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Abstract :Objective 　To study the expression and significance of TRA IL ( TN F2related apoptosis inducing

ligand) , Caspase23 and N F2κB in colorectal carcinoma and investigate the effect of Caspase23 and NF2κB

on the anti2tumor activity of TRA IL . Methods 　SP immunohistochemical technique was used to examine

the expression of TRA IL , Caspase23 and N F2κB in 42 cases of colorectal carcinoma and the surrounding

tissues of 5cm distance and 25 cases of normal colorectal mucosa. Results 　The expression of TRAIL and

Caspase23 was increased f rom colorectal carcinoma , surrounding tissues to normal colorectal mucosa

while N F2κB was opposite ( P < 0 . 05) . The expression of TRA IL and Caspase23 was lower in moderate

and poor differentiation degree than those in high differentiation degree , while N F2κB was opposite ( P <

0 . 05) . The expression of TRA IL was significant correlated to those of N F2κB and Caspase23 ( P < 0 . 05) .

Conclusion 　TRA IL , Caspase23 and N F2κB may be closely correlated to the occurrence and the develop2
ment of colorectal carcinoma. Depress the expression of N F2κB and inspire the expression of Caspase23

may promote the sensitivity of anti2tumor effect of TRA IL .
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摘 　要 :目的 　研究 TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌中的表达及意义 ,探讨 NF2κB 和 Caspase23 的

表达对 TRA IL 抗癌作用的影响。方法 　采用免疫组化 SP 法检测 42 例大肠癌及其癌旁 5cm 组织、25

例正常大肠粘膜组织中 TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 蛋白的表达水平。结果 　TRA IL 和 Caspase23 在

大肠癌、癌旁组织及正常大肠粘膜组织中的表达呈递增趋势 ,而 N F2κB 的表达则与之相反 ( P < 0 . 05) ;

TRA IL 和 Caspase23 在中、低分化癌中的表达明显低于高分化癌中的表达 ,而 N F2κB 的表达则与之相反

( P < 0 . 05) ; TRA IL 与 N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌中的表达均显著相关 ( P < 0 . 05) 。结论 　TRA IL 、

N F2κB 和 Caspase23 可能与大肠癌的发生、发展密切相关 ;抑制 N F2κB 表达及促进 Caspase23 的表达 ,有

可能提高肿瘤细胞对 TRA IL 的敏感性。
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0 　引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体[ 1 ] ( TN F2re2
lated apoptosis2inducing ligand , TRA IL ) 是 Wiley

等发现的 TN F 家族的新成员 ,具有选择性诱导肿

瘤细胞发生凋亡的作用 。由于 TRA IL 独特的生物

学特性而引起了广大学者的关注。但是随着研究的

深入 ,人们发现许多肿瘤对 TRA IL 并不敏感。N F2

κB 和 Caspase23 是 TRA IL 诱导细凋亡通路中两个

关键性的影响因子 ,我们通过它们在大肠癌中表达

的研究来探讨提高肿瘤对 TRA IL 敏感性的可能途

径。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

42 例大肠癌及距肿瘤边缘 5cm 癌旁组织取自

河北医科大学第二医院 2002～2004 年间经手术切

除的大肠癌组织标本并经 H E 染色病理证实 ,同时

以 25 例外伤等原因所取大肠粘膜组织为正常对照。

鼠抗人 TRA IL 、N F2κB 单克隆抗体购于美国 Santa

Cruz 公司 ;兔抗人 Caspase23 多克隆抗体购于美国
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NeoMarkers 公司 ;鼠及兔 SPN 免疫组化试剂盒、

