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·论　著·
Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ在结直肠癌中的表达

胡静姿，刘惠敏，李玉莉，何　金，朱维建
（第二军医大学长征医院病理科，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ 的表达，探讨它们在结直肠癌发生发展中的可能作用。方

法：ＲＴＰＣＲ、免疫组化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ一步法分别检测４０例结直肠癌组织与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和ＢａｘｍＲＮＡ表达及其相

应蛋白表达水平。结果：癌组织和癌旁组织的Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及其蛋白表达水平都很低，两者之间无显著差异；两者ＢｃｌｘＬ
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均较高，且癌组织明显高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）；两者ＢａｘｍＲＮＡ及蛋白表达水平均较Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ
高，但两者间无显著差异。两者Ｂｃｌ２／Ｂａｘ和ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ的比值间无显著差异。Ｂｃｌ２蛋白表达与Ｄｕｋｅｓ分期和ＴＮＭ 分期

都呈负相关（Ｐ＜０．０５），与其他临床病理相关因素（性别、年龄、肿瘤大小、发生部位、组织学类型、分化程度）无明显相关；而

ＢｃｌｘＬ、Ｂａｘ在基因及蛋白水平的表达均与临床病理相关因素无关。结论：结直肠癌中ＢｃｌｘＬ在基因及蛋白表达水平明显强

于Ｂｃｌ２，且明显高于癌旁组织；前者可能促进了肿瘤的发生发展。Ｂｃｌ２蛋白表达与肿瘤分期呈负相关，可作为评价结直肠癌

临床预后的参考指标。
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［作者简介］　胡静姿，硕士，住院医师．
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　　结直肠癌是临床最常见的恶性肿瘤之一。大量
的研究［１，２］表明，肿瘤的发生发展与细胞增殖、凋亡
的动态平衡受破坏有关。Ｂｃｌ２家族蛋白是重要的
细胞凋亡调节因子，它们中有些抑制细胞凋亡（如

Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ），有些则促进凋亡（如Ｂａｘ、Ｂａｋ），其表
达的改变不仅影响ＤＮＡ损伤或周期异常细胞的正
常凋亡，还影响肿瘤细胞自身的凋亡。大多数抗癌
药物也是通过诱导肿瘤细胞的凋亡来发挥细胞毒作

用。所以，本研究通过检测Ｂｃｌ２家族在结直肠癌中

的表达，探讨它们在结直肠癌发生发展中的可能作
用，为结直肠癌的化学药物治疗和基因治疗提供新
依据。

１　材料和方法

１．１　标本和试剂　收集第二军医大学长征医院
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２００４年１１月至２００５年４月期间术前未经化疗、放
疗或免疫治疗的结直肠癌患者新鲜手术标本４０例，
癌组织和癌旁组织（距癌组织超过５ｃｍ）各２份，１
份迅速放入冻存管，存于－１９６℃液氮；另１份用

１０％中性甲醛溶液固定，常规石蜡包埋以备免疫组
化染色。所有病例均经病理检查确诊。小量组织／
细胞总ＲＮＡ快速抽提纯化试剂盒（Ｗ６７０１）购于上
海华舜生物工程有限公司，ＲＴｋｉｔ（Ｃａｔ：２０５１１１）购
于Ｑｉａｇｅｎ公司，ＰＣＲ各试剂购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司，鼠
抗单克隆Ｂｃｌ２蛋白抗体（上海长岛，克隆号１００／

Ｄ５，即用型）、兔抗多克隆 ＢｃｌｘＬ蛋白抗体（Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈＩｎｃ．，ｃｌｏｎｅＳ１８，１１００稀释），兔抗
多克隆 Ｂａｘ蛋白抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈＩｎｃ．，

ｃｌｏｎｅＮ２０，１１００稀释），ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ试剂盒和

ＤＡＢ显色液购于福州迈新生物技术开发有限公
司。　　
１．２　一般资料　男２５例，女１５例，年龄２７～８８
（５９．４３±１５．３０）岁，直肠癌２７例，结肠癌１３例。按
照 ＷＨＯ最新标准（ＩＡＲＣＰｒｅｓｓ，２０００）腺癌３３例，
黏液腺癌６例，未分化癌１例；分化程度高、中、低及
未分化分别为９例、１８例、１２例、１例；ＤｕｋｅｓＡ期

