
·临床研究·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2024.01.010
网络首发 https://link.cnki.net/urlid/50.1097.R.20231215.1635.006(2023-12-16)

血浆SPINK4表达在结直肠腺癌和进展期腺瘤中的诊断价值*

周龙妹,李 萍,尚育焕,王艳玲,尹春英,李 丹,何培元△

(承德医学院附属医院消化内科,河北承德
 

067000)

  [摘要] 目的 探讨血浆丝氨酸蛋白酶抑制剂Kazal-type
 

4(SPINK4)
 

表达在结直肠腺癌(CRC)和进展期

腺瘤(AA)中的临床诊断价值。方法 选取2020年6月至2021年12月该院收治并经结肠镜及病理检查确诊

的62例CRC患者(CRC组)和15例AA患者(AA组),同期进行体检的22例健康者作为 HC组。ELISA检

测血浆SPINK4表达,电化学发光法检测血浆CEA表达,并进行相关性分析;受试者工作特征(ROC)曲线分析

诊断效能,免疫组织化学检测CRC患者组织中p53表达情况。结果 CRC组及AA组血浆SPINK4表达均低

于HC组(Z=3.72、-0.41,P<0.05),CRC组CEA表达高于 HC组(Z=-3.63,P<0.05)。SPINK4联合

CEA诊断CRC和AA的曲线下面积(AUC)、准确度、灵敏度及特异度均高于SPINK4、CEA单独诊断。CRC
患者中SPINK4低表达组及CEA高表达组突变型p53阳性表达率明显增加(72.55%、75.00%,P<0.05)。结

论 血浆SPINK4在CRC和AA中表达降低,与CEA联合检测对CRC及AA有较好的诊断效能。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

of
 

plasma
 

serine
 

protease
 

inhibitor
 

Ka-
zal-type

 

4
 

(SPINK4)
 

expression
 

in
 

colorectal
 

adenocarcinoma
 

(CRC)
 

and
 

progressive
 

adenoma
 

(AA).
Methods A

 

total
 

of
 

62
 

patients
 

with
 

CRC
 

(CRC
 

group)
 

and
 

15
 

patients
 

with
 

AA
 

(AA
 

group)
 

diagnosed
 

by
 

colonoscopy
 

and
 

pathological
 

examination
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

June
 

2020
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

selected,and
 

22
 

healthy
 

people
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

HC
 

group.The
 

expression
 

of
 

SPINK4
 

in
 

plasma
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

expression
 

of
 

CEA
 

in
 

plasma
 

was
 

detected
 

by
 

electrochemiluminescence,and
 

the
 

correlation
 

was
 

analyzed.The
 

diagnostic
 

efficiency
 

was
 

analyzed
 

by
 

re-
ceiver

 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve,and
 

the
 

expression
 

of
 

p53
 

in
 

CRC
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

immu-
nohistochemistry.Results The

 

expression
 

of
 

plasma
 

SPINK4
 

in
 

the
 

CRC
 

group
 

and
 

AA
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

HC
 

group
 

(Z=3.72,-0.41,P<0.05),and
 

the
 

expression
 

of
 

CEA
 

in
 

the
 

CRC
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

HC
 

group
 

(Z=-3.63,P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC),accuracy,sensi-
tivity

 

and
 

specificity
 

of
 

SPINK4
 

combined
 

with
 

CEA
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CRC
 

and
 

AA
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

SPINK4
 

and
 

CEA
 

alone.The
 

positive
 

rate
 

of
 

mutant
 

type
 

p53
 

in
 

SPINK4
 

low
 

expression
 

group
 

and
 

CEA
 

high
 

ex-
pression

 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

CRC
 

patients
 

(72.55%,75.00%,P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

of
 

plasma
 

SPINK4
 

is
 

decreased
 

in
 

CRC
 

and
 

AA,and
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

SPINK4
 

and
 

CEA
 

has
 

a
 

good
 

di-
agnostic

 

efficiency
 

in
 

CRC
 

and
 

AA.
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words] progressive
 

adenoma;colorectal
 

adenocarcinoma;SPINK4;receiver
 

operating
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curve;
 

p53

  结直肠腺癌(colorectal
 

cancer,CRC)患者约占全

球所有新发癌症病例的10%,健康人群患CRC的风

险为4%~5%[1],是癌症相关死亡的常见原因之一。
结直肠癌不仅侵及中老年人群,很多青少年也深受其
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害[2]。近年来,筛查CRC的方法有结肠镜、粪便隐血

