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Ｎｒｆ２和ＥＲＫ通路在甲状腺乳头状癌中的表达及临床意义＊

陈亚敏１　魏仑１　林旭１　张文静１　吴靖芳１　薛刚２

　　［摘要］　目的：探讨核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）及ＥＲＫ信号通路在甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）中的表达及临
床意义。方法：免疫组织化学法检测ＰＴＣ组织芯片中 Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测 Ｎｒｆ２、

ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白在ＰＴＣ、癌旁组织及正常甲状腺组织中的相对含量；实时定量ＰＣＲ检测 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ在

ＰＴＣ、癌旁组织及正常甲状腺组织中的转录水平。结果：Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白在ＰＴＣ中高表达，在癌旁组
织中弱阳性或阴性表达（Ｐ＜０．０１）。Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白在淋巴结转移和临床Ⅲ～Ⅳ期组明显高于无淋巴
结转移组和临床Ⅰ～Ⅱ期组（Ｐ＜０．０５），且 Ｎｒｆ２蛋白与ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白呈正相关（ｒ＝０．７２３　２和ｒ＝
０．６６８　６，Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果显示ＰＴＣ组织 Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２含量高于癌旁和正常组织（Ｐ＜
０．０１）。ＰＴＣ组Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ转录水平明显高于癌旁及正常组织（Ｐ＜０．０１）。结论：Ｎｒｆ２与ＰＴＣ的进展有关，推
测Ｎｒｆ２高表达与ＥＲＫ２ 通路有关。
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＊基金项目：河北省重大医学科研课题（Ｎｏ：ＺＤ２０１３０５２）；
张家口市科技攻关计划（Ｎｏ：１４１１０４３Ｈ，１６１１０５５Ｈ）

１河北北方学院基础医学院（张家口，０７５０００）
２河北北方学院附属第一医院耳鼻咽喉头颈外科
通信作者：吴靖芳，Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｊｆｘｇ＠１６３．ｃｏｍ；薛刚，Ｅ－ｍａｉｌ：
ｘｇｗｊｆ＠１６３．ｃｏｍ

　　甲状腺具有很高的抗氧化能力，特定的抗氧化
剂／解毒酶的酶类可能是甲状腺细胞维持内稳态减
轻氧化损伤的核心因素。核因子Ｅ２相关因子２

（Ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ　ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２ｒｅｌａｔｅｄ　ｆａｃｔｏｒ　２，Ｎｒｆ２）
是 Ｍｏｉ等〔１〕于１９９４年发现的一种 ＣＮＣ（ｃａｐ－＇ｎ＇－
ｃｏｌｌａｒ）家族核转录因子，介导组织的氧化应激转录
调节。Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅ
ＥＣＨ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１，Ｋｅａｐ１）是Ｎｒｆ２的细胞
内源性抑制剂，Ｋｅａｐ１及 Ｎｒｆ２上游激酶ＥＲＫ和

ＰＩ３Ｋ等均可调节 Ｎｒｆ２抗氧化反应原件活化〔２－３〕。
甲状腺乳头状癌 （ｐａｐｉｌｌａｒｙ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
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ＰＴＣ）是头颈部最常见的恶性肿瘤，发病率约占甲
状腺癌的８０％〔４〕。Ｎｒｆ２对肿瘤存在双重作用：在
正常组织中具有抑制肿瘤形成的作用，但是在肿瘤
细胞中的异常持续活化会导致肿瘤的发生发展〔５〕。
肺癌、乳腺癌过度表达和激活Ｎｒｆ２，促进肿瘤细胞
的增殖，对放化疗产生耐受性，与患者的恶性生物
学特性和不良预后有关〔６－７〕。ＥＲＫ异常活化与癌
基因活化、抑癌基因失活有关。Ｃｏｎｇ等〔３〕研究证
明ＥＲＫ信号级联调节 Ｎｒｆ２表达和活化并部分通
过Ｎｒｆ２控制人胶质母细胞瘤 Ｕ２５１细胞活力。本
实验旨在探讨ＰＴＣ中Ｎｒｆ２及ＥＲＫ的表达、活化
及临床意义。