１２例，Ｂ期１０例，Ｃ期１５例，Ｄ期３例；ＴＮＭ 分期
（ＵＩＣＣ，２００２）Ⅰ期１２例，Ⅱ期１０例，Ⅲ期１４例，Ⅳ
期４例。

１．３　ＲＴＰＣＲ
１．３．１　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　采用异硫氰
酸胍一步法，按照 Ｗ６７０１试剂盒操作说明提取，用
核酸分析仪测定所提取ＲＮＡ的浓度和纯度。按试
剂盒说明合成ｃＤＮＡ，反应条件：３７℃孵育１ｈ。

１．３．２　引物设计、合成　Ｂｃｌ２［３］（４５９ｂｐ）：上游５′
ＧＧＴＧＣＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＣＡＣＣＴＧ３′，下游

５′ＧＴＴＣＡＣＴＧＴ ＴＧＧ ＣＣＣ ＡＧＡ ＴＡＧ Ｇ３′；

ＢｃｌｘＬ（２１１ｂｐ）：上游 ５′ＧＴＧ ＡＡＴ ＧＧＡ ＧＣＣ
ＡＣＴＧＣＧ ＣＡ３′，下游 ５′ＣＣＣＣＡＴ ＣＣＣ ＧＧＡ
ＡＧＡ ＧＴＴ ＣＡ３′；Ｂａｘ（２０９ｂｐ）：上游 ５′ＧＣＣ
ＣＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＧＡＴＣＡＴ３′，下游５′
ＣＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ
（５００ｂｐ）：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ
ＡＣ３′，下游５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ ＴＴＧ ＣＴＧ
ＴＡ３′。后三者均用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ７．０引物设计软件
设计，由上海生工生物工程技术服务公司合成。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　反应体系为ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ／μｌ）０．２５μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μｌ，１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ
２．５μｌ，目的基因引物各０．５μｌ，ＧＡＰＤＨ 引物各

０．２５μｌ（均１０μｍｏｌ／Ｌ），ｃＤＮＡ１μｌ，共２５μｌ。

　　ＰＣＲ 反应条件：９４℃变性３０ｓ，５８～６４℃退火

３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５ 个循环后延伸１０ｍｉｎ。

１．２％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

１．３．４　结果判定　扩增产物进行凝胶电泳后，ＢＩＯ
ＲＡＤ凝胶成像系统摄像，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．１．０软件
进行半定量分析，以目的基因与ＧＡＰＤＨ的比值为
目的基因的相对含量。

１．４　免疫组化　采用ＭａｘＶｉｓｉｏｎ一步法，常规石蜡
包埋切片，脱蜡至水，高温高压修复抗原，其余步骤
按试剂盒说明操作，ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，

ＢｃｌｘＬ、Ｂａｘ用已知阳性切片作阳性对照，Ｂｃｌ２以
同一组织切片中的淋巴滤泡为阳性对照。结果判定
用阳性细胞数量和着色程度两相加权法，阳性细胞
数＜５％为０分，５％～２５％为１分，２５％～５０％为２
分，５０％～７５％为３分，≥７５％为４分；着色程度淡
黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分；两者相
加，总分１～２分记为－，３分记为＋，４分记为，≥
５分为。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５软件进行分析，
癌组织与癌旁组织间基因表达的比较用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
符号秩检验，ｍＲＮＡ水平与临床病理相关因素的关
系采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，蛋白表达与临床病理
相关因素的关系用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关。

２　结　果

２．１　结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ
ｍＲＮＡ表达　结果显示结直肠癌与癌旁组织Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ表达均很低，大部分标本检测不到或只有很
弱 的 条 带，其 平 均 ｍＲＮＡ 水 平 分 别 为

０．１２７±０．０７３、０．１２１±０．０８０，两者无明显差异（Ｚ＝
０．２５７，Ｐ＝０．７９７）。但所有的标本均能检测到Ｂｃｌ
ｘＬｍＲＮＡ表达，癌与癌旁组织的平均 ｍＲＮＡ水平
分别为０．５６９±０．２１４、０．３１０±０．１７６，两者之间存
在显著性差异（Ｚ＝３．１９１，Ｐ＝０．０１）。Ｂａｘ在癌与
癌旁组织中的平均 ｍＲＮＡ 水平则分别为０．６５８±
０．３６３、０．５９３±０．３４３，两者之间无显著性差异（Ｚ＝
１．８５６，Ｐ＝０．０６３，图１）。同时癌组织和癌旁组织
间Ｂｃｌ２／Ｂａｘ 和ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ 的比值均没有差异
（Ｚ＝０．２４０，Ｐ＝０．８１１；Ｚ＝０．７６８，Ｐ＝０．４４３）。

