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核因子κａｐｐａＢ与肿瘤坏死因子 αｍＲＮＡ在
肝细胞癌中的表达及其意义
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　　摘要：目的　探讨核因子κａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）与肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ａｌｐｈａ，ＴＮＦα）ｍＲＮＡ在肝细胞癌中表达的意义。方法　采用化学发光凝胶电泳迁移率（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ
ｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ）的方法检测正常肝组织、肝血管瘤、肝癌癌灶及癌旁肝组织 ＮＦκＢ的活性表
达，用逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达。结果　正常肝组织、肝血管瘤
ＴＮＦαｍＲＮＡ分别为 ０．２４±０．１２和 ０．２１±０．１０，显著低于癌旁肝组织和肝癌癌灶的 ０．３６±０．１６和
０．６８±０．２１（Ｐ＜０．０５）；正常肝组织、肝血管瘤 ＮＦκＢ未被检测到明显的活性，而癌旁肝组织、肝癌
癌灶 ＮＦκＢ表达与正常肝组织及肝血管瘤组织比较差异具有显著性 （Ｐ＜０．０５）。癌旁肝组织、肝癌
癌灶 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达与 ＮＦκＢ的活性呈显著正相关（ｒ＝０．７７３，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．８３８，Ｐ＜０．０５）。
结论　ＮＦκＢ信号传导途径异常激活及 ＴＮＦα与肝细胞癌的发生发展密切相关。
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第３期 曹杰，等：核因子κａｐｐａＢ与肿瘤坏死因子αｍＲＮＡ在肝细胞癌中的表达及其意义

　　有研究［１］表明，核因子κａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ

κＢ，ＮＦκＢ）的异常激活与肝炎相关性肝癌的发生

有着紧密联系，乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）或丙型肝炎

病毒（ＨＣＶ）能激活肝细胞内 ＮＦκＢ，导致肝细胞

系肿瘤的发生。肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）是一组由活化的单核 －巨噬

细胞产生，具有多种生物学活性功能，是与炎症和

肿瘤发生密切相关的细胞因子。笔者应用化学发

光凝胶电泳迁移率实验（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔ

ａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ）和逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

方法分别检测 ＮＦκＢ以及 ＴＮＦαｍＲＮＡ在肝癌组

织中的表达，以探讨 ＮＦκＢ信号传导途径的激活

与 ＴＮＦα在肝细胞癌发生发展中的意义。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　组织标本　 收集本院 ２００５年 ８月—

２００６年 ８月 ２９例患者手术切除的新鲜肝细胞癌

（术后病理均证实为肝细胞癌）及癌旁组织标本

（距肿瘤边缘≥２ｃｍ），其中男 ２１例，女 ８例；年

龄 ３０～６５（平均 ５１．７）岁。另收集 １０例正常对

照肝组织（外伤性肝破裂行肝叶切除），排除肝炎

及肝脏肿瘤等肝病病史以及 ８例肝血管瘤标本。

所有标本立即置于 －８０℃液氮中保存。所有肝细

胞癌患者均为首次手术，术前未经放疗或化疗。

１．１．２　 主 要 试 剂、仪 器 及 软 件 　 人 ＴＮＦα，

ＧＡＰＤＨ引物及探针两对由赛百盛基因技术有限公

司合成；ＥＭＳＡ实验试剂盒（２０１４８）、核蛋白提取

试剂盒（７８８３３）及带正电荷尼龙膜均购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司；电泳仪采用美国产 ＢｉｏｍｅｔｒａＳｔａｎｄａｒｄ

ＰｏｗｅｒＰａｃｋＰ２５；美国 ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈＣｈｅｍｉｌｍａｇｅｒＴＭ

５５００仪器观察凝胶电泳结果。另有 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５．０软件，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０图像分析软件和

