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　　［摘要］　目的　探讨ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ蛋白在结直肠癌中的表达及其与结直肠癌细胞凋亡、增殖的关系。方法　应用免疫
组化方法检测ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ和ＰＣＮＡ蛋白在６０例结直肠癌及３５例结肠腺瘤中的表达并经图像分析系统测量ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ和

ＰＣＮＡ蛋白的平均光密度（Ｄ）值。ＴＵＮＥＬ法检测结直肠癌细胞凋亡并计算凋亡指数（ＡＩ），以ＰＣＮＡ阳性细胞所占细胞总数

的百分比作为增殖指数（ＰＩ）。结果　ＦＬＩＰ、ＰＣＮＡ阳性物质在结直肠癌中表达高于结肠腺瘤（Ｐ＜０．０５），而ＦＡＤＤ蛋白在结
直肠癌中的表达低于结肠腺瘤（Ｐ＜０．０５）；结直肠癌组细胞ＡＩ低于腺瘤组（Ｐ＜０．０５），而ＰＩ高于腺瘤组。ＦＬＩＰ蛋白表达与细

胞ＡＩ负相关（ｒ＝－０．８５６０，Ｐ＜０．０５），与ＰＩ正相关（ｒ＝０．８２１４，Ｐ＜０．０５）；ＦＡＤＤ蛋白表达与结直肠癌细胞 ＡＩ正相关（ｒ＝

０．９００３，Ｐ＜０．０５），与ＰＩ负相关（ｒ＝－０．８４１１，Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＬＩＰ蛋白可能对结直肠癌细胞有抑制凋亡、促进增殖作
用，而ＦＡＤＤ则相反；ＦＬＩＰ高表达和ＦＡＤＤ低表达可能与结直肠癌的发生发展有关。

　　［关键词］　结直肠肿瘤；ＦＬＩＰ；ＦＡＤＤ；细胞凋亡；细胞增殖
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　　结直肠癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，其发生发展与

细胞增殖失控、分化异常及细胞凋亡失衡有关。研究发现，

Ｆａｓ相关死亡域样白介素１β转换酶抑制蛋白（Ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔ

ｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｌｉｋｅＩＬ１ｂｅｔａｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＬＩＰ）过表达能抑制Ｆａｓ、ＴＮＦＲ１、ＤＲ３、ＴＲＡＩＬＲ
等介导的细胞凋亡，从而使肿瘤细胞过度生长［１２］；而Ｆａｓ相

关死亡结构域蛋白（Ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｄｅａｔｈｄｏ

ｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）是Ｆａｓ系统的一个信号连接蛋白，可将膜表面

受体与胞质中细胞凋亡的终末酶联接起来，从而向胞内传递

凋亡信号，介导细胞凋亡［３］。本研究应用免疫组化方法检测

结直肠癌及结肠腺瘤中ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ的表达，分析其异常表

达与结直肠癌细胞增殖和凋亡的关系。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集唐山市工人医院２００８年１月至２００９
年１月存档的结直肠癌组织共６０例，男性３４例，女性２６
例，年龄３４～８２岁，平均（５８．４±１０．５）岁。其中结肠癌３６
例，直肠癌２４例；高分化腺癌４８例，黏液腺癌９例，小细胞

癌３例。所有患者术前均未接受抗肿瘤治疗。同时收集结

肠腺瘤标本３５例，年龄２８～７３岁，平均（５２．２±９．４）岁。取

材时均选择肿瘤表面及切面呈灰白色外观区域并行 ＨＥ染

色、免疫组化及细胞凋亡检测。

１．２　主要试剂　即用型增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌ

ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）鼠抗人单克隆抗体、浓缩型ＦＬＩＰ兔

抗人多克隆抗体（１１００）、浓缩型ＦＡＤＤ兔抗人多克隆抗体

（１１００）、ＰＶ超敏试剂盒 （即用型）、ＴＵＮＥＬ试剂盒 （即用

型）均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．３　免疫组化方法　石蜡组织４～５μｍ连续切片，采用免

疫组化聚合酶两步法（ＰＶ法）检测结直肠癌及大肠腺瘤中

ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ及ＰＣＮＡ的表达。ＴＵＮＥＬ法（用辣根酶结合

卵白素取代荧光素结合抗体）检测结直肠癌及大肠腺瘤中细

胞凋亡。对照：用已知阳性乳腺癌组织作为阳性对照，用

ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．４　结果判定及图像分析　ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ蛋白以胞质显示

棕褐色颗粒为阳性细胞标志，ＰＣＮＡ以胞核显示棕黄色颗粒

为阳性细胞标志。每张切片随机选取５个高倍（×２００）视

野，对其中一个具有代表意义阳性结果的视野中棕褐色颗粒

进行标记，以此标准自动检测所有视野的阳性结果。经

ＣＭＩＡＳ真彩色医学图像分析系统（北京航空航天大学）对各组

免疫组化结果进行光密度检测及分析。以参数平均光密度值

（Ｄ值）代表蛋白的颗粒密度［４］。ＴＵＮＥＬ法显示的凋亡细胞

呈棕褐色，核浓缩，边集，大小不等，呈半月形或碎裂成片。凋

亡指数（ＡＩ）的计算：每张切片连续选取５个高倍（×２００）视

野，计算平均凋亡细胞所占细胞总数的百分比；增殖指数（ＰＩ）

的计算：每张切片连续选取５个高倍（×２００）视野，计算平均

增殖细胞（ＰＣＮＡ阳性）所占细胞总数的百分比。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，用ｔ检验及直线相

