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胆管癌患者组织中NLRP3炎性小体的表达水平
与其临床病理特征及预后的关系

余和斌,蒙喜云,郭 勇△

(重庆市长寿区人民医院肝胆外科 401220)

  [摘要] 目的 探讨NLRP3炎性小体在胆管癌组织中的表达水平及其与临床病理特征和预后的关系。
方法 收集2016年4月至2018年4月该院收治的142例行手术切除的胆管癌患者和40例正常胆管上皮组织

的非胆管癌患者(对照组)的临床资料。实时荧光定量PCR检测胆管癌组和对照组组织核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白3(NLRP3)炎性小体、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1(caspase-1)
 

mRNA水平,ELISA法测定上

清液白细胞介素(IL)-1β和IL-18水平,单因素和多因素Cox回归分析胆管癌患者生存预后的独立影响因素,

Kaplan-Meier
 

和
 

Log-rank
 

法 进 行 预 后 分 析。结果 与 对 照 组 比 较,胆 管 癌 组 患 者 NLRP3炎 性 小 体 和

caspase-1
 

mRNA、IL-1β及IL-18水平明显升高(P<0.05)。胆管癌组NLRP3炎性小体高表达与TNM分期、
肿瘤分化程度、淋巴结转移及脉管侵犯有关(P<0.05)。NLRP3炎性小体高表达患者3年生存率25.86%
(15/58)低于NLRP3炎性小体低表达患者55.95%(47/84),差异有统计学意义(χ2=10.95,P<0.001)。多因

素Cox回归分析显示,TNM分期、分化程度、淋巴结转移及NLRP3炎性小体高表达是影响胆管癌患者生存预

后的独立因素(P<0.05)。结论 NLRP3炎性小体在胆管癌组织中呈高表达,其高表达可能与胆管癌患者临

床病理、不良预后密切相关。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

in
 

cholangiocarcinoma
 

tissue
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

and
 

prognosis.Methods The
 

clinical
 

da-
ta

 

of
 

142
 

patients
 

with
 

cholangiocarcinoma
 

treated
 

by
 

surgical
 

resection
 

and
 

40
 

patients
 

with
 

non-
 

cholangio-
carcinoma

 

and
 

normal
 

bile
 

duct
 

epithelial
 

tissue
 

(control
 

group)
 

in
 

the
 

Changshou
 

District
 

People’s
 

Hospital
 

from
 

April
 

2016
 

to
 

April
 

2018
 

were
 

collected.The
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

NLRP3
 

inflammasome
 

and
 

caspase-1
 

mRNA
 

levels
 

in
 

cholangiocarcinoma
 

and
 

control
 

tissues.The
 

levels
 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

supernatant
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

independent
 

factors
 

affecting
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cholangiocar-
cinoma.The

 

Kaplan-Meier
 

and
 

Log-rank
 

methods
 

were
 

used
 

for
 

conducting
 

the
 

prognostic
 

analysis.Results 
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

and
 

caspase-1
 

mRNA,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

the
 

cholangiocarcinoma
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
 

high
 

expression
 

of
 

NLRP3
 

in-
flammasome

 

in
 

the
 

cholangiocarcinoma
 

group
 

was
 

related
 

to
 

the
 

TNM
 

stage,tumor
 

differentiation
 

degree,

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

vascular
 

invasion
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

NLRP3
 

inflammasome
 

high
 

expression
 

was
 

25.86%
 

(15/58),which
 

was
 

lower
 

than
 

55.95%
 

(47/84)
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

NLRP3
 

low
 

expression,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=10.95,P<0.001).The
 

mul-
tivariate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

TNM
 

stage,differentiation
 

degree,lymph
 

node
 

metastasis
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and
 

NLRP3
 

inflammasome
 

high
 

expression
 

were
 

the
 

independent
 

factors
 

affecting
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cholangiocarcinoma
 

(P<0.05).Conclusion NLRP3
 

inflammasome
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

cholangiocarcinoma
 

tissues
 

and
 

its
 

high
 

expression
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

clinicopathology
 

and
 

poor
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cholangiocarcinoma.
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  胆管癌是起源于胆管上皮的恶性肿瘤,可累及肝

