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目的
!

检测转录因子
"'%

"

;L"'%

#在结直肠癌中的表达!探讨其与结直肠癌临床病理特征之间

的关系$方法
!

以免疫组织化学法检测
!%8

例的结直肠癌组织以及癌旁结直肠黏膜组织中
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的表达$

采用
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%反转录
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聚合酶链反应"
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#检测
3

例临床结直肠癌手术标本及癌旁结直肠黏膜组织中

;L"'%

的表达情况$结果
!

免疫组织化学结果表明!

;L"'%

在结直肠癌组织的阳性表达率"

8352g

#显著高于

相应癌旁结直肠黏膜组织"

%!5!g

#$
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在前者的表达水平是后者的
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"

!45&&

倍$

A/BC/0D

@EFC

证实
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在结直肠癌组织的表达是对应癌旁结直肠黏膜组织的
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"
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的表达与肿瘤

患者发生的年龄%性别及肿瘤的部位等无关!与肿瘤的分化%浸润深度%侵袭转移%

HWY/B̂

分期等相关$

结论
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在结直肠癌中呈现高表达!与结直肠癌患者的肿瘤临床病理特征有显著相关性$
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据国家癌症中心全国最新癌症报告显示%我国恶

性肿瘤的发病率为
%485&4

*

!&

万%病死率为
!74582

*

!&

万&其中%结直肠癌发病率已跃居恶性肿瘤第
1

位&截止
%&!&

年%我国结直肠癌新发病例数已超过

%4

万%死亡病例
!1

万以上%且有逐年增加的趋势(

!

)

&

这主要与结直肠癌晚期的侵袭转移密切相关&然而%

目前对结直肠癌侵袭转移的研究仍未找到可靠'敏感

的判断指标和治疗靶点&

转录因子
"'%

!

C0?DB90Q

+

CQFDX?9CF0"'%

%

;L"'%

"

最初被认为其与小鼠
?

球蛋白基因的启动子区域相

结合%通过增加
;L"'%

的表达后%激活
?

球蛋白的表

达%可在体外诱导鼠白血病!

=>G

"细胞的分化(

%

)

&近

年来%

;L"'%

与肿瘤之间的关系得到越来越多研究者

的报道&该转录因子在不同的肿瘤研究中发现其扮

演了不一样的角色功能&有研究表明%

;L"'%

通过

&

,9?C/DQD

*

;"L

信号通路的激活%发挥癌基因的作用%

可增加前列腺癌的侵袭转移等恶性生物学行为(

1

)

&

而在恶性黑色素瘤的研究中发现%

;L"'%

扮演的是抑

癌基因的功能%

;L"'%

的高表达可以抑制黑色素瘤细

胞的生长(

6

)

&此外%

;L"'%

还参与了肿瘤细胞上皮间

质转换%诱导肿瘤血管生成&与各种癌症发生发展等

密切相关%如肝癌'胰腺癌'透明细胞肾细胞癌'乳腺
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癌和甲状腺癌等(

%

)

&然而%

;L"'%

在结直肠癌中的

表达情况及与结直肠癌的临床病理参数之间是否存

在一定的相关性%目前尚不清楚&本研究通过免疫组

织化学'反转录
,

聚合酶链反应!

#;,'"#

"'

A/BC/0D

@EFC

方法%在结直肠癌及癌旁结直肠黏膜组织中%对

该基因做进一步深入研究&以期对临床结直肠癌的

风险评估和预后判断提供有力的依据&

>

!

资料与方法

>5>

!

一般资料
!

临床病理材料收集来自本院
%&!!c

%&!4

年临床结直肠癌手术送检标本%共
!%8

例&患者

年龄
11

"

8%

岁%中位年龄
37

岁%其中淋巴结转移
87

例%无淋巴结转移
6%

例&癌旁结直肠黏膜组织均取

自距肿瘤原发灶大于
39:

的切除肠管&

A/BC/0D

@EFC

'

#;,'"#

检测所采用的组织标本%均来自本院

%&!4

年结直肠癌手术切除的新鲜标本&本课题所有

研究方法中的配对标本%采用的是同一患者手术切除

的结直肠癌和其相对应的癌旁结直肠黏膜组织&

>5?

!

