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ＡＰＥ１通过免疫抑制性肿瘤微环境介导结肠炎相关结直肠癌的发生发展

陈天一１，李超凡１，包灵波１，陈　骞１，胡那娜２，３，杨宇馨１，张　蕾１，王　东１　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心
肿瘤中心１；４０００３９重庆，渝粤病理科学研究中心２；４０１３２９重庆，金凤实验室３

　　［摘要］　目的　探讨脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶１（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１，ＡＰＥ１）在
慢性肠道炎症向结肠炎相关性结直肠癌（ｃｏｌｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）转化过程中的调控机
制。方法　将Ｃ６４Ｓ点突变纯合子（ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ）和野生型（ＡＰＥ１ＷＴ）小鼠分别按随机数字表法分为实验组
与对照组，实验组应用氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）及葡聚糖硫酸钠盐（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ
ｓａｌｔ，ＤＳＳ）溶液构建ＣＡＣ体内模型，采用免疫组化及多重免疫荧光分析各组小鼠结肠组织ＡＰＥ１表达及
免疫细胞浸润情况。通过慢病毒转染构建ＡＰＥ１稳定敲低的小鼠结肠癌ＭＣ３８细胞系，并对ＡＰＥ１ＷＴ与
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠进行皮下荷瘤实验以确定肿瘤细胞来源的 ＡＰＥ１导致免疫抑制性肿瘤微环境，采用免疫
组化及多重免疫荧光分析荷瘤标本 ＡＰＥ１、趋化因子（ＣＸＣ基序）配体 １［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）
ｌｉｇａｎｄ１，ＣＸＣＬ１］表达及免疫细胞浸润情况。对来自陆军特色医学中心的１名２８岁女性 ＣＡＣ患者的
肿瘤标本采用免疫组化及多重免疫荧光分析肿瘤及邻近炎症组织中 ＡＰＥ１、ＣＸＣＬ１的表达及免疫细胞
浸润情况。结果　与对照组及ＡＰＥ１ＷＴ实验组相比，ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ实验组小鼠的疾病活动指数及肿瘤形成
数量明显降低，多形核髓源抑制细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＰＭＮＭＤＳＣｓ）
浸润显著减少，ＣＤ４＋及ＣＤ８＋Ｔ细胞显著增多（Ｐ＜０．０５）。ＡＰＥ１ＷＴ与 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ皮下荷瘤小鼠肿瘤生长
及各免疫细胞差异无统计学意义；而使用敲低 ＡＰＥ１的肿瘤细胞进行荷瘤实验，发现肿瘤生长明显抑
制，ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润减少，同时 ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋Ｔ细胞显著增多（Ｐ＜０．０５）。在 ＣＡＣ患者肿瘤组织中
ＡＰＥ１高表达、ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润增加，ＣＤ８＋Ｔ细胞在肿瘤组织中较炎症组织浸润显著减少（Ｐ＜０．０５）。
结论　肿瘤细胞中ＡＰＥ１的氧化还原功能可促进ＰＭＮＭＤＳＣｓ肿瘤浸润，同时减少 Ｔ细胞的数量，从而
形成免疫抑制性肿瘤微环境介导ＣＡＣ的发生发展。
　　［关键词］　结肠炎相关性结直肠癌；炎症性肠病；脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶１；多形核髓源性抑制

细胞；结直肠癌；肿瘤微环境
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ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＥ１ａｎｄＣＸＣＬ１［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１］ａｎｄｔｈｅ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＩＨＣａｎｄｍＩＨＣａｓｓａｙｓ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＥ１ａｎｄＣＸＣＬ１ａｎｄｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｔｉｓｓｕｅｓｂｙＩＨＣａｎｄｍＩＨＣａｓｓａｙｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＰＥ１ＷＴｅｒｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
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ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　结肠炎相关性结直肠癌（ｃｏｌｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）是由慢性炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＩＢＤ）发展而来的结直肠恶性肿瘤。慢性炎
症是恶性肿瘤发生和发展的主要驱动力。作为诱导结

直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）发生的风险因素，ＩＢＤ
长期反复发作的肠道慢性炎症导致不典型增生，并且

有可能进一步发展为恶性肿瘤。ＣＲＣ在ＩＢＤ患者中发
生的风险远高于一般人群［１－２］。与散发的ＣＲＣ相比，具
有ＩＢＤ病史的ＣＡＣ患者预后更差、死亡率更高［３］。ＩＢＤ
的长期慢性炎症是进一步发展为ＣＡＣ的主要原因，但
其机制，尤其是涉及中性粒细胞的机制，尚未完全清楚。

