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直肠癌组织 '()! 蛋白表达及其
临床意义

应 健!应荣培!应崇贵!杨凤龙!颜晓潭

*

玉环县中医院!浙江 玉环
$+,-"".

摘 要!"目的# 探讨直肠癌患者中尾型同源盒基因
!!

$

'()!

% 蛋白检测的临床意
义& "方法# 采用

/012034 5672

检测
89

例直肠癌组织及癌旁组织
'()!

蛋白的表达!

以
!9

例正常直肠组织作为对照组& "结果#

'()!

蛋白在癌组织中表达低于癌旁组
织!且癌旁组织中表达低于对照组!差异均有统计学意义$

:;9<9+

%'

'()!

蛋白在直
肠癌组织中的表达与

(=>01

分期(组织分化(淋巴结转移和
$

年生存率有关!而与
患者性别(年龄(肿瘤的部位及病理组织学类型无关& "结论#

'()!

蛋白的表达情
况可作为评估直肠癌肿瘤恶性程度(临床分期(侵袭转移及预后的参考指标&
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收稿日期!

!9#!B##B!#

$修回日期!

!9#$B9$B9&

直肠癌是消化道常见的恶性肿瘤& 直肠癌的发

生(发展涉及多基因及其表达产物的改变!癌基因

过度表达(抑癌基因表达和功能减退或消失可致肿

瘤发生&文献报道尾型同源盒基因
!!

$

'()!

%与肠源

性肿瘤的发生密切相关!

'()!

属于同源盒基因家

族中一员!它作为肠特异性转录因子决定和维持肠

绒毛上皮细胞正常表现型!与肠上皮细胞的增殖和

分化相关"

#

#

& 为探讨
'()!

与直肠癌临床及病理特

性的关系!我们通过
/012034 5672

检测
89

例直肠癌

患者的癌组织和癌旁组织的
'()!

蛋白表达! 探讨

其与肿瘤分期(淋巴结转移(预后等临床指标的相

关性&

#

资料与方法

010

材 料

#<#<#

对 象

收集玉环县中医院住院
89

例直肠癌患者 $包

括腺癌
$,

例(黏液腺癌
C

例(未分化癌
$

例(鳞状

细胞癌
!

例%癌组织(癌旁组织$距癌组织
8IV

%标

本(正常组织$距癌组织大于
8IV

%标本&男性
$!

例!

!C#
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女
#=

例!年龄
!>?@9

岁"

A9;$9!>;$>

岁#!以正常直

肠组织
!"

例为对照! 男性
9&

例! 女性
>

例! 年龄

!>?>!

岁"

&$;$A!@;9A

岁$!诊断均经病理切片确认!

置液氮罐中保存!取材为病理切片完成后所留组织!

经本院伦理委员会批准并征得患者同意%

9;9;!

仪器和试剂

组织蛋白裂解液购自碧云天!

B/C

蛋白浓度测

定试剂盒购自
D02*E(

公司!

/FG!

和
HCIFJ

兔抗

人一抗购自
K,+L, /*)M

公司!

I:FN

膜购自北京索莱

宝科技有限公司! 红外荧光染料标记的驴抗兔二抗

购自美国
OP"/4Q

公司!成像系统为美国
OP"/4Q

公

司的
4R73327

双色红外荧光成像系统! 图像分析软

件为
OP"/4Q

公司开发的
(R73327

%

!"#

方 法

#;!;# S23L2*+ T-(L

检测
/FG!

表达

取出标本冰上解冻后
IBK

洗涤
#

次! 充分剪

碎! 加入含有
IUKN

的
QCIP

裂解液 ! 冰上裂解

&VE1+

!

&#

下
9V VVV*WE1+

离心
9AE1+

后取上清!用

BC/

法测定蛋白浓度! 根据蛋白浓度确定
$V!6

为

上样量!与上样缓冲液混匀!煮沸
AE1+

变性后进行

KFK"ICHX

电泳分离蛋白"

AY

浓缩胶!

9!Y

分离胶
Z

!

浓缩胶跑
&A:

的恒压!分离胶跑
#VV:

的恒压!根据

蛋白质
U,*[2*

位置切下
/FG!

和
HCIFJ

胶段!恒

流
##VEC

!

&AE1+

转移至
I:FN

膜上!

AY

脱脂牛奶

常温下封闭
!0

!

IBK"D

洗涤
!

次!每次
AE1+

!分别加入

#\# VVV

稀释的兔抗人
/FG!

多克隆抗体和
#\# AVV

稀释的兔抗人
HCIFJ

多克隆抗体!

