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  [摘要] 目的 分析结直肠癌组织小脑锌指结构5(ZIC5)和Krüppel样因子5(KLF5)的表达情况及与患

者临床病理特征和预后的关系。方法 采用免疫组织化学法和 Western
 

blot检测北京市石景山医院2015年2
月至2017年8月收治的74例结直肠癌患者的结直肠癌组织及癌旁正常组织ZIC5及KLF5蛋白的表达情况,
分析患者结直肠癌组织ZIC5及KLF5蛋白的表达水平与临床病理特征的关系,并进一步探讨两种蛋白表达水

平与患者无病生存期(DFS)和总生存期(OS)之间的关系。结果 免疫组织化学法和 Western
 

blot检测结果均

显示结直肠癌组织ZIC5和KLF5阳性率和高表达率均明显高于癌旁组织(P<0.05)。结直肠癌组织ZIC5表

达情况与肿瘤分化程度、Duke’s分期、浸润深度和淋巴结转移有相关性(P<0.05),KLF5表达情况与肿瘤分

化程度、Duke’s分期和浸润深度明显相关(P<0.05)。ZIC5和KLF5蛋白阴性表达的结直肠癌患者DFS和

OS均明显长于阳性表达患者(P<0.05)。结论 ZIC5和KLF5表达与结直肠癌病理特征相关且能提示不良

预后。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

cerebellum
 

zinc
 

finger
 

structure
 

5
 

(ZIC5)
 

and
 

Krüppel
 

like
 

factor
 

5
 

(KLF5)
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissues
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinical
 

features
 

and
 

prognosis.
Methods The

 

colon
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

of
 

74
 

patients
 

with
 

colon
 

cancer
 

admitted
 

to
 

Beijing
 

Shijingshan
 

Hospital
 

from
 

February
 

2015
 

to
 

August
 

2017
 

were
 

collected,and
 

the
 

expression
 

of
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

proteins
 

and
 

clinical
 

features
 

were
 

analyzed,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

proteins
 

and
 

the
 

disease
 

free
 

survival
 

(DFS)
 

and
 

overall
 

survival
 

(OS)
 

were
 

further
 

analyzed.Results Immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

and
 

high
 

expression
 

rates
 

of
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

in
 

colon
 

cancer
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

ZIC5
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

tumor
 

differentiation,Duke’s
 

stage,
depth

 

of
 

invasion
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis,while
 

the
 

expression
 

of
 

KLF5
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

tumor
 

differentiation,Duke’s
 

stage,and
 

depth
 

of
 

invasion
 

(P<0.05).DFS
 

and
 

OS
 

were
 

significantly
 

longer
 

in
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

negative
 

colon
 

cancer
 

patients
 

than
 

in
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

positive
 

colon
 

cancer
 

patients
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

expression
 

of
 

ZIC5
 

and
 

KLF5
 

are
 

correlated
 

with
 

clinical
 

features
 

and
 

can
 

predict
 

poor
 

prognosis
 

in
 

colon
 

cancer
 

patients.
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  结直肠癌是一种临床常见恶性肿瘤,我国结直肠

癌发病率和病死率在近年来一直呈上升趋势,给人民

健康和生活质量造成严重威胁[1]。已有研究报道表

明结直肠癌的发生、进展、转移等过程是由多种因素

共同造成的病理过程,多种基因、信号通路及蛋白质

在其中发挥重要的作用[2]。小脑锌指结构(zinc
 

fin-
ger

 

protein
 

of
 

the
 

cerebellum,ZIC)家族包括ZIC1、
ZIC2、ZIC3、ZIC4、ZIC5,各自编码锌指转录因子,组
成5个Cys2His锌指结构域[3]。越来越多的研究显

