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摘要 目的 探究 Bcl-2 相关转录因子-1 ( BCLAF1 ) 蛋白在
胰腺导管腺癌( PDAC) 中的表达水平及临床意义。方法
通过免疫组织化学法分别检测 67 例配对的 PDAC以及癌旁
组织石蜡切片中 BCLAF1 蛋白的表达。用实时荧光定量
PCＲ( qＲT-PCＲ) 和 Western blot 检测 8 例配对的 PDAC 以及
癌旁组织中 BCLAF1 蛋白的表达水平。PDAC Panc-1 细胞中
过表达 BCLAF1 后，通过 Transwell 侵袭实验观察 PDAC 细
胞侵袭迁移能力的变化，采用 CCK-8 法检测各组 PDAC 细
胞增殖情况。结果 免疫组化结果显示: BCLAF1 主要表达
于 PDAC导管细胞的细胞核中，PDAC 组 BCLAF1 阳性表达
的有 54 例( 80. 59% ) ，高于癌旁组织 ( 35. 82% ) ，差异有统
计学意义( χ2 = 27. 610，P ＜ 0. 001) 。Western blot 结果表明:
PDAC中 BCLAF1 蛋白含量高于癌旁组织，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 001 ) 。PDAC 细胞中过表达 BCLAF1 后明显增加
胰腺细胞的侵袭迁移能力，同时能促进癌细胞的增殖能力。
BCLAF1 在 PDAC癌组织中的表达水平与患者肿瘤的大小、
TNM 分期、有无淋巴结转移以及临床分期和预后情况等临
床生物学特征显著相关。Kaplan-Meier 生存分析显示
BCLAF1 高表达生存时间比 BCLAF1 低表达生存时间显著缩
短，差异有统计学意义( χ2 = 17. 419，P ＜ 0. 01 ) 。COX 回归
多因素分析显示 BCLAF1 和 TNM分期是影响 PDAC 预后的
独立因素。结论 BCLAF1 蛋白表达水平在 PDAC中显著升
高，转染 pcDNA3. 1-BCLAF-1 质粒 Panc-1 细胞增殖速度，侵
袭能力得到提高，其检测有助于对 PDAC的早期诊断以及预
后评估。
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胰腺导管腺癌( pancreatic ductal adenocarcino-
ma，PDAC) 是一类致命的恶性肿瘤，其预后较差。
由于早期缺乏临床症状，多数患者确诊后已进入晚

期阶段，放化疗效果不佳。具有针对性治疗方案甚

少，早期确诊后根治性手术切除是提高患者生存期

最有希望的一种治疗方法。CA199 是一种黏蛋白型
糖类肿瘤标志物，是目前临床上诊断 PDAC 应用最
广泛血清肿瘤标志物，但是急性胰腺炎、胆石症、急
性肝炎、肝硬化等良性疾病患者中 CA199 的水平也
会升高，诊断效果较差。因此寻找适合的肿瘤标志
物对 PDAC的诊断预后具有重要意义。B 淋巴细胞
瘤 2 蛋白家族( B cell lymphoma-2，Bcl-2 ) 是调节细
胞凋亡的一组蛋白，Bcl-2 相关转录因子 1( Bcl-2 as-
sociated transcription factor 1，BCLAF1 ) 是其家族成
员之一，最初在筛选与腺病毒蛋白结合的相关蛋白

中被鉴定出来［1］，过度表达能诱导细胞凋亡。然而
关于 BCLAF1 与 PDAC的关系研究甚少。该研究探
讨 BCLAF1 在 PDAC中的表达情况并分析其两者的
关系，对研究 PDAC的发生进展机制具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 研究选取安徽医科大学附属省立
医院 2014 年 1 月 ～ 2017 年 12 月经根治性手术而且
病理诊断确诊的 67 例 PDAC 患者的肿瘤组织石蜡
切片作为实验组，对照组为相应距离肿瘤组织边缘

