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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of autophagy regulatory molecules beclin1 
and mTOR in the malignant transformation of 
colorectal adenoma. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of beclin1, mTOR and 
LC3-B in 30 cases of normal colorectal mucosa, 
60 cases of low-grade intraepithelial neoplasia 
(LGIN), 60 cases of high-grade intraepithelial 
neoplasia (HGIN) and 80 cases of colorectal carci-
noma. 
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自噬调控因子beclin1及mTOR在大肠腺瘤癌变过程中的
表达及意义

何 双, 吴淑华, 胡金龙, 温菲菲, 孙晨博

®

■背景资料
目前,自噬作为一
种新的程序性死
亡方式受到越来
越多的关注, 而随
着结直肠癌的发
病率不断增高, 深
入探讨自噬与结
直肠癌发病机制
之间的关系, 为结
直肠癌的有效防
治提供新的方向, 
具有重要的社会
意义. 

RESULTS: The expression of both beclin1 and 
LC3-B in colorectal cancer was significantly 
higher than that in LGIN and normal mucosa (P 
< 0.05), but there was no significant difference 
in the expression of beclin1 between colorectal 
cancer and HGIN (P > 0.05). The expression of 
mTOR in colorectal cancer was significantly 
higher than that in normal mucosa, LGIN and 
HGIN (P < 0.05), but no significant difference 
was found between LGIN and HGIN. In colorec-
tal cancer, the expression of both beclin1 and 
LC3-B was related to tumor size; the expression 
of mTOR was associated with tumor size and 
depth of invasion; the expression of beclin1, 
mTOR and LC3-B in LGIN and HGIN was not 
related to clinicopathologic characteristics. There 
was a positive correlation between the expres-
sion of beclin1 and LC3-B in LGIN, HGIN and 
colorectal carcinoma (r = 0.390, 0.306, 0.443, P < 
0.05). The expression of mTOR was not related 
to that of LC3-B in LGIN, but mTOR expression 
was positively associated with LC3-B expression 
in both HGIN and colorectal cancer (r = 0.284, 
0.223, P < 0.05). 

CONCLUSION: Autophagy may play a critical 
role in the malignant transformation of colorec-
tal adenoma. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究自噬相关因子beclin1、mTOR及
LC3-B在大肠腺瘤癌变过程中的表达差异, 并
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■研发前沿
研 究 表 明 ,  自 噬
在肿瘤发生发展
中发挥着双重作
用. 一方面, 自噬
能保护及促进肿
瘤细胞生存扩散; 
另 一 方 面 ,  自 噬
又能抑制其发展
和 转 移 ,  及 杀 伤
肿瘤细胞 .  因此 , 
明确自噬在不同
类型肿瘤及同一
肿瘤不同发展阶
段中发挥的作用, 
成为亟待研究的
问题.

探讨与临床病理因素之间的相关性.            

方法:  采用免疫组织化学方法 ,  在结直肠
60例低级别上皮内瘤变腺瘤 ( l o w-g r a d e 
intraepithelial neoplasia, LGIN)、60例高级
别上皮内瘤变腺瘤(high-grade intraepithelial 
neoplasia, HGIN)、80例腺瘤癌变组织及30例
正常黏膜组织中检测beclin1、mTOR及LC3-B
的表达, 并分析其相关性以及与临床病理因素
的关系.            

结果: (1)beclin1与LC3-B在腺瘤癌变组中的表
达明显高于LGIN组及正常肠黏膜(P <0.05), 但
与HGIN组无差别(P >0.05), mTOR在腺瘤癌变
组中的表达高于其他3组(P <0.05), 在HGIN与
LGIN组中的表达无统计学意义(P >0.05), 但均
高于正常肠黏膜组(P <0.05); (2)在腺瘤癌变组
中, beclin1与LC3-B表达与肿瘤的大小有关, 
mTOR及表达与肿瘤的大小及浸润有关, 而在
LGIN腺瘤组与HGIN腺瘤组三者与各临床病
理因素无相关性; (3)beclin1与LC3-B两者在
LGIN腺瘤组、HGIN腺瘤组及腺瘤癌变组中
的表达均呈正相关(r  = 0.390、r  = 0.306、r  = 
0.443, P <0.05); mTOR与LC3-B在HGIN腺瘤组
及腺瘤癌变组中的表达呈正相关(r  = 0.284、r 
= 0.223, P <0.05), 而在LGIN腺瘤组中无相关.             

