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摘   要 目的：探讨胰腺癌中 E3 泛素连接酶亚单位 Ring1B、组蛋白赖氨酸特异性去甲基化酶 1（LSD1）及细

胞周期调节因子 P16 表达与及其与患者预后的关系。

方法：用免疫组化法检测 85 例胰腺癌患者手术标本（癌组织与癌旁组织）中 LSD1、Ring1B 与 P16 蛋

白的表达及分布，并选取其中 6 对癌组织和癌旁组织，用 qRT-PCR 和 Western blot 法检测 mRNA 和蛋

白表达；分析三者在胰腺癌组织中表达的相关性，及其与患者生存的关系。

结果： 免疫组化结果显示，Ring1B 与 LSD1 蛋白主要表达于细胞浆，P16 主要表达于胞核；Ring1B

与 LSD1 在胰腺癌组织中表达明显高于癌旁组织，而 P16 的表达明显低于癌旁组织（均 P<0.05）；

在胰腺癌组织中 Ring1B、LSD1 的表达与 P16 的表达均呈负相关（r=-476；r=-0.673，均 P<0.05）。qRT-

PCR 结果显示，胰腺癌组织中 Ring1B 和 LSD1 的 mRNA 的平均相对表达量均明显高于癌旁组织（8.908 

vs. 1.947；7.126 vs. 1.940，均 P<0.05），P16 的 mRNA 的平均相对表达量明显低于癌旁组织（1.269 

vs. 5.237，P<0.05）；Western blot 结果显示，三者的蛋白表达趋势与 mRNA 表达一致。生存分析显

示，Ring1B、LSD1 高表达患者生存率均分别低于其低表达患者（χ2=8.958，P=0.012；χ2=8.856，

P=0.010），而 P16 高表达患者生存率高于其低表达患者（χ2=7.867，P=0.024）。

结论：胰腺癌组织中 Ring1B 与 LSD1 表达升高，P16 表达降低；Ring1B、LSD1 可能分别通过组蛋白

泛素化和去甲基化调控 P16 的表达，从而影响胰腺癌预后。
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胰 腺 癌 具 有 极 强 的 生 长 、 侵 袭 和 转 移 能 力 ，

