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结直肠癌发生过程中ＡＢＣＧ２与氧化应激水平的相关性及其机制探讨

邵　娜　沈珊珊　张　斌　黄淑玲　邹晓平

摘要：目的　探讨结直肠癌（ＣＲＣ）发生过程中ＡＢＣＧ２与氧化应激的相关性，并研究这一过程中可能涉

及的ＮＦκＢ信号通路。方法 　５４例ＣＲＣ患者及３５名正常人的血清，５４例ＣＲＣ患者癌组织及相应正常肠

黏膜标本均取自南京大学医学院附属鼓楼医院（２０１３年２月到２０１３年８月）。相关检测试剂盒分别检测标

本中抗氧化应激标志物超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）水平，氧化应激标志物脂质过氧化产物丙

二醛（ＭＤＡ）和ＤＮＡ氧化损伤产物８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）水平。酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素８（ＩＬ８）水平。蛋白免疫印迹法检测组织中ＡＢＣＧ２和核因子κＢ（ＮＦκＢ）

蛋白表达水平。结果　与正常对照组相比，ＣＲＣ患者血清中ＳＯＤ和ＧＳＨ 水平下降（犘＜０．０１），ＭＤＡ和

８ＯＨｄＧ增加（犘＜０．０５）；ＣＲＣ患者组织中ＳＯＤ水平下降（犘＜０．０１），８ＯＨｄＧ水平升高（犘＜０．０５）；ＣＲＣ

患者组织中ＮＦκＢ、炎性反应因子ＴＮＦα及ＩＬ８水平升高（犘＜０．０５），ＡＢＣＧ２水平下降（犘＜０．０１）。相关

性分析显示，ＡＢＣＧ２、抗氧化应激标志物及氧化应激标志物、ＮＦκＢ的水平之间存在一定的相关性（犘＜

０．０５）。结论　ＡＢＣＧ２表达水平下降可能使有毒物质、炎性反应因子等在肠黏膜累积，导致氧化应激，进而

促进ＣＲＣ发生。此外，ＮＦκＢ信号通路可能参与调控ＣＲＣ的氧化应激水平，其机制有待进一步研究证实。
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　　结直肠癌（ＣＲＣ）是人类最常见的恶性肿瘤之

