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CIP2A和FOXA1在直肠癌中的表达关系及诊断价值*
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  [摘要] 目的 探讨蛋白磷酸酶2A癌性抑制因子(CIP2A)和叉头盒蛋白(FOXA1)在直肠癌中的表达关

系及临床意义。方法 选取2017年6月至2019年9月在该院胃肠肿瘤外科诊治的63例直肠癌患者为研究对

象,所有患者均获病理诊断,且行直肠癌根治术,收集癌组织和癌旁组织标本,采用免疫组织化学法测定组织中

CIP2A和FOXA1蛋白表达水平,并分析其与直肠癌病理特征的关系;采用实时荧光定量逆转录-聚合酶链式反

应(qRT-PCR)检测CIP2A 和FOXA1的 mRNA 表达水平,并利用受试者工作曲线(ROC)评价CIP2A 和

FOXA1对直肠癌患者的诊断价值。
 

结果 CIP2A和FOXA1在直肠癌组织中的阳性表达率分别为82.54%
(52/63)和80.95%(51/63),明显高于癌旁组织的12.70%(8/63)和11.11%(7/63),差异有统计学意义(P<
0.05);CIP2A、FOXA1

 

mRNA及蛋白在人直肠癌细胞中的表达水平均明显高于健康者肠上皮细胞(P<
0.05);CIP2A和FOXA1表达水平与临床病理TNM分期、分化程度和淋巴结是否转移有关(P<0.05);直肠

癌组织中CIP2A和FOXA1
 

mRNA表达水平显著高于癌旁组织(P<0.05);ROC结果显示,CIP2A诊断直肠

癌的曲线下面积(AUC)为0.854(95%CI:0.781~0.911),灵敏度、特异度分别为66.67%、91.84%;FOXA1
诊断直肠癌的AUC为0.904(95%CI:0.839~0.950),灵敏度、特异度分别为84.13%、82.54%;二者联合诊断

直肠癌的AUC为0.936(95%CI:0.905~0.958),灵敏度、特异度分别为92.06%、87.30%。
 

结论 CIP2A、
FOXA1在直肠癌的发生、发展过程中发挥作用,对直肠癌具有一定的诊断价值,有望成为临床诊断的分子标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

relationship
 

of
 

cancerous
 

inhibitor
 

of
 

protein
 

phos-
phatase

 

2A
 

(CIP2A)
 

and
 

forkhead
 

box
 

protein
 

A1
 

(FOXA1)
 

in
 

rectal
 

cancer
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.
Methods Sixty-three

 

patients
 

with
 

rectal
 

cancer
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

tumor
 

surgery
 

department
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

June
 

2017
 

to
 

September
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

subjects,and
 

all
 

pa-
tients

 

were
 

diagnosed
 

pathologically
 

and
 

underwent
 

the
 

radical
 

resection
 

of
 

rectal
 

cancer,then
 

the
 

specimens
 

of
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

were
 

collected,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

protein
 

were
 

measured
 

by
 

immunohistochemistry,and
 

their
 

relationship
 

with
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

rectal
 

cancer
 

was
 

analyzed;
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR),and
 

the
 

diagnostic
 

values
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

in
 

rectal
 

cancer
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic(ROC)
 

curve.Re-
sults The

 

positive
 

rates
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

in
 

rectal
 

cancer
 

tissue
 

were
 

82.54%
 

(52/63)
 

and
 

80.95%
 

(51/63)
 

respectively,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

12.70%
 

(8/63)
 

and
 

11.11%
 

(7/63)
 

in
 

paracancer-
ous

 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

human
 

rectal
 

cancer
 

cells
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

human
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

were
 

related
 

to
 

the
 

clinico-
pathologic

 

TNM
 

stage,differentiation
 

degree
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
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CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

mRNAs
 

in
 

rectal
 

cancer
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancerous
 

tis-
sues

 

