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　　摘　要：目的　探讨抑癌基因ＲＵＮＸ３在结直肠腺癌组织中的表达水平及其与临床病理特征的关系。方法　应用免疫组织

化学方法、原位杂交技术检测６０例结直肠腺癌、３０例癌旁正常组织中 ＲＵＮＸ３蛋白及 ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达水平。结果　

ＲＵＮＸ３蛋白在结直肠腺癌组织中的阳性表达率为３８．３３％，明显低于癌旁正常组织的８６．６７％，二者比较差异有统计学意义（犘

＜０．０１）；结直肠腺癌组织中ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达率为４０．００％，明显低于癌旁正常组织的９０．００％，二者比较差异有统计学意

义（犘＜０．０１）；ＲＵＮＸ３蛋白的表达与结直肠癌ＴＮＭ 分期、浸润深度、淋巴转移、肝转移呈负相关（犘＜０．０５），而与患者性别、年

龄、肿瘤大小、部位、分化程度和组织学类型无关（均犘＞０．０５）。结论　ＲＵＮＸ３蛋白的特异性低表达与结直肠腺癌的发生、发展

具有高度相关性，其基因功能的下调可能与结直肠癌的预后密切相关。
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　　结直肠癌是人类常见的消化道恶性肿瘤之一，严重威胁人

类健康，且发病年龄趋于年轻化［１］。结直肠癌的发生与癌基因

的激活和抑癌基因失活、细胞的无控性繁殖、细胞的凋亡受抑

以及细胞信号转导系统的紊乱有着非常密切的关系［２］。

ＲＵＮＸ３（ｈｕｍａｎｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３）是近年来研

究较热的一种抑癌基因，它参与细胞的增殖、生长与细胞凋亡

的调控。研究表明，ＲＵＮＸ３表达的异常如杂合缺失、高甲基

化与多种恶性肿瘤的发生、发展以及预后有明显的关系［３６］。

本实验通过检测ＲＵＮＸ３在结直肠腺癌及其癌周正常组织中

的表达水平，分析其与临床病理特征的关系，以研究其在结直

肠腺癌发生、发展、浸润、转移及预后中的作用，为结直肠腺癌

的早期诊断、监测和治疗提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年８月至２０１２年１月河北北方学

院附属第一医院病理科手术切除的存档蜡块结直肠腺癌组织

标本６０例，癌旁正常组织（切缘距离癌组织大于１０ｃｍ，且经

病理检查证实）３０例，所有病例均经组织病理学诊断确诊，均

无其他部位原发肿瘤，均为首次诊治患者，术前未行放疗、化

疗、生物治疗或免疫治疗。其中，男３８例，女２２例，年龄３８～

７８岁，平均（５８±２．５）岁；低分化腺癌１８例，中分化腺癌３０

例，高分化腺癌１２例；伴有淋巴结转移４３例，无淋巴结转移

１７例；有肝转移１８例，无肝转移４２例；根据２００９年美国癌症

联合委员会（ＡＪＣＣ）制定的结直肠癌ＴＮＭ 分期
［７］，ＴＮＭⅠ～

Ⅱ期３６例，ＴＮＭ Ⅲ～Ⅳ期２４例。每例患者临床资料均经３

位经验丰富的主治医师以上职称的病理科医师阅片，两组患者

一般资料比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２　主要试剂　免疫组织化学及原位杂交试剂：鼠抗人单克