２．２　结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ蛋
白的表达　无论癌组织还是癌旁组织，Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ
和Ｂａｘ蛋白的阳性颗粒均主要分布于细胞质；在癌
旁组织中，Ｂｃｌ２蛋白阳性颗粒主要分布于陷窝的底
部，Ｂａｘ蛋白阳性颗粒主要分布在靠近表面的上皮
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细胞，ＢｃｌｘＬ蛋白阳性颗粒则分布于整个陷窝（图

２）。表达强度上Ｂｃｌ２蛋白较弱，ＢｃｌｘＬ蛋白中等强
度，Ｂａｘ蛋白较强，癌组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ蛋
白的总阳性率分别为３７．５％、８７．５％和９０％，癌旁

组织中则分别为３２．５％、７７．５％和８０％，它们在癌
与癌旁组织中的表达情况详见表１，结果表明只有

ＢｃｌｘＬ蛋白在癌与癌旁组织之间的差异具有显著性
意义（Ｚ＝３．１５７，Ｐ＝０．０２）。

图１　结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ的ＲＴＰＣＲ电泳结果

Ｆｉｇ１　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｃｌ２，ＢｃｌｘＬａｎｄＢａｘｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
１：Ｍａｒｋｅｒ；２，８，１２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ；３，９，１３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ；４，１０，１４：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；５，１１，１５：Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；６：ＴＧＡＰＤＨ；７：Ｎ

ＧＡＰＤＨ．ＴｈｅｒｉｇｈｔＧＡＰＤＨｌａｂｅｌｉｎｇｗａｓｊｕｓｔｔｏＢｃｌｘＬａｎｄＢａｘｇｅｎｅ

图２　结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ＢｃｌｘＬａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（ＭａｘＶｉｓｉｏｎ，×１００）

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍａｉｎｌｙｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｏｆｔｈｅｃｒｙｐｔ’ｓｇｒｏｕｎｄ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍａｉｎ

ｌｙｌｏｃａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｃｒｙｐｔ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍａｉｎｌｙｉｎｔｈｅａｐｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｏｆｔｈｅｃｒｙｐｔ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ

２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｗｅａｋ（ｔｈｅｓｅｌｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｔｈｅｌｏｗｅｒｌｅｆｔ）；Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍｏｄｅｒａｔｅｔｏｓｔｒｏｎｇ；Ｆ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｔｒｏｎｇ．ＡＣｗｅｒｅｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；ＤＦｗｅｒｅｉｎｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

表１　结直肠癌与癌旁组织中Ｂｃｌ２、

ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ蛋白表达的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ＢｃｌｘＬａｎｄ

Ｂａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
（Ｎ＝４０）

Ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ［ｎ（％）］

Ｔｕｍｏｒ＞
Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ

Ｔｕｍｏｒ＜
Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ

Ｔｕｍｏｒ＝
Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ

Ｐ

Ｂｃｌ２ ８（２０） ７（１７．５） ２５（６２．５） ０．７９
ＢｃｌｘＬ ２２（５５） ５（１２．５） １３（３２．５） ０．０２
Ｂａｘ １４（３５） ７（１７．５） １９（４７．５） ０．０９

２．３　结直肠癌组织中Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ ｍＲＮＡ
及蛋白表达与临床病理相关因素的关系　Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ水平，ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ 无论 ｍＲＮＡ水平还是
其蛋白表达水平，与性别、年龄、发生部位、组织学类
型、分化程度、淋巴结转移与否、Ｄｕｋｅｓ分期及ＴＮＭ
分期均无关（Ｐ＞０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达与Ｄｕｋｅｓ分
期和 ＴＮＭ 分 期 都 呈 负 相 关 （ｒｓ ＝ －０．３８９，

Ｐ＝０．０１３；ｒｓ＝－０．３９６，Ｐ＝０．０１２），但与其他因
素无关。　　
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３　讨　论

