
patients were significantly lower than the level before the operation ( P ＜ 0. 05) ． Serum CEA and CYFＲA21-1 level
of postoperative one week and one month in NSCLC patients showed no significant difference compared with benign
disease control group ( P ＞ 0. 05) ，serum TK1 and SCC-Ag level of the postoperative one week showed statistically
significant difference compared with benign disease control group ( P ＜ 0. 05) ，the postoperative one month level of
serum TK1 and SCC-Ag showed no significant difference compared with benign disease control group ( P ＞ 0. 05) ．
③ The preoperative level of TK1 and CEA in adenocarcinoma were higher than that in squamous carcinoma ( P ＜
0. 05) ． ④ The preoperative level of serum TK1 and CYFＲA21-1 in female NSCLC patients were higher than male
patients，the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ，preoperative serum CEA and SCC-Ag level of
NSCLC patients showed no obvious statistical correlation with gender ( P ＞ 0. 05) ． The preoperative level of serum
TK1 in NSCLC patients negatively correlated with the degree of differentiation of lung cancer，the difference was
statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The perioperative level of tumor markers in NSCLC may be useful
in monitoring diagnosis and differential diagnosis of NSCLC，especially in analyzing the invisible tumor burden of
NSCLC patients． The perioperative level of tumor markers in NSCLC is related with the surgical effect and tissue
types，and serum TK1 and CEA are more suitable for the evaluation of patients with lung adenocarcinoma． There is
some value in the clinical applications．
Key words NSCLC; TK1; CEA; CYFＲA21-1; SCC-Ag

E － cadherin表达和 AKT磷酸化水平与宫颈病变的相关性分析
田 园，冯定庆，伍娇娇，徐 兵，孙多祥，胡卫平

摘要 目的 探讨 E-cadherin 的表达和 AKT 的磷酸化水平
与宫颈病变程度的相关性。方法 收集 20 例正常宫颈组
织、30 例宫颈上皮内瘤变( CIN) 组织、50 例宫颈鳞癌组织，
采用荧光实时定量 PCＲ和免疫组化方法分别检测组织中 E-
cadherin、β-catenin、p-AKT 和 Loricrin 的 mＲNA 及蛋白表达
情况，分析 E-cadherin表达和 AKT 磷酸化水平的相关性，及
其与宫颈病变程度和宫颈鳞癌分化程度的相关性。结果
免疫组化结果显示，随着宫颈病变的进展，E-cadherin、Loric-
rin的表达逐渐降低，甚至缺失( P ＜ 0. 05 ) ; 在正常宫颈上皮
β-catenin表达于胞膜，随着宫颈病变的进展，逐渐由胞膜向
胞质和胞核转移，且表达阳性率逐渐降低( P ＜ 0. 05 ) ; 上述
指标定量 PCＲ结果与免疫组化结果基本一致。p-AKT 的表
达则随病变进展而逐渐升高( P ＜ 0. 05) 。相关分析显示，E-
cadherin的表达与宫颈病变的程度及鳞癌的分化程度呈负
相关( rs = － 0. 688，－ 0. 438; P ＜ 0. 01) ，而与 p-AKT 的表达
则呈正相关 ( rs = 0. 462，0. 692; P ＜ 0. 01 ) ; E-cadherin 与
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p-AKT的表达呈负相关( rs = － 0. 828，P ＜ 0. 01) 。结论 E-
cadherin的表达缺失与 AKT 磷酸化水平的增高与宫颈病变
的发生发展密切相关; 二者联合可用于监测宫颈病变的进

展，指导临床治疗方案。

关键词 E-cadherin; β-catenin; p-AKT; Loricrin; 宫颈上皮内
瘤变; 宫颈鳞癌
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宫颈癌是常见的妇科肿瘤，早期确诊可大大提

高手术治愈率和生存率。宫颈癌的发生发展是一个
连续的过程，一般由正常宫颈组织转化为宫颈上皮

内瘤变( cervical intraepithelial neoplasia，CIN) ，再进
一步进展成浸润性癌和远处转移性癌。因此，寻求
一个可靠的指标来监测宫颈癌进展及评价治疗效果

