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　　摘要：目的　探讨大肠癌患者外周血淋巴细胞粘着斑激酶（ＦＡＫ）的表达及其临床意义。方法 结

果 结论 方法　应用流式细胞仪（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测 ４０例大肠癌患者及 ２０例正常人外周血淋

巴细胞中 ＦＡＫ的表达。结果　大肠癌患者外周血淋巴细胞 ＦＡＫ阳性表达率为 ６０．０％，与正常人

（２５．０％）比较，差异有显著性意义（Ｐ＜０．０５）。并且外周血淋巴细胞 ＦＡＫ表达与大肠癌临床分期、组

织学分化程度、淋巴转移有关。结论　大肠癌患者外周血淋巴细胞 ＦＡＫ异常表达与荷瘤状况有关，对

大肠癌的早期诊断、临床分期、组织学分型、淋巴转移的预测等可能有一定帮助。
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　　粘着斑激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）作为
胞内信号转导的平台，介导细胞内外信号网络系

统的交联反应，活化多条信号转导通路，进而调

节肿瘤细胞的恶性表型及肿瘤血管的生成。研究

　　收稿日期：２００６－０８－１５；　修订日期：２００６－０９－１１。
　　作者简介：邓联球，男，湖南洞口人，湖南洞口县人民医院主治
医师，主要从事普外科及肿瘤外科方面的研究。

　　通讯作者：廖国庆　Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏｇｕｏｑｉｎｇ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

表明，整合素激活 ＦＡＫ介导的信号转导通路在肿
瘤侵袭转移过程中发挥着重要作用。ＦＡＫ被认为
是整合素依赖性信号转导通路中的基础分子［１］。

以往的研究多侧重于肿瘤细胞或组织中 ＦＡＫ的
改变，本研究通过流式细胞技术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，
ＦＣＭ）检测大肠癌患者外周血淋巴细胞中 ＦＡＫ的
表达，探讨 ＦＡＫ蛋白表达与大肠癌生物学行为的
关系。
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１　材料与方法

１．１　标本来源及分组
１．１．１　大肠癌组　标本取材于 ２００５年 ５月—
１２月湘雅医院胃肠外科收治的大肠癌患者的外
周静脉血，肝素抗凝。男 ２２例，女 １８例；年龄
２５～８０岁，平均 ５９岁。其中，结肠癌 ２１例，直肠
癌 １９例，全部经手术及病理证实。Ｄｕｋｅｓ分期：
Ａ期５例，Ｂ期 １０例，Ｃ期 １２例，Ｄ期 １３例；组织
学类型：高分化腺癌 １３例，中分化腺癌 １１例，低
分化腺癌 １０例，未分化腺癌 ６例；伴淋巴结转移
２５例，无淋巴结转移 １５例。
１．１．２　正常人对照组　正常人外周静脉血标本
（肝素抗凝），取自 ２０例志愿者。男 １１例，女
９例；年龄 ２７～７４岁，平均 ５５岁。
１．２　主要仪器和试剂

（１）流式细胞仪 ＦＡＣＳ４２０（ＢＤＣＯ．ＵＳＡ）。
（２）鼠抗人粘着斑激酶单克隆抗体（１∶１００），试
剂购自福州迈新生物技术开发有限公司。（３）人
淋巴细胞分离液（即用型）２００ｍＬ／瓶，购自天津
市灏洋生物制品科技有限责任公司．（４）羊抗鼠
ＦＩＴＣＩｇＧ（１∶４００），购自北京华美生物技术开发
有限公司。

１．３　实验方法及步骤
１．３．１　外周血中单个核细胞悬液的制备　（１）
１ｍＬ抗凝外周血加入等体积人淋巴细胞分离液，
分离人抗凝外周血中单个核细胞，ＰＢＳ缓冲液洗
涤 ２遍，制成单细胞悬液，用 ７０％冷乙醇（－４℃）
１ｍＬ固定，保存于 －４℃冰箱中备用；（２）取离心
后的细胞，弃上清液，加入 ＰＢＳ缓冲液制成 １ｍＬ
细胞悬液，其中取 ５０μＬ置入试管中，用台盼蓝染
色，以红细胞计数板计数细胞数目，以 ＰＢＳ缓冲液
调整细胞悬液浓度为 １×１０６／ｍＬ。
１．３．２　间接免疫荧光染色法　（１）将细胞悬液
加入试管中，每管约 １×１０６个细胞，１０００ｇ离心
５ｍｉｎ，弃上清液；（２）加入一抗（所标记的特异性
抗体）１００μＬ，室温避光 ３０ｍｉｎ后加入二抗（ＦＩＴＣ
ＩｇＧ抗体）１００μＬ混匀，室温避光放置 ３０ｍｉｎ后加
入 ＰＢＳ液 １０ｍＬ，轻吹打，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，
弃上清液，除去未结合的多余荧光抗体；（３）加入
１ｍＬＰＢＳ缓冲液，样品放在 ０～４℃环境中，准备上
机检测。