试验(FOBT)[3]、CT扫描[4]、粪便免疫化学物表达水

平[5-6]、肿 瘤 标 记 物[甲 胎 蛋 白(AFP)、癌 胚 抗 原

(CEA)、糖类抗原(CA199)][7]表达水平等,但都有其

局限性,难以准确进行早期诊断和大规模筛查。因

此,寻找一种针对CRC灵敏度高、特异度强的筛查方

法是目前该领域关注的重点。丝氨酸蛋白酶抑制剂

Kazal-type
 

4(SPINK4)又称PEC60,最初从猪肠道[8]

中分离得到,主要表达于胃肠道和免疫系统[9]。作为

一种蛋白酶抑制剂,SPINK4被认为参与了对黏膜和

上皮组织蛋白降解的防御。SPINK家族有多个成员,
目前已经明确包括SPINK1~SPINK12[10]。近年来,
越来越多的文献报道相关成员的作用及其机制,其中

SPINK1、SPINK2、SPINK5、SPINK6、SPINK7、
SPINK8

 

被发现与肿瘤的发生、发展存在密切的联

系。但是很少有人报道SPINK4与CRC、进展期腺瘤

(advanced
 

adenoma,AA)之间的关系。本研究旨在

分析血浆SPINK4表达与CRC和AA患者诊断的相

关性,以期为临床诊治提供理论依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

  收集2020年6月至2021年12月在本院就诊并

经结肠镜及病理检查确诊为CRC的患者62例,其中

男29例,女33例,年龄(61.90±11.38)岁;突变型

p53阴性者20例,突变型p53阳性者42例。经结肠

镜及病理检查确诊为AA的患者15例,其中男8例,
女7例,年龄(61.13±9.46)岁。纳入标准:(1)经结

肠镜及病理检查确诊为CRC或 AA;(2)首次确诊;
(3)年龄30~80岁。排除标准:(1)合并胆囊炎;(2)
合并其他恶性肿瘤;(3)资料不全。选择同期来院体

检的健康志愿者22例为 HC组,其中男8例,女14
例,年龄(51.50±8.04)岁。肿瘤分期按照2016年国

际抗癌联盟(UICC)|美国癌症联合委员会(AJCC)
TNM分期标准(第八版)进行TMN分期。

 

本研究经

医院伦理委员会批准(2021013),患者及家属已签署

知情同意书。
1.2 方法

  研究对象空腹采集多管前臂静脉血5
 

mL,标本

在抽血后2
 

h内进行以下操作:4
 

℃下以3
 

484
 

r/min
离心10

 

min,吸取上清液至EP管,-80
 

℃保存备用,
ELISA试剂盒(上海语纯生物有限公司)检测血浆

SPINK4表达;其余标本30
 

min内送检,电化学发光

法检测CEA表达(经过校正CEA≥5
 

μg/L为阳性),
全自动化学发光免疫分析仪(cobas

 

8000
 

e801)购自

北京凯捷有限公司。将获得的CRC组织标本立即置

于10%甲醇中固定,进行免疫组织化学检测。操作步

骤如下:恒温烤片机烤片,脱蜡;乙醇梯度脱水,乙二

胺四乙酸(EDTA)抗原修复,依次孵育一抗和二抗,
DAB显色,苏木素染色,封片。

免疫组织化学检测结果判定:每张切片选择染色

良好的区域,连续观察5个高倍镜(10×)
 

视野,每个视

野内细胞数>50
 

个。细胞核或细胞质出现棕黄色或黄

褐色颗粒为p53表达阳性。根据细胞染色深浅评分:未
显色为0分,浅黄色为1分,棕黄色为2分,黄褐色为3
分;按显色细胞的比例评分:无着色细胞或着色细胞≤
10%为0分,>10%~25%为1分,>25%~50%为2
分,>50%~75%为3分,>75%为4分。二者乘积数