　　多形核髓源抑制细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＰＭＮＭＤＳＣｓ）是一类特殊的
“中性粒细胞”，通常与普通的中性粒细胞难以区分，

并且能够通过多种机制抑制 Ｔ细胞等免疫细胞［４］，通

常被认为是多种恶性肿瘤免疫治疗失败的重要原因之

一［５］。已经证实在ＩＢＤ中ＭＤＳＣｓ的数量增多，且与肠
道炎症的严重程度高度相关［６－７］。

　　脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶１（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１，ＡＰＥ１）是一种具有 ＤＮＡ修复和氧化
还原信号传导的双功能蛋白［８－９］。ＡＰＥ１氧化还原功
能结构域能够介导包括核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）在内的多种转录因子与 ＤＮＡ结合，
参与炎症调节、血管生成、细胞周期等多种生理或病理

过程［１０］。本课题组前期关于 ＩＢＤ的研究证明 ＡＰＥ１
通过ＮＦκＢ促进趋化因子（ＣＸＣ基序）配体１［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１，ＣＸＣＬ１］的转录及分泌，进一
步调控中性粒细胞趋化，并加重 ＩＢＤ模型小鼠的肠道
炎症反应。但是目前尚未有证据能够在 ＣＡＣ中将
ＡＰＥ１与中性粒细胞／ＰＭＮＭＤＳＣｓ联系起来。
　　ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ点突变能够使 ＡＰＥ１氧化还原功能缺
失［１１－１２］。本研究通过 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠在氧化偶氮甲烷
（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）及硫酸葡聚糖钠盐溶液（ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＤＳＳ）诱导下构建ＣＡＣ动物模型，探
讨ＡＰＥ１能否调控ＣＡＣ的发生发展及其机制，为寻找
ＣＡＣ潜在的治疗靶点提供新的方向。
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１　材料与方法

１．１　实验小鼠
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ遗传背景的ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ雄性小鼠，６～１０周
龄，体质量（２２±３）ｇ，由南京大学医学院模式动物研究所
建立、陆军特色医学中心肿瘤中心实验室提供，上海吉

凯基因科技股份有限公司进行基因型鉴定。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
雄性小鼠，６～１０周龄，体质量（２２±３）ｇ，购自斯贝福
（北京）生物技术有限公司。所有小鼠饲养于陆军特

色医学中心实验动物中心经过彻底消毒的独立通风笼

具（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙｖｅｎｔｉｌａｔｅｄｃａｇｅｓ，ＩＶＣ）中，恒温恒湿恒
压，定期消毒，以 １２ｈ为交替模拟昼夜循环。小鼠自
由接触过滤空气、无菌水、灭菌饲料。通过耳标对老鼠

个体进行区分标记。本研究动物实验经过陆军特色医

学中心伦理委员会批准（批号：ＡＭＵＷＥＣ２０２４７０２５）。
１．２　ＣＡＣ动物模型的构建及治疗
　　ＣＡＣ动物模型的构建：将 Ｃ６４Ｓ点突变纯合子
（ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ）小鼠和野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠
（ＡＰＥ１ＷＴ）采用随机数字表法分为实验组［ＡＰＥ１ＷＴ

（ｎ＝６）、ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ（ｎ＝５）］与对照组［ＡＰＥ１ＷＴ（ｎ＝５）、
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ（ｎ＝５）］，实验组小鼠在实验第 ０天使用
１０ｍｇ／ｋｇＡＯＭ（上海阿拉丁生化科技公司，＃Ａ１６９０９０）
一次性腹腔注射；在实验第７～１１天、第２８～３２天、第
４９～５３天将小鼠唯一饮水源更换为 ２．５％分子量为
３６０００～５００００的 ＤＳＳ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，＃９０１１１８）溶
液，小鼠自由取用；其余实验时间小鼠饮用经过灭菌处

理的饮用水。对照组小鼠在实验第０天腹腔注射等体
积生理盐水，实验全程自由饮用经过灭菌处理的饮

用水。

　　所有小鼠将在出现体质量减轻＞２０％、弓背或无法
站立、体温变化＞２℃或其他需要施行实验动物仁慈终
点的情况时实施安乐死，否则将在ＣＡＣ体内模型建立
的第１００天对小鼠麻醉后安乐死以收集血清、粪便以
及结肠组织等标本。

１．３　疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评估
　　自实验第０天起，每日记录小鼠的体质量变化，观
察大便含水量以及使用粪便隐血定性检测（邻联甲苯

