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ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ及 Ｂｃｌ２，ｐ５３蛋白在胰腺癌中的
表达

刘源，白洁，耿东华，刘金钢

（中国医科大学附属盛京医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００４）

　　摘要：目的　探讨凋亡抑制蛋白 Ｌｉｖｉｎ在胰腺癌组织中的表达及其与 Ｂｃｌ２和 ｐ５３蛋白表达的关
系。方法　采用逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测 ５２例胰腺癌和 １２例正常胰腺组织中 Ｌｉｖｉｎ

ｍＲＮＡ的表达；用免疫组织化学法检测胰腺癌组织中 Ｂｃｌ２和 ｐ５３蛋白的表达。结果　ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ在胰

腺癌中的表达率为 ７１．２％，明显高于正常胰腺组织（Ｐ＜０．０１）。Ｌｉｖｉｎ基因表达与胰腺癌的分化程度

和淋巴结转移有关（Ｐ＜０．０５）。Ｌｉｖｉｎ基因表达与 Ｂｃｌ２蛋白表达有关，而与 ｐ５３蛋白无关。结论　

Ｌｉｖｉｎ基因在胰腺癌的发生发展中起重要作用；Ｌｉｖｉｎ与 Ｂｃｌ２的异常表达可能在胰腺癌的发生中起协同

作用；Ｌｉｖｉｎ基因过表达与抑癌基因 ｐ５３的失活无关。
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第９期 刘源，等：ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ及Ｂｃｌ２，ｐ５３蛋白在胰腺癌中的表达

　　胰腺癌是较常见的消化道恶性肿瘤之一，预
后差。目前研究表明多种凋亡相关基因参与胰腺

癌的发生、发展。Ｌｉｖｉｎ是最近发现的凋亡抑制蛋
白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族中的新成
员，特异性表达于人的胚胎组织及多种实体瘤细

胞中。笔者检测 ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ和 Ｂｃｌ２，ｐ５３蛋白在
胰腺癌组织的表达，旨在探讨 Ｌｉｖｉｎ基因在胰腺癌
发生、发展中的作用及其与 Ｂｃｌ２和 ｐ５３表达的
关系，报道如下。

１　资料与方法

１．１　分组及一般资料
１．１．１　胰腺癌组　收集中国医科大学附属盛京
医院 ２００５年 １月—２００６年 １２月手术切除并经
病理证实的胰腺癌标本 ５２例。其临床病理学资
料见表 １。所有患者术前未行放疗、化疗。