＞ 2 cm 的癌旁组织，患者术前均未进行放化疗，且
临床资料完整。其中男 34 例，女 33 例; 年龄 ＜ 60
岁 21 例，＞ 60 岁 46 例; 胰头癌 47 例，胰尾癌 20 例;
高分化 12 例，中低分化 55 例; 直径 ＜ 20 mm 有 49
例，＞ 20 mm 有 18 例; 神经侵犯 32 例，未侵犯 35
例; 淋巴结转移 45 例，未转移 22 例; TNM 分期 I 期
22 例，II 期 45 例。人胰腺癌细胞系 Panc-1 购自中
国科学院上海细胞库。
1． 2 主要试剂 ＲNA 提取试剂 TＲIzol 购自美国
Invitrogen公司; ＲNA 逆转录试剂盒、ECL 超敏发光
试剂盒购自美国 Thermo Fisher 公司; BCLAF1 一抗
( 稀释比 1 ∶ 1 000) 购自英国 Abcam公司; 辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔及羊抗鼠二抗和免疫组化通用

型试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司;

pcDNA3. 1-BCLAF1、pcDNA3. 1-NC对照质粒购自上
海吉凯基因化学技术公司。
1． 3 实验方法
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1． 3． 1 BCLAF1 细胞水平检测
1． 3． 1． 1 细胞培养与转染处理 将胰腺腺癌细胞
接种于含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，置于
37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。取对数生长期的
Panc-1 细胞并分为实验组和对照组，消化、离心后接
种于 6 孔板; 细胞融合达 60% ～ 70%时更换培养
液，实验组和对照组采用 LipofectamineTM 2000 脂质
体试剂盒转染 pcDNA3． 1-BCLAF1 及 pcDNA3. 1-NC
对照质粒序列，转染后 24 h进行后续实验。
1． 3． 1． 2 细胞侵袭实验 Matrigel胶 4 ℃过夜融化
成液态后与 DMEM 培养基按 1 ∶ 9 比例稀释，均匀
涂布于 Transwell 小室滤膜的上表面，37 ℃、5% CO2

细胞培养箱内孵育 2 h。每室加入 50 μl DMEM 培
养基孵育 1 h，吸弃培养液。取转染后培养 24 h 的
细胞，胰酶消化并收集细胞，DMEM 培养液重悬细
胞，计数调整细胞密度。将单细胞重悬液各取 200
μl加入上室，下室中加入 600 μl 含 30% FBS 的
DMEM培养液，于细胞培养箱内培养 72 h。取出小
室，吸去上室的培养液，PBS 缓冲液洗 3 次，用消毒
湿棉签轻轻擦净上室未侵袭细胞及 Martrigel 胶，
95%酒精固定 30 min，结晶紫染色 10 min，自来水冲
洗 3 次以上，晾干。20 倍光学显微镜下观察，计数
每个视野的侵袭细胞数，计算平均值。
1． 3． 1． 3 CCK-8 法检测 Panc-1 转染细胞的增殖能
力 将 PANC-1 细胞稀释至 1 × 107 个 /ml，接种至
96 孔板，200 μl /孔，于 37 ℃、5%CO2 培养箱内贴壁

3 h。将细胞分为 3 组: 转染 BCLAF1 质粒组、nc 阴
性对照组、con未转染组，每组均设 6 个复孔。每 24
h取出 96 孔板，于显微镜下观察，并加入 CCK-8 试
剂，孵育 1 h; 用酶标仪检测 A450 值，连续测定 6 d
并记录结果。
1． 3． 2 BCLAF1 组织水平检测
1． 3． 2． 1 qＲT-PCＲ 称取 PDAC 组织及癌旁正常
组织各 50 mg，剪碎组织添加液氮研磨，将研磨后的
组织中加入 1 ml TＲIzol 后离心以去除杂物碎片组
织。采用 TＲIzol试剂提取细胞总 ＲNA，紫外分光光
度计检测，计算总 ＲNA 纯度并定量，电泳检测总
ＲNA的完整性。以 1 μl 总 ＲNA 为模板，按逆转录
试剂盒说明书提供的流程进行反转录制备 cDNA，
并以此为模板，根据 qＲT-PCＲ 试剂盒说明书配制
PCＲ体系进行反应。反应条件: 95 ℃变性 5 min; 95
℃、5 s，60 ℃、30 s，共 40 个循环。BCLAF1 引物序
列上游为: 5'-AAGGTCTGGGTCTGGTTCTG-3'，下游
为: 5'-GAGCATTCTGTGGTGCGATT-3'，产 物 大 小

