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IKBKE和FOXO3在结直肠癌中的表达及临床意义分析

张翠萍,邹佳芮,解水杉,俎 莎,郝俊梅△

(滨州医学院烟台附属医院病理科,山东烟台264100)

  [摘要] 目的 探 讨 结 直 肠 癌 组 织 中 核 因 子κB激 酶 亚 单 位ε抑 制 剂(IKBKE)和 叉 头 框 蛋 白 O3
(FOXO3)的表达及与临床病理特征和生存预后的关系。方法 应用免疫组织化学染色方法检测该院2013年

1月至2014年1月79例结直肠癌组织中IKBKE和FOXO3的表达,分析其临床意义。结果 结直肠癌组织

中IKBKE的表达与结直肠癌患者的性别、年龄及肿瘤浸润深度无关(P>0.05),与分化程度、TNM 分期及有

无淋巴结转移相关(P<0.05)。结直肠癌组织中FOXO3的表达与结直肠癌患者的性别、年龄及肿瘤浸润深度

无关(P>0.05),与分化程度、TNM 分期及有无淋巴结转移相关(P<0.05)。IKBKE与FOXO3表达呈负相

关(P<0.01,r=-0.41)。生存曲线及Cox回归模型显示,IKBKE与FOXO3
 

作为结直肠癌患者的独立预后

危险因素均不确切(P>0.05)。
 

结论 联合检测IKBKE和FOXO3在结直肠癌组织中的表达,有助于判断结

直肠癌的恶性程度及转移潜能。
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  [Abstract] Objective To

 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

kinase
 

subunit
 

ε
 

inhibitor
 

(IKBKE)
 

and
 

forkhead
 

box
 

protein
 

O3
 

(FOXO3)
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue,and
 

to
 

explore
 

their
 

correlation
 

with
 

clini-
copathological

 

features
 

and
 

survival
 

prognosis.Methods Immunohistochemisty
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

IKBKE
 

and
 

FOXO3
 

in
 

79
 

patients
 

with
 

colorectal
 

infection
 

from
 

January
 

2013
 

to
 

January
 

2014
 

in
 

this
 

hospital,for
 

analysis
 

of
 

their
 

clinical
 

significances.Results The
 

expression
 

of
 

IKBKE
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

gender,age
 

or
 

depth
 

of
 

tumor
 

invasion
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

(P>0.05),and
 

associated
 

with
 

dif-
ferentiation,TNM

 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

FOXO3
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

gender,age
 

or
 

depth
 

of
 

tumor
 

invasion
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

(P>0.05),and
 

associated
 

with
 

differentiation,TNM
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).There
 

was
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

IKBKE
 

and
 

FOXO3
 

expression
 

(P<0.01,r=-0.41).Survival
 

curve
 

and
 

Cox
 

regression
 

model
 

showed
 

that
 

IKBKE
 

and
 

FOXO3
 

were
 

not
 

accurate
 

as
 

independent
 

prognostic
 

risk
 

factors
 

for
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

(P>0.05).Conclusion Combined
 

detection
 

of
 

expressions
 

of
 

IKBKE
 

and
 

FOXO3
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

is
 

helpful
 

to
 

determine
 

the
 

malignant
 

degree
 

and
 

metastatic
 

potential
 

of
 

colorectal
 

cancer.
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  结直肠癌在消化道恶性肿瘤中发病率较高,居第

三位,病死率居第五位[1]。因此,提高结直肠癌的治

愈率,降低病死率,寻找有效的生物学靶点显得尤为

重要。核因子κB激酶亚单位ε抑制剂(IKBKE)是一

种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,可通过多种信号通路抑

制细胞增殖,促进细胞凋亡。已有多项研究表明[2-4],

IKBKE参与了乳腺癌、肺癌、卵巢癌等的发生。因

此,IKBKE可能作为抗癌治疗的潜在药物靶点。叉

头框蛋白O3(forkhead
 

box
 

protein
 

O3,FOXO3)作为

叉头转录因子家族中的重要成员是一种抑癌因子,其
缺失或突变可导致多种恶性肿瘤的发生[5-6]。有研究

证明[7],IKBKE 可 通 过 直 接 和 间 接 的 方 式 调 节
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FOXO3,促进肿瘤的发生及发展。本文旨在研究人

