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大肠癌核基质蛋白变化与其生物学行为的关系 

高 静．王娅兰 

(重庆医科大学基础医学院病理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：比较不同分化程度大肠癌及伴有或不伴有淋巴结转移大肠癌与切缘大肠正常组织核基质蛋白表达差异，初步 

探讨核基质蛋白变化与大肠癌生物学行为的关系及其机制。方法：应用高分辨率双向电泳分析 12例大肠癌组织及切缘大肠正 

常组织核基质蛋白成分的差异。用免疫组织化学 sP方法检测大肠癌 MMP一9、CB的表达。结果：大肠癌组织中存在 5个特异性 

核基质蛋白，在正常大肠组织中未表达。正常大肠组织中存在 3个特异性核基质蛋白，在大肠癌组织中缺乏。不同分化程度大 

肠癌核基质蛋白表达也具差异。一核基质蛋白(N4)，存在于 12例切缘正常大肠组织及 9例中高分化不伴有淋巴结转移的癌 

组织中，而在 3例低分化且伴有淋巴结转移的癌组织中则缺乏。免疫组织化学染色显示 MMP一9、CB在缺乏核基质蛋白N4的 

低分化大肠癌中表达呈强阳性 ，明显强于具有核基质蛋白N4的中 一高分化大肠癌。结论 ：大肠癌中存在肿瘤特异性核基质蛋 

白，不同分化程度及伴有或不伴有淋巴结转移大肠癌核基质蛋白表达也具有差异 ，大肠癌特异性核基质蛋白可望成为大肠癌 

的肿瘤标志物。大肠癌核基质蛋白改变可能与淋巴结转移有关 ，且可能与其对 MMP-9、CB表达调节有关。 
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Correlation between changes of nuclear mat rix protein and 

biologicaI behaviar of colorectaI colon carcinoma 

GA 0 Jing,et al 

(Department ofPathology， ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To identify the existence of the specific NMP in the human normal colon tissues and different differentiati0n of 

colon carcinoma，and try to study the association between chan ges of nuclear matrix protein and biological behaviar of colorectal colon Car．． 

cinoma．Methods：Two—dimensional gel electrophoresis was used in the analysis of 12 matched human colon carcinomas and adjacent n0卜 

mal samples．MMP一9 and CB were detected by immunohistochemical SP method．Results：Analysis of multiple gels for each sample re— 

vealed that 5 proteins were present in tumor samples， but not in the matched norm al colon tissues； and 3 proteins in norm al colon tissues 

but not in the colon carcinomas．There were different NMPs in different types of colon carcinoma．One nuclear matrix protein(called N4) 

appeared in 9 moderate-well differentiational colon carcinomas without lymph node metastasis and in 12 normal c0lon tissues
．  but weI℃ 

absent in 3 poor differentiational colon carcinomas with lymph node metastasis
． Th e result of immunohistochemistry showed that the ex- 

pression of MMP一9 and CB in poor differentiational colon carcinoma which Was lack of expression of NMP N4 Was stronglv positive
，and 

Was stronger than that in the moderate-well differentiational colon carcinomas which expressed NMP N4
． Conclusion：Th e data suggests 

thatthere are colon carcinoma—specificNMPs．Th ere are differentNMPsin differenttypes ofcolon carcinomas
． andwith orwithoutlym ph 

node metastasis．Colon carcinoma-specific NMPs may serve as the tumor markers of colon carcinoma in future
． Th ere is a relati0n between 

changes of nuclear matrix protein and lymph node metastasis of colorectal colon carcinoma； the changes of NMPs probably play a role in 

MMP-9 and CB expression of colon carcinoma． 

t Key words 1 Nuclear matrix protein；Two—dimensional electrophoresis：Colon carcinoma，MMP一9 and CB 
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在真核细胞内除染色质、核膜与核仁外，还有 
一 个以非组蛋白为主的网架结构体系 ，包括核纤 

