
■背景资料
分化抑制因子又
称 D N A 结 合 抑
制因子 ,  是一类
广 泛 表 达 的 转
录调控因子 ,  属
于螺旋-环-螺旋
转 录 因 子 家 族
成员之一 ,  细胞
分 化 抑 制 因 子
(differentiation 
inhibitory factor, 
I D ) 在细胞周期
调控中发挥重要
作用 ,  其细胞表
达模式及其调控
机制具有多样性
和复杂性 .  一般
认为 ,  ID 基因家
族成员的行为与
致癌基因相似. 
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Abstract
AIM: To explore the influence of surgery 
alone and in combination with postoperative 
adjuvant chemotherapy on tumor markers, 

inhibitor of differentiation 2 (ID2), ID3 and 
survival time in patients with liver cancer, 
analyze the influence of ID2 and ID3 on the 
invasion and metastasis of liver cancer, and 
explore the feasibility of detection of ID2 
and ID3 expression in evaluating efficacy of 
postoperative adjuvant chemotherapy. 

METHODS: This was a 1:1 matched case-
control study. ELISA was used to detect the 
levels of tumor markers, ID2 and ID3 in the 
serum of patients. Western blot was used 
to detect the protein expression levels of 
ID2 and ID3 in tumor tissues and adjacent 
tissues. Transwell assay was used to detect the 
invasion and metastasis of liver cancer cells. 
The correlation between the content of AFP 
and the expression levels of ID2 and ID3 was 
statistically analyzed. 

RESULTS: The tumor markers CEA, CA50, 
AFP, and CA242 as well as ID2 and ID3 in the 
serum decreased significantly and the survival 
time was longer in patients receiving surgery 
with postoperative adjuvant chemotherapy 
when compared with patients receiving surgery 
alone (P < 0.05). The protein expression levels 
of ID2 and ID3 were decreased in the adjacent 
normal tissues compared with the liver cancer 
tissues (P < 0.05). Transwell analysis indicated 
that ID2 and ID3 knockdown inhibited the 
invasion and metastasis ability of HepG2 cells 
while overexpression of ID2 and ID3 promoted 
the invasion and metastasis of HepG2 cells (P < 
0.05). There was a positive correlation between 
the content of AFP and the expression levels of 
ID2 and ID3 (rID2 = 0.881, rID3 = 0.928, P < 0.05). 

CONCLUSION: ID2 and ID3 have similar effects 
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■研发前沿
肝癌可分为原发
性和继发性两大
类 .  原发性肝脏
恶性肿瘤起源于
肝脏的上皮或间
叶组织 ,  是我国
高发的 ,  危害极
大 的 恶 性 肿 瘤 . 
对于癌症早期的
检验诊断学的研
究对于患者生存
率和生活质量的
提高具有重要作
用 ,  目前研究主
要是集中在肝癌
血清标志物的检
测, 例如: 血清甲
胎蛋白 ;  γ -谷氨
酰转肽酶及其同
功酶、异常凝血
酶原、碱性磷酸
酶、乳酸脱氢酶
同功酶等水平的
检测 .  有报道提
示 ,  分化抑制因
子与肿瘤有密切
相关, 因此, 本文
的研究从分化抑
制因子和肿瘤的
相关性入手. 

to liver tumor markers, and the increased 
expression of ID2 and ID3 indicates greater 
invasion and metastasis ability of HepG2 cells 
and shorter survival time in patients with 
liver cancer. ID2 and ID3 expression might 
be used for clinical evaluation of efficacy of 
postoperative adjuvant chemotherapy. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 通过探究肝癌单纯手术和手术后辅
助化疗对于患者血清肿瘤标志物、细胞分
化抑制因子2(differentiation inhibitory factor 
2, ID2)、ID3、生存时间的影响, 分析ID2、
ID3表达与肝癌患者血清中重要肿瘤标志物
甲胎蛋白(α-fetoprotein, AFP)的相关性以及
ID2、ID3对肝癌侵袭转移力的影响, 从而阐
明分化抑制因子表达水平检测在评价肝癌
术后辅助化疗效果的可行性. 