是改善临床宫颈癌预后的必要手段。
宫颈病变的进展常常伴随有上皮间质转化( ep-

ithelial-mesenchymal transition，EMT) 现象发生。在
此过程中上皮细胞的极性丧失，迁移和运动能力增

强，同时上皮表型丢失而逐渐获得间质表型。E-
cadherin是上皮组织中的一类钙依赖性跨膜糖蛋
白，与 β-catenin共同形成复合物，参与正常上皮间
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的黏附连接; 其表达下调或缺失是 EMT发生的重要
标志［1］。Loricrin是细胞终末分化的标志，可代表上
皮细胞分化程度。目前已经证实在宫颈癌细胞株中
PI3K /AKT信号通路的持续激活可促进 EMT 发生，
从而增加了肿瘤细胞的侵袭性和转移性［2］，其机制

主要是通过 AKT /GSK-3β /Snail通路来调节 EMT过
程，与多种恶性肿瘤的侵袭性表型均密切相关［3］。
因此，选取临床不同宫颈病变组织，检测其中 E-cad-
herin及其下游分子的表达及 AKT 磷酸化水平在不
同时期宫颈病变组织中的表达变化，通过相关性分

析，探讨二者对宫颈病变进展预测的临床意义。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 选择 2010 年 3 月 ～ 2013 年 3 月
安徽医科大学附属省立医院收治的 CIN 患者 30 例
( CIN Ⅰ 12 例，CIN Ⅱ ～Ⅲ 18 例) 、宫颈鳞癌患者
50 例( 按 2009 年国际妇产科联盟( FIGO) 分期标
准，Ⅰ期 21 例，Ⅱ期 29 例) : 其中高分化 8 例，中分
化 23 例，低分化 19 例。病例术前均未接受治疗; 选
择因子宫肌瘤行全子宫切除术的正常宫颈组织 20
例作为对照; 将部分新鲜组织用甲醛固定、石蜡包
埋，用于病理检测; 剩余组织储存于 － 80 ℃冰箱，用
于提取 ＲNA，进行实时荧光定量 PCＲ检测。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 试剂来源 E-cadherin 抗体、β-catenin 抗
体、p-AKT 抗体( 美国 Cell Signaling Technology 公
司) ; Lorincrin抗体( 英国 Abcam公司) ; 辣根过氧化
物酶标记二抗、DAB 显色剂( 北京中杉金桥生物技
术有限公司) ; TＲIzol( 美国 Invitrogen 公司) ，逆转
录试剂盒、SYBＲ Premix Ex TaqTM Kit( 日本 TaKaＲa
公司) ; Opticon 2 实时荧光定量 PCＲ 仪( 美国 MJ
Ｒesearch公司) 。见表 1。

表 1 实时荧光定量 PCＲ引物序列

基因 引物序列( 5’-3’)
引物长度

( bp)
E-cadherin F: GAGTGCCAACTGGACCATTCAGTA 86

Ｒ: AGTCACCCACCTCTAAGGCCATC
β-catenin F: GCTGATCTTGGACTTGATATTGGTG 117

Ｒ: GTCCATACCCAAGGCATCCTG
Loricrin F: GGCTGCATCTAGTTCTGCTGTTTA 82

Ｒ: CAAATTTATTGACTGAGGCACTGG
GAPDH F: CTTAGCACCCCTGGCCAAG 151

Ｒ: GATGTTCTGGAGAGCCCCG

1． 2． 2 免疫组织化学染色 取部分组织石蜡包埋，

4 μm连续切片，进行免疫组化 SP 法染色，具体操
作按试剂说明书进行: 石蜡切片常规脱蜡至水; 0. 01
mol /L( pH 6． 0 ) 柠檬酸盐缓冲液中抗原修复; 3%
H2O2 灭活内源性过氧化物酶; 滴加一抗 4 ℃过夜，
E-cadherin、β-catenin、Loricrin、p-AKT 一抗稀释度均
为 1 ∶ 50; 滴加二抗，室温下孵育 20 min; DAB显色 5
～ 10 min; 苏木精复染，PBS蓝化; 脱水透明，中性树
胶封片。
阳性细胞判定: 选择 10 个不同视野，根据阳性

