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$摘 要% 背景与目的!增殖诱导配体%+ <*(,#-%*+>#($F#$=)/#$E ,#E+$=!KGLMN$是最

近发现的肿瘤坏死因子家族新成员!有促进肿瘤 生成和增殖的能力’ 本实验通过

研 究 KGLMN 在 大 肠 癌 组 织 中 的 表 达 ! 并 对 比 氟 尿 嘧 啶 和 顺 铂 对 大 肠 癌 细 胞 株

OP421 表达 KGLMN 水平的影响! 探讨抗癌药对 KGLMN 在大肠癌组织 中 表 达 的 影

响’ 方法! 采用免疫组化法和荧光定量 G.L 检测 ;6 例大肠癌患者癌组织和配对
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郭云蔚!等! "#$%& 在大肠癌组织中的表达及化疗药物对大肠癌 ’()*+ 细胞 "#$%& 表达的影响

大肠癌是常见的恶性肿瘤!手术是首选的治疗

方式! 但相当一部分患者确诊时已处于中晚期!化

疗等措施成为必要手段!但化疗药物毒性大且疗效

有限!故寻找不良反应小且有效的联合治疗手段有

重要意义" 增殖诱导配体 #, -./0123.,41/561578915:
01:,57!"#$%&$!是最近发现的 ;<= 超家族新成员!
在许多肿瘤细胞及组织呈高效表达!并有重要的促

进肿瘤生成和增殖的能力%我们通过检测大肠癌组

织 "#$%& 的表达! 研究氟尿嘧啶和顺铂对大肠癌

细 胞 株 ’(>*+ 表 达 "#$%& 水 平 的 影 响 并 进 行 对

比!为 "#$%& 的抗癌研究提供实验理论基础"

! 材料与方法

!"! 材料

大肠癌细胞株 ’(>*+ 为中山大学肿瘤防治中

心实验研究部馈赠!中山大学附属第三医院中心实

验 室 保 存" ?@ 例 大 肠 癌 标 本 来 自 ABB? 年 @ 月 至

CBB@年 DC 月中山大学附属第三医院住院行大肠癌

手术切除的患者" 患者年龄 EDFGE 岁!中位年龄 ?E
岁!其中男性 EH 例!女性 DG 例"取大肠癌组织及配

对癌旁相对正常组织!行常规石蜡包埋切片&> !I$!
其中 CB 例患者留取新鲜组织液氮速冻 后J*KL保

存 进 行 I$<" 检 测 % 所 有 患 者 收 集 以 下 资 料 ’
M8N3O大肠癌临床病理分期!分化程度!肿瘤体积!

部 位!形 态 分 型&隆 起 型!溃 疡 型 等$!淋 巴 结 转 移

&有(无$!血清癌胚抗原&PQ"$%
!"# 主要试剂及仪器

MRQR( 新生牛血清为 S1T9/ 公司产!R;;’E6
&>!?6甲 基 噻 唑6C$6C!?6二 苯 基 四 氮 唑 溴 盐 购 自 上

海生工公司! 抗 "#$%& 单克隆抗体为 "T9,I 公司

产 !’"UP 试 剂 盒 购 自 博 士 德 公 司 !;.1V/0 试 剂 为

%5W14./:35 公司产品(实时荧光定量 $;6#P$ 试剂盒

’8-3.’9.1-4;R " #0,4158I!’XU$!S.335 Y536’43-
Z$;6#P$ [14 为 ;"["$" 生物技术有限公司产品!
氟尿嘧啶为上海旭东海普药业有限公司产!顺铂为

德 州 德 药 制 药 有 限 公 司 产 !"U% GKKK $,30 ;1I3
#P$扩增仪为 "U% 公司产%
!"$ 大肠癌组织及癌旁组织 %&’() 表达的检测