ＳＰＳＳ１１．０专业统计学软件。

１．２　实验方法

１．２．１　ＥＭＳＡ检测各组肝脏标本内 ＮＦκＢ的活

性　参照核蛋白提取试剂盒说明由冷冻的各组肝

组织提取核蛋白。含 ＮＦκＢ结合位点的双链寡核

苷 酸 探 针 （５′ＡＧＴＴＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ３′，

３′ＴＣＡＡＣＴＣＣＣＣＴＧＡＡＡＧＧＧＴＣＣＧ５′）两对，其中一

对为 ５′末端生物素标记探针。将标记生物素的探

针稀释至 １０ｆｍｏｌ／μＬ，未标记生物素的探针稀释至

１ｐｍｏｌ／μＬ。制备 ５％非变性聚丙烯酰胺凝胶，预

电泳 ４５ｍｉｎ（１００Ｖ）。ＤＮＡ结合反应体系包括：

１０×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２μＬ，１μｇ／μＬＰｏｌｙ（ｄＩｏｄＣ）１μＬ，

１％ＮＰ４０１μＬ，１ＭＫＣｌ１μＬ，未标记探针 ４μＬ，各

组肝组织核蛋白提取物 ４μＬ，生物素标记探针

２μＬ，每组结合反应体系加入 ｄｄＨ２Ｏ至总体积

２０μＬ，室温孵育 ２０ｍｉｎ后将各组结合反应产物加

入 ５μＬ５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀。取 ２０μＬ加样于电

泳仪内凝胶电泳 ６０ｍｉｎ。电泳后将凝胶内的结合

反应产物转移至带正电荷之尼龙膜上；距离尼龙

膜 ０．５ｃｍ以 ２５４ｎｍ波长之紫外灯照射进行交链

（ｃｒｏｓｓｌｉｎｋ）５ｍｉｎ；将膜置于干净容器内，加入结

合／封闭缓冲液后洗膜 ４次，每次 ５ｍｉｎ；先后加入

化学发光之底物平衡缓冲液及底物工作液各

５ｍｉｎ，立即于暗室曝光 ５ｍｉｎ后洗片，并对 ＮＦκＢ

与标记探针结合的相对量进行密度分析，以相对

吸光度 ×面积（ｍｍ２）表示其活性的强度。

１．２．２　 ＲＴＰＣＲ　 人 ＴＮＦα上游引物 ５′ＡＡ

ＣＡＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＣＣＡＡＡＣ３′，下游引物 ５′ＣＡＡＧＴＣ

ＣＴＧＣＧＧＣＡＴＴＣＴ３′，产物长度 ３１９ｂｐ；用人 ＧＡＰＤＨ

作为参照，上游引物 ５′ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ

３′，下游引物 ５′ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′，产

物长度 ２０８ｂｐ。取约 ５０ｍｇ肝组织，采用 Ｔｒｉｚｏｌ一

步法提取总 ＲＮＡ。ｃＤＮＡ第一链合成体系含：ＲＮＡ

２μｇ，Ｏｌｉｇｄｔ４μＬ，５×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ１．５μＬ，ＭＭＬＶ

２００ｖ，ＲＮＡ酶抑制剂 １μＬ，加 ＤＥＰＣ水至总体积

２５μＬ，经 ４２℃１ｈ逆转录，再经 ９５℃５ｍｉｎ变性。

ＰＣＲ反 应 体 系 含：２５ｍＭ ＭｇＣｌ２ ５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ

５μＬ，１０ＭｍｄＮＴＰ１μＬ，上、下游引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ

４μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ２．５μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至总体积