示,ZIC5蛋白参与前列腺癌、肺癌、子宫内膜癌等多种

恶 性 肿 瘤 的 发 生、发 展[4-6]。Krüppel样 因 子 5
(Krüppel

 

like
 

factor
 

5,KLF5)是人体内重要的转录

调控因子,与肿瘤细胞增殖、凋亡和迁移有密切关

系[7]。既往有关结直肠癌组织ZIC5和KLF5蛋白表

达的研究报道较少且研究结论不一致,本研究采用免

疫组织化学法和 Western
 

blot检测结直肠癌组织

ZIC5和KLF5表达水平,分析其与患者病理特征相关

性并初步探讨其对预后的判断价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2015年2月至2017年8月北京市石景山医

院收治的74例结直肠癌患者的血液标本和结直肠癌

组织、癌旁组织(距离肿瘤组织外缘>5
 

cm)作为研究

材料。纳入标准:(1)经手术切除组织病理学检查诊

断为结直肠癌;(2)术前未接受放疗、化疗、靶向治疗

或免疫治疗;(3)临床和随访资料完整。排除标准:
(1)合并其他恶性肿瘤;(2)既往有结直肠手术史者;
(3)临床资料不完整者;(4)失访或因结直肠癌以外原

因死亡者。本研究通过医院医学伦理委员会审核,所
有患者对本研究均知情同意。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学

本研究中所有的组织石蜡切片均由北京市石景

山医院病理科切片制备,厚度4
 

μm。研究采用S-P免

疫组织化学法检测结直肠癌组织和癌旁组织ZIC5和

KLF5蛋白的表达情况,实验操作步骤严格按照试剂

盒说明书进行。阴性和阳性对照分别为磷酸盐缓冲

液和已知的ZIC5和 KLF5阳性标本。ZIC5主要定

位于细胞质,同时在细胞核中也有少量表达;KLF5主

要表达在细胞质和细胞核中,以特定部位出现淡黄色

至棕褐色判断为阳性。以染色强度和视野内阳性细

胞百分比综合评判ZIC5和 KLF5蛋白表达强度。
(1)染色强度:0分,无着色;1分,浅黄色;2分,棕黄

色;3分,棕褐色。(2)阳性细胞百分比:0分,未见阳

性细胞;1分,阳性细胞百分比<10%;2分,阳性细胞

百 分 比 10%~<50%;3 分,阳 性 细 胞 百 分 比

50%~<75%;4分,阳性细胞百分比≥75%。染色强

度和阳性细胞百分比评分乘积作为最后结果,其中0

分为阴性,1~3分为低表达,>3分为高表达。本研

究所使用的S-P免疫组织化学法试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术有限公司,鼠抗人ZIC5抗体和鼠抗

人KLF5抗体购自美国Abcam公司。
1.2.2 Western

 

blot
第1步,取石蜡切片脱水后称取50

 

mg组织,冰
浴研磨后超声破碎,于4

 

℃,18
 

000
 

r/min离心30
 

min,取上清液。第2步,采用BCA试剂盒测定总蛋

白浓度。第3步,取50
 

μg蛋白进行10%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳,并转移至硝酸纤维素膜

上。第4步,TBST缓冲液洗膜,5%脱脂奶粉封闭1
 

h后加入一抗(ZIC5和 KLF5一抗稀释度均为1∶
15

 

000),4
 

℃冰箱孵育过夜。第5步,TBST洗膜30
 

min,1∶1
 

000二抗孵育2
 

h后加入碱性磷酸酶底物,
显色液显色。第6步,使用 UPV扫描仪进行扫描,
ZIC5蛋白分子量为66×103,KLF5蛋白分子量为

52×103,以β-actin为内参。
1.2.3 随访

对患者进行随访,末次随访时间为2021年4月,
记录无病生存期(disease-free

 

survival,DFS)和总生

存期(overall
 

survival,OS)。
1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据分析,不符合正态

分布的计量资料以M(Q1,Q3)表示,比较采用秩和检

验;计数资料以频数或百分率表示,比较采用χ2 检

验;等级资料组间比较采用Kruskal-Wallis检验。采

用Kaplan-Meier法制作生存曲线并进行Log-Rank
比较,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 免疫组织化学结果