蛋白水平’ 采用 ’"UP 法进行免疫组化染色!
具体步骤参照试剂盒推荐步骤进行!一抗抗 "#$%&
单克隆抗体稀释度为 \]\KK!M"U 显色! 用柠檬酸

微波法进行抗原修复!设立阴性对照!以 #U’ 代替

一抗% 阳性染色为棕色细颗粒状! 阳性细胞在 ?^
以上定为阳性%

I$<"水平’采用 ’XU$!S.335#嵌合荧光法

进行实时一步 $;6#P$ 反应!方法见 \_*%
!"* +,*-. 细胞上 %&’() 表达的检测

蛋白水平’细胞培养液为含 \K^灭活新生牛血

清 的 MRQR 培 养 基 ! 常 规 培 养 ’(>*K 细 胞 并 传

代% 将 ’(>*K 细胞以 \‘\K? a I& 接种于放有盖玻片

的 @ 孔板中! 培养 >* b 后用冷纯丙酮固定! 采用

’"UP 免疫组化法染色!方法基本同组织 "#$%& 的

染色%
I$<"水平’采用 ’XU$!S.335#嵌合荧光法

进行实时一步 $;6#P$ 反应!方法见 D_*%
!"/ 氟尿嘧啶和顺铂对 +,*-. 细胞增殖的影响

采用 R;; 法! 取对数生长状态良好的 ’(>*+
细 胞 以 DcDK> a I& 接 种 于 H@ 孔 板! 每 孔 加 入 CKK
!& 细胞悬液!预培养 C> b!随后加入终浓度分别为

C?(?K(DKK(CKK !: a I& 的 氟 尿 嘧 啶 和 终 浓 度 分 别

为 C_?(?(DK(CK !: a I& 的顺铂! 每组设 ? 个复孔!
另设空白对照孔和阴性对照孔% 于作用 C>(>*(GC
b 时! 每孔分别加入 ? I: a I& R;; CK !&!EGL 孵

育 > b!弃上清% 每孔加入 D?K !& 二甲基亚砜!微

振荡 DK I15% 应用 #Y&"$O4,. Y#;%R" 多功能微板

测 试 系 统! 于 波 长 >HK 5I 处 测 得 每 孔 的 吸 光 度

&!$!重复 测 量 E 次% 计 算 细 胞 生 长 抑 制 率!抑 制

率d)De&! 药物 组e! 空白 对 照 组$ a &! 阴 性 对照 组e! 空 白 对 照 组$*c

癌 旁 相 对 正 常 组 织 及 大 肠 癌 细 胞 株 ’(>*B 上 "#$%& 的 表

达% 将不同终浓度的氟尿嘧啶和顺铂加入 培养中的 ’(>*B
细胞! 用荧光定量 #P$ 检测加入药物后 C> b(>* b 和 GC b
’(>*B 细胞表达 "#$%& I$<" 的水平%结果!大肠癌组织表

达 "#$%& 的阳性率为 G@_*^!I$<" 水平为 B_GDfB_B*!高于

癌旁相对正常组织的 D@_D^和 B_D@fB_B?#"gB_BBD$% ’(>*B
细胞上有明显的 "#$%& 表达!加入不同浓度的氟尿嘧啶后!

’(>*B 细胞 "#$%& 的 I$<" 水平逐渐升高!至 GC b 表达最

高 !C?(?B(DBB(CBB !: a I& > 个 药 物 浓 度 作 用 GC b 后 细 胞

"#$%& I$<" 水 平 分 别 为 B_*?fB_DB(B_*DfB_BH(B_*EfB_DD
和 B_HBfB_DC!与 空 白 对 照#B_?GfB_B@$相 比 差 异 有 统 计 学 意

义 #"gB_BBD$+ 而 加 入 不 同 浓 度 的 顺 铂 后 ! 细 胞 "#$%&
I$<" 水平与空白对照相比差异无统计学意义#"hB_B?$!仅

在 DB(CB !: a I& 浓 度 作 用 GC b 后 细 胞 的 "#$%& I$<" 水

平 #分 别 为 B_>>fB_B?!B_>BfB_BG$低 于 空 白 对 照 #"gB_B?$%
结 论!"#$%& 在 大 肠 癌 的 进 展 过 程 中 可 能 起 到 一 定 程 度 的