122 bp; 内参照为 GAPDH，F: 5'-GGGAAATCGT-
GCGTGACATTAAGG-3'，Ｒ: 5'-CAGGAAGGAAGGCT-
GGAAGAGTG-3'，产物大小 180 bp。
1． 3． 2． 2 Western blot 取约 50 mg组织标本，应用
裂解液提取组织总蛋白。离心后收集上清液，加入
上样缓冲液( 按 1 份蛋白样品 ∶ 5 份缓冲液比例进
行) ，100 ℃加热 10 min。冷却后加样孔内，100 V电
泳约 1 h。取出凝胶，4 ℃、40 V电转印 2 h至 PVDF
膜。5%脱脂奶粉室温下封闭 2 h。加入 1 ∶ 1 000
的稀释一抗体孵育过夜。加入 1 ∶ 5 000 稀释的二
抗，孵育 2 h; 加入 ECL 曝光显影约 5 min，观察、成
像。软件分析平均光密度值。
1． 3． 2． 3 IHC 石蜡包埋 4 μm 连续切片后置于载
玻片，在 pH 6 的环境中微波处理消除内源性过氧化
物酶活性，再向切片上滴加 3% H2O2 和山羊血清等

待 20 min以封闭非特异性蛋白并，然后滴加一抗稀
释液( 1 ∶ 200) 4 ℃过夜，复温后加入二抗，显微镜下
滴加 DAB液显色，观察。最后苏木精复染，酒精脱
水、甲醛透明封片。BCLAF1 主要定位于 PDAC 细
胞的细胞核中，评估标准采用半定量。随机选取 5
个高倍镜视野下进行阳性百分比评分，无细胞着色

计 0 分、1% ～10%细胞着色计 1 分、11% ～ 50%细
胞着色计 2 分、＞ 50%细胞着色计 3 分。根据染色
程度棕黄色、黄色、淡黄色、未着色分别计为 3、2、1、
0 分，所有切片由两名病理科医师分析，每张切片的
最终得分为两项结果的乘积，≥4 分的为阳性。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计
学分析，定量资料以 珋x ± s 表示。组间均数比较采用
student-t检验，免疫组化中的 BCLAF1 阳性表达差
异以及临床病理资料关系比较选用 χ2 检验。生存
率的计算使用 Kaplan-Meier 法，作 Log-Ｒank 检验并
绘制生存曲线图，多因素分析选用 COX比例风险模
型，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Transwell侵袭实验结果 Transwell实验结果
显示: Panc-1 细胞中 BCLAF1 的过表达明显增强了
PDAC细胞的侵袭迁移能力。光学显微镜下观察未
转染组细胞数( 96. 15 ± 9. 91 ) ，空白质粒转染组细
胞数( 98. 40 ± 5. 94 ) ，BCLAF1-转染质粒组细胞数
( 159. 80 ± 15. 3) 。见图 1。
2． 2 Panc-1 转染 pcDNA3. 1-BCLAF1 质粒的细胞
增殖实验结果 由图 2 可知: 此为 PANC-1 转
染pcDNA3. 1-BCLAF1质粒的细胞增殖实验，转染
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图 1 Transwell侵袭实验
A: PANC-1 细胞的未转染组; B: 空白质粒转染组; C: BCLAF-1 转染质粒组

图 2 CCK-8 细胞增殖实验

pcDNA3. 1-BCLAF1 质粒的 PANC-1 细胞增殖曲线
增高。
2． 3 qＲT-PCＲ 检测结果 检测 10 例配对的
PDAC组织及癌旁组织中 BCLAF1 的 mＲNA 表达，
BCLAF1 mＲNA的平均表达量范围分别为( 0. 41 ～
1. 94) 、( 0. 09 ～ 1. 00) 。PDAC 组 BCLAF1 mＲNA 的
表达水平明显高于癌旁组织，差异有统计学意义( t
= 3. 37，P = 0. 0034) 。见图 3。

