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)*)$+ 在溃疡性结肠炎相关结肠癌中的意义

%&'

!

*HIJ

1

*K L

1

*DEF

!

（!) 天津医科大学总医院消化科，天津 +%%%,-；.* 中国医学科学院北京协和医学院血液学研究所，天津

+%%%.%）

%& '(!!"#$%&' )/0 ()*+$+,)*)$+-./0'123,12-456789:;<=4>?@ )*+ABCD8

E *3 FGHIJKLMNOPQ,4567$/895 324-RS 12 45671289TU: )*)$: ;<=@ ,-+.1289:V

)*)$: <=WXYZ:V <=K. 12 89:[\]^_89;<=`abcd&,!+%;%(-e f. 12 gh12689:

)*)$:;<=iW6j89@ ,.+)*)$:klm[n[ 12 gh126;op@

/01 #$%&' )/0 ()*+$:e3q'2re12 gh126

23456 4(<=;> !789: ,

!"# $%&'%(%)*')+ ,( -.-/0 %' 123+456%7+ 3,2%6%$85$$,)%56+9 ),2,' )5')+4

?@1 ?A8$B8CD

&

E ?FG HI8$JK

.

E 2?L M8CD

.

E 2F@ N86K$O6CD

&

（&; P5Q6R/95C/ KS T60/RK5C/5RK7KDU 6CV ?5Q6/K7KDUE T5C5R67 ?K0Q8/67E W86CX8C Y5V8O67 1C8Z5R08/UE W86CX8C :%%%,-E 2I8C6[-;WI5 */6/5

\5U ]6JKR6/KRU KS )BQ5R895C/67 ?596/K7KDU，LC0/8/A/5 KS ?596/K7KDU 6CV ?K0Q8/67 KS ^7KKV P8056050E2I8C505 FO6V59U KS Y5V8O67

*O85CO5 6CV 35_8CD 1C8KC KS Y5V8O67 2K775D5E W86CX8C :%%%-%E 2I8C6`

:;$645)6 <;=+)6%7 +> WK 8CZ50/8D6/5 /I5 5BQR5008KC 6CV 08DC8S8O6CO5 KS 5Q8/I578A9 $0Q5O8S8O )/0 /R6C0OR8Q/8KC S6O/KR $: a)*) $:` 8C

A7O5R6/8Z5 OK78/80 a12` 6CV 8/0 O6CO5RKA0 /800A50; ?+6",9$> L99ACKI80/KOI598O67 6CV R567$/895 bA6C/8/6/8Z5 QK7U95R605 OI68C R56O/8KC

a4567$/895 324`c5R5 A05V /K V5/5O/ /I5 5BQR5008KC KS )*)$: 8C 12 6CV 8/0 O6CO5RKA0 OK7KC /800A5; @+$126$> LC /I5 OK7KC /800A5E )*)$: c60

5BQR5005V 8C /I5 CAO75A0E 6CV /I5 5BQR5008KC 75Z57 KS )*)$: 8C 12 /800A50 c60 089876R /K OKC/RK7 /800A50（!+%;%(）[ JA/ 8C /I5 O6050 KS 12$

600KO86/5V OK7KC O6CO5RE /I5 5BQR5008KC KS )*)$: c60 7Kc5R /I6C Q6R6$O6RO8CK96 /800A50; A,')21$%,'> )*)$: 96U J5 8CZK7Z5V 8C /I5

KOOARR5CO5 KS 12$600KO86/5V OK7KC O6CO5R;

