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　　【摘要】　目的　研究ＷＷＯＸ抑癌基因和 Ｎｒｆ２转录因子在原发性胆囊癌（ＰＧＣ）组织中的表达及其与临
床病理的关系，以及ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２表达的相关性。 方法　收集胆囊癌标本 ５４例、胆囊腺瘤标本 ２０例、慢性
胆囊炎标本 ２０ 例。 应用免疫组织化学方法检测ＷＷＯＸ蛋白和 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达情况，同时收集胆囊癌患者
的临床病理资料，并将结果进行分析。 结果　（１）ＷＷＯＸ蛋白在胆囊癌、胆囊腺瘤及慢性胆囊炎组织中阳性
表达率分别为 ４８畅１％（２６／５４）、７５畅０％（１５／２０）和 ８５畅０％（１７／２０），差异有统计学意义（P＜０畅０１）。 ＷＷＯＸ蛋
白阳性表达与病理学分级（P＜０畅０１）、Ｎｅｖｉｎ分期（P ＜０畅０５）、淋巴结转移（P ＜０畅０１）有关。 （２）Ｎｒｆ２ 蛋白在
胆囊癌、胆囊腺瘤及慢性胆囊炎组的阳性表达率分别为 ６６畅７％（３６／５４）、２０畅０％（４／２０）及 ５畅０％（１／２０），差异
有统计学意义（P ＜０畅０１）。 Ｎｒｆ２蛋白阳性表达水平与病理学分级（P ＜０畅０５）、Ｎｅｖｉｎ分期（P ＜０畅０１）、淋巴结
转移（P ＜０畅０１）有关。 （３）ＷＷＯＸ阳性表达与 Ｎｒｆ２阳性表达均与患者的性别、年龄、病理类型及是否伴有结
石无显著关系（P ＞０畅０５）。 （４）ＷＷＯＸ 阳性表达与 Ｎｒｆ２ 阳性表达呈负相关（ r ＝－０畅４２０，P ＜０畅０１）。
结论　ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２表达可能是反映胆囊癌发生、进展、生物学行为和预后的重要生物学标记物；ＷＷＯＸ和
Ｎｒｆ２蛋白在胆囊癌中的表达呈明显的相关性，可能在胆囊癌的发生中起协同作用。

【关键词】　胆囊肿瘤；　免疫组织化学；　ＷＷＯＸ；　Ｎｒｆ２

Expressions and clinicopathologic correlation of WWOX tumor suppressive gene and Nrf2 transcription
factor in gallbladder carcinoma　CHENG Bang唱jun，ZHAO Deng唱qiu，WU Ye唱feng，TANG Jian唱yan．Department of
Hepatobiliary Surgery，The Sixth Affiliated People′s Hospital of Jinshan Branch，Shanghai 201500，China
Corresponding author：ZHAO Deng唱qiu，Email：zhaodengqiu＠tom．com
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　　原发性胆囊癌（ｐｒｉｎａｒｙ ｇａｌｌｂａｄｄｅｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ，ＰＧＣ）
是胆道外科系统中最常见的恶性肿瘤，其因高度的恶
性生物学行为和临床治疗效果极差而备受肝胆外科界

关注，近年来随着基因研究的进展，ＰＧＣ 发病的分子学
机制也逐渐成为研究热点。 ＷＷＯＸ基因是近几年发现
的一种新的候选抑癌基因，其位于染色体 １６ｑ２３畅３ ～
ｑ２４畅１ 区域，跨越了整个常见染色体脆性位点 ＦＰＡ１６Ｄ，
研究表明，在人类大多数恶性肿瘤中 ＷＷＯＸ 基因表达
下调或缺失，而该基因上调或恢复将抑制肿瘤的生
长

