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摘   要 目的：探讨原发性肝癌患者外周血中 IL-32 表达水平及临床意义。

方法：选择 40 例原发性肝癌患者（肝癌组）与 20 例健康体检者（对照组），收集两组的外周血，用

TRIzol 试剂提取外周血中淋巴细胞总 RNA，分别用 real-time PCR 与 ELISA 检测 IL-32 mRNA 与蛋白

的表达，分析肝癌患者 IL-32 表达水平与 AFP 表达水平的相关性。

结果：肝癌组患者外周血中 IL-32 表达在 RNA 及蛋白质水平均高于对照组（均 P<0.05）；原发性肝癌

患者外周血中 IL-32 表达水平与 AFP 表达水平呈正相关（r=0.583，P<0.05）。

结论：原发性肝癌患者外周血中 IL-32 表达增高，IL-32 可能与原发性肝癌的发病密切相关。
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原 发 性 肝 癌 是 世 界 上 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之

一 ， 是 全 球 第 三 位 肿 瘤 相 关 死 亡 的 疾 病 ， 其 进

展 快 、 预 后 差 、 易 复 发 ， 术 后 5 年 生 存 率 约 为

3 0 % ~ 4 0 % [ 1 - 2 ]。 我 国 是 原 发 性 肝 癌 的 高 发 地 区 ，

每 年 死 于 原 发 性 肝 癌 的 患 者 约 5 8 . 9 万 人 。 原 发 性

肝 癌 的 发 生 、 发 展 是 多 种 因 素 、 多 个 阶 段 的 复 杂

过 程 ， 乙 肝 病 毒 感 染 、 丙 肝 病 毒 感 染 、 酒 精 等 与

肝 癌 的 发 生 、 发 展 密 切 相 关 。 近 年 的 研 究 认 为 机

体 免 疫 系 统 失 调 在 原 发 性 肝 癌 的 发 生 、 发 展 中 起

重 要 作 用 ， 细 胞 毒 性 T 细 胞 、 C D 4 +T 细 胞 、 T r e g

细 胞 、 N K 细 胞 等 免 疫 细 胞 及 I L - 8 、 T N F - α 等 细

胞 因 子 均 涉 及 原 发 性 肝 癌 的 发 病 [ 3 - 4 ]。 白 细 胞 介

素 3 2 （ I L - 3 2 ） 是 一 种 促 炎 症 细 胞 因 子 ， 可 诱 导

T N F - α 、 I L - 8 等 细 胞 因 子 表 达 ， 与 胃 癌 [ 5 ]、 乳 腺 

癌[6]的发病密切相关。乙肝病毒[7]、丙肝病毒[8]可诱

导IL -32表达，慢性乙型病毒性肝炎、丙型病毒性

肝炎患者肝组织及外周血中IL-32表达增高，且其

表达水平与肝组织炎症、纤维化程度呈正相关[8-9]。

因 此 ， 本 研 究 收 集 原 发 性 肝 癌 患 者 外 周 血 ， 检 测

IL -32表达水平，并分析其与甲胎蛋白（AFP）的

相关性，探讨IL-32在原发性肝癌发病中的作用。

1　资料与方法

1.1  研究对象 

青 海 大 学 附 属 医 院 肝 胆 外 科 2 0 1 3 年 2 月 —

2 0 1 4 年 1 0 月 收 治 的 4 0 例 原 发 性 肝 癌 患 者 （ 肝 癌

组 ） ， 其 中 男 2 5 例 ， 女 1 5 例 ； 年 龄 2 9 ~ 7 0 岁 ， 平

均 年 龄 （ 4 9 . 5 ± 2 0 . 2 ） 岁 。 诊 断 标 准 参 照 美 国 肝

病学会2011年修订的《肝细胞癌管理指南》 [10]，