方法: 采用1∶1病例对照研究方法 ,  采用
ELISA方法检测患者血清中肿瘤标志物、

ID2、ID3含量; 采用Western blot方法检测
ID2、ID3的蛋白表达水平; 采用Transwell
法检测ID2、ID3对肿瘤侵袭转移力的影响; 
采用SPSS软件分析ID2、ID3表达量与血清
中肿瘤标志物AFP含量的相关性. 

结果: 术后给予辅助化疗的患者血清中肿瘤
标志物癌胚抗原(carcino-embryonic antigen, 
CEA)、糖链抗原50(carbohydrate antigen 
50, CA50)、AFP、CA242含量明显低于单
纯手术组患者(P <0.05), 生存时间明显长于
单纯手术患者(P <0.05),  血清中ID2、ID3的
表达水平均低于单纯手术患者(P <0.05),  肿
瘤组织中ID2、ID3的蛋白表达水平高于癌
旁组织(P <0.05),  血清肿瘤标志物AFP的与
ID2、ID3 基因表达量呈正相关(r ID2 = 0.881, 
r ID3 = 0.928, P <0.05).  在细胞水平沉默ID2、
ID3可以削弱肿瘤的侵袭转移能力, 过表达

I D2、I D3可以增强肿瘤的侵袭转移能力
(P <0.05). 

结论: ID2、ID3与肝癌肿瘤标志物有类似
作用, 其表达上调提示肿瘤的侵袭转移能
力增强, 患者生存时间缩短, 这可为临床上
评价肝癌术后辅助化疗效果提供新的参考
依据. 
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核心提示: 细胞分化抑制因子2(differentiation 
inhibitory factor 2, ID2)、ID3表达的上调或下

调提示肿瘤的侵袭转移能力以及患者生存时间

的改变, 对于预测肿瘤细胞的浸润转移有重要

意义. 

禹 梅 ,  马 玉 梅 ,  陈 花 莲 ,  刘 婕 ,  方 晓 蕾 .  分 化 抑 制 因 子

在 肝 癌 化 疗 疗 效 检 验 中 的 应 用 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2015; 23(28): 4499-4506 URL: ht tp: / /www.wjgnet .
com/1009-3079/23/4499.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i28.4499

0  引言

肝癌可分为原发性和继发性两大类. 原发性肝

脏恶性肿瘤起源于肝脏的上皮或间叶组织, 是
我国高发的, 危害极大的恶性肿瘤; 继发性或

称转移性肝癌系指全身多个器官起源的恶性

肿瘤侵犯至肝脏. 一般多见于胃、胆道、胰

腺、结直肠、卵巢、子宫、肺、乳腺等器官

恶性肿瘤的肝转移, 与原发性肝癌相比较较为

少见[1-3]. 流行病学及实验研究[4-6]资料表明, 乙
型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)和丙型肝炎

病毒(hepatitis C virus, HCV)感染、黄曲霉素、

饮水污染、酒精、肝硬化、性激素、亚硝胺类

物质、微量元素等都与肝癌发病相关. 继发性

肝癌(转移性肝癌)可通过不同途径, 如随血液、

淋巴液转移或直接浸润肝脏而形成疾病. 
原发性肝癌的实验室检验项目一般有肝

癌血清标志物的检测, 例如: 血清甲胎蛋白; γ-
谷氨酰转肽酶及其同功酶、异常凝血酶原、

碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶同功酶等水平的检

测; 癌胚抗原(carcino-embryonic antigen, CEA)
高有助于肝转移癌的诊断[7-10]. 手术是治疗肝癌
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■相关报道
ID分子在细胞周
期调控中发挥重
要作用 ,  其细胞
表达模式及其调
控机制具有多样
性和复杂性 .  一
般认为 ,  ID 基因
家族成员的行为
与致癌基因相似, 
某些ID 基因的过
度表达可延迟细
胞衰老 ,  与肿瘤
的发生及其严重
程度有关联. 