细胞百分比及染色强度计分，其标准为: 以阳性细

胞百分比判断染色范围，无计为 0 分，10%以下为 1
分，11% ～ 50%为 2 分，51% ～ 80%为 3 分，80%
以上为 4 分; 染色强度依次以 0、1、2、3 表示，依次指
阴性、弱阳性( 淡黄色) 、阳性( 棕黄色) 、强阳性( 棕
褐色) ; 最终积分为两者乘积。根据积分将表达情
况分为 3 个级别，0 分为阴性，1 ～ 4 分为低表达，4
分以上为高表达［4］。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ 将收集的新鲜组织剪
碎，加入 TＲIzol提取组织 ＲNA，取 2 μg ＲNA 根据
逆转录酶体系逆转录为 cDNA; 以 GAPDH 作为内
参，加入特异性引物，利用 SYBＲ Premix Ex TaqTM

Kit进行荧光定量 PCＲ，用 Opticon 2 实时荧光定量
PCＲ仪测出 ΔCt 值及熔解曲线，计算出相对基因表
达量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件对数据进
行分析，采用 χ2 检验分析不同程度宫颈病变间的各
蛋白的表达变化，并用方差分析比较各组蛋白间

mＲNA的表达变化; 用 Spearman 等级相关分析 E-
cadherin与宫颈病变程度及宫颈癌分化程度间、E-
cadherin与 p-AKT间的相关性。

2 结果

2． 1 E-cadherin、β-catenin、p-AKT、Loricrin 在不
同宫颈病变中的表达情况 E-cadherin 主要表达在
细胞膜上，正常宫颈、CIN、宫颈癌中 E-cadherin 的阳
性表达率分别为 95%、87%、54%，组间差异有统计
学意义( P ＜ 0. 05) ; 在正常宫颈上皮中，β-catenin 主
要表达于细胞膜，而在 CIN 和浸润癌组织中，其阳
性表达多见于胞质甚至部分胞核中，正常宫颈、
CIN、宫颈癌中 β-catenin阳性表达率逐渐下降，组间
差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; Loricrin主要表达于
细胞膜，随着疾病的进展，其阳性表达率也是逐渐降

低的( P ＜ 0. 05 ) 。p-AKT 阳性表达多于细胞核中，
正常宫颈、CIN、宫颈癌中 p-AKT的阳性表达率分别
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为 40%、57%、74%，组间差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。见图 1、2。
2． 2 E-cadherin、β-catenin、Loricrin在不同宫颈病
变中 mＲNA表达情况 另外，用荧光定量 PCＲ 的
方法检测其中 10 例正常宫颈组织，20 例 CIN 组织，
15 例宫颈鳞癌组织中上述 3 种指标的 mＲNA 表达
情况，结果显示: E-cadherin、β-catenin、Loricrin 随着
宫颈病变程度的进展，其 mＲNA 表达的水平均逐渐
下降( P ＜ 0. 05) ，见图 3。
2． 3 E-cadherin、p-AKT的表达与宫颈病变程度及
宫颈癌分化程度的相关性 为了进一步说明 E-cad-
herin及 AKT磷酸化水平与宫颈病变程度以及宫颈
分化程度之间的相关性，故将其表达阳性率与宫颈

病变程度及宫颈癌分化程度进行相关性分析。随着
病变程度的进展，E-cadherin 的表达水平逐渐下降，
AKT磷酸化水平逐渐升高，相关性分析示 E-cadher-
in 的表达与宫颈病变的程度呈负相关 ( rs =
－ 0. 688，P ＜ 0. 01 ) ; 而 p-AKT 的表达则呈正相关
( rs = 0. 462，P ＜ 0. 01 ) 。见图 4。E-cadherin 与鳞癌
的分化程度也呈负相关( rs = － 0. 438，P ＜ 0. 01) ; p-
AKT与分化程度呈正相关( rs = 0. 692，P ＜ 0. 01 ) ，
见图 5。
2． 4 E-cadherin 与 p-AKT 的相关性分析 前文

