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肝内胆管癌细胞Ｘ染色体耦联锌指蛋白的表达
及复方苦参注射液的调控作用
宋昌兴 １，李 新 ２，马春兰 １，张常虹 １，安贵忠 １

（１．青海省第五人民医院，青海 西宁 ８１０００７； ２．青海省政务服务监督管理局，青海 西宁 ８１０００７）
摘要：目的 探讨 Ｘ染色体耦联锌指蛋白（ＺＦＸ）在肝内胆管癌（ＩＣＣ）细胞中的生物学作用和复方苦参注射液对 ＩＣＣ细胞的生长控制。
方法 采用组织微阵列技术、免疫细胞化学（ＩＨＣ）、逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）、蛋白质印迹（ＷＢ）法检测 ＺＦＸ在 ＩＣＣ癌组织及
相应癌旁肝组织中的表达状况；通过培养 ＩＣＣ细胞、慢病毒介导 ＲＮＡ干扰技术平板克隆、ＣＣＫ－８细胞增殖检测分析 ＩＣＣ细胞中 ＺＦＸ
的功能。结果 癌组织中的 ｍＲＮＡ显著高于其对应癌旁组织和正常肝组织（Ｐ＜０．０５）；ＺＦＸ在癌组织中表达状态很高，对应的癌旁组织
出现相应阳性染色区域，但癌旁组织中 ＺＦＸ蛋白高低表达无明显差异；慢病毒介导的 ｓｈＲＮＡ感染癌细胞能完全阻止 ＺＦＸ的表达；正
常培养条件下，ＺＦＸ蛋白的干扰对 ＬＭ３细胞和ＲＢＥ细胞的生长无影响；在培养基中除去糖成分可阻止干扰细胞和对照细胞的繁殖；将
培养基中的血清降低至３％时，干扰 ＺＦＸ的细胞增殖能力显著高于对照细胞（Ｐ＜０．０５）；干扰 ＺＦＸ蛋白的细胞在低血清环境下增殖和
存活能力较强；ｐ－ＪＮＫ，ｐ－ｐ３８，ｐ－ＥＲＫ在干扰细胞的磷酸化水平高于对照细胞（Ｐ＜０．０５）。结论 ＺＦＸ蛋白在 ＩＣＣ癌组织中呈现高
表达状态，对 ＩＣＣ细胞的增殖和对抗凋亡等生物行为产生影响，从而影响 ＩＣＣ的进程。复方苦参注射液可通过影响 ＺＦＸ在 ＭＡＰＫｓ的
信号通路来抑制胆管癌细胞的生长。
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肝内胆管癌（ＩＣＣ）是原发性肝癌中的第二高发恶性
肿瘤，发病率仅次于肝细胞肝癌的肝脏原发恶性肿瘤，

在东南亚地区较常见犤１－２犦。其确切病因尚不明确，常见

诱因有寄生虫侵入、酒精刺激、肝病恶化、胆管炎等犤３犦。

Ｘ染色体耦联锌指蛋白（ＺＦＸ）对人体细胞的生长、繁殖、更

新可产生作用，能使人远离各种疾病带来的困扰犤４犦。复

方苦参注射液是一种抗癌药物，由纯中药搭配调和制

成，方中苦参对肿瘤细胞有抑制作用。本研究中探讨了

复方苦参注射液能否通过调控 ＺＦＸ的 ＭＡＰＫｓ通路来
抑制肝内胆管癌细胞的生长。现报道如下。

·实验研究·
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１ 材料与方法

１．１ 材料犤１犦

组织蜡块：收集２０１５年７月至２０１７年７月于医院
肝胆外科进行手术治疗且病情资料完整的 １２０例 ＩＣＣ
患者的组织蜡块，其中邻近癌旁组织的正常胆管组织

８０例，肝内胆管结石标本 ４０例。纳入研究患者全身无
扩散转移且未经任何放射治疗，其中男８９例，女３１例；
年龄３８～６５岁，平均（４３．２３±９．５）岁；淋巴转移２２例，
无淋巴转移９８例。排除血清癌胚抗原较低患者。所有患
者对该研究均知情，自愿无偿参加。

