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[摘  要]  目的：探讨溶酶体相关膜蛋白3（LAMP3）与转录激活因子4（ATF4）在宫颈癌中的表达及其与临床病理参数的相关

性。方法：采用免疫组化SP法检测正常宫颈组织、宫颈上皮内病变组织及宫颈癌组织中LAMP3与ATF4的表达情况，分析两种

蛋白与宫颈癌患者临床病理参数之间的关系，并且分析两种蛋白的相关性。结果：LAMP3在正常宫颈组及高级别鳞状上皮内

病变组中均为阴性或低表达，在宫颈癌中高表达率为38.3%，差异有统计学意义（χ2 = 14.113，P = 0.001）。ATF4在正常宫颈组中

高表达率为 26.7%，在高级别鳞状上皮内病变组中高表达率为 10.0%，在宫颈癌组中高表达率为 58.3%，差异有统计学意义（χ2 = 

11.078，P = 0.004）。LAMP3的表达与宫颈癌FIGO分期（χ2 = 10.139，P = 0.006）、淋巴结转移（χ2 = 8.475，P = 0.004）有关，差异均

有统计学意义。ATF4的表达在宫颈癌病灶大小（χ2 = 4.578，P = 0.032）、FIGO分期（χ2 = 8.971，P = 0.009）、淋巴结转移（χ2 = 7.881，

P = 0.005）等方面的差异均有统计学意义。LAMP3与ATF4在宫颈癌中的表达呈正相关（r = 0.388，P = 0.002）。结论：LAMP3与

ATF4在宫颈癌组织中表达升高，两者的表达程度具有相关性，且在宫颈癌的发生发展中发挥重要的促进作用，有望成为宫颈癌

治疗的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective: To investigate the expression of lysosome-associated membrane protein 3 (LAMP3) and activating transcription 

factor 4 (ATF4) in cervical cancer and their correlation with clinicopathological parameters. Methods:  The expression of LAMP3 and 

ATF4 in normal cervical tissues, cervical intraepithelial lesions, and cervical cancer tissues was detected by SP immunohistochemistry. 

The relationships between the expression of these two proteins and patient clinicopathological parameters were analyzed, as well as the 

correlation between LAMP3 and ATF4 expression. Results:   LAMP3 was negative or lowly expressed in both normal cervix tissues and 

high-grade squamous intraepithelial lesions, but highly expressed in cervical cancer tissues (38.3%), showing a statistically significant 

difference (χ2 = 14.113, P = 0.001). ATF4 was highly expressed in 26.7% of the normal cervix tissues, 10.0% of the high-grade 

squamous intraepithelial lesions, and 58.3% in the cervical cancer tissues, also showing a significant difference (χ2 = 11.078, P = 0.004). 

In cervical cancer, LAMP3 expression was significantly associated with FIGO stage (χ2 = 10.139, P = 0.006) and lymph node metastasis 

(χ2 = 8.475, P = 0.004); ATF4 expression was significantly associated with tumor size (χ2 = 4.578, P = 0.032), FIGO stage (χ2 = 8.971, 

P = 0.009), and lymph node metastasis (χ2 = 7.881, P = 0.005). There was a positive correlation between the expression of LAMP3 and 

ATF4 in cervical cancer tissues (r = 0.388, P = 0.002). Conclusion:  LAMP3 and ATF4 are highly expressed in cervical cancer tissues 

and are positively correlated. Both of them play important roles in the development and progression of cervical cancer and could serve 

as potential therapeutic targets for cervical cancer treatment. 
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宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一[1]，50～54岁

