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核因子 κB( nuclear factor κB, NF-κB)作为一

种转录刺激因子 , 最初是在 1986 年由 Sen 和

Baltimore[1]首先报道的。NF-κB 可因一些细胞因

子、氧化剂、蛋白激酶、脂多糖等的刺激而激活 , 而

活化的 NF-κB又可诱导细胞因子、趋化因子、免

疫因子受体和转录因子等多种物质的表达。因此在

炎症反应、肿瘤及血液性疾病等的病理生理过程中

发挥重要作用 [2]。NF-κB /Rel 家族有 5 种不同的

NF-κB/Rel 蛋白 ; P65 (RelA)、P50(NF-κB1)、P52

(NF-κB2)、C- rel( Rel)和 RelB[3]。有研究表明 NF-

Rel mRNA和 NF-κB2 mRNA在人肝细胞癌中的
表达及其临床意义
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摘 要: 【目的】探讨 Rel 及 NF-κB2 的 mRNA在人肝细胞癌 ( hepatocellular carcinoma, HCC)组织中的表

达及其临床意义。【方法】 用逆转录聚合酶链反应检测 55 例 HCC患者癌组织及癌旁肝组织中 Rel mRNA和

NF-κB2 mRNA的表达情况。【结果】Rel mRNA及 NF-κB2 mRNA在肝癌组织中的表达水平均明显低于其癌

旁组织 (分别为 0.315±0.142 对 0.505±0.225; 0.273±0.141 对 0.491±0.242, 均 P< 0.05)。这两种因子在肝癌组织

中的表达水平与临床分期及肝外转移明显有关 , 而与门静脉癌栓、术后复发、肿瘤数目、肿瘤直径及血清 AFP

水平等无明显关系。【结论】提示 Rel、NF-κB2 可能与肝癌的发生、发展有关。
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Abstract: 【Objective】 The aims of the present study were to explore the expression of the Rel mRNA and

NF-κB2 mRNA in human hepatocellular carcinoma (HCC) and their clinical significance. 【Methods】 Reverse

transcription polymerase chain reaction (RT- PCR) was employed to determine the expression of Rel mRNA and

NF-κB2 mRNA in 55 cases of HCC and their adjacent liver tissues. 【Results】The expression level of Rel mRNA

and NF-κB2 mRNA in the HCC tissues were significantly lower than that in the adjacent liver tissues (0.315 ±

0.142 vs 0.505 ±0.225 and 0.273 ±0.141 vs 0.491 ±0.242, respectively, P< 0.05). The expression level of Rel

mRNA and NF-κB2 mRNA in the HCC tissue were significantly correlated with the clinical stage and the presence

of extrahepatic metastasis, but not correlated with the tumor thrombus of portal vein, the tumor recurrence, the

number of tumor focus, the tumor diameter and the level of serum alpha- fetoprotein (AFP). 【Conclusion】 The

results suggest that NF-κB2 and Rel may be involved in the development of HCC.
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κB信号转导途径与多种肿瘤发生密切相关 [4- 6], 但

在 mRNA水平上研究 Rel 及 NF-κB2 基因与肝细

胞癌关系目前鲜见报道。为此本文应用 RT- PCR

方法检测肝细胞癌患者癌组织及癌旁组织中 Rel-

mRNA和 NF-κB2- mRNA的表达情况 , 并探讨两

者与肝细胞癌发生发展、复发转移等方面的意

义。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选择我院 1999 年 7 月至 2002 年 7 月手术切

