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[摘　要]	 目的：探讨金属硫蛋白1X(metallothionein 1X，MT1X)在非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，

N S C L C ) 患 者 的 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 中 表 达 及 临 床 意 义 ， 分 析 M T 1 X 与 N S C L C 预 后 的 相 关 性 。 

方法：纳入68例肺癌患者，采用实时定量PCR(RT-PCR)法及免疫组织化学(IHC)方法检测NSCLC患

者癌与癌旁组织中MT1X mRNA及蛋白的表达情况。利用网上数据库(http://kmplot.com/analysis/)

分析MT1X与NSCLC患者生存的相关性。结果：RT-PCR结果显示MT1X mRNA在癌组织中的相对表

达量明显高于癌旁组织，差异有统计学意义(0.057±0.013 vs 0.011±0.008，P<0.01)；免疫组织化学结

果显示MT1X在NSCLC中的阳性表达率为67.6%(46/68)，明显高于癌旁组织的39.7%(27/68)。MT1X

表达水平在NSCLC患者的不同pTNM分期、分化、有无脉管侵袭、有无淋巴结转移间存在显著差

异，而与患者的性别、年龄、肿瘤大小、组织学类型、肿瘤位置无关。Kaplan-Meier生存分析结果

显示MT1X高表达与NSCLC患者总生存期短显著相关(P<0.001)。结论：MT1X在NSCLC患者中阳性

表达与患者术后生存期短显著相关，可作为评估NSCLC患者预后的重要标志分子。

[关键词]	 非小细胞肺癌；金属硫蛋白1X；临床病理参数；预后
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Abstract Objective: To investigate the expression of metallothionein 1X (MT1X) in human non-small cell lung cancer 

(NSCLC), and its correlation with clinical significance as well as prognosis. Methods: A total of 68 patients with 

NSCLC were enrolled, the expression of MT1X mRNA and protein in tumor tissue and adjacent normal tissue 

were detected by real-time PCR and immunohistochemistry (IHC). The relationship between MT1X expression 

and clinicopathological features were statistically analyzed. Kaplan-Meier survival analysis for the relationship 
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肺癌是全世界病死率最高的恶性肿瘤之一。

据报道，仅 2 0 1 5 年，我国就有 7 3 3  3 0 0 例新发肺

癌病例，其中约610 200例死于肺癌相关疾病 [1]。

就病理类型而言，非小细胞肺癌 (n o n - s m a l l  c e l l 
l u n g  c a n c e r ， N S C L C) 是肺癌最常见的一种病理