　　细胞凋亡与肿瘤的关系是近年来的研究热点之
一，细胞凋亡的失控是导致肿瘤发生发展的重要方
面，其中Ｂｃｌ２家族备受重视。Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ
是该家族中的重要成员，它们主要通过线粒体途径
参与凋亡调控，当细胞受到死亡信号刺激，与Ｂｃｌ２
或ＢｃｌｘＬ蛋白相结合的Ｂａｘ蛋白就会被置换出来，
线粒体膜通透性增加，释放出一系列物质，最终导致
细胞死亡［２］。

　　目前研究表明许多实体肿瘤和血液系统肿瘤中
凋亡相关基因表达异常，主要是抑凋亡基因表达上
调，促凋亡基因表达下调［１，４］，其中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值
对于细胞接受死亡刺激信号后存活与否起关键性作

用［５］。但是该比值在结直肠癌中的作用仍存在争
议［６～９］，有的报道显示在结直肠癌中ＢｃｌｘＬ的表达
要明显高于Ｂｃｌ２［８］，而且ＢｃｌｘＬ的抑凋亡作用比

Ｂｃｌ２强［１０］，从而推测ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ的值对于维持结
直肠癌细胞的存活可能更为重要，现已有研究证实

ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ而非Ｂｃｌ２／Ｂａｘ与人结直肠癌细胞系
对５ＦＵ化学敏感性显著相关［１１］。本研究结果显示
无论是在 ｍＲＮＡ水平，还是蛋白水平，ＢｃｌｘＬ蛋白
的表达均要显著强于Ｂｃｌ２蛋白，而且它的表达在癌
组织中明显高于癌旁组织，这提示ＢｃｌｘＬ蛋白在结
直肠癌的发生发展过程中可能起到较重要的作用，
同时也提示ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ的值对于维持结直肠癌肿
瘤细胞的存活具有更为重要的意义。但实验结果也
显示尽管ＢｃｌｘＬ在癌组织中的表达明显要高于癌旁
组织，但是在癌组织和癌旁组织中ＢｃｌｘＬ／Ｂａｘ的值
相近，无统计学差异，这提示在结直肠癌中ＢｃｌｘＬ蛋
白等抗凋亡蛋白组成的保护力量与Ｂａｘ蛋白等构成
的促凋亡力量在更高水平处于一种新的平衡，如能
打破该平衡，或许能有效诱导结直肠肿瘤细胞凋亡，
从这一点出发ＢｃｌｘＬ或许是一个潜在的抗结直肠癌
的治疗靶点。

　　本实验的结果表明在结直肠癌患者的癌旁组织
中Ｂｃｌ２蛋白表达主要分布在陷窝的底部，而Ｂａｘ
主要分布在靠近表面的上皮细胞，它们在癌旁组织
中的这种分布，对于陷窝基底细胞的正常增殖，表面

上皮细胞的正常更新，维持黏膜的新陈代谢，防止肿
瘤的发生具有重要意义。结果也显示Ｂｃｌ２蛋白不
论在癌组织还是癌旁组织中的表达均较弱，但是其
表达水平与Ｄｕｋｅｓ分期和ＴＮＭ 分期都成负相关，
这与 Ｍａｕｒｅｒ等［８］的结论比较相似，提示Ｂｃｌ２可能
与预后有关，可作为评价结直肠癌临床预后的参考
指标。
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［８］　ＭａｕｒｅｒＣＡ，ＦｒｉｅｓｓＨ，ＢｕｈｌｅｒＳＳ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒＢｃｌｘＬ ｍｉｇｈｔｂｅｔｈｅｃｒｕｃｉａｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅＢｃｌ２ｇｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＤｉｇＤｉｓＳｃｉ，１９９８，４３：２６４１

２６４８．
［９］　ＰａｒａｄｉｓｏＡ，ＳｉｍｏｎｅＧ，ＬｅｎａＭＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｄ

ｖａｎｃｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２００１，８４：６５１６５８．
［１０］ＳｈｉｍｉｚｕＳ，ＥｇｕｃｈｉＹ，ＫｏｓａｋａＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｂｙＢｃｌ２ａｎｄＢｃｌｘＬ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９５，３７４：

８１１８１３．
［１１］ＺｈａｎｇＬ，ＹｕＪ，ＰａｒｋＢＨ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆＢａｘｉｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｔｏａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２９０：９８９９９２．
［收稿日期］　２００５１０１８　　 ［修回日期］　２００５１２１４
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