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大肠癌中抑制基因 BCL-2、p53 与 Beclin-1 的表达
及其与肠癌生物学行为的关系
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摘   要 目的：探讨 Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白在大肠癌中的表达意义及其与肠癌生物学行为的关系。

方法：采 用 免 疫 组 化 法 检 测 20 例 正 常 大 肠 黏 膜、38 例 大 肠 黏 膜 异 型 增 生 和 92 例 结 直 肠 癌 组 织 中

Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白的表达水平，并结合结直肠癌的生物学行为和患者的生存率进行分析。

结果：Beclin-1 蛋白在病变大肠组织中的表达率显著高于正常大肠黏膜（P<0.05），但其与结直肠

癌 Dukes 分期、肿瘤分化程度和淋巴结转移均无明显关系（P>0.05）；BCL-2 和 p53 蛋白在病变大

肠组织中的阳性表达率较高，但在正常大肠黏膜中几乎不表达（P<0.05）；BCL-2 和 p53 的表达还

与结直肠癌 Dukes 分期及淋巴结转移有关（P<0.05）；相关性分析显示，Beclin-1 与 p53 蛋白的表

达呈正相关（r=0.342，P<0.05），且 p53 蛋白阴性表达的患者 5 年生存率较阳性表达者高（P<0.05）。

结论：在大肠组织中，Beclin-1 与 BCL-2、p53 基因相互协作，对其异常及癌变起到重要作用，三者

的表达情况可作为大肠癌病程进展及预后的参考指标。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1429-1433]
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大 肠 癌 包 括 直 肠 癌 和 结 肠 癌， 是 消 化 道 常 见

的恶性肿瘤，在全球范围内有较高的发病率和病死

率。大肠癌的发病与遗传因素、环境因素、大肠腺

瘤和饮食方式等关系密切 [1-2]。自噬是吞噬自身受

损细胞器或细胞质蛋白，并与溶酶体融合降解的过

程，从而实现某些细胞器的更新和满足细胞自身的

代谢需求。自噬不仅在细胞生长分化和受损时发挥

作用，还参与了肿瘤等多种疾病的发生和发展 [3-5]。

细胞凋亡是指细胞主动、有序的死亡，其涉及一系

列凋亡相关基因的激活、表达和调控，有利于维持

内环境的稳定 [6]。Beclin-1 属于自噬基因，参与形

成自噬体，而 BCL-2 和 p53 是与凋亡有关的基因，

它 们 可 能 在 肿 瘤 的 分 化 和 临 床 分 期 中 起 到 重 要 作

用，本组研究采用免疫组化法检测其在大肠癌中的

表达水平，并分析其与肠癌生物学行为的关系。

1　材料与方法

1.1  临床资料

收 集 我 院 2010 年 7 月 —2012 年 6 月 期 间 进

行 肠 镜 活 检 和 外 科 手 术 的 标 本 共 150 例， 其 中 

20 例 正 常 大 肠 黏 膜、38 例 大 肠 黏 膜 异 型 增 生 和 

92 例 结 直 肠 癌 组 织。38 例 大 肠 黏 膜 异 型 增 生 均

经 病 理 检 查 确 诊， 其 中 男 23 例， 女 15 例， 年 龄

40~71 岁，平均年龄（59.42±10.78）岁；轻度 12 例、

中 度 12 例、 重 度 14 例。92 例 结 直 肠 癌 均 经 病

理 检 查 确 诊， 其 中 男 55 例， 女 37 例， 年 龄 38~ 

73 岁，平均年龄（61.42±11.36）岁；按照国际改

良 Dukes 分 期 标 准 划 分：A、B 期 59 例，C、D 期 

33 例；肿瘤高、中、低分化程度分别为：10， 74，8 例；

淋巴结转移 33 例，无淋巴结转移 59 例。20 例正常

大肠黏膜组织取于距肿瘤边缘 5 cm 以上的组织。

1.2  免疫组化法

1.2.1  试剂　兔抗人 Beclin-1 抗体购于美国 Santa 

Cruz 生物技术公司，鼠抗人 BCL-2 单克隆抗、鼠

抗人 p53 单克隆抗体、DAB 显色剂和免疫组化超
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敏 SP 试剂盒均购于上海 elisa 生物技术有限公司。