１　材料和方法
１．１　材料
１．１．１　手术标本　临床手术样品来自河北北方学
院第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科２０１５－２０１６年
期间资料完整的ＰＴＣ及癌旁标本各２０例以及甲
状腺腺瘤手术切除标本周围正常组织２０例。经患
者知情同意后，每例取典型癌组织、癌及腺瘤旁
１ｃｍ外组织１００ｍｇ液氮冻存，用于免疫印迹及ｒｅ－
ａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测。

１．１．２　组织芯片　ＯＤ－ＣＴ－ＥｄＴｈｙ０３组织芯片购
自上海芯超生物科技有限公司，６２个点（癌及癌旁
各３１点），点直径２．０ｍｍ，芯片厚度４μｍ。其中
男９例，女２２例，年龄１３～７７岁，平均（５１．６±
８．４）岁。根据 ＴＮＭ（ＵＩＣＣ）分期标准，Ⅰ～Ⅱ期
１１例，Ⅲ～Ⅳ期２０例。３１例ＰＴＣ中合并颈淋巴
结转移癌１５例。

１．１．３　主要试剂　兔 Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２多克
隆抗体购于美国Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ生物技术公司，兔β－
ａｃｔｉｎ抗体、兔Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ试剂盒、生物素标
记的羊抗兔／鼠二抗工作液（康为世纪），浓缩型
ＤＡＢ显色试剂盒购于中杉金桥。蛋白提取试剂盒
（普利莱基因技术有限公司），ＥＣＬ化学发光试剂
盒（联科生物技术有限公司）。Ｔｒｉｚｏｌ、单链ｃＤＮＡ

合成试剂盒（广州复能），Ｆａｓｔ　ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（赛默飞）。

１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学　石蜡切片及芯片常规脱蜡
至水，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×３，ｐＨ６．０
的枸盐酸缓冲液修复抗原，３％ 的 Ｈ２Ｏ２ 封闭
２０ｍｉｎ以消除内源性过氧化物酶。滴加一抗（兔
Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２）工作浓度１∶１００，４℃过
夜，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，滴加二抗（羊抗兔ｌｇＧ）

３７℃孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ×
３次，滴加三抗（辣根酶标记链霉卵白素）３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色。苏木精
复染、脱水、透明、中性树胶封片。阴性对照以ＰＢＳ

代替一抗，其余步骤相同。在光学显微镜下观察
Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２在ＰＴＣ中的表达。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　癌及癌旁组织各１００ｍｇ用
于提取总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，按每孔
５０μｇ蛋白质样品上样，进行１２％ＳＤＳ－聚丙烯酰胺
凝胶电泳，６０Ｖ恒压转膜，奶粉封闭，分别孵育一
抗（Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２１∶３００，β－ａｃｔｉｎ效价为
１∶５　０００），４℃过夜，加入辣根过氧化物标记的山
羊抗兔／鼠抗体（１∶５　０００），ＥＣＬ发光显色，Ｉｍａｇｅ
Ｊ分析条带灰度，以目的蛋白条带的灰度与β－ａｃｔｉｎ
的灰度比值表示蛋白的表达水平。

１．２．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测
Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ的转录水平　液氮研磨三组甲状腺组
织，ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，按照Ｒｅ－
ａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ试剂盒说明书配制预混试剂，设定程
序进行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑＰＣＲ反应。结果以２－△△ＣＴ法计
算Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ转录水平。引物由北京赛百盛生
物工程技术有限公司合成。Ｎｒｆ２上游引物５＇－ＣＧ－
ＧＴＡＴＧＣＡＡＣＡＧＧＡＣＡＴＴＧ－３＇，下 游 引 物 ５＇－
ＧＴＴＴＧＧＣＴＴＣＴＧＧＡＣＴＴＧＧＡ－３＇；β－ａｃｔｉｎ上游
引物５＇－ＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧＴＧ－３＇，下游
引物５＇－ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴ　ＣＧＴＣＡＴＡＣ－３＇。