层、内部纤维 一颗粒状网架结构体系和核仁基质等 

3部分。这一网架结构体系是由Berezney和Coffey 

于 1974年研究大鼠肝细胞核时发现，并首次将之 
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命名为核基质【”。其主要成分为非组蛋白，此外还含 

有少量的RNA和 DNA。研究表明核基质不仅在维 

持细胞核的形态结构，而且在染色体组装、DNA复 

制、RNA转录等一系列活动中发挥重要作用。核基 

质蛋白具有组织和细胞特异性，不少研究表明，许 

多肿瘤如乳腺癌、前列腺癌、膀胱癌 、食道癌、肝癌、 

白血病等肿瘤中存在着各自的特异性核基质蛋 白。 

亦有文献报道，大肠癌及其癌前病变中核基质蛋白 

存在差异。有文献报道核基质蛋白变化与前列腺癌 

恶性程度有关。 

有研究表明【2】某些抑癌基因如 p53等产物可通 

过与核基质结合参与细胞周期和细胞生长的调节。 

如果核基质蛋白成分发生改变，则有可能引起癌基 

因或抑癌基因功能的改变，从而导致细胞生物学行 

为改变。 

有文献报道肝转移性大肠癌中存在着特异的 

核基质蛋白，认为这种核基质蛋白对与大肠癌经血 

道远处转移有关。大肠癌最常见的转移途径是经淋 

巴道转移，且其与肿瘤细胞分化程度有关。不同分 

化程度大肠癌核基质蛋白是否有差异，其与淋巴结 

转移是否也有关，尚未见文献报道。大肠癌浸润转 

移与许多蛋白酶的释放有关，我们在既往研究中也 

注意到，组织蛋白酶 B(cathepsin B，CB)、组织蛋白 

酶 D与大肠癌浸润转移有关[3．41。故本研究对不同分 

化程度及伴有或不伴有淋巴结转移的大肠癌及其 

切缘正常大肠组织核基质蛋白变化进行了观察，同 

时应用免疫组织化学 SP方法检测大肠癌 MMP一9、 

CB的表达，初步探讨大肠癌特异性核基质蛋白变 

化与大肠癌生物学行为的关系及机制。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

手术切除大肠癌标本 12例取自重庆医科大学附属第一 

医院外科，其中 3例为低分化腺癌伴淋巴结转移，另外 9例 

为中 一高分化腺癌 ，均无淋巴结转移，并切取各自上下切缘 

正常组织作对照。取材后部分组织石蜡包埋，HE染色作病理 

组织分型，部分组织立即置于液氮速冻 ，再存放于 一8O℃低 

温冰箱保存备用。 

1．1．1 试剂 白胃素 (Leupeptin)、抑肽酶 (Aprotinin)、 

Dnase I、Rnase A、EGTA购 自Roche公司，十二烷基磺酸钠 

(SDS)、PMSF购 自 Sigma公 司 ，DTI"购 自 Genview公 司 ， 

30％丙烯 酰胺 (acrylamide)，甲叉双丙烯酰胺 (2．6％ )、 

CHAPS购自Sigma公司，超纯尿素购自Genview公司，IPG 

覆盖液 、IPG干胶条 (pH=3~10，L=17)、Pharmalyte (pH = 

3 10)、碘乙酰胺(iodoacetamide)购自Bio—rad公司。 

兔抗人组织蛋白酶 B抗体和基质金属蛋白酶 一9抗体购 

自博士德生物试剂公司 

1．1．2 仪器 Protean IEF cell等电聚焦仪、Protein II垂直电 