B+C D,49$ )*)$:[ 8CS76996/KRU JKc57 V805605[A7O5R6/8Z5 OK78/80$600KO86/5V OK7KC O6CO5R

炎症性肠病（8CS76996/KRU JKc57 V805605，L^P）是

一种慢性、非特异性炎症性肠病，病因不明，主要包

括溃疡性结肠炎（17O5R6/8Z5 OK78/80，12）和克罗恩病

（2RKIC’0 V805605，2P）。目前认为 L^P 的发病主要与

基因、环境、饮食、免疫功能紊乱、肠道菌群改变及

肠道黏膜屏障功能失调相关d&e。主要表现为反复发作

的慢性炎症，发病年龄较轻，病程长，病程达 :% 年以

上的患者发生癌变的概率高达 &'f，显著高于一般

人群，且其致死率也显著高于散发性结肠癌d-e。结肠

炎进展为结肠癌是 L^P 患者最严重的并发症，该过

程是一个多因素参与的复杂过程，长期的慢性炎症

刺激及氧化应激诱导的 PGF 损伤是其主要的诱发

因素。欧洲克罗恩病和结肠炎组织（)22@）以及美国

胃肠病协会（FTF）指出：L^P 患者在症状出现 ' 年

后需要进行结肠癌筛查。而目前有研究显示，虽然

L^P 相关结肠癌总发病率相对较低，但仍有部分患

者在 L^P 发病后 ' 年内出现癌变。

上皮特异性 )/0 转录因子$:（5Q8/I578A9$0Q5O8S8O

)/0 /R6C0OR8Q/8KC S6O/KR$:，)*)$:）位于染色体 &&Q&-，

是 )W* 超家族的 )*) 亚家族，是一个重要的调节上

皮细胞分化的转录因子，能够单独与其效应分子形

成转录复合物，增强或抑制不同下游靶基因的转录d:e，

广泛表达于哺乳动物的表皮及富含腺上皮的器官。

近年来已有大量研究发现，)*)$: 与多种恶性肿瘤

的发生发展和预后有重要关系，如前列腺癌、食管

癌、卵巢癌、结肠癌、胃癌、甲状腺癌、胰腺癌等d=$"e。

多项研究证实，)*)$: 在多种肿瘤中均存在表达异

常。已发现，)*)$: 因子通过抑制上皮间质转化基

因的表达维持上皮细胞的分化和干性，)*)$: 的表

达缺失会促进前列腺上皮细胞的上皮间质转化，诱

发肿瘤；且在致瘤性前列腺上皮细胞模型实验中，

)*)$: 的表达缺失可通过 L]$>ghF\g*WFW: 通路促

进前列腺恶性肿瘤的发生d&%$&&e。结肠炎相关结肠癌

不同于散发性结肠癌“突变积累!腺瘤!癌变”的

发病机制，而主要遵循“慢性炎症反应!低度g高度

异型增生!癌变”。在散发性结肠癌病变中，)*)$:
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的表达显著下降。那么在结肠炎相关结肠癌病变过

程中是否有 !"!#$ 的参与，目前尚不清楚，但其可

能发挥着重要的调节作用%&'(。本实验旨在探究 !"!)

* 在 +, 及 +, 相关结肠癌组织中的表达及意义。

! !"#$%

&-. !"#$ '/01)2/.3 年收集天津医科大学

总医院消化内科、病理科 +, 患者术后标本或肠镜

术后标本共 22 例（其中 2 例患者术后标本显示为

+, 相关结肠癌），男性 ./ 例，女性 .2 例，年龄 .1!