方法

>5?5>

!

主要试剂
!

一抗
;L"'%

兔抗人
I

R

)

多克隆抗

体购自美国
;S/0:FLQBS/0

公司%

&

,;W@WEQD

抗体购自美

国
.?DC?"0Ẁ

公司&免疫组织化学染色
.'

检测试剂

盒'二氨基联苯胺!

H*O

"显色试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司&

#<*

提取试剂盒'逆转录试剂盒

以及
#;,'"#.MO#)0//D

!

检测试剂盒购自日本
;?(?,

#?

公司&蛋白提取试剂盒购自武汉博士德生物工程有

限公司%聚氰基丙烯酸正丁酯!

O"*

"蛋白定量试剂盒%

购自上海碧云天生物技术有限公司&

>5?5?

!

苏木素
,

伊红!

J>

"及免疫组织化学染色
!

用

!&g

甲醛固定
%6S

%石蜡包埋切片%常规
J>

染色%证

实为结直肠癌的病理诊断&其后%采用免疫组织化学

.'

法染色%比较结直肠癌和癌旁结直肠黏膜组织中

;L"'%

的表达&主要步骤参考试剂盒说明书进行#

脱蜡%乙二胺四乙酸!

>H;*

"抗原修复%过氧化氢作

用$正常山羊血清封闭$一抗
;L"'%

兔抗人
I

R

)

多克

隆抗体
!o%&&

%

6 j

过夜$辣根酶标记羊抗兔*小鼠

I

R

)

多聚体%

14 j

作用
!S

$辣根过氧化物酶作用

1&:QD

$

H*O

显色%出现棕黄色着色后自来水冲洗终

止反应$苏木素复染细胞核&磷酸盐缓冲液!

'O.

"代

替一抗%作为阴性对照&

>5?5!

!

#;,'"#

!

提取结直肠癌和癌旁结直肠组织

#<*

!按照
;?(?#?

试剂说明进行"&测定标本浓度%

'"#

反应!

;?(?#?

逆转录试剂盒"

!&

)

G

体系按说明

书进行%

;L"'%

引物序列按照参考文献(

6

)设计%具

体引物序列为#正向
3̂,;))";;"**"*);;"

""* ;*,1̂

%反向
3̂,;"; ))" ;)) ;)) ;;;

));,1̂

&内参
)*'HJ

引物序列为#正向
3̂,;);

;");"* ;)) );) ;)* *"",1̂

%反向
3̂,*;)

)*";);));"*;)*);"",1̂

&

>5?5A

!

A/BC/0D@EFC

!

配制
!&g

分离胶%

3g

浓缩胶&

依次加入
=?0Y/03

)

G

!加拿大
L/0:/DC?B

公司"%待

测样品
%&

)

G

&半 干 法 转 膜#采 用 聚 偏 氟 乙 烯

!

'-HL

"膜!美国
=QEEQF0/

公司"&磷酸盐吐温缓冲液

!

'O.;

"漂洗印迹膜
%

次%放入
3g

蛋白封闭液!武汉博

士
!

"%室温封闭
6S

&一抗孵育#

;L"'%

按
!o!&&&

稀

释%内参
;W@WEQD

按
!o!&&&

稀释%

6j

孵育过夜$二抗

孵育%室温作用
%S

&

>"G

显色#避光%在凝胶成像系统

!美国
OIN,#*H

公司"中观察'拍照&

>5!

!

免疫组织化学染色结果判断
!

显微镜下观察每

例标本免疫组织化学染色表达情况#

;L"'%

表达位于

细胞核内%阳性染色为浅棕色至棕褐色&根据参考文

献(

3

)方法评估染色结果%采用染色百分比评分与染

色强度评分相结合方法&染色百分比评分#没有阳性

信号为
&

分%

!g

"

!&g

细胞着色计为
!

分%

!!g

"

3&g

的细胞着色计为
%

分%

3!g

"

8&g

细胞着色计为

1

分%大于
8&g

细胞着色计为
6

分&染色强度评分标

准#阴性为
&

分%弱阳性为
!

分%中等阳性为
%

分%强

阳性为
1

分&最后将染色阳性百分比得分与染色强

度得分结果相乘%总分为
&

"

!%

分%总分小于或等于
7

分设为阴性%大于
7

分设为阳性&病理阅片由
%

位有

经验的病理医师双盲评分&

>5A

!