１．３　结果判定
采用双盲法，切片以２００倍拍照，以细胞质或

核内出现棕色颗粒为阳性染色细胞。染色结果判
定标准为半定量分级法，按着色强弱和阳性细胞率
计分：①无着色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２
分，黄褐色为３分；②阳性范围：阳性细胞＜５％计
０分，５％～２５％计１分，２６％～５０％计２分，＞
５０％计３分。两者之和为该患者组织评分值，≤２
分为阴性（－），３～４分为阳性（＋），５～６分为强阳
性（＋＋）〔８〕。各组阳性病例（＋～＋＋）与总病例
之比即为该指标的表达阳性率。

１．４　统计学处理
以ＳＰＳＳ　１８．０对各组数据进行统计。Ｎｒｆ２、

ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２表达阳性率采用χ
２ 检验（当理

论频数＜５时，采用Ｆｉｓｈｅｒ＇ｓ确切概率法），相关分
析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，以Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果
２．１　Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２三种蛋白在ＰＴＣ中
的表达

Ｎｒｆ２阳性产物为棕黄色物质，主要定位于胞
质，癌组织中表达强度高，而癌旁组织呈弱阳性或
不表达（图１、２）；ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白阳性产物为
棕黄色颗粒，ＥＲＫ２ 主要表达于胞质和胞膜（图３、

４），ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白表达于胞核和部分胞质（图５、

６）。ＰＴＣ中Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２阳性率分别
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第１２期 陈亚敏，等．Ｎｒｆ２和ＥＲＫ通路在甲状腺乳头状癌中的表达及临床意义

　　图１　Ｎｒｆ２在ＰＴＣ组织中的表达；　图２　Ｎｒｆ２在癌旁组织中的表达；　图３　ＥＲＫ２ 在ＰＴＣ组织中的表达；　图４　
ＥＲＫ２ 在癌旁组织中的表达；　图５　ｐ－ＥＲＫ１／２在ＰＴＣ组织中的表达；　图６　ｐ－ＥＲＫ１／２在癌旁组织中的表达

为８３．８７％（２６／３１）、８７．１０％（２７／３１）和７７．４２％
（２４／３１），明显高于癌旁组织 １２．９０％ （４／３１）、

９．６８％（３／３１）和３．２３％（１／３１），Ｐ＜０．０１。
２．２　Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２ 和ｐ－ＥＲＫ１／２与ＰＴＣ临床病理特
征的关系

Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２在临床Ⅲ～Ⅳ期阳性率
显著高于Ⅰ～Ⅱ期，分别为９５．００％ｖｓ　６３．６４％、

１００．００％ｖｓ　６３．６４％和９０．００％ｖｓ　５４．５５％（Ｐ＜
０．０５）；Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２阳性率在淋巴结转移
者显著高于无淋巴结转移者，分别为１００．００％ｖｓ

６８．７５％、１００．００％ ｖｓ　７５．００％ 和 ９３．３３％ ｖｓ
６２．５０％（Ｐ＜０．０５）；三者阳性率与性别、年龄、肿瘤
直径无关，见表１。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析表明，

Ｎｒｆ２阳性病例与ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２的阳性表达呈明
显正相关（ｒ＝０．７２３　２，Ｐ＝０．０２；ｒ＝０．６６８　６，Ｐ＝
０．０１３）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果
Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２三种蛋白反应条带在

