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脂肪酰胺水解酶在结直肠癌中的表达及临床意义
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　　［摘要］　目的　检测脂肪酰胺水解酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄａｍｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＦＡＡＨ）在结直肠癌及正常肠黏膜中的表达，探讨其
临床意义。方法　应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和组织芯片技术结合免疫组化法检测结直肠癌组织以及对应正常肠黏膜中ＦＡＡＨ蛋
白的表达。结果　ＦＡＡＨ在结直肠癌组织中的表达低于正常肠黏膜，１６９例结直肠癌组织中 ＦＡＡＨ的阳性表达率显著低
于正常肠黏膜（５６．８％ ｖｓ９７．４％，Ｐ＜００１），并与肿瘤的分化程度密切相关（Ｐ＜００１）。结论　ＦＡＡＨ在结直肠癌组织中
低表达，在正常肠黏膜中高表达，在结直肠癌的恶性增殖中发挥着重要作用。
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　　结直肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，随着我
国饮食结构和环境的改变，其发病率逐年上升。其恶

性增殖能力是影响患者预后的重要因素。内源性大麻

素被认为能抑制恶性肿瘤的增殖，是潜在的抑癌

药［１］。花生四烯酰乙醇胺（Ａｎａｎｄａｍｉｄｅ，ＡＥＡ）和花生
四烯酰甘油（２Ａｒａｃｈｉｄｏｎｏｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，２ＡＧ）为目前已知
的最主要的两种内源性大麻素［２］。ＡＥＡ在体内代谢
主要是通过脂肪酰胺水解酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄａｍｉｄｅｈｙｄｒｏ
ｌａｓｅ，ＦＡＡＨ）降解为花生四烯酸和乙醇胺，而２ＡＧ是
通过脂肪酰胺水解酶和单酰基甘油脂肪酶（ｍｏｎｏａｃｙｌ
ｇｌｙｃｅｒｏｌｌｉｐａｓｅ，ＭＡＧＬ）降解为花生四烯酸和甘油［３］。

ＦＡＡＨ通过灭活ＡＥＡ影响肿瘤细胞的增殖，目前在结

直肠癌中的表达及与临床病理特征的关系尚不清楚。

为此，本研究检测了 ＦＡＡＨ在结直肠癌及正常肠黏膜
中的表达情况及与临床病理特征的关系。

１　资料与方法

１．１　临床病例
　　收集第三军医大学西南医院、新桥医院和大坪医院野战外
科研究所２０１１年４－９月手术切除结直肠癌标本１６９例（其中
３８例取正常肠黏膜作为对照），其中２０例新鲜组织冻存于液氮
罐中备用。其余标本经４０ｇ／Ｌ中性甲醛固定，常规石蜡包埋，
制作成４μｍ厚切片供定位用。每例经由资深病理医师做病理
学诊断并标记出癌组织和正常肠黏膜组织部位。采用组织芯

片制作仪（Ｂｅｅｃｈｅｒ公司，美国）制作组织芯片（取样针直径为
１ｍｍ）。每例标本取２～３个点，共制作蜡块３个，蜡块Ａ含３８
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例结直肠癌及对应的正常肠黏膜样本，蜡块 Ｂ含４５例结直肠
癌样本，蜡块Ｃ含８６例结直肠癌样本。

１．２　试剂和仪器
　　兔抗人 ＦＡＡＨ多克隆抗体（Ｃａｙｍａｎｃｈｅｍｉｃａｌ公司），Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ细胞裂解液，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，辣根过氧化物酶标
记二抗（碧云天公司），免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒
（ＳＰ９００１，中杉公司）。

１．３　方法
１．３．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　利用液氮、研钵粉碎组织块，
Ｗｅｓｔｅｒｎ细胞裂解液裂解细胞并提取结直肠癌组织、正常肠黏
膜总蛋白。ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。制备１０％十二烷基磺酸
钠聚丙烯酰胺凝胶，每孔上样４０μｇ蛋白。电泳分离蛋白后电
转移至硝酸纤维素膜。抗ＦＡＡＨ一抗（１∶４０００）４℃孵育过夜。
ＴＢＳＴ漂洗后辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗（１∶６０００）室
温孵育１ｈ。超敏ＥＣＬ化学发光试剂显色。
１．３．２　免疫组化染色　　石蜡切片脱蜡、水化，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；
３％过氧化氢室温下避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；柠檬酸
缓冲液微波抗原修复；山羊血清抗原封闭２０ｍｉｎ后滴加ＦＡＡＨ
一抗（１∶２０００），４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗５×５ｍｉｎ，滴加生物素
标记羊抗兔二抗；ＰＢＳ洗５×５ｍｉｎ，滴加辣根酶标记链霉卵白
素工作液；ＰＢＳ洗５×５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染，脱水，封片。
结果判定：以细胞出现棕黄色颗粒为阳性标记结果。结果判定

