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Abstract
AIM: To examine the occurrence of apoptosis 
in colon adenocarcinoma and investigate the 
role of Bcl-2, Bcl-xL and Bcl-w as mediators of 
apoptosis.

METHODS: Fourteen human colon adenocar-
cinoma specimens were obtained by surgical 
resection and pathologically confirmed. Twenty-
seven normal colon tissue specimens were ob-
tained by colonoscopic biopsy. Apoptosis was 
detected using the terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick end labeling 
(TUNEL) assay. The expression of Bcl-2, Bcl-xL 
and Bcl-w proteins was measured by immuno-
histochemistry.

RESULTS: Compared with normal colon tis-

sues, the apoptosis index (AI) in colon adenocar-
cinoma tissues significantly decreased (t = 3.35, 
P = 0.002). The expression levels of Bcl-xL and 
Bcl-w proteins were significantly higher in colon 
adenocarcinoma tissues than in normal colon 
tissues (92.86% vs 11.11% and 85.71% vs 0%, re-
spectively; P < 0.01 and 0.05), whereas no signifi-
cant difference was noted in the expression level 
of Bcl-2 protein between adenocarcinoma and 
normal colon tissues (P > 0.05).

CONCLUSION: Apoptosis occurs in normal 
colon tissue but decreases in colon adenocarci-
noma. Both Bcl-xL and Bcl-w proteins, rather 
than Bcl-2 protein, may play an important role 
in the suppression of apoptosis in colon adeno-
carcinoma.
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摘要
目的: 观察结肠腺癌组织细胞凋亡的变化, 探
讨抑制凋亡蛋白Bcl-2、Bcl-xL及Bcl-w在结肠
腺癌中的作用. 

方法: 收集14例我院手术切除结肠腺癌标本, 
肠镜取正常结肠黏膜组织27例, 所有标本均经
病理明确诊断. 用TUNEL法检测其组织细胞
凋亡水平, 并用免疫组织化学PV法检测蛋白
Bcl-2、Bcl-xL及Bcl-w的表达水平. 

结果: 正常结肠黏膜组织的细胞凋亡指数明
显高于结肠腺癌, 有统计学显著性差异(t  = 
3.35, P  = 0.002); 结肠腺癌中Bcl-xL与Bcl-w的
表达均高于正常结肠黏膜组织, 有统计学差异
(92.86% vs  11.11%; 85.71% vs  0%, P <0.01或
P <0.05); Bcl-2的表达与正常结肠黏膜组织没
有统计学差异(P >0.05).

结论: 结肠腺癌的组织细胞凋亡明显低于正
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■背景资料
结肠癌在西方国
家 肿 瘤 相 关 性
死亡中位居第 3
位 ,  而肿瘤的发
生与细胞凋亡和
增殖的失衡有关. 
Bcl-2家族在内源
性凋亡途径中发
挥了重要作用, 其
家族成员表达的
失调一定程度上
导致了肿瘤的发
生和对化疗药物
敏感性的降低.

■同行评议者
曹秀峰 ,  主任医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心



常结肠组织; 结肠腺癌中抑制凋亡蛋白Bcl-xL
与Bcl-w的高表达可能发挥了重要的作用.
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0  引言

尽管结肠癌的诊断水平和治疗技术有所提高, 
但其预后仍然不容乐观. 大量研究表明, 结肠腺

癌的发生、发展与细胞凋亡的失调有密切关

系. 而Bcl-2家族在细胞凋亡中发挥了重要作用, 
该家族包括抑制凋亡蛋白(如Bcl-2、Bcl-xL、
Bcl-w等)和促进凋亡蛋白(如Bax、Bad等), 他们

之间形成同源或异源二聚体, 从而发挥不同的

作用. 一旦促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白之间的

平衡打破, 不仅影响DNA损伤或周期异常细胞

的凋亡, 甚至影响肿瘤细胞的凋亡. 本研究通过

检测正常结肠组织和结肠腺癌组织的细胞凋亡

以及Bcl-2家族成员(Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w蛋白)
在两者中表达的差异, 探讨其在结肠腺癌发生

发展中的作用, 为结肠腺癌的化学药物治疗和

基因治疗提供新的理论支持. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本来源于北京大学第三医院, 27例正

常结肠黏膜标本取自结肠镜黏膜活检, 14例结肠

腺癌黏膜标本取自手术标本, 术前所有患者均未

经化疗、放疗或免疫治疗, 所有病例均经病理明

确诊断. 标本用40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 
μm厚连续切片, 每份标本均制作成免疫组织化