ＰＴＣ组中表达均高于癌旁组织及正常组织，Ｐ＜
０．０１（图７）。

表１　ＰＴＣ临床病理参数与Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２的关系 例（％）

临床病理

参数
例数

Ｎｒｆ２
＋ χ

２　 Ｐ
ＥＲＫ２

＋ χ
２　 Ｐ

ｐ－ＥＲＫ１／２
＋ χ

２　 Ｐ
性别

　男 ９　 ７（７７．７８） ０．３３７　 ０．６１３　 ７（７７．７８） ０．９４８　 ０．５６０　 ６（６６．６７） ０．８１２　 ０．３６８

　女 ２２　 １９（８６．３６） ２０（９０．９１） １８（８１．８２）

年龄／岁

　＜４５　 ２０　 １７（８５．００） ０．０５１　 １．０００　 １８（９０．００） ０．４０９　 ０．６０１　 １６（８０．００） ０．２０８　 ０．６４９

　≥４５　 １１　 ９（８１．８２） ９（８１．８２） ８（７２．７３）

直径／ｃｍ

　≤２　 ８　 ６（７５．００） ０．６０７　 ０．５８３　 ６（７５．００） １．３５９　 ０．２６８　 ５（６２．５０） １．３２９　 ０．３３５

　＞２　 ２３　 ２０（８６．９６） ２１（９１．３０） １９（８２．６１）

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ １１　 ７（６３．６４） ４．９９０　 ０．０２５　 ７（６３．６４） ８．０８０　 ０．０１０　 ６（５４．５５） ４．９４０　 ０．０２６

　Ⅲ～Ⅳ ２０　 １９（９５．００） ２０（１００．００） １８（９０．００）

淋巴结转移

　有 １５　 １５（１００．００） ５．４１０　 ０．０２０　１５（１００．００） ４．１７０　 ０．０４１　 １４（９３．３３） ４．０７０　 ０．０４４

　无 １６　 １１（６８．７５） １２（７５．００） １０（６２．５０）
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７ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果；７ｂ：相对定量统计结果。

图７　Ｎｒｆ２、ＥＲＫ２、ｐ－ＥＲＫ１／２在正常组织、癌旁和ＰＴＣ组织中的免疫印迹结果

２．４　ＰＴＣ、癌旁及正常组织中Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ的转录
水平

ｑＰＣＲ结果显示：ＰＴＣ组 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ转录水
平明显高于癌旁及正常组织（图８），Ｐ＜０．０１，癌旁
及正常组织中Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平无明显差别。

　　图８　Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ在正常组织、癌旁和ＰＴＣ组织中的
转录水平

３　讨论
Ｎｒｆ２是细胞内调控氧化应激反应的重要元件，

能增强细胞对氧化应激的耐受能力，保护机体免受
致癌物损伤。几乎所有细胞都可表达Ｎｒｆ２，生理状
态下，Ｎｒｆ２和Ｋｅａｐ１结合锚定在胞质，被泛素蛋白
酶体途径降解。当受到诱导物的刺激，富含巯基基
团的Ｋｅａｐ１构象发生改变，Ｎｒｆ２从 Ｋｅａｐ１上解离
下来，易位到细胞核，并激活各种细胞保护基因的
转录。本研究发现Ｎｒｆ２在ＰＴＣ中高表达，阳性率
为８３．８７％，在癌旁组织低表达或不表达，阳性率为
１２．９０％（Ｐ＜０．０１）。阳性信号大部分位于细胞质，
偶见核阳。并且Ｎｒｆ２与淋巴结转移和临床分期有
关。Ｌｉｎ等〔９〕研究发现结肠癌中 Ｎｒｆ２ 细胞质
（ｃＮｒｆ２）阳性患者比核阳性患者的总生存率低，胞
质阳 性 患 者 的 肿 瘤 侵 略 性 更 强，ｃＮｒｆ２ 上 调