表１　胰腺癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达与临床病理参数的

关系

临床病理参数 总例数
Ｌｉｖｉｎ阳性表达

例数 百分率（％）
Ｐ值

性别

　男

　女

３０

２２

１９

１８

６３．３

８１．８
０．１４６

年龄（岁）

　≥６０

　＜６０

１７

３５

１０

２７

５８．８

７１．１
０．２９８

肿瘤直径（ｃｍ）

　≤２

　＞２

１６

３６

１０

２７

６２．５

７５．０
０．５５７

分化程度

　高、中分化

　低分化

２８

２４

１６

２１

５７．１

８７．５
０．０１６

临床分期

　Ⅰ～Ⅱ

　Ⅲ～Ⅳ

３０

２２

１９

１８

６３．３

８１．８
０．１４６

淋巴结转移

　阳性

　阴性

１９

３３

１７

２０

８９．５

６０．６
０．０２７

１．１．２　对照组　取同期手术切取经组织学检查
证实的正常胰腺组织 １２例（标本取自胆管末端癌
患者，男 ７例，女 ５例，年龄 ４２～６９岁，中位年龄

５６岁）作对照。
两组的每一标本分 ２块：１块用 １０％甲醛溶

液固定，石蜡包埋；１块液氮速冻后，－７０℃保存
待用。

１．２　主要试剂
兔抗人 Ｌｉｖｉｎ多克隆浓缩型抗体为美国 ＢＩＯ

ＣＨＥＭＩＣＡＬＳ公司产口，抗体工作浓度为 １∶１００。
Ｂｃｌ２和 ｐ５３单克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ生物技术
公司。ＤＡＢ显色剂及通用型 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ超
敏试剂盒均购自福州迈新生物技术开发有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　ＲＴＰＣＲ检测 Ｌｉｖｉｎ基因表达　样品总
ＲＮＡ的制备：取组织 ５０～１００ｍｇ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取其中的总 ＲＮＡ。ｃＤＮＡ的合成：反应体系中加入
提取的 ＲＮＡ５μｇ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧核糖核苷三磷
酸（ｄＮＴＰ）４μＬ，寡聚脱氧胸苷酸 ０．３μｇ，ＲＮＡ酶
抑制剂 ２０Ｕ，０．１ｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇 ２５μＬ，加水至
１９μＬ。上述混合物 ７０℃加热 ５ｍｉｎ后，冰上冷
却，然后加入 Ｍｏｌｏｎｅｙ小鼠白血病病毒逆转录酶
２００Ｕ，５×逆转录酶缓冲液 ５μＬ，终体积 ２５μＬ，
离心、混匀后 ３７℃水浴６０ｍｉｎ，最后９０℃灭活逆
转录酶活性，冰上冷却后即完成 ｃＤＮＡ的合成。
ＰＣＲ反应：ｃＤＮＡ扩增 Ｌｉｖｉｎ基因引物序列为 ５′
ＣＡＴＧＧＧＴＣＴＣＣＧＴＣＴＣＧ３′（上 游 ）和 ５′ＣＡＧＧ
ＧＡＧＣＣＣＡＣＴＣＣＧＴ３′（下游）；内对照 βａｃｔｉｎ基因
引物序列为 ５′ＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＣＧＡＣＡ３′（上
游）和 ５′ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＧＣＴ３′（下游）。在
２５μＬ反应体系中含有 ｃＤＮＡ１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ２μＬ，２０ｐｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各 ０．５μＬ，Ｐｆｕ
ＤＮＡ聚合酶 １．２５Ｕ，５×ＰｆｕＤＮＡ聚合酶缓冲液
２．５μＬ。反应条件为：９４℃ ４０ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １ｍｉｎ；共 ３２个循环。以 βａｃｔｉｎ为内参照检
测转录效率。用 ２％琼脂糖凝胶电泳 ＰＣＲ产物，
溴化乙锭显色并照相。

１．３．２　免疫组织化学（免疫组化）法检测 Ｂｃｌ２
和 ｐ５３蛋白表达　采用链霉素抗生物素蛋白 －过
氧化酶连接（ＳＰ）免疫组化方法，具体步骤参照说
明书进行。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）替代一抗作阴
性对照，用已知的阳性切片作阳性对照。

结果判断：Ｂｃｌ２蛋白表达于细胞浆，ｐ５３蛋
白表达于细胞核。以细胞浆或细胞核出现棕黄色

染色颗粒为阳性。每张切片随机选取 １０个高倍
视野，每个高倍视野计数 １００个癌细胞，观察阳性
细胞染色强度，计数阳性细胞百分数。首先按染

色强度记分：０分为无染色，１分为浅染色，２分为

１７８
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中度染色，３分为强染色；再按阳性细胞所占的百
分比记分：阳性细胞 ＜５％为 ０分，５％ ～２５％为
１分，２６％ ～５０％为 ２分，＞５０％为 ３分。两者之
和 ０分为阴性（－），其余为阳性，１～２分为弱阳
性（＋），３～４分为阳性（＋＋），５～６分为强阳
性（＋＋＋）。
１．４　统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分析。组间差
异采用 χ２检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ在胰腺癌和正常胰腺组织中的
表达