结直肠癌中IKBKE与FOXO3的表达情况,探讨其

表达与临床病理特征及生存预后的关系,为结直肠癌

患者的诊断与治疗提供参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般材料

收集本院2013年1月至2014年1月手术切除的

结直肠癌组织蜡块标本共79例,其中男44例,女35
例;≤60岁20例,>60岁59例;肿瘤浸润深度T1~
T2 14例,T3~T4 65例;高-中分化45例,低分化34
例;无淋巴结转移40例,有淋巴结转移39例;根据

AJCC第八版肿瘤TNM分期,Ⅰ~Ⅱ期40例,Ⅲ~Ⅳ期

39例。所有患者均已同意入组,研究方案获滨州医学

院烟台附属医院医学伦理委员会通过(20190726001)。
1.2 方法

1.2.1 试剂

兔抗IKBKE多克隆抗体(编号:D222536,上海生

工生物工程有限公司)、兔抗FOXO3多克隆抗体(编
号:D260364,上海生工生物工程有限公司)、即用型二

抗及免疫组织化学染色相关试剂盒(丹麦 DAKO
公司)。
1.2.2 免疫组织化学染色方法及评分标准

取结直肠癌癌组织,用4%中性多聚甲醛进行固

定、脱水、石蜡包埋后连续切片。脱蜡水化,用DAKO
全自动免疫组织化学机进行染色,将切片放入自动抗

原修复仪脱蜡,加EDTA碱性修复(95
 

℃
 

20
 

min),
Buffer清洗液浸泡缸中5~15

 

min,滴加阻断剂室温

孵育20
 

min,Buffer清洗液冲洗,滴加一抗(IKBKE
工作浓度1∶80,FOXO3工作浓度1∶150),室温孵

育20
 

min,Buffer清洗液冲洗,滴加即用型酶标二抗

室温孵育20
 

min,最后Buffer清洗液冲洗,滴加DAB
显色(5

 

s)。免疫组织化学切片不同区域染色强度评

分标准[8]:阴性(无着色)为1分,弱阳性(淡黄色)为2
分,中等程度阳性(棕黄色)为3分,强阳性(棕褐色)
为4分;并于物镜下判断不同染色强度区域占整个切

片面积的百分比,将不同区域染色强度的分值与其所

占面积的百分比相乘,得出的数值即为切片总分,1~
200为低表达,201~400为高表达。所有免疫组织化

学评分均采用双盲法由病理科两位主治医师完成。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0统计软件进行分析。计数资料以

例数和率表示,采用χ2 检验;相关性分析采用Pear-
son相关性检验;IKBKE及FOXO3与结直肠癌患者

生存预后的关系采用Log-rank
 

检验;Cox回归模型

进行多因素分析独立危险因素。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 IKBKE与结直肠癌患者临床病理特征的关系

IKBKE表达于细胞质及细胞核,IKBKE高表达

54例(68.35%),低表达25例(31.65%),见图1。
 

  A:高表达;B:低表达。

图1  IKBKE在结直肠癌中的表达(EnVision法×100)

  IKBKE的表达与结直肠癌患者的性别、年龄及

肿瘤浸润深度无关(P>0.05),与分化程度、TNM 分

期及有无淋巴结转移相关(P<0.05),见表1。
表1  IKBKE与结直肠癌患者临床病理

   特征的关系[n(%)]

临床病理资料
IKBKE低表达组

(n=25)
IKBKE高表达组

(n=54)
χ2 P

性别 0.25 1.20

 男 15(60.00) 29(53.70)

 女 10(40.00) 25(46.30)

年龄(岁) 1.76 0.35

 ≤60 8(32.00) 12(22.22)