内、肝门及远端胆管树。目前,胆管癌是仅次于肝细

胞癌的第二大常见肝脏恶性肿瘤,其发病率和死亡率

呈逐年上升趋势,特别是大多数患者就诊时已为中晚

期,5年生存率不足30%[1]。近年来研究显示,由免

疫细胞触发的炎症与肿瘤形成、病情进展及预后密切

相关[2]。核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3
(NLRP3)炎性小体是驱动机体免疫炎性反应的主要

机制,可激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1(cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase-1,caspase-1),活 化 的

caspase-1可介导蛋白水解切割和促炎细胞因子白细

胞介素(IL)-1β和IL-18的释放[3]。目前已发现NL-
RP3炎性小体在炎症性疾病如糖尿病、动脉粥样硬

化、肝癌等疾病中明显激活[4-6],但目前在胆管癌研究

较少。本研究通过检测胆管癌患者NLRP3炎性小体

表达水平,探讨其与胆管癌患者临床病理特征及预后

的关系,以期为胆管癌患者的临床治疗提供新的靶点

和预后评估提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2016年4月至2018年4月本院收治的行手

术切除治疗的142例胆管癌患者的临床资料,其中男

82例,女60例,年龄(59.4±10.4)岁;TNM 分期:Ⅰ
期32例,Ⅱ期35例,Ⅲ期45例,Ⅳ期30例。纳入标

准:(1)经术后病理确诊;(2)诊治满足胆管癌诊治指

南[7];(3)未接受过放化疗、生物治疗及相关手术治

疗。排除标准:(1)存在其他胆系疾病;(2)各种急慢

性感染;(3)近期使用过激素、免疫抑制剂;(4)存在其

他部位恶性肿瘤。另选取40例正常胆管上皮组织作

为对照,其中男22例,女18例,年龄(58.6±10.8)
岁。对照组与胆管癌组在性别、年龄等方面比较,差
异无统计学意义(P>0.05)。本研究经本院伦理委员

会批准(AM201604102)并征得患者书面知情同意。

1.2 方法

1.2.1 实时 荧 光 定 量PCR检 测 相 关 基 因 mRNA
水平

收集研究对象组织样本,采用 RNeasy
 

Tissue
 

Mini试剂盒(美国 Qiagen公司)提取总RNA。逆转

录试剂盒(上海生工公司)从1
 

μg总的RNA中合成

逆转录cDNA。Sybr-Green和CFX96
 

Thermal
 

Cy-
cler进行实时PCR定量反应。反应条件及相关基因

(NLRP3和caspase-1)引 物 参 考 既 往 文 献[8],以

GAPDH为内参,计算各组相应基因的相对表达量。

1.2.2 炎性细胞因子的检测

采用ELISA法测定组织上清液IL-1β和IL-18
水平,具体操作方法见武汉博士德生物公司提供的试

剂盒说明书进行。

1.2.3 临床资料收集

收集患者临床病理资料,包括性别、年龄、TNM
分期、组织类型、肿瘤分化程度、是否发生淋巴结转移

及有无脉管侵犯等。

1.2.4 随访

通过复诊、电话和微信等方式进行随访,随访3
年,截止时间为2021年4月,记录患者生存状况,分
析NLRP3炎性小体表达与患者预后的关系。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用t检验;计数资料以例数或率表示,采
用χ2 检验;受试者工作特征曲线(ROC曲线)分析曲

线下面积(AUC)、最佳截断界值;Kaplan-Meier法绘

制生存曲线,Log-rank法比较生成率的差异;Cox比

例风险回归模型分析预后的独立影响因素。以
 

P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组NLRP3炎性小体及下游通路指标水平比较

与对照组比较,胆管癌组患者组织NLRP3炎性

小体和caspase-1
 

mRNA、
 

IL-1β及IL-18水平明显升

高(P<0.05),见表1。
表1  两组NLRP3炎性小体、caspase-1

 

mRNA及相关

   炎性因子水平比较(x±s)

项目
对照组

(n=40)

胆管癌组

(n=142)
t P

NLRP3炎性小体
 

mRNA 1.1±0.4 2.5±0.6 13.900.001

caspase-1
 

mRNA 1.0±0.3 2.3±0.5 18.06
  

0.001

IL-1β(pg/mL) 15.6±5.9 32.1±7.3 13.130.001

IL-18(pg/mL) 19.3±6.0 39.2±8.4 14.000.001

2.2 NLRP3炎性小体表达对患者长期生存状态的

5542重庆医学2022年7月第51卷第14期



预测能力

通过ROC曲线分析胆管癌患者NLRP3炎性小

体表达水平对患者长期生存状态的预测能力,其

AUC为0.826(95%CI:0.766~0.887),确定NLRP3
炎性小体的最佳截断界值为2.61,见图1。以2.61
为界,将142例患者分为低表达组(84例)和高表达组

