
作者简介!罗云春!

!"J+$

"#主治医师#博士#主要从事结直肠肿瘤发病机制研究'

论著"临床研究
!!

94-

)

!+LM","

(

N

L-<<5L!,I!OJMKJL*+!JL+!L+*!

结直肠癌组织中同源异型盒基因
CI

蛋白的表达及临床意义

罗云春!易
!

文!姚宇宙!朱
!

妮!覃鹏飞

"湖北省宜昌市中心人民医院
!

KKM+++

$

!!

$摘要%

!

目的
!

探讨同源异型盒基因
CI

"

'PcCI

$蛋白在结直肠癌中的表达及其与患者临床病理因素和预后的关系%方法

!

回顾性分析结直肠癌患者
JI

例!采用
:AOF):

法和免疫组织化学法分别检测结直肠癌组织中
'PcCI8:%7

和
'PcCI

蛋白

的表达!分析其表达与患者临床病理参数和预后的相关性%结果
!

'PcCI8:%7

在结直肠癌组织中的相对表达量为"

K*LKf

!,LM

$!显著高于癌旁正常组织的"

!"LKfIL,

$!差异有统计学意义"

%

&

+L+#

$(

'PcCI

蛋白在结直肠癌组织中表达的阳性率为

IML"Q

!显著高于癌旁正常组织的
!+LMQ

"

%

&

+L+#

$(

'PcCI

蛋白表达与患者
A%E

分期'淋巴结转移和远处转移有显著相关性

"

%

&

+L+#

$!且
'PcCI

蛋白阳性表达的患者具有更差的预后%结论
!

'PcCI

蛋白在结直肠癌组织中表达上调!其高表达与结

直肠癌患者的临床病理因素和预后相关%
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结直肠癌是人类最常见的肿瘤之一#其发病率和病死率分

别居第
M

位和第
K

位#患者
#

年生存率仅为
#+Q

左右#预后较

差+

!

,

'同源异型盒基因
CI

!

=48;4UXCI

#

'PcCI

"是同源盒基

因家族!

'Pc

"中的一员#主要负责细胞的正常分化和发育等

过程#近年来研究发现#其参与了多种肿瘤细胞的增殖*凋亡*

转移及耐药性等过程+

*

,

'研究表明#在胰腺癌*肺癌和乳腺癌

中#

'PcCI

蛋白高表达#且其表达量与肿瘤的转移*预后相

关+

M

,

'本研究对本院收治的结直肠癌患者临床病理资料进行

回顾性分析#探讨
'PcCI

蛋白表达在结直肠癌诊治中的临床

意义'

!

!

资料与方法

!L!

!

一般资料
!

随机选取
*++"

年
K

月至
*+!+

年
!*

月本院

就诊并经确诊的结直肠癌患者
JI

例#其中男
#*

例#女
M#

例$

年龄
MI

!

,I

岁#平均!

#KL*fKL!

"岁#所有患者均行结直肠癌

根治性手术#手术切除获取结直肠原发肿瘤组织和癌旁正常组

织!距离癌灶组织边缘大于
!+/8

"标本#并保持随访'所有患

者的临床资料及随访资料均保存完整#且术前均未进行任何化

疗和放疗'末次随访时间截止于
*+!#

年
!*

月#采用门诊和电

话的方式#中位随访时间为
K"LI

个月#随访
#

!

I*

个月'

!L"

!

方法

!L"L!

!

主要试剂
!

C)7

蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司#二氨基联苯胺!

G7C

"显色试剂盒购自北京中

杉金桥生物有限公司#

(F

免疫组织化学试剂盒购自美国
&5O

\-3.4

S

;5

公司#蛋白提取试剂盒购自武汉博士德生物工程有限

公司#兔抗人
'PcCI

蛋白单克隆抗体及羊抗兔
&

S

D

均购自美

国
(2532).0i

公司'

!L"L"

!

:AOF):

检测组织中
'PcCI8:%7

水平
!

利用总

:%7

提取试剂盒提取新鲜冰冻组织中总
:%7

#采用反转录方

法
F.-8;(/.-

?

3:A

试剂盒反转录合成
/G%7

#对
'PcCI8:O

%7

及内参基因
"

O2/3-5

的引物进行
F):

检测#

'PcCI8:%7

引物序列)正向)

#eD7D))AAD7)7AA)77)7Ae

$反向)

#OA)ADDA7)DAD)7DDA)OMe

$内参引物序列)正向)

#eO

)ADD7)DDA7))AD)D77OMe

$反向)

#eO77DD7DD)A

D)77D)DAD)OMe

$反应参数为
"#d!8-5

预变性#

"#d#

<

#

,+d*+<

#荧光检测
!