胺法）试剂盒（重庆蒙柏欧生物科技有限公司，＃ＢＭ０１８８）
检测便血情况。上述３个指标评分后相加的总和即为
该小鼠的ＤＡＩ评分。具体标准见表１。
１．４　小鼠皮下荷瘤实验
　　在实验开始前２ｄ对小鼠腹股沟区域备皮。在实
验第１天，按照 ＰＢＳ缓冲液∶基质胶＝３∶１冰上配置注
射介质，并重悬细胞。每只小鼠腹股沟皮下注射 ５×
１０６个细胞，随后每隔１ｄ观察、测量并记录小鼠皮下

瘤成瘤长径及短径，肿瘤体积（ｍｍ３）＝长径×短径２×
０．５２。在出现肿瘤长径达到 １４．５ｍｍ时对所有小鼠
施行安乐死，解剖皮下瘤，记录肿瘤质量、长径、体积等

数据，妥善保存标本以作后用。

表１　小鼠疾病活动指数评分

评分指标 症状严重程度 评分

体质量变化 无体质量减轻或体质量减轻＜１％ ０分

体质量减轻１％～５％ １分

体质量减轻＞５％～１０％ ２分

体质量减轻＞１０％～２０％ ３分

体质量减轻＞２０％ ４分

粪便含水量 粪便正常 ０分

粪便稀软 ２分

粪便不成型或腹泻 ４分

便血 粪便正常，粪便隐血检测结果为（－）或（＋） ０分

粪便隐血检测结果为（＋＋）或（＋＋＋） ２分

肉眼可见的血便、肛周带血或粪便隐血检

测结果为（＋＋＋＋）
４分

１．５　细胞培养
　　小鼠结肠癌ＭＣ３８细胞系由陆军特色医学中心肿
瘤中心实验室提供。使用含有１０％胎牛血清（ＶｉｖａＣｅｌｌ，
＃Ｃ０４００１）和１×青霉素链霉素（武汉普诺赛生命科技
有限公司，＃ＰＢ１８０１２０）溶液的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
（ＶｉｖａＣｅｌｌ，＃Ｃ３０１０）培养在３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养
箱中。当细胞状态佳、无污染且生长至８０％左右时使
用胰蛋白酶 （武汉普诺赛生命科技有限公司，

＃ＰＢ１８０２２６）消化细胞，按照１∶３比例进行传代。
１．６　慢病毒转染
　　慢病毒的制备委托上海吉凯基因科技有限公司完
成，靶点序列见表 ２。细胞贴壁后加入慢病毒及
ＨｉｔｒａｎｓＧＰ病毒感染增强剂（上海吉凯基因科技有限
公司，＃ＲＥＶＧ００５）；转染完成后加入适当浓度的嘌呤霉
素进行筛选。慢病毒靶点序列ＡＰＥ１ｓｈＲＮＡ（ｓｈＡＰＥ１）１：
５′ＣＣＣＧＣＴＣＴＡＡＧＡＡＴＧＴＴＧＧＴＴ３′；ｓｈＡＰＥ１２：５′ＣＧ
ＧＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＡＡＴＴＴ３′；ｓｈＡＰＥ１３：５′ＧＡＡＡＧＧ
ＴＴＴＧＧＡＴＴＧＧＧＴＡＡＡ３′；ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡ（ｓｈＮＣ）：
５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′。选取敲低效果最好
的慢病毒进行后续实验。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将样本用含有蛋白酶磷酸酶抑制剂（ＭｅｄＣｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ，＃ＨＹＫ００１３）的裂解缓冲液及超声处理仪裂解
细胞；使用紫外分光光度法测定裂解蛋白样本浓度；样

本经ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（上海碧云天生物技
术有限公司，＃Ｐ０２８６）高温变性后，加入至浓度为
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４％～２０％的预制胶（南京艾思易生物科技有限公司，
＃ＥＴ１５４２０ＬＧｅｌ），电泳 １６０Ｖ；冰中 １１０Ｖ恒压转膜
９０ｍｉｎ；５％脱脂奶粉（上海生工生物工程股份有限公
司，＃Ａ６００６６９）封闭，室温 ６５ｒ／ｍｉｎ摇床 １ｈ；孵育一
抗，４℃过夜；次日孵育二抗，室温６５ｒ／ｍｉｎ摇床１ｈ；
使用极超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒（上海碧云天生物技
术有限公司，＃Ｐ００１８ＦＳ）和化学发光成像系统显影。
一抗：ＡＰＥ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃１０２０３１ＡＰ，１∶１０００）；
αｔｕｂｕｌｉｎ（武汉博士德，＃ＢＭ１４５２，１∶１０００）。
１．８　组织样本
　　石蜡包埋结肠组织样本来自陆军特色医学中心病
理科２０２３年确诊的 １例 ＣＡＣ患者，女性，２８岁，ＩＢＤ
病史１１年。发病后第２年确诊ＩＢＤ，给予５ＡＳＡ口服
治疗；发病后第５年自觉症状好转自行停药；发病后第
１１年出现腹痛、腹胀、肛门排期减少，考虑肠梗阻，行
手术治疗，术后诊断为肠梗阻、ＩＢＤ、横结肠腺癌
（ｐＴ４Ｎ０Ｍｘ）。涉及人体组织标本相关研究经过陆军
特色医学中心伦理委员会批准［批号：２０２４（１２７）］。
１．９　ＨＥ染色
　　将组织在４％组织细胞固定液（上海碧云天生物
技术有限公司，＃Ｐ００９９）中固定，按照标准 ＨＥ程序进
行脱水、石蜡包埋及切片。所有切片标本 ６５℃×３ｈ
高温烤片后，经过二甲苯、梯度乙醇、蒸馏水脱蜡；苏木