图 3 PDAC组、癌旁正常胰腺组中 BCLAF1 的 mＲNA表达水平

A: PDAC组; B: 癌旁正常胰腺组; 与癌旁正常胰腺组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 Western blot 检测 BCLAF1 的表达情况 分
别检测 PDAC及癌旁组织各 10 例，有 8 例( 80% ) 癌
组 BCLAF1 的表达明显高于癌旁组，癌组 BCLAF1
平均灰度值为( 1. 451 ± 0. 068 ) ，显著高于癌旁组
( 0. 757 ± 0. 048) ，差异有统计学意义( t = 8. 323，P

＜ 0. 001) 。见图 4。

图 4 PDAC组、癌旁正常组中 BCLAF1 的表达水平
A: PDAC组织; B: 癌旁正常胰腺组织

2． 5 PDAC以及癌旁组织中 BCLAF1 的表达 检
测 67 例 PDAC 及相配对的癌旁组织，结果显示
BCLAF1 主要表达于 PDAC 导管细胞的细胞核中，
正常胰腺组织中的阳性表达比例明显低于 BCLAF1
在 PDAC 中的阳性表达，PDAC 组 BCLAF1 阳性表
达的 有 47 例 ( 78. 33% ) ，高 于 癌 旁 组 织 组
( 35. 82% ) ，差异统计学意义 ( χ2 = 27. 610，P ＜
0. 001) 。见表 1、图 5。

表 1 BCLAF1 蛋白在 PDAC组织和

癌旁正常组织中的表达( n)

组别 n
BCLAF1
阴性 阳性

χ2 值 P值

PDAC 67 13 54 27． 610 ＜ 0． 001
癌旁组织 67 43 24

图 5 BCLAF1在 PDAC组织和癌旁正常胰腺组织中的表达 × 400

A: PDAC组织; B: 癌旁正常胰腺组织

2． 6 BCLAF1 与 PDAC患者临床病理资料间的关
系 IHC 显示: BCLAF1 的表达与 PDAC 的淋巴结
转移及 TNM分期显著相关( P ＜ 0. 001) 。见表 2。
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表 2 BCLAF1 表达与 PDAC临床病理特征的相关性( n)

变量 n
BCLAF1
阴性 阳性

χ2 值 P值

年龄( 岁)

＜ 60 21 5 16 0． 380 0． 538
≥60 46 8 38
性别

男 34 9 25 2． 205 0． 138
女 33 4 29
部位

头部 47 10 37 0． 353 0． 552
体尾部 20 3 17
肿瘤直径( mm)

＜ 20 18 6 12 3． 054 0． 081
≥20 49 7 42
分化程度

中低 55 11 44 0． 07 0． 791
高 12 2 10
神经侵犯

阴性 32 7 25 0． 239 0． 625
阳性 35 6 29
淋巴结转移

阴性 22 11 11 19． 609 ＜ 0． 001
阳性 45 2 43

TNM分期
Ⅰ 22 11 11 19． 609 ＜ 0． 001
Ⅱ 45 2 43

2． 7 BCLAF1 表达与患者预后关系 Kaplan-Meier
生存分析显示，随着时间推移生存率明显下降，

BCLAF1 高表达的下降趋势比 BCLAF1 低表达更为
显著。BCLAF1 高表达的总生存期( overall survival，
OS) 和无病生存期( disease-free survival，DFS) 都明
显缩短，经 Log-Ｒank 检验显示: BCLAF1 高表达者
与低表达者生存率相比较，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) 。见图 6。单因素和多因素分析结果显示:
BCLAF1 高低、淋巴结转移以及 TMN 分期为影响

PDAC患者生存时间的独立因素。见表 3、4。

表 3 PDAC患者生存时间的单因素分析

变量 n
OS

中位生存期
( 月) χ2值 P值

DFS

中位生存期
( 月) χ2值 P值

年龄( 岁)