12 岁，中位数年龄 ** 岁，每例患者标本至少取 4 个

位点。临床资料通过回顾患者的病历记录和病例报

告获得。另取 3 例散发性结肠癌患者标本作为阴性

对照，3 例正常结肠活检标本作为阳性对照。

.-' %&'()*+ 兔抗人 !"!)*（564)*/1&7）

多克隆抗体（89:;<=>?@9 公司）；"5 免疫组化试剂盒

（北京中杉金桥生物公司）；荧光定量基因扩增仪

（美国 A;>#BCD 公司）；台式高速离心机 （美国

EF@=G> 公司）、核酸定量检测仪（德国 !HH@9D>=I 公

司）；反转录试剂盒（E=C9J?@9@ 公司），荧光定量 5,B

试剂盒（E=C9J?@9@ 公司），5,B 引物（上海生工生物

工程股份有限公司）；E=;K>L 试剂（89:;<=>?@9 公司）。

实验所需的常规试剂及仪器：二甲苯、乙醇、E=;JM

!NE6 缓冲液（HOPQ-/）、磷酸盐缓冲液（HOP1-R）、苏

木素、三氯甲烷、异丙醇等，石蜡包埋机、石蜡切片

机、烤片机、微波炉、实验室冰箱、恒温箱、恒温振荡

器、湿盒、显微镜（日本 SLTGHUJ 公司）、显微数码照

相机等由天津国际生物医药联合研究院、中国医学

科学院血液病医院、南开大学医学院提供。

.-* ,-

.-*-. 免疫组化 链霉菌抗生物素)过氧化物酶连

接法（"5 法）检测组织经 RV多聚甲醛固定，常规脱

水，石蜡包埋，切片厚度 R!4!G。所有组织标本均经

O! 染色后经专业病理老师阅片证实。标本常规脱

蜡至水，蒸馏水冲洗 * 遍，各 4 G;9，5A" 浸泡 * 遍，

各 4 G;9；E=;JM !NE6 缓冲液（HOPQ-/）微波抗原修复

./ G;9，自然冷却至室温，5A" 冲洗 * 遍，各 4 G;9；

将切片置于湿盒中，滴加 4/ !W 内源性过氧化物酶

阻断剂避光孵育 ./ G;9，5A" 洗 * 遍，各 4 G;9；封闭

用正常山羊血清室温封闭 7/ G;9，甩去多余液体，

滴加一抗（!"!)*，.X.//）4/ !W 湿盒中孵育 */ G;9

后，R "过夜。次日晨，复温 */ G;9，5A" 冲洗 * 次，

各 4 G;9Y 滴加二抗 （生物素标记山羊抗小鼠 M兔

8?Z）4/ !W，湿盒中室温孵育 ./!.4 G;9，5A" 洗

*遍，各 4 G;9；加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵

白素工作液 4/ !W 室温孵育 ./!.4 G;9。5A" 洗 *

遍，各 4 G;9；按照试剂盒说明书配置 N6A 显色液，

显微镜下掌握显色程度，适时自来水冲洗终止显

色；苏木精复染 4!1 J，流水冲洗后 3/V盐酸酒精分

化，氨水还原；梯度酒精脱水、透明，中性树胶封片，

晾干，在显微镜的成像系统照相保存。

.-*-' 实时荧光定量聚合酶链式反应（B@CL)<;G@

5,B）检测 收集新鲜的非 8AN 及 +, 患者活检标

本各 3 例，快速冻存于液氮。在实验前应准备好

B[CJ@)I=@@ 的 !H 管、枪头等器材，避免 B[6 酶污

染。按照 89:;<=>?@9

E\

EB8K>L

E\

B@C?@9< 操作指导提取

组织总 B[6，最终用 '/!*/!W 无核酶水溶解 B[6。

用核酸定量检测仪分析 B[6 浓度和纯度。在荧光

定量基因扩增仪上进行扩增，检测各组织中 !"!)*

的表达水平。")C]<;9 引物序列为：上游引物：4# )

Z,Z6Z66Z6EZ6,,,6Z6E)*$ ；下游引物：4$ )

,,E,ZE6Z6EZZZ,6,6ZE)*$ 。[^)#A 引物序列

为：上游引物：4$),EZ6ZE,,EZ,E,,EE,,66)*$；下

游引物：4$ ),EE,ZZEZE6Z,,,6EEEZE)*$ 。!"!)