&$

过夜孵育!

IBK"D

洗涤
!

次!每次
#VE1+

!再分别加入
# %A VVV

稀释的红外荧光染料标记的驴抗兔二抗!室温避光

孵育
$0

!

IBK"D

洗涤
&

次! 每次
AE1+

!

IBK

洗涤
#

次!

#VE1+

%美国
OP"/4Q

公司的
4R73327

双色红外荧

光成像系统扫描! 采用
(R73327

分析软件进行条带

灰度值的分析! 算出样本条带与对应
HCIFJ

条带

灰度值的比值即为
/FG!

的相对表达量%

#;!;!

生存随访

对所有的直肠癌病人治疗后通过电话对患者本

人或家属进行随访! 随访至
!V##

年
##

月
!V

日!失

访
!

例! 在访的
&=

例患者中有
#!

例死于直肠癌复

发或者远处转移引起的疾病!无
#

例非癌死亡%

!"$

统计学处理

采 用
KIKK#@;V

统 计 软 件 ! 样 本
/FG!

与

HCIFJ

相对表达量以均数
!

标准差"

!!3

$描述!资料

呈偏态分布及方差不齐! 样本间的
/FG!

蛋白相对

表达量比较采用完全随机设计多个样本比较的秩

和检验!两组样本间的
/FG!

蛋白相对表达量比较

采用
S1-5(](+

秩和检验% 以
I&V;VA

认为有统计学

差异%

!

结 果

#"!

直肠癌患者癌组织 ! 癌旁组织和对照组中

/FG!

蛋白表达结果

/FG!

蛋白在癌组织& 癌旁组织和对照组中的

相 对 表 达 量 分 别 为
V;#%! 'V;#$>

&

V;$&@ !V;!#A

&

V;A@>!V;$A&

!表达量依次增高!其中对照组高于癌

旁组织!癌旁组织高于癌组织!差异均有统计学意义

"

I^";"9

$"

D,T-2 9

!

N16)*2 9

$% 其中配对过程中发现

癌组织表达低于自身配对癌旁或正常组织的有
9"A

例!略高于自身配对癌旁或正常组织的有
9A

例%

#"#

直肠癌患者癌组织和癌旁组织不同临床病理

因素中
/FG!

蛋白表达

F)[23 C

&

B

期患者癌组织和癌旁组织的
/FG!

蛋白表达量高于
/

&

F

分期!差异有统计学意义"

I^

";"A

$! 有淋巴结转移者癌组织和癌旁组织的
/FG!

蛋白表达量低于无淋巴结转移者! 差异有统计学意
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义!

'(")*+

"#高分化癌组织
,-.!

蛋白的表达量高

于低分化者#差异有统计学意义!

'(")"/

"#癌组织中

,-.!

蛋白在
$

年生存组的表达量高于死亡组#差

异有统计学意义 !

'(")"/

"# 表达量在患者性别$年

龄$ 肿瘤的部位及病理组织学分类中差异均无统计

学意义!

'0")"+

"!

12345 !

"%

$

讨 论

早期研究发现哺乳动物尾型同源异型盒基因分

为两种类型
,-./

和
,-.!

&

!

#

$

'

%

64789:;

最先在果蝇

中成功分离出
,-.!

基因及其相关表达蛋白#

,-.!

基因位于染色体
#$<4!=<4$

区#全长
!!=!$;3

#含有

!

个内含子和
$

个外显子#

,-.!

蛋白由
$##

个氨基

酸组成#是肿瘤抑癌基因的一种#其以螺旋(环(螺

旋
>?54:@!477A!?54:@

#

BCBD

的结构与
-EF

的相应区域

结合#调节
-EF

的表达&

&

'

#是一种转录因子%

,-.!

在肠道上皮肿瘤中特异表达#其免疫组织化学染色可

以判断转移瘤的组织来源于肠道#其表达程度的高低

可以评估肿瘤的分化程度&

+

#

G

'

%本文通过以
HF'-B

蛋

白为内对照#用
I5JK5LM 347K

检测
,-.!

蛋白在直肠

组织中的相对表达含量#结果显示在癌组织$癌旁组

织和对照组中的相对表达量依次增高# 证实
,-.!

蛋白与直肠癌发生发展关系密切# 其表达降低或者

缺失可能会引起一系列的基因调控异常# 它的表达

改变可促进散发性直肠癌的发展# 是直肠癌的一种

抑癌基因# 许多研究也表明
,-.!

的表达在消化道

恶性肿瘤中显著降低&

N

'

% 有学者曾采用免疫组化方

法检测直肠癌组织和相应癌旁组织中的
,-.!

