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摘要 目的 探讨结肠癌组织中人软骨糖蛋白 39 (YKL-
40) 和白细胞介素-6 ( IL-6) 蛋白的表达变化及其临床意

义。方法 采用 Western blot、qＲT-PCＲ 法检测 30 例接受根

治性手术治疗的结肠癌患者的结肠癌组织标本及结肠癌旁

组织中 YKL-40 和 IL-6 的表达变化。分析患者 YKL-40 和

IL-6 的表达与结肠癌的组织分化程度等临床病理学特征的

关系。结果 Western blot 实 验 结 果 显 示 结 肠 癌 组 织 中

YKL-40 和 IL-6 蛋 白 表 达 明 显 高 于 结 肠 癌 旁 组 织 ( P ＜
0. 05)，qＲT-PCＲ 结 果 表 明 结 肠 癌 组 织 中 YKL-40 和 IL-6
mＲNA 表达明显高于结肠癌旁组织 (P ＜ 0. 05)。结肠癌组

织中 YKL-40 与 IL-6 表 达 呈 正 相 关 性 ( r = 0. 812，P ＜
0. 05)。此外，YKL-40 和 IL-6 表达与 TNM 分期、分化程度相

关 (P ＜ 0. 05)。结论 YKL-40 和 IL-6 在结肠癌组织中呈高

表达，可能与结肠癌的发生、发展有关。
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结肠癌是临床上常见的消化道恶性肿瘤，具有

高度恶性生物学行为特性，常发生侵袭、转移
［1］。

结肠癌的发生、发展是多基因表达异常所致，目前结

肠癌的发病机制尚不明确。寻找结肠癌发生、发展

的分子机制有重要的临床意义。人类软骨糖蛋白-
39 (cartilage glycoprotein-39，YKL-40)，因其一条肽

键氨基端的 3 个起始氨基酸为酪氨酸、赖氨酸和亮

氨酸，3 个 氨 基 酸 的 符 号 分 别 为 Y、K、L，故 称 为

YKL-40 ［2］。Johansen et al ［3］
发现在胃肠道等正常

组织中有 YKL-40 表达。文献
［4］

报道炎性反应与结

肠癌发病密切相关。Ｒoslind et al［5］
发现 YKL-40 可

能与细胞活力和细胞间黏附力有关，提示 YKL-40
可能与肿瘤细胞的侵袭和转移有关。此外，白细胞

介素-6 ( interleukin-6，IL-6) 作为前炎性细胞因子，

被认为在促进细胞生长、增殖和抗细胞凋亡机制中

起重要作用
［6］。为了寻找新的特异性和敏感性较

高的肿瘤标志物，该研究对结肠癌患者结肠癌组织

标本的 YKL-40 和 IL-6 进行检测，联合分析结肠癌组

织中 YKL-40 和 IL-6 蛋白的表达变化及其临床意义。

1 材料与方法

1． 1 药品与试剂 兔抗人 YKL-40 和兔抗人 IL-6
购自英国 Abcam 公司;小鼠抗人 β-actin 购自武汉

博士德生物工程有限公司;辣根酶标记山羊抗小鼠

IgG 作用于 β-actin、辣根酶标记山羊抗兔 IgG 作用

于 YKL-40 和 IL-6 购自美国 Santa Cruz 公司;ＲT-
PCＲ 试剂盒、SYBＲ Green qPCＲ Master Mix 购自加

拿大 MBI Fermentas 公司;TＲIzol Ｒeagent 购自美国

Invitrogen 公司;引物合成均由上海生工生物工程有

限公司提供。
1． 2 标本 收集 2013 年 7 月 ～ 2014 年 7 月在安徽

医科大学武警总医院手术切除的 30 例原发性结肠

癌标本，其中男 20 例，女 10 例，年龄 40 ～ 78 (59 ±
19)岁。病例均经术后病理证实，术前均未行放、化
疗。取肿瘤组织及距肿瘤边缘 5 cm 以上的癌旁组

