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黏附连接蛋白Afadin在结直肠癌组织中的表达及临床意义*
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  [摘要] 目的 分析结直肠癌(CRC)组织中Afadin表达水平与临床病理学因素及预后的相关性。方法 
利用免疫组织化学及蛋白免疫印迹(Western

 

blot)对CRC组织中Afadin的表达水平进行检测,比较肿瘤组织

及非肿瘤组织间的表达差异;免疫组织化学检测CRC组织中Afadin表达水平,计算免疫组织化学染色评分,并
与临床病理学因素和预后资料进行相关性分析。结果 CRC组织中Afadin的表达水平较非肿瘤组织明显降

低,并且Afadin表达水平与肿瘤的浸润深度、淋巴结转移状况相关,Afadin低表达患者总生存率较Afadin高表

达患者降低。结论 CRC存在Afadin表达水平降低的现象,Afadin的表达水平和CRC的进展和预后相关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

Afadin,and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinical
 

patho-
logical

 

features
 

and
 

prognosis
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC).Methods The
 

expression
 

of
 

Afadin
 

in
 

20
 

CRC
 

specimens
 

was
 

examined
 

by
 

immunohistochemistry
 

staining
 

and
 

Western
 

blot,the
 

results
 

were
 

com-
pared

 

with
 

paired
 

non-tumor
 

tissues.Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Afadin
 

in
 

CRC
 

tissues,the
 

immunohistochemical
 

staining
 

score
 

was
 

calculated,and
 

its
 

relationships
 

with
 

clinicopatho-
logical

 

factors
 

and
 

prognostic
 

data
 

were
 

analyzed.Results The
 

expression
 

of
 

Afadin
 

was
 

down-regulated
 

in
 

human
 

CRC
 

tissues
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

non-tumor
 

tissues,the
 

expression
 

level
 

of
 

Afadin
 

was
 

significant-
ly

 

associated
 

with
 

depth
 

of
 

tumor
 

invasion
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis.The
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

Afadin
 

expression
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

Afadin
 

expression.Conclusion The
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

Afadin
 

in
 

CRC
 

is
 

reduced.The
 

expression
 

level
 

of
 

Afadin
 

is
 

related
 

to
 

the
 

progression
 

and
 

prognosis
 

of
 

CRC.
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  Afadin是近期发现的一种黏附连接蛋白,在细胞

内与连接素(Nectins)、上皮细胞钙黏蛋白
 

(E-cadher-
in)及纤维状肌动蛋白(F-actin)等构成黏附连接,参与

调控细胞定向移动、增殖等多种功能[1-3]。与此同时,
多种肿瘤中存在 Afadin编码基因的异常融合,在某

些类型的肿瘤,例如乳腺癌[4]、子宫内膜癌[5]及胰腺

癌[6]中,还存在Afadin表达水平的改变,本研究将检

测Afadin在结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)中的

表达情况,结合临床资料分析其临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料

本研究已经通过本院临床研究伦理学会委员会

批准(批准号:H2016-008-1)。所有患者均在本院肛

肠一科手术,术前都未接受新辅助治疗。第一组病例

包含2017年1-12月20例CRC患者,分别留取肿瘤

组织及相对应的非肿瘤组织,进行蛋白 免 疫 印 记

(Western
 

blot)和免疫组织化学染色检测;第二组病

例包含2010年1月至2013年1月共118例CRC患
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者,每例患者均拥有较为完整的病例资料和随访信

息,肿瘤组织切片进行免疫组织化学染色评分,并与

临床病理资料和预后资料进行相关性分析。
1.2 方法

1.2.1 主要试剂

兔抗人 Afadin多克隆抗体购于美国 Abcam 公

司,SP试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒及电化学发

光(ECL)试剂盒购于上海碧云天生物技术公司。
1.2.2 Western

 