隆浓缩型ＲＵＮＸ３（克隆号：ａｂ４０２７８Ｒ３５Ｇ４），香港 Ａｂｃａｍ公

９５８２重庆医学２０１４年８月第４３卷第２２期

 基金项目：河北省卫生厅科学技术研究与发展指导计划项目（０７２７６１２６２）；张家口市科技局２０１３年度指令性计划项目（１３１１０５５Ｄ）。　作

者简介：薛军（１９６５－），硕士生导师，主任医师，主要从事消化道肿瘤基础与临床研究。



司；ＤＡＢ显色试剂盒（产品编号：ＡＲ１０２２），武汉博士德生物工

程有限公司。ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ原位杂交试剂盒，武汉博士德生

物工程有限公司，ＲＵＮＸ３靶基因的 ｍＲＮＡ序列为：５′ＡＡＣ

ＡＧＣＡＴＣＴＴＣＧＡＣＴＣＣＴＴＣＣＣＧＡＣＣＴＡＣＴＣＧＣＣ３′；

５′ＡＴＧＣＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＣＣＧＣＴＴＣＣＡＣＣＡＴＡＣＣＴＡＣ

ＣＴ３′；５′ＴＴＣＣＡＧ ＧＣＣ ＡＡＣＣＣＧ ＴＣＣＣＣＣＴＡＣＣＡＣ

ＣＴＣＴＡＣＴＡ３′。

１．３　方法

１．３．１　免疫组织化学方法　采用ＰＢＳ液代替一抗作为阴性

对照，采用已知的阳性片作为阳性对照。将标本置于８０℃烤

箱中烤片３０ｍｉｎ；然后脱水、水化１４０℃高压蒸汽枸橼酸缓冲

液修复，３％ Ｈ２Ｏ２ 灭活内源性过氧化物酶；ＰＢＳ洗３次，加一

抗，４℃过夜；ＰＢＳ洗３次，加二抗。ＤＡＢ工作液室温显色，显

微镜下观察，苏木素复染，１％的盐酸乙醇分化、流水冲、梯度乙

醇脱水、松节油透明，树胶封片。阴性对照为ＰＢＳ代替一抗。

ＲＵＮＸ３免疫组织化学染色以细胞核中出现棕黄色颗粒为阳

性细胞。

１．３．２　原位杂交法　切片厚度４μｍ；石蜡切片经常规脱蜡至

水：经二甲苯（Ⅰ、Ⅱ），梯度乙醇（１００％、９５％、９０％、８５％、

８０％、７０％）逐级脱蜡后，于蒸馏水中进行水化；３０％ Ｈ２Ｏ２１

份与蒸馏水１０份混合，室温切片浸入１０ｍｉｎ（灭活内源性酶），

蒸馏水洗３次；柠檬酸加２滴浓缩型胃蛋白酶，混匀，３７℃消

化２０ｍｉｎ。原位杂交用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×２次。蒸馏水洗１次；

预杂交：杂交盒底部放少量２×ＳＳＣ液，以保持湿度，每张切片

滴加１５μＬ预杂交液，放湿盒中置恒温箱４２℃３ｈ；吸去多余

液体，不洗；杂交：每张切片滴加１５μＬ杂交液，揭开原位杂交

专用盖玻片的保护膜，盖在切片上。放湿盒中置恒温箱３８℃

杂交过夜；杂交后洗涤：揭开盖玻片，３７℃左右水温的２×ＳＳＣ

洗涤５ｍｉｎ×２次；３７℃０．５×ＳＳＣ洗涤１５ｍｉｎ×１次；３７℃

０．２×ＳＳＣ洗涤１５ｍｉｎ×１次；滴加封闭液：３７℃３０ｍｉｎ。甩

去多余液体，不洗；滴加生物素化鼠抗地高辛：３７℃６０ｍｉｎ。

原位杂交用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４次；滴加ＳＡＢＣ：３７℃２０ｍｉｎ。

原位杂交用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；滴加生物素化过氧化物酶：３７

℃２０ｍｉｎ。原位杂交用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４次；ＤＡＢ显色：使用

ＤＡＢ显色试剂盒，１ｍＬ蒸馏水加显色剂Ａ、Ｂ、Ｃ各１滴混匀，

加１滴至标本上，显色２０ｍｉｎ。充分水洗；苏木素复染，１％盐

酸乙醇分化，充分水洗；逐级乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶

封片。ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ以细胞胞浆着色呈棕黄色为阳性表达，

用不加探针和ＲＮＡ酶处理的切片作为阴性对照。

１．４　阳性结果的判定标准　ＲＵＮＸ３表达的判定：ＲＵＮＸ３的

阳性表达定位于细胞核，免疫组织化学结果判定参考Ｄｏｒｕｄｉ

等［８］的方法，综合考虑阳性细胞数和染色强度来判定结果：计

算阳性细胞百分数并赋予分值，≤５％为０分，６％～２５％为１

分，２６％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，≥７６％为４分；观

