
www.wjgnet.com

■背景资料
肿瘤坏死因子相
关凋亡诱导配体
(TRAIL)是肿瘤
坏死因子 ( T N F )
超家族成员之一, 
它通过与死亡受
体 4 ( D R 4 ) 结 合 , 
诱导肿瘤细胞发
生凋亡而对正常
细胞却无杀伤作
用 ,  这 一 特 点 使
TRAIL及其死亡
受体DR4在肿瘤
治疗中的作用备
受关注.
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Abstract 
AIM: To explore the expression of TNF-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor DR4 
in large intestinal carcinoma and its correlation 
with clinical pathological characteristics.

METHODS: SP immunohistochemical technique 
and flow cytometry were used to detect the ex-
pression of DR4 in 41 cases of large intestinal 
carcinoma and 9 cases of normal tissues.

RESULTS: The positive cell membrane and 
cytoplasmic expression were observed in large 
intestinal carcinoma and normal large intestine 
mucosal tissues. Of large intestinal carcinoma, 
DR4 was positively expressed in 65.85%. How-
ever, the positive rate of DR4 in the normal tis-
sues was 22.20%, which was significant lower 
than that in the cancer tissues (P  <0.05). The 
fluorescence index (FI) of DR4 protein in the 

normal mucosal tissues was 1.00±0.13, while that 
in the cancer tissues was 1.17±0.13. There was 
significant difference between them (P  <0.05). 
DR4 expression in the cancer tissues was not 
correlated with the degree of differentiation and 
lymph node metastasis.

CONCLUSION: The expression of DR4 increases 
in large intestinal cancer tissue, but it is not cor-
related with differentiation. 

Key Words: Large intestinal cancer; DR4; Immuno-
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摘要

目的: 探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
受体DR4在大肠癌组织中的表达情况及其与
临床病理的关系. 

方法: 采用免疫组化SP法和流式细胞分析方
法对41例大肠癌组织和9例正常组织DR4的表
达情况进行检测并比较.

结果: DR4蛋白免疫组化染色定位于细胞膜
和细胞浆, 癌组织中阳性表达率为65.85%, 明
显高于正常组织的22.20%(P <0.05). 流式细
胞分析该蛋白表达量, 癌组织平均荧光指数
为1.17±0.13, 亦明显高于正常组织的1.00±
0.13(P <0.05). 不同分化程度的癌组织中DR4
蛋白表达无统计学差异, 临床有淋巴结转移的
癌组织与无淋巴结转移的癌组织DR4表达无
统计学差异. 

结论: 大肠癌组织中DR4表达上调, 与组织分
化程度无关. 

关键词: 大肠癌; DR4; 免疫组化; 流式细胞分析
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0  引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)是
肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)超家族

成员之一, 它通过与死亡受体4(death receptor 4, 
DR4)结合, 诱导肿瘤细胞发生凋亡而对正常细

胞却无杀伤作用, 这一特点使TRAIL及其死亡受

体DR4在肿瘤治疗中的作用备受关注[1-3]. 国内外

学者用细胞培养和免疫组化方法研究发现, 结肠

癌中DR4表达明显高于结肠腺瘤和正常结肠黏

膜[4-7], 并且随着DR4表达的上调, 细胞的凋亡增

加. 但不同分化程度的大肠腺癌中DR4表达有无

不同以及其与临床病理有无关系尚未见报道. 我
们期望通过对这些进行研究以更好的了解大肠

癌的生物学特点, 从而推动大肠癌的治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 41例大肠癌患者, 均经病理诊断确诊. 
其中男24例, 女17例; 年龄40-68岁, 平均51.25±
0.13岁. 取其大肠癌组织标本, 同时取9例距癌

5-10 cm组织, 经病理证实为正常组织的标本作

为对照. 按照2000年WHO新的大肠肿瘤组织学

分级标准分类[8], 高分化腺癌(I级)10例, 中分化

腺癌(II级)15例, 低分化腺癌(III级)16例. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色 DR4单克隆抗体购自美国

Santa Cruz公司, 免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司, 操作步骤严格按照说

明书进行. 用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗做阴

性对照. 以胞质和胞膜呈棕黄色或黄色为阳性

表达. 染色结果判定标准: 光镜下观察按着色范

围并结合着色强度进行分级. 着色范围以阳性

细胞百分率判定: 未着色为0分; 着色25%以下为

1分; 着色25%-50%为2分; 着色50%以上为3分. 
着色强度判定: 无着色为0分; 浅着色为1分; 棕
色为2分; 深棕色为3分. 上述两项相加为分级标

准. 阴性(-): <3分; 阳性(+): ≥3分. 
1.2.2 流式细胞分析 采用美国Beckman Coulter
公司生产的Epics-XLII型流式细胞仪, 激发光源

为150 mW氩离子激光器, 激发波长为488 nm, 
应用Expo32ADC进行免疫荧光数据分析. 检测

前以flow-checkTMFluorpheres(10 μm)荧光微球

(REF6605359.Beckman Coulter, Inc.Fullerton, 
CA92835)作为标准样品调整仪器CV值在2%以

内. 参照仪器使用说明, 以荧光指数(FI)表示蛋

白表达的相对含量. 
统计学处理 实验数据采用χ2检验及t检验进

行处理. 