 >60 17(68.00) 42(77.78)

肿瘤浸润深度 0.16 0.79

 T1~T2 4(16.00) 10(18.52)

 T3~T4 21(84.00) 44(81.48)

分化程度 5.75 0.02

 高-中分化 19(76.00) 26(48.15)

 低分化 6(24.00) 28(51.85)

TNM分期 8.98 <0.01

 Ⅰ~Ⅱ 18(72.00) 22(40.74)

 Ⅲ~Ⅳ 7(28.00) 32(59.26)

淋巴结转移 8.98 <0.01

 无 18(72.00) 22(40.74)

 有 7(28.00) 32(59.26)

2.2 FOXO3与结直肠癌患者临床病理特征的关系
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FOXO3表达于细胞核,FOXO3高表达53例

(67.09%),低表达26例(32.91%),见图2。

  A:高表达;B:低表达。

图2  FOXO3在结直肠癌中的表达(EnVision法×100)

  FOXO3的表达与结直肠癌患者的性别、年龄及

肿瘤浸润深度无关(P>0.05),与分化程度、TNM 分

期及有无淋巴结转移相关(P<0.05),见表2。
表2  FOXO3与结直肠癌患者临床病理

   特征的关系[n(%)]

临床病理资料
FOXO3低表达组

(n=53)
FOXO3高表达组

(n=26)
χ2 P

性别 0.05 1.63

 男 30(56.60) 14(53.85)

 女 23(43.40) 12(46.15)

年龄(岁) 3.54 0.06

 ≤60 10(18.87) 10(38.46)

 >60 43(81.13) 16(61.54)

肿瘤浸润深度 0.08 0.81

 T1~T2 9(16.98) 5(19.23)

 T3~T4 44(83.02) 21(80.77)

分化程度 5.45 <0.01

 高-中分化 25(47.17) 21(80.77)

 低分化 28(52.83) 5(19.23)

TNM分期 4.27 0.02

 Ⅰ~Ⅱ 22(41.51) 18(69.23)

 Ⅲ~Ⅳ 31(58.49) 8(30.77)

淋巴结转移 4.27 0.02

 无 22(41.51) 18(69.23)

 有 31(58.49) 8(30.77)

2.3 IKBKE与FOXO3的关系

结直肠癌中IKBKE与 FOXO3表达呈负相关

(P<0.01,r=-0.41),见表3。
表3  IKBKE与FOXO3表达的相关性

IKBKE
FOXO3

低表达 高表达
P r

低表达 8 17 <0.01 -0.41

高表达 45 9

2.4 IKBKE、FOXO3表达与结直肠癌患者预后的

关系

2.4.1 生存曲线

结直肠癌组织中IKBKE高表达组5年生存率为

59.26%(32/54),低表达组5年生存率为60.00%
(17/25),差异无统计学意义(χ2=0.52,P=0.47),见
图3;结直肠癌组织中FOXO3高表达组5年生存率为

62.26%(33/53),低表达组5年生存率为61.54%(16/
26),差异无统计学意义(χ2=0.01,P=0.94),见图4。

图3  IKBKE表达与结直肠癌患者的预后生存曲线

图4  FOXO3表达与结直肠癌患者的预后生存曲线

2.4.2 Cox回归模型分析

IKBKE、FOXO3均不是结直肠癌患者预后的独

立危险因素(P>0.05),见表4。
表4  Cox回归模型分析结直肠癌患者预后与

   IKBKE、FOXO3表达的相关性

因素
总生存率

HR 95%CI P

IKBKE(高
 

vs.
 

低) 0.94 0.52~1.61 0.76

FOXO3(高
 

vs.
 