结论: 自噬及其调控因子beclin1、mTOR可能
在大肠腺瘤恶性转化中发挥重要作用, 与腺瘤
癌变进展密切相关.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文应用免疫组织化学的方法检测

beclin1、mTOR及LC3-B在腺瘤-腺癌序列中的表

达, 有助于阐释在腺瘤癌变过程的不同阶段中自

噬发挥的重要作用, 且通过相关性分析, 有助于

阐明自噬调控过程的优势靶点, 为进一步的临床

应用提供理论基础.
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0  引言

结直肠癌, 又称大肠癌, 是人类常见的恶性肿瘤

之一. 研究表明大多数大肠癌来自腺瘤的恶变, 
其中由腺瘤演变为腺癌的过程约10-15年[1]. 因

此, 研究大肠腺瘤演变为癌的演进过程及其机

制, 对于早期预测腺瘤恶变, 有效防止腺瘤恶变,           
具有重要的临床意义. 近年来发现肿瘤的发生

不仅与细胞的增殖、凋亡有关, 并且与细胞的

自噬有关, 自噬作为一种新的程序性细胞死亡

方式其生物学意义以及与肿瘤的关系受到越

来越多关注[2-6]. 研究表明在大肠癌、食管癌、

乳腺癌、肺癌、胰腺癌等多种肿瘤中都存在

不同程度的自噬现象[7-11]. 本研究应用免疫组织

化学的方法, 在结直肠正常黏膜、低级别上皮

内瘤变腺瘤(low-grade intraepithelial neoplasia, 
LGIN)、高级别上皮内瘤变腺瘤(high-grade in-
traepithelial neoplasia, HGIN)及腺瘤癌变病例中

同步检测自噬关键因子beclin1、mTOR及LC3-B
的表达情况, 探讨自噬及其调控因子beclin1与
mTOR在结直肠腺瘤癌变发生发展中所发挥的

作用.             

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-01/2012-08于滨州医学院附

属医院病理科肠镜、手术切除的LGIN 60例,           
HGIN 60例, 腺瘤癌变病例80例, 正常结直肠黏

膜(距肿瘤旁≥5 cm)30例. 根据2010年消化系统

肿瘤WHO分类标准[1], 所选病例切片由2位资深

病理专家重新阅片分类, 其中所选LGIN及HGIN
病例均为管状腺瘤, 腺瘤癌变组病例为在同一

肿瘤中存在浸润性结直肠癌和管状腺瘤, 或是

先前存在的管状腺瘤转变为浸润性结直肠癌病

例. 所有病例均为首次发现, 术前未经放疗及化

疗. LGIN组、HGIN组与腺瘤癌变组的平均年龄

分别为50.4、57.6和61.8岁. 全部标本均经40 g/L
中性甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片. beclin1
兔多克隆抗体购自abcam公司(ab55878), 稀释浓

度为1∶150. mTOR兔多克隆抗体购自abcam公

司(ab2723), 稀释浓度为1∶200. LC3-B鼠单克隆

抗体购自Santa Cruz公司(sc-271625), 稀释浓度为 
1∶50. 柠檬酸, 通用型二抗及DAB显色液购自北

京中杉金桥生物技术有限公司. beclin1、mTOR
及LC3-B的阳性对照分别为绒癌、睾丸癌及正

常脑组织, 均采用PBS代替一抗作为阴性对照.            
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学: 采用EnVision法免疫组织

化学步骤进行. 操作方法如下: 将4 μm厚石蜡切

片经二甲苯, 梯度乙醇脱蜡至水后, 进行柠檬酸

修复(热修复2 min), 滴加一抗, 4 ℃过夜. PBS洗
涤后, 滴加通用型二抗, 37 ℃孵育30 min, DAB
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■相关报道
研究表明在大肠
癌、食管癌、乳
腺癌、肺癌、胰
腺癌等多种肿瘤
中都存在不同程
度的自噬现象. 自
噬与凋亡共存与
同一细胞中, 两者
相互拮抗或促进, 
相互制衡, 受到一
些相同因子的共
同调控和影响.