类型，约占所有肺癌病例的 8 0 % 。尽管近年来在

肺癌早期诊断及靶向治疗方面取得了巨大进展，

但N S C L C 术后5 年生存率仍然极低，这与人们对

NSCLC的发病机制尚不了解有关 [2]。金属硫蛋白

(metallothionein，MT)是一类在原核和真核生物中

均保守表达的低相对分子质量、高巯基含量、能

结合金属离子等独特性能的蛋白质，在体内微量

元素储存、运输、代谢等方面发挥重要作用[3]。其

可通过不同的信号通路在细胞的分化、增殖、癌

变过程中也发挥重要作用，对肿瘤的临床诊断、

治疗、预后分析等具有重要参考价值，可作为肿

瘤细胞表面表达的一个生物标志物 [ 4 - 6 ]。M T 1 X是

金属硫蛋白中的重要一员，该基因3' UTR区T20重

复变异是检测结直肠癌微卫星不稳定性的一个敏

感的分子标志物 [7]。同时在NSCLC细胞系中有研 
究 [ 8 - 9 ]发现敲降M T 1 X可逆转铂类耐药的发生。但

目前关于M T 1 X与NSCLC临床病理参数及预后的

相关研究较少，因此本研究采用实时定量PCR(RT-
PCR)及免疫组织化学(IHC)法检测MT1X在NSCLC
癌与癌旁组织中的表达差异，旨在分析其与临床

病理参数及患者预后的相关性。

1  对象与方法

1.1  对象

选择2015年12月至2016年12月在唐山市人民

医院行手术治疗的NSCLC患者68例，留取部分癌

组织及正常肺组织的新鲜标本，其中男4 6例，女

22例，年龄43~69(52.2±8.3)岁；腺癌45例，鳞状

细胞癌2 3例。根据2 0 0 9年U I CC肺癌T N M分期标 
准[10]，I期15例，II期29例，III期18例，IV期6例，

其中21例有淋巴结转移，47例无淋巴结转移。切

取68例NSCLC石蜡切片及配对癌旁组织石蜡切片

行免疫组织化学检测。所有患者术前未行放、化

疗。本研究经唐山市人民医院伦理委员会审核批

准，患者均签署知情同意书。

1.2  主要试剂与仪器

T r i z o l ， P C R 反 转 录 试 剂 盒 购 于 大 连 宝

生 物 工 程 有 限 公 司 ； P C R 引 物 序 列 由 上 海 英

潍 捷 基 贸 易 有 限 公 司 合 成 ； 焦 碳 酸 二 乙 酯 
(diethylpy rocarbonate，DEPC)水、异丙醇等试剂

由唐山市人民医院中心实验室提供；PCR仪购自美

国Perkin-Elmer公司。

1.3  方法

1.3.1  RNA样品的制备及RT-PCR
使 用 T R I z o l 试 剂 提 取 肺 癌 及 癌 旁 组 织 中 的

RNA，按照说明书进行操作。按照SuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR反转录试剂盒说

明将RNA反转录为cDNA，按SYBR Premix Ex TaqTM 

II (Tli RNaseH Plus)试剂盒说明书进行配液及反应：

20 μL反应体系中SYBR Premix Ex TaqTM II 10 μL，上

下游引物分别为0.8 μL，ROX Reference Dye (50×) 
0.4 μL，cDNA 2 μL，ddH 2O 6 μL。检测MT1X的

引物序列为5 ' - CG CTG CGTGT T T TCCTCT TG - 3 '
和 5 ' - A G G A G C A G C A G C T C T T C T T G - 3 ' 。

以 G A D P H 为 内 参 ， G A D P H 的 引 物 序 列 为

5 ' - G A A G G T G A A G G T C G G A G T C A A - 3 ' 和

5'-GCTCCTGGAAGATGGTGATG-3'。PCR反应条件

为：95 ℃预变性30 s，然后95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s， 
40个循环。每个标本中mRNA含量是指它与同标本

中GAPDH的相对量，由公式2−ΔΔCT计算获得。

between survival time and MT1X signature in NSCLC was done with an online tool (http://kmplot.com/

analysis/). Results: The mRNA expression of MT1X in NSCLC was 0.057±0.013, which was higher than that 

in adjacent normal tissues (0.011±0.008, P<0.01). The expression of MT1X protein in NSCLC was also higher 

than that in adjacent tissues (67.6% vs 39.7%, P<0.01). In addition, MT1X expression had significant difference 

in pTNM, lymph node metastasis and poor survival time, but it did not show related with age, gender, histology, 

tumor size and the location of tumors. Conclusion: MT1X is frequently upregulation in NSCLC, and its 

overexpression is significantly correlated with poor prognostic, suggesting that MT1X could be used as a potential 

therapeutic target for the prevention and treatment of NSCLC.

Keywords non-small cell lung cancer; metallothionein 1X; clinicopathological factors; prognosis
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1.3.2  免疫组织化学法

免疫组织化学法严格按到步骤操作，抗原修

复采用枸橼酸盐缓冲液高温高压修复，一抗稀释浓

度1:300，阴性对照以PBS代替一抗。结果由2名经

验丰富的病理医师进行判定。判定标准：MT1X蛋

白的表达以细胞质或细胞核出现棕黄色颗粒为阳性

细胞。依据镜下肿瘤细胞的染色范围分级：细胞阳

性率<5%为0分，5%~25%为1分，26%~50%为2分，

51%~100%为3分。依据对每张切片阳性细胞的染色

强度进行评定：不着色为0分，淡黄色细颗粒状为 
1 分 ， 棕 黄 色 颗 粒 状 为 2 分 ， 棕 褐 色 粗 颗 粒 状 为 
3分，将两分数相乘得到的表达强度作为染色结果

的评判标准：≥3分者为阳性，<3分者为阴性。

1.4  统计学处理

采用SP S S 2 2 . 0统计软件进行数据分析，所有

计量资料以均数±标准差( x ± s )表示，癌组织与癌

旁组织中M T 1 X  m R N A表达水平的比较采用两样

本的配对 t检验，MT1 X蛋白表达水平与临床病理

参数相关性比较采用卡方检验。M T 1 X在NSCLC
中 的 生 存 信 息 利 用 数 据 库 ( h t t p : / / k m p l o t . c o m /
analysis/)进行Kaplan-Meier生存分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  MT1X 在 NSCLC 及癌旁组织中的表达水平