年龄段的发病率达高峰[2]，严重威胁女性健康。宫颈

癌的预后与肿瘤的分期、分级、病理类型以及远处转

移等密切相关，其中远处转移是影响患者预后的关

键因素[3]。既往研究[4] 表明 ，未折叠蛋白反应

（unfolded protein response, UPR）在恶性肿瘤的发生

发展过程中发挥重要的调控作用。溶酶体相关膜蛋

白（lysosome-associated membrane protein, LAMP）是

一类主要存在于溶酶体膜上的糖基化蛋白家族，在

溶酶体的形成和稳定方面发挥作用，参与机体内多

种生理过程和病理过程。其中，LAMP3基因位于27

号染色体的 3q片段，此区域在多种恶性肿瘤中出现

扩增[5]。LAMP3起初在肺组织中被发现，被认为是成

熟树突状细胞的标志物，参与细胞免疫调节。之后

研究逐步发现LAMP3在多种肿瘤组织中表达显著

上调，发挥促癌效应，并与患者预后密切相关，或许

可以作为判断肿瘤发生与进展或判断肿瘤患者预后

的 生 物 标 志 物[6]。 转 录 激 活 因 子 4（activating 

transcription factor 4, ATF4）是一种广泛存在于哺乳

动物体内的DNA结合蛋白[7]，属于碱性亮氨酸拉链

转录因子家族的一员[8]，可通过调节糖及氨基酸代

谢、调节细胞周期等方式参与肿瘤进展[9]。LAMP3与

ATF4在多种肿瘤中异常表达，促进恶性肿瘤的发展，

与恶性肿瘤患者的不良预后相关[6,8-9]，LAMP3 与

ATF4可作为UPR的下游蛋白参与肿瘤的进展。目

前关于 LAMP3 与 ATF4 在宫颈癌中的作用尚不明

确。本研究通过检测LAMP3与ATF4在宫颈组织中

的表达，分析与临床病理资料的相关性，探讨其在宫

颈癌发生发展中的作用。

1  材料与方法

1.1  主要材料

收集2016年11月至2021年4月于青岛大学附属

医院行宫颈活检或手术治疗的子宫良性肿瘤患者、

宫颈上皮内病变患者和宫颈癌患者的组织标本。纳

入试验的患者未合并其他系统恶性肿瘤，术前未进

行放疗和化疗，病例资料完整。本研究经青岛大学

附属医院伦理委员会批准（伦理审批号：QYFY 

WZLL 28297）。

本研究选取正常宫颈患者 15例、宫颈上皮内病

变患者15例（其中低级别鳞状上皮内病变患者5例，

高级别鳞状上皮内病变患者 10例）、宫颈癌患者 60

例。其中，宫颈癌患者年龄 27～71岁，中位年龄 43

岁，平均（45.13 ± 9.813）岁。根据2018年FIGO分期，

Ⅰ期 41例、Ⅱ期 6例、Ⅲ期 13例；根据不同的病理学

类型分为鳞癌57例、腺癌3例。

1.2  实验试剂

兔抗人LAMP3多克隆抗体（12632-1-AP）、兔抗

人 ATF4 多 克 隆 抗 体（10835-1-AP），均 购 自

Proteintech公司，无水乙醇、二甲苯均购自国药集团

化学试剂有限公司，磷酸盐缓冲液PBS、蒸馏水、柠檬

酸盐缓冲液、中性树脂均购自北京索莱宝科技有限

公司，过氧化氢甲醇溶液、二氨基联苯胺（DAB）染色

试剂盒、羊血清、酶标山羊抗兔二抗均购自北京中杉

金桥生物有限公司，苏木精染液购自赛国生物科技

有限公司。