试药：ＺＦＸ蛋白抗体（美国 Ａｂｇｅｎｔ公司，批号为
Ａ－ＡＩ１０９５５）；ＧＡＰＤＨ抗体（批号为 ３７７７－１００），ＰＡＲＰ
抗体（批号为３００２－１００），均购自美国 ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司；
ｐ－ＪＮＫ抗体（武汉益普生物科技有限公司，批号为
ＣＹ４２７７１）；ｐ－ｐ３８抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，批号为
ＳＣ－７９７３）；ＤＡＢ显色试剂盒（上海如吉生物科技有限
公司，批号为ＳＪＨ１０４７）；ＴＲＩＺＯＬ试剂盒（北京天漠科技
开发有限公司，批号为 ＴＭ１８０２０８）；ＣＣＫ－８试剂（上海
沪震实业有限公司，批号为ＨＺ２７７１）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（北
京优尼康生物科技有限公司，批号为 ３５３０９０）；慢病毒
（上海汉恒生物科技有限公司，批号为ＴＬ－７３８）。
１．２ 方法

蛋白质印迹（ＷＢ）法检测 ＺＦＸ及 ＭＡＰＫｓ通路蛋
白：将 ＩＣＣ组织放入新 ＥＰ管中，加入裂解液，混匀。待
裂解完成后，离心操作 ３０ｍｉｎ。去上清液，放入 ＥＰ管
中，冰上保存待用。用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，相关
步骤按说明书进行。完成后与上样缓冲液混合、离心、低

温保存。根据实验要求的数量配胶。在冰箱中取出

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，按说明配制需要的质量浓度溶液，配制好
后放入电泳液中，４℃保存。电泳后，用无水乙醇活化
ＰＶＤＦ膜，活化后放入超纯水中。用转模仪转模，电压为
２５Ｖ，电流为０．８ｍＡ。配制ｐ－ＪＮＫ，ｐ－ｐ３８，ｐ－ＥＲＫ一
抗溶液。孵育后洗膜，用 ＴＢＳＴ溶液清洗３０ｍｉｎ。洗完后
孵育二抗，完成后同样用ＴＢＳＴ溶液清洗，方法同上。洗
膜后，拍照，显影后分析。

慢病毒 ｓｈＲＮＡ介导对 ＺＦＸ的干扰实验：在 ６孔板
中接种 ＩＣＣ细胞，当细胞的密度升至 ５０％时进行慢病
毒感染，ＭＯＩ值为 ２０（若需加快转染速率，可接入适量
ｐｌｏｙｂｒｅｎｅ试剂）；细胞成对生长后用嘌呤霉素进行筛选；
癌组织细胞放入１．５ｍＬ离心管中，加入ｂｕｆｆｅｒ混匀。静
置５ｍｉｎ，加入氯仿震荡，离心，用吸附柱提取总ＲＮＡ，然
后放入逆转录仪器中，按说明书设定程序；逆转录操作

结束后，取 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增 ＺＦＸ和 β－ｃａｔｉｎ，置
－２０℃冰箱中保存；将实验中的细胞和荧光试剂放在冰
上解冻，解冻后加入相应试剂震荡混合，然后放入荧光定

量仪中按设定程序进行荧光定量。基因表达水平操作按

试剂盒说明书进行，ＩＣＣ肿瘤细胞接种在６孔板中，在低
血清环境中培养（培养基１２ｈ后需进行更换）。培养结束
后，采用多聚甲醛固定、结晶紫染色，通过光学显微镜下

观察细胞的颜色、大小，拍照后对细胞进行计数。

ＣＣＫ－８细胞增殖实验犤３犦：用０．５％胰酶消化处于对数生
长期的细胞５ｍｉｎ，离心操作３ｍｉｎ，转速为８００ｒ／ｍｉｎ。每个
９６孔板放入大约 ５０００个细胞，每孔加入 １００μＬ培养
基，让细胞在培养液中迅速繁殖。当繁殖密度为 ４０％
时，更换培养液，在 ３７℃及 ５％ ＣＯ２中继续培养，到待
测时间点时，加入 ＣＣＫ－８试剂，每空加入约１０μＬ。培
养１ｈ，测定吸光度值，波长为４５０ｎｍ。