0
 

分为阴性(-),1~4分为弱阳性(+),5~8分为阳

性(++),9~12分为强阳性(+++)
 

。
 

1.3 统计学处理

  采用SPSS25.0软件进行统计学分析。符合正态

分布的计量资料以x±s表示,组间比较采用两独立

样本t检验;非正态分布的计量资料以 M(Q1,Q3)表
示,组间比较采用非参数检验。采用Spearman相关

检验进行相关性分析,受试者工作特征(ROC)曲线分

析诊断效能。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组血浆SPINK4及CEA表达比较

  CRC组及 AA组血浆SPINK4表达均低于 HC
组(Z=3.72、-0.41,P<0.05),CRC组CEA表达高

于HC组(Z=-3.63,P<0.05),见表1。
表1  不同人群血浆SPINK4及CEA表达

   比较[M(Q1,Q3),μg/L]

组别 n SPINK4 CEA

HC组 22 1.10(0.98,1.26) 1.78(1.11,2.53)

AA组 15 0.50(0.35,0.76) 2.30(0.98,3.99)

CRC组 62 0.50(0.40,0.93) 3.31(1.94,11.95)

2.2 SPINK4、CEA单独及联合诊断CRC及AA的

临床价值

  SPINK4联合CEA诊断CRC及AA的曲线下面

积(AUC)、灵敏度、特异度均高于SPINK4、CEA单独

诊断,见表2。
  在诊断CRC时,SPINK4联合CEA的准确度及

阴性预测值均高于单独检测;在诊断AA时,SPINK4
联合CEA的准确度及阳性预测值均高于单独检测,
见表3。
2.3 CRC患者不同临床病理特征血浆SPINK4表达

比较

  有淋巴结转移CRC患者SPINK4表达低于无淋

巴结转移者,Ⅲ、Ⅳ期血浆SPINK4表达低于Ⅰ、Ⅱ
期,差异有统计学意义(P<0.05),见表4。
2.4 CRC患者不同临床病理特征与血浆SPINK4表

达的相关性分析

  CRC患者血浆SPINK4表达与淋巴结转移呈负

相关(r=-0.528,P<0.05)。
2.5 p53在CRC组织中表达情况

  SPINK4、CEA单独诊断CRC的截断值分别为

1.09
 

μg/L、2.57
 

μg/L,根据截断值将SPINK4、CEA
分为高表达组及低表达组,见图1。SPINK4低表达
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组和CEA高表达组中突变型p53阳性表达率明显增 加(P<0.05),见表5、图2。

  A:CEA;B:SPINK4。

图1  ROC曲线分析

  A:SPINK4低表达;B:SPINK4高表达;C:CEA高表达;D:CEA低表达。

图2  突变型p53在CRC组织中的表达(20×)

表2  SPINK4、CEA单独及联合诊断CRC及AA的

   临床应用价值

组别
灵敏度

[%(n/n)]
特异度

[%(n/n)]
AUC
(95%CI)

CRC组

 SPINK4 84(52/62) 64(14/22) 0.83(0.74~0.91)

 CEA 68(42/62) 77(17/22) 0.76(0.66~0.87)

 SPINK4+CEA 90(56/62) 68(15/22) 0.91(0.85~0.98)

AA组

 SPINK4 87(13/15) 64(14/22) 0.87(0.72~0.99)

 CEA 47(7/15) 77(17/22) 0.56(0.31~0.81)

 SPINK4+CEA 80(12/15) 95(21/22) 0.91(0.79~0.99)

表3  SPINK4、CEA单独及联合诊断CRC及AA的

   准确度、阳性预测值、阴性预测值

组别
准确度

[%(n/n)]
阳性预测值

[%(n/n)]
阴性预测值

[%(n/n)]

CRC组

 SPINK4 79(66/84) 87(52/60) 58(14/24)

 CEA 70(59/84) 89(42/47) 46(17/37)

 SPINK4+CEA 85(71/84) 89(56/63) 71(15/21)

AA组

 SPINK4 73(27/37) 62(13/21) 88(14/16)

 CEA 65(24/37) 58(7/12) 68(17/25)

 SPINK4+CEA 89(33/37) 92(12/13) 88(21/24)