学用的切片, 另有一张做HE染色. 细胞凋亡试剂

盒、DNaseⅠ、蛋白酶K和NBT/BCIP显色液均购

自罗氏公司; Bcl-w兔抗人/鼠多克隆抗体(1∶300)
由Abcam公司提供, Bcl-2鼠抗人mAb(1∶600)由美

国Sigma公司提供, Bcl-xL兔抗人mAb(1∶200)由
Cell signaling公司提供. DAB显色液购于DAKO
公司. PV-6001、PV-6002为两步法的非生物素

标记的检测系统, 购自北京中衫公司. 多聚赖氨

酸、0.01 mol/L磷酸盐(PBS)缓冲液(pH7.2-7.4)、
0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH6.0)及其他常规试

剂均购自北京中衫公司.
1.2 方法 
1.2.1 TUNEL法检测细胞凋亡: 石蜡切片脱蜡、

2590                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年9月8日    第17卷   第25期

水化后, 蛋白酶K(1∶10)37℃孵育10 min, PBS
冲洗后加入TUNEL反应液, 避光湿盒孵育60 
min, PBS冲洗后加入Converter-POD反应液, 湿
盒孵育30 min, 最后NBT/BCIP显色, 甲基绿复

染. 阴性对照使用Lable Solution取代TUNEL反
应液. 结果判定: 每张切片选5-10个高倍镜视

野, 计数黏膜及腺管上皮细胞, 核染色阳性者记

为TUNEL阳性细胞, 计数阳性细胞占视野总细

胞数的百分比, 其均值即为该标本的凋亡指数

(apoptotic index, AI).
1.2.2 免疫组织化学检测Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w
蛋白在组织中的表达: 按照PV两步法进行. 100 
g/L中性甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋切片(厚度4 
μm), 贴于涂有多聚赖氨酸的玻片上, 常规脱蜡至

水, 微波修复高火15 min, 30 mL/L过氧化氢甲醇

溶液灭活内源性过氧化物酶, 余步骤按照试剂盒

说明操作. 对照设立包括阳性对照、阴性空白对

照和阴性替代对照; 阳性对照由已知阳性切片做

阳性对照, 空白对照由既往实验证实, 阴性替代

对照用0.01 mol/L的PBS(pH7.4)代替一抗. 
1.2.3 结果判定: 计分参照Rahman的标准并作适

当修改, 染色强度计分: 无色0分; 淡黄色1分; 黄
色2分; 棕褐色3分[3]. 阳性细胞数计分: <25% 1
分; 26%-50% 2分; 51%-75% 3分; >75% 4分. 根
据染色强度和阳性细胞数计分之和进行判断: 0
分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-5分为中等阳

性(++), 6-7分为强阳性(+++). 所有结果均经3位
作者在病理医生帮助下分别阅片, 若有异议共

同商议后确定.
统计学处理 用SPSS13.0软件, 细胞凋亡指

数组间均数的比较采用独立样本的t检验; 结肠

腺癌与正常结肠蛋白阳性率之间的比较采用卡

方检验. 以α = 0.05为检验标准.

2  结果

2.1 TUNEL检测各组结肠组织细胞凋亡 在正常

结肠黏膜组织中, 凋亡不仅出现在黏膜上皮细

胞, 也出现在腺管上皮细胞. 在结肠腺癌组织中, 
则散在分布于腺管状癌组织中. 27例正常结肠

黏膜组织的AI均值为8.61%, 14例结肠腺癌组织

AI均值为0.47%. 正常结肠黏膜组织和腺癌组织

进行比较(t  = 3.35, P  = 0.002), 提示二者之间有

统计学差异, 正常结肠黏膜组织的AI明显高于

结肠腺癌(图1).
2.2 Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w在正常结肠黏膜组织
和腺癌中的表达 Bcl-2在结肠腺癌中的阳性率为
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■研发前沿
尽管结肠癌的诊
断水平和治疗技
术有所提高, 但其
预后仍然不容乐
观 .  大量研究表
明, 结肠腺癌的发
生、发展与细胞
凋亡的失调有密
切关系.
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64.29%, 正常结肠黏膜组织为44.44%, 两者比较

没有统计学差异(P  = 0.276). Bcl-2在正常组织中

主要位于上皮游离缘胞质, 在结肠腺癌组织中

则弥漫的分布于胞质和胞膜. Bcl-xL在结肠腺癌

中的阳性率明显高于正常结肠, 分别为92.86%
和11.11%, 统计学有显著性差异(P <0.01). Bcl-

xL在正常结肠黏膜组织中表达主要分布在黏膜

上皮细胞核的下方, 在结肠腺癌中则广泛表达

于细胞质, 多呈强阳性颗粒状着色, 明显不同于

Bcl-2的表达. Bcl-w在结肠腺癌中的阳性表达率

高于正常结肠, 分别为85.17%和0%, 有统计学差

异(P  = 0.00), Bcl-w在正常结肠组织中黏膜上皮

和腺体未见阳性表达, 在结肠腺癌中则主要在

胞质着色(表1, 图2-4).