预 后 差 ， 长 期 生 存 率 仅 5 % [ 1 - 5 ]。 E 3 泛 素 连 接 酶 亚

单 位 R i n g 1 B 和 组 蛋 白 赖 氨 酸 特 异 性 去 甲 基 化 酶 1

（ L S D 1 ） 分 别 作 为 组 蛋 白 泛 素 化 和 甲 基 化 修 饰

过 程 中 的 重 要 酶 ， 在 肿 瘤 发 生 过 程 中 发 挥 重 要 作

用；而细胞周期调节因子P16为重要的抗癌基因，

一旦失活，则会引起细胞恶性增殖。P16基因转录

的调控机制还不清楚。因此研究Ring1B、LSD1及

P16与预后的关系，及其可能的联系，对深入探讨

胰 腺 癌 的 发 病 机 制 、 寻 求 有 效 抑 制 肿 瘤 细 胞 生 长

的治疗靶点具有重要的临床意义。

1　材料与方法

1.1  临床标本

选取2004年1月—2016年1月福建医科大学附

属协和医院与福建省立医院施行的85例胰腺癌手

术 的 临 床 组 织 标 本 ， 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 制 作 石 蜡

切片进行免疫组化检测 [1]。并选取其中6对新鲜胰

腺 癌 组 织 及 对 应 癌 旁 组 织 标 本 ， 在 手 术 切 除 后 立

即取样，迅速冷冻于液氮并于-80 ℃冻存，分别提

取组织细胞mRNA和蛋白。随访方式主要采取定期

门诊复查及电话咨询，85例患者的中位随访时间

为24（1~62）个月，无失访 。本研究均已通过福

建 医 科 大 学 附 属 协 和 医 院 和 福 建 省 立 医 院 伦 理 委

员会审核批准。 

1.2  实验试剂

R N A 提 取 试 剂 T R i z o l 购 自 美 国 I n v i t r o g e n 公

司 ， q R T - P C R 反 应 试 剂 盒 购 自 T a K a R a 生 物 技 术

公司，引物由上海生工生物公司合成，qRT -PCR

引物系列：Ring1B引物：正向5'-GGC AAC AAA 

GAA TGT CCTA CC -3 '，反向5' -GTC ACC ATT 

ATC TTC TGC TCC A-3'；LSD1：正向5'-CTC TTC 

TGG AAC CTC TAT AAA GC-3'，反向5'-CAT TTC 

Methods: The distributions and expressions of Ring1B LSD1 and P16 proteins in the surgical specimens (cancer 

tissues and cancer-adjacent tissues) from 85 pancreatic cancer patients were determined by immunohistochemical 

staining, from which, 6 paired specimens were picked up for measurement of mRNA and protein expressions 

of Ring1B, LSD1 and P16 through qRT-PCR and Western blot, respectively. The correlations among their 

expressions in pancreatic cancer tissue, and relations of their expressions with the survival of the patients were 

analyzed.

Results: The results of immunohistochemical staining showed that Ring1B and LSD1 were mainly expressed 

in the cytoplasm, while P16 protein was mainly found in the nucleus; the Ring1B and LSD1 expressions were 

significantly higher, while the P16 expression was significantly lower in pancreatic cancer tissue than those 

in cancer-adjacent tissue (all P<0.05); either the Ring1B or LSD1 expression had a negative correlation with 