(P<0.05);the
 

results
 

of
 

ROC
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

CIP2A
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

rectal
 

cancer
 

was
 

0.854
 

(95%CI:0.781-0.911),and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

66.67%
 

and
 

91.84%,respectively;AUC
 

of
 

FOXA1
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

rectal
 

cancer
 

was
 

0.904
 

(95%CI:0.839-0.950),
and

 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

84.13%
 

and
 

82.54%,respectively;AUC
 

of
 

the
 

both
 

combination
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

rectal
 

cancer
 

was
 

0.936
 

(95%CI:0.905-0.958),and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

92.06%
 

and
 

87.30%,respectively.Conclusion CIP2A
 

and
 

FOXA1
 

play
 

the
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

de-
velopment

 

of
 

rectal
 

cancer,and
 

have
 

certain
 

diagnostic
 

value
 

for
 

rectal
 

cancer,which
 

are
 

expected
 

to
 

become
 

the
 

molecular
 

markers
 

for
 

clinical
 

diagnosis.
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words] cancerous
 

inhibitor
 

of
 

protein
 

phosphatase
 

2A;forkhead
 

box
 

protein
 

A1

  直肠癌是世界范围内较为常见的恶性肿瘤之一,
近年来,中国的直肠癌发病率、病死率均有所上升[1]。
因此,早诊断、早治疗对于直肠癌患者具有重要的临

床意义。蛋白磷酸酶2A癌性抑制因子(CIP2A)是一

种普遍存在于恶性肿瘤中的致癌因子[2],报道称,

CIP2A可与癌转录因子c-Myc蛋白特异性结合,抑制

c-Myc蛋白水解,促进细胞增殖及恶性转化,加速体

内肿瘤形成[3]。叉头盒蛋白(FOXA1)是转录因子

FOX家族成员之一,最早在果蝇体内发现[4],后发现

其可与新陈代谢相关基因的启动子结合,在调控癌细

胞信号通路和活性方面发挥重要作用[5]。有研究发

现,FOXA1在乳腺癌中通过抑制上皮间质转化作用

参与癌症的发展过程,在乳腺癌组织中阳性表达率降

低预示预后良好[6]。有关CIP2A、FOXA1在直肠癌

中的研究国内外鲜有报道,因此,本研究通过检测

CIP2A、FOXA1在直肠癌患者组织中的表达水平,分
析二者与临床病理间的关系,预测其对直肠癌的诊断

价值,以期为临床诊断提供新的指导依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2017年6月至2019年9月在本院胃肠肿瘤

外科诊治的63例直肠癌患者为研究对象,其中男41
例,女22例,年龄31~76岁,平均(57.81±6.43)岁。
所有患者均获病理诊断,且行直肠癌根治术。收集癌