1.2.2  染色方法　本组研究采用免疫组化 SP 法。

所有组织均经 10% 甲醛的水溶液固定、常规脱水

和石蜡包埋，连续 3 μm 切片。用微波抗原修复，

按照顺序滴加以下溶液，并在 37 ℃下孵育：过氧

化物酶阻断液、非免疫动物血清、一抗工作液（按

1:50 比例稀释）、生物素标记的二抗。DAB 显色

与苏木素复染。以 PBS 液代替一抗作阴性对照。

1.3  结果判断

由 2 位 经 验 丰 富 的 病 理 医 师 进 行 盲 法 阅 片，

Beclin-1 蛋 白 以 及 BCL-2 蛋 白 的 阳 性 反 应 发 生 位

置均为细胞质，p53 蛋白的阳性反应发生位置则在

细 胞 核 内 [7]。 高 倍 镜 下， 每 个 标 本 选 取 5 个 视 野 

（100 个细胞 / 视野），当定位的细胞质或细胞核

呈 淡 黄 色 至 棕 褐 色 颗 粒 即 为 阳 性 表 达。 阳 性 细 胞

占 总 细 胞 数 的 百 分 率： 阳 性 细 胞 <20% 为 阴 性，

≥ 20% 为阳性。

1.4  统计学处理

数据均采用 SPSS 17.0 统计软件进行处理，计

数资料之间比较采用 χ2 检验，多组资料之间比较

使 用 F 检 验，Beclin-1 与 BCL-2 和 p53 蛋 白 表 达

的相关性采用 Spearman 秩相关检验，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1  Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白在不同组织

中阳性表达

Beclin-1 和 BCL-2 蛋 白 的 阳 性 染 色 反 应 发 生

位置均为细胞质，颗粒呈淡黄色至棕褐色。p53 蛋

白的阳性染色主要在细胞核中，颗粒呈淡黄色至棕

褐 色（ 图 1）。Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋 白 在 结

直 肠 癌 组 织 中 的 阳 性 表 达 率 均 最 高，其 次 为 大 肠

黏 膜 异 型 增 生 组 织，而 正 常 大 肠 黏 膜 阳 性 表 达 率

最低，不同组织中阳性表达比较差异有统计学意义

（P<0.05），且 p53 蛋白在正常大肠黏膜中几乎不

表达（表 1）。
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图 1　不同组织 Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白表达的免疫组化图（×100）
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2.2  Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白在结直肠癌

中阳性表达与患者临床病理因素的关系

Beclin-1 蛋白表达阳性率与性别、年龄、肿瘤

大小、Dukes 分期、肿瘤分化程度及淋巴结转移情

况无关（P>0.05）；BCL-2 和 p53 蛋白表达阳性率

与 结 直 肠 癌 淋 巴 结 转 移 情 况 以 及 Dukes 分 期 相 关

（P<0.05），但与患者性别、年龄、肿瘤大小以及

分化程度关系不明显（P>0.05）（表 2）。

表 2　Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白在结直肠癌中阳性表达

与肠癌临床病理因素的关系 [n（%）]
项目 n Beclin-1 P BCL-2 P p53 P
性别
  男 55 52（94.55）

0.548
37（67.27）

0.473
32（58.19）

0.589
  女 37 36（97.30） 24（64.86） 21（56.76）
年龄（岁）
  ＜ 55 30 28（93.33）

0.406
18（60.00）

0.162
18（60.00）

0.387
  ≥ 55 62 60（96.77） 43（69.35） 35（56.45）
肿瘤直径（cm）
  ＜ 3 12 11（91.67）

0.338
8（66.67）

0.897
6（50.00）

0.255
  ≥ 3 80 77（96.25） 53（66.25） 47（58.75）
Dukes 分期
  A~B 59 55（93.22）

0.172
34（57.63）

0.023
24（40.68）

0.011
  C~D 33 33（100.00） 27（81.82） 29（87.88）
组织学类型
  高 10 10（100.00） 7（70.00） 7（70.00）
  中 74 71（95.95） 0.634 48（64.86）0.285 40（54.05）0.093
  低 8 7（87.50） 6（75.00） 6（75.00）
淋巴结转移
  有 33 33（100.00）

0.172
27（81.82）

0.023
29（87.88）

0.011
  无 59 55（93.22） 34（57.63） 24（40.68）

2.3  自噬相关基因 Beclin-1 与凋亡相关基因 BCL-2、

p53 的关系

Spearman 秩 相 关 分 析 显 示，Beclin-1 蛋 白 与

BCL-2、p53 蛋白的表达呈正相关（r=0.298、0.342，

P<0.05）。

2.4  Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白的表达与结

直肠癌预后的关系

本 组 研 究 中 76 例 结 直 肠 癌 患 者 有 完 整 的 随

访资料，其 生存 率 分析 显示，Beclin-1、BCL-2 和

p53 蛋白表达与结 直 肠癌患者的 3、5 年生存率均

具有明显相关性（P<0.05）；其中阴性表达组患者

3、5 年生存率明显增高，且显著高于阳性表达组，

两组比较差异均具有统计学意义（P<0.05）。具体

情况见表 3。

表 3　Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白的表达与结直肠癌预后

的关系

组别
3 年生存率 5 年生存率

DukesA-B DukesC-D DukesA-B DukesC-D
Beclin-1
　阳性 76.36（42/55） 30.30（10/33） 58.18（32/55） 21.21（7/33）
　阴性 100（3/3）1) 100（1/1）1) 66.67（2/3）1) 100（1/1）1)