P16 expression in pancreatic cancer (r=–476; r=–0.673, both P<0.05). The results of qRT-PCR showed that 

the average relative mRNA expression levels of Ring1B and LSD1 were significantly higher (8.908 vs. 1.947;  

7.126 vs. 1.940, both P<0.05) and the average relative mRNA expression level of P16 in pancreatic cancer tissue 

was significantly lower (1.269 vs. 5.237, P<0.05) than those in cancer-adjacent tissue; the protein expression 

patterns of them were similar to their mRNA expressions as evidenced by Western blot analysis. The survival 

analysis showed that the survival rate in patients with high Ring1B or LSD1 expression was significantly lower 

than that in patients with low Ring1B or LSD1 expression (χ2=8.958, P=0.012; χ2=8.856, P=0.010), which in 

patients with high P16 expression was significantly higher than that in patients with low P16 expression (χ2=7.867, 

P=0.024). 

Conclusion: Ring1B and LSD1 expressions are increased and P16 expression is decreased in pancreatic cancer 

tissue. Ring1B and LSD1 may probably regulate P16 expression respectively through histone ubiquitination and 

demethylation, and thereby influence the prognosis of pancreatic cancer.

Key words	 Pancreatic Neoplasms; Ubiquitin-Protein Ligases; Histone-Lysine N-Methyltransferase; Cyclin-Dependent 

Kinase Inhibitor p16; Prognosis
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CAG ATG ATC CTG CAG CAA-3'；P16引物：正

向5'-AGC AGC ATG GAG CCT TC-3'，反向5'-GCC 

TCC GAC CGT AAC TAT TC-3'；内参GAPDH引

物：正向5' -GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC 

G C - 3 ' ， 反 向 5 ' - A C C  A C C  C T G  T T G  C T G  T A G 

C C A  A - 3 ' 。 B C A 蛋 白 定 量 分 析 试 剂 盒 购 自 美 国

Thermo Scientific公司，PVDF膜购自美国Milipore

公 司 ， R i n g 1 B 、 L S D 1 及 P 1 6 一 抗 为 兔 抗 人 多 克

隆 抗 体 购 自 上 海 彰 真 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 免 疫 组

化稀释浓度1:50，Weste rn  b lo t稀释浓度1:100；

内参β -ac t in一抗为鼠抗人单克隆抗体（Sigma公

司），Western blot稀释浓度 1:1 000；DAB显色

试剂盒购自福建迈新生物有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  免疫组化　采用 EliVisionTM plus 法，DAB

