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ＮＦκＢ在肝细胞癌组织中的表达及意义
梁帅，王志明，吕新生，李劲东，周乐杜，李新营

（中南大学湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 ４１０００８）

　　摘要：目的　探讨 ＮＦκＢ基因在肝细胞癌组织中的表达及生物学意义。方法　采用逆转录聚
合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫组织化学技术检测 ３２例肝癌组织及癌旁肝组织中的 ＮＦκＢ
基因的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平及蛋白定位。结果　ＮＦκＢ基因在肝癌组织中的表达较癌旁肝组织显
著性增高（Ｐ＜０．０５）。免疫组化结果显示，ＮＦκＢ蛋白在肝癌细胞胞浆和胞核中均有表达，而在癌
旁肝细胞中仅在胞浆中有表达。结论　ＮＦκＢ基因在肝癌组织中呈显著高表达，提示其可能参与了
肝癌的发生发展。ＮＦκＢ表达定位在癌细胞和癌旁肝细胞中的差异，提示 ＮＦκＢ活化后，进入胞核，
通过调节下游基因的转录，促进肝癌的发生。
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　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是我国最常见的恶性肿瘤之
一，研究［１］表明，乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染和黄曲
霉素（ＡＦＢ１）摄入是我国肝癌发生的主要致病因
素，但其发生的具体分子机制尚未完全明了。细胞

　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０６００６０１）。
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　　作者简介：梁帅，男，山东海阳人，中南大学湘雅医院住院医师，主

要从事肝癌方面的研究。

　　通讯作者：梁帅　Ｅｍａｉｌ：ｃｈｉｎａｖａｓｃｕｌａｒ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是一种重要
的转录因子，其激活参与炎症、细胞增殖、细胞凋亡

等基因的调节，在肿瘤的发生中起着重要的作用。

但在肝癌组织中 ＮＦκＢ的表达情况，国内罕见研
究，本研究初步探讨 ＮＦκＢ在肝癌组织中的表达情
况及其生物学意义，报告如下。

１　资料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本　取自中南大学湘雅医院 ２００４
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年 ５月—２００５年 ８月间手术切除的 ３２例肝细胞癌
和对应的癌旁肝组织（距肿瘤边缘≥２ｃｍ）。标本
离体后立即液氮保存。３２例肝癌中男 ２７例，女 ５
例；年龄 ３２～５９岁，平均年龄 ４２．６岁。所有标本
均经病理组织学切片证实为肝细胞肝癌。

１．１．２　主要试剂　ＴＲＩＺＯＬ购自晶美生物科技公
司，ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＤＲ０１９Ａ）购自大连宝生物公
司，ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒购自 ＰｉｅｒｃｅｏｆＡｍｅｒｉｃａ，
兔抗人 ＮＦκＢ多克隆抗体（ｓｃ１０９）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，羊抗兔二抗 ｌｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ（０４１５０６）购
自 ＫＰＬ公司，山羊抗兔二抗免疫组化试剂盒购自北
京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　取肝癌
组织和癌旁肝组织各 １００ｍｇ，采用 ＴＲＩＺＯＬ提取总
ＲＮＡ，然后逆转录为 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ按照试剂盒说明书
进行操作，采用 ５０μＬ反应体系。ＰＣＲ反应条件：
９４℃变性 ４ｍｉｎ后，９４℃ ３０ｓ，５０℃ ４０ｓ和 ７２℃
４０ｓ，顺序循环 ３５次，最后 ７２℃延伸 ７ｍｉｎ。２％琼
脂糖凝胶电泳，凝胶自动成像系统上摄像并分析各