2  结果

2.1 DR4在大肠癌组织和正常组织中的表达特

征 DR4蛋白定位表达于上皮细胞胞质和胞膜, 
正常大肠黏膜组织中阳性表达2例, 阳性表达

率为22.2%; 癌组织阳性表达27例, 阳性表达率

65.85%; 两组比较有显著性差异(χ2 = 5.59, P＜

0.05)(图1). 流式细胞分析(FCM)该蛋白表达量, 
正常大肠黏膜平均荧光指数为1.00±0.13, 癌组

织平均荧光指数为1.17±0.13. 两组比较有显著

性差异(t = 3.13, P = 0.007)(图2). 
2.2  D R4表达与大肠癌临床病理特征的关系 
D R 4蛋白在高分化腺癌组织中阳性表达率

70.0%(7/10); 在中分化腺癌组织中阳性表达率

73.3%(11/15); 在低分化腺癌组织中阳性表达

率56.3%(9/16). 在腺癌组织中, DR4蛋白的表达

与腺癌的组织学分化程度没有统计学差异(χ2 

= 1.08). 临床有淋巴结转移的患者阳性表达率

63.64%(14/22); 无淋巴结转移的患者阳性表达

率68.42%(13/19), 两者之间没有统计学差异(χ2 = 
0.11). DR4蛋白表达与年龄、性别之间, 均未发

图 1  DR4阳性表达(SP×400). A: 正常大肠黏膜;  B: 大肠癌.
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B

■创新盘点
DR4受体与癌组
织的组织学分级
和淋巴结转移与
否均没有统计学
差异 ,  因此DR4 
不能作为影响大
肠癌预后判断的
指标.
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现有显著相关性. 
2.3 TRAIL和DR4直线相关关系分析 TRAIL与
DR4蛋白表达量进行直线相关分析, r = 0.33, P＞
0.05, 二者无直线相关关系. 

3  讨论

TRAIL诱导细胞凋亡机制目前认为是其与死亡

受体DR4、DR5结合, 诱导细胞凋亡. DR4又称

TRAIL受体1(TRAIL-R1)[1,2]; 是有468个氨基酸

的Ⅰ型膜蛋白.  在细胞外区域, 它有两个富含半

胱氨酸的假重复序列(pseudorepeats), 胞质内区

域的死亡区(death domain)与TNF-R1, DR3和Fas
等的死亡区呈高度同源性. DR4与TRAIL特异结

合后形成"受体三聚化", 通过死亡结构域激发和

传导凋亡信号, 激活caspase蛋白酶级联反应, 导
致细胞死亡, 故又称为死亡受体. 

研究发现DR4通过多种信号传导途径诱导

细胞凋亡[9-14], 但无论凋亡信号在细胞内如何传

递, TRAIL要发挥诱导细胞凋亡的作用必须首先

与其受体结合. 因此, 细胞表面TRAIL受体表达

水平及功能对TRAIL介导的细胞凋亡至关重要. 
然而并不是所有的人结肠癌细胞株都对TRAIL
敏感, 无功能DR4的表达可能是细胞对TRAIL介
导凋亡耐受的原因之一, 通过使DR4表达上调或

功能增加可增加其对TRAIL的敏感性[10,15,16]. 但
也有学者[3,5,7,15]研究发现, 与正常大肠黏膜相比, 
TRAIL表达下调, DR4表达上调, 因此作者认为

TRAIL诱导的细胞凋亡和DR4的表达并无直接

关系. 我们以往的研究证明大肠癌组织中TRAIL
的表达明显低于正常大肠 黏膜, 并且随着组织

分化程度的下降呈逐步下降趋势[15]. 我们通过免

疫组化和流式细胞分析两种方法从定位和定量

两方面证明了DR4在癌组织中的表达明显高于

正常黏膜, 这些结果和国外研究结果是一致的. 
我们结果还发现不同分化程度的大肠癌组织的

DR4的表达无统计学差异,  淋巴结转移与否的

癌组织DR4的表达也无统计学差异, 因此DR4 
不能作为影响大肠癌预后因素的指标. 

对大肠癌中TRAIL和DR4蛋白的表达情况

做直线相关分析, 结果表明二者无直线相关关

系. 因此决定TRAIL和DR4抗体对大肠癌组织敏

感性的因素是复杂的. 有研究认为决定TRAIL
治疗的敏感性与死亡受体的表达水平并不一致, 
甚至有些细胞对DR4会产生耐受[16,17], DR4过度

表达可不依赖配体, 并直接诱导细胞的凋亡. 本
实验得出结果: 癌组织TRAIL表达下调, 而死亡

受体DR4表达上调, 二者的表达并无直接关系, 
二者表达的差异机制有待进一步探讨. 

总之, 这些结果说明TRAIL受体DR4分布的

差异以及该受体在大肠癌肿瘤细胞凋亡过程中

的可能作用, 同时说明除受体调控模式外, 还可

能有其他的细胞内和/或细胞外因素参与. 这些

为我们进一步探讨大肠癌的分子生物学异常提

供了依据. 
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■应用要点
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TRAIL受体DR4
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中表达是不同的, 
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导大肠癌细胞凋
亡的机制是复杂
的, 这些为我们进
一步探讨大肠癌
的分子生物学异
常提供了依据.
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专家门诊

本报讯《世界华人消化杂志》特设"专家门诊"固定专栏为广大消化病患者搭建一个信息平台, 邀请本刊编委

为专栏撰稿, 每期1-3个专家门诊. 写作格式如下:

胃溃疡诊断和治疗

个人简介( 附3.5 cm × 5 cm照片一张)

通信作者(包括邮政编码、工作单位、部门、科室、机构全称、地址、所在省市、E-mail)

0 引言

1 诊断

2 治疗

3 特色

4 门诊时间

■名词解释
死亡受体4(DR4): 
DR4与TRAIL特
异结合后形成"受
体三聚化", 通过
死亡结构域激发
和传导凋亡信号, 
激活caspase蛋白
酶级联反应, 导致
细胞死亡, 故又称
为死亡受体.