泳单元及附件(Bio—rad公司 )、图像分析系统(Amersham— 

pharmacia公司)。 

1-2 方法 

1．2．1 大肠癌核基质蛋白的提取 参 照 Fey和 Penmancsl的 

方法。其主要步骤 ：将 一80~C保存的大肠癌和对照组织于 

37~C迅速解冻，切成碎片，在含有蛋白酶抑制剂的细胞骨架 

缓冲液中匀浆 10min。过滤匀浆并离心去除脂类和可溶性蛋 

白，沉淀置于含有 100 g／TrIl Dnase I和 Rnase A的消化缓冲 

液，室温下作用45 min，并离心。沉淀加入终浓度为0．25mol／L 

的冷硫酸铵，离心后沉淀蛋 白主要包括核基质蛋 白和中间 

丝。沉淀蛋白溶于含有 8mol／L尿素的解聚液中，经透析去除 

尿素。取上清，测定蛋白浓度 ，乙醇沉淀核基质蛋白，一80~C保 

存待用。 

1．2．2 双向电泳分析 (1)固相化 pH梯度 (IPG)等电聚焦： 

样品蛋白 100 g溶于含有 8mol／L尿素的水化上样缓冲液， 

并放人 pH为3—1O的IPG干胶条，设定水化和聚焦程序，在 

17℃恒温下进行水化和聚焦。(2)IPG胶条的平衡和转移：将 

等电聚焦后的 IPG胶条先后分别放人平衡液 I和 Ⅱ中，摇床 

各振荡 10min。平衡液 I中含 DTI"0．2g，平衡液 Ⅱ内由碘乙酰 

胺 0．25g取代 D13"。(3)第二向 SDS—PAGE：配制 20cm×20cm 

的 10％的 sDs-聚丙烯酰胺凝胶，顶端固定 IPG胶条后，于 

15—2O℃下电泳 ，待指示剂抵达底边时终止电泳。(4)银染色： 

取出凝胶后 ，进行银染色。先用含 50％无水乙醇固定液固定 

凝胶过夜。加入含 0．125％戊二醛 、0．2％硫代硫酸钠的增敏液 

反应 30 min，以去离子水漂洗凝胶。再以0．1％硝酸银溶液 

(含 0．02％甲醛 )染色 20 min，最后用 2．5％无水碳酸钠和 

O．01％甲醛溶液显色 3—10 min，以 5％醋酸溶液终止反应 ．染 

色过程均在 20~C振荡下进行。 

本研究中，从核基质蛋白提取到双向电泳 ，所有过程至 

少重复 3次，结果有可重复性方视为核基质蛋白的组成成 

分。核基质蛋白经双向电泳后，图像分析用 Amershamphar- 

macia公司生产的 Image master 2002图像分析软件进行分 

析。 

1．2．3 免疫组织化学检测大肠癌组织蛋白酶 B、MMP-9的 

表达 

免疫组化方法按试剂说明书进行。 

结果判断 参照Shimizu方法[61，稍加修改，即根据每张 

切片的阳性细胞比例及着色深浅计分 ，着色细胞比例 1，3以 

下为 1分，1／3—2／3为2分，2／3以上 3分。着色深度：无着色 

为0分，浅黄色为 1分 ，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分。然后 

二者积分相加为最后阳性等级：0分为阴性 (一)，1 2分为 

弱阳性 (+)，2—4分为阳性 (++)，大于 4分为强 阳性 

(+++)。 
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2 结 果 