５２例胰腺癌组织中 ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ阳性表达率为
７１．２％，两 种 异 构 体 表 达 量 Ｌｉｖｉｎ βｍＲＮＡ
（６７．３％）高于 ＬｉｖｉｎαｍＲＮＡ（６１．５％），但差异无
显著性 （Ｐ＞０．０５）。正常胰腺组织中无 Ｌｉｖｉｎ
ｍＲＮＡ表达（图 １）。胰腺癌组与对照组之间差异
有显著性（Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达与胰腺癌临床病理特征

的关系

ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达与胰腺癌的分化程度和淋
巴结转移有关，分化程度低及有淋巴结转移者表

达率显著高于分化程度高及淋巴结无转移者。而

ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达与年龄、性别、肿瘤大小、ＴＮＭ
分期无关（表 １）。
２．３　胰腺癌组织 Ｌｉｖｉｎ基因表达与 Ｂｃｌ２和 ｐ５３

蛋白表达的关系

Ｂｃｌ２在胰腺癌组织中的阳性表达率为３４．６％
（图 ２）；ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ在 Ｂｃｌ２阳性组中表达率为
８８．９％，显著高于 Ｂｃｌ２阴性组（６１．８％）（Ｐ＜
０．０５）。ｐ５３在胰腺癌组织中阳性表达率为５３．８％
（图 ３），ｐ５３阳性和阴性组中 ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ的阳性
表达率分别为 ７５．０％和 ６６．７％，两者差异无显
著性（Ｐ＞０．０５）。
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图 １　ＲＴＰＣＲ检测胰腺癌和正常胰腺组织 ＬｉｖｉｎｍＲＮＡ
的表达　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～８：胰腺癌组织；９～
１０：正常胰腺组织

图２　Ｂｃｌ２在胰腺癌组织中的表达（ＳＰ×４００） 图３　ｐ５３在胰腺癌组织中的表达（ＳＰ×４００）

３　讨　论

Ｌｉｖｉｎ最初从人类胚肾 ｃＤＮＡ文库中克隆而
得，故称为肾凋亡抑制蛋白（ｋｉｄｎｅｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＫＩＡＰ）［１］。由于该基因在黑色素瘤
细胞中高度表达，故也称为黑色素瘤凋亡抑制蛋

白 （ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬ
ＩＡＰ）［２］。Ｌｉｖｉｎ基因存在于染色体 ２０ｑｌ３．３，全长

４．６ｋｂ，有 α和 β两种异构体，分别编码长度为

２９８及 ２８０个氨基酸的蛋白质。两种蛋白质功能

上无本质差别，均含有 ＩＡＰ家族成员特有的 ＢＩＲ

和 ＲＩＮＧ指结构域，ＢＩＲ功能区是 ＩＡＰ家族发挥抗

凋亡活性的必需结构［３］。

Ｌｉｖｉｎ在正常成人组织中低表达或无表达，在

多种肿瘤组织中高表达。提示该基因可能通过

抑制细胞凋亡，在肿瘤的发生和发展中起重要作

２７８
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用［４］。目前普遍认为，Ｌｉｖｉｎ抑制细胞凋亡是通过
直接抑制凋亡蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅｓ）而实现的。Ｖｕｃｉｃ
等［２］研 究 发 现 Ｌｉｖｉｎ可 与 ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ９及
ｃａｓｐａｓｅ９前体发生免疫共沉淀现象，由此推断
Ｌｉｖｉｎ可以通过抑制 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃａｓｐａｓｅ９的活性而
抑制细胞凋亡。Ｋａｓｏｆ等［４］用［３５－］Ｓ甲硫氨酸
标记的 Ｌｉｖｉｎ与活化的 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃａｓｐａｓｅ７混合孵
育后，再用 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃａｓｐａｓｅ７抗体检测，发现这
两种 ｃａｓｐａｓｅ明显减少。进一步说明 Ｌｉｖｉｎ抑制细
胞凋亡的作用是通过抑制 ｃａｓｐａｓｅｓ的活性而实现
的。最新的研究也表明：Ｌｉｖｉｎ的抗凋亡作用还受
到线粒体释放的 ｃａｓｐａｓｅ活化蛋白（ＳＭＡＣ）的调
节［５］。ＳＭＡＣ同时也是 ＩＡＰｓ拮抗剂。在体内以抗
凋亡信号转导为主的情况下，Ｌｉｖｉｎ大量表达。
Ｌｉｖｉｎ通过与 ＳＭＡＣ结合而中和 ＳＭＡＣ的 ｃａｓｐａｓｅ活
化蛋白的活性，从而使多种 ｃａｓｐａｓｅｓ未能活化而
发挥抗凋亡作用。然而，在体内以促凋亡信号转