低) 0.13 0.59~1.81 0.91

3 讨  论

  IKBKE作为先天免疫的关键调节因子,可参与

2111 重庆医学2020年4月第49卷第7期



炎性反应、免疫反应及肿瘤的形成。IKBKE导致肿

瘤发生的机制大致可归纳为:(1)IKBKE可通过各种

途径激活转录因子NF-κB,如IKBKE可磷酸化IκB-
Ser36,进而诱导NF-κB核积累和DNA结合活性,启
动细胞生长/存活基因,如cyclinD1、Bcl-XL和Bcl-2
的转录[7];IKBKE通过激活T细胞受体、佛波醇12-
myristate

 

13-acetate及 干 扰 素 等,进 而 激 活 NF-
κB[9]。(2)IKBKE可通过增加 Hippo途径下游因子

Yes相关蛋白1(YAP1)和 TEA结构域家族成员2
(TEAD2)的表达[10],诱导上皮间充质转化(epitheli-
al-mesenchymal

 

transition,EMT)[11]。(3)IKBKE可

通过直接或间接的方式抑制FOXO3的转录[11]。
本研究通过对结直肠癌组织中IKBKE的表达与

患者临床病理特征的分析显示,IKBKE表达增高与

结直肠癌的分化程度、TNM分期、有无淋巴结转移相

关(P<0.05),提示IKBKE具有促进结直肠癌侵袭

和转移的作用。生存曲线及Cox回归模型分析结果

显示,IKBKE高表达组患者与低表达组患者预后差

异无统计学意义(P>0.05),提示IKBKE作为结直

肠癌患者预后的独立危险因素不确切。分析原因如

下:随着结直肠癌分子研究的不断进步及结直肠癌患

者的个性化治疗方案的定制[12],明显改善了结直肠癌

的治疗效果;其次,本研究样本量较小,容易造成结果

的偏倚。
FOXO3作为一个已知的抑癌基因,靶基因包括

诱导细胞凋亡的Bim和FasL,用于细胞周期调控的

p27
 

kip1和细胞周期蛋白D等[13]。本研究通过对结

直肠癌组织中FOXO3的表达与患者临床病理特征

的分析显示,FOXO3表达与结直肠癌的分化程度、
TNM 分 期、有 无 淋 巴 结 转 移 相 关 (P <0.05)。
BULLOCK 等[14]研 究 结 果 表 明,在 结 直 肠 癌 中

FOXO3能明显抑制肿瘤的发生,并且与其分期、转移

和预后相关。然而本研究通过进一步的生存曲线及

Cox回归模型分析显示,FOXO3高表达组患者与低

表达组患者预后相比差 异 不 大(P>0.05),提 示

FOXO3作为结直肠癌患者预后的独立危险因素亦不

确切,与上述文献报道不一致。
IKBKE作为FOXO3的上游基因,可以直接或间

接的抑制FOXO3的转录。其主要作用机制:(1)IK-
BKE可激活AKT,继而通过丝氨酸32位点(Ser32),
丝氨酸253位点(Ser253)和丝氨酸315位点(Ser315)
的磷酸化抑制FOXO3的转录功能[15];(2)IKBKE可

以直接通过丝氨酸644位点(Ser644)磷酸化导致

FOXO3a细胞核-细胞质异位,IKBKE还可以直接抑

制FOXO3a和FOXO3a-A3的DNA结合活性[7];(3)
IKBKE可以通过调控PI3K-AKT信号传导进而抑制

FOXO3及β-catenin的表达[13]。本研究显示,IKBKE
与FOXO3表达呈负相关(P<0.01,r=-0.41),提
示IKBKE和FOXO3可能共同参与了结直肠癌的发

生,IKBKE的上调及FOXO3的下调是导致结直肠癌

发生及转移的重要分子机制,与上述文献报道一致。
然而,本文有一些不足之处,研究是一个相对较

小样本的回顾性研究,容易造成结果的偏倚,还需要

同一标准下的大样本病例研究进一步验证;本研究未

进行健康人群的样本研究,故无法确定研究结果是否

可以作为更好的预测指标。
 

综上所述,IKBKE、FOXO3与结直肠癌的发生、
发展及转移有关。下一步将进一步加大样本量,把研

究的重点放在二者相互作用的机制及与患者生存预

后的研究。
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