促进作用+氟尿嘧啶可能具有对抗 "#$%& 功能的潜在作用%

关键词!增殖诱导配体+ 氟尿嘧啶+ 结直肠肿瘤+ ’(>*B 细

胞+ 免疫组化+ 荧光定量 #P$
中图分类号!$GE?_EG 文献标识码!"
文章编号!DBBBe>@Gi#CBB*$B>eBE@HeB?
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!""#! 用抑制率对 $ 种化疗药物作用浓度对数作

图!根据曲线方程求出各作用时间的半数有效抑制

浓度"%&’"#$
!"# 氟尿嘧啶和顺铂对 $%&’( 细胞表达 )*+,-
.+/) 水平的影响

取对数生长状态良好的 ()*+" 细胞以 !,!"* -
./ 接种于 0 孔板! 预培养 $* 1! 随后加入终浓度

分别为 $’%’"%!""%$"" !2 - ./ 的氟尿嘧啶和终浓

度分别为 $3’%’%!"%$" !2 - ./ 的顺铂!每组设 4 个

复孔!另设空白对照孔不加任何药物$ 于作用 $*%
*+%5$ 1 时!6789:; 消化收集细胞提取总 <=> 进行

实时一步逆转录?@&< 反应!方法见 !3+$
!"0 引物设计合成和标准曲线的构建

两 对 引 物 >@<%/&’A?>>BBB6>6&&&6BB&>B
>B6&?4C!’C? B&B66>>6BBB>>&&>BB6B?4C!!*+
DE#和 内 参 照 "?FGH8I&’C ?6BB&>&&&>B&>&>>6B
>>?4C!’C?&6>>B6&>6>B6&&B&&6>B>>B&>?4C!
!+0 DE# 由 6>J><> 生物技术有限公司设计并合

成$取中山大学附属第三医院传染科实验室建立并

保存的 ED;KLMG78EH?NOP 质粒! 核酸蛋白紫外分析

仪核酸定量!!Q!" 倍比稀释作为标准品! 与待测样

本同时进行荧光定量 @&< 反应!以其 &H&域值循环

数!H17LM1:;R GSG;L# 值与不同浓度标准品的对数值

拟合作图!建立标准曲线$
!"’ 大肠癌组织和细胞 )*+,- .+/) 水平的检测

6789:; 法提取组织和细胞总 <=>!核酸蛋白紫

外分析仪检测 <=> 质量和浓度! 要求 T$0" - T$+"
在 !3+U$3"! 并调整 <=> 浓度至 ! I2 -!/$ 实时荧

光定量 <6?@&< 反应体系 $" !/!包括上下游引物

各 "3* !/!待 测 样 本 总 <=> 或 标 准 品 ! !/!加 入

V0 孔板!设立空白对照和无模板对照!于 >O% 5"""
<FL; 68.L @&< 扩增仪进行反转录及 @&< 反应$ 反

转录反应’*$W !’ .8I!V’W $ .8I(@&< 反应’V’W
’ M!0"W 4! M!*" 个循环$根据标准曲线!软件自动

计 算 出 待 测 样 本 中 >@<%/ 和 "?FGH8I 的 .<=> 含

量!以 >@<%/ .<=> 和内参 "?FGH8I .<=> 含量 的

比值作为评价 >@<%/ .<=> 表达水平的指标$ 扩

增产物抽样经 $#琼脂糖凝胶电泳鉴定$
!"1 统计学分析

采用 (@((!$3" 统计软件统计! 计量资料结果

以均数X标准差表示!两组间计量资料采用 ! 检验!
计数资料采用卡方检验$

2 结 果

2"! 大肠癌组织及癌旁组织 )*+,- 的表达

结果显示!大肠癌组织 >@<%/ 表达的阳性率明

显 高 于 癌 旁 相 对 正 常 组 织"503+# YM3 !03!#! #$Z
*!3’"!"["3""!)!大肠癌组织 >@<%/ 分布于腺癌细

胞"见图 !>)!呈弥漫性!少部分呈局灶性!主要定

位于细胞浆$ 根据标准曲线和内参 "?FGH8I!得出各

待测样本的表达值! 结果显示大肠癌组织 >@<%/
的 .<=> 水平明显高于癌旁相对正常组织 ""35!X
"3"+ YM3 "3!0X"3"’!!Z4"345!"["3""!)$ >@<%/ 和内