以 ＰＢＳ缓冲液代替粘着斑激酶单抗的阴性对
照；以只加粘着斑激酶单抗的阳性对照和只加入

１∶４００ＦＩＴＣＩｇＧ的阳性对照。
１．３．３　ＦＡＫ表达的检测方法　采用美国 ＢＤ

（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｓｏｎ）公司生产的流式细胞仪 ＦＡＣＳ４２０
型，激发光源为 １５ｍＷ 氩离子激光器，波长为
４８８ｎｍ，输出功率为 ２００ｍＷ，进行单参数检测；
ＦＩＴＣ发出绿色荧光，以 ５３０ｎｍ的带通过滤片；用
ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件自动取每个样品 １×１０４个细胞分析
结果；测量前以鸡红细胞作为标准样品，将流式细

胞仪的标准误差（ＣＶ）调整在 ５％以内。
１．３．４　ＦＡＫ表达的定量分析　参照 Ｍｏｒｋｖｅ［１］提
出的荧光指数（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＦＩ）代表每例标
本的相对平均特异荧光强度，并以正常大肠黏膜

细胞的 ＦＩ值作为正常标准阈值。
ＦＩ＝（检测样品粘着斑激酶平均荧光强度 －

对照样品平均荧光强度）／正常对照样品粘着斑
激酶平均荧光强度

１．３．５　阳性结果判断　检测样品细胞 ＦＩ值大于
正常对照样品细胞表达荧光强度的上限值者，则

判定为阳性表达，反之则为阴性表达。

１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行统计处理，所有

计数资料均采用 χ２检验，四格表精确法，Ｐ＜０．０５
表明有统计学意义

２　结　果

２．１　大肠癌组与正常组外周血淋巴细胞 ＦＡＫ的
表达

大肠癌组与正常对照组中 ＦＡＫ阳性表达率分
别为 ６０％，２５％ （Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表 １　大肠癌患者与正常人外周血淋巴细胞 ＦＡＫ的表达

组别 例数 阳性例数 阴性例数 阴性率 Ｐ值

正常人

大肠癌

２０

４０

５

２４

１５

１６

２５．０

６０．０
Ｐ＜０．０５

２．２　大肠癌患者Ｄｕｋｅｓ各期外周血淋巴细胞 ＦＡＫ的
表达

ＦＡＫ在大肠癌 Ｄｕｋｅｓ各期阳性表达率分别为：
Ｄｕｋｅｓ（Ａ＋Ｂ）３３．３％，Ｄｕｋｅｓ（Ｃ＋Ｄ）７６％；在Ａ，Ｂ期与
Ｃ，Ｄ期间差异有显著性（Ｐ＜０．０１）（表２）。

表２　大肠癌患者Ｄｕｋｅｓ各期外周血淋巴细胞ＦＡＫ的表达

Ｄｕｋｅｓ分期 例数 阳性例数 阴性例数 （％） Ｐ值

Ａ＋Ｂ

Ｃ＋Ｄ

１５

２５

５

１９

１０

６

（３３．３）

（７６．０）
＜０．０１

２．３　大肠癌患者外周血淋巴细胞 ＦＡＫ表达与淋巴结
转移关系

伴有淋巴转移者 ＦＡＫ阳性表达率（８０．０％）高于
无淋巴转（２６．７％）（Ｐ＜０．０１）（表３）。

６３３
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表３　大肠癌患者外周血淋巴细胞 ＦＡＫ表达与淋巴结转移
关系