在68例肺癌患者中，MT1X mRNA在癌组织中

的相对表达量为0.057±0.013，明显高于对应癌旁

组织(0.011±0.008)，差异有统计学意义(P<0.01)。

其中在肺腺癌组织中， M T 1 X 在癌组织中的相对

表达量为0.053±0.009，而在癌旁组织中的相对表

达量为0 . 0 1 2± 0 . 0 1 0；在肺鳞状细胞癌中，M T 1 X
在癌组织中的表达为0.057±0.015，亦明显高于配

对的癌旁组织(0.009±0.003)。MT1X蛋白表达情况

与之类似，肺癌组织中 M T 1 X 阳性表达 4 6 例，阳

性率67.6%，其中在肺腺癌组织中，MT1X的阳性

表达28例，阳性率62.2%；而在肺鳞状细胞癌中，

MT1X阳性表达23例，阳性率为78.3%，均明显高

于癌旁组织(表1)。

2.2  MT1X 表达与 NSCLC 临床病理参数的相关性

M T 1 X 阳 性 表 达 在 肿 瘤 患 者 的 不 同 pT N M 分

期、分化、有无脉管侵袭、有无淋巴结转移关系间

存在差异(P<0.05)，而与患者的性别、年龄、肿瘤

大小、组织学类型、肿瘤位置无关(P>0.05，表2)。

表1 NSCLC中MT1X蛋白的表达水平(n=68)

Table 1 Expression of MT1X protein in NSCLC (n=68)

组织
MT1X表达/[例(%)]

P
阴性 阳性

癌组织 22 (32.4) 46 (67.6) <0.01*

癌旁组织 41 (60.3) 27 (39.7)

*配对χ2检验。

*χ2 test.