已经证明上述指标与宫颈病变的进展具有相关性，

为了进一步说明 E-cadherin 与 AKT 的磷酸化水平
之间是否存在相关性，笔者分析了所有宫颈标本中

E-cadherin与 p-AKT 的表达情况，结果显示 E-cad-
herin与 p-AKT的表达呈负相关( rs = － 0. 828，P ＜
0. 01) ，见图 6。

3 讨论

E-cadherin是维持正常上皮细胞形态和结构完
整性的重要分子，其表达水平的下降缺失可引起细胞

间相互作用降低，细胞形态发生改变，增加了细胞的

迁移能力，更利于癌细胞的转移及浸润，是 EMT发生
的重要标志。在上皮性卵巢癌、乳腺癌、胃癌、食管
癌、肺癌、甲状腺癌等肿瘤中，均已证实肿瘤恶性程度
越高，E-cadherin 的表达水平越低［5 － 8］。本研究结果
显示 E-cadherin蛋白和 mＲNA在正常宫颈、CIN 和宫
颈鳞癌间的表达逐渐降低，且 E-cadherin的降低与宫
颈病变的进展及鳞癌的分化程度呈负相关性，说明

E-cadherin可能通过 EMT参与了宫颈癌的进展，其表
达水平下降也为肿瘤的转移创造了条件。
在正常宫颈上皮组织中，β-catenin 主要表达在

细胞膜上，胞质内并无表达，说明在正常宫颈中，β-
catenin参与形成E-cadherin-catenin复合体的形成，

图 1 免疫组化显示 E-cadherin、β-catenin、p-AKT、Loricrin在正常宫颈、CIN及宫颈癌中的表达情况 × 200

A: E-cadherin; B: β-catenin; C: p-AKT; D: Loricrin; 1: 正常宫颈组织; 2: CIN; 3: 宫颈鳞癌组织
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图 2 免疫组化中 E-cadherin、β-catenin、p-AKT、Loricrin

在不同宫颈组织中的表达阳性率

1: 正常宫颈; 2: CIN; 3: 宫颈癌

共同维持细胞的连接，维持上皮的完整性［9］。随着
病变进展，在 CIN及宫颈癌组织中 β-catenin 的表达
出现在胞质及胞核内，即当 Wnt 信号通路被激活
时，抑制了 GSK-3β的活性，β-catenin 磷酸化作用降
低，进一步由泛素介导的 β-catenin 的降解减少，故
引起 β-catenin细胞胞质蓄积，随着细胞质内 β-cate-
nin的积累，导致其核转位，与T-细胞因子 /淋巴增

图 3 荧光定量 PCＲ显示 E-cadherin、β-catenin、Loricrin

在不同宫颈标本中 mＲNA的表达情况
1: 正常宫颈; 2: CIN Ⅰ; 3: CIN Ⅱ ～Ⅲ; 4: 浸润癌; 组间两两比

较: * P ＜ 0. 05

强子家族的转录因子结合，诱导靶基因的表达，包括

调节细胞增殖的 cyclin D1、c-myc、MMP-7 及 CD44，
故细胞出现恶性增殖［10］。
在前列腺癌、卵巢癌以及宫颈癌等的进展过程

中，随着病理分级及临床期别的增高，p-AKT的表达
水平均逐渐升高［11-12］，本研究显示随着宫颈病变的

进展，p-AKT的水平逐渐升高，二者呈正相关性，与
其基本一致，因此 p-AKT与宫颈病变的进展密切相
关。还有研究［13］结果表明，GSK-3β 是 PI3K /AKT
信号通路及 Wnt通路的交叉点，激活的 p-AKT蛋白
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图 4 E-cadherin、p-AKT的表达与宫颈癌病变程度的相关性
A: E-cadherin; B: p-AKT; 1: 正常宫颈; 2: CIN; 3: 浸润癌

图 5 E-cadherin、p-AKT的表达与宫颈癌分化程度的相关性
A: E-cadherin; B: p-AKT; 1: 高分化; 2: 中分化; 3: 低分化

使下游 GSK-3β在丝氨酸 Ser9 位点上发生磷酸化而
失活，故抑制了 Wnt 通路中 β-catenin 的降解，大量
β-catenin在胞质内累积，促进肿瘤细胞增殖。在正