组织和癌旁组织标本,标本采集方法:癌组织取自癌

中心部位,癌旁组织取自距肿瘤边缘5
 

cm处肉眼可

见无瘤组织,组织大小约为1
 

cm×1
 

cm×1
 

cm,所有

组织采集后贴好标签均置于液氮中保存。
纳入标准:(1)术前未经化疗或放疗处理;(2)均

为首次治疗;(3)非急诊手术病例;(4)临床资料完整。
排除标准:(1)合并严重心、肝、肾等重要脏器损害者;
(2)严重基础代谢疾病患者;(3)合并传染性疾病患

者;(4)合并精神障碍、癔症等。患者及家属均知情同

意本次研究并自愿签署知情同意书。本研究获得本

院伦理委员会审核批准。

1.2 材料与试剂

免疫组织化学试剂盒、DBA染色剂购自上海古朵

生物科技有限公司,兔抗人CIP2A多克隆抗体、兔抗

人FOXA1多克隆抗体均购自北京索莱宝科技有限公

司;TRIzol试剂、反转录试剂盒、PCR扩增试剂盒购

自北京博奥森生物科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

人直肠癌细胞系SW480、SW620、HCT-15细胞

及HIEC健康人肠上皮细胞株购自中国科学院细胞

库,用含10%胎牛血清的 RPMI-1640培养液(美国

Gibcp公司)置于含体积分数5%
 

CO2 的37
 

℃培养箱

中进行培养,每1~2天传代1次,传代时吸取瓶中培

养液,轻轻吹打瓶壁,使细胞脱落形成单个细胞悬液,
取对数期细胞进行检测。

1.3.2 免疫组织化学法检测CIP2A和FOXA蛋白

表达

本研究采用免疫组织化学法,用癌旁正常直肠组

织做阴性对照,操作步骤严格按照说明书进行。在低

倍镜下选择3个不重复的视野,在高倍镜下计数100
个细胞中阳性细胞所占比例,取3个视野作平均值。

采用半定量方法对CIP2A、FOXA1阳性结果进

行判定:按细胞染色强度计分:细胞未着色计0分,淡
黄色计1分,棕黄色计2分,棕黑色计3分;按阳性细

胞所占百分比计分:阳性细胞为0计0分,<25%计1
分,25%~50%计2分,>50%计3分。染色强度与

阳性细胞所占百分比乘积≥2分判定为免疫组织化学

阳性(+),否则为阴性(-)。

1.3.3 实时荧光定量反转录-聚合酶链式反应(qRT-
PCR)检 测 CIP2A 和 FOXA1

 

mRNA 的 相 对 表 达

水平

利用qRT-PCR检测CIP2A和FOXA1的 mR-
NA表达水平。取液氮保存的组织50~100

 

mg研

磨,或取各组细胞,加入TRIzol溶液1
 

mL裂解,提取

总RNA。利用NanoDropND-1000分光光度仪(Nan-
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oDrop
 

Tech,美 国)检 测 RNA 浓 度。使 用 Prime-
Script

 

RT反转录试剂盒将RNA反转录为cDNA,反
转录试剂盒、PCR扩增试剂盒均严格按照说明书操作

步骤执行。CIP2A和FOXA1均以GAPDH为内参。
引物序 列 由 生 工 生 物 工 程 公 司 合 成,见 表1。用

2-ΔΔCt法计算CIP2A和FOXA1
 

mRNA表达水平。

1.4 统计学处理

采用SPSS22.0统计学软件进行数据分析。计量

资料以x±s 表示,比较采用t检验;计量资料用例

(n)或率(%)表示,比较采用χ2 检验。利用受试者工

作曲线(ROC)评价CIP2A和FOXA1对直肠癌患者

的诊断价值。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 直肠癌组织和癌旁组织中CIP2A和FOXA1表

达情况比较

CIP2A和FOXA1在直肠癌组织中的阳性表达

率分别为82.54%(52/63)和80.95%(51/63),明显

高于癌旁组织的12.70%(8/63)和11.11%(7/63),
差异有统计学意义(P<0.05)。见图1、表2。

2.2 人直肠癌细胞及健康人肠上皮细胞中CIP2A、

FOXA1
 

mRNA及蛋白的表达

CIP2A、FOXA1
 

mRNA及蛋白在人直肠癌细胞

中的表达水平均明显高于健康人肠上皮细胞(P<
0.05),在不同株癌细胞中的表达差异无统计学意义

(P>0.05),见表2、图2。

2.3 CIP2A和FOXA1表达水平与直肠癌患者临床

病理特征的关系

CIP2A和FOXA1表达水平与患者年龄、性别、
肿瘤大小无关(P>0.05),与TNM分期、分化程度和

淋巴结是否转移有关(P<0.05),见表3。

表1  引物序列

基因 正向(5'-3') 反向(5'-3')

CIP2A CCA
 

TAT
 

GCT
 

CAC
 

TCA
 

GAT
 

GAT
 

G GTG
 

TAT
 

CAT
 

CTC
 

CAC
 

AGA
 

GAG
 

T

FOXA1 CGG
 

ATC
 

CAA
 

CCG
 

TCA
 

ACA
 

GCA
 

T CCT
 

CGA
 

GGG
 

AGG
 

AGA
 

ATT
 

TTC
 

A

GAPDH ATC
 

CCA
 

GAG
 

CTG
 

AAC
 

GGG
 

A ATC
 

ACG
 

CCA
 

CAG
 

CTT
 

TCC

  A:CIP2A在癌旁组织中的表达;B:CIP2A在直肠癌组织中的表达;C:FOXA1在癌旁组织中的表达;D:FOXA1在直肠癌组织中的表达。

图1  直肠癌组织和癌旁组织中CIP2A和FOXA1的表达情况(免疫组织化学染色,×200)