采用半定量法，按染色程度计分：０分为无色，１级为淡黄色，２级
为棕黄色，３级为棕褐色；再根据阳性细胞在所观察细胞中所占
的百分比计分：０分为阳性细胞 ＜５％，１分为阳性细胞５％ ～
２５％，２分为阳性细胞 ２６％ ～５０％，３分为阳性细胞 ５１％ ～
７５％，４分为阳性细胞 ＞７５％。染色强度与阳性细胞百分比得
分相加，０分（－），１分（±），２～３分（＋），４～５分（＋＋），６～
７分（＋＋＋）。０～１分为阴性表达，２～７分为阳性表达。

１．４　统计学方法
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件行χ２检验。

２　结果

２．１　结直肠癌组织与正常肠黏膜中ＦＡＡＨ蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了８例结直肠癌患者肿瘤组织与对应的
正常黏膜中 ＦＡＡＨ蛋白的表达，结果显示，ＦＡＡＨ蛋白在正常
肠黏膜中表达显著，而在对应结直肠癌组织中有不同程度的表

达降低（图１）。半定量灰度分析显示在结直肠癌组织（１４２．３
±３９．５）和正常肠黏膜中ＦＡＡＨ表达（２３０．１±６．３）差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）。免疫组化染色显色ＦＡＡＨ蛋白的阳性表达
位于细胞质，呈灶状和弥漫分布，以腺腔缘明显（图２）。１６９例
结直肠癌组织ＦＡＡＨ阳性表达９６例（５６８％），３８例正常肠黏
膜组织ＦＡＡＨ阳性表达３７例（９７４％），二者之间有差异（Ｐ＜
００１）。

２．２　结直肠癌中 ＦＡＡＨ蛋白表达与临床病理参数的
关系

　　结直肠癌组织中ＦＡＡＨ蛋白表达低于正常肠黏膜，与肿瘤
分化程度有关（Ｐ＜００１）；与患者性别、年龄、浸润深度、ＴＮＭ
分期等无相关性（Ｐ＞０．０５），见表１。
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１～８：８例患者；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　Ｔ：结直肠癌组织；Ｎ：正常肠