参 "?FGH8I @&< 扩增产物抽样经 $#琼脂糖凝胶电

泳鉴定!结果显示扩增出的目的片段大小与预期值

相符$
总的来说! 大肠癌组织 >@<%/ 表达阳性与否

与 TK\L]M 分期%分化程度%肿瘤体积%部位%形态分

型"隆起型!溃疡型等)%淋巴结转移"有%无)%血清

&^> 值无关$ 但细分后! 在癌组织呈隆起型的 $!

图 ! >@<%/ 在大肠癌组织和大肠癌细胞系 ()*+" 上的表达 !(>O& _!"""
‘82K7L ! ^aE7LMM8:I :b >@<%/ 8I G:;:7LGHF; GF7G8I:.F H8MMKL FIR G:;:7LGHF; GF7G8I:.F ()*+" GL;;M "(>O& _!"")

>’ >@<%/ 8M LaE7LMMLR "8I D7:cI) 8I GSH:E;FM. :b FRLI:GF7G8I:.F GL;;M 8I G:;:7LGHF; GF7G8I:.F H8MMKL3
O’ >@<%/ 8M LaE7LMMLR "8I D7:cI) .F8I;S 8I GSH:E;FM. :b ()*+" GL;;M3

> O
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例患者! 肿瘤体积!! "# 大肠癌 $%&’( 的阳性率

")* + ),!)--.#高于/! "# 大肠癌 0%&’( 的阳性率

"1 + 2!1134.$ 且差异有统计学意义 %!*546117!!/
-6-1$&
!"! 大肠癌细胞株 #$%&’ 上 ()*+, 的表达

89:7- 细胞 0%&’( 呈阳性表达! 阳性染色定

位于胞浆"见图 );$!#&<0 表达值为 -61:=-6-4&
!-. 氟尿嘧啶和顺铂对 #$%&’ 细胞增殖的影响

随着氟尿嘧啶与顺铂浓度升高及作用时间延

长!对 89:7- 细胞增殖的抑制率也随之升高& 氟尿

嘧 啶 在 作 用 *:’:7’>, ? 的 ’@1- 分 别 为 A4:6A’
))-67’A)64 "B + #(!顺铂在作用 ,:’:C’D, ? 的 ’@1-

分别为 A26E’)-6F’:32 "B + #(&
!-% 氟尿嘧啶和顺铂对 #$%&’ 细胞表达 ()*+,
/*0( 水平的影响

结 果 显 示 ! 加 入 不 同 浓 度 的 氟 尿 嘧 啶 后 !
89:7- 细胞 0%&’( 的 #&<0 水平逐渐升高!至 >,
? 表达最高与空白对照%不加药物#相 比 差 异 有 统

计 学 意 义%均 !/-3--E#(而 加 入 不 同 浓 度 的 顺 铂!
0%&’( 的 #&<0 水平绝大多数与空白对照相比差

异 无 统 计 学 意 义 "均 !G-3-1$!仅 在 E-’,- "B + #(
浓度 >, ? 细胞 0%&’( 的 #&<0 水平低于空白组!
差异有统计学意义"均 !/-3-1$!见表 E&

. 讨 论

增殖诱导配体 "H IJKLMNOJHPMKQRMQST"MQB LMBHQS!