一，其发病率有逐年上升的趋势［１］。目前已有很多

研究发现氧化应激与ＣＲＣ的发生发展密切相关
［２］。

机体有氧代谢过程中产生活性氧（ＲＯＳ），正常情况

下ＲＯＳ被抗氧化防御系统清除，当ＲＯＳ产量超过

机体抗氧化系统的清除能力或该系统受损，ＲＯＳ大

量累积导致氧化应激，诱导包括ＣＲＣ在内的多种疾

病发生［３］。核因子κＢ（ＮＦκＢ）是最早发现的与细

胞氧化还原状态相关的转录因子，是细胞内重要的

促炎通路之一［４］，与包括ＣＲＣ在内的多种肿瘤的发

生密切相关。ＡＢＣＧ２是一种ＡＴＰ结合转运蛋白，

在人体正常细胞和肿瘤组织中均有表达［５］。本课题

组的前期研究发现，ＡＢＣＧ２能够调节细胞内的氧

化应激水平，发挥抗氧化应激作用，而且可能通过

ＮＦκＢ信号通路发挥上述作用
［６］。基于上述背景，

本研究检测ＣＲＣ患者的ＡＢＣＧ２、氧化应激相关标

志物水平，分析其相关性，并检测可能涉及的ＮＦκＢ

信号通路相关炎性因子水平，旨在探讨 ＡＢＣＧ２在

ＣＲＣ中可能存在的抗氧化应激功能。

１　材料和方法

１．１　采集临床标本

本研究选取２０１３年２月至２０１３年８月期间在

本院经外科手术后病理确诊为ＣＲＣ的５４例患者，

并选取同期在本院接受健康体检的３５名正常人（排

除炎性反应及恶性疾病）作为正常对照组。本研究

中，血清标本检测以ＣＲＣ患者血清为ＣＲＣ组，正常

人血清为正常对照组；新鲜组织标本检测以ＣＲＣ患

者的癌组织为ＣＲＣ组，同一患者的癌旁正常肠黏膜

（距离癌组织边缘≥５ｃｍ）为正常对照组。

血清均取自晨起空腹血，用含有促凝剂的采血

管收集，３０００ｒ／ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，分装后置入

－８０℃冰箱长期保存。新鲜组织切除后迅速置于

液氮冻存至少０．５ｈ，置入－８０℃冰箱保存。

血清标本中ＣＲＣ组男２５例、女２９例，平均年

龄（６３．７０±１２．８３）岁（３４～８７岁），正常对照组男１８

例、女１７例，平均年龄（６０．４３±１０．５６）岁（４０～８２

岁），两组性别及年龄之间差异均无统计学意义。

组织标本取材时，癌组织和癌旁正常组织取自同一

患者，故ＣＲＣ组与对照组性别及年龄之间差异均无

统计学意义。

１．２　制备组织匀浆

组织用预冷的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗残留血

液，组织重量（ｇ）与ＰＢＳ（ｍＬ）按照１∶９比例构成组

织匀浆，匀浆以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清置

于－８０℃冰箱保存。

１．３　检测抗氧化应激及氧化应激相关标志物

分别取正常和ＣＲＣ患者血清及组织匀浆上清，

采用比色法和酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），检测抗氧

化应激标志物超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽

（ＧＳＨ）的水平，并检测氧化应激标志物脂质氧化损

伤产物丙二醛（ＭＤＡ）和ＤＮＡ氧化损伤产物８羟

基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）的水平。ＳＯＤ试剂盒、ＭＤＡ

试剂盒均购自南京碧云天生物工程有限公司，谷胱

甘肽ＥＬＩＳＡ试剂盒购自武汉优尔生生物工程有限

公司，８羟基脱氧鸟苷ＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京方程

生物有限公司，具体操作步骤按照说明书。

１．４　检测炎性反应相关因子

采用ＥＬＩＳＡ试剂盒，分别检测血清和组织中肿

瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素８（ＩＬ８）的水

平，试剂盒均购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，具体操作

步骤按照说明书。

１．５　检测组织中ＮＦκＢ和ＡＢＣＧ２表达水平

采用蛋白免疫印迹方法，检测两组患者组织匀

浆中的 ＮＦκＢ、ＡＢＣＧ２蛋白表达水平。组织匀浆

上样前进行蛋白定量，等量蛋白上样，ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳分离１～２ｈ，蛋白转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛

奶封闭２ｈ，加入１∶２０００～１∶５０００稀释的

ＮＦκＢ、ＡＢＣＧ２、βＡｃｔｉｎ一抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ

洗涤，加入相应二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，暗室曝光，

扫描图像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４凝胶定量软件分析目的

蛋白相对表达量。兔抗人 ＮＦκＢｐ６５（ａｂ１６５０２）

多克隆抗体购 自 Ａｂｃａｍ 公 司，鼠 抗 人 ＡＢＣＧ２

（ＢＸＰ２１）单克隆抗体购自ＥＮＺＯｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ，兔

抗人βＡｃｔｉｎ（１３Ｅ５）单克隆抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。

１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，数据以

均数±标准差（珚狓±狊）表示，对于不符合正态分布的

数据，采用非参数检验，相关性分析中对于不符合

正态分布的数据，采用ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　氧化应激相关标志物的表达水平

本研究中血清检测结果显示，正常对照组和

ＣＲＣ组抗氧化物质 ＳＯＤ 水平分别为（７８．７９±

１７．０１）Ｕ／ｍＬ 及（６０．８５±２８．６４）Ｕ／ｍＬ（犘＜

０．０１），ＧＳＨ水平分别为（９３．２３±２９．２６）μｇ／ｍＬ及

（７３．９６±８．７１）μｇ／ｍＬ（犘＜０．０１）。正常对照组和

·７９３·
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ＣＲＣ组的血清氧化应激产物脂质氧化产物 ＭＤＡ

表达水平分别为（６．８５±２．０６）μｍｏｌ／Ｌ及（１４．７７±

１１．１４）μｍｏｌ／Ｌ（犘＜０．０５），ＤＮＡ 氧化损伤产物

８ＯＨｄＧ水平分别为（４４．４５±２２．０７）ｎｇ／Ｌ 及

（９１．６１±９２．１６）ｎｇ／Ｌ（犘＜０．０５）。

新鲜组织匀浆的检测结果显示，正常对照组和

ＣＲＣ组抗氧化物质ＳＯＤ水平分别为（５４９．２２±

３０６．００）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ及（３４０．６９±１６３．３３）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ

（犘＜０．０１）。正常对照组和ＣＲＣ组的氧化应激产

物 ＭＤＡ表达水平分别为（１．４９±１．１４）μｍｏｌ／Ｌ

及（１．５７±０．８０）μｍｏｌ／Ｌ（犘＞０．０５），８ＯＨｄＧ表达

水平分别为（１３．８９±８．１４）ｎｇ／Ｌ 及（２２．５４±

１６．８７）ｎｇ／Ｌ（犘＜０．０５）。本研究中试剂盒未能检

测出组织中ＧＳＨ的含量。见图１。

　　注：ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．０５

图１　血清和组织中抗氧化应激标志物及氧化应激标志物表达水平

２．２　相关炎性反应因子的表达水平

组织匀浆检测结果显示，正常对照组和ＣＲＣ组

的炎性反应因子 ＴＮＦα表达水平分别为（４．１１±

４．３７）ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ及（９．０４±７．４７）ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ（犘＜

０．０５），ＩＬ８ 的 表 达 水 平 分 别 为 （５０．４８±

３３．８１）ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ及（２２４．７７±１２６．０４）ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ

（犘＜０．０１）。本研究未能检测出血清中 ＴＮＦα和

ＩＬ８的含量。见图２。

注：ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．０５

图２　组织中炎性反应因子ＴＮＦα和ＩＬ８表达水平

２．３　ＮＦκＢ和ＡＢＣＧ２的表达水平

组织匀浆检测结果显示，正常对照组和ＣＲＣ组

的ＮＦκＢ平均灰度值为（０．０５±０．１９）及（０．６１±

０．５６），ＡＢＣＧ２平均灰度值为（０．７９±０．６３）及

（０．２２±０．２６）；与正常对照组比较，ＮＦκＢ表达水

平明显上调（犘＜０．０１），ＡＢＣＧ２表达水平明显下调

（犘＜０．０１）。见图３。

　　注：Ｔ为ｔｕｍｏｒ，癌组织；Ｎ为ｎｏｒｍａｌ，距离癌组织边缘５ｃｍ以

上的正常肠黏膜；ａ犘＜０．０１

图３　组织中ＮＦκＢ和ＡＢＣＧ２蛋白表达水平

·８９３·



国际消化病杂志　２０１４年１２月　第３４卷　第６期　ＩｎｔＪＤｉｇＤｉｓ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２５，２０１４，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．６