BCL-2
　阳性 70.59（24/34） 59.26（16/27） 58.82（20/34） 44.44（12/27）
　阴性 90.00（18/20）1) 72.73（8/11）1) 75.00（15/20）1) 54.55（6/11）1)

p53
　阳性 70.83（17/24） 58.62（17/29） 62.50（15/24） 35.89（14/29）
　阴性 88.00（22/25）1) 71.43（10/14）1) 72.00（18/25）1) 57.14（8/14）1)

注：1）阴性组与阳性组比较，P<0.05

3　讨　论

自 噬 是 通 过 溶 酶 体 融 合 降 解 某 些 蛋 白 质 和 细

胞 内 源 性 底 物， 并 参 与 受 损 细 胞 的 死 亡 及 肿 瘤 的

发生和发展。有报道 [8] 指出，自噬是一把双刃剑，

过度的吞噬效应能引起自噬性死亡，起到抑制肿瘤

的效果，同时其也能保护肿瘤细胞避免电离辐射或

化疗所致的损伤。Beclin-1 是调控细胞自噬的基因

之一，检测其蛋白质能用于反映细胞的自噬情况。

细胞凋亡是一种死亡方式，但与细胞坏死或自噬性

死 亡 不 一 样。 有 报 道 [9-10] 显 示， 肿 瘤 细 胞 凋 亡 失

衡 与 细 胞 增 殖 失 控 及 分 化 异 常 同 为 肿 瘤 发 生 发 展

的 重 要 因 素，BCL-2 和 p53 是 调 控 细 胞 凋 亡 的 相

关基因，其蛋白质与肿瘤关系密切。

Beclin-1 是酵母自噬基因 ATG6/vps30 的同源

基 因， 它 对 肿 瘤 和 自 噬 的 调 节 非 孤 立 的， 它 能 与

Class Ⅲ PI-3K 相互作用，形成复合体而发挥作用。

Ahn 等 [11] 研 究 指 出，Beclin-1 单 等 位 基 因 缺 失 出

现于过半数的前列腺癌与卵巢癌等癌症中。本组研

究发现，Beclin-1 蛋白在病变大肠组织和正常大肠

黏膜中的阳性率差异显著，提示了自噬活性的增加

表 1　Beclin-1 与 BCL-2、p53 蛋白在不同组织中阳性表达情况比较  [n（%）]
组织类型 n Beclin-1 BCL-2 p53

正常大肠黏膜 20 10（50.00） 2（10.00） 0（0）
大肠黏膜异型增生组织 38 28（76.68）1) 12（31.57）1) 13（34.21）1)

结直肠癌组织 92 91（98.91）1)， 2) 63（68.48）1)， 2) 50（54.35）1)， 2)

注：1）与正常大肠黏膜比较， P<0.05；2）与大肠黏膜异型增生组织比较， P<0.05
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在大肠癌的发生发展中发挥一定作用，机制可能是