0%&’($ 是 U<V 超家族的新成员!E227 年由 WH?QO
等首先发现并克隆成功 )E*!属于#型 跨 膜 蛋 白!有

膜结合型及可溶性型%胞外区脱落而成$二种形式!
均有活性& 0%&’( 在正常组织中表达很弱!并且仅

见于前列腺’结肠’脾’胰腺等几个组织及外周淋巴

细胞’单核细胞和巨核细胞!却在多种肿瘤细胞及

组织有高效表达! 其中以消化道恶性肿瘤 %胃’食

管’结肠等$最显著!并在多种细胞系如结直肠癌细

胞系 89:7-’淋巴瘤细胞系 &HXM’黑色素瘤细 胞 系

YAF 等均报道有高水平的表达 )EZA*&
对 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 作 用 是 目 前 所 认 为 的

0%&’( 最主要和重要的功能!它可能作为一种自分

泌或旁分泌生长因子而促进肿瘤的形成及肿瘤细

胞的增殖与存活& 研究显示!0%&’( 可在血清浓度

很 低 的 情 况 下 促 进 多 种 肿 瘤 细 胞 系 %如 [TJ\HP’
&HXM’WO(H 等$的 快 速 增 长 ),*!并 呈 剂 量 依 赖 关 系!
就算不能直接促进肿瘤细胞的增长!亦能保护瘤细

胞不受某些死亡配体和肿瘤坏死因子相关的凋亡

诱导配体诱导而凋亡):*& 将 0%&’( 转染的 <’WRAUA
细胞及非转染细胞接种到裸鼠体内后前者较后者

的 成 瘤 速 度 明 显 加 快 & 用 0%&’( 的 可 溶 性 受 体

;@]0 %; "OLL #HPTJHPMKQ HQPMBOQ$ 在 体 外 可 抑 制

0%&’( 的增殖作用而注射到裸鼠体内可减缓肿瘤

生长 )1*& 此外!0%&’( 是有效的 U 细胞体外刺激因

子 ! 并 可 通 过 协 同 刺 激 作 用 ! 与 ;0VV %; "OLLR
H"PM^HPMQB NH"PKJ KN U<V NH#ML_$一起!促进 ; 细胞的

存活 )FZ7*&
本研究在蛋白水平和 #&<0 水平再次证实了

大肠癌组织和 89:7- 细胞有明显的 0%&’( 表达!
这与 WH?QO 和张东雷 的 研 究 一 致 )E!2*!而 且 肿 瘤 呈

隆起型及肿瘤直径!A "# 的大肠癌组织的 0%&’(
阳 性 率 高 于 肿 瘤 直 径/A "# 大 肠 癌 组 织 的 0%&’(
的阳性率& 故我们认为!鉴于 0%&’( 在肿瘤组织高

表达而在非肿瘤组织低表达或不表达的特性!它首

先在一定程度上有望作为良恶性病变鉴别的指标

之一& 而鉴于 0%&’( 本身具有促进肿瘤生成和增

殖这一生理功能!我们认为!在大肠癌的进展过程

中!0%&’( 或多或少的起到促进作用! 对抗 0%&’(
的功能! 可能有望在一定程度上减缓大肠癌的进

展&
氟尿嘧啶与顺铂是目前临床上用于大肠癌常

用化疗方案的主要药物!我们的 研 究 亦 证 实!这 ,
种药物能明显的 抑 制 大 肠 癌 89:7- 细 胞 的 增 殖&
但是除了顺铂在 E-’,- "B + #( 浓度作用 D, ? 后可