［１］ 。 Ｎｒｆ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ唱ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ ｐ４５唱ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ
２）是细胞防御的重要转录因子，其通过调控Ⅱ相解毒
酶和抗氧化蛋白的表达对抗外源性刺激，在多种疾病
中发挥作用；但近几年研究发现 Ｎｒｆ２ 在多种肿瘤中过
度转录激活，并通过调节肿瘤组织中抗氧化酶的表达
造成肿瘤的耐药性从而促进了肿瘤的生长［２］ 。 ＷＷＯＸ
和 Ｎｒｆ２蛋白分别在多种恶性肿瘤中存在异常表达，但
联合检测两者在原发性胆囊癌中的表达及相关性研

究，目前文献报道尚少。 本实验应用免疫组化法通过
检测胆囊癌组织中ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２蛋白的表达情况，探
讨ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２在胆囊癌发生发展中的意义及相互
关系，并分析其与胆囊癌预后的关系。

资料和方法

一、一般资料
收集上海市第六人民医院金山分院２０００ 年１月至

２０１０ 年 ６ 月具有完整病例资料、手术切除并病理证实
的原发性胆囊癌石蜡存档标本 ５４ 例，均为甲醛固定标
本，男 １６ 例，女 ３８ 例，年龄 ２３ ～８４ 岁，中位年龄 ６６岁，
其中＜６０ 岁的 １７ 例，≥６０ 岁的 ３７ 例。 ５４ 例胆囊癌
中，腺癌（包括乳头状腺癌、黏液腺癌和管状腺癌）４６
例，未分化癌 ５例，其他类型癌 ３ 例。 按病理学分级高
分化 ２２ 例，中分化 １９ 例，低分化 １３ 例。 按 Ｎｅｖｉｎ 分
期，Ⅰ～Ⅲ期 １５ 例，Ⅳ ～Ⅴ期 ３９ 例；有淋巴结转移 ３７
例。 合并胆囊结石 ４３ 例。 所有胆囊癌均为原发性，术
前未进行任何抗肿瘤治疗。 另取同期胆囊良性病例 ２０
例无局部恶变的胆囊腺瘤标本和 ２０ 例慢性胆囊炎标
本作为对照组。 每个石蜡标本重新切片，常规行 ＨＥ染
色再次确诊，并将组织病理分化、分类资料补充齐全。
所有的手术标本均经 １０％甲醛固定，石蜡包埋后行
４ μｍ连续切片。

二、试剂及方法
ＷＷＯＸ兔抗人多克隆抗体为台湾 Ａｂｎｏｖａ 公司产

品（产品货号：ＰＡＢ１０９１），按 １∶１００ 稀释后作为一抗。
Ｎｒｆ２兔抗人多克隆抗体为美国 ＣＳＴ 公司产品（产品货
号：４３９９Ｓ），按 １∶１０００ 稀释后作为一抗。 ＳＰ 染色试剂

盒及 ＤＡＢ显色试剂盒购自上海江莱生物公司。 采用
免疫组化 ＳＰ 法，染色步骤严格按照说明书进行。 用
ＰＢＳ 液代替一抗作阴性对照，用已知阳性的肿瘤标本
作为阳性对照。
三、阳性细胞判断标准
ＷＷＯＸ以肿瘤细胞质内出现棕黄色至深棕黄色颗

粒为阳性细胞。 Ｎｒｆ２阳性主要表现在肿瘤的细胞质或
细胞核内出现棕黄色颗粒至棕褐色颗粒。 ＷＷＯＸ 及
Ｎｒｆ２表达判断采用定量法，即根据阳性细胞数和染色
深度计分，每例随机抽取 ５ 个高倍镜视野，根据每个视
野的阳性细胞率，取其平均值。 以阳性细胞数计分，
＜５％为 ０ 分、５％ ～２４％为 １ 分、２５％ ～４９％为 ２ 分、
５０％～７４％为 ３ 分、７５％ ～１００％为 ４ 分。 以阳性细胞
表达的染色深度计分，基本不着色为 ０ 分、染色为淡黄
色者为 １ 分、黄色或棕黄色为 ２ 分、棕黄色或棕褐色 ３
分。 将二者得分相乘，０ ～２ 分为表达阴性， ＞２ 分为表
达阳性。 见图 １ ～８。
四、统计学分析
采用 ＳＡＳ Ｖ８畅１ 统计学软件分析及数据处理，行χ２