＜60 21 18． 710 0． 510 0． 475 10． 914 0． 124 0． 724
≥60 46 16． 313 9． 912
性别

男 34 19． 161 3． 058 0． 080 12． 159 3． 349 0． 067
女 33 15． 385 8． 516
肿瘤部位

头部 47 17． 462 0． 124 0． 725 10． 708 0． 023 0． 879
体尾部 20 16． 780 9． 575
肿瘤直径( mm)

＜20 18 18． 689 1． 758 0． 185 12． 583 3． 332 0． 068
≥20 49 16． 630 9． 585
分化程度

中低 55 18． 321 1． 366 0． 243 11． 271 0． 964 0． 326
高 12 16． 929 10． 058
神经侵犯

阴性 32 18． 143 1． 152 0． 283 11． 225 1． 604 0． 205
阳性 35 15． 953 9． 146
淋巴结转移

阴性 22 22． 750 18． 274 ＜ 0． 001 16． 824 24． 076 ＜ 0． 001
阳性 45 14． 132 6． 839

TNM分期
Ⅰ 22 22． 750 18． 274 ＜ 0． 001 16． 824 24． 076 ＜ 0． 001
Ⅱ 45 14． 132 6． 839

BCLAF1
低表达 20 26． 238 17． 419 ＜ 0． 001 21． 077 24． 033 ＜ 0． 001
高表达 47 15． 040 7． 440

3 讨论

PDAC是恶性程度最高的消化道肿瘤之一。近
几年发病率迅速上升，因其早期症状不明显、诊断手
段缺乏、肿瘤标志物特异性差，大部分患者就诊时已

表 4 PDAC患者生存时间的多因素分析

变量
OS

HＲ值 95% CI P值
DFS

HＲ值 95% CI P值
BCLAF1 表达( 高 /低) 3． 552 1． 100 ～ 11． 474 0． 034 5． 868 1． 675 ～ 20． 536 0． 006
淋巴结转移( 阴 /阳) 2． 576 1． 028 ～ 6． 448 0． 043 2． 632 1． 074 ～ 6． 449 0． 034
TMN分期( I / II) 2． 576 1． 028 ～ 6． 448 0． 043 2． 632 1． 074 ～ 6． 449 0． 034
神经侵犯( 阳性 /阴性) 1． 050 0． 531 ～ 2． 077 0． 888 1． 099 0． 550 ～ 2． 195 0． 789
分化程度( 中低 /高) 0． 491 0． 226 ～ 1． 0688 0． 073 2． 086 0． 914 ～ 4． 761 0． 081
年龄( ＜ 60 岁 /≥60 岁) 0． 202 0． 791 ～ 3． 402 0． 202 1． 091 0． 549 ～ 2． 168 0． 804
性别( 男 /女) 1． 685 0． 865 ～ 3． 280 0． 125 0． 605 0． 326 ～ 1． 124 0． 112
肿瘤部位( 头部 /体尾部) 0． 683 0． 351 ～ 1． 328 0． 261 1． 597 0． 848 ～ 3． 007 0． 147
肿瘤直径( ＜ 20 mm/≥20 mm) 0． 754 0． 383 ～ 1． 485 0． 414 0． 626 0． 304 ～ 1． 289 0． 204
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图 6 PDAC中 BCLAF1 低表达、高表达患者生存曲线
A: OS ; B: DFS

出现局部侵袭甚至远处转移，失去了最佳的治疗时

机，晚期对放化疗的敏感性较低。因此，探究调控
PDAC发生发展以及侵袭转移的分子靶点，寻找有
效的用于早期诊断及治疗的生物标志物是亟待解决

的关键问题。
BCLAF1 是一种富含精氨酸-丝氨酸的 ＲS 结构

域的蛋白质［2］，该蛋白基因位于染色体 6q22-23 的
区域，该区域基因的缺失可能与癌症的发生有关。
近年来由于对 BCLAF1 研究热度和深度的增加，文
献报道细胞表面 BCLAF1 通过调控特定基因的转录
和转录后加工参与调节细胞凋亡、DNA 损伤应答、
分化等过程，在个体发育、癌症及其他疾病发生中发
挥重要作用。Zhou et al［3］研究结直肠癌组织发现
BCLAF1 可变剪接的转录物产生两种蛋白: 全长型
( L型) 和截短型( T 型) ，不同蛋白亚型在结肠癌发
生发展中的作用也不同，在结肠癌细胞系中普遍存