蛋白

表达&

O

'

#其的研究结果与本文是一致的&

O

'

%

C:

等&

/

'的

研究进一步支持这一观点 #

他们发现
,-.!

在腺癌中的

表达明显低于腺瘤# 周围正

常黏膜和轻度异型增生区域

明显高于重度异型增生区域

表达 % 我们在 研究中发 现

-P;5J F

$

Q

期患者癌组织和

癌旁组织的
,-.!

蛋白表达

量高于
,

$

-

分期# 有淋巴结

转移者 低于无淋巴 结转移

者#表明
,-.!

蛋白的高表达

可能抑制肿瘤细胞的增殖及

浸润$转移#癌细胞的浸润扩

散与其表达降低相关%

,-.!

的致癌以及蛋白的表达调控

机制十分复杂# 在体内多个

基因的参与下共同完成%

Q2:

等 &

%

'在
B1!!%

结肠癌细胞系

中发现
,-.!

和
A!/

启动子

之间可以相互作用#且
,-.!

的 高 表 达 能 够 使
A!/

表 达

RSEF

增加#从而抑制肿瘤细

胞的
-EF

合成#从根本上阻

断 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 %

!!

T2K5M:M " 1,U!&

介导的
IMK

信

号传导途径激活后# 使细胞

!"#$% & '()& %*+,%--./0 "1/02 3",./4- 5$.0.5/+"67/$/2.5"$ 8"56/,- .0 ,%56"$

5"05%, "09 5"05%, "9:"5%06 6.--4%-

,4:M:T7A2K?747V:T24 W2TK7LJ M ,2MT5L K:JJP5 ' ,2MT5L 28X2T5MK K:JJP5 '

V5M85L +*

6245 $! *Y/%&#"Y!$/

"YNG+

"Y$+N#"Y$N/

"YGO&

U5R245 /O "Y/%/#"Y/&+ "Y$$&#"Y!OG

FV5 +"

$+" !! "Y/%&#"Y!$+

"YG+$

"Y$&/#"Y$&/

"YONG

!+" !O "Y/O%#"Y!$G "Y$+/#"Y$/O

-P;5J

)

JK2V5J +"

FZQ $& *Y!+G#*Y#+G

*Y*#$

*Y&G+#*Y+$G

*Y**%

,Z- #G *Y#$##*Y*%N *Y!#*#*Y!#$

-5VL55 7W 8:WW5L5MK:2K:7M +*

I544 8:WW5L5MK:2K58 #! *Y!O$#*Y!+G

*Y**O

*Y&N!#*Y$#+

*Y**%6785L2K54[ 8:WW5L5MK:2K58 #N *Y#%O#*Y!$& *Y$G%#*Y$!&

'77L4[ 8:WW5L5MK:2K58 !# *Y#$G#*Y##$ *Y!+##*Y$&#

C[RA? M785 R5K2JK2J:J +*

% $& *Y!+G#*Y#+G

*Y*#$

*Y&G+#*Y+$G

*Y**%

Z #G *Y#$##*Y*%N *Y!#*#*Y!#$

C5J:7M 47T2K:7M +*

\AA5L !$ *Y#%!#*Y#!G

*YN*&

*Y$G##*Y$N!

*YG&!6:8845 #G *Y#%*#*Y!#O *Y$&N#*Y&$G

C7]5L ## *Y#%##*Y##! *Y$$%#*Y!#$

'2K?747V:T K[A5J +*
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^<P2R7PJ T544 T2LT:M7R2 ! "Y/%"#"Y!/N "Y$O!#"Y$/+

^PL_:_:MV 2WK5L $ [52LJ &O
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"Y"""
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内
!!5,=2+1+

聚集!激活
>/? " @A?

"

>

细胞因子
"

淋巴

样增强因子#转录因子并激活其下游的目标基因$增

强转录表达$促进细胞的增殖与分化%

B)(

等&

9"

'发现

!!5,=2+1+ " >/?!&

转录活性受 到结肠癌细 胞系中

/CD!

的剂量(依赖型方式表达的抑制$ 从使结肠

癌细胞的增殖减弱% 因此$

/CD!

蛋白表达的高低有

望作为评估直肠癌临床分期及侵袭转移的参考指标%

本次研究还发现高分化癌组织
/CD!

蛋白的表

达量高于低分化者$ 癌组织中
/CD!

蛋白在
$

年生

存组的表达量高于死亡组$ 我们的研究结果与
E1!

F(301=,

等&

99
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