同样本中 AMPK、COX-2、EP2蛋白表达

1 2 3 4 5 6 7

AMPK

COX- 2

EP2

β - actin

A院P- ACC在正常肺组织中表达阳性曰B院P- ACC在NSCLC组织

中表达阴性

图 1 正常肺组织及NSCLC组织中 P-ACC蛋白表达

渊 SP× 400冤

A B
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SYBR Green 25 μ l袁cDNA模板 2 μ l袁正尧反向引物
各 1μ l袁ddH2O 20μ l遥反应条件院95℃预变性 15min袁
95℃变性 10 s袁63℃退火 20 s袁72℃延伸30 s袁共 40个

循环遥 以甘油醛 - 3- 磷酸脱氢酶渊 glyceraldehyde- 3-

phosphate dehydrogenase袁GAPDH冤作为内参照遥 采
用 Livak渊 2- △ △ Ct冤法分析基因的相对表达差异袁每个
样本每个基因进行 3个复孔平行实验遥 △ △ Ct=实

验组渊 Ct 目的基因 - CtGAPDH冤 - 对照组渊 Ct 目的基因 - CtGAPDH冤遥
见表 1遥

1.6 Western blot 检测 P-ACC、NF-κB、COX-2

及 PGE2 受体蛋白的表达

用蛋白裂解酶裂解组织或血液中蛋白袁用 BCA

蛋白定量试剂盒测定各组样品蛋白总蛋白浓度遥 提
取总蛋白袁定量袁按比例加上样缓冲液袁混匀袁95℃变
性 10min袁十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后袁
电转移至聚偏二氟乙烯膜 渊 polyvinylidene fluoride袁
PVDF冤 上袁5%牛血清白蛋白室温封闭 1 h袁 然后将
PVDF膜分别与一抗 APMK渊 1∶1 000冤尧COX- 2渊 1∶

1 000冤尧PGE2渊 1∶1 000冤孵育袁4℃过夜遥 TBST洗涤

3次袁 每次 10 min遥 加入辣根过氧化物酶标记的二
抗袁室孵育 2 h遥 ECL试剂盒显色袁凝胶成像仪显相遥
实验以 β - actin为内参照袁采用 Image J软件分析各

组蛋白表达条带的灰度值袁该灰度值减去对应背景
灰度值后得到该蛋白表达的灰度值袁 再除以内参
GAPDH的灰度值即为该蛋白表达的含量水平遥
1.7 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0统计软件袁计量资料以
均数± 标准差渊 x± s冤表示袁用独立样本 检验袁等级
资料用等级表示袁计数资料以百分率渊 %冤表示袁用
χ 2检验袁 <0.05为差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 P-ACC在 NSCLC中的表达

免疫组织化学法检测发现袁P- ACC在正常肺组
织中阳性表达率为 80%袁且着色较强袁均为渊 ++冤或
渊 +++冤袁而在 NSCLC中阳性表达率为 33.9%袁经 χ 2

检验袁 差异有统计学意义 渊 χ 2=21.971袁 =0.000冤袁
NSCLC组织低于正常肺组织遥 P- ACC是 AMPK的下

游直接靶蛋白袁 可以直接反映 AMPK的激活状态袁
因此在 NSCLC组织中袁AMPK mRNA和蛋白的表达

低于正常肺组织袁差异有统计学意义渊 =0.045冤袁见
表 2和图 1～3遥

图 3 qRT-RCR检测 AMPK mRNA 的表达 渊 x± s冤

组织 血清

正常组
NSCLC组
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6

4

2

0
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A院COX- 2在正常肺组织中表达阴性曰B院COX- 2在 NSCLC组织

中表达阳性

图 5 正常肺组织及NSCLC组织中COX-2 蛋白表达

渊 SP× 400冤

A B

表 4 COX-2 蛋白的表达比较

组别 - /例 +/例 ++/例 +++/例 阳性率 /%

正常组渊 =20冤 16 3 1 0 20.0

NSCLC组渊 =62冤 21 23 13 5 66.1

表 3 NF-ΚB蛋白的表达比较

组别 - /例 +/例 ++/例 +++/例 阳性率 /%

正常组渊 =20冤 17 2 1 0 15.0

NSCLC组渊 =62冤 15 27 15 5 75.8

A B

A院NF- 资B在正常肺组织中表达阴性曰B院NF- 资B在 NSCLC组织

中表达阳性

图 4 正常肺组织及NSCLC组织中NF-κB蛋白表达

渊 SP× 400冤

2.2 NF-κB在 NSCLC 中的表达

NF- κ B在正常肺组织中阳性表达率为 15%袁
而在 NSCLC中阳性表达率为 75.8%袁经 χ 2检验袁差
异有统计学意义渊 χ 2=23.608袁 =0.000冤袁NSCLC组织
高于正常肺组织遥 见表 3和图 4遥
2.3 COX-2 在 NSCLC中的表达

COX- 2在正常肺组织中阳性表达率为 20.0%袁
而在 NSCLC组织中阳性表达率为 66.1%袁经 χ 2检

验袁差异有统计学意义渊 χ 2=12.836袁 =0.004冤袁NSCLC
组织高于正常肺组织遥 在 NSCLC组织中袁COX- 2
mRNA和蛋白的表达高于正常肺组织袁差异有统计
学意义渊 =0.007冤曰在 NSCLC组与正常组的血清中袁
COX- 2 mRNA和蛋白表达差异有统计学意义渊 =