1.3  免疫组织化学染色法检测LAMP3与ATF4在宫

颈组织中的表达

石蜡包埋组织标本，组织蜡块4 μm连续切片，将

组织切片置入 60 ℃烤箱中烘烤 2 h，取出后室温冷

却。将组织切片依次放入无浓度梯度的 2组二甲苯

中，每组浸泡5 min，共10 min脱蜡。将组织切片依次

放入 100%、75%、50%的乙醇溶液中，各浸泡 5 min，

共15 min，PBS溶液洗涤组织切片3次。切片浸入柠

檬酸盐缓冲液（pH 6.0）进行高压抗原修复10 min，自

然冷却，PBS洗涤3次，置于3%过氧化氢甲醇溶液中

15 min，再次PBS洗涤3次，滴加一抗（LAMP3 1∶100

稀释，ATF4 1∶100稀释），4 °C冰箱过夜，再次PBS洗

涤3次。滴加酶标山羊抗兔二抗，37 °C反应30 min，

PBS洗涤 3次。使用新鲜配制的DAB显色液显色，

流水冲洗后苏木精复染，再次流水冲洗，脱水后使用

树脂封片。显微镜下观察细胞染色结果。参考半定

量评分方法，按阳性细胞率以及细胞染色程度评判

结果。每张切片选择 4个高倍视野（× 400），以细胞

质或细胞核中出现棕黄色或者棕褐色颗粒为阳性，

阳性细胞所占百分比的平均值按照以下参考标准：

无阳性细胞计0分，0%～25%计1分，25%～50%计2

分，50%～75%计3分，> 75%计4分。将染色强度分

成3级：无染色计0分、浅黄色计1分、棕色计2分、褐

色计3分。最终得分 = 阳性细胞率评分×染色强度评

分，≤ 4分为阴性或低表达，> 4分为高表达[7]。由2名

经验丰富的高年资病理医师进行评分。

1.4  统计学处理

应用SPSS 26.0统计软件进行统计学分析。不同

分组中的高表达程度采用率（%）来描述，各组样本间

比较采用四表格 χ2检验、校正 χ 2 检验或 Fisher精确

检验，相关性分析采用 Spearman 法。以 P < 0.05

或P< 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  LAMP3在宫颈组织中的表达

LAMP3 蛋白表达主要位于宫颈组织的细胞质
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（图1）。LAMP3在正常宫颈组及高级别鳞状上皮内

病变组中均为阴性或低表达，在宫颈癌中高表达率

为 38.3%，3 组间差异有统计学意义（χ2 = 14.113，

P = 0.001）。宫颈癌组LAMP3表达高于正常宫颈组，

差异有统计学意义（χ2 = 6.588，P = 0.010）；宫颈癌组

LAMP3表达亦高于高级别鳞状上皮内病变组，差异

有统计学意义（χ 2 = 4.104，P = 0.043），见表 1。另

对 5例低级别鳞状上皮内病变组织进行分析，5例低

级别鳞状上皮内病变组织LAMP3蛋白均为阴性或

低表达。

A1、A2：正常宫颈组织中LAMP3的表达；B1、B2：低级别鳞状上皮内病变组织中LAMP3的表达；C1、C2：高级别鳞状上皮内病变

组织中LAMP3的表达；D1、D2：宫颈癌组织中LAMP3的表达

图1  LAMP3在宫颈癌组织中呈高表达

表1  不同宫颈组织中LAMP3表达情况[n(%)]