图 6 E-cadherin与 p-AKT的相关性分析

常宫颈向宫颈癌进展过程中，细胞恶性潜能逐渐升

高，正常分化水平逐渐降低，Loricrin 作为终末分化
的指标，本研究中 Loricrin 的蛋白及 mＲNA 表达水
平均降低，也进一步证实这一点。PI3K /AKT 信号
转导通路是重要的细胞生长信号通路之一，通过激

活或抑制下游蛋白 mTOＲ、Bad、Caspase-9、Tuberin、
GSK-3β等，进一步调控细胞生长、分化、凋亡、血管
生成等效应，Assinder et al［14］在前列腺癌中已证实
其主要通过 AKT /GSK-3β /Snail 通路调节 EMT 过
程。p-AKT代表了 PI3K /AKT信号转导通路的激活
状态，活化的 p-AKT 通过诱导 GSK-3β 磷酸化而失
活，进一步抑制下游 Snail 蛋白的磷酸化，促进其核
转位并降低蛋白稳定性，从而诱导 EMT 的发生，上
皮向间质转化，E-cadherin 的表达水平下降甚至缺
失［15］。本研究中 E-cadherin 与 p-AKT 的表达情况
呈负相关性，说明在宫颈癌中，AKT 的磷酸化水平
的增高与 E-cadherin 表达水平的降低有关，更进一
步证实了 AKT /GSK-3β /Snail通路的活化与 EMT间
的调控关系，促进细胞恶性增殖及转移。因此，宫颈
病变中 E-cadherin 和 AKT 磷酸化的水平与病变程
度及上皮最终分化程度有密切联系。
本研究结合临床标本检测 E-cadherin 及其下游

分子的表达及 AKT 磷酸化水平在不同程度宫颈病
变组织中的表达变化，通过相关性分析发现，二者与

病变程度和癌组织分化密切相关，因此二者在预测

宫颈病变进展，对指导临床治疗方案具有重要价值。
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Correlation analysis of E-cadherin expression and AKT
phosphorylation levels in cervical lesions

Tian Yuan，Feng Dingqing，Wu Jiaojiao，et al
( Dept of Obstetrics and Gynecology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the correlation between the expression of E-cadherin and the level of phospho-
rylation of AKT and the degree of cervical lesions． Methods 20 cases of normal cervical tissue，30 cases of CIN
tissues，and 50 cases of cervical squamous cell carcinoma were collected; real-time PCＲ and immunohistochemistry
were used to detect mＲNA and protein expression of E-cadherin，β-catenin，p-AKT and Loricrin in tissue，correla-
tion between E-cadherin expression and AKT phosphorylation levels，and the correlation between two markers above
and degree of cervical lesions and the differentiation of cervical cancer were analysed． Ｒesults Immunohistochemi-
cal results showed that with the progress of cervical lesions，expression of E-cadherin and Loricrin would decrease，
or absent ( P ＜ 0. 05) ; β-catenin expresses in the membrane in normal epithelial，gradually transferring from the
membrane to the cytoplasm and nucleus with cervical lesions progressing，and the expression was totally decreased
( P ＜ 0. 05 ) ; quantitative PCＲ results were consistent with the above-mentioned immunohistochemical results of
protein． Conversly，the expression of p-AKT gradually increased with the progress of the disease ( P ＜ 0. 05) ． The
analyses showed that the expression of E-cadherin and stage of cervical lesions and squamous differentiation were
negatively correlated ( rs = － 0. 688，－ 0. 438; P ＜ 0. 01) while the expression of p-AKT had positive correlation
with them ( rs = 0. 462，0. 692; P ＜ 0. 01 ) ． E-cadherin and p-AKT expression were negatively correlated ( rs =
－ 0. 828，P ＜ 0. 01) ． Conclusion Loss of E-cadherin expression and increase of AKT phosphorylation are closely
related with the development of cervical lesions; the combination of them can be used to monitor the progress of cer-
vical lesions and guide clinical treatment programs．
Key words E-cadherin; β-catenin; p-AKT; Loricrin; cervical intraepithelial neoplasia; cervical cancer
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