淋巴转移 例数 阳性例数 阴性例数 （％） Ｐ值

无转移

有转移

１５

２５

４

２０

１１

５

（２６．７）

（８０．０）
＜０．０１

２．４　大肠癌患者外周血淋巴细胞ＦＡＫ表达与组织分
化程度的关系

ＦＡＫ在高、中、低、未分化腺癌中阳性表达率分别
为３０．８％，６３．６％，７０％，１００％，各组间差异均有显著
性（Ｐ＜０．０５）（表４）。

表４　大肠癌患者淋巴细胞ＦＡＫ表达与组织分化程度关系

组织分化程度 例数 阳性例数 阴性例数 阴性率

高分化腺癌 １３ ４ ９ ３０．８
中分化腺癌 １１ ７ ４ ６３．６
低分化腺癌 １０ ７ ３ ７０．０
未分化腺癌 ６ ６ ０ １００．０

　　 注：各组间多重比较均 Ｐ＜０．０５

３　讨　论

恶性肿瘤细胞发生浸润转移时首先肿瘤细胞

与细胞外基质成分发生黏附，随之肿瘤细胞分泌

多种蛋白水解酶，使贴近肿瘤细胞表面的有限区

域的基质降解而形成癌细胞移动的通路。ＦＡＫ作
为细胞内重要的信号分子，是整合素依赖性信号

转导通路的基础分子，整合素早期通过使 ＦＡＫ酪
氨酸磷酸化而使其激活。激活后的 ＦＡＫ与 Ｓｒｃ结
合形成 ＦＡＫＳｒｃ复合物，从而被进一步活化进入
Ｒａｓ途径，进而激活 ＭＡＰＫ。激活 ＭＡＰＫ可以激活
各种转录因子，介导 ＦＡＫ调节基因表达的活性。
进而介导细胞的黏附和迁移，调节细胞的增殖与

存活。

ＦＡＫ是一个胞浆酪氨酸激酶，在绝大多数组
织和细胞中均有表达，而且在进化中高度保守［２］。

ＦＡＫ与肿瘤细胞、细胞外基质成分黏附及信号传
导关系密切［３－４］。

本研究结果表明，正常对照组中外周血淋巴

细胞 ＦＡＫ阳性表达率低于大肠癌组（Ｐ＜０．０５）；
ＦＡＫ在大肠癌 ＤｕｋｅｓＡ，Ｂ期的阳性表达率显著低
于 Ｃ，Ｄ期（Ｐ＜０．０１）。伴有淋巴转移者 ＦＡＫ阳
性表达率显著高于无淋巴转移者高于无淋巴转移

者（Ｐ＜０．０１）；ＦＡＫ在高、中、低、未分化腺癌的
阳性 表 达 率 各 组 间 的 差 异 均 有 显 著 性 意 义

（Ｐ＜０．０５）。这与 Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等［５］的报道结果基本一

致。以上实验结果表明：外周血淋巴细胞 ＦＡＫ表
达与大肠癌临床分期、组织学分化程度、淋巴转移

有一定关系。

从外周血淋巴细胞 ＦＡＫ表达与大肠癌组织中
表达的相关性，推测可能的机理有二：其一，外周

血中 ＦＡＫ异常表达，说明受检者自身细胞周期调
控异常，ＤＮＡ修复能力下降，去除突变细胞的能
力下降，此时其体内已具备一定量的 ＦＡＫ突变细
胞，这部分细胞潜伏着向肿瘤细胞演进的危险，在

外界理化因素刺激及体内其它癌基因激活和／或
抑癌基因失活的相互作用下，它们就有可能进入

肿瘤的启动阶段；另一种可能机制是外周血淋巴

细胞接受到基因突变的遗传信息［６］。淋巴细胞对

肿瘤细胞有较强的防御和监视功能，一方面肿瘤

抗原可能刺激淋巴细胞使其产生免疫反应，从而

杀伤肿瘤细胞；另一方面，淋巴细胞通过对抗原信

息的提呈和处理，获得肿瘤细胞的生物信息。淋

巴细胞产生的免疫球蛋白类物质通过作用于癌基

因、抑癌基因，直接或间接影响肿瘤的发生、发展

过程［７］。癌基因、抑癌基因的突变引起的细胞抗

原信息的变化必定为淋巴细胞所捕获。因此，粘

着斑激酶基因突变所引起的细胞遗传学特性的改

变同样可能呈递给过客淋巴细胞。

总之，ＦＡＫ作为胞内信号转导的平台，介导细
胞内外信号网络系统的交联反应，活化多条信号

转导通路，进而调节肿瘤细胞的恶性表型及肿瘤

血管的生成。研究外周血淋巴细胞的 ＦＡＫ表达
可了解直肠癌的生物形状特点。外周血淋巴细胞

ＦＡＫ的检测手段简单、快捷，对术前预测大肠癌的
预后有一定意义。其确切意义还有待扩大样本量

进一步证实。
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