
胆管癌（cholangiocarcinoma，CCA）通常是指起

源于肝内肝外胆管上皮的恶性肿瘤［1］。近年来胆管

肿瘤的发病率不断提高，约占消化道肿瘤的3%，已

是肝胆系统肿瘤中的第二大肿瘤［2］。根据胆管肿瘤

发生的部位不同，胆管癌可分为肝内胆管癌、肝门部

胆管癌、远端胆管癌［3］。胆管癌患者的主要临床症状

包括皮肤巩膜黄染、腹痛、食欲减退、消瘦等［4］。目

前，外科手术切除仍是治疗胆管癌的主要手段，但

是由于缺乏早期诊断的方法，大部分患者初次就诊

时已失去根治性手术机会，仅30%~40%的患者可行

外科手术治疗［5］。由于缺乏敏感的分子靶向放化疗

药物，胆管癌患者的总体生存率不佳，5年生存率仅

为 5%~10%［6］。因此，探索其潜在的分子靶向机制
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression of IQGAP3 in cholangiocarcinoma（CCA） and its clinical significance.
Methods：RT⁃PCR and Western blot were performed to determine the levels of IQGAP3 in CCA tissues and CCA cell lines. Colone
formation assay，CCK8 and EdU proliferation experiment were used to reveal the role of IQGAP3 in CCA cell proliferation in vitro.
Western blot and phosphorylated proteinchip array were used to verify the possible mechanisms of IQGAP3 in regulating the
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对于提高胆管癌患者的长期生存具有重大意义。

IQGAP3（IQ motif containing GTPase activating
protein3）是 IQGAPs蛋白家族中的一员，其主要组成

结构包括Calponin同源结构域、多聚脯氨酸结合结

构域、钙调蛋白结合花样、GTPase激活蛋白相关结

构域等［7］。在人体中，IQGAPs 家族中一共有

IQGAP1、IQGAP2、IQGAP3 3位成员。IQGAP1是最

早发现的家族成员，在人体中 IQGAP1几乎没有组

织特异性，在肿瘤发生发展中起促进肿瘤细胞增

殖、迁移和侵袭的作用［8］。 IQGAP2 与 IQGAP1 有

62%的同源性，功能却与 IQGAP1相反，主要参与抑

制肿瘤的增殖过程［9］。IQGAP3是 IQGAPs家族中最

后发现且研究最少的家族成员，IQGAP3的功能与

IQGAP1类似，通过与目标蛋白结合，能够促进细胞

的增殖、迁移和侵袭能力［10］。迄今为止，IQGAP3的
表达情况及功能已经在肺癌、肝癌、乳腺癌、胰腺

癌、直肠癌、胃癌等肿瘤中有过相关报道［11-15］，但其

在胆管肿瘤中的表达及相关功能目前并不明确。

1 材料和方法

1.1 材料

选取在南京医科大学第一附属医院肝移植中

心接受外科手术的 47对胆管癌肿瘤标本和癌旁组

织。组织标本的获取均经患者及家属知情同意，并

通过南京医科大学第一附属医院伦理委员会同意。

组织标本术后均通过南京医科大学第一附属医院病

理科确诊为胆管癌。组织离体后立即切取并存放

于-80 ℃的超低温冰箱里。

胆 管 癌 细 胞 株 HUCCT1、QBC939、RBE、
HCCC9810和正常胆管上皮细胞株HiBEC（中国科

学院上海生命研究所），所有细胞均用DMEM培养

基（Gibco公司，美国）加10%胎牛血清及1%青霉素、

链霉素在37 ℃、5% CO2的温箱中培养。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染

取对数生长期的HCCC9810和RBE细胞种植于

6孔板中培养 24 h，IQGAP3敲低慢病毒（shRNA，上

海和源生物）及其阴性对照通过 Polybrene（上海和

源生物）进行转染，具体实验步骤参照慢病毒感染

操作手册。转染24 h更换新鲜培养基，孵育48 h行
10 μg/mL嘌呤霉素筛选细胞后收集细胞检测转染

效率并进行功能实验。

1.2.2 免疫组织化学染色

组织切片用浓度10%的福尔马林固定后脱蜡；切

片在柠檬酸盐缓冲液（pH6.0）中浸泡15 min；IQGAP3
抗体（武汉 Protein Tech公司，美国）浓度稀释为 1∶
100滴加到组织切片上，4 ℃孵育过夜，滴加辣根过氧