显色。由 1 名具有高级职称的病理医师进行严格阅

片，选取肿瘤组织超过 90% 的视野对其进行评分；

组织免疫组化染色结果判读由 2 名高年资病理医师

独 立 进 行 等 级 评 定。 组 化 染 色 为 黄 棕 色 者 肿 瘤 细

胞， 按 染 色 强 弱 程 度 分 为 4 个 等 级：0，+，++，

+++， 分 别 对 应 0~3 分； 同 时 确 定 阳 性 肿 瘤 细 胞

所占比例，按百分率高低亦分为 4 个等级，<25%

为 1 分，25%~50% 为 2 分，51%~75% 为 3 分，

>75% 为 4 分；将染色强度与阳性率分值相乘，评

分介于 0~12 分，以 4 分以上者为蛋白高表达。

1.3.2  qRT-PCR　通 过 TRIzol reagent 提 取 细 胞

总 RNA， 取 2 µg RNA 作 为 模 板 进 行 反 转 录。 随

后加入 5× 反转录缓冲液 5 µL、dNTP（10 mmol/L）

1 µL、引物（0.3 µg/µL）2 µL、反转录酶 12 U 和

RNA 酶抑制剂 20 U，总反应体系 25 µL；反转录

条件为 42 ℃ 1 h，95 ℃ 5 min 灭活反转录酶；在

StrataGeneMP3000 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪（ 美 国

StrataGene 公 司） 上 行 实 时 定 量 扩 增：2×SYBR@

Green Real-time PCR mix 12.5 µL、cDNA l µL、

上 下 游 引 物 各 0.4 pmol/L、 总 反 应 体 系 25 µL；

PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s、60 ℃ 

15 s×40 循 环； 所 有 qRT-PCR 的 实 验 结 果 重 复

3 次。 每 个 样 本 设 3 个 复 孔， 分 别 记 录 Ring1B、

LSD1、P16 和 内 参 GAPDH 的 循 环 阈 值（Cycle 

threshold，Ct）， 采 用 2- △ △ Ct 法 计 算 Ring1B、

LSD1 及 P16 的 mRNA 相对水平。

1.3.3  Western blot　用 RIPA 裂解液提取组织总

蛋 白，BCA 法 检 测 蛋 白 浓 度。 蛋 白 样 品 混 合 上 样

缓冲液后 100 ℃变性 10 min，取 50 μg 总蛋白上样，

以 10%SDS-PAGE 电 泳 分 离 后 经 电 转 移 至 PVDF

膜上；PBST 漂洗 3 次后将 PVDF 膜置入 Ring1B、

LSD1、P16 及 内 参 β-actin 一 抗 液 体 内 4 ℃ 孵 育

过夜；PBST 洗膜 10 min×3 次，置入 1:10 000 稀

释的 HRP 标记的相应二抗室温孵育 30 min，再次

PBST 洗涤后 ECL 化学发光法显影、定影，曝光摄片。

1.4  统计学处理

应用GraphPad  Pr i sm 6 .0软件包进行统计学

分析。两种蛋白之间的相关性采用Spearman秩相

关分析； 整体生存率分析应用Kaplan -Meier曲线

进 行 分 析 并 经 L o g - r a n k 检 验 进 行 检 验 ， 分 别 比 较

Ring1B、LSD1及P16高表达组和低表达组生存时

间的差别。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  免疫组化检测结果

通 过 8 5 例 胰 腺 癌 组 织 切 片 免 疫 组 化 检 测 ，

Ring1B与LSD1蛋白表达于细胞浆内，癌组织表达

高 ， 癌 旁 组 织 表 达 低 ； P 1 6 蛋 白 表 达 于 细 胞 核 ，

癌 组 织 表 达 低 ， 癌 旁 组 织 表 达 高 ， 差 异 均 有 统 计

学意义（均P<0.05）（表1）（图1）。上述3种蛋

白在胰腺癌中的免疫组化评分结果，经Spearman

秩相关分析发现Ring1B、LSD1与P16的表达分布

均 呈 负 相 关 （ r =- 4 7 6 ，P<0 . 0 0 0 1 ； r =- 0 . 6 7 3 ，

P<0.0001）（图2）。

表 1　Ring1B、LSD1、P16 在胰腺癌组织和癌旁组织中阳性表达率（或表达评分）比较
Table 1　Comparison of the positive expression rates of Ring1B, LSD1 and P16 between pancreatic tissue and adjacent tissue

组织 Ring1B LSD1 P16
胰腺癌组织 6.059±0.303 5.847±0.2949 2.318±0.1412

癌旁组织 3.869±0.279 4.341±0.2552 4.376±0.2214
χ2/t 5.305 3.861 7.840
P <0.05 <0.05 <0.05
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2.2  qRT-PCR 检测结果

q R T - P C R 检 测 6 对 胰 腺 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 标

本 ， 胰 腺 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 R i n g 1 B 、 L S D 1 、

P 1 6  m R N A 的 相 对 水 平 分 别 为 8 . 9 0 8 ± 3 . 2 0 4 与

1.947±0.938，7.126±2.948与1.940±0.654，

1.269±0.311与5.237±1.586，3种mRNA的相对

水 平 在 胰 腺 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 间 的 差 异 均 有 统 计

学意义（均P<0.05）。

2.3  Western blot 检测结果

R i n g 1 B 、 L S D 1 、 P 1 6 的 蛋 白 表 达 趋 势 与 其

mRNA一致，胰腺癌组织Ring1B、LSD1蛋白表达高

于癌旁组织，P16蛋白表达低于癌旁组织（图3）。
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图 2　Spearman 秩相关分析
Figure 2　Spearman rank correlation analysis

图 1　免疫组化检测结果（×200）
Figure 1　 Immunohistochemical fi ndings (×200)
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2.4  生存分析结果