免疫组化染色法检测 ＩＣＣ细胞中 ＺＦＸ蛋白分布：
免疫组化染色采用 ＤＡＢ显色，操作步骤按试剂盒说明
书严格进行。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测ＩＣＣ细胞迁移能力：用培养基稀释
实验所需的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，待浓度下降至原来的 １／５时，
用滴管取４０μＬ放入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ中，在３７℃环境下等待
约 １ｈ孵育完成。用干细胞培养液调整浓度后置 ３７℃
及５％ＣＯ２中孵育２４ｈ。计算ＩＣＣ细胞的数量和占比。
２ 结果

２．１ ＺＦＸ蛋白在ＩＣＣ癌组织中的表达
与癌旁组织中的正常肝细胞相比，癌组织中的ｍＲＮＡ

含量较高。与癌旁组织中ＺＦＸ蛋白表达水平相比，癌组
织中的明显更高。癌旁组织在染色后，出现阳性区域。

ＩＣＣ组织染色情况显示，７５％癌组织存在高表达状态，而
癌旁组织中ＺＦＸ蛋白高低表达无明显差异。详见图１。
２．２ 抑制ＺＦＸ表达对肝内胆管癌细胞生长能力的影响

ｓｈＲＮＡ的导入显著抑制了 ＺＦＸ蛋白的表达；正常
培养条件下，ＺＦＸ蛋白的干扰不会影响ＬＭ３和ＲＢＥ细胞
的生长；在无糖环境下，干扰细胞和对照细胞的增殖能力

减弱；在低血清浓度和干扰ＺＦＸ细胞的条件下，胆管癌细
胞增殖和存活能力受到抑制。详见图２。
２．３ 复方苦参注射液对ＺＦＸ的调控作用

采用肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）联合放线菌酮
（ＣＨＸ）刺激对照细胞和干扰 ＺＦＸ的胆管癌细胞进行探
讨。单用 ＴＮＦ－α处理细胞，细胞无形态改变；但经
ＴＮＦ－α＋ＣＨＸ处理３ｈ后，细胞形态产生变化，处理６ｈ
后对照细胞凋亡，而 ＺＦＸ干扰组细胞凋亡数量很少。聚
腺苷酸二磷酸核糖转移酶（ＰＡＲＰ）水平的检测是在经
ＴＮＦ－α＋ＣＨＸ处理的细胞裂解液中进行。由图３可见，
对照细胞中 ＰＡＲＰ比 ｓｈＺＦＸ蛋白细胞高，且差异显著。
检测ＭＡＰＫｓ信号通路中关键蛋白ｐ－ＪＮＫ，ｐ－ｐ３８，ｐ－
ＥＲＫ的磷酸化。结果显示，ｐ－ＪＮＫ，ｐ－ｐ３８，ｐ－ＥＲＫ在
干扰细胞中的磷酸化水平高于对照细胞，表明 ＺＦＸ蛋
白在 ＭＡＰＫｓ通路中调节细胞存活能力。其中，感受氧
化应激的 ｐ３８的活化最明显，表明复方苦参注射液可
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相对 ＺＦＸｍＲＮＡ表达
３

２

１

０

高表达 低表达

病例

ＺＦＸ

ＧＡＰＤＨ

病例

ＺＦＸ

ＧＡＰＤＨ

病例

１００

５０

０

癌组织

癌旁组织

癌组织 癌旁组织

高表达

低表达

２５％

７５％
５４．２％

４５．８％

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ａ．癌组织和癌旁组织ＺＦＸｍＲＮＡ相对表达量 Ｂ．癌组织和癌旁组织 ＺＦＸ病毒转染结果

Ｃ．组织 ＺＦＸ蛋白表达结果 Ｄ．ＩＣＣ癌组织 ＺＦＸ蛋白高表达与低表达比较结果
注：与癌组织比较，Ｐ＜０．０５。

图１ ＺＦＸ蛋白在ＩＣＣ癌组织中的表达犤６犦
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对照细胞 干扰细胞