黏膜；Ｂ：半定量分析

图１　８例人结直肠癌组织及对应正常肠黏膜中ＦＡＡＨ

蛋白表达

表１　结直肠癌中ＦＡＡＨ蛋白表达与临床病理参数的关系

ＦＡＡＨ蛋白表达 （％）
临床病理参数 ｎ Ｐ

－／± ＋／＋＋ ＋＋＋

年龄（岁） ０．５７７

　＜６０ ７６ ３４（４４．７） ２６（３４．２） １６（２１．１）

　≥６０ ９３ ３９（４１．９） ２８（３０．１） ２６（２８．０）

性别 ０．５３３

　男 １０７ ４３（４０．２） ３５（３２．７） ２９（２７．１）

　女 ６２ ３０（４８．４） １９（３０．６） １３（２１．０）

器官 ０．９５５

　结肠 １３９ ６０（４３．２） ４５（３２．４） ３４（２４．５）

　直肠 ３０ １３（４３．３） ９（３０．０） ８（２６．７）

分化程度 ０．００１

　高分化 ３１ ６（１９．４） １０（３２．３） １５（４８．４）

　中分化 ９０ ３７（４１．１） ３１（３４．４） ２２（２４．４）

　低分化 ４８ ３０（６２．５） １３（２７．１） ５（１０．４）

浸润深度 ０．８５９

　Ｔ１ １ １（１００．０） ０（０） ０（０）

　Ｔ２ １０ ５（５０．０） ４（４０．０） １（１０．０）

　Ｔ３ ４０ １９（４７．５） １１（２７．５） １０（２５．０）

　Ｔ４ １１８ ４８（４０．７） ３９（３３．１） ３１（２６．３）

淋巴结转移 ０．８７５

　Ｎ０ １０９ ４７（４３．１） ３５（３２．１） ２７（２４．８）

　Ｎ１ ４１ １７（４１．５） １２（２９．３） １２（２９．３）

　Ｎ２ １９ ９（４７．４） ７（３６．８） ３（１５．８）

远处转移 ０．１３９

　无 １３２ ５５（４１．７） ４７（３５．６） ３０（２２．７）

　有 ３７ １８（４８．６） ７（１８．９） １２（３２．４）

临床分期 ０．４８６

　Ⅰ １０ ６（６０．０） ３（３０．０） １（１０．０）

　Ⅱ ８５ ３４（４０．０） ２９（３４．１） ２２（２５．９）

　Ⅲ ３８ １５（３９．５） １５（３９．５） ８（２１．１）

　Ⅲ ３６ １８（５０．０） ７（１９．４） １１（３０．６）
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Ａ：低分化腺癌；Ｂ：中分化腺癌；Ｃ：高分化腺癌；Ｄ：正常肠黏膜
图２　结直肠组织ＦＡＡＨ免疫组织化学染色观察　（ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ×２００）

３　讨论

　　近年来，内源性大麻素系统在人体各个系统中的
作用成为一个研究热点［４］。大麻中的主要精神活性

物质四氢大麻酚（ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎａｂｉｎｏｌ，ＴＨＣ）通过识别
大麻素受体ＣＢ１和ＣＢ２，参与调节免疫、心血管、呼吸
等人体许多重要的生理病理活动［５－７］。除此之外，人体

内还发现了ＣＢ受体的两种天然配体，ＡＥＡ和２ＡＧ，以
及将 ＡＥＡ和 ２ＡＧ分解灭活的关键酶 ＦＡＡＨ。包括
ＴＨＣ、ＡＥＡ和２ＡＧ在内的内源性大麻素能抑制神经
生长因子介导的乳腺癌细胞增殖［８］；能激活 ＣＢ１受
体，通过下调表皮生长因子受体和上调神经酰胺的表

达，抑制表皮生长因子介导的前列腺癌细胞的增

殖［９－１０］；在体内还参与结直肠癌细胞的生长［１１］。

　　结直肠癌细胞中ＡＥＡ和２ＡＧ的表达是正常肠黏
膜上皮细胞中的 ２～３倍，发挥内源性抑制剂的作
用［１２］。ＦＡＡＨ被证实为将 ＡＥＡ和 ２ＡＧ分解为花生
四烯酸和乙醇胺或甘油的最主要关键酶［１３］，ＦＡＡＨ－／－

小鼠脑中 ＡＥＡ的含量是 ＦＡＡＨ＋／＋小鼠的 １５倍［１４］。

但是在结直肠癌中，ＦＡＡＨ的表达情况及可能的效应
尚少见报道。我们检测了８例结直肠癌组织和对应正
常肠黏膜中ＦＡＡＨ蛋白的表达，发现结直肠癌组织中
ＦＡＡＨ的表达明显低于正常肠黏膜。我们还应用高通
量组织芯片技术及免疫组化方法，检测了１６９例结直
肠癌组织（其中３８例有对应的正常肠黏膜）中 ＦＡＡＨ
的表达情况。结果发现，ＦＡＡＨ在正常肠黏膜上皮中
恒定高表达，部分结直肠癌中有表达减低或缺失的情

况，与肿瘤的病理学分级有关，即分化程度越低，其表

达量越低。ＦＡＡＨ在结直肠癌中的表达与其他研究者
报道的ＡＥＡ和２ＡＧ在结直肠癌细胞中的表达结论一
致，证实 ＦＡＡＨ在结直肠癌确实发挥灭活 ＡＥＡ和
２ＡＧ的作用。ＦＡＡＨ在结直肠癌组织中的表达缺失，
提升了ＡＥＡ和２ＡＧ浓度，使二者发挥内源性抑癌剂
的作用，提示 ＦＡＡＨ的表达与肿瘤的恶性增殖有关。
将来可进一步研究 ＦＡＡＨ抑制剂作为抗肿瘤药物的
可能性。
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