察着色强度并赋予分值，无着色为０分，浅黄色为１分，黄色为

２分，深黄色为３分。两者相乘，０分为（－），１～４分为（＋），

５～８分为（＋＋），９～１２分为（＋＋＋），（＋）～（＋＋＋）均视

为阳性。由３位主治医师职称以上的病理医师独立阅片，共同

确定判定结果。

１．５　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１７．０软件包进行统计

学分析，计数资料采用χ
２ 检验；采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关进行相关

性分析；免疫组织化学染色和原位杂交检测的一致性检验采用

Ｋａｐｐａ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＵＮＸ３蛋白阳性表达　ＲＵＮＸ３在癌旁正常组织中为

２６例，阳性率为８６．６７％，阳性表达主要位于胞核（图１Ａ）；而

在６０例结直肠癌组织中有２３例阳性表达，阳性率为３８．３３％

（图１Ｂ）。ＲＵＮＸ３蛋白在结直肠癌组织的表达显著低于正常

结直肠组织（犘＜０．０５）。

２．２　ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达　ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ以细胞胞浆着

色呈棕黄色为阳性表达。在癌旁正常组织、结直肠癌组织中，

ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 ９０．００％ （２７／３０）、

４０．００％（２４／６０），见图２；ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的阳性表达率与其

蛋白的表达率相一致；在癌组织的表达显著低于正常结直肠组

织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　２种检测方法检测ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ及其蛋白的结果对比

分析　在３０例癌旁正常组织标本中 ＲＵＮＸ３蛋白阳性率为

８６．６７％，ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ阳性率为９０．００％；在结直肠腺癌标

本中ＲＵＮＸ３蛋白阳性率为３８．３３％，ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ阳性率

为４０．００％。运用Ｋａｐｐａ检验其一致性，在正常结直肠黏膜组

织中，二者的表达结果吻合系数为犽＝０．８３９；在结直肠癌组织

中，二者的表达结果吻合系数为犽＝０．９６５；说明在本实验过程

中，不同组织当中细胞因子的蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达是相符

的，具有高度的一致性。

　　Ａ：ＲＵＮＸ３在正常结直肠组织中的表达；Ｂ：ＲＵＮＸ３在结直肠腺

癌组织中的表达。

图１　　免疫组织化学法检测癌旁正常组织及结直肠腺癌

组织中ＲＵＮＸ３的表达（ＳＰ法，×１００）

　　Ａ：ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ在正常结直肠组织中的表达；Ｂ：ＲＵＮＸ３ｍＲ

ＮＡ在结直肠腺癌组织中的表达。

图２　　原位杂交法检测癌旁正常组织及结直肠腺癌组织中

　　　　ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达（ＩＳＨ，×１００）

表１　　ＲＵＮＸ３在结直肠癌组织中的表达与临床

　　　　病理参数之间的关系

病理学指标 狀
ＲＵＮＸ３表达

阴性 阳性［狀（％）］ χ
２

犘

性别 ０．０５７ ０．５１７

　男 ３８ ２３ １５（３９．４７）

　女 ２２ １４ ８（３６．３６）

年龄（岁） ０．１５２ ０．４５１
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续表１　　ＲＵＮＸ３在结直肠癌组织中的表达与临床