５０μＬ。ＴＮＦα反应条件：预变性 ９５℃１ｍｉｎ，后续

循环 ９４℃３０ｓ，退火 ５１℃４５ｓ，７２℃６０ｓ延伸；共

３１个循环，最后一个循环延伸 １０ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ退

火温度为 ５１℃，其余过程相同。结果观察：取

３μＬ扩增产物加样至 １．５％琼脂糖凝胶电泳，紫

外灯下观察结果，计算机对电泳条带进行扫描分

析并 处 理。目 的 基 因 表 达 强 度：各 组 肝 组 织

ＴＮＦαｍＲＮＡ吸光度／ＧＡＰＤＨ吸光度。

１．３　统计学处理

结果均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。经方差

齐性检验后，进行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）、ｔ检

验和回归分析。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

３３２



中国普通外科杂志 第１６卷

２　结　果

２．１　ＥＭＳＡ检测肝组织 ＮＦκＢ的表达

正常对照肝组织及肝血管瘤内获微量活性的

ＮＦκＢ的表达，显著低于癌旁组织及肝细胞癌

（Ｐ＜０．０５）。癌旁组织 ＮＦκＢ活性表达显著低于肝

细胞癌组（图 １）（表 １）。

２．２　ＲＴＰＣＲ结果

各组肝组织 ＴＮＦα扩增产物为３１９ｂｐ，人ＧＡＰＤＨ

为内参（图２），扩增产物为２０８ｂｐ。肝细胞癌及癌旁

组织内 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达均显著高于正常对照组及

肝血管瘤组，差异有显著意义（Ｐ＜０．０５）。肝癌组织与

癌旁组织相比差异亦有显著性（Ｐ＜０．０５）。正常对

照组与肝血管瘤组之间 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达差异无显

著意义（Ｐ＞０．０５）（表１）。

２．３　 癌 旁 组 织 及 肝 细 胞 癌 ＴＮＦαｍＲＮＡ与

ＮＦκＢ的相关性

癌旁组织及肝细胞癌 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达与

ＮＦκＢ的活性呈显著正相关（回归方程分别是：

ｙ＝
"

０．６３２＋０．７５６ｘ，ｒ＝ ０．７７３，Ｐ ＜ ０．０５；

ｙ＝
"

０．７８１＋０．８１１ｘ，ｒ＝０．８３８，Ｐ＜０．０５）（图３－４）。

表 １　ＮＦκＢ的活性在各组肝脏组织中的表达（ｘ±ｓ）

组别 病例数 ＮＦκＢ的活性表达值 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达值

正常对照 １０ ０．１９±０．２０１），２） ０．２４±０．１２１），２）

肝血管瘤 ８ ０．１６±０．１１１），２） ０．２１±０．１０１），２）

癌旁组织 ２９ ０．５８±０．１５２）　 ０．３６±０．１６２）　

肝细胞癌 ２９ １．４４±０．２３　　 ０．６８±０．２１　　

　　注：１）与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０５；２）与肝细胞癌比较，Ｐ＜０．０５

!"#!$
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　　图１　化学发光 ＥＭＳＡ检测各肝组织核蛋白提取物 ＮＦ

κＢ的活性　１：生物素标记探针；２～５：生物素标记探针 ＋各

组肝组织核蛋白提取物（分别为外伤性肝破裂肝组织、癌旁肝

组织、肝血管瘤、肝细胞癌癌灶）；６：２００倍未标记生物素探针

＋生物素标记探针＋肝脏组织核蛋白提取物
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　　图２　ＴＮＦα（扩增产物为３１９ｂｐ）和ＧＡＰＤＨ（扩增产物

为２０８ｂｐ）在各组肝组织中的表达　１：为正常对照组；２：肝血

管瘤组；３：癌旁组织组；４：肝细胞癌组
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图３　癌旁组织组ＮＦκＢ的活性与ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的关系
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图４　肝细胞癌组ＮＦκＢ的活性与ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的关系
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３　讨　论

正常肝细胞中 ＮＦκＢ以 ｐ５０／ｐ６５异二聚体
形式在胞浆内与 ＩκＢ结合呈无活性状态，当它受
细胞因子、有丝分裂原、病毒等刺激激活后，ＩκＢ
发生磷酸化并降解，ＮＦκＢ核定位信号的暴露并
转入核内与靶基因 κＢ基序结合，增强或抑制下
游相关基因的表达。激活的 ＮＦκＢ在肝细胞增
殖和凋亡中扮演重要角色，可参与癌症的启动、