统计学处理
!

采用
.'..!45&

软件系统进行统

计学分析%比较结直肠癌与癌旁结直肠黏膜组织间以

及肿瘤不同临床病理参数间
;L"'%

表达阳性率差异

采用
!

% 检验&以
"

$

&5&3

为差异有统计学意义&

?

!

结
!!

果

?5>

!

;L"'%

的表达
!

免疫组织化学染色显示结直肠

癌组织及癌旁结直肠黏膜组织中
;L"'%

的表达情

况%

;L"'%

蛋白主要位于细胞核内%在不同
;<=

分

期的结直肠癌中其表达具有异质性%见图
!

&

;L"'%

的表达在低分化的结直肠癌组织的表达强于高'中分

化的结直肠癌组织&统计结果显示%

!%8

例的结直肠

癌及癌旁结直肠黏膜组织中
;L"'%

的阳性表达率分

别为
87g

和
%!g

&

!!

*

#癌旁结直肠黏膜组织$

O

#高'中分化结直肠癌组织$

"

#低分化结

直肠癌组织

图
!

!!

;L"'%

在癌旁结直肠黏膜及癌组织中的

表达!免疫组织化学
h%&&

"

?5?

!

#;,'"#

结果
!

3

例配对标本中%结直肠癌组织

;L"'%:#<*

的表达水平显著高于癌旁结直肠黏膜

组织%前者是后者的
!56&

"

!45&&

倍&见图
%

&

?5!

!

A/BC/0D@EFC

结果
!

;L"'%

在结直肠癌组织的

表达量是对应癌旁结直肠黏膜组织中的
!5&!

"

1537

倍&见图
1

&

?5A

!

;L"'%

的表达与结直肠癌临床病理特征的相关

性
!

!%8

例的结直肠癌标本按照临床病理特征分组%

;L"'%

的表达与患者性别'年龄'肿瘤部位和肿瘤大

6!4!
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年
3
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小等无显著相关性%与浸润深度'分化程度'

HWY/B̂

分

期和淋巴结转移等具有显著相关性!表
!

"&结直肠癌

组织中
;L"'%

的表达为阴性和阳性分别为
!8

*

!%8

!

!65!g

"和
!!&

*

!%8

!

8352g

"%而癌旁结直肠黏膜组

织中
;L"'%

的阴性表达和阳性表达分别为
!&!

*

!%8

!

4852g

"和
%4

*

!%8

!

%!5!g

"%差异有统计学意义

!

"

$

&5&!

"&

图
%

!!

结直肠癌及癌旁结直肠黏膜组织中

;L"'%:#<*

的表达水平

图
1

!!

;L"'%

在结直肠癌肿瘤标本及癌旁结

直肠黏膜组织中的蛋白表达水平

表
!

!!

;L"'%

的表达与结直肠癌临床病理特征的关系!

!

"

临床病理特征
!

;L"'%

阴性 阳性
"

性别
&5672

!

男
74 8 32

!

女
7! !& 3!

年龄
&5827

!$

3&

岁
68 4 6!

!'

3&

岁
8& !! 72

部位
&5261

!

直肠
73 2 37

!

结肠
71 2 36

肿瘤大小
&57%6

!$

69: 6% 3 14

!'

69: 87 !1 41

浸润深度
&5&&!

!

黏膜内*肌层
%3 !6 !!

!

浆膜*外层
!&1 6 22

分化程度
&5&!!

!

高*中分化
42 !7 71

!

低分化
62 % 64

HWY/B̂

分期
&5&&!

!

*fO %! !% 2

!

"fH !&4 7 !&!

淋巴结转移
&5&&!

!

是
87 3 8!

!

否
6% !1 %2

!

!

讨
!!