组织来源

正常宫颈

高级别鳞状上皮内病变

宫颈癌

n

15

10

60

LAMP3评分

≤ 4分

15（100.0）

10（100.0）

37（61.7）

> 4分

0（0.0）

0（0.0）

23（38.3）

χ２

6.588*

4.104*

P

0.001*

0.043*

*与宫颈癌组相比。

2.2  LAMP3表达与临床病理参数的关系

LAMP3在宫颈癌FIGO分期Ⅰ期、Ⅱ期及Ⅲ期的

高表达率分别是 26.8%、33.3% 及 76.9%，高表达率

随着分期的增加而逐渐升高，差异有统计学意义

（χ2 = 10.139，P = 0.006）。有无淋巴结无转移的高

表达率分别是 76.9% 和 27.7%，差异有统计学意

义（χ2 = 8.475，P = 0.004）。不同年龄、肿瘤大小、

SCC、病理类型、分化程度、间质脉管癌栓及有无神经

侵犯的宫颈癌患者，其宫颈癌组织中LAMP3蛋白表

达程度的差异均无统计学意义（均P > 0.05，表2）。

2.3  ATF4在宫颈组织中的表达

ATF4 蛋白表达主要位于宫颈组织的细胞质

（图2）。在正常宫颈组中ATF4高表达率为26.7%，在

高级别鳞状上皮内病变组中高表达率为10.0%，在宫

颈癌组中高表达率为 58.3%，3组间差异有统计学意

义（χ2 = 11.078，P = 0.004）。高级别鳞状上皮内病变

组与正常宫颈组中ATF4的高表达率差异无统计学

意义（P = 0.615）；宫颈癌组ATF4高表达率高于正常

宫颈组，差异有统计学意义（χ2 = 4.821，P = 0.028）；宫

颈癌组ATF4高表达率高于高级别鳞状上皮内病变

组，差异有统计学意义（χ2 = 6.198，P = 0.013，表 3）。

另对5例低级别鳞状上皮内病变组织与10例高级别

鳞状上皮内病变组织进行比较，5例低级别鳞状上皮

内病变组织ATF4蛋白均为阴性或低表达，两组之间

ATF4的表达程度差异无统计学意义（P = 1.000）。

2.4  ATF4表达与临床病理资料的关系

在肿瘤直径 ≤ 2 cm组和肿瘤 > 2 cm组的ATF4高

表达率分别是45.2%和72.4%，肿瘤体积越大，ATF4高

表达率越高，差异有统计学意义（χ2 = 4.578，P = 0.032）。

在FIGO分期Ⅰ期、Ⅱ期及Ⅲ期的高表达率分别是

51.2%、33.3%及92.3%，Ⅲ期宫颈癌患者的高表达率

最高，差异有统计学意义（χ 2 = 8.971，P = 0.009）。淋

巴结无转移与有转移的高表达率分别是 48.9% 与

92.3%，淋巴结转移患者的表达高于无淋巴结转移的

患者，差异有统计学意义（χ2 = 7.881，P = 0.005）。不同

年龄、SCC、病理类型、分化程度、间质脉管癌栓及有无

神经侵犯的宫颈癌患者，其宫颈癌组织中ATF4蛋白表

达程度差异均无统计学意义（均P > 0.05，表4）。

2.5  LAMP3与ATF4表达的相关性

60例宫颈癌患者组织中LAMP3阴性表达或低表

达患者共37例，高表达患者23例；ATF4阴性表达或低

表达患者共25例，高表达患者35例，两种蛋白的表达
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呈正相关，差异有统计学意义（r = 0.0388, P = 0.002， 表5）。
表2    LAMP3表达程度与宫颈癌患者临床病理资料的关系[n(%)]

临床病理特征

年龄/岁

< 45

≥ 45

肿瘤直径/cm

≤ 2

> 2

SCC/（ng/mL）

≤ 2.5

> 2.5

病理类型

鳞癌

腺癌

FIGO分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

分化程度

G1~G2

G3

淋巴结转移

阴性

阳性

间质脉管癌栓

阴性

阳性

神经侵犯

阴性

阳性

n

33

27

31

29

46

14

57

3

41

6

13

31

29

47

13

33

27

50

10

LAMP3评分

≤ 4分

20（60.6）

17（63.0）

22（71.0）

15（51.7）

30（65.2）

7（50.0）

34（59.6）

3（100.0）

30（73.2）

4（66.7）

3（23.1）

20（64.5）

17（58.6）

34（72.3）

3（23.1）

23（69.7）

14（51.9）

33（66.0）

4（40.0）

> 4分

13（39.4）

10（37.0）

9（29.0）

14（48.3）

16（34.8）

7（50.0）

23（40.4）

0（0.0）

11（26.8）

2（33.3）

10（76.9）

11（35.5）

12（41.4）

13（27.7）

10（76.9）

10（30.3）

13（48.1）

17（34.0）

6（60.0）

χ２

0.035

2.347

1.051

0.627

10.139

0.220

8.475

2.000

1.410

P

0.852

0.126

0.305

0.428

0.006

0.639

0.004

0.157

0.235

A1、A2：正常宫颈组织中ATF4的表达；B1、B2：低级别鳞状上皮内病变组织中ATF4的表达；C1、C2：高级别鳞状上皮内病变组织

中ATF4的表达；D1、D2：宫颈癌组织中ATF4的表达

图2    ATF4在宫颈癌组织中呈高表达
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表3    ATF4在宫颈组织中的表达[n(%)]