(58例)。

图1  NLRP3炎性小体表达预测患者生存状态ROC曲线

2.3 NLRP3炎性小体表达与胆管癌患者临床病理

关系

NLRP3炎性小体表达与患者性别、年龄、组织类

型等无关(P>0.05),与TNM 分期、肿瘤分化程度、
淋巴结转移及脉管侵犯等有关(P<0.05),见表2。

2.4 NLRP3炎性小体表达与胆管癌预后的关系

NLRP3炎 性 小 体 高 表 达 患 者 3 年 生 存 率

25.86%(15/58)低于 NLRP3炎性小体低表达患者

55.95%(47/84),差异有统计学意义(χ2=10.95,P<
0.001),见图2。

表2  NLRP3炎性小体表达与胆管癌患者临床病理

   关系[n(%)]

临床病理 n
NLRP3炎性小体

高表达

(n=58)

低表达

(n=84)

χ2 P

性别 0.031 0.861

 男 82 34(41.5) 48(58.5)

 女 60 24(40.0) 36(60.0)

年龄 0.231 0.631

 <60岁
 

70 30(42.9) 40(57.1)

 ≥60岁
 

72 28(38.9) 44(61.1)

TNM分期 5.740 0.017

 Ⅰ~Ⅱ期
 

90 30(33.3) 60(66.7)

 Ⅲ~Ⅳ期
 

52 28(53.8) 24(46.2)

组织类型 2.212 0.127

 腺癌 98 36(36.7) 62(63.3)

 鳞癌 44 22(50.0) 22(50.0)

分化程度 5.133 0.024

 中低分化
 

87 42(48.3) 45(51.7)

 高分化
 

55 16(29.1) 39(70.9)

续表2  NLRP3炎性小体表达与胆管癌患者临床病理

   关系[n(%)]

临床病理 n
NLRP3炎性小体

高表达

(n=58)

低表达

(n=84)

χ2 P

淋巴结转移 13.602 0.001

 有
 

79 43(54.4) 36(45.6)

 无
 

63 15(23.8) 48(76.2)

脉管侵犯 26.461 0.001

 有
 

81 48(59.3) 33(40.7)

 无
 

61 10(16.4) 51(83.6)

图2  Kaplan-Meier生存曲线比较

2.5 胆管癌患者预后的单因素和多因素Cox回归分

析
 

单因素分析显示,TNM 分期、分化程度、淋巴结

转移、脉管侵犯及NLRP3炎性小体高表达与胆管癌

患者的生存预后相关(P<0.05),见表3。多因素

Cox回归分析显示,TNM 分期、分化程度、淋巴结转

移及NLRP3炎性小体高表达是影响胆管癌患者生存

预后的独立因素(P<0.05),见表4。
表3  胆管癌临床病理特征与预后的关系[n(%)]

临床病理 n
生存

(n=62)

死亡

(n=80)
χ2 P

性别
  

0.168 0.682

 男 82 37(45.1) 45(54.9)

 女 60 25(41.7) 35(58.3)

年龄
  

0.236 0.627

 <60岁 70 32(45.7) 38(54.3)

 ≥60岁 72 30(41.7) 42(58.3)

TNM分期
  

9.345 0.002

 Ⅰ~Ⅱ期 90 48(53.3) 42(46.7)
 

 Ⅲ~Ⅳ期 52 14(26.9) 38(73.1)

组织类型
  

0.006 0.938

 腺癌 98 43(43.9) 55(56.1)

 鳞癌 44 19(43.2) 25(56.8)

分化程度
  

5.888 0.015
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续表3  胆管癌临床病理特征与预后的关系[n(%)]

临床病理 n
生存

(n=62)

死亡

(n=80)
χ2 P

 中低分化 87 31(35.6) 56(64.4)

 高分化 55 31(56.4) 24(43.6)

淋巴结转移 6.512 0.011

 有 79 27(34.2) 52(65.8)

 无 63 35(55.6) 28(44.4)

脉管侵犯 6.340 0.012

 有 81 28(34.6) 53(65.4)
  

 无 61 34(55.7) 27(44.3)