织，标本采集后迅速放至液氮速冻，-80 ℃超低温冰

箱保存。研究经本院医学伦理委员会批准，并与患

者签署了知情同意书。
1． 3 提取蛋白质 取 0. 1 g 组织充分剪碎，加入蛋

白裂解液 400 μl，按 1 ml 裂解液加 10 μl PMSF 原则

加入 PMSF，混匀，在摇床上冰浴 30 min。裂解完后，

转移裂解液至离心管中，4 ℃ 12 000 r /min 离心 15
min，取上清液分装转移至新的离心管中。
1． 4 提取 ＲNA 组织中加入 TＲIzol 1 ml 后充分研

磨;加入氯仿 0. 2 ml，充分混匀，室温下孵育 10 min，

4 ℃ 12 000 r /min 离心 15 min，取上清液至 EP 管;

加入等体积异丙醇，－ 20 ℃助沉 30 min，4 ℃ 12 000
r /min 离心 10 min，弃上清液;75%乙醇溶液 ［含二乙

基焦碳酸酯(DEPC)水］洗涤沉淀 1 次，4 ℃ 12 000 r /
min 离心 5 min，弃乙醇层;真空干燥 5 ～ 10 min，加

DEPC 水振荡溶解 ＲNA 沉淀，－80 ℃保存备用。
1． 5 Western blot 检测 YKL-40、IL-6 的表达 采

用 Western blot 法检测 YKL-40 表达。将提取的组
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织蛋白定量，然后通过 SDS-PAGE 电泳分离，PVDF
转膜后封闭 3 h，加入 YKL-40 (1 ∶ 1 000)、IL-6 (1
∶ 1 000) 和 β-actin (1 ∶ 200)一抗孵育过夜，然后加

YKL-40、IL-6 和 β-actin 二抗孵育 1 h，化学发光法显

示蛋白条带，胶片显影、定影。成像结果采用 Quan-
tity One V 4． 6 软件分析，测定主带的吸光度值以计

算 YKL-40、IL-6 蛋白表达水平，结果重复 3 次。
1． 6 qＲT-PCＲ 法检测 YKL-40、IL-6 的表达 采

用 qＲT-PCＲ 检测 YKL-40、IL-6 表达，采用 TＲIzol 法

提取各组组织总 ＲNA。反转录成 cDNA 并进行荧

光定量 PCＲ。选用 β-actin 为内参基因。引物序列

及扩增片段长度见表 1。每个反应设 3 个复管，反

应结束后，荧光定量 PCＲ 仪自动分析各管的循环阈

值( threshold cvcle，Ct)。采用 2 － ΔCt 法计算各组组

织中目的基因的相对表达量，采用 2 － ΔΔCt 法计算实

验组目的基因表达相对于对照组表达的倍数。各组

ΔCt 值:Ct 目的基因-Ct 内参基因，ΔΔCt = ΔCt 实验

组 － ΔCt 对 照 组。引 物 序 列 如 下: YKL-40 F:5'-
GAGGATGGAACTTTGGGTCTC-3'，Ｒ: 5'-TCATTTCC
TTGATTAGGGTGGT-3'; IL-6 F: 5'-CCCTGAGAAAG
GAGACATGTAA-3'，Ｒ:5'-TCTTTTTCAGCCATCTTTG
GA-3'; β-actin F:5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-
3'，Ｒ:5'-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3'。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 11． 5 软件进行分析，