导为主的情况下，ＳＭＡＣ即会从线粒体中大量释
放，与 Ｌｉｖｉｎ特异性地结合，并占据 Ｌｉｖｉｎ发挥活性
的 ＢＩＲ结构域，从而使 Ｌｉｖｉｎ抗凋亡的作用大大降
低［６］。由此可见，在凋亡中 Ｌｉｖｉｎ与 ＳＭＡＣ是相互
作用、相互制约的。Ａｓｈｈａｂ等［７］研究还发现，Ｌｉｖｉｎ
α和 Ｌｉｖｉｎβ在抗凋亡机制中具有不同的作用。
应用 Ｌｉｖｉｎα可以抑制由蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）的抑
制剂星状孢子素（ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ，ＳＴＳ）诱导的细胞
凋亡，但在由鬼臼乙叉苷（抗癌药）诱导的细胞凋

亡中，只有 Ｌｉｖｉｎβ可以抑制其凋亡。
本研究结果显示，Ｌｉｖｉｎ基因在胰腺癌中表达

上调，表明其与胰腺癌的发生关系密切，有望成

为胰腺癌早期诊断肿瘤的标记物。并且 Ｌｉｖｉｎ的
表达与胰腺癌的分化程度和淋结转移有关，说明

Ｌｉｖｉｎ基因表达是胰腺癌预后不良的指标之一。
肿瘤的发生是一个多因素、多步骤的发展过

程，是多基因共同作用的结果。原癌基因 Ｂｃｌ２
能抑制细胞色素 Ｃ等从线粒体释放［８］，从而发挥

抗凋亡作用。吴晓康等［９］报道，胰腺癌的凋亡指

数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）与 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值呈负相
关关系。Ｂｃｌ２作用于凋亡途径 Ｃａｓｐａｓｅ３的上
游，Ｌｉｖｉｎ主要在下游直接抑制 Ｃａｓｐａｓｅ３，两者作
用于凋亡途径的不同阶段，在胰腺癌发生、发展

中起协同作用。ｐ５３是涉及细胞周期调节和细胞
凋亡的核蛋白，是肿瘤中最常见的突变基因之

一。在与 Ｌｉｖｉｎ基因异常表达的相互关系中发现，
ｐ５３与 Ｌｉｖｉｎ之间无相关性，表明抑癌基因 ｐ５３的
失活与凋亡抑制基因 Ｌｉｖｉｎ各自通过不同的机制
参与胰腺癌的发生，两者在胰腺癌的发生方面无

相互促进作用。

近来研究结果提示，抑制 Ｌｉｖｉｎ表达降低结直
肠癌细胞株 ＬｏＶｏ及肺癌细胞株 ＳＰＣＡ１的增殖活
性，并提高细胞株对化疗药物的敏感性［１０］。目前

对 Ｌｉｖｉｎ与胰腺癌关系的研究才刚刚起步，还有许
多问题尚未阐明。但随着研究的进一步深入，

Ｌｉｖｉｎ有望成为胰腺癌基因治疗的新靶点，从而为
胰腺癌的治疗开辟一条新途径。
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