2 l 大肺癌及其正常夫砌组织板基质蛋白的对比 

观 察 

通过 lIl1a mastP1 2002 像分析软件分析．对 

比观察大肠病组织及其粹门r刀缘正常大肠组织核 

基质蛋自的组成差异．每块双向屯泳胶上nnR别到 

约 500个不同的牛妻基质蛋白 绝_=k多数蚩自住大肠 

癌组织盟其切缘正常大肠组织 十l均能 到，即切缘 

正常大肠组织千u大肠癌纰蛰!核基质蛋白组成f}j为 

相似 但可观察到有 个不同的微幕质蛋凸(分别 

i 为 1、(：2、C5 1 l叶j现 于所有 I2例犬肠哺组 l中 

其相应切缘正常大肠组织术lfI!J⋯现 肯2 1、桉基 

质蛋一{分别记为 ：3、‘．4 J最不疆所有大肠墙 ̈_均 

有．f 见于绝大多数大厮瘸组织巾 f C3}H r 

8儿2的病删中．( 4Ⅲ现于In，l 2的犒洲中 ) 其 

相应切缘【E常大肠组织未见小 f见表 l硬 I， 

2)．各自【)l嗣【Mr见挺2 

反之．有 2个枝基质蛋l 1 l 为 I 、2) 小 

于所有 12侧切缘正常大 组纵巾．而九厮癌组织 

中末 出现 另有 】个桉基匝夤rjf记为 3)虽 

■， 

· lid 

“ - 

一t  

图 J 大肠 癌双 向电泳 ，示肿瘤特异性 、Ⅵ I．I C5 

图 2 切缘正常大肠组织取问电泳．示正常大肠组鳃特异性 

、Mf 、I一、j 

表 I I 2例大肠癌组织和切缘正常大肠 组织核 

基质蛋白表达差异 

表2 太肠癌特异性核基质蛋白1I I一(：5、分子量和等电点 

表 { 正常大肠组织特异性接基质蛋白f、I一、 

分子量和等电点 

是所有II 常组织一 均有，阻可见于绝大多数病例 

( 州 r lO／I 2的病例中 】 而大肠癌组织tI，则缺乏 

l见表 1硬罔 l，2 1．各自P1和 Ⅵl见袁3 

2．2 不同类型大肠癌栖基质蛋白变化的对比观察 

小实验精果显 ，在 同类型大肠嘣中 枝基 

质蛋白表达山H有差 一核綦质蛋自 l记为 

、4)．J Ⅵ 为 32．4I8，Pl为6 68，存在于所有 l2例 

切缘正常大脑组 1． 时出现 r q倒巾一高分化cl勺 

痈组织．而庄3俐低分化且伴有淋巴 转移的癌组 

箜l中删缺乏 I 3～5 1 

2 3 戈肠癌组虹蛋白酶 B MMP一9的表达 

2 3 I 、1MIl_9在大煽癌组马忖I的表达 12例大腑 

癣 本铂不问程度的阳性表达，m 率为 100％ 切 

缘牛占膜是迭为阴性，在 3剜低分化伴有局部淋巴结 

转移背显示强阳陲(见『荨『6+表4)。 
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圈 切缘 正常 丈肠 组织 双向 电泳 示 M r’N4 

图6 示低分化大肠癌 MMP 9强阳性表达(+H 

免 疫组织 化学 41 x4()O 

图7 示低分化大肠癌 t B强阳性表选c十___ 

免疫组织化学 51，x41I 

采 4 I 2例大肠癌组织和切缘正常大肠组织 

CB和 MM[ ：的表达 

2 3 2 圯协瘟组织巾的丧出 I2削大肠痛标 

术何 同 度的阳性表达．m性率为 100％ 田缘帖 

峨均 匀阴 ，3倒低分化伴有局部淋巴结转移 

示强l仙忡( 『剖7．表4) 