条带 吸 光 度 值 （基 因 表 达 值 ＝ ＮＦκＢ／βａｃｔｉｎ）。
ＮＦκＢ引物 Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＣＣＣＡＴＡＣＣＴ
３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＡＣＧＣＴＧＡＧＧＴＣＣＡＴＣＴＣＣＴＴＧ３′，产 物
长度 ５２２ｂｐ；βａｃｔｉｎ引 物 Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＡＣＧＣＡＧＣＴ
ＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣ
ＴＡＴＧＣ３′，产物长度 ２８７ｂｐ。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹　称取刚解冻的肝细胞
癌或癌旁 肝 组 织 组 织 １００ｍｇ，剪 碎 组 织 后，放 入
１ｍＬ组织裂解液（２０ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ，１０ｍＭＮａＣｌ，１ｍＭ
ＥＤＴＡ，１ｍＭ ＭｇＣｌ２，１％ ＮＰ４０，０．１％ ＳＤＳ，０．０５％

βＭＥ，０．０８ｍｇ／ｍＬＰＭＳ）中 机 械 匀 浆，冰 上 孵 育
３０ｍｉｎ。４℃低温 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ取上清。
采用 ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒检测总蛋白质浓度，
置于 －７０℃ 冻 存。制 备 ＳＤＳ－聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶
（５％分离胶和 １０％的浓缩胶），每孔加蛋白样品
１００μｇ，电泳（积层胶：电压 ８０Ｖ，３０～４０ｍｉｎ；分离
胶：电压 １００Ｖ，１２０～１４０ｍｉｎ），湿法（１００Ｖ恒压下
６５ｍｉｎ）将 蛋 白 转 到 硝 酸 纤 维 素 滤 膜 （Ｍｉｌｌｐｏｒｅ，
０．４５μｍ）。５％脱脂奶粉 ＰＢＳ缓冲液室温封闭 ２ｈ，
一抗 １∶５００稀释，４℃过夜，ＰＢＳＴ洗膜，二抗 １∶１
０００室温孵育 １ｈ，ＰＢＳＴ洗涤 ５次，加 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ发
光试剂，暗室显影 ２ｍｉｎ并冲洗胶片。用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ
软件（Ｂｉｏｒａｄ）对杂交条带进行定量分析，以蛋白条
带吸光度和条带面积的乘积作为代表蛋白表达水