检验，或行×列的χ２ 检验，相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相
关检验，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．ＷＷＯＸ、Ｎｒｆ２ 在原发性胆囊癌、慢性胆囊炎及胆
囊腺瘤中的表达：ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２ 阳性表达分别为胞质
或胞核内出现棕黄色至棕褐色颗粒。 ５４ 例胆囊癌中，
ＷＷＯＸ表达阳性表达为 ２６ 例，明显低于慢性胆囊炎及
胆囊腺瘤；Ｎｒｆ２ 阳性表达为 ３６ 例，明显高于慢性胆囊
炎及胆囊腺瘤，见表 １。

表 1　ＷＷＯＸ和 Ｎｒｆ２在胆囊良恶性病变中的
表达情况［例，（％）］

类型 例数 ＷＷＯＸ阳性 Ｎｒｆ２ 阳性
胆囊癌 ５４ 侣２６（４８ 鬃鬃畅１） ３６（６６ ��畅７）

胆囊腺瘤 ２０ 侣１５（７５ 排排畅０） ａ ４（２０ 墘墘畅０） ｃ

慢性胆囊炎 ２０ 侣１７（８５ 哪哪畅０） ｂ １（５ ss畅０） ｄ

　　注：与胆囊癌比较，ａ：χ２ ＝５畅４６６， P ＝０畅０１９；ｂ：χ２ ＝９畅７１５， P ＝

０畅００２；ｃ：χ２ ＝１２畅７９８，P ＝０畅０００；ｄ：χ２ ＝２２畅２００，P ＝０畅０００

　　２．ＷＷＯＸ 的表达与原发性胆囊癌临床病理特征
的关系：５４例原发性胆囊癌中，低分化组 ＷＷＯＸ 表达
的阳性率为 １５畅４％，显著低于高、中分化组（７２畅７％、
４２畅１％，χ２ ＝１１畅１９１，P ＜０畅０１）；肿瘤 Ｎｅｖｉｎ分期Ⅳ～Ⅴ
期ＷＷＯＸ表达的阳性率为 ３８畅５％，显著低于Ⅰ ～Ⅲ期
ＷＷＯＸ表达的阳性率（７３畅３％，χ２ ＝４畅７３８，P ＜０畅０５）；
有淋巴结转移者 ＷＷＯＸ表达的阳性率为 ３２畅４％，显著
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低于无淋巴结转移者 ＷＷＯＸ 表达的阳性率（８２畅３％，
χ２ ＝１１畅５５３，P ＜０畅０１）。 ＷＷＯＸ 的表达与患者的性
别、年龄、病理类型及是否伴有结石无显著关系（P ＞
０畅０５），见表 ２。

３．Ｎｒｆ２的表达与原发性胆囊癌临床病理特征的关
系：Ｎｒｆ２的表达与患者的性别、年龄、病理类型及是否
伴有结石无显著关系（P ＞０畅０５），而与病理学分级
（P ＜０畅０５）、Ｎｅｖｉｎ 分期（P ＜０畅０１）、淋巴结转移（P ＜
０畅０１）有关，见表 ２。

４．原发性胆囊癌中 ＷＷＯＸ 与 Ｎｒｆ２ 表达的相关
性：２６ 例ＷＷＯＸ 阳性表达者中表达 Ｎｒｆ２ 阳性为 １２ 例
（４６畅２％），２８ 例ＷＷＯＸ 阴性表达者中表达 Ｎｒｆ２ 阳性
２４例（８５畅７％），经 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析两者的表达呈负
相关（r ＝－０畅４２０，P ＜０畅０１），见表 ３。

５．ＷＷＯＸ 和 Ｎｒｆ２ 的表达与原发性胆囊癌术后生
存率的关系：５４例中经电话或专科门诊分别随访 １ ～５
年，其中有 ８例（１４畅８％）失访。 ＷＷＯＸ 阳性和阴性表