DAB 试剂盒购于美国 ZYM ED 公司。

1 . 2 　方法

采用免疫组化 SP 法染色 ,步骤严格按试剂盒

说明操作。一抗工作浓度 TRA IL 为 1 :50 , N F2κB

和 Caspase23 均为 1 :100。以 PBS 代替一抗作为空

白对照。

1 . 3 　结果判定

免疫组化根据染色反应的深度及阳性细胞的数

量分别记分为 0～3 分 ,其中染色深度以多数细胞的

呈色反应为准。浅黄色为 1 分 ,棕黄色为 2 分 ,棕褐

色为 3 分 ,不着色为 0 分。阳性细胞数 ≤10 %为 0

分 ,11 %～45 %为 1 分 ,46 %～70 %为 2 分 , > 70 %

为 3 分 ,并根据这两项指标的积分数分为 4 级 ,即阴

性 ( - )为 0 分 ,弱阳性 ( + ) 为 2 分 ,阳性 ( + + ) 为 3

～4 分 ,强阳性 ( + + + ) 为 5～6 分。采用 Olyum2
p us BX51 型光学显微镜观察并摄片。

1 . 4 　统计学处理 　采用 SPSS 11 . 0统计软件进行

χ2 、校正χ2检验及 Fisher 确切概率法检验。

2 　结果

2 . 1 　TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌、癌旁

5cm 组织及正常大肠组织中的表达

TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 免疫阳性产物均

为棕黄色 ,定位于胞浆或胞膜 ,而 N F2κB 则定位于

胞核 ,见图 1～3。TRA IL 和 Caspase23 在大肠癌、

癌旁组织及正常大肠粘膜组织中的表达呈递增趋势

( P < 0 . 05 ) ,而 N F2κB 的表达则与之相反 ( P <

0 . 05) ,见表 1。

表 1 　TRAIL、NF2κB和 Caspase23 在大肠癌、

癌旁 5cm组织及正常大肠组织中的表达

组别 例数
TRA IL NF2κB Caspase23

+ ( %) P + ( %) P + ( %) P

大肠癌组织 42 10 (23 . 8) 0 . 001 23 (54 . 8) 0 . 015 20 (47 . 6) 0 . 001

癌旁 5cm 组织 42 25 (59 . 5) 0 . 037 12 (28 . 6) 0 . 243 35 (83 . 3) 0 . 525

正常大肠组织 25 21 (84 . 0) 0 . 000 4 (16 . 0) 0 . 002 23 (92 . 0) 0 . 000

2 . 2 　TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌中的表

达及其与临床病理因素的关系

TRA IL 和 Caspase23 在中、低分化癌中的表达

明显低于高分化癌中的表达 ,而 N F2κB 的表达则与

之相反 ( P < 0 . 05) ; TRA IL 、N F2κB 和 Caspase23 的

表达与肿瘤的病理类型、淋巴结转移与否及 Duke′s

分期等因素无关 ( P > 0 . 05) ,见表 2。

2 . 3 　TRA IL 与 N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌中表

达的关系

为探讨 TRA IL 对肿瘤细胞敏感性的可能影响

因素 ,我们检验了以上 TRA IL 诱导凋亡通路中几

个关键性的影响因子 ,统计分析表明 , TRA IL 与

N F2κB 和 Caspase23 在大肠癌中的表达均显著相关

( P < 0 . 05) ,见表 3。

表 2 　TRAIL、NF2κB和 Caspase23 在大肠癌中的表达

及其与临床病理因素的关系

临床病理因素 例数
TRAIL NF2κB Caspase23

+ P + P + P

分化程度

　高分化 22 9 0 . 018 8 0 . 012 14 0 . 029

　中、低分化 20 1 15 6

大体类型

　肿块型 16 3 1 . 000 9 0 . 961 8 1 . 000

　溃疡型 14 3 0 . 665 8 0 . 716 7 0 . 671

　浸润型 12 4 0 . 418 6 0 . 743 5 0 . 662

组织类型

　管状、乳头状腺癌 28 8 0 . 538 16 1 . 000 13 1 . 000

　粘液腺癌 9 1 1 . 000 5 1 . 000 4 1 . 000

　印戒细胞癌 5 1 1 . 000 2 0 . 825 3 0 . 941

淋巴结转移

　无 26 9 0 . 191 16 0 . 108 16 0 . 139

　有 16 1 4 14

Duke′s 分期

　A + B 期 24 8 0 . 191 14 0 . 108 15 0 . 139

　C + D 期 18 2 6 15

表 3 　TRAIL、NF2κB和 Caspase23 在大肠癌中表达的关系

项目
TRAIL

- +
χ2 P

N F2κB - 11 8 4 . 693 0 . 030

+ 21 2

Caspase23 - 20 2 3 . 975 0 . 047

+ 12 8

3 　讨论

TRA IL 属 TN F 超家族成员 ,被称为继 FasL 、

TN F 之后第三个死亡因子。TRA IL 仅诱导转化细

胞、肿瘤细胞和病毒感染细胞发生凋亡 ,而使正常细

胞逃逸其杀伤作用[ 1 ] 。虽然 TRA IL 可以诱导多数

肿瘤细胞凋亡 ,而且对大多数正常细胞无影响 ,这一

特殊的选择性使 TRA IL 有可能成为一种新的有效

治疗肿瘤药物 ,但是不同的肿瘤甚至同一肿瘤不同

的细胞系对 TRA IL 诱导的凋亡存在较大差异 ,这

种区别不能完全用“诱骗受体”的调节进行解

释[ 2 ,3 ] 。目前的研究表明 , TRA IL 通过两条不同的

信号通路调控凋亡 ,其一是通过 Caspase 通路传导

凋亡信号 ,其二是通过活化 N F2κB 进行基因诱导调

控凋亡。Caspase23 [ 4 ] 是 Caspase 通路中与细胞凋
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亡关系最密切和必须的 Caspase 分子 ,具有剪切管