　　　　病理参数之间的关系

病理学指标 狀
ＲＵＮＸ３表达

阴性 阳性［狀（％）］ χ
２

犘

　＜６０ ２８ １８ １０（３５．７１）

　≥６０ ３２ １９ １３（４０．６２）

肿瘤大小（ｃｍ） ０．０９９ ０．４８４

　＜５ ３５ ２１ １４（４０．００）

　≥５ ２５ １６ ９（３６．００）

病变位置 ０．２６８ ０．４０２

　结肠 ２６ １７ ９（３４．６１）

　直肠 ３４ ２０ １４（４１．１８）

组织学类型 ０．２１９ ０．８９６

　乳头腺癌 ３２ ２０ １２（３７．５０）

　管状腺癌 １９ １１ ８（４２．１１）

　黏液腺癌 ９ ６ ３（３３．３３）

浸润深度 １１．３４４ ０．００１

　未侵及浆膜 ３９ １８ ２１（５３．８５）

　侵及浆膜 ２１ １９ ２（９．５２）

分化程度 ３．０５５ ０．２１７

　高分化 １２ ７ ５（４１．６６）

　中分化 ３０ １６ １４（４６．６７）

　低分化 １８ １４ ４（２２．２２）

肝转移 ８．０６１ ０．００５

　有 １８ １６ ２（１１．１１）

　无 ４２ ２１ ２１（５０．００）

淋巴结转移 ６．９７９ ０．００８

　有 ４３ ３１ １２（２７．９１）

　无 １７ ６ １１（６４．７１）

ＴＮＭ分期 １２．５６６ ０．０００

　Ⅰ～Ⅱ ３８ １７ ２１（５２．６３）

　Ⅲ～Ⅳ ２２ ２０ ２（１３．６４）

２．４　ＲＵＮＸ３蛋白表达水平与结直肠癌临床病理参数之间的

关系　ＲＵＮＸ３蛋白表达水平与患者性别、年龄、肿瘤大小、组

织学类型、分化程度、病变部位等临床病理参数无关（犘＞

０．０５），而与肿瘤浸润深度、淋巴结转移、肝转移、肿瘤的ＴＮＭ

分期有关（犘＜０．０５），见表１。

３　讨　　论

ＲＵＮＸ３基因是近年来发现的一个新的抑癌基因，能够调

控细胞的生长发育和凋亡，对细胞的信号传导和其他生物学效

应有着复杂而重要的调控作用［９］。大量研究证实，ＲＵＮＸ３基

因功能下调与人类肿瘤的发生密切相关［１０］。ＲＵＮＸ３能够通

过与转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）信号

传导通路的效应分子Ｓｍａｄ３直接结合来参与该通路诱导细胞

的生长抑制的过程；ＲＵＮＸ３还可以与 Ｗｎｔ通路的关键效应器

ＴＣＦ４和 βｃａｔｅｎｉｎ形成复合物，抑制 ＴＣＦ４βｃａｔｅｎｉｎ与靶

ＤＮＡ的结合，从而减弱目标基因的转录
［１０］；此外，ＲＵＮＸ３通

过直接调控封闭蛋白１的转录参与上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的调控，保护失巢凋亡，从而抑