的首选, 也是最有效的方法. 手术方法有根治性

肝切除, 姑息性肝切除等. 患者手术后属于术后

康复期. 在康复期的治疗上也是尤为重要的. 因
为存在的复发和转移几率是很高的, 术后残余

的癌细胞会不定时的向各部位转移. 所以术后

要加强巩固以防止他的复发和转移, 所以化疗

是术后较为有效的治疗办法[11-13]. 化疗疗效的

评价也是肝癌患者临床一项重要的监测指标. 
分化抑制因子又称DNA结合抑制因子, 是

一类广泛表达的转录调控因子, 属于螺旋-环-
螺旋转录因子家族成员之一, 细胞分化抑制因

子(differentiation inhibitory factor, ID)在细胞周

期调控中发挥重要作用, 其细胞表达模式及其

调控机制具有多样性和复杂性. 一般认为, ID
基因家族成员的行为与致癌基因相似[14]. 某些

ID基因的过度表达可延迟细胞衰老, 与肿瘤的

发生及其严重程度有关联[15].
本研究通过探究肝癌单纯手术和手术后

辅助化疗对于患者血清肿瘤标志物、ID2、
ID3、生存时间的影响, 并检测肿瘤组织以及

癌旁组织分化抑制因子ID2、ID3的mRNA表

达水平, 分析ID2、ID3表达与肝癌患者血清中

重要肿瘤标志物AFP的相关性以及ID2、ID3
对肝癌侵袭转移力的影响, 从而阐明分化抑制

因子ID2、ID3表达水平检测在评价肝癌术后

辅助化疗效果的参考价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)随机选取2008-01-01/2009-01-01
西安市北方医院、安康市中心医院、渭南市

妇幼保健院收治的进行单纯手术治疗的早期

肝癌患者30例(平均年龄45.25岁±3.75岁), 以
及2008-01-01/2009-01-01安康市中心医院收治

的进行手术治疗并在术后接受辅助化疗的患

者30例(平均年龄46.38岁±2.24岁); (2)根据医

学论理学原则, 研究前应对研究对象及其家属

进行告知和讲解, 确保所有研究对象充分了解

相关信息, 并签署知情同意书; (3)对于病例进

行随访, 随访时间为10年, 每年1次. ELISA检

测试剂盒, 上海邦奕生物科技有限公司; ID2、
ID3抗体, Anti-Rabbit二抗抗体, 人肝癌细胞株

HepG2、HDMEM培养基、胎牛血清, 上海拜

力生物科技有限公司; BD Matrigel基质胶, 上
海慧颖生物科技有限公司; 结晶紫染色试剂, 
上海研生生化试剂有限公司; CULTEX® LTC

全自动Transwell细胞培养系统, 北京佰乐良成

科技有限公司; Simon Western blot自动分析仪, 
北京佰乐良成科技有限公司; ID2、ID3干扰腺

病毒、过表达病毒载体构建, 上海生博生物医

药科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集与保存: 所有实验对象在手术后

化疗4个疗程(一个疗程2 d)后的清晨10:00点抽

取空腹肘静脉血5 mL(实验前10 h禁食), 装于

有肝素抗凝的离心管中, 混匀, 离心(5000 r/min
×10 min), 收集上层血清, 一部分用于ELISA
检测肿瘤标志物; 另一部分用于血清中ID2、
ID3的水平检测. 在手术中, 分别钳取距癌灶

2 cm的肿瘤组织以及癌旁组织, 经常规处理后, 
一部分进行病理组织学观察, 一部分冻存于

-80 ℃保存待用. 
1.2.2 ELISA检测术前、术后血清中肿瘤标志

物CEA、糖链抗原50(carbohydrate antigen 50, 
CA50)、AFP、CA242以及分化抑制因子ID2、
ID3的含量: 将不同浓度的标准品各0.1 m L
依次加入一排7孔中, 加入稀释的待检测样品

0.1 mL, 置于37 ℃孵育90 min, 甩去酶标板中的

液体. 将准备好的抗体工作液按每孔0.1 mL依
次加入, 置于37 ℃孵育60 min 用PBS洗涤3次, 
每次浸泡1 min左右; 将准备好的ABC工作液按