２．４　相关性分析

分别对血清和组织中的各项检测指标进行相

关性分析，结果显示在 ＣＲＣ 组织中 ＭＤＡ 与

８ＯＨｄＧ呈正相关（狉＝０．６８７，犘＝０．０００），ＳＯＤ与

ＴＮＦα呈负相关（狉＝－０．４９４，犘＝０．００５），ＭＤＡ与

ＩＬ８呈正相关（狉＝０．４３８，犘＝０．０２０），８ＯＨｄＧ与

ＩＬ８呈正相关（狉＝０．７０８，犘＝０．０００），ＡＢＣＧ２与

ＳＯＤ呈负相关（狉＝－０．３５０，犘＝０．０２９），ＡＢＣＧ２

与８ＯＨｄＧ呈负相关（狉＝－０．３７５，犘＝０．０２２），

ＡＢＣＧ２与 ＮＦκＢ 呈负相关（狉＝－０．３４５，犘＝

０．０５０），ＮＦκＢ与 ＭＤＡ呈正相关（狉＝０．４５６，犘＝

０．００９）。本研究血清中各项检测指标之间未见明

显相关性。见图４。

图４　组织中ＡＢＣＧ２、氧化应激水平、ＮＦκＢ之间相关性分析

３　讨论

氧化应激对肿瘤的发生至关重要［７］，氧化应激

代谢产物 ＲＯＳ能与脂质、蛋白质及 ＤＮＡ 发生反

应，导致细胞膜和基因组结构异常，并参与多个细

胞信号通路，影响基因表达［８］。人类肠道黏膜长期

接触各种氧化物质及致癌物，引起肠道氧化还原失

衡，诱导肿瘤发生［９］。目前研究发现，ＣＲＣ患者体

内有较高水平的氧化应激标志物，如ＲＯＳ、ＮＯ
［１０］、

ＤＮＡ 氧化损伤产物８ＯＨｄＧ、脂质过氧化产物

ＭＤＡ、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰｘ）、过氧化氢酶

（ＣＡＴ）等
［１１］，可见氧化应激与 ＣＲＣ的发生密切

相关。

ＮＦκＢ是较早发现的与细胞氧化还原状态相

关的转录因子［４］，能够促进 ＣＲＣ 的发生发展。

ＮＦκＢ信号通路相关炎性反应因子 ＴＮＦα和ＩＬ８

被检测到在ＣＲＣ患者异常高表达
［１２］。有研究表

明，ＲＯＳ能激活 ＮＦκＢ信号通路，影响基因表达，

进而诱导肿瘤发生［３］。

ＡＢＣＧ２转运子是由 ＡＢＣ基因家族编码的细

胞膜转运蛋白［１３］。有学者发现，在正常肠黏膜腺

瘤ＣＲＣ的进展过程中，ＡＢＣＧ２的表达逐渐下调，

它能增加ＣＲＣ的易感性，促进结直肠腺瘤向ＣＲＣ

转化［１４］。本课题组前期研究首次发现，ＡＢＣＧ２能

下调ＲＯＳ、ＩＬ８、ＴＮＦα的表达水平，具有抗氧化应

激的作用，并发现 ＡＢＣＧ２可能通过抑制 ＮＦκＢ信

号通路而发挥抗氧化应激的作用［６］。近年来的研究

亦表明，ＡＢＣＧ２的缺乏能提高氧化应激水平
［１５，１６］，

诱导与氧化应激相关的疾病发生，但机制有待进一

步研究。基于氧化应激、ＮＦκＢ在ＣＲＣ中的重要

作用以及ＡＢＣＧ２在ＣＲＣ中可能存在的抗氧化应

激作用，本研究探讨了ＣＲＣ发生过程中ＡＢＣＧ２、某

些抗氧化应激标志物和氧化应激标志物的水平及

其相关性，并研究可能参与其中的 ＮＦκＢ信号通

路，旨在为ＣＲＣ的发病机制提供新的理论依据。

本研究发现，ＣＲＣ患者的抗氧化能力减弱，氧

化应激代谢产物增加，ＮＦκＢ和相关炎性反应因子

表达水平升高，ＡＢＣＧ２蛋白含量下降，ＡＢＣＧ２、氧

化应激水平、ＮＦκＢ之间存在一定的相关性。机体

抗氧化物质ＳＯＤ、ＧＳＨ表达水平下降，氧化应激代

谢产物ＭＤＡ、８ＯＨｄＧ表达水平升高，提示ＣＲＣ患

者的氧化应激水平升高。因为血清中炎性反应因

子表达水平较低，且冻存后血清中的炎性反应因子

·９９３·
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降解，故本研究中未检测到血清中 ＴＮＦα和ＩＬ８

的含量，仅检测到了它们在组织中的表达水平；结

果显示癌组织中 ＴＮＦα、ＩＬ８表达上调，同时癌组

织中ＮＦκＢ蛋白表达量较正常组织明显升高，表明

炎性反应与ＣＲＣ发生密切相关。本研究发现在癌

组织中ＡＢＣＧ２蛋白表达水平下降，这与之前文献

的报道有所不同［１７］。

通过相关性分析发现，ＣＲＣ 患者癌组织中

ＭＤＡ和８ＯＨｄＧ呈正相关，可能由于 ＭＤＡ有较

强的致突变能力，当脂质氧化产生大量 ＭＤＡ时，进

一步加剧了ＤＮＡ氧化损伤
［１８］。癌组织中ＳＯＤ与

ＴＮＦα呈负相关，ＭＤＡ、８ＯＨｄＧ均与ＩＬ８呈正相

关，ＭＤＡ与ＮＦκＢ呈正相关，推测氧化应激可能对

机体炎性反应产生影响，且随着机体氧化应激水平

升高，可能促进了 ＮＦκＢ的激活，表明氧化应激过

程中有 ＮＦκＢ信号通路的参与。ＡＢＣＧ２与ＳＯＤ

在ＣＲＣ发生发展过程中的表达总趋势均为下降，但

两者之间呈负相关，可能ＡＢＣＧ２与ＳＯＤ能相互协

同、相互辅助，共同调节机体的氧化应激状态。

ＡＢＣＧ２与８ＯＨｄＧ呈负相关，提示ＡＢＣＧ２可能起

到一定的抗氧化作用，能影响ＣＲＣ患者的氧化应激

水平。癌组织中ＡＢＣＧ２与ＮＦκＢ呈负相关，揭示

了ＡＢＣＧ２在影响氧化应激的同时，也可能会影响

机体ＮＦκＢ信号通路。

综上所述，ＡＢＣＧ２的缺乏可能升高肠黏膜的

氧化应激水平，诱导ＣＲＣ发生，而ＮＦκＢ信号通路

可能参与其中。本研究涉及的具体机制仍不十分

清楚，有待进一步研究。
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