除并经病理证实的 HCC 55 例 (男 43 例、女 12

例) , 年龄 22～68 岁 , 中位年龄 45 岁。患者术前均

未进行任何抗癌治疗。每例均取癌及相应癌旁肝

组织(距离癌边缘 2 cm以上) , 将新鲜组织置液氮

速冻后存于- 80 ℃冰箱备用。随访 1 年期间 ,出现

术后复发共 15 例。

1.2 试剂与仪器

TRIzol 总 RNA 提取液为美国 GIBCOBRL 公

司产品 ;逆转录试剂盒及 DNA聚合酶均为立陶宛

MBI 公司产品。

1.3 引 物

引物均由上海生工生物工程技术有限公司合

成。Rel mRNA上游引物 5′- tca tcc tca tga ttt agt

tgg a - 3′, 下游引物 5′- tcc tta att ctg cag tat ttg g

- 3′。NF-κB2 mRNA上游引物 5′- tgc cca cag tct

ggt ggg caa g - 3′, 下游引物 5′- cct cat aga acc

gaa cct caa tg - 3′。内参照基因 β- actin mRNA上

游引物 5′- aac tcc atc atg aag tgt ga- 3′, 下游引物

5′- act cct gct tgc tga tcc ac- 3′。

1.4 方 法

1.4.1 总 RNA抽提 按试剂说明书操作。

1.4.2 逆转录反应 按试剂说明书操作。取约 3

μg RNA, 加 0.5 μg/μL Oligo ( dT)18 1.0 μL, 加

DEPC处理水至 12 μL, 70 ℃水浴 5 min, 立即冰

浴 , 然后加 5×Reaction buffer 4.0 μL, 10 mmol/L

dNTPs 2.0 μL, 200 U/μL 逆转录酶 1.0 μL, 20 U/

μL RNA酶抑制剂 1.0 μL, 混匀后 42 ℃水浴 1 h,

70 ℃ 10 min,合成 cDNA第一链。

1.4.3 PCR 反应 25 μL反应总体积 , 取 cDNA

约 0.1 μg, 加 10×PCR buffer 2.5 μL, 25 mmol/L

MgCl2 1.5 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 μL, 5 U/μL

DNA聚合酶 0.2 μL, Rel(或 NF-κB) mRNA及 β-

actin mRNA上下游引物各 0.5 μL, 加灭菌水至 25

μL。反应条件: 95 ℃ 5 min 预变性; 95 ℃ 45 s, 55

℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 35 个循环 ; 72 ℃10 min 末延

伸。Rel、NF-κB及 β- actin 的 PCR 产物大小分别

为 341 bp、479 bp、及 247 bp。

1.4.4 PCR 产物鉴定 取 PCR 扩增产物 10 μL,

上样于 17 g/L 琼脂糖凝胶 ( 含 0.5 mg/mL 溴乙

锭) , 100 V电压电泳 45 min, 然后将凝胶放入凝

胶电泳成像系统仪 , 在紫外光下自显影 , 经计算机

扫描成像来判定结果。用目的基因/内参照基因两

电泳条带的单位面积内的灰度比值来反映目的基

因的相对表达水平。目的基因相对表达水平=(目

的基因灰度值—背景灰度值 ) /(内参照基因灰度

值—背景灰度值)

1.5 统计学分析

资料数据采用 x±s 表示 , 两组间比较用 t 检

验。应用 SPSS10.0 软件进行分析 , 检验水准 α=

0.05。

2 结 果

2.1 Rel mRNA 及 NF-κB2 mRNA 的表达

Rel mRNA 及 NF-κB2 mRNA 在肝癌组织中

的表达水平均明显低于其癌旁组织 , 分别为

0.315±0.142 对 0.505±0.225 及 0.273±0.141 对

0.491±0.242,均 P< 0.05)。见图 1, 2。

图 1 肝癌组织及其癌旁组织中 Rel mRNA 的电泳

Fig.1 Electrophoregram of Rel mRNA of human

hepatocellular carcinoma tissues and adjacent non -

cancerous liver tissues

Lane 1, 3, 5, 7, 9: HCC tissues; Lane 2, 4, 6, 8, 10:

adjacent non- cancerous liver tissues; Lane 11: DNA marker;

Rel: 341 bp;β- actin: 247 bp
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Clinical Stage

I - II

III

Portal vein thrombosis

Present

Absent

Extrahepatic metastasis

Present

Absent

Recurrence

Present

Absent

Tumor size

≥ 5 cm

< 5 cm

Tumor foci

n = 1

n ≥ 2

Serum AFP level

≥ 400 μg/L

< 400 μg/L

n

37

18

12

43

9

46

15

40

29

26

43

12

31

24

Rel mRNA

0.25 ±0.12

0.35 ±0.15

0.31±0.14

0.32 ±0.16

0.36 ±0.15

0.21 ±0.11

0.27 ±0.13

0.34 ±0.16

0.33 ±0.16

0.31 ±0.14

0.30 ±0.14

0.38 ±0.20

0.32 ±0.19

0.32 ±0.15

P

<0.05

>0.05

<0.01

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

NF-κB2 mRNA

0.25 ±0.11

0.36 ±0.13

0.29 ±0.09

0.28 ±0.14

0.36 ±0.15

0.25 ±0.13

0.30 ±0.16

0.28 ±0.14

0.33 ±0.16

0.26 ±0.14

0.29 ±0.14

0.22 ±0.11

0.24 ±0.12

0.24 ±0.12

P

<0.01

>0.05

<0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

图 2 肝癌组织及其癌旁组织中 NF-κB2- mRNA 的电泳图

Fig.2 Electrophoregram of NF -κB2 - mRNA of human

hepatocellular carcinoma tissues and adjacent non -

cancerous liver tissues

Lane 1, 3, 5: hepatocellular carcinoma tissures; Lane 2, 4, 6:

adjacent non- cancerous liver tissure; Lane 7: blank control; Lane 8:

DNA marker; NF-κB2: 479 bp; β- actin: 247 bp

2.2 Rel mRNA 及 NF-κB2 mRNA 表达水平与

临床参数的关系

由表 1 可见, Rel mRNA及 NF-κB2 mRNA在

肝癌组织中的表达水平与临床分期及肝外转移明

显有关 , 而与门静脉癌栓、术后复发、肿瘤数目、肿

瘤直径及血清 AFP水平等无明显关系。

3 讨 论

NF-κB通常是与其抑制物 IkB聚合的三聚体

形式存在于胞浆中,处于非活化状态。在多种因素

如细胞因子、病毒、氧化剂、异种抗原及紫外线照射

等 NF-κB活化信号的刺激下 , 通过不同的信号转

导途径 , 激活 NF-κB诱导激酶 ( NF-κB inducing

kinase, NIK) , 或活化途径中的其他激酶 , 使 IkB发

生降解, 从而使 NF- kB发挥调控作用。受 NF-κB

调节转录的基因非常多,主要包括与炎症反应和免

疫应答相关的基因。此外 NF-κB还能促进干扰素

基因的表达从而发挥其抗病毒的功能。在大部分类

型的细胞中, NF-κB的激活能使细胞抗凋亡, 但在

少数特定类型的细胞中 NF-κB的激活却能促进凋

亡[7]。

有研究表明 Rel/NF-κB信号转导途径与肺癌、

乳腺癌、结肠癌、恶性黑色素瘤、骨髓瘤及淋巴

瘤等[4- 6, 8- 10]肿瘤发生密切相关 , 该转导途径主要是

表 1 Rel mRNA及 NF-κB2 mRNA在肝癌组织中表达水平与临床参数的关系

Tabel 1 Relationship between Expression of Rel mRNA and NF-κB2 mRNA in Hepatocellular Carcinoma Tissues and

Various Clinical Parameters

陈远能 ,等. Rel mRNA和 NF-κB2 mRNA在人肝细胞癌中的表达及其临床意义第 6 期 679



[1]

通过对相关基因的转录调控,推进细胞周期演进并

抑制凋亡, 从而在细胞癌变过程中发挥重要作用。

而本研究发现 Rel- mRNA和 NF-κB2- mRNA在肝

癌组织中的表达水平均明显低于癌旁组织 , 提示

Rel/NF-κB在肝细胞癌致癌过程中 ,其机制可能有

别于其他肿瘤。推测由于 C- rel、NF-κB2表达下降

导致肝细胞凋亡减少 , 肝细胞生长活跃过渡 , 从而

导致或参与肝癌的形成。有报道 Rel/ NF-κB转录

因子对 B细胞和 T细胞的发育以及免疫系统的功

能起重要作用,缺乏 Rel/NF-κB转录因子则会导致

T细胞和 B细胞的发育受阻和免疫系统功能受损
[11]。本实验中, C- rel和 NF-κB2基因在肝癌组织中

表达下降 , 导致其免疫系统功能受损 , 肿瘤细胞逃

脱免疫监视可能是导致肿瘤发生的因素之一。

本研究中 , 在临床Ⅲ期及发生肝外转移的患

者,其 Rel 和 NF-κB2 的 mRNA表达水平均明显高

于Ⅰ～Ⅱ期及无肝外转移的患者; 这说明随着肿瘤

的发展, Rel和 NF-κB2的表达有上升的趋势;而恶

性肿瘤细胞与内皮细胞的相互作用是恶性肿瘤细

胞沿血管发生远处组织器官转移或沿淋巴管发生

淋巴结转移的先决条件, 由于 E- selecin、ICAM- 1、

VCAM- 1 等细胞粘附分子在恶性肿瘤细胞与内皮

细胞相互作用中起决定性作用,而这些粘附分子的

表达又取决于 NF-κB因子的活化 , 所以当 Rel 和

NF-κB2 的表达增加时 , 将促进肿瘤发生转移。本

研究中 Rel- mRNA 及 NF-κB- 2 mRNA 在肝癌组

织中的表达水平与肝外转移明显有关,而与门静脉

癌栓无明显关系。这表明肿瘤发生转移和癌栓形成

是个多步骤、多因素、多阶段的复杂过程,两者发生

的机理可能不尽相同,有待进一步研究。

发现通过上调 NF-κB或者下调 NF-κB的抑

制因子 IκBα都可以抑制肝癌细胞株 SMMC 7721

生长 , 联合使用阿霉素时效果更明显 , 从而证明了

肝癌细胞的生长与 NF-κB有密切的关系 , 为肝癌

基因治疗开辟了一条新的路线[12]。但另有学者则发

现阻断 NF-κB的抑制因子却反而促进肿瘤细胞生

长[13]。这说明 NF-κB与肿瘤的关系很复杂,即可以

促进也可以抑制肿瘤的发展,在不同的阶段可能发

挥不同的作用。NF-κB活化在肿瘤治疗中的作用

是一把双刃剑,仍需进一步探讨。
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