数据均以珋x ± s 表示，组间比较采用 t 检验;等级资料

采用非参数秩和检验;各变量间相关性比较采用

Pearson 相关分析法。

2 结果

2． 1 结肠癌组织及癌旁组织中 YKL-40、IL-6 mＲ-
NA 表达情况 qＲT-PCＲ 结果显示结肠癌组织中

YKL-40、IL-6 mＲNA 表达显著高于癌旁组织 (P ＜
0. 05)。见图 1。

图 1 qＲT-PCＲ 检测结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 的表达

与癌旁组织比较:* P ＜ 0. 05

2． 2 结肠癌组织及癌旁组织中 YKL-40、IL-6 蛋白

表达情况 Western blot 检测结果显示结肠癌组织

中 YKL-40、IL-6 蛋白表达显著高于癌旁组织 (P ＜
0. 05)。见图 2。

图 2 Western blot 检测结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 的表达

与癌旁组织比较:* P ＜ 0. 05

2． 3 YKL-40、IL-6 表达的相互关系 采用相关分

析结果显示结肠癌组织中 YKL-40 与 IL-6 表达呈正

相关性( r = 0. 812，P ＜ 0. 05)。见图 3。

图 3 YKL-40 与 IL-6 关系散点图

2． 4 YKL-40、IL-6 表达与结肠癌 TNM 分期的关系

结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 的表达与肿瘤的分化

程度相关，结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 的表达水平与

临床 TNM 分期有显著相关性(P ＜ 0. 05)，TNM 分期

越高，YKL-40 和 IL-6 的表达水平也越高。见表 1。

表 1 YKL-40 和 IL-6 表达与结肠癌 TNM 分期的关系

TNM 分期 例数
YKL-40

阳性 阴性
χ2 值 P 值

IL-6
阳性 阴性

χ2 值 P 值

Ⅰ ～Ⅱ 10 6 4 2． 342 0． 031 5 5 2． 861 0． 029
Ⅲ ～Ⅳ 20 17 3 14 6
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3 讨论

YKL-40 的完整氨基酸序列及 cDNA 序列公布

于 1993 年，其含有 383 个氨基酸，属于哺乳动物 18
糖基水解酶家族

［6］。在炎症、坏死或肿瘤细胞抗原

刺激下均可引起免疫细胞分泌 IL-6，使患者血清中

IL-6 增加。研究
［2］

表明 YKL-40 的作用在于作为细

胞增殖因子、细胞存活因子、血管生成因子和抗凋亡

蛋白，参与组织重建。YKL-40 常见于各种炎症相关

性疾病，特别是多种恶性肿瘤
［7］。

研究
［8 － 9］

显示，血浆 YKL-40 水平与卵巢癌的

预后相关，其水平越高卵巢癌患者的生存期则越短。
研究

［10 － 11］
表明血清 YKL-40 在早期诊断子宫内膜

癌方面较 CA125 具有优势，肿瘤的结局也间接受

YKL-40 水平的影响。IL-6 可通过正调节抗凋亡和

促血管形成蛋白促进肿瘤的生长，鼠类实验也证实

IL-6 抗体可抑制肿瘤生长。但有关 YKL-40 与 IL-6
在结肠癌中的表达及其临床意义，国内外至今尚罕

见文献报道。
本研究采用 Western blot 法和 qＲT-PCＲ 技术，

检测了结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 mＲNA 及蛋白的

表达情况，显示结肠癌组织中 YKL-40、IL-6 mＲNA
及蛋白过度表达，并且与结肠癌的临床分期呈显著

正相关性，提示 YKL-40、IL-6 mＲNA 和蛋白的表达

上调在结肠癌进展中可能起重要作用。YKL-40、IL-
6 蛋白在结肠癌组织中的表达上调，进一步说明可

能通过增加肿瘤中组织周围炎症反应而促进肿瘤的

发生与发展
［12］。此外，YKL-40、IL-6 作为细胞因子

还可能介导胞内信号转导。因此，针对 YKL-40 和

IL-6 的抑制物有望成为结肠癌患者的有效治疗药

物。
YKL-40 和 IL-6 在结肠癌发生发展中的分子作

用机制还需进一步研究，同时也可将研究方向朝着

抑制 YKL-40 和 IL-6 表达从而降低结肠癌风险或是

改善预后的改进，并以此提高结肠癌患者生存率和

结肠癌的发生率。
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Experimental research of expression of YKL - 40 and
IL- 6 in colorectal cancer tissues
Yang Yang1，Yang Jingjing2，Ning Ning3，et al

( 1Clinical College of General Hospital of Armed Police Forces，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Dept of Pharmacology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;

3Dept of Anorectal，General Hospital of Chinese People's Liberation Army，Beijing 100039)

Abstract Objective To observe the changes of expression of cartilage glycoprotein-39 (YKL-40) and interleukin
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6 ( IL-6) in colon cancer tissues． Methods Colon tissues were isolated from 30 colon cancer patients who had re-
ceived radical surgeries normal persons． Western blot and qＲT-PCＲ were used to detect the expression of YKL-40
and IL-6． Analyzing the relationship between the expression of YKL-40 and tumor differentiation，the depth of
tumor invasion，lymph node metastases and other clinical pathological characteristics． Ｒesults Compared with the
colon tissue beside tumor tissue，Western blot showed that the protein expressions of YKL-40 and IL-6 were signifi-
cantly increased in the model group (P ＜ 0. 05) ． qＲT-PCＲ found that the mＲNA expression of YKL-40 and IL-6
are significantly increased in the model group (P ＜ 0. 05) ． The intensive expression of YKL-40 was positively cor-
related to TNM stage and pathologic grade (P ＜ 0． 05) ． Conclusion The expression of YKL-40 and IL-6 in colon
cancer is high and this may have relationship with tumor progression．
Key words colon cancer; YKL-40; IL-6