达患者术后 １、３、５ 年生存率分别为 ６１畅９％、３８畅１％、
９畅５％和 ３６畅０％、１２畅０％、０％，前者显著高于后者（P均
＜０畅０５）。 Ｎｒｆ２阳性和阴性表达患者术后 １、３、５ 年生
存率分别为 ３１畅０％、１３畅８％、０％和 ５８畅９％、３５畅３％、
５畅９％，前者显著低于后者（P均＜０畅０５）。

讨　　论

原发性胆囊癌临床过程隐匿，恶性程度高，在我国
消化道肿瘤中居第五位，但在胆道恶性肿瘤中却居首
位。 早期诊断困难，容易合并周围脏器侵犯和淋巴转
移，手术效果较差，术后生存率低，但胆囊癌的发生也
同其他肿瘤一样是一个多阶段、多因素作用的结果，与
基因的表达和改变密不可分。 ＷＷＯＸ 是 ２０００ 年
Ｂｅｄｎａｒｅｋ 等［３］应用鸟枪基因测序技术，在染色体普通
脆性位点 （ ｃｏｍｍｏｎ ｆｒｉｇａｌ ｏｆ ｓｉｔｅｓ， ＣＦＳｓ ） ＦＲＡ１６Ｄ
（１６ｑ２３畅３２ｑ２４畅１）区域克隆出的新基因，对该基因在细
胞系、肿瘤组织、实验动物中的表达及生物学功能研究