排 除 合 并 H I V 病 毒 、 真 菌 等 其 他 病 原 体 感 染 。 对

照组为20例在青海大学附属医院体检中心体检的

健 康 人 ， 男 1 2 例 ， 女 8 例 ； 年 龄 2 3 ~ 6 5 岁 ， 平 均

（44.6±15.3）岁。两组在性别、年龄上比较，差

异无统计学意义（P>0.05）。

1.2  标本收集及 AFP 检测 

肝 癌 组 和 对 照 组 均 于 晨 起 采 空 腹 肘 静 脉 血 

10 mL，6 mL放入含肝素的无菌抗凝管，用Ficoll

密 度 梯 度 离 心 法 分 离 和 纯 化 外 周 血 单 个 核 细 胞 。

4  m L 放 入 非 抗 凝 干 燥 无 菌 真 空 管 中 ， 室 温 静 置 

60 min自行凝固，然后以1 200 r/min离心10 min，

收集上清液并分装于EP管内，置-80 ℃冰箱低温

冷 冻 保 存 。 A F P 检 测 采 用 雅 培 A X S Y M 化 学 发 光

仪，试剂盒购自雅培公司，按说明书操作。
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1.3  总 RNA 提取及 real-time PCR 

细 胞 总 R N A 用 T R I z o l 试 剂 盒 按 说 明 书 提 取

（Invitrogen公司）。将提取的总RNA用反转录试

剂盒（Toyobo公司）反转录为cDNA，具体步骤按

说明书操作。用Real-time PCR Faststart Universal 

S Y B R  G r e e n  M a s t e r （ R o x ） 试 剂 盒 （ R o c h e 公

司）按说明书操作步骤扩增。扩增IL-32的引物如 

下[11]：5'-CGA CTT CAA AGA GGG CTA CC-3'，

5'-GAG TGA GCT CTG GGT GCT G-3'。

1.4  ELISA 检测 

ELISA试剂盒（BioLegend公司）检测血清中

IL-32蛋白表达水平。具体步骤按说明书操作。

1.5  统计学处理 

分析数据用SPSS 17.0软件。两组间均数比较

采 用 t检 验 ， 相 关 性 分 析 采 用 P e a r s o n 相 关 性 分 析

法。P<0.05为是有统计学差异。

2　结　果

2.1  原发性肝癌患者外周血中 IL-32 mRNA 表达

收集肝癌组及对照组外周血，Ficoll密度梯度

离心法分离提取外周血淋巴细胞，TRIzol提取细胞

总RNA，反转录试剂盒转录为cDNA，用real- t ime 

PCR检测IL-32 mRNA表达水平。结果显示肝癌组

IL-32 mRNA表达高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）（图1）。

图 1　外周血中 IL-32 mRNA 表达水平　　注：1) 与对照组
比较，P<0.05
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2.2  原发性肝癌患者外周血中 IL-32 蛋白表达

收 集 肝 癌 组 及 对 照 组 外 周 血 ， 离 心 获 得 血

清，ELSIA检测IL -32蛋白表达水平。结果显示肝

癌组IL-32蛋白表达水平高于对照组，差异有统计

学意义（P<0.05） （图2）。

图 2　外周血中 IL-32 蛋白质表达水平　　注：1) 与对照组
比较，P<0.05
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2.3  原发性肝癌患者外周血中 IL-32 表达水平与