化物酶标记山羊抗兔二抗（武汉Protein Tech公司，美

国）后，用苏木素复染。最后通过光学显微镜拍照摄

取图像，并用NIS⁃Elements v4.0软件评价染色情况。

1.2.3 实时定量逆转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）测定

组织和细胞的RNA提取均根据试剂商说明书

使用 TRIzol液（Invitrogen公司，美国）提取，通过使

用D（260 nm)/D（280 nm）吸光度比值来评估RNA的

浓度和纯度。使用RNA逆转录试剂盒（TaKaRa公
司，日本）并根据其说明书逆转录成总 cDNA。根据

Roche定量试剂盒（Roche公司，瑞士）配制相应的反

应体系，其中相关引物序列为 IQGAP3：上游引物 5′⁃
GCAGCCTATGAACGCCTCA⁃3′，下游引物 5′⁃GGA⁃
GGGTGCAAAACAGTGG⁃3′；GAPDH：上游引物 5′⁃
CTGGGCTACACTGAGCACC⁃3′，下游引物 5′⁃AAGT⁃
GGTCGTTGAGGGCAATG ⁃ 3′ 。 然 后 放 入 Stepone
Plus实时定量 PCR仪（Applied Biosystems 公司，美

国）中进行扩增，扩增条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃
变性 5 s，60 ℃ 退火/延伸30 s，40个循环，最后95 ℃
10 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。在ABI7500系统中检

测记录目的基因和相应内参的CT值，最终结果采用

2-ΔCt法计算。每组实验重复3遍。

1.2.4 蛋白印迹实验（Western blot）
组织和细胞蛋白均通过蛋白提取试剂盒（北京

Applygen基因技术公司）提取。通过使用BCA蛋白

试剂盒（Pierce Chemical公司，美国）测定蛋白浓度。

SDS⁃PAGE进行电泳分离后采用湿转膜法转至PVDF
膜上；5%脱脂奶粉封闭2 h；加入一抗4 ℃孵育过夜，

TBST洗膜3次，每次15 min；加入辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔二抗稀释液孵育2 h；最后将ECL两种化

学发光试剂（Millipore公司，美国）1∶1混合后均匀涂

于PVDF膜上，在暗室中显影。实验重复3遍，GAP⁃
DH、IQGAP3、WNK1抗体稀释比例均为1∶1 000。此

外，还通过磷酸化蛋白芯片实验来探索 IQGAP3作用

于胆管癌细胞的相关机制，具体操作步骤参照蛋白芯

片试剂商（BD公司，美国）说明书。所有Western blot
实验结果采用NIH Image J量化统计。

1.2.5 细胞增殖和平板克隆实验

CCK8（Cell Counting Kit⁃8，细胞计数试剂盒）和

EdU（5⁃ethynyl⁃2’⁃deoxyuridine，5⁃乙炔基⁃2’⁃脱氧尿

苷）细胞增殖实验评价细胞增殖功能。96孔板接种

细胞2 000个/孔培养0、24、48、72、96 h后加入CCK8
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图1 IQGAP3在胆管癌组织和细胞系中的相对表达量

Figure 1 Relative expression of IQGAP3 in CCA tissues and cell lines

36 kDa
185 kDa

试剂（南京碧云天公司）于 37 ℃培养箱中培养 2 h，
测定吸光度值（450 nm）。EdU实验：将约1×106万个

细胞种入 6孔板中孵育 24 h。参照EdU试剂盒（广

州锐博生物）说明书加入EdU试剂检测细胞增殖功

能，通过荧光显微镜来计数细胞数。通过平板克隆实

验来评价细胞集落能力，将1 000个细胞种入小细胞

培养皿中，培养 10 d后，用甲醛固定结晶紫染色后

计数进行评价。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0软件对数据进行相关统计学分

析，组间差异采用 t检验，计数资料比较采用卡方检

验，生存时间和生存率采用Kaplan⁃Meier法。结果

中计量数据以均数±标准差（x ± s）表示，P ≤ 0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 IQGAP3在胆管癌组织和细胞系中高表达

RT⁃PCR和Western blot分别检测胆管癌肿瘤组

织和癌旁组织中 IQGAP3 的表达情况，结果显示

IQGAP3在肿瘤组织中的表达高于癌旁组织（图1A、

B）；免疫组化结果也显示 IQGAP3在肿瘤组织中的

表达高于癌旁组织（图 1C）；RT⁃PCR和Western blot
分别检测 IQGAP3 在胆管癌细胞系（HUCCT1、
QBC939、RBE、HCCC9810）和正常胆管细胞HiBEC
中 的 表 达 情 况 ，结 果 发 现 IQGAP3 在 RBE 和