表2  人直肠癌细胞及健康人肠上皮细胞中CIP2A、FOXA1
 

mRNA及蛋白的表达(x±s)

细胞类型 n
mRNA

CIP2A FOXA1

蛋白质

CIP2A FOXA1

SW480 10 3.44±0.43a 2.87±0.37a 5.36±0.69a 4.36±0.57a

SW620 10 3.17±0.46a 2.59±0.31a 5.21±0.54a 4.18±0.51a

HCT-15 10 3.62±0.51a 2.94±0.42a 5.74±0.79a 4.59±0.62a

HIEC 10 1.03±0.03 0.98±0.02 0.89±0.08 0.97±0.04

F 91.516 83.062 149.915 120.829

P 0.000 0.000 0.000 0.000

  a:P<0.05,与 HIEC细胞中表达水平比较。

2.4 直肠癌组织和癌旁组织中 CIP2A 和FOXA1
 

mRNA表达水平

直肠癌组织中CIP2A和FOXA1
 

mRNA表达水

平均显著高于癌旁组织(P<0.05),见表4。
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表3  CIP2A和FOXA1表达水平与直肠癌患者临床病理间的关系(n)

项目 n
CIP2A

阳性(n=52) 阴性(n=11)
P

FOXA1

阳性(n=51) 阴性(n=12)
P

年龄(岁) 0.991 0.800

 ≤50 23 19 4 19 4

 >50 40 33 7 32 8

性别 0.420 0.586

 男 41 35 6 34 7

 女 22 17 5 17 5

TNM分期 0.017 0.047

 Ⅰ+Ⅱ 31 22 9 22 9

 Ⅲ+Ⅳ 32 30 2 29 3

肿瘤大小 0.545 0.483

 <5
 

cm 47 38 9 39 8

 ≥5
 

cm 16 14 2 12 4

分化程度 0.009 0.004

 低分化 29 20 9 19 10

 中、高分化 34 32 2 32 2

淋巴结转移 0.009 0.031

 是 28 27 1 26 2

 否 35 25 10 25 10

图2  人直肠癌细胞及健康人肠上皮细胞中CIP2A、

FOXA1的表达情况

表4  直肠癌组织和癌旁组织中CIP2A、FOXA1
 

mRNA

   表达水平比较(x±s)

项目 n CIP2A FOXA1

直肠癌组织 63 1.69±0.53 1.47±0.34

癌旁组织 63 0.98±0.23 0.96±0.28

t - 9.754 9.191

P - 0.000 0.000

2.5 CIP2A和FOXA1对直肠癌的诊断价值

ROC曲线结果显示,CIP2A诊断直肠癌的曲线

下面积(AUC)为0.854(95%CI:0.781~0.911),截

断值为1.40,约登指数为0.651,其灵敏度、特异度分

别为66.67%、91.84%;FOXA1诊断直肠癌的 AUC
为0.904(95%CI:0.839~0.950),截断值为1.19,约

登指数为0.667,其灵敏度、特异度分别为84.13%、

82.54%;两 者 联 合 诊 断 直 肠 癌 的 AUC 为0.936
(95%CI:0.905~0.958),约登指数为0.794,其灵敏

度、特异度分别为92.06%、87.30%。见图3。

图3  CIP2A、FOXA1诊断直肠癌的ROC曲线

3 讨  论

  直肠癌是一种常见恶性肿瘤,手术切除是临床上

常用的治疗方法,但术后患者易发生远处转移,复发

率较高,预后差[7]。因此,寻找有效标志物评估患者

病情对临床诊断和治疗干预具有重要意义。

CIP2A由KIAA1524基因编码,该基因位于3号

染色体上,由21个外显子组成,主要在细胞质中表
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达[8]。报道称,CIP2A在正常肠组织或黏膜中不表达