与癌旁组织比较,结直肠癌组织ZIC5和 KLF5
的阳性率及高表达率更高,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1、图1。
2.2 Western

 

blot结果

结直肠癌组织ZIC5和KLF5表达强度高于癌旁

组织,见图2。
表1  ZIC5和KLF5在结直肠癌组织和癌旁组织

   的表达情况[n=74,n(%)]

项目 结直肠癌组织 癌旁组织 χ2 P

ZIC5 65.513 <0.001

 阳性 62(83.78) 16(21.62)

 低表达 20(27.03) 13(17.57)

 高表达 42(56.76) 3(4.05)

KLF5 83.878 <0.001

 阳性 65(87.84) 15(20.27)

 低表达 15(20.27) 14(18.92)

 高表达 50(67.57) 1(1.35)
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  A.ZIC5在结直肠癌组织表达阳性;B.ZIC5在癌旁组织表达阴性;C.KLF5在结直肠癌组织表达阳性;D.KLF5在癌旁组织表达阴性。

图1  S-P免疫组织化学染色法检测组织ZIC5和KLF5蛋白的表达水平(200×)

2.3 结直肠癌组织ZIC5和KLF5表达与病理特征

关系

结直肠癌组织ZIC5的表达情况与肿瘤分化程

度、Duke’s分期、浸润深度和淋巴结转移有相关性,
KLF5表达情况与肿瘤分化程度、Duke’s分期和浸润

深度有相关性(P<0.05),见表2。
2.4 结直肠癌组织ZIC5和KLF5表达水平与患者

预后关系

ZIC5和 KLF5 蛋 白 阴 性 的 结 直 肠 癌 患 者 的

DFS、OS长于阳性患者(P<0.05),见表3,图3。

图2  Western
 

blot检测组织ZIC5和KLF5蛋白的

表达水平

表2  结直肠癌组织ZIC5和KLF5蛋白表达与病理特征关系(n)

项目 n
ZIC5

阳性 阴性 χ2 P

KLF5

阳性 阴性 χ2 P

年龄 0.538 0.463 0.196 0.658

 <50岁 36 29 7 31 5

 ≥50岁 38 33 5 34 4

性别 0.095 0.758 0.381 0.537

 
 

男 34 28 6 29 5

 
 

女 40 34 6 36 4

肿瘤部位 1.329 0.249 0.633 0.426

 结肠 32 25 7 27 5

 直肠 42 37 5 38 4

肿瘤直径 0.380 0.537 0.436 0.509

 ≤2
 

cm 24 18 6 19 5

 >2
 

cm 50 34 16 36 14

肿瘤分化程度 20.638 <0.001 23.296 <0.001

 低级分化 18 9 9 10 8

 中级分化 36 33 3 35 1

 高级分化 20 20 0 20 0

Duke’s分期 6.092 0.048 11.084 0.004

 A期 17 11 6 11 6

 B期 34 31 3 32 2

 C期 23 20 3 22 1

浸润深度 5.629 0.018 7.538 0.007

 突破浆膜层 47 43 4 45 2

 未突破浆膜层 27 19 8 20 7

淋巴结转移 3.981 0.046 1.331 0.248

 是 36 27 9 30 6

 否 38 35 3 35 3
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图3  DFS和OS生存曲线比较

表3  ZIC5和KLF5表达与结直肠癌患者DFS、

   OS关系分析[M(Q1,Q3),月]

项目 阴性 阳性

ZIC5

 DFS 42.167(35.163,49.170) 27.136(24.342,29.930)

 OS 45.759(38.158,53.360) 34.544(31.493,37.594)

KLF5

 DFS 42.778(34.161,51.395) 27.651(24.875,30.427)

 OS 47.397(41.653,53.133) 33.875(30.756,36.993)