blot
 

提取总蛋白,采取BCA法进行蛋白定量,每组上

样20
 

μg,行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分离,转膜,一抗孵育过夜,二抗孵育

1.5
  

h,ECL显影,以GAPDH 为内参计算 Afadin的

表达水平。
1.2.3 免疫组织化学染色及结果判定

切片脱蜡入水,热修复法进行抗原修复,滴加一

抗后4
 

℃孵育12
 

h,此后依次滴加二抗和辣根过氧化

物酶标记的链霉卵白素,DAB显色,复染后脱水透明

封片。由两位病理科医师单独进行结果评分。密度

评分分为:0分(阴性,无黄色),1分(弱阳性,呈浅黄

色),2分(中等阳性,呈棕黄色),3分(强阳性,呈棕

色),阳性细胞比例评分分为:0分(未见阳性细胞),1
分(阳性细胞百分比小于25%),2分(阳性细胞百分

比25%~50%),3分(阳性细胞百分比大于50%),两
个评分相乘即获得免疫组织化学染色评分。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行分析。计量资料用x±
s表示,组间比较采用t检验,计数资料以例数(n)表
示,比较采用χ2 检验。利用 Kaplan-Meier进行生存

分析,用Log-rank检验比较 Afadin高表达和低表达

两组CRC患者的生存率。采用Cox比例风险模型,
以向前-条件法筛选变量,进行CRC总生存的多因素

分析。t检验、χ2 检验及Log-rank检验的检验水准

选择α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义,在

进行CRC总生存的多因素分析时检验水准选择α=
0.10。
2 结  果

2.1 Afadin在CRC组织中的表达

利用 Western
 

blot对20例CRC患者的肿瘤组

织及相对应非肿瘤组织进行 Afadin表达水平检测,
其中的15对标本(75%),肿瘤组织中的Afadin表达

水平低于相对应的非肿瘤组织(P<0.05),见图
 

1。
对标本进行了免疫组织化学染色,结果显示,Afadin
阳性细胞呈现细胞膜和细胞质着色。在非肿瘤组织

中,Afadin呈中或强阳性表达(免疫组织化学染色评

分大于4分)的比例为70.0%(14/20),而在肿瘤组织

中,Afadin呈中或强阳性表达的比例为30.0%(6/
20),两组比较差异有统计学意义(P<0.01),见图2。

  A:Western
 

blot检测结果;B:两组标本表达平均灰度值比较;T:

肿瘤组织;N:非肿瘤组织;1、2、3、4为病例号。

图1  Western
 

blot检测Afadin在20例CRC肿瘤组织及

相对应的非肿瘤组织中的表达

  A:Afadin在肿瘤组织中低表达(×200);B:Afadin在非肿瘤组织中高表达(×200);C:两组间免疫组织化学染色评分比较。

图2  免疫组织化学检测Afadin在20例CRC肿瘤组织及相对应的非肿瘤组织中的表达

2.2 CRC组织中Afadin表达水平与临床病理学因 素之间的相关性分析
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为了进一步分析CRC组织中Afadin表达水平与

临床病理因素之间的相关性,笔者利用免疫组织化学

染色的方法对118例CRC患者的肿瘤组织切片进行

Afadin表达水平检测,根据免疫组织化学染色评分将

其分为两组,Afadin高表达组(IHC评分大于4分)及

Afadin低表达组(IHC
 

评分小于或等于4分),然后与

患者的临床病理资料进行相关性研究,单因素分析结

果显示,肿瘤组织中的Afadin表达水平与患者年龄、
性别、肿瘤部位、肿瘤大小、病理组织学类型、脉管浸

润、神经浸润均无明显相关性(P>0.05),但是在浸润

深度达到T3水平及以上(P=0.020)或出现淋巴结

转移(P=0.043)的肿瘤组织中,Afadin低表达的发

生率明显升高,见表1。
表1  118例CRC患者组织标本Afadin表达水平

   和临床病理因素之间的关系

临床病理因素 n
Afadin表达

低(n) 高(n)
P

年龄(岁)
 

0.270

 <60
  

33 24 9

 ≥60
 

85 50 35

性别
 

0.737

 男
 

56 35 21

 女
 

62 39 23

肿瘤部位
 

0.732

 直肠 56 36 20

 结肠 62 38 24

肿瘤大小(cm)
 