显色(beclin、mTOR显色时间为2 min, LC3-B显
色时间为3 min), 苏木素复染后, 盐酸乙醇分化, 
脱水后中性树胶封片.            
1.2.2 结果判定: beclin1、mTOR和LC3-B阳性时

为细胞质黄色-棕褐色颗粒. 采用染色强度与阳

性细胞的百分率相结合的判定标准. 染色强度: 
不着色为0分, 淡黄色1分, 棕黄色2分, 黄褐色3
分. 阳性细胞所占百分比: 阳性细胞数<5%计为

0分, 5%-30%计为1分, 31%-60%计为2分, ≥60%
计为3分. 两者乘积为染色总分, 阴性(-): 0分, 弱
阳性(+): 1-4分, 中度阳性(++): 5-8分, 强阳性

(+++): 9-12分.            
统计学处理 使用SPSS18.0统计软件, 不同

分组间蛋白的表达差异及各蛋白与临床病理因

素之间的关系采用χ2检验; 不同分组间蛋白之间

的表达相关性采用Spearman相关性分析, P <0.05
为差异有统计学意义.            

2  结果

2.1 beclin1、mTOR与LC3-B在不同病变组织中

的表达情况 beclin1、mTOR与LC3-B在正常肠

黏膜, LGIN组、HGIN组及腺瘤癌变组中呈不

同程度的阳性表达(图1-3, 阳性表达率如表1). 
经多组二分类资料两两卡方检验比较, beclin1
与LC3-B在腺瘤癌变组、HGIN组、LGIN组中

的表达高于正常肠黏膜组, 差异有统计学意义

(P <0.05), 在HGIN组与腺瘤癌变组中其表达差

异无统计学意义; mTOR在腺瘤癌变组中的表

达高于其他3组, 差异有统计学意义(P <0.05), 
在HGIN组与LGIN组, 表达差异无统计学意义

(P >0.05), 但均高于正常肠黏膜组(P <0.05).             
2.2 beclin1、mTOR及LC3-B在不同病变组织

中的表达与临床病理因素之间的关系 becl in1
与LC3-B在腺瘤癌变组中的表达与肿瘤的大小

有关, 其中长径≥5 cm的肿瘤中高表达, 而与性

别、年龄、分化程度、TNM分期等特征无关; 
mTOR与肿瘤的大小及浸润深度相关, 在长径≥

5 cm以及侵及外膜的腺癌中高表达, 而与性别、

年龄、分化、有无淋巴转移等均无关(表2).            
beclin1、mTOR和LC3-B在LGIN组与HGIN

图  1  beclin1在不同病变组织中表达(免疫组织化学EnVision法, ×400). A: 正常大肠黏膜组beclin1呈阴性表达; B: LGIN组beclin1

呈阳性表达; C: HGIN组beclin1呈强阳性表达; D: 腺瘤癌变组beclin1呈强阳性表达. LGIN: 低级别上皮内瘤变腺瘤; HGIN: 高级

别上皮内瘤变腺瘤.

A B

DC

表  1  beclin1, mTOR与LC3-B在不同病变组织中的阳性表
达n (%)

     分组  n beclin1    mTOR  LC3-B

正常组 30   1(3.3)   4(13.3)   2(6.6) 

LGIN组 60 27(45.0) 19(31.7) 21(35.0) 

HGIN组 60 41(68.3) 24(40.0) 37(61.7) 

腺瘤癌变组 80 60(75.0) 45(56.3) 53(66.3) 

LGIN: 低级别上皮内瘤变腺瘤; HGIN: 高级别上皮内瘤变腺瘤.
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■创新盘点
本 文 在 腺 瘤 - 腺
癌序列不同阶段
中检测beclin1、
mTOR及LC3-B的
表达情况, 探讨自
噬及其调控因子
在结直肠癌发生
发展中发挥的作
用, 并探讨自噬过
程中其调控因子
beclin1及mTOR
之间的关系.

组中, 与性别、年龄、直径、部位、数目等均

无关.            
2.3 在不同病变组织中beclin1、 mTOR与 LC3-B
表达的相关性 Beclin1与LC3-B两者在LGIN组、

HGIN组及腺瘤癌变组中的表达均呈正相关(r 

= 0.390、r = 0.306、r = 0.443, P <0.05). mTOR
与LC3-B在高级别腺瘤组及腺瘤癌变组中的表

达呈正相关(r = 0.284、r = 0.223, P <0.05), 而在

LGIN中无相关. beclin1与mTOR两者在LGIN
组、HGIN组及腺瘤癌变组中的表达均呈正相关 

图  2  mTOR在不同病变组织中表达(免疫组织化学EnVision法×400). A: 正常大肠黏膜组mTOR呈阴性表达; B: LGIN组

mTOR呈阳性表达; C: HGIN组mTOR呈阳性表达; D: 腺瘤癌变组mTOR呈强阳性表达. LGIN: 低级别上皮内瘤变腺瘤; 

HGIN: 高级别上皮内瘤变腺瘤.