表 2　ＷＷＯＸ、Ｎｒｆ２表达与原发性胆囊癌临床特征关系［例，（％）］

临床体征 例数
ＷＷＯＸ表达

－ ＋ χ２ 值 P 值

Ｎｒｆ２ 表达
－ ＋ χ２ 值 P 值

性别 ０ 祆祆畅１７６ ０ 刎刎畅６７５ １ 排排畅１１０ ０ 适适畅２９２

　男性 １６ 档９（５６ dd畅２） ７（４３ PP畅８） ７（４３ ==畅８） ９（５６ ))畅２）

　女性 ３８ １９（５０ xx畅０） １９（５０ dd畅０） １１（２８ QQ畅９） ２７（７１ ==畅１）

年龄 ０ 祆祆畅０１２ ０ 刎刎畅９１４ ２ 排排畅１０３ ０ 适适畅１４７

　 ＜６０ 岁 １７ ９（５２ dd畅９） ８（４７ PP畅１） ８（４７ ==畅１） ９（５２ ))畅９）

　≥６０ 岁 ３７ １９（５１ xx畅４） １８（４８ dd畅６） １０（２７ QQ畅０） ２７（７３ ==畅０）

病理类型 ０ 祆祆畅５４７ ０ 刎刎畅７６１ １ 排排畅７７４ ０ 适适畅４１２

　腺癌 ４６ ２４（６２ xx畅２） ２２（４７ dd畅８） １４（３０ QQ畅４） ３２（６９ ==畅６）

　未分化癌 ５ 　３（６０ dd畅０） ２（４０ PP畅０） ２（４０ ==畅０） ３（６０ ))畅０）

　其他癌 ３ 　１（３３ dd畅３） ２（６６ PP畅７） ２（６６ ==畅７） １（３３ ))畅３）

病理学分级 １１畅１９１ ０ 刎刎畅００４ ８ 排排畅７２２ ０ 适适畅０１３

　高分化 ２２ 档６（２７ dd畅３） １６（７２ dd畅７） １２（５４ QQ畅５） １０（４５ ==畅５）

　中分化 １９ 档１１（５７ xx畅９） ８（４２ PP畅１） ５（２６ ==畅３） １４（７３ ==畅７）

　低分化 １３ 档１１（８４ xx畅６） ２（１５ PP畅４） １（７ ))畅７） １２（９２ ==畅３）

Ｎｅｖｉｎ分期 ４ 祆祆畅７３８ ０ 刎刎畅０３４ １０ 儋儋畅３８５ ０ 适适畅００７

　Ⅰ ～Ⅲ期 １５ 档４（２６ dd畅７） １１（７３ dd畅３） １０（６６ QQ畅７） ５（３３ ))畅３）

　Ⅳ ～Ⅴ期 ３９ ２４（９１ xx畅５） １５（３８ dd畅５） ８（２０ ==畅５） ３１（７９ ==畅５）

淋巴结转移 １１畅５５３ ０ 刎刎畅００３ ２０ 儋儋畅６７１ ０ 适适畅０００

　无转移 １７ 档３（１７ dd畅７） １４（８２ dd畅３） １３（７６ QQ畅５） ４（２３ ))畅５）

　有转移 ３７ 档２５（６７ xx畅６） １２（３２ dd畅４） ５（１３ ==畅５） ３２（８６ ==畅５）

是否伴结石 ０ 祆祆畅０４０ ０ 刎刎畅８４１ ０ 排排畅０５７ ０ 适适畅８１１

　无结石 １１ 档６（５４ dd畅５） ５（４５ PP畅５） ４（３６ ==畅４） ７（６３ ))畅６）

　有结石 ４３ 档２２（５１ xx畅２） ２１（４８ dd畅８） １４（３２ QQ畅６） ２９（６７ ==畅４）
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表 3　ＷＷＯＸ与 Ｎｒｆ２表达的相关性（例）

ＷＷＯＸ Ｎｒｆ２ 档
＋ －

合计 r值 χ２ 值 P 值

＋ １２ 蝌１４ :２６ 倐－０ 父父畅４２０ ９ ))畅４９０ ０ 弿弿畅００８

－ ２４ 蝌４ &２８ 倐
合计 ３６ 蝌１８ :５４ 倐

提示，该基因可能为一个肿瘤抑制基因，在环境致癌物
等作用下易失活。 ＷＷＯＸ 蛋白含有 ４１４ 个氨基酸，是
一种促凋亡蛋白，参与多种信号转导途径。 Ａｑｅｉｌａｎ
等

［４］
对鼠类的研究中发现 ＷＷＯＸ 在外界压力和凋亡

的刺激下，因 Ｔｙｒ３３ 磷酸化而活化，下调凋亡抑制因子
Ｂｃｌ唱２和 Ｂｃｌ唱ｘＬ，上调原凋亡蛋白 Ｐ５３，从而增强 ＴＮＦ的
细胞毒作用，并能与 Ｐ５３ 形成复合物共同介导细胞凋
亡。 有文献报道［５唱７］ ，在人类乳腺癌、卵巢癌、肺癌、前
列腺癌、消化道恶性肿瘤如食道癌、胃癌、结直肠癌等
多种肿瘤中 ＷＷＯＸ 呈现低表达，并与肿瘤病理学分
级、Ｎｅｖｉｎ 及淋巴结转移有关，还发现过度表达的
ＷＷＯＸ可以诱导肿瘤细胞凋亡并抑制其生长。 在本研
究表明，在 ５４ 例胆囊癌中，有 ２６ 例患者癌组织中
ＷＷＯＸ表达阳性，而在胆囊腺瘤及慢性胆囊炎组织中
ＷＷＯＸ表达多为阴性或弱阳性；低分化者阳性表达率
明显低于高分化者，Ｎｅｖｉｎ分期Ⅳ ～Ⅴ期者阳性表达率
明显低于Ⅰ ～Ⅲ期者，有淋巴结转移者阳性表达率亦
明显低于无淋巴结转移者，与文献报道相一致［５唱７］ 。
ＷＷＯＸ蛋白在胆囊癌中的表达明显缺失，而且与病理
分级和临床分期及淋巴结转移有关，ＷＷＯＸ 表达的缺
失使得诱导细胞凋亡的能力降低，细胞无序增殖，导致
肿瘤发生。 因此我们推测 ＷＷＯＸ 蛋白在胆囊癌的发