每孔0.1 mL依次加入, 置于37 ℃孵育30 min, 用
PBS洗涤, 5次; 按每孔90 µL依次加入TMB显色

液, 置于37 ℃避光反应15-20 min; 按每孔100 µL
依次加入TMB终止液, 此时蓝色立刻转为黄色, 
用酶标仪在450 nm处测定吸光度[16]. 
1.2.3 组织中分化抑制因子ID2、ID3的蛋白水

平检测: 测定组织中待测蛋白样品的浓度, 为
确保每个蛋白样品上样体积的一致, 采用碧云

天生产的BCA工作液对样品中的蛋白进行定

量. 在样品中加入适量碧云天生产的5×SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液. 沸水浴中3 min后上样, 
电泳(80 V电压30 min, 100 V电压60 min), 电转

膜仪转膜(200 mA 90 min), 用5%脱脂牛奶封

闭, 随后于摇床上孵育一抗1 h, 4 ℃冰箱过夜, 
第2天继续孵育一抗1 h, 洗膜, 3次, 5 min/次, 孵
育二抗, 2 h, 洗膜3次, 10 min/次. 用自动显影

仪显影, 并分析条带灰度[17]. 
1.2.4 病毒转染: 将50 MOI的ID2、ID3干扰腺

病毒加入含2%胎牛血清、无双抗的培养皿

中(细胞密度2.5×105个/mL), 转染6 h后, 换含
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■创新盘点
本 研 究 通 过 采
用 相 关 性 分 析 , 
Western blot半定
量分析以及肿瘤
侵袭转移能力分
析等方法学 ,  证
明分化抑制因子
ID2、ID3与肝癌
肿瘤标志物有类
似作用 ,  其表达
上调提示肿瘤的
侵袭转移能力增
强 ,  患者生存时
间缩短 ,  在预测
肿瘤细胞的浸润
转移方面有重要
意义 ,  为临床提
供了新的肿瘤预
测点. 10%胎牛血清和1 mL双抗的培养基培养48 h; 

将100 MOI ID2、ID3过表达腺病毒加入含2%
胎牛血清、无双抗的培养皿中(细胞密度2.5×
105个/mL), 转染6 h后, 换含10%胎牛血清和1 
mL双抗的培养基培养48 h[18]. 
1.2.5 Transwell检测分化抑制因子ID2、ID3
对肝癌细胞(HepG2)侵袭转移力的影响: 构建

ID2、ID3干扰腺病毒(ID2、ID3 sh-RNA), 以
及ID2、ID3的过表达腺病毒(Ad-ID2、ID3), 
采用肝癌细胞株HepG2进行实验. 将实验分

为3个组别, 分别为: GFP组、ID2 sh-RNA
组、Ad- ID2组; GFP组、ID3 sh-RNA组、Ad- 
ID3组. 转染病毒48 h后, 进行Transwel实验. 
Matrigel胶预冷为液态, 在冰上将无血清培养

基与Matrigel胶1∶8混合稀释, 混匀后按每孔

加入Transwell小室中. 在室温条件下风干5 h. 
每孔加入100 µL无血清培养基水化基底膜, 在
37 ℃温箱中放置30 min. 调整细胞密度为2.5
×105个/mL, 取200 µL加入小室内, 底部培养

室内加入500 µL含20%FBS的高糖完全培养基. 
在37 ℃、 50 mL/L CO2条件培养36 h. 弃去小

室内液体, 用棉棒擦掉小室底部内面细胞, 将
小室侵入950 mL/L乙醇固定5 min, 加入4 g/L
结晶紫200 µL染色10 min. 计算每个视野细胞

平均数[19]. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件分析, 

计量数据以mean±SD示, 计数资料采用χ2检

验, 计量资料采用t检验. 以P <0.05表示差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者临床一般资料的分析 对两组患者