表 ! 氟尿嘧啶和顺铂对 "#$%& 细胞表达 ’()*+ ,)-’
水平的影响

./012 3 455267 85 9:51;8<8;</6=1 />? 6=@A1/7=> 8> ,)-’
12B21 85 ’()*+ => "#C%& 6211@

0LL ^HLTO‘ HJO IJO‘OQPOS H‘ #OHQ = 8a KN F ObIOJM#OQP‘6 H!/-6-1!
c!/-6--E! ^‘6 cLHQ\ "KQPJKL6

YJKTI

;LHQ\ "KQPJKL
1RVLTKJKTJH"ML

,1 "B + #(
1- "B + #(

E-- "B + #(
,-- "B + #(

@M‘ILHPMQ
,61 "B + #(
1 "B + #(

E- "B + #(
,- "B + #(

,: ?
-61:=-6-C

-6F:=-6-DH

-6F-=-6-F
-612=-6-C
-6F2=-6EEH

-6F-=-6-D
-61C=-6-F
-611=-6-C
-61,=-6E-

:C ?
-61A=-6-1

-6FC=-6-2H

-6D-=-6-1c

-6D1=-6-2c

-6D,=-6-2c

-611=-6-C
-61,=-6-1
-6:2=-6-F
-61-=-6-2

D, ?
-61D=-6-F

-6C1=-6E-c

-6CE=-6-2c

-6CA=-6EEc

-62-=-6E,c

-61-=-6-F
-6:C=-6-2
-6::=-6-1H

-6:-=-6-DH

0%&’( #&<0 ObIJO‘‘MKQ
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轻度降低 !"#$% 的水平外! 其他浓度和作用时间

均 不 能 降 低 &"#$% 的 水 平 " 而 氟 尿 嘧 啶 作 用

’()*+ 细胞后! 残存细胞的 !"#,% -#.& 水平反

而越来越高!换个角度说!氟尿嘧啶在抑制大肠癌

细胞增殖或杀灭癌细胞的同时!残存癌细胞的增殖

能力一定程度上反而升高!这是否是化疗后肿瘤复

发的潜在因素之一有待进一步的研究证实"故我们

认为!在对大肠癌化疗特别是对未能行根治性手术

的患者化疗时! 尤其是方案中含有氟尿嘧啶时!同

时辅予对抗 &"#,% 功能的治疗措施更具有潜在的

重要作用! 而对抗 &"#,% 功能的方法可设想的有

多种!如抗 &"#,% 单克隆抗体!可溶性受体 /01&
等"

综上所述!&"#,% 在大肠癌的辅助诊断和治疗

中可能具有潜在的价值!至于它是否能作为一个类

似肿瘤标记物的分子在临床上用于大肠癌等恶性

肿瘤的辅助诊断措施! 对抗 &"#,% 的功能是否有

助于大肠癌等恶性肿瘤的治疗! 则需进一步的研

究"
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:;;< 年广州国际头颈外科学术研讨会

中山大学肿瘤防治中心头颈外科将于 U++N 年 V 月 X 日QN 日于广州举办国家级继续教育项目(U++N 广州国际头颈外科

学术研讨会)" 此次会议邀请了美国纽约纪念 ’>935Y76886=A5B 癌症医院头颈外科的 &F49: ’4343 教授!澳大利亚皇家阿德雷德

医院 7=AF4535’E=65 教 授!香 港 中 文 大 学 威 尔 斯 亲 王 医 院 的 唐 志 辉 教 授!上 海 交 通 大 学 第 九 人 民 医 院 张 陈 平 教 授!中 山 大 学

附属第一医院许庚教授及我院专家共同研讨头颈肿瘤的外科 治疗" 会议届时将在头颈肿瘤的最新外科治疗现状*头颈外科

修复重建技术*头颈外科微创治疗技术等各个领域和大家分享各地专家的治疗经验" 会议同时有实时手术演 示和手术录像

示教" 参会者授予国家级继续教育学分 L+ 分" 欢迎广大同行参加"

大会时间’U++N 年 V 月 X 日Q N 日%周五至周二&

大会地点’中国广州市东风东路 daL 号中山大学肿瘤防治中心 U] 楼国际会议厅"

主办单位’中国抗癌协会头颈肿瘤外科专业委员会*中山大学肿瘤防治中心*香港中文 大学威尔斯亲王医院*+癌症,杂

志编辑部"

联系电话’+U+QNV]X]]+U
IY-3A>’>AE@@6Ae-3A>?FGFE?6CE?<5
详情请登陆 488K’ f f @@@?FGFE<<?<9-
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