NLRP3炎性小体 8.210 0.004

 高表达 58 17(29.3) 41(70.7)
  

 低表达 84 45(53.6) 39(46.4)

表4  Cox多因素回归分析胆管癌生存预后的影响因素

自变量
 

β SE Wald P HR 95%CI

TNM分期 1.445 0.429 4.235 0.028 2.132 1.215~9.353

分化程度 0.582 0.579 4.895 0.015 1.642 1.019~6.924

淋巴结转移 0.448 0.463 5.371 0.029 1.535 1.038~4.985

NLRP3炎性小体表达 0.357 0.375 6.145 0.010 1.463 1.054~3.874

3 讨  论

  胆管癌是一种预后较差的恶性肿瘤,有报道显

示,即使经过根治性肝切除术,其5年总生存率也不

足30%,其主要原因在于术后复发率高,同时缺乏全

身有效的治疗方案[9]。因此,探寻有效的评估患者病

情及预后的分子指标,对于指导胆管癌的治疗和改善

预后,具有重要的临床价值。
既往研究显示,持续的炎性反应与恶性肿瘤的发

生、发展密切相关[10]。NLRP3炎性小体是炎性反应

激活的重要通路之一,其广泛表达于肿瘤组织和非肿

瘤组织中,其激活有赖于Toll样受体磷酸化,随后激

活核因子-κB(NF-κB)[11]。相关研究显示,NLRP3炎

性小体除了参与恶性肿瘤的发生、发展以外,还与糖

尿病、动脉粥样硬化等疾病的发生及进展相关,其可

作为影响患者病情严重程度及预后的独立危险因素,
同时也可能是上述炎症性疾病潜在的治疗靶点[4-5]。
有研究报道,NLRP3炎性小体在正常组织中的表达

水平较低,但在早期胚胎和恶性肿瘤中呈现高表达,
表明NLRP3炎性小体除了炎性反应外,还可能在高

等真核生物生长和恶性肿瘤细胞的增殖和分化方面,
发挥重要作用[12]。本研究结果显示,胆管癌组织NL-
RP3炎性小体及相关下游通路指标表达水平明显高

于对照组,提示NLRP3炎性小体可能参与了胆管癌

的发生过程,这与相关 NLRP3炎性小体在肝癌中的

研究结果一致。

NLRP3炎性小体相关通路的激活可能参与多种

肿瘤的发生及进展[13]。前期有研究发现,乳腺癌患者

及动物模型中NLRP3炎性小体表达水平明显上调,
并且其高表达与乳腺癌转移和生存期相关[14]。其机

制主要是NLRP3炎性小体激活下游IL-1β,调控基质

金属蛋白酶1(MMP1)、MMP3和 MMP10的表达,同
时IL-1β可激活NF-κB相关信号,招募单核细胞进入

肿瘤局部微环境,促进肿瘤细胞侵袭和转移[15]。而敲

除或干扰NLRP3炎性小体表达,可明显抑制肿瘤细

胞的增殖和转移,通过抑制 NLRP3炎性小体相关通

路,可能成为乳腺癌治疗的重要靶点[16]。NLRP3炎

性小体还可介导IL-18的分泌,通过以下途径抑制肿

瘤的发生及发展[17]:(1)诱导和增强NK细胞对小鼠

肝脏及结肠肿瘤细胞的杀伤活性;(2)促进IL-22结合

蛋白的下调,从而抑制转录因子STAT3的过度活化

和抗凋亡及增殖相关分子的表达。本研究结果发现,

NLRP3炎性小体表达与胆管癌临床病理分期、淋巴

结转移、分化程度和脉管侵犯有关,表明NLRP3炎性

小体可能在胆管癌的发生和发展中发挥重要的生物

学作用。进一步研究发现,NLRP3炎性小体与胆管

癌患者临床预后有关,NLRP3炎性小体高表达的胆

管癌患者总生存率较低,多因素Cox回归分析显示,

NLRP3炎性小体高表达是影响胆管癌患者生存预后

的独立因素。
    

综上所述,NLRP3炎性小体在胆管癌患者中呈

高表达,其可能与促进胆管癌的病理进程及多项临床

病理特征相关,高表达 NLRP3炎性小体预示更差的

临床预后和更短的生存期。通过干预NLRP3炎性小

体,有望成为胆管癌的潜在治疗靶点,但具体作用机

制还有待于进一步研究。
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