精３ｍｉｎ染细胞核；１％盐酸乙醇溶液分化；饱和碳酸
锂溶液返蓝数；伊红溶液染细胞质３ｍｉｎ；梯度乙醇、二
甲苯等溶液脱水；中性树胶封片剂封片；使用奥林巴斯

显微镜进行观察和图像采集。上述试剂由陆军特色医

学中心肿瘤中心实验室提供。

１．１０　免疫细胞化学技术
　　组织切片烤片后，根据一抗的使用说明使用柠檬
酸钠缓冲液（ｐＨ＝６．０）或 ＥＤＴＡ缓冲液（ｐＨ＝８．０）进
行高压蒸汽修复抗原；冷却至室温后，使用内源性过氧

化物酶阻断剂孵育标本 １０ｍｉｎ；一抗 ４℃孵育过夜。
次日，３７℃复温１ｈ后使用免疫组化二抗孵育３０ｍｉｎ；
使用ＤＡＢ染色，经过染核、分化、反蓝、脱水后使用封
片剂封片；使用奥林巴斯显微镜进行观察和图像采集。

一抗：ＡＰＥ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃１０２０３１ＡＰ，１∶２００），ＣＤ８
（北京中杉金桥，＃ＭＡＢ００２１），ＣＸＣＬ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
＃１２３３５１ＡＰ，１∶５０）。
１．１１　多重免疫荧光染色
　　根据 Ｏｐａｌ多重免疫荧光检测试剂盒（Ａｋｏｙａ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，＃ＮＥＬ８７１００１）说明书进行，组织切片烤片
后使用二甲苯和梯度乙醇脱蜡；４％组织细胞固定液固
定２０ｍｉｎ；抗原修复缓冲液微波热修复２０ｍｉｎ，自然冷
却至室温；封闭液室温封闭 １５ｍｉｎ；４℃孵育一抗过