*引物序列为：上游引物：4$)Z,ZE,EE,6ZZEE

,EEZ666E,)*$；下游引物：4$ )ZE6EEZZ,6Z,EE

,6ZEEEE,)*$。在荧光定量 5,B 仪上设定反应程

序为：Q4 " 4 G;9，Q4 " */ J，44 " */ J，12 " 2/ J，

R/ 个循环，熔解分析后，获取 ,E 值，用 2

)!!,< 法进

行数据分析。

&-R ./01 以胞核内出现棕黄色或棕褐色颗

粒记为 !"!)* 阳性结果。观察并取炎症区域的 4 个

高倍视野，每个高倍视野计数 &// 个细胞，根据其

阳性细胞数所占百分比及染色强度进行评分并求

均值。阳性细胞所占百分比：﹤&V为 / 分，&V%24V

为 & 分，27V!4/V为 2 分，4&V!14V为 * 分，﹥14V

为 R 分；染色强度分为：无着色为 / 分，黄色为 & 分，

棕黄色为 2 分，棕褐色为 * 分。两项评分相乘 /!2分

为阴性（)），*!R 分为弱阳性（_），4!1 分为中度阳性

（``），3!.2 分为强阳性（```）。

.-4 23456 采用 "5"" 2.-/统计学软件包进

行统计学分析。非正态分布的数据描述用中位数表

示，非正态分布的两组独立样本比较采用a;L]>b>9秩

和检验；正态分布的两组独立样本间均数的比较采用

!检验；检验水准 $&/- /4，"c/-/4被认为有统计学意义。

" &'

2-. 789:;4<=./

2-.-. !"!)* 在对照及散发性结肠癌组织中的表

达 在正常对照组织中（图 .6），可见 !"!)* 呈棕

黄色或棕褐色阳性表达，阳性颗粒主要定位于细胞

核中。在散发性结肠癌组织中（图 .A），未见 !"!)*

侯慧星，等-!"!)* 在溃疡性结肠炎相关结肠癌中的意义!
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! ! "#"$%"#$%&'()*+,-./01

&'( ! ")*+,--'./.0"#"$% '/1./2+.34/5-*.+45'11.3./14/1,+ 2'--6,-

显色。免疫组化结果显示对照组织 !"!#$ 的表达阳

性率为 %&&'（()(）；散发性结肠癌组织 !"!#* 的表

达阳性率为 +,-./（+0(），且呈低表达，差异有统计

学意义（! 1&2&.）。对照组织 !"!3* 大多呈中度阳性

表达，而在散发性结肠癌组织中 !"!#* 多呈阴性表

达（表 +）。

,4+4, !"!5* 在 67 患者组织中的表达 在 67 组

织中（图 ,），!"!5* 呈棕黄色或棕褐色强阳性表达，

阳性颗粒主要定位于细胞核中。免疫组化结果显示

67 组织 !"!5* 的表达阳性率为 8&9（+(:,&），对照

组组织中 !"!5*的表达阳性率为 +&&/，差异无统计

学意义（!1&2&.）。67 组织 !"!5* 大多呈中度阳性

或强阳性表达（表 ,）。

,2+2* !"!5* 在 67 相关结肠癌组织中的表达 在

,例67 相关结肠癌组织中，!"!5* 阳性颗粒主要定

位于细胞核中（图 *）。, 例患者结肠病理组织均符

合 67 的病理改变，临床病理特征比较见表 *。免疫

组化可见，!"!5* 在患者 + 癌变组织中表达呈中度

阳性（图 *;、<），癌旁组织中表达呈强阳性（图 *7）；

在患者 , 癌变组织中表达呈中度阳性（图 *=、!），

癌旁组织中表达呈强阳性（图 *>）。

分组 "

!"!3*

!

,

!

?@ABCDDDA E5A

正常对照 ( ( & +,4FFF &2&&+

结肠癌 ( + G

2 ! "#"$%"3$%&'()*+,-./2145

748 ! 9'00,+,/2 ,)*+,--'./ .0 "#"$% '/ 1./2+.3 4/5 -*.+45'1 1.3./

14/1,+ 2'--6,-

分组 "

!"!5*

!