关分析进行数据处理。检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ、ＰＣＮＡ蛋白在结直肠癌和大肠腺瘤中的表

达　ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ阳性物质呈棕褐色颗粒位于细胞质（图１Ａ、

１Ｂ），弥散分布。ＦＬＩＰ在结直肠癌组的表达强度（０．６１１９±

０．１４７８）高于腺瘤组（０．４９０１±０．１７８０，Ｐ＜０．０５）；而ＦＡＤＤ
蛋白的表达强度（０．５６１５±０．１６１４）在结直肠癌组低于腺瘤

组（０．７０７７±０．１４２４，Ｐ＜０．０５）。ＰＣＮＡ表达阳性信号位于

细胞核（图１Ｃ），表达强度在结直肠癌组（０．８０３７±０．０６９５）高

于腺瘤组（０．３５９０±０．１００９，Ｐ＜０．０５）。

图１　结直肠癌中ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ和ＰＣＮＡ蛋白免疫组化染色及细胞凋亡检测结果

Ａ：ＦＬＩＰ蛋白阳性表达于细胞质（ＩＨＣ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｂ：ＦＡＤＤ蛋白阳性表达于细胞质（ＩＨＣ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；

Ｃ：ＰＣＮＡ阳性表达于细胞核（ＩＨＣ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；Ｄ：结直肠癌中细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）

２．２　结直肠癌和结肠腺瘤细胞凋亡及增殖检测　本实验采

用ＴＵＮＥＬ法用辣根酶结合卵白素取代荧光素结合抗体，标

记后的细胞在光镜下核呈棕黄色或棕褐色。结直肠癌中凋

亡细胞弥漫分布，可见凋亡小体形成（图１Ｄ）。而腺瘤细胞中

也可见少量凋亡细胞。结直肠癌ＡＩ［（２０．５７±７．２６）％］低于

腺瘤［（３３．４８±４．２４）％，ｔ＝－１０．９４，Ｐ＜０．０１］，ＰＩ［（３０．４９±

７．６１）％］高于腺瘤组［（１６．６１±５．６５）％，ｔ＝９．３７，Ｐ＜０．０１］。

２．３　ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ 的表达与结直肠癌细胞凋亡、增殖的关

系　直线相关分析发现，ＦＬＩＰ表达与ＰＩ正相关（ｒ＝０．８２１４，

Ｐ＜０．０５），与ＡＩ负相关（ｒ＝－０．８５６０，Ｐ＜０．０５）；ＦＡＤＤ表达

与ＰＩ负相关（ｒ＝－０．８４１１，Ｐ＜０．０５），与 ＡＩ正相关（ｒ＝

０．９００３，Ｐ＜０．０５）。表明ＦＬＩＰ、ＦＡＤＤ的表达与结直肠癌细

胞凋亡、增殖程度密切相关。但ＦＬＩＰ的阳性表达与ＦＡＤＤ蛋

白表达无相关关系（ｒ＝－０．０４５９，Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　现已发现ＦＬＩＰ在多种人类肿瘤中均呈过表达状态，而

对应的正常组织或良性病变中 ＦＬＩＰ不表达或低水平表

达［５］。沈宏亮等［６］报道结直肠癌ＦＬＩＰｍＲＮＡ高表达率随

Ｄｕｋｅｓ分期明显增高，而癌旁组织中ＦＬＩＰ表达明显低于癌

组织。本研究结果显示：６０例结直肠癌标本中，ＦＬＩＰ蛋白表

达强度明显高于结肠腺瘤组织，推测ＦＬＩＰ蛋白的过量表达

与结直肠癌的发生有关。

　　凋亡促进蛋白ＦＡＤＤ是Ｆａｓ、ＴＮＦＲ１和ＤＲ３凋亡信号途

径中的必需蛋白，尤其在Ｆａｓ凋亡信号转导过程中起着承上启

下的关键作用。ＦＡＤＤ基因广泛存在于许多成年个体和胚胎

的组织中，其在组织中表达异常与肿瘤的发生发展关系密切。

本研究结果显示：ＦＡＤＤ蛋白在结直肠癌中的表达低于大肠腺

瘤，表明其表达水平与肿瘤的良恶度有密切关系。

　　本实验对６０例结直肠癌及３５例大肠腺瘤标本进行了

细胞凋亡及增殖检测，结果显示：结直肠癌组及腺瘤组均有

细胞凋亡现象，结直肠癌组ＡＩ明显低于结肠腺瘤组，提示在

结直肠癌及结肠腺瘤的发展过程中，虽然细胞凋亡是普遍存

在的，但却随着组织分化程度降低而减低；同时以ＰＣＮＡ作

为增殖标记进行检测，发现结直肠癌中ＰＣＮＡ阳性表达明显

高于大肠腺瘤，ＰＩ明显高于结肠腺瘤组，说明ＰＣＮＡ的表达

强度受肿瘤良恶性程度影响。相关分析发现，ＦＬＩＰ的表达

与ＡＩ负相关，与ＰＩ正相关；ＦＡＤＤ的表达与 ＡＩ正相关，与

ＰＩ负相关。这些结果提示ＦＡＤＤ与ＦＬＩＰ的异常表达可能

打破了细胞凋亡与细胞增殖的动态平衡，导致细胞凋亡受抑

而表现出增殖优势，最终形成肿瘤。但是本研究发现ＦＡＤＤ
与ＦＬＩＰ的表达并无明显相关性，分析其原因，虽然ＦＡＤＤ的

表达规律与ＦＬＩＰ相反，但可能存在不同的作用途径，并不受

同一个分子事件／环节的调控。
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