夜；次日 ３７℃复温 １ｈ后，二抗标记液室温孵育
１５ｍｉｎ；Ｏｐａｌ染料多色标记（Ｏｐａｌ４８０标记 ＣＤ４、Ｏｐａｌ
５２０标记 ＣＤ４５、Ｏｐａｌ５７０标记 ＣＤ８、Ｏｐａｌ６２０标记
ＣＤ１４），室温孵育１５ｍｉｎ；ＤＡＰＩ染液标记细胞核，室温
５ｍｉｎ；抗荧光淬灭封片剂封片后上机检测。一抗：
ＣＤ４（Ａｂｃａｍ，＃ａｂ１８３６８５，１∶１０００）；ＣＤ８（Ａｂｃａｍ，
＃ａｂ２１７３４４，１∶２０００）；ＣＤ１４（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃１７０００１ＡＰ，
１∶２０００）；ＣＤ４５（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃２０１０３１ＡＰ，１∶１００）；
ＣＸＣＬ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃１２３３５１ＡＰ，１∶５０）。
１．１２　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ８．４．０软件进行分析，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用非配对 ｔ检验。Ｐ＜０．０５定
义为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　成功构建ＣＡＣ动物模型
　　鉴定为Ｃ６４Ｓ点突变纯合子（ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ）小鼠（图１Ａ）
和野生型（ＡＰＥ１ＷＴ）小鼠进行随机分笼。实验组
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠（ｎ＝５）和 ＡＰＥ１ＷＴ小鼠（ｎ＝６）通过
ＡＯＭ／ＤＳＳ构建ＣＡＣ体内模型，对照组 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠
（ｎ＝５）和ＡＰＥ１ＷＴ小鼠（ｎ＝５）则给予安慰剂和正常饮
水（图１Ｂ）。在实验第１００天时，观察到 ＡＰＥ１ＷＴ实验
组小鼠出现肛周肿物，而 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ实验组小鼠肛周基
本正常（图 １Ｃ）。结果显示，与 ＡＰＥ１ＷＴ实验组相比，
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ实验组小鼠在ＤＳＳ的３轮诱导过程中的体质
量变化更小（Ｐ＜０．０１，图１Ｄ），便血及腹泻的情况更轻
微，疾病活动指数评分更小（Ｐ＜０．０１，图１Ｅ）。
２．２　ＡＰＥ１氧化还原功能缺失减少ＣＡＣ发生
　　在实验第１００天将各组小鼠安乐死后进行解剖，
测量从肛门到阑尾的全结肠长度。与 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ对照
组和实验组相比，ＡＰＥ１ＷＴ实验组小鼠结肠挛缩更明显
（图２Ａ）。纵剖结肠后，观察到ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ实验组小鼠成
瘤数量更少，且肿瘤受累肠道的长度更短（图２Ｂ～Ｄ）。
ＨＥ染色显示ＣＡＣ体内模型建立后 ＡＰＥ１ＷＴ小鼠结肠
上皮出现腺癌，而在肉眼未见明显肿瘤的 ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小
鼠肠道组织中发现了肠上皮非典型增生（图２Ｅ）。
２．３　ＡＰＥ１氧化还原功能缺失导致ＰＭＮＭＤＳＣｓ减少
　　为了检测在ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ和ＡＰＥ１ＷＴＣＡＣ小鼠模型之
间肿瘤中ＰＭＮＭＤＳＣｓ是否有差异，使用ＣＤ４５标记髓
系来源细胞，ＣＤ１４标记ＰＭＮＭＤＳＣｓ，检测小鼠结肠组
织标本中ＰＭＮＭＤＳＣｓ以及Ｔ细胞的浸润情况（图３Ａ）；
应用免疫组化检测ＣＸＣＬ１的表达情况（图３Ｂ）。结果
显示，与ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导的ＡＰＥ１ＷＴ小鼠相比，ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ
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小鼠ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润数量更少（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ），而
ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｄ）以及 ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ｐ＜
０．０１，图３Ｅ）浸润显著增多。提示 ＡＰＥ１氧化还原功

能的缺失能够导致 ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润减少，并且改变
了免疫抑制的肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
ＴＭＥ），导致ＣＡＣ形成受阻。
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图１　应用ＡＯＭ／ＤＳＳ构建ＡＰＥ１ＷＴ及ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠ＣＡＣ模型
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图２　各组小鼠结肠形态及成瘤情况
（图２Ｂ～Ｄ续下页）
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续图２　各组小鼠结肠形态及成瘤情况
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图３　各组小鼠结肠组织中ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润情况
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２．４　宿主ＡＰＥ１氧化还原功能状态不影响移植成瘤
　　为了确定何种类型细胞的ＡＰＥ１氧化还原功能障
碍导致 ＰＭＮＭＤＳＣｓ向肿瘤趋化减少，应用野生型
ＭＣ３８细胞对ＡＰＥ１ＷＴ小鼠（ＭＣ３８ＷＴ→ＷＴ组，ｎ＝６）和
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠（ＭＣ３８ＷＴ→Ｃ６４Ｓ组，ｎ＝３）进行皮下荷

瘤。结果显示，２组小鼠皮下荷瘤的长径、体积、肿瘤
质量差异均无统计学意义（图 ４Ａ～Ｄ），肿瘤中 ＰＭＮ
ＭＤＳＣｓ、ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞的数量也未观察到
明显差异（图４Ｅ～Ｈ）。提示小鼠ＡＰＥ１氧化功能缺失
不影响移植瘤的生长。
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图４　ＡＰＥ１ＷＴ和ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠皮下荷瘤实验
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２．５　肿瘤细胞ＡＰＥ１影响ＰＭＮＭＤＳＣｓ向肿瘤趋化
　　对ＭＣ３８细胞系进行ｓｈＡＰＥ１慢病毒转染，成功构
建了稳定敲低 ＡＰＥ１的细胞株（图 ５Ａ）。细胞分为
ＭＣ３８ｓｈＮＣ→ＷＴ组和 ＭＣ３８ｓｈＡＰＥ１→ＷＴ组，分别使用
ｓｈＮＣ和ｓｈＡＰＥ１细胞株对野生型小鼠进行荷瘤实验
（ｎ＝６）。结果显示，相比于 ｓｈＮＣ细胞，ｓｈＡＰＥ１细胞
株荷瘤显示出更小的肿瘤长径、体积及质量（Ｐ＜０．０１，
图５Ｂ～Ｅ）。对荷瘤组织内ＰＭＮＭＤＳＣｓ及 Ｔ细胞浸润