A B

DC

图  3  LC3-B在不同病变组织中表达(免疫组织化学EnVision法×400). A: 正常大肠黏膜组LC3-B呈阴性表达; B: LGIN组LC3-B呈

阳性表达; C: HGIN组LC3-B呈阳性表达; D: 腺瘤癌变组LC3-B呈强阳性表达. LGIN: 低级别上皮内瘤变腺瘤; HGIN: 高级别上

皮内瘤变腺瘤.

A B

DC
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(r = 0.465、r = 0.503、r = 0.248, P<0.05)(表3).  

3  讨论

自噬是以胞质内出现双层膜结构包裹长寿命蛋

白和细胞器的自噬体为特征的细胞“自我消

化”的一系列生化过程[2,3]. 研究表明, 自噬活性

异常与肿瘤的发生发展密切相关[5,12]. 一方面, 自
噬能在不利生存环境中提高肿瘤细胞对应激的

耐受能力, 维持其生存; 另一方面, 自噬又能在

肿瘤发展的不同阶段抑制其发展和转移, 过度

的自噬能诱导细胞的自噬性细胞死亡, 杀伤肿

瘤细胞[3,13].            

LC3-B是自噬发生过程的一种关键蛋白, 定
位于前自噬泡和自噬泡膜表面, 被认为是自噬

活动的特异性标志[10]. beclin1既是一种候选的

抑癌基因, 在细胞的生长、凋亡、细胞自噬等

方面起着桥梁作用[14-16], 又是参与自噬的特异

性基因, 是自噬发生的正性调控分子. becl in1
与L C3-B在绝大多数人类恶性肿瘤如卵巢癌,           
肺癌, 乳腺癌, 胰腺癌[7,8]等表达缺失, 但是在食

管癌、胃癌、浸润性大肠癌[9-11]等肿瘤中呈高表

达. Qu等[17]发现beclinl+/-杂合缺失的鼠的自发性

肿瘤的发生率升高, 且自噬活性明显下降. 目前

beclin1及LC3-B在大肠腺瘤癌变过程不同病变

表  2  腺瘤癌变组中beclin1、mTOR与LC3-B的表达与在临床病理因素的相关性

     临床病理因素   n Beclin1(+)   P 值 mTOR(+)   P 值 LC3-B(+)   P 值

年龄(岁) 0.696 0.755 0.571

  ＜60 35    27    19    22

  ≥60 45    33    26    31

性别 0.660 0.263 0.962

  男 59    45    31    39

  女 21    15    14    14

肿瘤长径(cm) 0.012 0.001 0.017

  ＜5 31    19    10    23

  ≥5 49    42    35    45

肿瘤部位 0.897 0.413 0.817

  结肠 43    32    26    28

  直肠 37    28    19    25

分化程度 0.967 0.171 0.134

  高分化 44    33    29    26

  中低分化 36    27    20    27

浸润深度 0.433 0.015 0.655

  未达外膜 10      6      1      6

  外膜 50    38    45    47

淋巴结转移 0.145 0.164 0.456

  无转移 49    34    32    34

  转移 31    26    18    19

TNM分期 0.895 0.553 0.456

  Ⅰ＋Ⅱ期 49    37    32    49

  Ⅲ＋Ⅳ期 31    21    18    31

表  3  beclin1、mTOR与LC3-B在结直肠不同病变组织中表达的相关性

     

分组  n
 beclin1与LC3-B    mTOR与LC3-B   beclin1与mTOR

   r 值   P 值    r 值   P 值   r 值   P 值

LGIN组     60 0.390   0.002      0.252    0.052     0.465 0.001

HGIN组 60 0.306      0.017      0.284      0.028      0.503 0.000

腺瘤癌变组 80 0.443 0.000 0.223 0.047 0.248 0.033

■同行评价
本文有一定的创
新性和科学性, 实
验设计合理, 结果
可信, 对临床研究
结直肠癌的发生
发展有一定的参
考意义.