3  讨论

凋亡参与体内细胞数量的调节, 清除体内无功

能的细胞、对机体有害的细胞、突变的细胞以

及受损后不能存活的细胞, 在机体正常生长发

表  1  正常结肠黏膜组织和结肠腺癌中Bcl-2、Bcl-xL和
Bcl-w蛋白表达 n (%)

     	             n	        Bcl-2           Bcl-xL          Bcl-w

正常结肠黏膜    27    12(44.44)       3(11.11)     0(0.00)

结肠腺癌	          14       9(64.29)    13(92.86)    12(85.71)

A B 图   1   细 胞 凋 亡
(TUNEL法×400). A: 
正常结肠黏膜, 凋

亡位于黏膜上皮和

腺管上皮; B: 结肠

腺癌中, 凋亡主要

散在于腺管状癌组

织中.

A B

图  2  Bcl-2的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, Bcl-2主要表达于上皮细胞的游离缘胞质; B: 结肠腺癌中, Bcl-2弥散表达于细
胞胞质.

A B

图  3  Bcl-xL的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, Bcl-xL少量表达于黏膜上皮核的基底部; B: 结肠腺癌中, Bcl-xL在胞质中呈
颗粒状强阳性表达.

■相关报道
Lee et  al的研究
表明, Bcl-w可以
通过抑制SAPK/
JNK的激活, 降低
细胞对anti-Fas、
血清撤退等促凋
亡刺激的反应; 在
Bae et al的研究中, 
Bcl-w通过促进基
质金属蛋白激酶
MMP2或黏着斑
激酶(FAK)含量 , 
促进细胞的迁移.
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育和稳态调节中发挥了重要的作用[4-5]. 凋亡在

维持结肠的正常结构和功能中有重要意义[6]. 在
正常结肠中, 隐窝基底部的干细胞不断分化出

新的细胞转移并到隐窝顶部, 同时每天大约有

1010个细胞脱落到肠腔, 维持了肠道细胞数量的

平衡[7-8]. 结肠癌的发生过程经历了息肉-腺瘤-
含有腺瘤的腺癌-腺癌的一系列病理过程[9], 同
时伴随着凋亡水平的降低和增殖水平的升高[10]. 
Bcl-2家族是调节细胞凋亡的重要成员, 其抑制