根据免疫组化结果，将患者分为Ring1B高表

达 组 与 低 表 达 组 、 L S D 1 高 表 达 组 与 低 表 达 组 、

P 1 6 高 表 达 组 与 低 表 达 组 。 K a p l a n - M e i e r 生 存 曲

线提示，Ring1B高表达胰腺癌患者生存率明显低

于 其 低 表 达 者 （ χ 2= 8 . 9 5 8 ，P=0 . 0 1 2 ） 、 L S D 1

高 表 达 胰 腺 癌 患 者 生 存 率 明 显 低 于 其 低 表 达 者

（χ2=8.856，P=0.010），相反，P16高表达胰腺

癌患者生存率明显高于其低表达者（χ 2=7.867，

P=0.024）（图4）。

3　讨　论 

胰 腺 癌 近 年 来 发 病 率 呈 明 显 上 升 趋 势 （ 男 性

第4位，女性第5位），在所有消化道肿瘤中预后最

差，中位生存期仅4~6个月，长期生存率仅5%[1-5]。

胰 腺 癌 增 殖 、 侵 袭 和 转 移 能 力 极 强 ， 是 导 致 预 后

极差的主要原因。

表观遗传学改变是基因的DNA序列未发生改

变 的 情 况 下 ， 基 因 表 型 发 生 可 遗 传 性 变 化 ， 包 括

组蛋白甲基化、泛素化、DNA甲基化。研究证实

胰 腺 癌 的 发 生 涉 及 凋 亡 、 细 胞 周 期 等 多 基 因 多 步

骤 参 与 ， 表 观 遗 传 学 改 变 在 胰 腺 癌 的 发 生 中 可 能

起到重要作用[6]。

P16是重要的细胞周期调节因子，定位于细胞

核内，抑制CDK4活性，可能通过抑制pRb蛋白磷

酸 化 ， 将 细 胞 周 期 阻 断 在 G 1期 ， 最 终 阻 止 细 胞 进

入S期。一旦P16发生基因缺失、启动子甲基化、

其 编 码 产 物 被 癌 基 因 蛋 白 所 结 合 及 转 录 后 修 饰 等

变 异 导 致 功 能 失 活 ， 细 胞 则 恶 性 增 殖 ， 导 致 肿 瘤

发生 [7-11]。研究 [12-14]表明胰腺癌标本中p16蛋白表

达 水 平 降 低 ， 与 肿 瘤 分 化 程 度 明 显 相 关 。 本 研 究

经RNA和蛋白水平检测也发现胰腺癌组织P16表达

水平明显低于癌旁组织。P16在胰腺癌的发生中起

到重要作用，P16基因的转录抑制调控可能与组蛋

白修饰有关。

R i n g 1 B 是 P o l y c o m b （ P c G ） 家 族 的 重 要 成

员，Ring1B介导组蛋白H2A第119位赖氨酸发生单

泛素化（H2K119Ub1），调控细胞增殖 [15-17]。已

癌旁1 癌1 癌旁2 癌2 癌旁3 癌3

Ring1B

LSD1

P16

β-actin

Ring1B

LSD1
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图 3　Western blot 检测结果
Figure 3　Results of Western blot analysis
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图 4　不同 Ring1B、LSD1、P16 表达状态胰腺癌患者的生存曲线
Figure 4　Th e survival curves of pancreatic cancer patients with diff erent Ring1B, LSD1 or P16 expression statuses
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知PcG另一家族成员原癌基因Bmi -1，可作用于其

下游的编码p16INK4A/Rb的INK4A-ARF位点，以

甲基化方式参与Pl6等抑癌基因的异常沉默，导致

细 胞 周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶 持 续 活 化 和 细 胞 周 期 失

控 [18-19]。本研究检测发现Ring1B在癌组织中的转

录和表达水平高于癌旁组织，Spearman秩相关系

分析发现Ring1B与P16的表达呈负相关。Ring1B

可能通过组蛋白泛素化，参与P16的转录调控，导

致胰腺癌发生。

L S D 1 是 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 依 赖 的 组 蛋 白

去甲基化酶，LSD1能够去除组蛋白H3K4和H3K9

的 单 、 双 甲 基 ， 从 而 调 节 组 蛋 白 并 影 响 基 因 转 录

的激活、抑制等过程。LSD1广泛参与了肿瘤的发

生 、 增 殖 、 侵 袭 、 转 移 和 复 发 ， 其 在 维 持 肿 瘤 的

恶 性 生 物 学 特 性 的 过 程 中 发 挥 了 重 要 作 用 ， 是 一

个 潜 在 的 干 预 肿 瘤 恶 性 潜 能 的 靶 点 [ 2 0 - 2 4 ]。 本 研 究

经IHC检测发现LSD1在胰腺癌组织中的表达水平

高于癌旁组织，进一步通过RNA转录和蛋白表达

水平证实了上述结果。Spearman秩相关系分析发

现LSD1与P16的表达呈负相关。因此，我们推测

LSD1也参与了Pl6的调控。

本研究发现Ring1B、LSD1与P16的表达均呈

负相关，并且通过Kaplan-Meier生存分析发现高表

达Ring1B、LSD1和低表达P16的胰腺癌患者预后

差，提示Ring1B、LSD1及P16在胰腺癌组织中的

表 达 及 其 之 间 的 相 关 性 与 肿 瘤 的 恶 性 生 物 学 行 为

可能相关。Ring1B、LSD1可能分别通过组蛋白泛

素化和去甲基化调控P16的转录表达，影响胰腺癌

的 发 生 与 发 展 ， 胰 腺 癌 的 发 生 与 表 观 遗 传 学 改 变

有 关 。 具 体 调 控 区 域 与 相 互 作 用 方 式 有 待 进 一 步

研究。
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