发生及发展过程，在炎性相关的恶性肿瘤呈高表

达，在炎症与细胞癌变间起桥梁作用［２］。有研

究［３］发现在诱癌过程中随肝细胞癌变的发生，肝组

织中 ＮＦκＢ表达愈来愈高。在肝细胞变性组，ＮＦ
κＢ表达的总体趋势已明显高于对照组；在肝细胞
发生癌变时，ＮＦκＢ表达达高峰。此外 ＮＦκＢ在
肝癌组织中的异常激活，可抑制细胞凋亡［４］、促进

肝细胞存活，与肝癌的发生发展密切相关［５－６］。

ＴＮＦα是一种由多种免疫细胞产生和分泌的
细胞因子，具有介导炎症、免疫调节及抗肿瘤等

多种生物学功能。Ｎａｂｏｒｓ等［７］发现，ＴＮＦα能诱
导一种 ＲＮＡ稳定蛋白的过度表达，上调肿瘤血管
生成因子，并能有效地诱导血管内皮细胞表面黏

附分子的表达，促进肿瘤新生血管的形成。血清

中 ＴＮＦα含量的高低可以反映机体的抗肿瘤免
疫状态；ＴＮＦα水平的升高可能有益于调动机体
自身的抗癌能力［８］。ＴＮＦα对鼠肝癌细胞的研究
中发现，ＴＮＦα能损害肝细胞的 ＤＮＡ，可能在肝
细胞向肝癌细胞转变的早期阶段起一定作用。

提示 ＴＮＦα与肝癌的发生有关［９－１０］。

本研究结果表明，与对照组及肝血管瘤组相

比较，ＮＦκＢ在肝细胞癌及癌旁组织内存在着显
著的激活；相应地，ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平显著升
高且与 ＮＦκＢ的活性呈显著正相关。提示 ＮＦ
κＢ信号传导途径的激活与 ＴＮＦα共同参与了肝
细胞的癌变过程。由此推测，ＮＦκＢ与 ＴＮＦα在
肝细胞癌中的相互关系是：当肝细胞内的 ＮＦκＢ
信号传导途径受细胞因子、有丝分裂原、病毒等

刺激激活后，一方面抑制 ＦＡＳ和 ＴＮＦＲ基因表达；
另一方面其下游的抗凋亡基因如 ＩＥＸ１Ｌ、抗凋亡
蛋白 ＢｃｌＸ或凋亡抑制蛋白 ｃＩＡＰ１和 ｃＩＡＰ２的
表达有所增加，以利于癌细胞的存活及增殖，同

时亦启动了下游靶基因 ＴＮＦα的基因转录，使得
肝癌细胞 ＴＮＦα表达即自身分泌 ＴＮＦα增加。
此外，单核 －巨噬细胞受刺激后亦能增加 ＴＮＦα
的分泌［１１］，于肝细胞癌变过程中 ＴＮＦα又可与其

受体结合于上游激活 ＮＦκＢ信号传导途径；周而
复始，抑制了肝癌细胞的凋亡，促进了肝癌细胞

的不断增殖，最终导致肿瘤形成［１２］。ＴＮＦα能否
通过激活 ＮＦκＢ信号传导途径上调肿瘤血管生
成因子并促进肿瘤新生血管的形成，其机制尚不

明了，有待研究阐明。

综上所述，抑制 ＮＦκＢ活性或阻止 ＩκＢ降解
的药物若能增加癌细胞凋亡，抑制癌细胞生长，

便可用于耐化疗药物肿瘤的治疗。因 ＮＦκＢ基
因位于多药耐药基因上游与启动子的转录相关，

抑制 ＮＦκＢ表达或阻止 ＩκＢ降解便可阻断多药耐
药基因转录以达到治疗耐化疗药物肿瘤的目的。

笔者期望通过对肝细胞癌变发生过程中细胞因

子功能紊乱规律的深入研究，为指导肝细胞癌的

临床治疗提供新的途径。
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