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Abstract:Objective　Toassessactivationofnuclearfactor 2κB (NF2κB) andHuman papillomavirus ( HPV) type16

DNAinhumancolorectalcarcinoma. Methods　BothdetectionofactivationofNF 2κBb yelectrophoreticmobilityshift

assay( EMSA) andHPVt ype16DNAb y polymerasechainreaction (PCR) were performedintissueofthe patients

withcolorectalcarcinoma (50cases ) ,adenoma(30cases ) andnormalcolorectaltissue (20cases ) . Results　There 2
sultsshowedbothNF 2κBbindin gactivit yandthe positiveratesofHPVt ype16DNAweresi gnificantlyhi gherin pa2
tientswiththecolorectaladenocarcinoma (oradenoma) thanthenormalcolorectalmucosalsam ples( P < 0.05 ) ,butno

clearlyhi gherin patientswiththecolorectaladenocarcinomathanthecolorectaladenoma ( P > 0.05 ) .NF 2κBbindin g

activityin patientswithHPVt ype16DNA positiveweresi gnificantlyhi gherthanthosein patientswithHPVt ype

16DNAne gative( P < 0.05 ) . Conclusion　ActivationofNF 2κBisrelatedtocarcino genesisofHPVt ype16in pa2
tientswithcolorectaladenocarcinoma.

Keywords: Nuclearfactor 2κB (NF2κB) ;Colorectalcarcinoma;Electro phoreticmobilit yshiftassa y ( EMSA) ;

Human papillomavirus

摘 　要 :目的 　探讨结直肠癌 HPV16 型感染与核因子2κB (NF2κB)活化的关系。方法 　应用凝胶电泳迁

移率分析 ( EMSA)检测 50 例结直肠癌、30 例结直肠腺瘤和 20 例正常大肠组织核因子 NF2κBDNA 结合

活性 ,并用多聚酶链反应 ( PCR) 和 southernblot 检测 HPV16 型 DNA。结果 　结直肠癌、腺瘤分别与正

常结直肠组织比较 ,NF2κBDNA 结合活性和 HPV16 型 DNA 阳性率均明显增高 ,差异有显著性 ( P <

0.05 ) ;结直肠癌和结直肠腺瘤比较 ,NF2κBDNA 结合活性和 HPV16 型 DNA 阳性率差异均无显著性 ( P

> 0.05 ) 。HPV16 型 DNA 阳性和阴性结直肠癌患者比较 ,NF2κBDNA 结合活性差异有显著性 ( P <

0.05 ) 。结论 　NF2KB活化参与 HPV16 型在结直肠癌的致癌过程。
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0 　引言

核因子2κB (nuclearfactorka ppaB,NF 2κB) 参与众

多免疫和炎症反应有关的基因转录调控 ,细胞凋亡调

节 ,以及肿瘤的形成、发展[1,2] 。人乳头瘤病毒 (hu2
man papillomavirus,HPVs ) 是一类致癌病毒 ,高危型

HPVs感染与结直肠癌有关[3] 。有研究发现 ,HPV16

型 LCR 区有 NF2κB 的结合点 ,提示 HPV16 型的作用

与 NF2κB 活化可能有关[4] 。结直肠癌 HPV16 型感染

与 NF2κB 活化的关系 ,目前为止 ,国内外未见文献报

道。本研究通过检测结直肠癌组织 HPV16 型 DNA

与 NF2κBDNA 活性 ,旨在了解结直肠癌 HPV16 型感

染与 NF2κB 活化的关系 ,现报道如下。

1 　资料与方法

1.1 　研究对象 　选择结直肠癌共 50 例 ,其中男 30

例、女 20 例 ,年龄 26～79 岁 ,平均 53 岁 ,为手术切

除标本 ,术前均未行放、化疗 ;30 例结直肠腺瘤中 ,

男 19 例、女 11 例 ,年龄 28～72 岁 ,平均 51 岁 ,均为

肠镜下高频电切除标本 ;正常结直肠黏膜组织 20

例 ,男 12 例、女 8 例 ,年龄 30～75 岁 ,平均 49 岁 ,系

肠镜钳取的结直肠黏膜组织 ,其肉眼观正常 ,均经病

理检查证实。每例标本均作常规病理切片 ,并由专

职病理科医师阅片作出病理诊断。

1.2 　组织细胞核蛋白的提取和探针的标记　获取每

例患者活组织后 , 立即贮存在液氮中备用。按

Schreiber等[5] 的方法提取细胞核蛋白 , 用考马斯亮蓝
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法测定蛋白度 , -80 ℃保存备用。NF2κB 寡核苷酸

探针序列为 :5′AGTTGAGGGACTTTCCCAGGC3′,3 ′

TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG5′( Promega 公司) 。

对照 的 SP1 寡 核 苷 酸 探 针 序 列 为 :5 ′ATTC2
GATCGGGGCGGGGCGAGC3′,3 ′TAAGCTAGCCC2
CGCCCCGCTCG5′(Promega 公司) 。用 T4 噬菌体多