或低表达,在肠癌等肿瘤疾病中高表达[9]。黄文峰

等[10]研究发现,CIP2A在大肠癌组织中表达阳性率

为66.33%,与大肠癌 TNM 分期呈正相关,COX回

归分析显示其高表达可能是评估患者预后不良的独

立危险因素,提示CIP2A可作为监测及判断大肠癌

预后的指标。戈锐等[11]研究表明,结直肠癌患者癌组

织中CIP2A及c-Myc表达均升高,并揭示了其促肿

瘤生长的可能途径,可能与细胞周期调控蛋白基因的

遗传性改变有关。大量研究表明,CIP2A作为肿瘤抑

制因子,通过与其对应靶基因共同作用,减少细胞生

长阻滞,过表达可能促进细胞增殖、分化[11]。本研究

结果显示,CIP2A在直肠癌组织中的阳性表达率为

82.54%,显著高于癌旁组织的12.70%,直肠癌组织

中CIP2A
 

mRNA表达水平显著高于癌旁组织,进一

步细胞实验结果表明,CIP2A在直肠癌细胞中的表达

水平明显高于正常细胞,且与患者 TNM 分期、分化

程度和淋巴结转移有关,提示CIP2A可能参与直肠

癌细胞的增殖、分化,进而影响直肠癌的发生、发展

过程。
人类FOXA1基因位于染色体14q12-q13,其蛋

白质由472个氨基酸组成,相对分子质量为50×103。
研究发现,FOXA1可通过与染色体特异性结合,释放

DNA结合位点,进而调控细胞增殖、凋亡、转化及信

号传 导 等 过 程[12]。LAURA[13] 研 究 发 现,发 生

FOXA1基因突变的患者,前列腺特异性抗原复发时

间缩短,提示FOXA1突变可能对ERG融合相关前

列腺癌有一定的预后价值。FOXA1是FOX家族中

重要成员之一,是一种典型的与细胞增殖有关的转录

因子,已有报道称其在卵巢上皮癌[13]、非小细胞肺

癌[14]的发生、发展中发挥重要作用。

ZHANG等[15]采用免疫组织化学法检测发现,

FOXA1在结直肠腺瘤组织、结直肠癌黏膜、正常结直

肠黏膜中的阳性表达率依次降低且差异显著,提示

FOXA1可能参与结直肠腺瘤的癌变。本研究结果显

示,FOXA1 在 直 肠 癌 组 织 中 的 阳 性 表 达 率 为

80.95%,显著高于癌旁组织的11.11%,直肠癌组织

中FOXA1
 

mRNA表达水平显著高于癌旁组织,且与

患者TNM分期、分化程度和淋巴结转移有关,细胞

实验证实FOXA1在直肠癌细胞中的表达水平明显高

于正常肠上皮细胞,提示FOXA1过表达可能起促癌

作用,参与直肠癌的发生、发展过程。
本研究还探究了CIP2A、FOXA1表达水平对直

肠癌 的 诊 断 价 值,ROC 曲 线 结 果 显 示,CIP2A、

FOXA1诊断直肠癌的AUC分别为0.854、0.904,当

CIP2A相对表达水平高于1.40,FOXA1相对表达水

平高 于 1.19 时,发 生 直 肠 癌 的 概 率 增 加,提 示

CIP2A、FOXA1对直肠癌的发生具有一定的诊断价

值;为更好诊断直肠癌,作CIP2A、FOXA1二者联合

诊断,结果显示联合诊断直肠癌的AUC为0.936,此
时灵敏度和特异度分别为92.06%、87.30%,提示

CIP2A、FOXA1二者联合诊断直肠癌的价值更高。
综上所述,CIP2A、FOXA1在直肠癌组织中呈高

表达,且与患者TNM 分期、分化程度和淋巴结转移

密切相关,提示CIP2A、FOXA1在直肠癌的发生、发
展过程中起重要作用,对直肠癌具有一定的诊断价

值,可作为临床诊断和治疗的分子标志物,有望成为

直肠癌患者治疗上的新靶点。
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