HCCC9810细胞系中表达水平明显高于HiBEC（图

1D、E），因此采用RBE和HCCC9810两个细胞株进

行细胞功能实验。

2.2 IQGAP3表达水平与胆管癌患者肿瘤进展、长

期生存相关

分析 IQGAP3表达水平和胆管癌患者临床病理

特征之间的关系来进一步确认 IQGAP3在胆管癌中

的作用。根据RT⁃PCR结果按照肿瘤和所对应癌

旁表达水平比值是否>2，将 47 对肿瘤标本分成

IQGAP3 高表达组（n=34）、IQGAP3 低表达组（n=
13）（表 1）。结果表明 IQGAP3表达和胆管肿瘤大

小（P < 0.01）、病理分级（P < 0.05）、AJCC TNM分

期（P < 0.05）呈正相关，与其他临床病理特征如年

龄、性别、肿瘤数量、血管浸润、淋巴结转移、脉管

癌栓等无明显相关性（P > 0.05）。此外，还通过

Kaplan⁃Meier法分析了 IQGAP3表达对随访 3年内

的胆管癌患者总体生存时间的影响，结果表明

IQGAP3 高表达组患者的总体生存率（overall sur⁃
vival，OS）低于 IQGAP3 低表达组，且差异有统计

学意义（图 2）。

2.3 敲低 IQGAP3表达对胆管癌细胞增殖功能的

影响

分别将慢病毒感染HCCC9810和RBE细胞株，

通过 RT⁃PCR来验证感染效率，发现 shIQGAP3组

IQGAP3表达明显低于对照组（图3A）。通过平板克

隆实验检测敲低 IQGAP3（shIQGAP3）表达后细胞的

集落形成能力。与对照组（negative control，NC）相

比，敲低 IQGAP3表达后细胞的集落形成能力明显

下降（图 3B）；CCK8 及 EdU 实验结果表明敲低

IQGAP3表达后，细胞增殖能力较对照组明显下降

（图3C、D）。
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2.4 IQGAP3可能通过上调WNK1促进胆管癌细胞