核苷酸激酶法将γ232P2ATP (北京亚辉生物医学工程

公司)标记在该探针上 (按试剂盒说明操作) 。

1.3 　凝胶电泳迁移率改变分析 ( EMSA) 　DNA 探

针与核蛋白结合反应体系 : 取 10μg 核蛋白 ,5 ×

buffer, 反应总体积为9μl, 室温下孵育10min 后加
32 P 标记的 NF2KB探针 1μl, 室温下孵育 20min 。反

应产物经 6% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 2～4h, 电

泳完毕后在干胶机干燥 1h 使凝胶干燥 ,-70 ℃放射

自显影后 ,用凝胶成像分析系统 (Bio2Rad 公司) 对

NF2κB 与标记探针结合的相对量进行密度分析 ,以

相对吸光度 ( RA) ×面积 ( mm2) 表示。另在凝胶电

泳迁移率实验中设两组竞争对照 ,一组在反应体系

中加入 100 倍未标记的 NF2KB探针 ,另一组加入非

特异性未标记的 SP1 寡核苷酸探针 ,图略。

1.4 　组织细胞 HPV16 型 DNA 的检测 　HPV16 型

和 HPV18 型质粒 DNA 克隆株由德国 ZurHausen

博士惠赠 ;HPV16 型 PCR 扩增使用的引物由中国

科学院上海细胞生物研究所合成 ,其扩增 HPV16

型 E6 区的 120bp, 序列为 :5′TCAAAAGCCACTGT 2
GTCCTG3 ′和 5′CGTGTTCTTGATGATCTGCA

3′。耐热 DNA 聚合酶为 Promeg 公司产品 ;核酸杂

交地高辛标记探针试剂盒为德国宝灵曼公司产品 ;

PCR 扩增仪为美国 Thermon Ⅱ型。按本文作者已

报道的方法检测[3] 。

1.5 　统计方法 　计量资料两样本比较用 t 检验 ,计

数资料两样本比较用 χ2 检验 , 所有资料均用

SPSS10 统计软件包在计算机上处理。

2 　结果

2.1 　结直肠癌、腺瘤和正常组织 NF2κB 活化和

HPV16 型 DNA的表达　50 例结直肠癌和 30 例结直

肠腺瘤 NF2κBDNA 结合活性比较 (52.82 ±9.25 vs

46.63 ±6.25 RA×mm2) ,差异无显著性 ( P > 0.05 ) ;