组织来源

正常宫颈

高级别鳞状上皮内病变

宫颈癌

n

15

10

60

ATF4评分

≤ 4分

11（73.3）

9（90.0）

25（41.7）

> 4分

4（26.7）

1（10.0）

35（58.3）

χ２

4.821*

6.198*

P

0.028*

0.013*

*与宫颈癌组相比。

表4    ATF4表达与宫颈癌患者临床病理资料的关系[n(%)]

临床病理特征

年龄/岁

<45

≥45

肿瘤直径/cm

≤ 2

>2

SCC/（ng/mL）

≤ 2.5

> 2.5

病理类型

鳞癌

腺癌

FIGO分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

分化程度

G1~G2

G3

淋巴结转移

阴性

阳性

间质脉管癌栓

阴性

阳性

神经侵犯

阴性

阳性

n

33

27

31

29

46

14

57

3

41

6

13

31

29

47

13

33

27

50

10

ATF4评分

≤ 4分

11（33.3）

14（51.9）

17（54.8）

8（27.6）

18（39.1）

7（50.0）

25（43.9）

0（0.0）

20（48.8）

4（66.7）

1（7.7）

18（58.1）

12（41.4）

24（51.1）

1（7.7）

16（48.5）

9（33.3）

23（46.0）

2（20.0）

> 4分

22（66.7）

13（48.1）

14（45.2）

21（72.4）

28（60.9）

7（50.0）

32（56.1）

3（100.0）

21（51.2）

2（33.3）

12（92.3）

13（41.9）

17（58.6）

23（48.9）

12（92.3）

17（51.5）

18（66.7）

27（54.0）

8（80.0）

χ２

2.095

4.578

0.522

0.812

8.971

1.669

7.881

1.403

1.371

P

0.148

0.032

0.470

0.368

0.009

0.196

0.005

0.236

0.242

3  讨  论

在肿瘤进展过程中，外界的各种刺激会对内质

网造成影响，使未折叠或错误折叠的蛋白质在内质

网内堆积，内质网无法继续维持稳态，发生内质网应

激，激发下游一系列应激反应，又称未折叠蛋白反
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应。UPR 主要包括通过蛋白激酶 R 样内质网激酶

（protein kinase r-like ER kinase, PERK）、肌醇需求酶

1（inositol requiring enzyme1, IRE1）和激活转录因子

6（activating transcription factor 6, ATF6）3种蛋白介导

的信号通路，调控基因的转录及翻译，对外界刺激作

出应答[10]。其中，PERK通路激活后使真核起始因子 

2α( eukaryotic initiation factor 2α, eIF2α)发生磷酸化

抑制整体蛋白的合成，通过选择性地诱导mRNA翻

译，使ATF4表达增高，进而上调自噬及氨基酸代谢

需要的 UPR 靶基因[11]。有研究[12-13] 表明，UPR 中

PERK-eIF2α-ATF4通路在多种肿瘤的发生发展过程

中起重要作用，LAMP3是ATF4的下游靶点。目前在

宫颈癌中，LAMP3与ATF4的作用尚不明确。

表5    60例宫颈癌组织LAMP3与ATF4表达相关性

ATF4

≤ 4分

> 4分

合计

LAMP3

≤ 4分

21

16

37

> 4分

4

19

23

n

25

35

60

r

0.388

P

0.002

ATF4 作为 ATF/CREB 家族的重要成员[14]，在多

种肿瘤中发挥促进肿瘤发展的作用。肿瘤侵袭和转

移的关键步骤之一是细胞外基质（extracellular 

matrix, ECM）的降解，这一过程主要受基质金属蛋白

酶（matrix metalloproteinases, MMP）介导。ZHU等[15]