情况进行检测（图 ５Ｆ），并验证 ＡＰＥ１及 ＣＸＣＬ１的表
达情况（图５Ｇ）。结果显示，在ＡＰＥ１敲低的荷瘤组织
中ＣＸＣＬ１表达较少。此外，多重免疫荧光染色显示，
ｓｈＡＰＥ１细胞皮下瘤出现了更少的 ＰＭＮＭＤＳＣｓ聚集
（Ｐ＜０．０１，图５Ｈ），并出现更多的ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ｐ＜０．０１，
图５Ｉ）和ＣＤ８＋Ｔ细胞浸润（Ｐ＜０．０１，图５Ｊ）。以上结果
显示，肿瘤细胞 ＡＰＥ１的表达能够影响 ＰＭＮＭＤＳＣｓ
向肿瘤的趋化，进而影响肿瘤免疫微环境。
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图５　ＭＣ３８细胞ＡＰＥ１水平对ＰＭＮＭＤＳＣｓ向肿瘤趋化的影响
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２．６　ＣＡＣ患者肿瘤 ＡＰＥ１表达增高且具有免疫抑制
性ＴＭＥ

　　对１例长达１１年余 ＩＢＤ病史的２８岁 ＣＡＣ患者
肠道病理组织标本进行检测。该患者在发病后第２年
被确诊为ＩＢＤ；确诊后口服５ＡＳＡ治疗，第５年自行停
药；在第１１年因急性发作肠梗阻进行手术，术后病理
结果显示为高分化腺癌，癌组织侵及浆膜下并有神经

侵犯，ＡＪＣＣ分期：ｐＴ４Ｎ０Ｍｘ（图 ６Ａ、Ｂ）。对健康人结
肠组织以及患者炎症／溃疡组织及肿瘤组织进行检测，
免疫组化检测结果显示，与正常结肠组织相比，该名

ＣＡＣ患者炎症组织及肿瘤组织中 ＡＰＥ１过表达（图
６Ｃ）；然而，与溃疡附近的炎症组织相比，ＣＤ８＋Ｔ细胞

在肿瘤组织中浸润减少（Ｐ＜０．０１，图６Ｄ）。多重免疫
荧光染色结果显示，与正常结肠组织相比，该名 ＣＡＣ
患者肿瘤组织中ＣＸＣＬ１表达较正常组织增多，ＣＤ１４＋

细胞数量明显增多（图６Ｅ）。结果证明这名ＣＡＣ患者
ＡＰＥ１表达增高，且具有免疫抑制性ＴＭＥ。

３　讨论

　　本研究使用靶向 ＡＰＥ１氧化还原功能点突变的
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠观察ＣＡＣ动物模型中 ＡＰＥ１的作用，证
明ＡＰＥ１能够通过其氧化还原途径影响 ＣＡＣ的形成
和进展。ＡＰＥ１通过其氧化还原作用调控ＣＸＣＬ１的表
达，趋化ＰＭＮＭＤＳＣｓ并能够抑制ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋
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图６　ＣＡＣ患者肠道ＡＰＥ１的表达与ＰＭＮＭＤＳＣｓ聚集有关
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Ｔ细胞，形成免疫抑制性 ＴＭＥ促进 ＣＡＣ发展；此外，
通过 Ｃ６４Ｓ点突变使 ＡＰＥ１氧化还原功能缺失能够改
善长期炎症条件下的ＣＡＣ形成和进展。
　　既往研究显示，抑制 ＡＰＥ１的核酸内切酶功能能
够影响 ＣＲＣ［１３］。此外，与正常黏膜相比，ＡＰＥ１在
ＣＲＣ和淋巴结转移组织中过表达，并且与肿瘤进展和
较差的生存率显著相关［１４］。但在 ＣＡＣ中 ＡＰＥ１的相
关研究非常有限。本研究成功构建了ＣＡＣ动物模型，
并通过 Ｃ６４Ｓ点突变靶向 ＡＰＥ１氧化还原功能的
ＡＰＥ１Ｃ６４Ｓ小鼠，证明了 ＡＰＥ１能够影响 ＣＡＣ的形成和
疾病进展。

　　ＩＢＤ中功能异常的免疫细胞大量浸润和肠道微生
物的失调均可以引起ＮＦκＢ激活，是导致病情加重并
向ＣＡＣ转变的重要因素［１］。最近一项关于细胞焦亡

的研究显示，在慢性炎症过程中，细胞焦亡会导致损伤

相关的分子模式（ｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＤＡＭＰｓ）的释放并通过ＥＲＫ１／２信号通路诱导ＣＡＣ发
生［１５］。多种途径激活Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ信号通路可以导
致ＣＡＣ发生［１６－１８］。此外，Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＴＬＲ）、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路、哺乳动物雷帕霉素靶复合
物（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，ｍＴＯＲ）、自
噬和氧化应激已被认为是 ＣＡＣ进展中存在的分子机
制［１９］。ＩＢＤ肠道中炎性细胞因子的异常表达和免疫
抑制细胞的聚集形成了能够促进肿瘤生存的免疫抑制