增殖

为研究 IQGAP3影响胆管癌细胞增殖的作用机

制，NC组蛋白样本作为对照，利用磷酸化蛋白芯片

检测敲低 IQGAP3组相关下游蛋白磷酸化水平改

变，如图 4A所示，WNK1、HSP60、STAT3、ERK1/2、
STAT2、P53等蛋白磷酸化水平发生明显变化，通过

Western blot实验验证敲低 IQGAP3后，WNK1表达

减少，提示 IQGAP3可能通过上调WNK1促进胆管

癌细胞增殖（图4B）。
3 讨 论

IQGAP3是 IQGAP蛋白家族中的一员，IQGAP
蛋白家族是一类分子量为175~180 kDa的细胞骨架

结合蛋白，其命名主要来源于这些蛋白所共有的 IQ
花环和Ras⁃GAP结构。在人体中，IQGAP家族一共

有 IQGAP1、IQGAP2、IQGAP3 3位成员，其主要组成

结构包括：Calponin同源结构域（CHD）、多聚脯氨酸

结合结构域（WW）、钙调蛋白结合花样（IQ）、GTPase
激活蛋白相关结构域（RGD）等，CHD结构域可以与

F⁃actin相结合，WW结构域可以与ERK1/2相互作

用，IQ能与MEK1/2、Raf、EGFR以及钙调蛋白相互作

用，GTPase激活蛋白相关结构域可以与Cdc42、Rac1
等相互作用［16］。作为细胞骨架蛋白，IQGAPs蛋白家

族在细胞黏附、细胞迁移、细胞外信号转导及细胞分

裂等多种功能活动中起着重要调控作用［17-18］。在肿

瘤研究中，IQGAP1起到促进肿瘤细胞的增殖、迁移和

侵袭作用。IQGAP2主要在肝脏、肺、乳腺等组织中高

表达，作用与 IQGAP1 相反，主要起抑癌作用。

IQGAP3目前已知在肝癌、肠癌、胰腺癌、乳腺癌、肺

癌、胃癌等肿瘤中高表达，可促进肿瘤细胞的增殖、迁

移和侵袭。

本研究证实了 IQGAP3在胆管癌中高表达，且

发现 IQGAP3表达和胆管癌肿瘤大小、病理分级、

TNM分期相关，此外，还发现了 IQGAP3高表达的胆

管癌患者术后预后更差。这些发现也证实 IQGAP3
参与了肿瘤的发生发展。为了进一步验证 IQGAP3
在胆管癌中的作用，通过慢病毒敲低 IQGAP3 在

HCCC9810和 RBE细胞株中的表达。通过平板克

隆、CCK8、EdU等细胞增殖实验，发现敲低 IQGAP3
表达后，细胞增殖能力明显下降，这表明了 IQGAP3
能够促进胆管癌细胞增殖。通过利用蛋白芯片实

验进一步验证 IQGAP3在胆管癌中的作用机制，结

果发现 IQGAP3在胆管癌中可能与WNK1、HSP60、

表1 47例胆管癌患者IQGAP3表达的临床病理相关性分析

Table 1 The clinicopathological relevance analysis of
IQGAP3 expression in 47 patients with cholan⁃
giocarcinoma

临床特征

性别

男

女

年龄

≤ 60
> 60

肿瘤数目

1个
>1个

肿瘤大小

≤ 5 cm
> 5 cm

病理分级

Ⅰ+ Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

血管侵犯

有

无

淋巴结转移

有

无

脉管癌栓

有

无

TNM分期

Ⅰ+ Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

低

07（53.8）
06（46.2）

08（61.5）
05（38.5）

10（76.9）
03（23.1）

12（92.3）
01（7.7）

07（53.8）
06（46.2）

00（0）
13（100）

03（23.1）
10（76.9）

08（61.5）
05（38.5）

09（69.2）
04（30.8）

高

21（61.8）
13（38.2）

20（58.8）
14（41.2）

27（79.4）
07（20.6）

12（35.3）
22（64.7）

07（20.6）
27（79.4）

04（11.8）
30（88.2）

18（52.9）
16（47.1）

13（38.2）
21（61.8）

10（29.4）
24（70.6）

P值

0.621

0.865

0.832

0.002

0.025

0.564

0.130

0.150

0.031

n

28
19

28
19

37
10

24
23

14
33

04
43

21
26

21
26

19
28

IQGAP3［（n%）］

图 2 Kaplan⁃Meier生存分析随访 3年内的胆管癌患者总

体生存时间和生存率情况

Figure 2 The overall survival time and survival rate of
patients with bile duct cancer were followed up
for 3 years
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A：通过RT⁃PCR来验证病毒转染效率，构建 IQGAP3低表达体系；B：平板克隆实验检测 shIQGAP3组和对照组细胞集落形成能力；C：通过

CCK8实验检测敲低 IQGAP3表达后细胞的增殖能力；D：通过EdU实验检测敲低 IQGAP3表达后细胞的增殖能力（×100）。两组比较，*P < 0.01，
**P < 0.001。

图3 IQGAP3表达对胆管癌细胞增殖能力的影响

Figure 3 Effect of IQGAP3 expression on proliferation of CCA cells
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STAT3、ERK1/2、STAT2、P53等相关。通过Western
blot实验发现 IQGAP3表达水平与WNK1表达水平呈

正相关，因此认为 IQGAP3可能通过上调WNK1促进

胆管癌细胞增殖，但具体作用机制目前并不明确，需

要后续实验进一步探讨。

当然本实验尚有许多不足之处，比如样本量
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不足、随访时间过短、细胞功能实验不全以及通路

机制研究尚不明确等，后续将完善实验，扩大样本

量，进一步探讨 IQGAP3 在胆管肿瘤中的作用机

制。

综上所述，本研究首次表明了 IQGAP3 在胆管

癌中高表达。此外，还表明 IQGAP3可能通过上调

WNK1促进胆管癌细胞增殖。IQGAP3 能否可作为

胆管癌的治疗靶点，还有待进一步研究。
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A：磷酸化蛋白芯片验证敲低 IQGAP3后胆管癌细胞中相关下游蛋白磷酸化水平变化；B：Western blot实验验证HCCC9810和RBE细胞中

敲低 IQGAP3后WNK1表达水平变化。

图4 胆管癌可能通过上调WNK1促进胆管癌细胞增殖

Figure 4 IQGAP3 could promote the proliferation of CCA cells by up⁃regulating WNK1
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