LGIN: 低级别上皮内瘤变腺瘤; HGIN: 高级别上皮内瘤变腺瘤.
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组织中的表达及其相关性尚不清楚. 本实验发

现, 在腺瘤癌变过程中, beclin1、LC3-B的表达

不仅与肿瘤的进展程度呈正相关, 并且在病变

的不同阶段两者均呈正相关. Beclin1与LC3-B在
腺瘤癌变组中的表达明显高于LGIN及正常肠黏

膜, 但与HGIN无差别, 提示在腺瘤-腺癌序列过

程中存在beclin1基因的活化, 并促进了自噬的发

生, 参与了肿瘤的发生发展. 其机制可能为在肿

瘤发生的早期, 肿瘤由良性向恶性的转变过程

中, beclin1基因活化, 诱导了肿瘤细胞自噬现象

的发生, 增强了肿瘤细胞抵御不利生存因素影

响的能力[11,18], 推动正常肠黏膜向LGIN-HGIN转

化, 使细胞进入去分化的状态. 本实验同时发现

在腺瘤癌变组中, beclin1与LC3-B在直径>5 cm
的病变组中呈高表达, 但与肿瘤的分化程度, 浸
润深度及淋巴转移等均无相关. 该结果提示, 在
肿瘤的进展阶段, 随肿瘤的不断生长, 体积变大, 
肿瘤中央区域开始出现缺血缺氧, 自噬水平被

持续激活, 导致肿瘤细胞因过度自我消耗而死

亡. 此时, 自噬作为一种程序性死亡方式, 杀伤

肿瘤细胞[19,20], 在一定程度上抑制了肿瘤发展.            
mTOR作为一种癌基因, 不仅在调节细胞

增殖和凋亡方面具有重要作用, 而且在自噬诱

导阶段发挥负性调控作用, 被称为自噬作用的

门控分子[21]. 研究表明mTOR在肺癌、肝癌、乳

腺癌、大肠癌和子宫内膜癌等中均存在mTOR
的高表达和持续活化[22-24]. Narita等[25]发现, 使
用mTOR抑制剂能增加LC3-B的表达. 本研究发

现, mTOR不仅在腺瘤癌变组中的表达高于其他

3组(P <0.05), 而且在HGIN与LGIN组中的表达均

高于正常肠黏膜组(P <0.05). 同时, 相关性分析

结果显示mTOR与LC3-B在HGIN与腺瘤癌变组

中, 呈正相关的趋势. 本实验结果显示, 在腺瘤-
腺癌序列中, 自噬调控基因mTOR对自噬现象的

抑制作用效果不显著. 而mTOR在腺瘤癌变过程

中表达增高, 可以提高细胞增殖活性, 抑制凋亡,           
增加细胞由G1期向S期转换[21], 在正常肠黏膜向

LGIN以及HGIN向腺癌的恶性转变过程中, 发挥

一定的推动作用. 在腺瘤癌变组中, mTOR在侵

及外膜的肿瘤中高表达, 表明mTOR不仅参与了

结直肠癌的发生,  还参与了其浸润、进展.             
beclin1与mTOR作为正向和负向调节细胞

自噬的因子, 二者之间的关系目前尚不清楚. 本
研究在结直肠腺瘤癌变过程中发现bec l in1与
mTOR表达同时升高, 且呈正相关关系, 而自噬

发生的标记分子LC3-B表达亦升高. 表明在此

过程中, becl in1发挥了对自噬的促进作用, 而
mTOR对自噬的抑制作用未占主导地位. 我们认

为, 自噬的调控途径中ClassⅠP13K与Class Ⅲ 
P13K发挥重要作用, beclin1与mTOR分属于这

两条不同的途径, 两者在腺瘤癌变过程中所表

现出的正相关, 可能为二者分别伴随PI3K/AKT/
mTOR通路与Class Ⅲ P13K/ beclin1复合物的增

高而增高[26-30]. 然而beclin1与mTOR之间是否存

在某种交互作用和相互影响, 有待进一步研究. 
自噬的调控机制十分复杂, 目前尚未研究清楚, 
在结直肠腺瘤癌变过程中beclin1与mTOR同时

增高的相关分子机制, 还需进一步深入研究.              
细胞的自噬现象贯穿于细胞生长的全过程, 

其对细胞的作用具有两面性, 既可以为细胞生

存创造有利条件, 又能诱发自噬性细胞死亡, 促
进细胞凋亡. 本研究提示, 自噬在结直肠腺瘤癌

变早期促进了肿瘤的发生与恶化, 而在肿瘤晚

期阶段, 持续活化的自噬则诱导自噬性细胞死

亡, 杀伤肿瘤细胞. 进一步阐明自噬对结直肠腺

瘤癌变过程发挥作用的分子机制, 有助于揭示

肿瘤发生、发展的规律, 并能指导肿瘤的临床

诊治.      
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