家蛋白和 DNA 片段的功能。作为 TRA IL 调控凋

亡另一重要途径的关键因子 ,N F2κB 是一类广泛存

在于细胞中的多显性核转录因子 ,与肿瘤细胞的生

长、增殖和浸润、转移关系密切 ,还能调控肿瘤细胞

的凋亡和免疫活性。N F2κB 在被 TRA IL 激活的同

时又可进一步拮抗细胞凋亡 ,对于维持生物体自身

平衡和稳定有重要意义[ 5 ] 。

TRA IL 在大肠癌组织中的表达情况在一定程

度上可以反映其生物学效能。本组研究中 , TRA IL

在大肠癌、癌旁组织及正常大肠粘膜组织中的表达

呈递增趋势 ,提示大肠癌发生过程中存在 TRA IL

的丢失 ,可能由此造成 TRA IL 与其死亡受体结合

所诱导的凋亡减少 ,从而促进了大肠癌的发生、发

展 , 提示 TRA IL 与大肠癌的发生发展有关。

TRA IL 在不同分化程度的癌组织中表达有差异 ,

中、低分化癌中的表达明显低于高分化癌中的表达。

这表明 TRA IL 可能是肿瘤分化差的标志 ,肿瘤在

其进展过程中存在某种免疫逃逸机制 ,通过下调

TRA IL 的表达而逃避其诱导的凋亡。

N F2κB 在大肠癌中高表达且在中、低分化癌中

的表达明显高于高分化癌中的表达 ,说明 N F2κB 的

表达强度影响肿瘤的恶性程度及发展趋势 ,可在一

定程度上提示大肠癌的预后。Caspase23 在大肠癌

中的表达强度随组织分化程度增高而增强 ,表明

Caspase23 在癌组织中通过促进癌细胞凋亡而使恶

性程度降低 ;从另一个角度看 ,Caspase23 是正常分

化细胞所具有的 ,正常细胞向癌细胞转化的过程中

易失去某些表型 ,因而有理由认为 Caspase23 随着

分化降低而表达减少 ,是肿瘤异常分化的结果。

TRA IL 的表达与 N F2κB 和 Caspase23 的表达

有明显的相关性。进一步研究发现 , TRA IL 低表达

的大肠癌组织中存在 N F2κB 表达的增高 ,说明 N F2
κB 在 TRA IL 诱导的凋亡通路中作用明显 ,并有可

能是正常组织逃避 TRA IL 诱导凋亡的机制之一。

TRA IL 阳性的大肠癌组织中 Caspase23 表达也有

一定程度的增高 ,提示 Caspase23 的活化不完全取

决于 TRA IL 的表达 ,可能是多种因素作用的结果。

推测 TRA IL 不直接作用于 Caspase23 ,需通过受体

途径和 (或 ) 线粒体途径才能活化 Caspase23 ,且

Caspase23 处于 Caspase 级联反应的下游区 ,影响因

素众多。此外 ,Caspase23 也受到一些凋亡抑制基因

如 survivin 等的作用而失活。

由于许多肿瘤细胞株对 TRA IL 不敏感甚至耐

药 ,单一的 TRA IL 治疗往往难以取得理想的疗效 ,

许多作者[ 6 ,7 ]采用联合化疗药等方法来提高肿瘤细

胞对 TRA IL 的敏感性 ,虽有一定效果 ,但距临床应

用还有较大差距。通过本次研究 ,我们发现 ,大肠癌

中存在 N F2κB 表达上调 , Caspase23 表达下调 ,而

TRA IL 在癌组织中表达有丢失 ,这几种因素的共同

作用导致了 TRA IL 对肿瘤细胞诱导凋亡的耐受。

作为 TRA IL 诱导细胞凋亡通路中两个关键性的影

响因子 ,通过抑制 N F2κB 的活性和提升 Caspase23

的活性 ,有可能提高肿瘤细胞对 TRA IL 诱导凋亡

的敏感性 ,从而起到抑制肿瘤细胞生长的作用。目

前 ,我们正采用特异性单克隆抗体技术及相关凋亡

实验作进一步深入研究 ,为 TRA IL 在临床应用提

供可靠的实验基础。
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