0.308

 <5 65 42 23

 ≥5 53 32 21 0.660

病理类型
 

 低分化+印戒 25 17 8

 高分化+中分化 93 57 36

浸润深度 0.020

 T1+T2 33 11 20

 T3+T4 85 63 24

淋巴结转移 0.043

 无
 

66 32 34

 有 52 42 10

脉管浸润 0.134

 无 79 42 37

 有 39 32 7

神经浸润 0.400

 无 82 46 36

 有 36 28 8

2.3 CRC组织中Afadin表达水平对预后的影响

在上述118例CRC患者中,笔者还进行了 Afa-
din表达水平与预后的相关性分析,结果显示,肿瘤组

织中Afadin低表达患者总的生存率更低(P<0.01),
见图3。将年龄、性别及Afadin表达水平引入Cox多

因素回归分析,结果显示,出现淋巴结转移及 Afadin
低表达是CRC预后的独立风险因素,见表2。

图3  Afadin高表达组和低表达组CRC患者的

生存曲线

表2  118例CRC患者预后的Cox多因素回归分析

风险因素 β SE Wald Sig. Exp(B)
Exp(B)95%CI

下部 上部

淋巴结转移 1.496 0.387 14.946 0.000 4.465 2.091 9.534

Afadin低表达 1.824 0.613 8.871 0.003 6.200 1.866 20.596

3 讨  论

  细胞极性的建立对于维持上皮细胞的屏障功能

是至关重要的,细胞极性丧失不仅会导致上皮出现渗

漏,还在肿瘤的发生发展中发挥着关键性作用,参与

上皮间质转化及肿瘤转移的过程,目前,细胞极性丧

失已经被看作是进展期上皮性肿瘤的标志之一[7-8]。
细胞极性的建立是一个多步骤过程,其中之一就是细

胞黏附和连接复合体的正确组合,细胞与细胞之间的

黏附主要依靠黏附连接(AJs)及紧密连接(TJs)维持。
构 成 黏 附 连 接 的 几 种 成 分,例 如 E-cadherin

 

和
 

Catenins,与肿瘤的进展和转移有密切的关系,目前已

经成为肿瘤研究领域的关注热点[9]。Afadin作为黏

附连接蛋白之一,几乎存在于所有的上皮细胞之中,
它捆绑肌动蛋白微丝和 Nectins构成肌动蛋白骨架,
参与调控多种细胞功能。鉴于Afadin在维持细胞极

性中的关键性作用,它也逐渐受到肿瘤研究领域的关

注,逐渐增多的研究结果显示,在多种类型的肿瘤中,
存在Afadin表达水平的改变,并与肿瘤的恶性表现

密切相关,例如 Afadin与Claudin-2协作,共同促进

乳腺癌细胞出现转移[10];在三阴乳腺癌对阿霉素耐药

的产生机制中,也有Afadin的参与[11];对于恶性胶质

瘤来说,Afadin促进了病理性血管形成[12];当胃癌细

胞感染幽门螺杆菌后,Afadin的表达水平下降,同时
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伴有上皮间质转化[13];紧密连接蛋白2通过下调

Afadin/ERK信号通路,抑制骨肉瘤细胞转移[14],这
些研究都提示,Afadin可能通过多个途径,广泛参与

肿瘤的发生发展过程。
根据上述研究结果,笔者推测,在CRC中可能也

存在Afadin表达水平的改变,为了验证这种推测,本
研究首先选择了20例CRC患者的肿瘤组织及其对

应的非肿瘤组织,分别利用 Western
 

blot及免疫组织

化学染色的方法对 Afadin蛋白表达水平进行了检

测,两种检测的结果都显示,与对应的非肿瘤组织比

较,CRC组织中确实存在 Afadin表达水平下降的现

象。随后,为了检验 Afadin的表达水平是否能够反

映肿瘤的恶性程度,本研究又选择了拥有完整病例资

料和随访信息的118例CRC患者,分别对肿瘤组织

切片进行免疫组织化学染色评分并与临床病理因素

和预后资料进行相关性分析,结果显示,肿瘤组织中
 

Afadin的表达水平与肿瘤的浸润深度及淋巴结转移

状况密切相关,与 Afadin高表达的患者比较,Afadin
低表达的患者总生存率明显降低,Afadin低表达是

CRC预后的独立风险因素,这些结果提示,Afadin参

与CRC的发展与转移,CRC出现Afadin表达水平降

低,预后不良。
 

尽管本研究发现,在CRC中存在Afadin表达水

平的改变,但是这种改变是发生在转录、翻译还是翻

译后加工及修饰层面并不明确,笔者将继续进行相关

研究;与此同时,笔者还将对CRC细胞的Afadin表达

水平进行干预,观察干预后CRC细胞生物学特性的

改变,以进一步明确Afadin与CRC的相关性,为探索

Afadin是否能够成为治疗CRC的新靶点提供依据。
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