次#共
K+

个循环'记录每个反应管中

荧光信号达到设定域值时所经历的循环数'所有反应设
M

个

重复#采用
''

)3

法计算样品中目的基因表达量'

!L"L#

!

免疫组织化学法检测组织中
'PcCI

蛋白水平
!

将收

集到的样本经
!+Q

中性甲醛固定#常规组织脱水处理#石蜡包

埋#制作
K

%

8

连续切片#二甲苯脱蜡#水化后采用枸缘酸盐缓

+,

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期



书书书

冲液加热修复抗原
!"#$%

!再用
&

'

(

'

消除内源性过氧化物酶

活性
!"#$%

"以已知阳性的结直肠癌切片作为阳性对照!以磷

酸缓冲盐溶液#

)*+

$代替一抗作阴性对照!操作过程严格按照

+)

免疫组化试剂盒说明书进行"兔抗人
&(,*-

蛋白工作浓

度为
!.'""

!

/0*

显色"

!1"1#

!

结果判定
!

染色结果由
'

名有经验的病理科医师判

定"

&(,*-

蛋白以胞质内特异性染色深浅和细胞阳性百分

率得分的乘积来进行判定!采用盲法进行观测!每张切片于

2""

倍光镜下随机选择
3

个视野测定阳性肿瘤细胞百分率!

"

34

为
"

分%

#

34

!

!34

为
!

分%

#

!34

!

334

为
'

分%

#

334

!

5"4

为
6

分%

#

5"4

为
2

分"染色强度评分&

"

分为无

色%

!

分为淡黄色%

'

分为棕黄色%

6

分为棕褐色"将每张切片

阳性肿瘤细胞百分率的得分与平均染色强度得分的乘积!即为

该例免疫组化的最终得分&

$

2

分为阴性!

%

2

分为阳性"

!1$

!

统计学处理
!

应用
+)++!71"

软件进行数据分析!计量

资料以
!8"

表示!比较采用
#

检验或
9$:;<=

确切概率法分析!

采用
>?

@

A?%BC<$<=

法绘制生存曲线!以
$

$

"1"3

为差异有统

计学意义"

"

!

结
!!

果

"1!

!

DEB)FD

法检测
&(,*-#DG0

的表达
!

DEB)FD

结果

显示!

&(,*- #DG0

在 结 直 肠 癌 组 织 中 的 相 对 表 达 量

#

2'128!H16

$显著高于癌旁正常组织#

!7128-1H

$!差异有统

计学意义#

$

$

"1"3

$!见图
!

"

图
!

!!

&(,*-#DG0

在结直肠组织及癌旁正常

组织中表达情况

"1"

!

&(,*-

蛋白在直肠癌组织中的表达
!

&(,*-

蛋白的

表达位于组织细胞的细胞质和细胞核!以细胞质为主!结直肠

癌组织中
&(,*-

蛋白的阳性表达呈棕色或棕褐色颗粒"结

果显示!

&(,*-

蛋白在结直肠癌组织中的阳性表达率为

-7164

#

H7

'

5-

$!而癌旁正常组织的阳性率为
!"164

#

7

'

5-

$!

差异有统计学意义#

$

$

"1"3

$"

!!

0

&癌旁正常组织中
&(,*-

蛋白的表达(

*

&结直肠癌组织中

&(,*-

蛋白的表达

图
'

!!

&(,*-

蛋白在结直肠癌组织及癌旁正常

组织中表达情况

"1$

!

&(,*-

蛋白表达与患者临床病理因素的关系
!

&(,*-

蛋白阳性表达率与患者性别%年龄%肿瘤浸润程度和分化程度

差异统计学意义#

$

#

"1"3

$!而与患者
EGC

分期%淋巴结转移

和远处转移有显著相关性!差异均有统计学意义#

$

$

"1"3

$"

表
!

!!

&(,*-

蛋白表达阳性率与结直肠癌患者

!!!

临床病理参数关系!

%

"

4

#$

临床病理参数
% &(,*-

蛋白阳性表达
!

'

$

年龄#岁$

!1"2-

#

"1"3

!$

H" H! 2-

#

--1"

$

!%

H" 'H ''

#

521H

$

性别
"1722

#

"1"3

!

男
3' 26

#

5'1-

$

!

女
63 'H

#

-216

$

EGC

分期
H166!

$

"1"3

!"!#

2" 'H

#

H31"

$

!$!%

2- 26

#

7!13

$

肿瘤浸润深度
"1--2

#

"1"3

!

E!

!

E'

期
!- !'

#

-"1H

$

!

E6

!

E2

期
-" 3-

#

5!12

$

淋巴结转移
-1H-!

$

"1"3

!

有
35 32

#

761!

$

!