在 L型。过表达 BCLAF1-L可以在一定程度提高结
肠癌细胞的克隆能力，进一步确证了其在结肠癌细

胞中的促癌功能。Chen et al［4］对 72 例Ⅱ ～Ⅱ期食
管鳞状细胞癌的患者实施同步化放疗，由于食管鳞

状细胞癌的放化疗容易导致局部肿瘤复发。随后
24 个月内，有 49 例确诊为局部复发 PCＲ 显示患者
组织中 BCLAF1 上调，上调超过两倍的患者占
84. 2%，其多因素分析 BCLAF1 的上调与早期局部
复发独立相关。本研究多因素分析结果显示
BCLAF1 高低、淋巴结转移以及 TMN 分期均为影响
PDAC 患者生存时间的独立因素，表明 BCLAF1
PDAC预后密切相关。Shen et al［5］通过 GEO 数据
库分析发现 BCLAF1 与组蛋白甲基转移酶 SMYD3
相关。SMYD3 的表达增加膀胱癌细胞 BCLAF1 水
平，而 SMYD3 的敲低抑制癌细胞中 BCLAF1 的表
达。体内测定显示 77%膀胱癌组织中 BCLAF1 的
表达水平比邻近正常对照组显著上调，BCLAF1 是
一种细胞自噬诱导因子，敲低膀胱癌细胞中

BCLAF1 可抑制 SMYD 3 激活的细胞自噬，也抑制
SMYD3 诱导的细胞增殖和侵袭，对维持细胞内稳态
及阻止恶性肿瘤进展有重要意义。骨髓瘤的研
究［6］表明，BCLAF1 和 caspase-10 可能参与骨髓瘤
细胞的共同调节途径。caspase-10 敲低后 BCLAF1
诱导蛋白在数量上大于 BCLAF1 mＲNA，表明
caspase-10 可能在转录后控制 BCLAF1。抑制
caspase-10 后，BCLAF1 与 Bcl-2 结合增加，Bcl-2 通
过释放 beclin-1 引发骨髓瘤细胞自噬，表明 BCLAF1
可取代 Beclin-1 与 Bcl-2 结合，释放出更多的 Beclin-
1 促进自噬。BCLAF1 与各种肿瘤关系密切相关，其
过表达可促进细胞增殖克隆，发挥促瘤作用。但是
国内外关于 BCLAF1 在 PDAC细胞的定位以及病理
生理功能报道不多。本研究结果显示 BCLAF 表达
显著高于癌旁组织。免疫组化结果显示 BCLAF1 在
PDAC细胞核中强阳性表达，进一步分析其与患者
临床资料的数据，发现与 PDAC 分化程度、TNM 分
期、淋巴转移、等病理相关因素有密切关系，与以上
研究结果均发现 BCLAF1 蛋白在多数肿瘤的发生发
展中起到正性上调作用。IHC切片检测有助于评估
病情进展，有潜力成为早期 PDAC 筛查的肿瘤标志
物。转染 pcDNA3. 1-BCLAF-1 质粒 Panc-1 细胞增
殖速度，侵袭能力得到提高。这些都是与恶性肿瘤
密切相关的常见表型，表明 BCLAF1 作为转录调控
因子在 PDAC中发挥着促癌作用。

BCLAF1 与化疗药物对肿瘤的影响密切相关。
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直肠癌的研究［7］显示 BCLAF1 在直肠癌细胞中定位
以核分布为主，少量在胞质，但正常的直肠黏膜中