3 讨  论

  随着世界医疗水平的不断完善,人类的平均寿命

得以延长,但恶性肿瘤的发病率却随之不断攀升,其
中结直肠癌已经成为影响人类生命健康的重要疾病

之一。我国结直肠癌发病率和病死率较高,这与我国

居民健康和体检筛查意识较弱及结直肠癌临床症状

不特异有关[8-9],成为限制结直肠癌预后的因素。近

年来,随着肠镜和分子生物学等技术的进步和深入应

用,结直肠癌的检出率明显提高,然而大多数患者在

确诊时已经为中晚期[10-11]。因此,有必要对结直肠癌

的发病、进展及预后影响因素和机制进行深入研究,
探索结直肠癌的诊断、预后评估新指标,治疗新靶点,
为改善结直肠癌患者整体预后提供新的思路和方向。

当前外周血血清中癌胚抗原、癌抗原(CA)125、
CA199等肿瘤标志物对结肠癌患者手术根治后随访

和评估的价值已得到广泛认可[12-13]。然而,受限于上

述血清标志物的灵敏度及特异度较低[14],仍然有部分

结肠癌复发病例术后血清学未能检测出上述标志物

的升高,从而延误术后复查影响远期生存,急需新的

预后标志物早期识别术后复发高危人群以进行术后

分层管理。通过文献检索发现,目前已有大量研究发

现ZIC5在前列腺癌、肺癌和胶质瘤等多种恶性肿瘤

中呈高表达状态[15-16],同时杨丽等[17]研究证实ZIC5
在肝癌中的表达水平升高且与疾病进展及肝硬化有

相关性,但 MA 等[18]通过研究发现胃癌与ZIC1相

关,但与ZIC5无关,这说明ZIC5的表达存在着组织

特异性。目前已掌握的研究认为ZIC5可能通过以下

几个机制在肿瘤的发生和进展过程中发挥作用:(1)

ZIC5通过 血 小 板 源 性 生 长 因 子 D(PDGFD)激 活

FAK和STAT3,从而促进肿瘤增殖和侵袭[19];(2)
ZIC5能够调节 Wnt-β-catentin信号通路进而促进肿

瘤增殖、侵袭和迁移[20];(3)ZIC5蛋白抑制CCNB1基

因的表达并促进 Ki67基因表达,从而促进肿瘤进

展[5]。在本次研究中,经过研究人员对比分析结直肠

癌组织ZIC5的阳性率和高表达率均明显高于癌旁组

织,ZIC5表达情况与肿瘤分化程度、Duke’s分期、浸
润深度和淋巴结转移具有明显关系,ZIC5蛋白阴性表

达的结直肠癌患者预后明显优于阳性表达患者。
KLF5能够促进细胞的正常生长与分化,目前对

于KLF5在肿瘤中的功能已有广泛研究,通过文献调

研显示KLF5在不同肿瘤中的作用不同,如在乳腺癌

中KLF5能够促进肿瘤进展和侵袭[21],而在食管癌中

KLF5则表现为抑癌基因的特点[22]。在本研究中,结
直肠癌组织KLF5的阳性表达率和高表达率均明显

高于癌旁组织。KLF5的表达情况与肿瘤分化程度、
Duke’s分期、浸润深度和淋巴结转移有明显关系,
KLF5蛋白阴性表达的结直肠癌患者的 OS和 DFS
明显长于阳性表达患者。王文韬等[23]研究中也发现

结直肠癌肿瘤组织KLF5蛋白呈高表达,且与肿瘤的

浸润深度、临床分期、淋巴结转移等病理特征有关,其
还认为 KLF5蛋白可能通过调节金属基质蛋白酶

(MMP)-2、MMP-9而促进肿瘤侵袭转移。
综上所述,结直肠癌组织ZIC5和 KLF5的表达

增强,与肿瘤的分化程度、TNM 分期、浸润深度和淋

巴结转移等病理学特征相关,ZIC5和KLF5或可作为

结直肠癌患者的预后标志物及潜在的治疗靶点,但具

体机制有待深入研究。
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