生及预后中起了重要作用，有可能成为判断胆囊癌预
后的重要指标，修复胆囊癌细胞中的 ＷＷＯＸ 基因有可
能成为今后治疗此肿瘤的热点。

Ｎｒｆ２ 属于 Ｃａｐ′ｎ′Ｃｏｌｌａｒ家族的转录因子，是细胞防
御机制中的关键转录因子，由 Ｍｏｉ 等［８］于 １９９４ 年作为
结合在β唱珠蛋白基因启动子 ＮＦ唱Ｅ２ 重复序列的因子被
克隆出来。 其具有高度保守的碱性亮氨酸拉链结构，
它通过与上游的抗氧化反应元件（ＡＲＥ）的结合，调控
下游 ＡＲＥ依赖的Ⅱ相解毒酶及抗氧化酶基因的转录
活性，在调节氧化还原反应即Ⅱ相解毒酶和内源性抗
氧化剂表达的起中枢作用，对于化学防癌、急慢性损
伤、炎症性病变、自身免疫性疾病有重大意义［９］ 。 本实
验研究结果表明，Ｎｒｆ２ 在胆囊癌组织中的表达较高
（６６畅７％），而在胆囊腺瘤及慢性胆囊炎组织中的表达
较低，分别为 ２０畅０％和 ５畅０％。 胆囊癌组织中 Ｎｒｆ２ 的
阳性表达与患者性别、年龄、病理类型及胆囊内是否伴
有结石均无关，分化程度低、Ｎｅｖｉｎ 分期Ⅰ ～Ⅲ期者及
不伴有淋巴结转移者的患者癌组织中 Ｎｒｆ２表达的阳性
率不高，而分化程度高、Ｎｅｖｉｎ 分期Ⅳ ～Ⅴ期者及伴有
淋巴结转移者的患者癌组织中 Ｎｒｆ２表达的阳性率明显
增高。 由此推断 Ｎｒｆ２的阳性表达参与了原发性胆囊的
发生发展，Ｎｒｆ２与原发性胆囊癌的分化、转移有关。 目
前有文献报道

［１０］
有大量的化学预防剂被证明可以诱导

Ｎｒｆ２，进而提高 ＡＲＥ介导的Ⅱ相代谢酶的转录水平，最
后促进致癌物质的去毒化和失活。 而 Ｎｒｆ２作为编码Ⅱ
相代谢酶的重要转录因子，为人类与癌症的斗争创造
了一个新的平台。
关于胆囊癌组织中 ＷＷＯＸ 和 Ｎｒｆ２ 蛋白表达的相

关性、相互调节机制及与预后的关系，目前文献报道尚
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少。 本研究结果表明 ＷＷＯＸ 或 Ｎｒｆ２ 阳性表达组患者
的生存率与阴性组相比有明显差异。 在 ＷＷＯＸ 表达
阳性的胆囊癌中，Ｎｒｆ２ 阳性表达率（４６畅２％）明显低于
ＷＷＯＸ表达阴性者 （８５畅７％）。 这说明 Ｎｒｆ２ 通常在
ＷＷＯＸ表达阴性的胆囊癌中表达，两者呈负相关关系。
但这种相关性的机制目前尚不清楚，有待进一步研究。
也有文献报道［１１唱１４］ ，ＷＷＯＸ 可能与 Ｐ５３、Ｐ７３、ＥｒｂＢ４、
ＡＰ唱２γ等相关细胞因子结合，促进细胞的凋亡有关。
综上所述，联合检测胆囊癌组织中 ＷＷＯＸ 与 Ｎｒｆ２

的表达，从不同的方面了解胆囊癌的生物学特性，借以
判断其恶性程度及预后，具有重要的临床意义。 开展
以ＷＷＯＸ与 Ｎｒｆ２为靶点的基因治疗，为今日临床中针
对胆囊癌治疗的诸多手段（包括手术、放化疗）提供了
一条新的治疗思路。
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