无
'7 !3

#

3!1-

$

分化程度
#

"1"3

&

!

低分化
!7 !2

#

-61-

$

!

中分化
23 6H

#

5"1"

$

!

高分化
'6 !-

#

-21"

$

远处转移
H17''

$

"1"3

!

C"

期
3- 2!

#

-'1"

$

!

C!

期
6" '5

#

7616

$

!!

&

&采用
9$:;<=

确切概率法

"1#

!

结直肠癌组织中
&(,*-

蛋白的表达与患者预后的关系

!

随访
5-

例结直肠癌患者!采用
>?

@

A?%BC<$<=

生存曲线进行

分析!

&(,*-

蛋白阳性表达的结直肠癌患者中位生存时间为

2!

个月!

3

年生存率为
!!1'4

!

&(,*-

蛋白阴性表达的结直

肠癌患者中位生存时间为
H2

个月!

3

年生存率为
-'1'4

!两者

比较差异有统计学意义#

!

'

I'216H!

!

$

$

"1"3

$"

图
6

!!

&(,*-

蛋白的表达与结直肠癌患者生存曲线关系

$

!

讨
!!

论

!!

&(,

家族基因是一类高度保守的基因序列!可编码
H"

个

氨基酸单位的
/G0

结构域!由于此结构域可与
/G0

特异性

结合!因此又称为同源异型结构域)

2B3

*

"

&(,*-#DG0

是一

种
&(,

基因家族的转录因子!位于人第
!-

号染色体上!其同

源结构域的序列由第
'

个外显子的编码序列所编码)

H

*

"近年

来研究发现!

&(,*-

蛋白参与了多种恶性肿瘤的增殖%血管

生成和转移等过程)

-

*

"

JK

等)

5

*采用
DEB)FD

及基因芯片的

!H

重庆医学
'"!5

年
!

月第
2-

卷第
!

期



技术对早期乳腺癌组织中
&(,*-

蛋白表达进行了检测!发现

其在癌组织中的表达水平显著高于正常乳腺上皮组织"另外!

LK0G

等)

7

*检测了
''2

例结直肠癌样本中
&(,*-

蛋白水平!

发现其表达水平与患者的
EGC

分期%

/MN<:

分期及
3

年生存

率明显相关"

目前关于
&(,*-

蛋白对肿瘤发生%发展过程的影响主要

包括进肿瘤细胞增殖!促进肿瘤血管生成!促进肿瘤的侵袭和

转移!以及参与
/G0

损伤的修复和细胞周期的调控)

!"

*

"

*&0EOP>0D

等)

!!

*发现!

&(,*-

蛋白高表达可提高前列腺

癌细胞的增殖能力"同时!采用
:$DG0

技术抑制
&(,*-

蛋

白的表达时!可抑制乳腺癌%肺癌细胞的增殖)

!'

*

"根据肿瘤类

型的不同!

&(,*-

蛋白对肿瘤侵袭和转移过程的影响不同!

例如
&(,*-

蛋白高表达对结直肠癌发生上皮
B

间质转化现象

具有促进作用(而在宫颈癌细胞系中!抑制
&(,*-

蛋白的表

达可观察到宫颈癌细胞的侵袭能力显著降低)

!6

*

"

本研究显示!

&(,*-

蛋白在结直肠癌组织中表达上调显

著高于癌旁正常组织!且
&(,*-#DG0

在结直肠癌组织中

表达水平显著高于癌旁正常组织#

$

$

"1"3

$!提示在结直肠癌

诊断中
&(,*-

蛋白可能作为一种潜在的分子标志物"通过

对
&(,*-

蛋白表达与结直肠癌患者临床病理参数分析!结果

表明!

&(,*-

蛋白阳性表达与患者
EGC

分期%淋巴结转移及

远处转移有显著相关性#

$

$

"1"3

$!提示
&(,*-

蛋白可能参

与了结直肠癌的转移过程"随访结果显示!

&(,*-

蛋白表达

阳性的结直肠癌患者相比于表达阴性的患者具有更差的预后!

这提示了
&(,*-

蛋白可能是影响结直肠患者预后的独立危

险因素!对
&(,*-

蛋白的检测!可成为判断结直肠癌患者预

后的手段之一"

综上所述!在结直肠癌中
&(,*-

蛋白表达显著上调!且

其表达与结直肠癌的发生%发展%转移和预后具有相关性!检测

&(,*-

蛋白水平有助于对结直肠癌患者进行准确诊治和预

后判断"
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C$X=RW$RÂ ##M%RA

!

'"!-

!

2"!

&

-3B561

)

!3

*

C0O0̂L0GQ

!

D0C0G0G)_

!

+K*D0C0Ĝ0C /
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