两者分别与 20 例正常结直肠组织 (22.35 ±5.64 RA

×mm2)比较 ,差异有显著性 ( P < 0.05 ) 。结直肠癌、

腺瘤及正常结直肠组织 HPV16 型 DNA 阳性率分别

为 40% (20/50 ) 、30% (9/30 )和 0% (0/20 ) 。结直肠癌

与腺瘤比较 ,HPV16 型 DNA阳性率差异无显著性 ( P

> 0.05 ) ;两者分别与正常结直肠组织比较 ,HPV16 型

DNA阳性率均有显著性差异 ( P < 0.05 ) 。

2.2 　结直肠癌组织 NF2κB 活化与 HPV16 型 DNA

的表达的关系 　HPV16 型 DNA 阳性的结直肠癌患

者 (20 例) 其 NF2κBDNA 结合活性为58.89 ±6.25

RA ×mm2 ,而 HPV16 型 DNA 阴性的结直肠癌患者

(30 例)其 NF2κBDNA 结合活性为41.82 ±5.35 RA

×mm2 ,两者比较 ,差异有显著性 ( P < 0.05 ) ,图略。

3 　讨论

NF2κB 是由多肽 p50 和 p65 亚基形成的同源性

或异源性二聚体 ,通过与抑制蛋白 IκB 直接结合形

成无活性的三聚体 ,以非活化状态存在于胞浆中。

在细胞因子、病毒等因素作用下 ,刺激引起 NF2κB

活化 ,NF2κB 即转到胞核中发挥调控作用[1,2] 。应

用 IL21β诱导大肠癌细胞系 HT229 的 COX22 基因

表达 ,发现 NF2κB 参与其信号传导过程 ,在 COX22

基因的 5′框架区有 2 个 NF2κB 的结合点 ,阻断这两

个位点 ,COX22 基因表达减少 [1,4] 。本研究应用

EMSA 检测结直肠癌组织的 NF2κBDNA 结合活

性 ,结果发现结直肠癌、腺瘤组织比正常结直肠组织

NF2κBDNA 结合活性显著增高 ,差异有显著性 ,但

结直肠癌、腺瘤患者比较 ,NF2κBDNA 的结合活性

无显著性差异 ,说明 NF2κB 参与结直肠癌的发生发

展过程。NF2κB 可能通过调控 COX22 基因、ras 基

因和细胞凋亡基因参与大肠癌的发生发展[1,6] 。

高危型 HPV16 型感染与大肠癌有关已有许多

报道[3] ,但其发生机理仍不清楚。在结肠癌细胞

系 ,通过阻断 NF2κB 的活性 ,HPV 216 型 E6 蛋白可

提高 TNF 的细胞毒性作用并诱发细胞凋亡 ,且这种

效应无 p53 基因的依赖性[7] 。在喉鳞癌 ,HPV16 型

E7 蛋白和 NF2κB p65 蛋白呈正相关 ,NF2κB 在喉鳞

癌保持连续性活化 ,说明 NF2κB 在 HPV16 型感染

的喉鳞癌的发展中起重要作用[1] 。本研究发现 ,结

直肠癌 HPV16 型 DNA 阳性者 NF2κB 的活化率比

阴性显著性增高 ,差异有显著性。说明结直肠癌组

织 NF2κB 的活化在 HPV16 型致癌过程起一定作

用。提示 ,通过 NF2κB 的阻滞剂阻断 NF2κB 的活

化 ,可能抑制 HPV16 型的致癌作用。NF2κB 参与

HPV16 型的致癌过程 ,其机理仍不清楚。有研究发

现在 HPV16 型 LCR 区有 NF2κB 的结合点 ,当 NF2
κB 结合点被诱发突变时 ,LRC 的活性增加 ,强烈支

持 NF2κB 作为 HPV16LCR 转录的阻遏物[4] ;

HPV16 型 E6、E7 蛋白也可刺激被 NF2κB 诱发的多

种基因的表达 ,增强 NF2κB 信号通路功能性成分的

活性 ,使各种炎性细胞因子和介质分泌增加 ,影响宿

主对 HPV16 型的感染和免疫反应[8] ;E7 蛋白还能损

害 TNF2α诱发的 NF2κB 的核易位 ,阻止 NF2κB 从结
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合点到同源 DNA,去除 IKK在胞浆的活性 ,抑制 NF2
κB 的活性 ,使 HPV 逃避宿主免疫系统的作用[9] 。
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1 　临床资料

患者女 ,13 岁 ,因慢性阑尾炎急性

发作于腹腔镜下行阑尾切除术 ,术中发

现肝左叶表面有一灰白色结节 ,大小约

3 ×3 ×2cm。CT 增强扫描回报 :肝左叶

血管瘤。

手术切除病理检查 :不规则结节状

肝组织一块 ,3.5 ×2 ×2cm 。于一端见

一直径约 2cm 的灰白色结节状肿物 ,界

线清楚 ,但无包膜 ,切面呈多结节状 ,结

节大小不一 ,灰白色。切面中央为星芒

状的灰白色纤维瘢痕组织 ,其中可见大

血管 (图略) 。

镜下观察 :结节大小、形状不等 ,由

排列紊乱的肝细胞条索构成 ,细胞形态

似正常肝细胞 ,但可见胞浆内含有较多

的脂肪空泡。肝结节周围有明显宽窄不

一的纤维间隔 ,内有中等量的淋巴细胞

浸润。同时结节周围可见大量增生的小

胆管 ,于中心的星芒中疤痕组织内可见

厚壁血管 (图略) 。病理诊断 :肝局灶性

结节性增生。

2 　讨论

肝局灶性结节状增生是一种非常少

见的肝脏瘤样病变 ,曾被称为局灶性硬

化、肝错构瘤、“肝腺瘤”等[1] 。多见于

20～50 岁的女性 ,80% 的病例无临床症

状 ,常因其他原因行肝影像检查被发现。

本例是在腹腔镜下行阑尾切除术而被发

现。其发病机制尚不清楚 ,部分可能与

口服避孕药有关[1] 。但也有说二者无

关[2] 。然而 ,性激素及妊娠 ,可使病变组

织中的血管增加、并使其易于破裂。有

人提出局灶性结节状增生可能是一种动

静脉吻合的血管畸形的局部所有肝组织

成分的过度增生[3] 。

肉眼所见 :肝局灶性结节性增生多

为孤立性结节 ,界清 ,但无真性包膜 ,颜

色多为黄白色、黄褐色或浅棕色 ,比周围

正常肝组织颜色浅 (图略) ,多数结节直

径小于 5cm。切面病灶中央常有星形放

射状结缔组织疤痕。

镜下特点 :经病灶中心切片多显示

中央“星形”疤痕组织 ,内可见一条或数

条内膜或中膜增厚的血管。大小不等的

纤维间隔从中央向周围呈放射状 ,其内

除常见增生的小胆管外 ,还有轻、中度的

淋巴细胞为主的炎性细胞浸润。纤维间

隔间的肝细胞结节大小形状不等 ,其肝

细胞基本正常 ,但缺乏正常肝索排列。

免疫组化证明纤维间隔内增生的小胆管

多由结节内的肝细胞化生而成 [4] 。

鉴别诊断 :肝局灶性结节性增生常

需与肝细胞腺瘤和高分化肝细胞癌相鉴

别。与肝细胞腺瘤的主要区别是肝细胞

腺瘤一般较大 ,且不具有“星形”疤痕组

织 ;高分化肝细胞癌有明显的窦隙状结

构 ,部分肝细胞有大而深染的核 ,可见核

分裂及血管内血栓形成。
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