论
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;L"'%

的
H<*

结合域有一个特点%它类似免疫

蛋白的结构%与肿瘤抑制基因
;'31

相类似%因此其被

认为很可能是
+

31

基因的前体(

7

)

&

;L"'%

也被认为

可能扮演了抑癌基因的功能&然而%随着研究者不断

地研究发现%

;L"'%

在不同肿瘤发生'发展中可能发

挥了不同作用&一方面发挥了促癌的作用%例如%在

对肝细胞性肝癌的研究中发现%在超过
2&g

的肝细胞

性肝癌标本%相对于正常肝组织%

;L"'%

是呈高表达

的%它的表达水平与肝细胞性肝癌的进展密切相

关(

4

)

&在对口腔鳞状细胞癌的研究中发现%

;L"'%

在

肿瘤细胞的表达是显著增强的%它与肿瘤
;<=

分期

相关(

8

)

&在对宫颈癌'卵巢癌的研究中发现
;L"'%

的表达和肿瘤的进展密切相关(

2,!&

)

&

&

,9?C/DQD

*

;"L

信号通路在疾病的发生'发展过程中发挥了极其重要

的作用(

!!

)

&有研究者在对胰腺癌的研究中发现%

;L,

"'%

可以激活
&

,9?C/DQD

*

;"L

信号通路%从而促进了

胰腺癌的侵袭转移(

1

)

&然而
&

,9?C/DQD

*

;"L

这条通路

同样在结直肠癌的侵袭'转移中发挥了关键的作

用(

!%

)

&因此%

;L"'%

在结直肠癌的侵袭'转移中是否

发挥此作用还有待进一步研究&另一方面%有研究者

在对恶性黑色素瘤的研究中发现%

;L"'%

在恶性黑素

瘤肿瘤发生'发展过程中发挥了抑癌基因的功能&

;L"'%

的过度表达抑制了恶性黑色素瘤细胞的生长&

;L"'%

与死亡相关的蛋白激酶!

H*'(

"基因启动子区

结合%正向调节其转录&

H*'(

在许多肿瘤中被证实其

发挥的是抑制肿瘤细胞功能&因此%有研究表明%在某

些情况下
;L"'%

可以起到抑制肿瘤的作用(

6

)

&

然而%本研究结果表明%

;L"'%

的表达与肿瘤患

者发生的年龄'性别肿瘤的部位及大小无关%与肿瘤

的分化'浸润深度'侵袭转移'

HWY/B̂

分期等密切相

关&通过
#;,'"#

及
A/BC/0D@EFC

进一步证实
;L,

"'%

在结直肠癌组织的表达是显著高于癌旁结直肠

组织%说明其高表达可能参与了肿瘤的发生和进展&

但其与患者预后之间的关系%尚有待以后的随访资料

来加以明确&结直肠癌发生的具体原因及机制尚未

阐明%目前%研究者们更接受
L>*#N<

等(

!1

)的大肠

癌发生的经典模式%该模式认为肿瘤的发生可能是个

复杂的过程%涉及多基因改变从而导致结直肠癌的发

生%包括腺瘤性结肠息肉!

*'"

"病基因%微卫星不稳

定%

+

31

基因的突变与缺失等&

;L"'%

基因曾被认为

是
;'31

的前体基因%

;L"'%

基因与
;'31

基因在结

直肠癌中的发生过程中是否有着内在的联系%尚有待

进一步研究&本研究结果表明%

;L"'%

在结直肠癌组

织中高表达%并且在淋巴结转移的病理标本中显著高

表达%这提示
;L"'%

可能在结直肠癌的发展演进过

程中发挥重要的作用%可能扮演了促癌的角色&其具

体机制有待于进一步的研究证实&

综上所述%

;L"'%

的表达与结直肠癌分化'

HWY/B̂

分期以及侵袭转移存在显著相关性%在肿瘤的

发生'发展过程中发挥了重要的促癌作用&在临床标

本中常规检测
;L"'%

的表达对于疾病的转移风险评

估和预后判断有重要的提示作用&同时%通过对
;L,

"'%

的分子调控机制研究%可能对结直肠癌有重要的
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可快速拔除喉罩%更快进行手术周转&另外%患者未

使用肌松药%术后可更快进食'恢复%符合胸科手术加

速康复外科理念&最后%椎旁神经阻滞在胸科术后止

痛的作用确切%术中阿片类药物的使用量少%减少恶

心'呕吐及便秘的发生率(

2,!3

)

&综上所述%该方法与传

统双腔管插管全身麻醉比具有苏醒快'疼痛轻'恢复

快等特点&
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