凋亡蛋白的升高促进了肿瘤的发生[11]. 在本研究

中, 正常结肠的凋亡显著高于结肠腺癌组织, 推
测与Bcl-2家族中抑制凋亡蛋白的表达水平升高

有关. 
Bc l-2是研究最为广泛的抑制凋亡蛋白之

一, 本研究发现, Bcl-2在正常结肠的黏膜和腺体

中均有表达, 在腺癌中则弥散分布于整个胞质

中, 且在细胞膜和核膜中亦有表达. 有研究表明

Bcl-2在没有淋巴血管侵犯, 没有淋巴结转移的

早期结肠癌中的表达较高[12], 因此Bcl-2可能在

结肠腺癌形成的早期发挥了重要的作用, 同时

其表达与较好的临床预后相关[13-14], Bendardaf  
et al [15-16]研究表明, Bcl-2和胸苷酸合酶的表达

与结直肠癌的无瘤生存期有关. 另有研究表明, 
随结肠腺癌恶性程度的进一步发展, 其表达量

又相对下降[17]. 在结肠腺瘤由轻度异型性到中

度、重度异型性进展的过程中, Bcl-2的表达逐

渐减少甚至消失, 但降低的Bcl-2表达并没有导

致凋亡活性的升高, 因此Bcl-2在结肠肿瘤的晚

期可能并不发挥主要作用[18-20]. 在本研究中, 14
例结肠腺癌中, 有12例中分化腺癌, 2例低分化

腺癌, 因此Bcl-2在结肠腺癌中的表达与正常组

织中没有统计学差异, 可能与所选标本的恶性

程度较高有关. 
与Bcl-2相比, Bcl-xL在正常结肠黏膜组织

主要位于黏膜上皮核的基底部, 在结肠腺癌组

织中则广泛表达于胞质, 且多为强阳性着色. 本
研究发现, Bcl-xL在结肠腺癌中的表达水平明显

高于正常结肠黏膜组织, 且有统计学意义, 这与

Zhang et al [21]的研究结果一致. 有研究报道Bcl-
xL的表达在结直肠腺癌中明显高于Bcl-2, 另有

研究表明, Bcl-xL/Bax而非Bcl-2/Bax与结直肠癌

细胞系对5-FU化学敏感性显著相关[22-23]. Bcl-xL
可能通过与Bcl-2不同的机制发挥抑制凋亡的作

用. 在Ras诱导的抗失巢凋亡中, 发挥抗凋亡作

用的为Bcl-xL而非Bcl-2[24-25], 在神经胶质瘤中, 
JNK(c-Jun氨基末端激酶)对Bcl-xL和Bcl-2的拮

抗作用不同[26]. 由于Bcl-xL的过表达可以抑制一

些细胞的凋亡, 而Bcl-2的过表达却不能, 因此, 
越来越多的研究结果显示在一些组织(如膀胱

癌)[27]Bcl-xL的抗凋亡作用强于Bcl-2, 而且他们

可能通过不同的路径发挥作用, 尽管其结构存

在相似性[28-29]. 
Bcl-w是Bcl-2家族中重要成员之一, 其抑制

凋亡的作用受到越来越多的关注. 本研究发现

Bcl-w在腺癌中表达的阳性率为85.71%, 而正常

结肠黏膜组织中未见阳性表达(P <0.01), Wilson 
et al研究表明Bcl-w在正常结肠, 结肠腺瘤和结

肠腺癌中的表达逐渐升高[31], 这与本研究结果

相一致. 在胃癌组织, Bcl-w表达明显高于正常组

织, 在2种不同的人类胃腺癌细胞系(SNU-16和
SNU-620)的研究中, SNU-16较SNU-620对各种促

进凋亡刺激敏感, 后者Bcl-w的含量明显高于前者. 
同时, Bcl-w含量高的细胞其侵袭力强[32]. 在Bcl-w
敲除的老鼠, 只表现为精子的发生异常[33-34], 但
在γ射线或细胞毒性药物的作用下, Bcl-w敲除

的老鼠其肠道细胞凋亡明显增加[35]. 在小肠大

部切除术的研究中, 也表明Bcl-w表达的增高对

于促进切除后小肠细胞增殖中发挥了重要作 

A B

图  4  Bcl-w的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, 上皮和胞质均未见Bcl-w阳性表达; B: 在结肠腺癌中, Bcl-w在胞质呈弥漫性
表达.

■应用要点
由于Bcl-xL在结
肠癌中的高表达, 
降低了细胞的凋
亡水平, 因此应用
针对Bcl-xL的反
义寡核苷酸, 通过
降低Bcl-xL的表
达水平, 可以引起
细胞凋亡的增加
和增殖的减少, 并
增加了对肿瘤化
疗药物的敏感性.
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用[36]. Bc l-w促进结肠腺癌发生的机制尚不清

楚, 但有研究表明, 在结直肠腺癌中, Met可通

过增加Bcl-w的表达而抑制癌细胞的凋亡[32,37]. 
β-catenin可以激活Bcl-w的启动子, 导致Bcl-w
的高表达, 抑制了结肠癌细胞的凋亡[38]. 在Bae  
et al的研究中, Bcl-w也可以通过激活PI3K/AKT
进而激活了转录因子Sp1的活性, 使得MMP2表
达增加, 分解细胞外基质, 从而促进胃癌细胞的

侵袭力[39]; 也可以在激活转录因子Sp1后, 诱导

了uPA(尿激酶型纤维蛋白酶原激活剂)的表达, 
从而使黏着斑激酶(FAK)的水平升高, 促进了细

胞的侵袭力[40]. 
本研究发现, 结肠腺癌组织的凋亡明显低于

正常组织, 抑制凋亡蛋白Bcl-xL和Bcl-w在腺癌

中的高表达可能发挥了重要的作用. 因此, 降低

抑制凋亡蛋白的表达, 对降低结肠腺癌耐药性

和结肠腺癌进展有重要的意义.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (科学编辑: 李军亮 2009-09-08)