0.032冤袁见表 4和图 2尧5尧6遥

2.4 PGE2在 NSCLC中的表达

在 NSCLC组织中袁PGE2受体 mRNA和蛋白的

表达高于正常肺组织袁差异有统计学意义渊 =0.028冤曰
在 NSCLC组与正常组的血清中袁PGE2 mRNA和蛋

白表达差异有统计学意义渊 =0.004冤遥 见图 2尧7遥

3 讨论

P- ACC是腺苷酸活化蛋白激酶被激活后袁乙酰
辅酶 A 羧化酶磷酸化失活而形成的袁P- ACC是
AMPK的下游直接靶蛋白袁可以直接反映 AMPK的

激活状态[13]遥 AMPK激活后可显著减轻机体炎症介

质的表达袁减少组织的炎症损伤遥 STEINBERG等[14]

研究发现袁AMPK的活性可以被肿瘤坏死因子 α 上

调蛋白磷酸酶 2C的表达抑制遥 另有学者观察到袁抗
炎细胞因子白细胞介素 10和转化生长因子 β 可提

高老鼠和人类的巨噬细胞中 AMPK的活性袁而脂多
糖则降低 AMPK 的活性 [15]遥 该研究说明袁AMPK 的
活性可以调节炎症反应袁AMPK 的失活促进炎症的
发展遥

NF- κ B是一种重要的转录因子蛋白袁参与多个
基因表达的调节遥 NF- κ B是在 B细胞免疫球蛋白

的 κ 轻链上被发现袁对细胞的生长尧黏附尧炎症反应
和分化具有重要作用袁当细胞受到炎症因子尧免疫
相关因子和肿瘤坏死因子等多种信号刺激时袁

图 6 qRT-RCR检测 COX-2 mRNA的表达 渊 x± s冤

正常组
NSCLC组
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图 7 qRT-RCR检测EP2 mRNA 的表达 渊 x± s冤
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NF- κ B被激活袁其与调控 DNA上的 κ B序列相结

合后能够启动下游与肿瘤形成及转移相关的基因

转录袁在肿瘤增殖尧侵袭尧转移过程中发挥重要作
用 [16- 17]遥 NF- κ B是促炎反应的关键分子袁能够调节
各种细胞因子及趋化因子的表达及功能袁激活上皮
细胞生长袁促进肿瘤细胞恶性转化遥

COX- 2在肺癌发生尧 发展过程中具有重要作
用遥 COX- 2能够通过抑制凋亡通路袁促进血管生成尧
肿瘤侵袭转移等途径促进 NSCLC的发生尧发展遥 通
过在细胞系中对比分析 COX- 2与凋亡相关基因表

达的相关性发现袁COX- 2能通过降低凋亡相关基因
Bcl- 2的表达袁以及促进其磷酸化袁抑制肺癌细胞凋
亡袁且可促进 survivin蛋白泛素化袁促进肺癌细胞产
生凋亡耐受[18]遥此外袁COX- 2与肺癌的侵袭及转移具
有相关性袁上调肺癌细胞系 COX- 2的表达后袁基质
金属蛋白酶 7渊 matrix metalloproteinase袁MMP- 7冤及
迁移诱导蛋白 7等转移及迁移相关基因表达增高袁
促进肺癌细胞侵袭及转移[19]遥

PGE2为启动肿瘤致癌信号通路的重要基因袁
在肺癌的发生尧发展中具有重要作用遥 磷脂酰肌
醇- 3激酶 /蛋白激酶 B尧蛋白激酶尧c- Jun氨基末端
激酶尧 细胞外信号调节激酶等信号通路是促进肺癌
细胞增殖尧凋亡尧转移的关键通路袁而 PGE2能够活

化磷脂酰肌醇 - 3激酶 /蛋白激酶 B尧c- Jun氨基末
端激酶尧细胞外信号调节激酶信号通路袁刺激肺癌细
胞生长[20]遥 肺癌的侵袭及转移是多个基因改变的结
果袁PGE2能够调节 MMP- 2和上皮细胞钙黏蛋白的

表达袁促进肺癌细胞的侵袭及转移 [21]遥 PGE2 在

NSCLC和炎症细胞上表达增高袁可使 c- Myc表达上

调袁促进肿瘤细胞产生凋亡耐受袁使肿瘤细胞存活[22]遥
炎症相关基因 AMPK尧NF- κ B尧COX- 2及 PGE2

在慢性炎症启动致癌信号通路过程中具有重要作

用袁且可以相互作用袁共同促进肿瘤的增殖尧凋亡及
转移过程[23]遥 本研究结果显示袁P- ACC在 NSCLC中

低表达袁NF- κ B和 COX- 2在 NSCLC中高表达袁q
RT- RCR和Western blot检测也发现袁AMPK mRNA

表达降低袁COX- 2和 PGE2 mRNA表达升高遥 其相
互作用可能在 NSCLC的增殖尧凋亡耐受尧侵袭及转
移过程中占据重要位置袁其表达情况为临床治疗
NSCLC提供新的思路遥
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