临床一般资料的分析结果显示, 单纯手术组30

例, 男女比例为2.78∶1, 术前病程为3.58 mo±
0.66 mo; 手术后辅助化疗组30例, 男女比例为

2.62∶1, 术前病程为3.25 mo±0.71 mo; 两组

患者在男女比例、平均年龄、术前病程方面

差异均无明显的统计学意义(P >0.05). 
2.2 两组患者术前术后、术后化疗组患者化疗

前后血清中肿瘤标志物、分化抑制因子ID2、
ID3的含量以及患者生存时间比较 由ELISA结

果可知, 两组患者术前和术后CEA、CA50、
AFP、CA242、ID2、ID3含量无明显统计学

差异(P >0.05); 与单纯手术治疗组相比, 术后

辅助化疗组血清中肿瘤标志物CEA、CA50、
A F P、C A242含量明显降低(P <0.05), 血清

中分化抑制因子I D2、I D3的含量明显降低

(P <0.05), 术后未化疗组患者平均生存时间为

4.41年±2.86年, 术后化疗组患者平均生存时

间明显延长, 为6.62年±1.23年(P <0.05)(表1).
2.3 血清中分化抑制因子ID2、ID3的表达与肿

瘤标志物AFP含量的相关性分析 ELISA结果

显示, 血清中分化抑制因子ID2与ID3的表达

与肿瘤标志物AFP含量呈正相关(r ID2 = 0.881, 
P <0.05; r ID3 = 0.928, P <0.05)(图1). 
2.4 患者肝癌组织以及癌旁组织中分化抑制因

子ID2、ID3的蛋白水平检测 Western blot结果

显示, 肿瘤组织中ID2、ID3蛋白表达的灰度密

度明显高于癌旁组织, 提示肿瘤组织中ID2、
ID3蛋白表达水平高于癌旁组(P <0.05)(图2). 
2.5 Transwell检测分化抑制因子ID2、ID3对

肝癌细胞(HepG2)侵袭转移力的影响 实验结

果表明, GPF组细胞穿膜数为45.2个/mL±3.4
个/mL, 干扰ID2组细胞穿膜数为33.7个/mL±
1.3个/mL、干扰ID3基因表达组细胞穿膜数为

37.4个/mL±0.9个/mL, 说明干扰ID2、ID3后, 

     
检测项目

单纯手术组  术后化疗组

手术前 手术后 手术前 手术后 化疗后

CEA(ng/mL) 26.37±2.17    6.25±1.14a 23.26±1.99   6.32±1.79c   3.34±1.08e

CA50(U/mL) 116.76±20.92   87.96±25.42a 122.83±21.65   85.24±24.21c   65.62±22.77e

AFP(ng/mL) 50.37±1.55 18.24±2.56a 57.79±2.24 19.61±1.04c 13.74±3.38e

CA242(U/mL) 107.36±21.55   80.25±20.14a   96.25±14.87   83.09±17.75c   46.76±19.49e

ID2(pg/mL) 880.44±32.16 520.23±19.86a 859.21±29.88 525.11±31.78c 470.26±30.57e

ID3(pg/mL) 677.27±23.25 495.76±25.44a 653.21±25.42 500.09±27.34c 420.22±31.25e

aP<0.05 vs  单纯手术组手术前; cP<0.05 vs  术后化疗组手术前; eP<0.05 vs  术后化疗组手术后. ID: 细胞分化抑制因子; CEA: 癌

胚抗原; CA: 糖链抗原; AFP: 甲胎蛋白. 

表  1  两组患者术前、术后血清中肿瘤标志物、ID2、ID3含量的比较 (mean±SD)
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■应用要点
在预测肿瘤细胞
的浸润转移方面
有重要意义 ,  这
可为临床上评价
肝癌术后辅助化
疗效果提供新的
参考依据.

胃癌细胞的侵袭、转移能力减弱(P <0.05); 过
表达GFP组细胞穿膜数为42.6个/mL±3.3个/mL, 
过表达 I D 2组细胞穿膜数为5 0 . 4个 / m L±

1.2个 /m L、过表达ID3基因表达组细胞穿膜

数为49.8个/mL±1.5个/mL(图3). 