性微环境［２０］。最近有研究将５个 ＩＢＤ与健康人的中
性粒细胞差异基因（ＡＱＰ９、ＦＣＧＲ３Ｂ、ＧＰＲ１０９Ｂ、ＰＲＯＫ２
和Ｓ１００Ａ１２）列为 ＩＢＤ向 ＣＡＣ转化的生物标志物，这
将中性粒细胞与ＩＢＤ的炎癌转化密切联系起来［１９］。

　　ＡＰＥ１诱导的免疫抑制性 ＴＭＥ可能是 ＣＡＣ进展
的原因之一。中性粒细胞参与的炎症会导致肠道菌群

失调，生态失调通过产生反应性代谢物和致癌物并破

坏上皮屏障而导致 ＣＡＣ［２１］。作为炎症的核心细胞之
一，中性粒细胞与 ＩＢＤ向 ＣＡＣ转化的关系密不可
分［２２］。中性粒细胞与淋巴细胞比率升高已成为癌症

总体生存率较差的预后指标［２３］。有研究显示，中性粒

细胞浸润较多的 ＵＣ患者更容易发生 ＣＡＣ［１９］。中性
粒细胞的多种作用，包括 ＲＯＳ［２４－２５］、ＮＥＴｓ［２６］等，已被
证明与结直肠恶性肿瘤有关。

　　ＰＭＮＭＤＳＣｓ是一种癌症中髓系来源且功能异常
的“中性粒细胞”，难以与普通的中性粒细胞区分，通

常被认为是多种恶性肿瘤免疫治疗失败的重要原因之

一［５］。在肿瘤中，大多数中性粒细胞是具有免疫抑制

活性的ＰＭＮＭＤＳＣｓ，这导致了肿瘤进展及免疫治疗耐
受［５，２７］。慢性炎症招募包括 ＭＤＳＣｓ及 Ｎ２型肿瘤相
关中性粒细胞在内的大量免疫抑制细胞，形成了能够

促进肿瘤生存的免疫抑制微环境［２８－２９］。ＰＭＮＭＤＳＣｓ
还可以通过产生 ＲＯＳ依赖性过氧亚硝酸盐抑制 Ｔ细
胞从而利于肿瘤生存［２４］。已经证实在 ＩＢＤ中的
ＭＤＳＣｓ数量增多，且与肠道炎症的严重程度高度相
关［６－７］。在结肠炎向结直肠癌的发展过程中，由粒细

胞巨噬细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）调控的ＭＤＳＣｓ在病
变中的积累进一步增加［３０］，而 ＭＤＳＣｓ的消耗可减轻
ＩＢＤ向ＣＡＣ的转化［３１］。

　　在包括ＣＲＣ在内的多种恶性肿瘤中，Ｔ淋巴细胞
均与较好的预后相关［３２］。ＣＤ８＋Ｔ细胞是肿瘤免疫治
疗成功的关键细胞，能够通过主要组织相容性复合体

Ⅰ类分子（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘⅠ，ＭＨＣⅠ）
识别肿瘤抗原并释放细胞溶解颗粒和干扰素 γ
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）导致细胞死亡［３３］。独立于激活

ＣＤ８＋效应Ｔ细胞的辅助角色，ＣＤ４＋Ｔ细胞也有助于抗
肿瘤免疫，在直接杀伤表达 ＭＨＣⅡ类分子的肿瘤细
胞之外，还能够通过动员髓系细胞间接消灭缺乏

ＭＨＣⅡ类分子的肿瘤细胞［３３］。然而，在 ＴＭＥ中，程
序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ１，ＰＤ１）表达的
上调导致Ｔ细胞功能障碍并出现 Ｔ细胞耗竭（Ｔｃｅｌｌ
ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ）［３４］。由此衍生而来的靶向 ＰＤ１及其配体
ＰＤＬ１免疫检查点阻断疗法在临床上获得了巨大的
成功，但仍有部分患者对这种治疗方法反应不佳。

免疫抑制性 ＴＭＥ以高含量 ＰＭＮＭＤＳＣｓ为特征，通
过抑制 Ｔ细胞、Ｂ细胞和自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒｅｋｉｌｌｅｒ
ｃｅｌｌ，ＮＫｃｅｌｌ）的激活和募集成为肿瘤免疫治疗的主
要障碍［５，２７］。