,

!

EDABEDDDA E5A

正常对照 ( ( & &2(H, &2.&*

67 ,& +( ,

2 : "#"$%"673$% ;<,-./2145

748 : 7=, 5'00,+,/1, .0 "#"$% ,)*+,--'./ '/ /.+>43 1./2+.3 4/5 ;<

2'--6,-

;2!"!5* 在对照组织中呈阳性表达（"I!,&&）；<2!"!5* 在散发性结
肠癌组织中呈阴性表达（"I!,&&）

F&! +&&!

67 相关结肠癌

+&&!

癌旁

;267 患者组织 JK! 染色（"I!+&&）；<2!"!5* 在 67 患者组织中呈
阳性表达（"I!,&&）
! : "#"$%" ;<)*,-./21

&'( : ")*+,--'./ .0 "#"$% '/ ;< 1.3./ 2'--6,-

;、<：!"!5* 在患者 + 结肠癌组织中表达呈中度阳性；7：!"!5* 在患者 + 结肠癌癌旁组织中表达呈强阳性。=、!：!"!5* 在患者 , 结肠癌组织
中表达呈中度阳性；>：!"!5* 在患者 , 结肠癌癌旁组织中表达呈强阳性
! % "#"$%" ;<89)*:/21

&'( % ")*+,--'./ .0 "#"$% '/ ;<$4--.1'42,5 1.3./ 14/1,+
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临床病理参数 !"#$ !"%&

年龄 !'( "')

性别 女性 女性

类型 狭窄型 隆起型

大小 !'*+ "'*+

深度 全层 全层

分化程度 中,低分化腺癌 高,中分化腺癌

-!. 分期 // //

! ! "" #$#$%&'()*+,-./

%&' ! $()*&+,-(. (/ 01,.,0(*&23(1(4,0&1 /5&26+5- (/ " 0&-5- (/ #$ 7

&--(0,&258 0(1(. 0&.05+

0：!1,!2 +3!0 表达量；2：454,6 +3!0 表达量

0 9 :;:7!1 #$23456789:

<,4 9 :=*+5--,(. (/ :;:7! ,. #$ &.8 0(.2+(1 2,--65-

&#& !"#$%& 783 '()* 核因子 9:;;:2

（<=*>?:@ A:*BC@ ,9:;;:2，!1,!2）是一种重要的转录

调节因子，它参与维持机体正常生理功能，在慢性

炎症过程中也起着重要的调节作用。据报道，经典

的 !1,!2 信号通路与机体的自身免疫相关DE6F。

!1,!2 +3!0 在 G8 患者活检组织中相对表达

量（HIJ6J#)K'LM）显著高于正常对照组织（NKOO)#

)K)'L）（图 H0），但 454P6 +3!0 在 G8 患者活检组

织中的相对表达量 （E%EL6#N%&L'） 与对照组织

（N%MLN#N%NL'）差异无统计学意义（!QN%HOO 6）（图 H2）。

&%6 )+,-./0 454,6 123456789

:;< 结肠粘膜组织中 454,6 的表达与结肠炎

之间无明显相关性，而与是否癌变相关。

! ;<

有研究发现 4-5 超家族成员在多种炎症R自身

免疫疾病中起重要作用。4BSE 在纤维母细胞中发挥

抗纤维化、拮抗 -T1," 的作用DEH,E'F，且 4BSE6$端的多

态性与系统性红斑狼疮的临床表现相关 DEJF；4BSE 的

+3!0 及蛋白表达量在 G8 和 8U 中呈现不同的改

变DELF；另外，4BS& 和 1>VE 在许多炎症或自身免疫性疾

病中呈过表达状态 DEOF；在支气管上皮细胞系中，

454,E、454,6 表达量可由炎症因子 /W,E"X-!1,#

诱导上调，且两者的表达与核转录因子 !1,!2 的活

化密切相关DEMF；更有趣的是，在正常非上皮细胞中不

表达的 454,E，在炎症因子 /W,E" 的诱导下可以在

类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞中表达D&NF。

相关研究显示，454,6 参与了前列腺癌、结肠

癌、胰腺癌等的发生发展，其表达异常程度可能与

癌症患者的预后相关。在前列腺癌中，454,6 的下

调与术后复发及总生存期的缩短密切相关；在胰腺

癌中，454,6 的下调影响了 4,钙黏蛋白的表达，促

进了癌细胞的迁移和入侵 DLF；在结肠癌的研究中，

454,6 的表达与病理分期、肿瘤分化程度相关D&EF，恶

性程度越高，阳性表达率越低。

近年来多项研究发现，在胰腺癌、前列腺癌、结

肠癌中 454,6 的表达缺失或下调可能与肿瘤免疫

逃逸相关。研究显示，胰腺癌组织中 454,6 的表达

水平与调节性 - 细胞（@?Y=>:BC@Z - *?>>S，-@?Y）、单核

系骨髓源性的抑制细胞（+Z?>CV[,[?@V\?[ S=;;@?SSC@

*?>>S，+C,.U58）的数量呈负相关关系D&&,&6F。454,6

的表达可以通过多种途径减轻肿瘤细胞的免疫逃

逸现象，如：改变肿瘤微环境中 -@?YR效应-*?>>的比

例，抑制外周血单个核细胞（;?@V;]?@:> ^>CC[ +C<C<=%

*>?:@ *?>>S，72.8）向肿瘤部位趋化，抑制 72.8 向

+CP.U58 的诱导转变等。在前列腺癌中，454P6 的

表达可以通过抑制 /WPJX_0`X5-0-6 途径使上皮间

质转化及肿瘤干细胞关键基因的表达受到抑制，如

-aVSBE、b42&、2./E、7"G'1E 等，进而抑制前列腺癌

细胞的干细胞样特性和致瘤潜能DE)F。在肿瘤免疫中，

不同成熟程度的树突状细胞（[?<[@VBV* *?>>S，U8）发

挥着不同的作用。在结肠癌细胞中，454P6 的表达

缺失通过抑制 U8 细胞的分化、成熟，不仅降低了抗

原呈递效率，而且使微环境中 .& 型巨噬细胞、.U%

58S 增多，促进了肿瘤免疫逃逸D&HF。而在 G8 相关结

肠癌组织中，上皮间质转化的关键基因 -aVSBE 蛋白

显著高于正常对照组织D&'F，那么，454P6 是否参与了

G8 相关结肠癌中上皮间质转化关键基因的表达，进

一步影响了疾病的进程，值得我们做进一步的探讨。

综上所述，本实验就 454P6 在 G8 及其相关癌

变中的作用进行了研究。本研究运用免疫组织化学

及 3?:>PBV+? 783 方法，研究 454P6 在 G8 组织中

的表达情况。研究结果显示 454P6 在 G8 组织中的

表达与对照组相似，差异无统计学意义（!c)K)'），表

明 454P6 基因可能不参与 G8 的病理过程；在 & 例

G8 相关结肠癌组织中，454P6 在肿瘤组织中表达

明显低于癌旁组织，表明 454P6 可能在 G8 相关结
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肠癌的发病过程中起重要作用；在散发性结肠癌

中，!"!#$ 在!%"期，或分化程度低的患者结肠癌

组织中阳性百分比约占 &'

()*+，而在本研究中，!"!%

, 在 ) 例!期、中度分化 -. 相关结肠癌组织中均

呈中度阳性表达，可能提示了 -. 相关结肠癌中

!"!%$ 的作用不完全相同于散发性结肠癌。但鉴于

目前 -. 相关结肠癌发病病例较少，我们需要进一

步收集相关病例，探究 !"!%$ 在 -. 相关结肠癌发

生过程中的作用机制。
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