干扰细胞

Ｃ２ Ｄ１ Ｄ２ Ｅ
Ａ．ＺＦＸ蛋白表达结果 Ｂ１，Ｂ２．正常培养细胞生长曲线 Ｃ１，Ｃ２．无糖培养细胞生长曲线

Ｄ１，Ｄ２．低血清培养细胞生长曲线 Ｅ．ＲＢＥ细胞生长结果
图２ 抑制 ＺＦＸ蛋白表达对胆管癌细胞在不同培养环境中生长能力的影响
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Ａ．ＴＮＦ－α联合 ＣＨＸ刺激对照细胞和干扰细胞 ＺＦＸ蛋白的影响 Ｂ．ＰＡＲＰ和Ｃ－ＰＡＲＰ蛋白相对表达量

Ｃ．ＭＡＰＫｓ信号通路相关蛋白相对表达量
图３ ＺＦＸ蛋白调节细胞存活可能通过影响 ＭＡＰＫｓ信号通路

调控ＺＦＸ在 ＭＡＰＫｓ通路中的表达来抑制细胞的存活 能力。
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３ 讨论

锌指蛋白基因家族是人类基因家族中不可缺少的

一员犤５犦，主要由 Ｘ染色体编码而成。ＺＦＸ属锌指蛋白
家族，与 ＺＦＴ及 ＺＦＡ为同一家族，其在结构上非常相
似犤６犦。ＺＦＸ内部含有多个Ｃ２Ｈ２结构，使其结构拥有细胞
转录激活区、核定位序列和 ＤＮＡ结合点 犤７犦，具有保

守性。ＺＦＸ通过与锌离子结合成“手指”状，使基因
在细胞、人类胚胎发育、造血干细胞自我更新中有重要

作用犤８－９犦。ＺＦＸ在参与干细胞自我更新的同时，可将癌
细胞变大变多，加速其增殖和转移，促进癌症恶化，导致

患者病情恶化，影响预后犤１０－１１犦。但通过下调细胞ＭＡＰＫｓ
通路使 ＺＦＸ基因表达受阻，使 ＩＣＣ细胞无法在体内外
增殖犤１２－１４犦。

复方苦参注射液可通过促进淋巴细胞的免疫功能

来抑制和杀死肿瘤细胞。现代研究发现，苦参碱可通过

影响端粒酶作用犤１５－１６犦来发挥上述功能，尤其对 Ｔ细胞
作用极明显犤１７犦。ＩＣＣ在早期无明显症状，患者发现并确
诊为该病时已错过最佳治疗时期犤１８－１９犦。由于淋巴组织

细胞转移和扩散速度快，常规治疗和手术对其无决定性

作用，因此大部分患者经手术治疗的预后效果不佳犤２０犦。

本研究结果显示，在 ＩＣＣ癌组织中 ＺＦＸ表达水平
很高，癌旁组织中也有表达，但明显低于癌组织。干扰

ＺＦＸ的细胞在低血清环境下拥有较高的繁殖能力；在低
糖环境下，ＺＦＸ蛋白生长状况较差，表明糖是 ＩＣＣ细胞
生长的必备条件。平板克隆实验显示，ＺＦＸ可抑制细胞
凋亡，表明 ＺＦＸ蛋白对细胞凋亡有调节作用。信号通路
ＭＡＰＫｓ研究结果显示，在ＺＦＸ蛋白干扰情况下，ｐ３８在感
受氧化应激条件下蛋白活性异常增强，提示干扰ＺＦＸ蛋
白细胞在不良环境下更有存活优势。

本研究中，将 ＩＣＣ细胞置低糖含量、低血浓度的培
养环境下，以探讨 ＺＦＸ蛋白的功能。虽然实验条件仍有
不足，但对下一步的研究有较大参考意义。本研究中探

讨了抑制 ＺＦＸ的表达对 ＩＣＣ细胞的影响，但并未研究
增加ＺＦＸ后的效果，可在今后的研究中继续观察。

综上所述，ＺＦＸ在 ＩＣＣ中处于高表达状态，复方苦
参注射液通过对ＺＦＸ在 ＭＡＰＫｓ信号通路中的控制，可
有效抑制 ＩＣＣ细胞的生长。ＺＦＸ可能是 ＩＣＣ的潜在新
型生物治疗靶点。
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