ＲNA 干扰 EＲCC1 基因表达对人卵巢癌耐药

细胞 DDP、PGPIPN 敏感性的影响
雷 婷，秦宜德，刘 琛，周 娟，赵梦静

摘要 目的 探讨 ＲNA 干扰核苷酸剪切修复偶联因子 1
(EＲCC1) 基因表达对人卵巢癌耐药细胞 DDP、PGPIPN 敏感

性的影响。方法 实验分为空白对照组、特异性转染组和非

特异性转染组。采用 MTT 法测定 PGPIPN、DDP 对 3 组细胞

的增殖抑制率，ＲT-PCＲ 法检测 PGPIPN 对 3 组细胞乳腺癌

易感基因 1(BＲCA1) 基因表达的影响。结果 MTT 法结果

显示，PGPIPN 作用人卵巢癌耐药细胞 SKOV3 /DDP 48 h，对

其增殖有一定的抑制作用，在浓度为 40、60 mg /L 时，与浓度

为 0 mg /L 比较，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 05);DDP、PG-
PIPN 分别作用特异性转染组细胞 48 h，其增殖明显受到抑

制，与 0 mg /L 比较，差异均有统计学意义(P ＜ 0. 05);ＲT-
PCＲ 法结果显示，PGPIPN 作用特异性转染组细胞 48 h，其

BＲCA1 基因表达随着 PGPIPN 浓度升高而明显降低，在浓度

为 40、60 mg /L 时，与 PGPIPN 浓度为 0 mg /L 比较，差异有统

计学意义(P ＜ 0. 01)。结论 PGPIPN 对 SKOV3 /DDP 细胞

的增殖有一定的抑制作用，并且通过干扰 EＲCC1 基因表达

可以明显增强 SKOV3 /DDP 细胞对 DDP、PGPIPN 的敏感性，

同时可增强 PGPIPN 对 BＲCA1 基因的下调水平。
关键词 ＲNA 干扰;EＲCC1;卵巢癌;DDP;PGPIPN
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2014 NCCN 指南
［1］

推荐卵巢癌的化疗药物仍

以铂类、紫杉醇类化疗药物为主，但铂类耐药的存在

很大程度上影响了卵巢癌患者对化疗的敏感性，因

此，迫切需要新型的、有效的化疗方案。乳源免疫调

节肽(Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn，PGPIPN) 是一组 3 ～ 9
个氨基酸残基短肽

［2］，研究
［3 － 4］

结果表明，PGPIPN
可以抑制 SKOV3 细胞的生长、侵袭及转移并可诱导

其凋亡，然而，PGPIPN 是否可抑制 SKOV3 /DDP 细

胞的生长，目前尚未有报道。有研究
［5］

表明，EＲ-
CC1 基因活性的高低可能直接影响细胞的耐药性。
通过有效的 ＲNA 干扰，已经成为逆转肿瘤耐药的新

策略。该研究旨在探讨 PGPIPN 对 SKOV3 /DDP 细

胞生长的影响，并通过 ＲNA 干扰 EＲCC1 基因表达，

转染 SKOV3 /DDP 细胞，建立稳定转染的细胞，观察

通过 ＲNA 干扰 EＲCC1 基因表达对 SKOV3 /DDP 细

胞 DDP、PGPIPN 敏感性的影响，探索提高卵巢癌的

化疗敏感性的新途径。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人卵巢癌耐药细胞株 SKOV3 /DDP
购自中国医学科学院北京肿瘤研究所，稳定转染

pLVX-shＲNA-EＲCC1 的 SKOV3 /DDP 细胞和稳定转

染 pLVX-shＲNA-Negative control 的 SKOV3 /DDP 细

胞由安徽医科大学生物化学与分子生物学实验室合

成。
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