平的计量资料。

１．２．３　免疫组织化学　采用链酶素 －生物素 －

辣根过氧化物酶（ＳＡＢＣ）法进行免疫组织化学分

析。将石蜡包埋的组织标本连续切成厚度为 ３～

５μｍ的切片，６０℃烤片，二甲苯脱蜡 １５ｍｉｎ，依次浸

泡在无水乙醇、９０％乙醇、８５％乙醇中各 ３ｍｉｎ，用

新鲜配制的 ３％过氧化氢溶液消除内源性过氧化物

酶的活性（１５ｍｉｎ）。用 １∶５０ＥＤＴＡ溶液在 ９５℃下

进行微波抗原热修复 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液处理 ２０ｍｉｎ

后用 ４％胎牛血清封闭液 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，然后滴

加 ＰＢＳ液稀释的兔抗人 ＮＦκＢ多克隆抗体，工作浓

度为 １∶５０，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，４℃过夜。山羊抗兔

二抗免疫组化试剂盒与组织切片进行二级免疫反

应，滴加新鲜配置的 ＤＡＢ显色剂后，显微镜下控制

反应颜色，流水冲洗 ６ｍｉｎ，苏木素复染 ３０ｓ，流水冲

洗 １０ｍｉｎ，６０℃烤箱内烘干后中性树脂封片。以

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果作为阳性对照。用 ＰＢＳ代替一抗作

为阴性对照。

１．２．４　统计学分析　全部数据采用 ＳＰＳＳ１０．０统

计软件包进行统计学分析，计量资料的均数用均数

±标准差（ｘ±ｓ）表示，计量资料比较采用 ｔ检验。

以 Ｐ≤０．０５作为差异具有显著性意义的界值。

２　实验结果

２．１　ＮＦκＢ在组织中的 ｍＲＮＡ表达水平

３２例肝癌组织及癌旁肝组织中均有 ＮＦκＢｍＲ

ＮＡ表达（图 １），癌组织 ＮＦκＢ的表达为 ０．４１８±

０．１１３显著高于癌旁组织的 ０．１８３±０．０８９（Ｐ ＜

０．０５）。

２．２　ＮＦκＢ在组织中的蛋白表达水平

３２例肝癌组织和癌旁肝组织中均有 ＮＦκＢ的

蛋白表达（图 ２），分子量为 ６０ｋＤ左右，与 ＮＦκＢ符

合的分子量（６５ｋＤ）。癌组织 ＮＦκＢ的蛋白表达为

１８６．６±２５．４显著高于癌旁肝组织的 １０６．５±

２０．６（Ｐ＜０．０５）。

２．３　免疫组化结果

采用免疫组化技术检测肝癌组织及癌旁组织中

的 ＮＦκＢ蛋白表达和定位。结果显示：ＮＦκＢ蛋白

在肝癌组织中的表达显著高于癌旁肝组织，这与

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果是一致的；ＮＦκＢ蛋白在肝癌组织

中的胞浆和胞核均有着色，且以胞核着色为主，而

在癌旁肝组织，仅能观察到胞浆的着色（图 ３）。

０５７
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，３：肝癌组织；２，４：癌旁肝组织

图 １　肝癌组织和癌旁肝组织中 ＮＦκＢＲＴＰＣＲ检测结果

ａ：肝癌组织；ｂ：癌旁肝组织

图 ２　肝癌组织和癌旁肝组织中 ＮＦκＢＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

ａ：肝癌组织（×４００） ｂ：癌旁肝组织（×４００）

图 ３　肝癌组织和癌旁肝组织中 ＮＦκＢ免疫组化结果

３　讨　论

ＮＦκＢ是普遍存在于细胞浆中的一种快反应
转录因子，正常情况下，它与抑制性蛋白 ＩＫＢ结合
而处于非活性状态，但在各种刺激因子的作用下，

ＮＦκＢ被 激 活，转 入 核 内，调 节 下 游 基 因 的 表
达［１］。最初对 ＮＦκＢ的研究主要探讨其在炎症发
生中的作用。近年来，它的功能逐渐被了解，ＮＦ

κＢ在肿瘤发生中的作用研究逐渐被重视。
ＮＦκＢ在肿瘤的发生发展中起着至关重要的

作用［１］。ＮＦκＢ可以上调 ｃｙｃｌｉｎＤＩ基因的表达，促
进细胞的生长和增殖［３－４］。ＮＦκＢ可激活 ｃｍｙｃ基
因的表达，Ｈｒａｓ癌基因诱导的非正常细胞增生及
致癌作用也依赖 ＮＦκＢ［５］。ＮＦκＢ可以通过激活
某些 抗 调 亡 基 因 （如 ＴＲＡＦ１，ＴＲＡＦ２等 ），阻 断
ｃａｓｐａｓｅ８的激活，抑制调亡的发生［４］。ＮＦκＢ还可
以促进 ＥＧＦＰ，ＭＭＰ２等因子的表达，参与肿瘤的
复发转移［６］。

乙型肝炎病毒感染是我国肝癌发生的主要原

因之一。研究［７］表 明，乙型肝炎病毒 ＨＢｘＡｇ可以
通过 ｒａｓｒａｆｍａｐ激酶通路激活 ＮＦκＢ，促使病毒
复制和细胞向恶性转变，抑制恶性细胞的凋亡，促

进肝癌的发生发展。

本研究表明，肝癌组织中 ＮＦκＢ的 ｍＲＮＡ及蛋
白表达水平显著的高于癌旁肝组织。免疫组化显

示，肝癌组织中 ＮＦκＢ主要表达于胞核，而在癌旁

肝组织中则只在胞浆有表达，这提示，只有 ＮＦκＢ
被激活后并转入核内，才能通过调节下游基因的

表达促进肝癌的发生发展。

本研究结果表明，ＮＦκＢ的激活可能是肝癌
发生发展过程中的重要事件，ＮＦκＢ可能在肝癌
的发生发展中起到关键的作用。有理由相信 ＮＦ

κＢ将可能是肝癌治疗的重要靶标。
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