通过体外迁移和侵袭实验研究发现，ATF4过表达促

进食管鳞状细胞癌肿瘤细胞的侵袭和转移，过表达

ATF4导致MMP-2和MMP-7的表达上调，ATF4介导

肿瘤的侵袭和转移是通过MMP-2和MMP-7发挥作

用的。WANG等[9]研究发现，ATF4在胃癌组织中高

表达，可作为胃癌患者的独立预后因素，促进肿瘤进

展，其主要机制与ATF4通过促进胃癌细胞天冬酰胺

合成酶（asparagine synthetase, ASNS）的表达调节糖

代谢和氨基酸合成，促进胃癌细胞S期的DNA合成

加速细胞周期，调控mTORC1通路促进胃癌细胞自

噬有关。DU[12]等发现，ATF4通过调控Wnt/β-catenin

信号通路促进肺癌细胞的增殖和侵袭。ATF4作为一

种缺氧诱导基因，还能通过诱导血管生成因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）和 E-选择

蛋白表达促进肿瘤的转移[16]。本研究发现，ATF4在

宫颈癌中的表达高于宫颈高级别上皮内病变及正常

宫颈组织，推断 ATF4 可能与宫颈癌的进展密切相

关。将ATF4的表达程度与宫颈癌患者的临床病理

参数进一步分析，结果表明ATF4与肿瘤直径、FIGO

分期和淋巴结有转移相关，证明ATF4是促进宫颈癌

进展的重要蛋白，可能与肿瘤的增殖和转移有关，但

是分子机制需体内外实验验证。

LAMP3属于LAMP家族蛋白，是高度糖基化的

整合膜蛋白，主要存在于溶酶体膜上，对于溶酶体的

形成和稳定有重要作用。LAMP3在多种原发性鳞状

细胞癌中高表达，被认为是食管癌、结肠癌、乳腺癌、

肝癌等恶性肿瘤的预后标志[6,17]。KANAO 等[5]通过

体外侵袭实验证明，过表达LAMP3的宫颈癌细胞系

的迁移能力增强；小鼠的体内转移实验证明LAMP3

促进肿瘤远处转移。NAGELKERKE 等[18] 发现，

LAMP3表达与乳腺癌的淋巴结转移相关，影响乳腺

癌患者的总体生存率。LAMP3促进肿瘤转移的机制

尚未明确，可能与LAMP1和LAMP2类似，其在细胞

质膜上的表达使肿瘤细胞与内皮细胞发生相互作用

从而促进转移[6,18]。研究[18]发现，缺氧可导致结肠癌

细胞表面LAMP相关唾液酸化Lewis X的表达增加，

进一步促进与内皮E-选择蛋白的黏附，进而影响肿

瘤的侵袭和转移。此外，LAMP3还可能通过触发自

噬参与肿瘤进展[6]。本研究发现，LAMP3在宫颈癌组

织的表达明显高于正常宫颈组织及宫颈上皮内病变

组织，表明LAMP3可能对促进宫颈癌的进展发挥一

定作用，参与宫颈癌的进展。对LAMP3表达与宫颈

癌临床病理参数进行分析，发现LAMP3表达与FIGO

分期及淋巴结转移相关，因此LAMP3在宫颈癌中可

能通过促进肿瘤转移影响宫颈癌的进展。LAMP3与

ATF4的相关性分析表明二者在宫颈癌组织中的表达

呈正相关。 BURTON 等[13] 通过体外实验证明 ，

LAMP3 的基因转录受 ATF4 的直接调控。MUJCIC

等[10]研究表明，LAMP3的表达是通过UPR的PERK-

eIF2α-ATF4臂介导的，进而通过调节细胞迁移介导

缺氧驱动的淋巴结转移。因此两者可能存在调控关

系并共同参与宫颈癌的进展及转移，但具体分子机

制需要进一步探索。

宫颈癌发生远处转移的患者通常预后不良[19]。

本研究通过回顾性分析，发现LAMP3与ATF4在宫

颈癌组织异常表达，与肿瘤病灶大小、FIGO分期及淋

巴结转移有关，因此LAMP3与ATF4对宫颈癌的转

移和发展发挥重要的促进作用，但具体作用机制仍

需进一步探索。LAMP3与ATF4有望成为宫颈癌患

者的预后指标和治疗靶点，为宫颈癌的治疗提供
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