表2 MT1X蛋白表达与NSCLC临床病理参数的相关性

Table 2 Relationship between expression of MT1X and 

clinicopathological characteristics

参数 n
MT1X表达

χ2 P
阳性 阴性

性别 0.172 0.678

男 46 29 17

女 22 15 7

年龄/岁 1.832 0.176

≤60 18 14 4

>60 50 30 20

肿瘤大小/cm 0.606 0.436

≤3 18 13 5

>3 50 31 19

组织学类型 2.796 0.094

腺癌 45 28 17

鳞状细胞癌 23 18 5

pTNM分期 8.439 0.004

I/II 44 23 21

III/IV 24 21 3

分化 6.469 0.011

高中 48 28 20

低 20 18 2

脉管侵袭 4.068 0.044

有 17 14 3

无 51 28 23

肿瘤位置 0.207 0.649

中心 28 19 9

周边 40 25 15

淋巴结转移 6.918 0.009

有 21 17 4

无 47 22 25



金属硫蛋白 1X 在非小细胞肺癌中的表达及临床意义    刘春玲，等 1187

2.3  MT1X 在 NSCLC 中的预后分析 
为 进 一 步 评 估 M T 1 X 作 为 N S C L C 生 物 标 志

物 的 可 行 性 ， 本 研 究 利 用 网 上 数 据 库 分 析 1  9 2 6
例NSCLC患者M T 1 X的表达与患者总生存期的相

关性，结果显示： M T 1 X 高表达的患者具有更短

的生存期( P < 0 . 0 0 1，图1 )。考虑到不同的肺癌病

理 类 型 可 能 有 不 同 的 驱 动 机 制 ， 本 研 究 还 分 别

评估了 M T 1 X 与肺腺癌和肺鳞状细胞癌患者的总

生存情况，结果显示：在 7 2 0 例肺腺癌患者中，

M T 1 X 高表达患者的总生存期明显高于低表达患

者 ( P < 0 . 0 0 1 ，图 2 ) ；而对于 5 2 4 例肺鳞状细胞癌

患 者 ， M T 1 X 的 表 达 水 平 与 总 生 存 期 并 无 关 联

(P=0.22，图3)。

3  讨论

N S C L C 是 我 国 常 见 的 一 种 恶 性 肿 瘤 ， 随 着

人 口 老 龄 化 、 空 气 污 染 等 问 题 日 趋 严 重 ， 其 患

病率也逐年增加，但其发生机制目前尚不明确。

近 年 来 有 研 究 [ 1 1 ]显 示 ： 某 些 负 责 微 量 元 素 代 谢

的 基 因 ( 如 S L C 3 9 A 6 ) 在 N S C L C 的 发 生 、 发 展 中

发挥重要作用。 M T 是一类可诱导的、富含半胱

氨酸的低相对分子质量蛋白质，人类 M T 基因包

括10个功能性异构体：MT1A，MT1B，MT1E，

MT1F，MT1G，MT1H，MT1X，MT2A，MT3和

M T 4 [ 1 2 ]。 M T 对维持人体内必需金属的代谢平衡

及抵抗有毒金属毒性、清除自由基等均起重要作 

用[13]。尽管MT家族蛋白在肿瘤的发生、发展中具

有重要作用，但其各个异构体的功能尚不明确。

目前关于MT1X与肿瘤的相关研究较少，因此本研

究采用实时定量PCR及免疫组织化学的方法，比较

MT1X在NSCLC癌组织与癌旁组织中mRNA及蛋白

的表达水平，对其在肺癌发生发展中的作用进行

初步探讨。

本研究采用RT-PCR法检测MT1X在45例肺腺

癌组织及2 3例肺鳞状细胞癌中的相对表达水平，

结果显示：MT1X mRNA无论在肺腺癌还是肺鳞状

细胞癌组织中的表达水平均明显高于配对的癌旁

组织，差异均有统计学意义。此外，通过比较肺

腺癌和肺鳞状细胞癌中MT1X的表达水平时发现：

M T 1 X 在肺鳞状细胞癌中的相对表达量略高于肺

腺癌组织，但差异无统计学意义(数据未列出)。

图1 MT1X表达水平与1 926例NSCLC患者总生存期的关系

Figure 1 Relationship between MT1X expression levels and 

overall survival of 1 926 NSCLC patients

图3 MT1X表达与524例肺鳞状细胞癌患者总生存期的关系

Figure 3 Relationship between MT1X expression levels and 

overall survival of 524 lung squamous carcinoma patients

图2 MT1X表达与720例肺腺癌患者总生存期的关系

Figure 2 Relationship between MT1X expression levels and 

overall survival of 720 lung adenocarcinoma patients
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M T 1 X 在鳞状细胞癌中的表达水平略高于腺癌组

织中的表达水平。随后，本研究进一步采用免疫

组织化学的方法检测该蛋白在癌组织及癌旁正常

组织中的表达差异，其结果与RT-PCR结果类似：

MT1X蛋白在肺腺癌和肺鳞癌中的阳性表达率亦明

显高于配对的癌旁组织，差异有统计学意义。本研

究相关分析显示：MT1X表达水平在不同肿瘤的分

化程度、TNM分期、淋巴结转移之间存在差异，

而与患者的性别、年龄无关。Liu等 [14]采用分子生

物学方法分析MT1X对肺癌细胞系增殖迁移的促进

作用，而本研究则从体内实验证实MT1X对肺癌发

生及转移的作用。Liu等 [14]的研究结果或可部分解

释本研究的实验结果，而本研究则从另一方面进一

步证实MT1X对肺癌发生发展的作用，提示MT1X

可能是肺癌发生发展中的重要的分子标志物。

K a p l a n - Me i e r 生存分析对初步评估生物标志

物的价值具有重要意义。Györ f f y等 [15-16]整合多个

数据库的信息，先后分析了乳腺癌、NSCLC等常

见肿瘤的影响预后的重要基因信息。为进一步明

确M T 1 X作为NSCLC的有效的生物标志物的可行

性，本研究采用网上数据库( htt p://kmplot .com/

analysis/)分析MT1X与NSCLC预后的关系，结果显

示：MT1X高表达患者预后明显短于低表达患者；

但在肺鳞状细胞癌中，MT1X的表达水平与患者的

总生存期并无相关性。由此可见，MT1X是肺腺癌

患者预后的有效标志物。

本 研 究 仍 存 在 一 定 的 局 限 性 ： 首 先 本 研 究

为回顾性研究，且为小样本、单中心分析，因此

尚需大样本、多中心的研究进一步确定 M T 1 X 在

NSCLC发生发展的关键作用。

综上所述，MT1X可能是NSCLC发生和发展中

的一个关键靶点，开发针对该靶点的药物或将会

对NSCLC的治疗产生重要影响。
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