　　本课题组在之前关于 ＩＢＤ的研究中发现，肠上皮
细胞中 ＮＦκＢ能够与 ＣＸＣＬ１启动子结合，参与到
ＡＰＥ１氧化还原作用调控ＣＸＣＬ１的表达和分泌；此外，
研究还发现 ＡＰＥ１ＮＦκＢＣＸＣＬ１轴能够影响中性粒
细胞的趋化和功能，进一步影响 ＩＢＤ的疾病进展。哺
乳动物中 ＡＰＥ１的 Ｎ末端结构域具有核定位和氧化
还原活性，能够调节包括 ＮＦκＢ在内的多种转录因
子［３５］。在ＩＢＤ，肠道中功能异常的免疫细胞大量浸润
和肠道微生物的失调引起的 ＮＦκＢ激活是导致病情
加重并向 ＣＡＣ转变的重要因素［１］。ＣＸＣＬ１在 ＩＢＤ中
能够诱导中性粒细胞趋化［３６］，在机制上受到ＮＦκＢ调
控［３７］。此外，肿瘤细胞中的 ＮＦκＢ活化较高，导致
ＣＸＣＬ１高表达，并可以进一步通过激活 ＮＦκＢ增加
ＣＸＣＬ１自身的表达［３７］。ＣＲＣ中 ＣＸＣＬ１表达增高，且
与ＣＲＣ的疾病进展密切相关［３８］。最近有研究意外地

发现ＣＸＣＬ１可能通过诱导免疫抑制促进 ＣＡＣ的发
生［３９］，但并没有进行进一步的研究。本研究证明肿瘤
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细胞中的 ＡＰＥ１氧化还原功能能够影响 ＣＸＣＬ１，从而
趋化 ＰＭＮＭＤＳＣｓ向肿瘤细胞浸润，形成免疫抑制性
ＴＭＥ以促进肿瘤进展。然而，在 ＣＡＣ中 ＡＰＥ１调控
ＣＸＣＬ１表达的机制是否有别于ＩＢＤ需要进一步研究。
　　遗憾的是，本研究未进一步探讨 ＡＰＥ１的碱基切
除修复功能在ＣＡＣ中的作用。慢性炎症导致的 ＤＮＡ
损伤逐渐积累，并超出生理修复能力后会形成基因组

不稳定的微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，
ＭＳＩ）［４０］。在 ＩＢＤ中，ＡＰＥ１的过表达与 ＭＳＩ呈正相
关［４０］，这些基因组的改变使 ＩＢＤ恶变的风险明显增
加［４１］。中性粒细胞能够产生ＲＯＳ，在生理条件下能够
攻击病原体，但在长期炎症的累积下则能够促进肿瘤

微环境中的癌症转移、血管生成和免疫抑制［２４－２５］。在

慢性炎症组织中，中性粒细胞通过释放ＲＯＳ等物质诱
导ＤＮＡ突变，进而引起肿瘤发生并促进肿瘤发展和转
移［４２－４５］。在ＣＡＣ中，ＡＰＥ１碱基切除修复功能与炎癌
转化过程中ＤＮＡ损伤之间的关系有待于进一步深入
研究。

　　确诊时年龄更小是发生结直肠癌的危险因素之
一［４６］，青年人的Ⅲ期ＣＡＣ患者预后较５０岁以上老年
人明显更差［４７］。本研究通过对１名非常年轻（２８岁）
的ＣＡＣ患者的肠道组织进行检测，证明与正常结肠组
织相比，患者的炎症（溃疡）及肿瘤部位的 ＡＰＥ１和
ＣＸＣＬ１表达更高，ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润更多。ＩＢＤ肠道组
织中表达的 ＣＸＣＬ１诱导 ＰＭＮＭＤＳＣｓ浸润，抑制 Ｔ细
胞并为肿瘤的发生发展提供合适的免疫微环境，避免

肿瘤细胞被免疫监视发现，从而提高炎癌转化中肿瘤

细胞存活的概率。

　　总之，本研究主要通过Ｃ６４Ｓ点突变导致ＡＰＥ１氧
化还原功能缺失的小鼠模型，证实 ＡＰＥ１能够通过其
氧化还原途径影响 ＣＡＣ的免疫微环境，并促进 ＣＡＣ
的形成和进展。此外，通过Ｃ６４Ｓ点突变使ＡＰＥ１氧化
还原功能缺失，能够改善长期炎症条件下的ＣＡＣ形成
和进展。但本研究没有针对 ＡＰＥ１氧化还原功能、
ＤＮＡ损伤修复功能、介导转录因子与启动子结合的功
能等开展针对性的检测指标，后续研究将进一步进行

分析。
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