AFP 的相关性

原发性肝癌患者AFP的检测值为（13 180.25± 

2 653.74）ng/L。Pearson相关性分析显示，外周血

中 I L - 3 2 表 达 水 平 与 A F P 值 呈 正 相 关 （ r= 0 . 5 8 3 ，

P<0.05）。

3　讨　论

原 发 性 肝 癌 发 病 率 高 ， 预 后 差 ， 我 国 是 原 发

性 肝 癌 的 高 发 地 区 ， 其 发 生 、 发 展 是 多 种 因 素 、

多 个 阶 段 的 复 杂 过 程 。 目 前 的 研 究 认 为 机 体 免 疫

系 统 失 调 在 原 发 性 肝 癌 的 发 生 、 发 展 中 起 重 要 作

用，细胞毒性T细胞、CD4+T细胞、Treg细胞、NK

细胞等免疫细胞及IL -8、TNF -α等细胞因子均涉

及原发性肝癌的发病 [3-4]。本研究结果显示原发性

肝 癌 患 者 外 周 血 中 I L - 3 2 表 达 增 高 ， 且 I L - 3 2 表 达

水平与AFP值呈正相关。IL -32是一种促炎症细胞

因 子 ， 而 炎 症 与 肿 瘤 的 发 生 发 展 密 切 相 关 ， 研 究

证实IL-32在胃癌、乳腺癌的发生发展中起重要作 

用[5-6]。因此笔者推测IL-32可能与原发性肝癌的发

生发展密切相关。

最 新 的 研 究 证 实 原 发 性 肝 癌 患 者 肝 组 织 中

I L - 3 2 表 达 增 高 ， 认 为 I L - 3 2 参 与 原 发 性 肝 癌 的 发

病，并推测IL-32可作为原发性肝癌的诊断指标[12]。

本研究证实原发性肝癌患者外周血中IL-32表达增

高，且其表达水平与AFP呈正相关；以前的研究证

实大多数原发性肝癌患者血清AFP表达增高，检测

A F P 可 作 为 原 发 性 肝 癌 诊 断 、 监 控 治 疗 反 应 的 指 

标 [13-14]。因此，本研究进一步证实IL-32可能参与

原 发 性 肝 癌 的 发 生 发 展 ， 并 可 作 为 原 发 性 肝 癌 的
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诊断指标。接下来须扩大样本量，明确IL-32作为

原发性肝癌诊断指标的可行性及敏感性。AFP主要

在 胎 儿 肝 中 合 成 ， 出 生 后 表 达 量 逐 渐 下 降 ， 但 当

肝 细 胞 发 生 癌 变 时 ， 肝 细 胞 又 恢 复 产 生 这 种 蛋 白

质的功能，随着病情恶化AFP在血清中的含量会急

剧 增 加 ； 乙 肝 病 毒 、 丙 肝 病 毒 等 均 可 诱 导 肝 细 胞

表达IL-32增高，慢乙肝、慢丙肝是引起肝癌的主

要原因，且肝癌患者IL-32表达亦增高，因此肝癌

发生时肝细胞表达IL -32增高、又恢复产生AFP的

能力，这或许是IL -32与AFP表达呈正相关的原因

之 一 ， 两 者 之 间 是 否 互 相 影 响 其 表 达 有 待 进 一 步

研究证实。

I L - 3 2 是 一 种 促 炎 症 细 胞 因 子 ， 可 以 诱 导 淋

巴 细 胞 等 免 疫 细 胞 表 达 T N F - α 、 I L - 6 、 I L - 8 、

IL -1β等细胞因子 [15-16]，而TNF -α、IL -1β等细

胞因子亦可诱导肝细胞表达IL -32 [8]，原发性肝癌

患者外周血中IL -6、IL -8、TNF -α等细胞因子表

达增高，与原发性肝癌的发病密切相关 [3-4]，乙肝

病 毒 感 染 、 丙 肝 病 毒 感 染 是 引 起 肝 癌 发 生 的 重 要

因素，而乙肝病毒[7]、丙肝病毒[8]均可诱导IL-32表

达 增 高 。 因 此 我 们 推 测 乙 肝 病 毒 、 丙 肝 病 毒 感 染

后诱导IL-32等细胞因子表达增高，增高的IL-32与

TNF -α、IL -6等细胞因子互相影响，导致免疫紊

乱 ， 引 起 体 内 细 胞 因 子 网 络 活 化 ， 参 与 原 发 性 肝

癌发生发展。

综 上 所 述 ， 本 研 究 发 现 原 发 性 肝 癌 患 者 外 周

血 中 I L - 3 2 表 达 增 高 ， 其 表 达 水 平 与 A F P 呈 正 相

关；IL-32可能与原发性肝癌的发病密切相关。
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