BCLAF1 只定位于细胞核; 同样本研究免疫组化结
果显示 BCLAF1 在 PDAC 细胞核中强阳性，癌旁正
常组织细胞核弱表达。接受新辅助疗法后直肠癌组
织中细胞核和胞质中的 BCLAF1 表达显著上调，生
存率提高，而 BCLAF1 表达阴性和弱表达与预后不
良独立相关。本研究 Kaplan-Meier 生存分析发现
BCLAF1 高表达 OS 和 DFS 都明显缩短。这可能由
于肿瘤细胞中 BCLAF1 低表达抑制细胞凋亡，同时
也抑制细胞自噬所引起。Dell'Aversana et al［8］研究
表明急性髓性白血病细胞 U937 中过表达 BCLAF1
则会加快细胞生长速度，并降低细胞对抗癌药组蛋

白去乙酰化酶抑制剂 ( SAHA ) 的 敏感。敲低
BCLAF1 增加细胞对 SAHA 的敏感，抑制细胞增殖。
用组蛋白去乙酰化酶抑制剂 MS275 处理增强 miＲ-
194-5p 的表达后，导致 U937 细胞核内 BCLAF1 出
核且诱导细胞分化。这表明不仅 BCLAF1 表达水平
会影响药物对肿瘤的治疗效果，其细胞亚定位也影

响着药物的疗效。Shao et al［9］研究用化疗药阿霉素
处理乳腺癌及结肠癌细胞使癌细胞衰老，发现

BCLAF1 通过 NF-κB途径上调，放大衰老信号，导致
肿瘤生长抑制。其在非药物处理组中敲低的
BCLAF1 对癌细胞生长同样有明显抑制，表明了
BCLAF1 对肿瘤的生长起到了一定的促进作用，但
其机制与上调 BCLAF1 促进化疗药物对肿瘤的抑制
作用不同。
本研究前期临床样本量规模较小，仅对 PDAC

组织中 BCLAF1 在 PDAC 中的作用做了初步探讨，
结果表明 BCLAF1 异常与 PDAC发展及预后密切相

关，可能参与了癌细胞的侵袭和转移，促进细胞增殖

克隆，有利于肿瘤形成。后续将进一步扩大样本量
研究，同时进行动物实验以及药物实验验证。
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Expression of BCLAF1 protein in pancreatic ductal adenocarcinoma
He Junfei，Chen Jiong，Hu Pibo，et al

( Dept of General Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression level and clinical significance of Bcl-2 associated transcription
factor 1( BCLAF1 ) protein in pancreatic ductal adenocarcinoma ( PDAC) ． Methods Immunohistochemistry was
used to detect the expression of BCLAF1 protein in 67 pairs of PDAC and paraffin sections of paracancerous tissues．
Ｒeal-time quantitative PCＲ ( qＲT-PCＲ) and Western blot were used to detect the expression levels of BCLAF1 pro-
tein in 8 matched PDACs and adjacent tissues． After overexpression of BCLAF1 in panc-1 cells of pancreatic canc-
er，the invasion and migration ability of pancreatic cancer cells were observed by Transwell invasion assay． The
proliferation of pancreatic cancer cells in each group was detected by CCK-8 method． Ｒesults The results of immu-
nohistochemistry showed that BCLAF1 was mainly expressed in the nucleus of PDAC catheter cells． 66 cases
( 80. 59% ) were positive for BCLAF1 in PDAC group，which was higher than that in adjacent tissues ( 35. 82% ) ．
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Statistical significance was significant ( χ2 = 27. 610，P ＜ 0. 001) ． Western blot results showed that the content of
BCLAF1 protein in PDAC was higher than that in adjacent tissues，and the difference was statistically significant
( P ＜ 0. 001) ． Overexpression of BCLAF1 in pancreatic cancer cells significantly increases the invasion and migra-
tion ability of pancreatic cells，and at the same time promotes the proliferation of cancer cells． The expression level
of BCLAF1 in pancreatic ductal adenocarcinoma was significantly correlated with clinical tumor characteristics such
as tumor size，TNM stage，lymph node metastasis，clinical stage and prognosis． Kaplan-Meier survival analysis
showed that the high expression survival time of BCLAF1 was significantly lower than that of BCLAF1 ( χ2 =
17. 419，P ＜ 0. 01 ) ． Multivariate analysis of COX regression showed that BCLAF1 and TNM staging were inde-
pendent factors influencing the prognosis of pancreatic cancer． Conclusion The expression level of BCLAF1 pro-
tein is significantly increased in PDAC，and the proliferation rate of PANC-1 cells transfect with pcDNA3. 1-
BCLAF-1 plasmid is improved． Its detection contributes to the early diagnosis and prognosis assessment of pancreat-
ic ductal adenocarcinoma．
Key words pancreatic ductal adenocarcinoma; BCLAF1; immunohistochemistry;Western blot; CCK-8
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非小细胞肺癌组织及细胞中 IL － 35 的表达
张 玉1，张城城1，2，董利菊1，沙 泉1