ＰＭＳＤ４，ＰＭＳＤ４反过来又促进 Ｎｒｆ２的核输出，促
进肿瘤的侵袭。推测本实验中 Ｎｒｆ２胞质阳性的
ＰＴＣ侵袭性更强。肿瘤可以阻断 Ｎｒｆ２信号通路，
主要途径就是通过Ｎｒｆ２或Ｋｅａｐ１突变与基因杂合
性丢失，使 Ｎｒｆ２和 Ｋｅａｐ１不能正常结合，Ｎｒｆ２无
法通过正常的泛素化途径降解而在细胞内积累，使
Ｎｒｆ２水平升高，促进肿瘤的生长〔１０〕。Ｎｒｆ２高表达
可以促进细胞的增殖。ｓｉＲＮＡ 抑制 Ｎｒｆ２的表达
后，小细胞肺癌增殖明显减慢，细胞多停滞在 Ｇ１
期。天然的抗氧化剂α硫辛酸对氧化损伤导致的
细胞损害是通过产生活性氧簇，继而诱导 ＨＯ－１表
达，激活血管平滑肌细胞中ｐ４４／４２ＭＡＰＫ通路和
Ａｐ－１实现的〔１１〕。ｓｉＲＮＡ干扰 Ｎｒｆ２基因可增强喉
癌 Ｈｅｐ２细胞系对顺铂的敏感性〔１２〕。大量研究表
明，细胞外调节蛋白激酶 ＭＡＰＫ在多种细胞反应
过程如细胞生长、分化中起着重要的调控作用，例
如转移、增生和生存，可以被各种刺激活化。Ｌｉｕ
等〔１３〕发现齐墩果酸（ｏｌｅａｎｏｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＯＡ）促进癌细
胞中ＥＲＫ依赖的Ｎｒｆ２表达，反之，Ｎｒｆ２的表达能
够抑制 ＯＡ 诱导的 ＲＯＳ发生。Ｚｉｐｐｅｒ等〔１４〕发现
ＥＲＫ可能间接促进Ｎｒｆ２的核转位，ＭＥＫ／ＥＲＫ信
号通路可诱导 Ｎｒｆ２的激活。其可能机制是ＥＲＫ
通过使Ｎｒｆ２磷酸化导致Ｎｒｆ２构象发生改变，从而
使Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１解偶联而入核。研究发现ＥＲＫ
在ＰＴＣ中高表达，比癌旁组织明显增高，且相关性
分析显示 Ｎｒｆ２和ＥＲＫ２，ｐ－ＥＲＫ１／２均为正相关性。
推测在ＰＴＣ中Ｎｒｆ２上调与ＥＲＫ通路有关。具体
机制后续将在细胞水平验证。
本研究结果提示ＰＴＣ高表达 Ｎｒｆ２与乳头状

癌的进展有关，且与ＥＲＫ及其磷酸化水平有关。
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重组人ＩＬ－１１治疗对放化疗鼻咽癌患者预后的影响

潘雅１　吴慧２　李媛３

　　［摘要］　目的：探讨重组人ＩＬ－１１治疗对放化疗鼻咽癌患者预后的影响。方法：将７８例鼻咽癌患者按随机
信封抽签原则分为观察组与对照组各３９例，对照组给予常规放化疗，观察组在对照组治疗的基础上给予重组人

ＩＬ－１１治疗，两组都完成２个周期治疗。结果：观察组总有效率（８７．２％）高于对照组（５９．０％），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。观察组在治疗期间放射性口腔黏膜炎０级１４例，Ⅰ级６例，Ⅱ级１４例，Ⅲ级５例；对照组０级２８
例，Ⅰ级５例，Ⅱ级４例，Ⅲ级２例，总体比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。治疗后观察组与对照组的血清ＣＲＰ
分别为（５．３２±１．９２）ｍｇ／Ｌ和（１２．４４±２．４８）ｍｇ／Ｌ，明显低于治疗前的（２４．５９±３．１４）ｍｇ／Ｌ和（２４．１２±２．８７）

ｍｇ／Ｌ（均Ｐ＜０．０５）；治疗后，观察组血清ＣＲＰ明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。治疗后观察组与对照组的疼痛评分
明显低于治疗前（Ｐ＜０．０５）；治疗后，观察组疼痛评分低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论：重组人ＩＬ－１１治疗在放化疗
鼻咽癌患者中的应用能促进血清ＣＲＰ表达下降，缓解疼痛，减轻放射性口腔黏膜炎，从而提高预后疗效。

［关键词］　鼻咽肿瘤；重组人ＩＬ－１１；放化疗；口腔黏膜炎；疼痛
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