Beclin-1 单等位基因缺失，致使机体的自噬失衡，

受损细胞及细胞内源性底物积聚，成为致癌因素。

BCL-2 基 因 是 在 人 类 滤 泡 状 淋 巴 瘤 中 分 离 出

来 的， 是 目 前 研 究 最 广 泛 深 入 的 凋 亡 调 控 基 因 之

一 [12]。BCL-2 蛋 白 家 族 十 分 特 别， 此 家 族 中 的 同

源蛋白成员有些促进细胞凋亡，有些成员则阻止细

胞凋亡。BCL-2 蛋白在细胞凋亡信号转导途径发挥

着 重 要 作 用， 它 能 够 阻 止 细 胞 色 素 C 从 线 粒 体 中

泄露，从而延长细胞寿命 [13-15]。本组研究结果显示，

BCL-2 蛋 白 在 病 变 大 肠 组 织 中 的 表 达 异 常， 提 示

细 胞 凋 亡 能 力 削 弱 过 程 贯 穿 在 大 肠 癌 的 整 个 发 生

发展过程中。机制可能是 BCL-2 蛋白的过度表达，

抑制了肠组织正常细胞的凋亡，细胞增殖与凋亡的

平衡被打破，致使癌变发生。在结直肠癌 C、D 期

Dukes 分期患者中，BCL-2 蛋白表达阳性率显著高

于 A、B 期患者，与此同时，发生淋巴结转移者阳

性率也更高，可能是失衡后肿瘤细胞经淋巴道到其

他部位继续生长而实现转移。

p53 基 因 是 定 位 于 人 类 染 色 体 17q13. 1 上 的

抑癌基因，野生型 p53 蛋白含量很少而较难检出，

当其基因突变后表达量增高，因此可以采用免疫组

化法检测。突变型 p53 蛋白失去正常的调控功能，

并 且 将 此 遗 存 至 后 代， 最 终 形 成 肿 瘤 [15-17]。 本 组

研 究 结 果 显 示， 突 变 型 p53 蛋 白 在 正 常 大 肠 黏 膜

中几乎不表达，而在病变的大肠组织中呈阳性，机

制可能是 p53 基因突变后，p53 蛋白不仅无法抑制

细胞增殖，反而促进细胞恶性转化，抑癌基因 p53

转变为原癌基因。在结直肠癌 A、B 期的 Dukes 分

期中，p53 蛋白表达阳性率最低，与此同时，无淋

巴结转移者的阳性率也较低，可能是原发癌细胞未

随 着 淋 巴 引 流 转 移。 提 示 了 在 大 肠 上 皮 黏 膜 恶 性

转化进程中，p53 基因的突变具有重要意义，这与

相关研究保持一致 [18]。目前，有不少研究均观察

到 自 噬 与 凋 亡 之 间 存 在 某 种 联 系， 经 相 关 性 分 析

显示，Beclin-1 蛋白与 p53 蛋白的表达呈正相关，

提示在大肠癌的病理过程中，自噬与凋亡相关基因

关 系 密 切， 与 文 献 报 道 结 果 一 致 [19-20]。 本 组 研 究

中，Beclin-1 、BCL-2 与 p53 蛋白阳性表达的患者，

其 3 年 生 存 率 与 5 年 生 存 率 明 显 低 于 阴 性 表 达 的

患者，两组间生存率的比较，差异均具有统计学意

义，提示三者表达程度在一定程度上可作为预后评

估的一项指标，其相关分子机制的研究还有待进一

步深入。

综上所述，Beclin-1 与 BCL-2、p53 在大肠癌

的发生发展中起着相互协调的作用，联合检测有助

于大肠癌的早期诊断治疗与预后评估。
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层粘连蛋白在先天性巨结肠的表达及意义
周小琴 1，牛丽文 2，陶强 2

（1. 南昌大学医学院研究生院，江西 南昌 330006； 2. 江西省儿童医院 外科，江西 南昌 330006）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：观察先天性巨结肠（HD）不同节段肠壁层粘连蛋白（LN）的表达，探讨 LN 与 HD 发病的关系。

方法：收集 30 例手术切除 HD 标本，分别行 LN 免疫组化研究和实时荧光定量 PCR，观察其分布情况，

并行统计学处理。

结果：LN 染色面积及染色强度从狭窄段到正常段依次减弱，差异有统计学意义（P<0.05）；LN 基

因在狭窄段的表达是正常段的 2.15 倍，其表达水平狭窄段 > 移行段 > 正常段。

结论：HD 中 LN 的分布出现异常，是 HD 发病的重要原因。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1433-1436]

关键词 Hirschsprung 病 / 病因学； 层粘连蛋白；儿童，学龄前

中图分类号：R656.9

·简要论著·doi:10.7659/j.issn.1005-6947.2014.10.026
                http://www.zpwz.net/CN/abstract/abstract4083.shtml

先 天 性 巨 结 肠（Hirschsprung's disease，

HD）是新生儿常见的消化系统疾病，占消化道畸

形的第 2 位，发病率为 1/5 000，男多于女 [1]。HD

的发病机制尚无定论，一些学者认为 HD 的形成是

因为肠道神经嵴细胞的异常迁移及死亡 [2-3]，另一

些学者则认为细胞外基质如层粘连蛋白（Laminin，

LN） 的 异 常 表 达 才 是 HD 发 病 的 根 本 原 因 [4]。 本

研究通过免疫组化及实时荧光定量 PCR 等方法观

察 分 析 LN 在 HD 不 同 节 段 的 表 达， 以 探 讨 LN 与

HD 发病的关系。

1　材料与方法

1.1  材料

标 本 来 自 江 西 省 儿 童 医 院 普 外 科 30 例 经 病

理 证实为 HD 的患儿（各段定义以术中观察病变段

及术后病理分析所得），年龄 4 个月至 5 岁，平均 

1.3 岁（其中 2 例 <6 月），体质量 4.3~19.5 kg，平

均 11.6 kg， 身 高 52.5~114.5 cm， 平 均 74.8 cm。

取新鲜标本保存于 -80 ℃冰箱，用于实时荧光定
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