制肿瘤的侵袭和转移［１１］；此外，还有研究［１２１３］发现ＲＵＮＸ３可

以通过调节对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等参与血管生成的

相关基因以及ＣＲＫ１１、ＴＩＭＰ１等分子的表达抑制胃肠道肿

瘤细胞侵袭转移的能力。本实验中ＲＵＮＸ３在结直肠癌组织

中阳性表达率为３８．３３％（２３／６０），而在正常结直肠组织中阳

性率达８６．６７％（２６／３０），差异有统计学意义（犘＜０．０５），提示

结直肠癌中ＲＵＮＸ３表达下调，导致结直肠黏膜上皮细胞增生

和分化的平衡失调，使肠黏膜上皮细胞过度增生和分化异常，

最终导致癌变。

此外，本研究中结直肠腺癌组织 ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达

水平明显低于其配对的癌旁正常结直肠黏膜组织，主要是由其

启动子Ｐ２区域ＣｐＧ岛的过甲基化所导致的
［１４］，其分别低于

相应蛋白表达水平。这一差异说明ＲＵＮＸ３表达下调除了受

甲基化调节外，还可能有其他机制的参与，从而导致 ＲＵＮＸ３

ｍＲＮＡ表达水平与ＲＵＮＸ３表达水平不完全一致。

本实验进一步发现，ＲＵＮＸ３蛋白表达水平肿瘤浸润深

度、淋巴结转移、肝转移、肿瘤的ＴＮＭ分期有关（犘＜０．０５），而

与患者性别、年龄、肿瘤大小、组织学类型、分化程度、病变部位

等无关（犘＞０．０５），这与严茂军等
［１５］报道基本一致。鉴于

ＲＵＮＸ３与结直肠腺癌临床病理特征密切相关，通过检测结直

肠腺癌中ＲＵＮＸ３的表达，可以为评估结直肠腺癌患者临床病

理特征和预后提供线索，这一点目前已经得到肯定。但其生物

学功能复杂，具体的抑癌机制尚待进一步阐明。因本研究例数

相对较少，其结果的准确性和可靠性还有待进一步总结完善，

这将是本课题进一步研究的方向。
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影响气管黏膜的血供，引起局部气管黏膜及黏膜下组织缺血性

损伤，甚至诱发溃疡、出血及坏死，严重者可出现气管食管

瘘［５８］。正常成年人气管黏膜动脉灌注压大约３０～４４ｃｍ

Ｈ２Ｏ，毛细血管静脉端压力为２４ｃｍＨ２Ｏ，淋巴管压力为７ｃｍ

Ｈ２Ｏ
［９］。当气管导管套囊压力大于３０ｃｍ Ｈ２Ｏ时，气管黏膜

血流量开始减少；套囊压力达４０．８ｃｍＨ２Ｏ时，气管黏膜血流

量明显减少；套囊压力维持６８ｃｍＨ２Ｏ时，且持续１５ｍｉｎ时气

管黏膜即可出现明显的缺血性损伤［１０］。

本研究结果显示麻醉医师凭临床经验用指感法给气管导

管套囊充气，平均气囊压为（４９±１１．８）ｃｍＨ２Ｏ，最高套囊压达

９６ｃｍＨ２Ｏ，高于《机械通气临床应用指南》
［１１］推荐的压力范

围（２５～３０）ｃｍＨ２Ｏ，发生气管黏膜损伤的概率达８７．５％，其

中气管黏膜发生点状出血或斑片状出血者达７２．５％。与指感

法相比，测压法平均套囊压为（２７±１．５）ｃｍＨ２Ｏ，发生气管黏

膜损伤的风险显著性降低（犘＜０．０１），４０例患者中发生气管黏

膜点状出血者仅１例，无气管黏膜斑片状出血或糜烂的发生。

因此，测量并控制套囊压力，对防止黏膜受损极其重要［１２１３］。

从严格意义上讲，气管插管后应当常规进行套囊内压力测定，

但由于专用套囊测压表价格较昂贵、操作相对复杂等致临床上

并未常规进行监测，多是由操作者凭经验以指感法评估囊内压

力。Ｓｏｌｅ等
［１４］研究表明临床医师凭经验为气管导管套囊充气

时，仅５４％的患者套囊压力可维持在（２０．４～３４）ｃｍＨ２Ｏ。然

而，由于此法操作简便、用时短，目前临床上仍广泛应用。与指

感法相比，采用最小封闭压力法给导管套囊充气，平均气囊压

（２５±２．１）ｃｍＨ２Ｏ，患者发生气管黏膜损伤风险明显降低（犘

＜０．０１），最小封闭压力法发生气管黏膜出血的风险仅是指感

法的１／２９。与测压法比较，气管黏膜损伤发生率差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

综上所述，凭经验用指感法给导管套囊充气，易使套囊内

压力远高于正常允许值，发生气管黏膜损伤风险高。采用测压

法或最小封闭压力法给导管套囊充气，套囊压力基本控制在正

常允许值范围内，２种方法均可降低患者气管黏膜损伤风险。

采用最小封闭压力法给导管套囊充气，既可控制气管导管套囊

压在安全范围内、减少气管黏膜损伤，又不需使用专用的套囊

测压表，因此，可替代测压法为导管套囊充气，值得在临床中推

广应用。
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