基峨是存任于真梭fllJ胞慷山的以蚩F1成分 

为主的小溶于水陛纤维置_jl叫络体系 近年来研究 

发现． 织圳胞不蚓 恢旗质 向成分 有一定的 

筚剐 t苣今为I ．在对人、大吼和小鼠研究中均发现 

梭蝗 蛋I ̈趣舒具有 【织特异性 帻基质成分_血着 

细胞转化相分化而出现或消失某 特 向 肿 

憎细胞 f，亦囱特异忭核毕质蛋白成舒仔在 这些特 

异性核基质拦自刘肿 诊断提供r重要 包．可能 

战为I怖睐诊断的标 己物 文献推道膀胱癌·lI存在的 

种高表达的特异忭核墙质蛋I 1 NMP52 被认为对 

膀胱痈的诊断冉临眯意 『I=亦 文献报道NMP66 

打可能作为肿瘤标忐物用于甲煳乳腺癌的鉴别 I 

本研究采丌1烈向电淋力法比较了 12例大肠癌 

【缨厦 缘正常大肠组织惶基雁蛋I I的组成、结 

聚表明，+足脑蝴中有』崔基质成分的改宅 虽然_E常 

大肠 【圳和大肠痫组织核基幢噩自的组成极为千月 

似 但 f￡大肠癌中．有5十核基质 自在正常组织 
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中未见。其中 c1、c2、c5，出现于所有被测的 12例 

大肠癌中，而未见于切缘正常大肠组织。另在切缘 

正常大肠组织中观察到的 3个不同的核基质蛋白， 

其中Nl、N2，在被测的 12例切缘正常大肠组织中 

均有出现，其余 1个蛋白 N3不是所有正常组织中 

均有 ，但出现于绝大多数病例中 ，而大肠癌组织中 

未见出现。本结果提示 C1～C5及 N1～N3在大肠癌 

组织具有相对特异性，有望成为该肿瘤的标志物， 

被用于目前临床病理诊断中仅凭组织学和肿瘤生 

物学标记所不能确定的良、恶性肿瘤的诊断和鉴别 

诊断以及转移性肿瘤原发灶的确定。因此有必要扩 

大样本量，做进一步的研究。 

研究表明，核基质不仅在维持细胞核的形态结 

构，而且在染色体组装、DNA复制、RNA转录、细胞 

癌变等一系列活动中发挥重要作用。但有关核基质 

蛋白与肿瘤发生之间的关系的研究 ，至今仍处于起 

步阶段。有研究表明【 印癌基因 p53、pRb、p21w~ 的 

产物都是细胞核基质结合蛋白，通过与核基质结合 

参与细胞周期和细胞生长的调节，从而有效地控制 

细胞生长。因此如果核基质蛋白成分发生改变，则 

有可能引起癌基因或抑癌基因功能的改变，从而导 

致细胞生物学行为改变。有文献报道不同病理分期 

的前列腺癌组织核基质蛋白存在差异性表达，其中 
一 种核基质蛋白 YL一1(76kD)特异性存在于所有 

前列腺癌预后差的组织中，10例预后好的组织仅有 

1例表达，中间组 10例有 9例弱阳性表达，而正常 

前列腺组织则无表达，表明该蛋白和前列腺癌恶性 

程度高度相关I砌。Samuel等l11也 曾报道，在 ras或 fes 

癌基因转染的鼠高转移性纤维母细胞株有相同的 

核基质蛋白，在低转移性细胞株则无这种核基质蛋 

白。Zhao等也报道 ，用 HMBA(Hexamethylamine 

bisaeetam ide)诱导胃粘液腺癌细胞 MGe80—3细胞 

分化，其核基质蛋白发生改变【l2】。尚有作者报道乳腺 

恶性肿瘤组织中存在着一种 c—erbB一2启动子 DNA 

特异性结合核基质蛋白，其仅存在于乳腺恶性肿瘤 

中，其可诱导 NIH／3T3细胞有丝分裂并可诱导其表 

达 c—erbB一2蛋白『13】。我们在本实验中也观察到，核 

基质 N4仅见于高分化无淋巴结转移的大肠癌，却 

在低分化伴有淋巴结转移的大肠癌中消失，提示正 

常、不同分化程度以及淋巴结转移与否的大肠癌核 

基质蛋白成分存在差异，在 3例低分化伴有局部淋 

巴结转移者显示 CB、MMP一9强阳性。这种差异性核 

基质蛋白的改变，有可能导致某些基因表达异常 ， 

包括酶如 CB、MMP一9等的基因异常表达，从而促进 

肿瘤浸润转移，其详尽机制待进一步研究。 

(通讯作者：王娅兰，女 ，教授 ，硕士生导师。) 
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