3  讨论

早期肝癌常症状无特异性, 中晚期肝癌的症状

则较多, 常见的临床表现有肝区疼痛、腹胀、

纳差、乏力、消瘦, 进行性肝大或上腹部包块

等; 部分患者有低热、黄疸、腹泻、上消化道

出血; 肝癌破裂后出现急腹症表现等. 也有症

状不明显或仅表现为转移灶的症状[20-22]. 
原发性肝癌的实验室检测指标主要有肝

癌血清标志物的检测、血液酶学、超声检

查、CT检查、MRI检查、选择性腹腔动脉或

肝动脉造影检查、肝穿刺行针吸细胞学检查

等[23-25]. 大多数继发性肝癌患者肿瘤标志物在

正常范围内, 但少数来自胃、食管、胰腺及卵

巢的肝转移癌则可有AFP的升高. 有症状者多

伴有ALP、GGT升高. 癌胚抗原CEA升高有助

于肝转移癌的诊断[26-29]. 由此可见, 对肝癌血清

标志物的检测是确诊、复查的一个重要的指

标[30,31]. 
本研究探究肝癌单纯手术和手术后辅助

化疗对于患者血清肿瘤标志物、ID2、ID3、
生存时间的影响, 并检测肿瘤组织以及癌旁组

织分化抑制因子ID2、ID3的mRNA表达水平, 
分析ID2、ID3表达与肝癌患者血清中重要肿

瘤标志物AFP的相关性以及ID2、ID3对肝癌

侵袭转移力的影响, 为评价肝癌术后辅助化疗

效果提供一个重要的标志物. 
研究结果显示, 术后给予辅助化疗的患

者血清中肿瘤标志物CEA、CA50、AFP、
CA242含量明显低于单纯手术组患者(P <0.05); 
术后辅助化疗患者的生存时间明显长于单纯

手术患者(P <0.05); 术后辅助化疗患者血清中

I D2、I D3的表达水平均低于单纯手术患者

(P <0.05); 肿瘤组织中ID2、ID3的蛋白表达水

平高于癌旁组织(P <0.05); 患者血清肿瘤标志

物AFP的与ID2、ID3基因表达量呈正相关(r ID2 

= 0.881, r ID3 = 0.928, P <0.05); 在细胞水平沉默

ID2、ID3可以削弱肿瘤的侵袭转移能力, 过
表达ID2、ID3可以增强肿瘤的侵袭转移能力

(P <0.05). 过去有报道称ID基因家族成员的行
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图  1  血清中分化抑制因子ID2、ID3的表达与肿瘤标志物
AFP含量的相关性分析. A: 血清中分化抑制因子ID2的表

达与肿瘤标志物AFP含量的相关性; B: 血清中分化抑制因

子ID3的表达与肿瘤标志物AFP含量的相关性. AFP: 甲胎

蛋白; ID: 细胞分化抑制因子. 
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图  2  患者肝癌组织以及癌旁组织中AFP、分化抑制因子
ID2、ID3的蛋白水平检测. A: Western blot检测患者肝癌组

织和癌旁组织中分化抑制因子ID2、ID3及AFP的蛋白水

平; B: 蛋白的相对表达量. aP<0.05 vs  癌旁组织. AFP: 甲胎

蛋白; ID: 细胞分化抑制因子.
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■名词解释
分 化 抑 制 因 子 : 
DNA结合抑制因
子 ,  是一类广泛
表达的转录调控
因子, 属于螺旋-
环 - 螺 旋 转 录 因
子家族成员之一, 
ID分子在细胞周
期调控中发挥重
要作用. 

为与致癌基因相似[14,31]. 某些ID基因的过度表

达可延迟细胞衰老, 与肿瘤的发生及其严重程

度有关联, 而我们的研究结果证实, 分化抑制

因子ID2、ID3与肝癌肿瘤标志物有类似作用, 
ID2、ID3的升高说明肿瘤细胞的侵袭转移能

力提高, ID2、ID3水平的下降说明肿瘤细胞侵

袭转移能力的下降. 
本研究在预测肿瘤细胞的浸润转移方面

有重要意义, 这可为临床上评价肝癌术后辅助

化疗效果提供了新的参考依据. 
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