摘要 目的 探讨白细胞介素 35( IL-35) 在非小细胞肺癌组
织和细胞中的表达及其对肺癌细胞生物学功能的影响。方
法 免疫组化法检测 IL-35 在 74 例非小细胞肺癌组织中的
表达，分析 IL-35 表达与非小细胞肺癌临床病理特征的相关
性; ＲT-PCＲ 法检测 IL-35 在不同肺癌细胞中的表达水平;
CCK-8 法、划痕试验和 Transwell实验分别检测 IL-35 对细胞
增殖和迁移侵袭能力的影响。结果 免疫组化和 ＲT-PCＲ

检测结果表明，IL-35 在非小细胞肺癌组织的表达水平明显
上调( P ＜ 0. 05) ，在肺癌细胞系中均有不同程度表达。IL-35

表达与肿瘤分期、淋巴结转移成正相关( P ＜ 0. 05 ) ，与患者
性别、年龄、组织类型、分化程度及远端转移等均无相关性
( P ＞ 0. 05) 。外源性 IL-35 的刺激作用促进肺癌细胞的增殖
和迁移侵袭。结论 IL-35 在非小细胞肺癌组织和细胞中高
表达，并促进肺癌细胞的增殖与迁移侵袭，可以作为临床肺

癌基因治疗的靶向指标。
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中图分类号 Ｒ734． 2

2019 － 02 － 01 接收

基金项目: 国家自然科学基金( 编号: 81273245)

作者单位: 1安徽医科大学免疫学教研室及过敏与免疫研究中心，合

肥 230032
2安徽医科大学第一附属医院耳鼻喉头颈外科，合肥

230022

作者简介: 张 玉，女，硕士研究生;

沙 泉，女，教授，硕士生导师，责任作者，E-mail: qsha2@

yahoo． com

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2019) 07 － 1082 － 06
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2019． 07． 016

随着恶性肿瘤发病率与死亡率的逐年增加，人

类健康受到了严重威胁。肺癌已经成为男性发病率
和死亡率最高的恶性肿瘤［1］。虽然肺癌的研究近
年来已取得一定进展，但是非小细胞肺癌( non-small
lung cancer，NSCLC) 发现时多已处于中晚期，5 年生
存率并未显著提高［2］。白细胞介素 35 ( interleukin-
35，IL-35 ) 是新发现的白细胞介素 12 ( interleukin-
12，IL-12) 家族成员，由 EB病毒诱导基因 3( epstein-
barr virus-induced gene 3，EBI3 ) 和 P35 组成的异源
二聚体，主要在免疫细胞中表达［3］。研究［4 － 6］显示，

IL-35 在肝癌、胰腺癌、结直肠癌等多种肿瘤组织中
高表达，参与肿瘤的发生发展与转移。但 IL-35 在
NSCLC中的表达情况知之甚少。该研究拟通过分
析 IL-35 在 NSCLC中的表达和与患者预后的关系，
以及对肺癌细胞生物学功能的影响，阐明 IL-35 在
NSCLC发生、发展中的可能作用，为肺癌的靶向治
疗提供新的作用靶点。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
普胸外科 2015 年 1 ～ 12 月的 74 例 NSCLC 患者石
蜡包埋的肺癌组织，被研究者临床资料完整，手术前
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