表4  CRC患者不同临床病理特征血浆SPINK4表达

   比较[M(Q1,Q3),μg/L]

临床病理特征 n 血浆SPINK4表达 Z P

性别 -0.57 0.57

 男 29 0.58(0.43,0.94)

 女 33 0.53(0.35,0.87)

年龄(岁) -0.10 0.92

 <60 27 0.58(0.34,0.95)

 ≥60 35 0.56(0.42,0.86)

部位 -0.55 0.58

 结肠 25 0.52(0.40,0.87)

 直肠 37 0.58(0.43,0.98)

浸润深度 -0.47 0.64

 T1、T2 18 0.55(0.34,0.92)

 T3、T4 44 0.58(0.41,0.92)

淋巴结转移 -0.97 <0.05

 无 32 0.63(0.43,0.98)

 有 30 0.42(0.33,0.72)

TNM分期 -0.97 <0.05

 Ⅰ、Ⅱ期 32 0.63(0.43,0.98)

 Ⅲ、Ⅳ期 30 0.42(0.33,0.72)
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表5  突变型p53在CRC组织中的表达情况

组别 - + +++++ 合计
阳性表达率

(%)
阴性表达率

(%)

SPINK4高表达 6 2 3 0 11 45.45
 

54.55
 

SPINK4低表达 14 20 9 8 51 72.55
 

27.45
 

CEA高表达 7 11 4 3 25 72.00
 

28.00
 

CEA低表达 13 11 8 5 37 64.86
 

35.14

3 讨  论

  2020年CRC成为全球第三大常见恶性肿瘤,同
时也是恶性肿瘤死亡的第二大原因[11]。50~74岁的

中老年人群成为全球CRC新发病例主要人群[12-14],
且>50岁人群在全球早发性CRC中的发病率仍呈上

升趋势[15-17]。大部分CRC患者在早期无明显临床症

状,确诊时已经出现了淋巴结或远处转移[18],而发生

远处转移的CRC患者5年生存率仅为12%,如何在

早期对CRC患者有效地进行筛查是目前亟待解决的

问题。大多数CRC是由腺瘤经过一段漫长的时间发

展而来,一般需要10~20年。有研究表明,非AA发

展成 CRC
 

的年转化率约为1.2%,而 AA 发展为

CRC的年转化率是前者的2~3倍[19]。AA是指满足

以下1项及以上标准的腺瘤:直径>10
 

mm,含有绒

毛成分,有重度异型增生或高级别上皮内瘤变[20]。因

此及时发现并切除AA是降低CRC发病率的有效措

施。目前结肠镜是诊断CRC和 AA
 

的“金”标准,因
为其不但可发现病变,还能在镜下直接活检完善病理

学检查。但是由于我国人口基数大,结肠镜设备及内

镜医师的数量有限,很难对50岁以上及有结直肠癌

家族史的40岁以上人群做大规模筛查。因此找到一

种能筛出最需要接受结肠镜检查的高危患者的方法

极为重要。
近年的研究发现,SPINK4与CRC的发生、发展

有关。WANG等[21]研究发现结直肠癌肿瘤标本中

SPINK4表达降低,并与较差的生存率相关,这与本课

题组前期的研究结果相同。本研究显示,CRC组及

AA组血浆SPINK4表达明显低于 HC组,CRC患者

SPINK4表达与淋巴结转移呈负相关,说明其在CRC
中具有抑癌作用,并且抑制癌细胞的转移,SPINK4表

达降低可能与CRC患者的不良预后及较差的治疗效

果有 关。SPINK4联 合 CEA 诊 断 CRC 及 AA 的

AUC、准确度均高于SPINK4、CEA单独诊断,表明二

者联合诊断具有较高的临床价值。既往研究发现,肿
瘤标记物CEA、CA199、CA242、CA724对CRC诊断

的特 异 度 和 灵 敏 度 分 别 为 66.39%、48.29%,
62.18%、35.01%,66.37%、39.98%,59.41%、
25.06%[22]。本研究结果表明,血浆 SPINK4联合

CEA 诊 断 CRC 的 灵 敏 度 和 特 异 度 分 别 为90%、
68%,均优于以往的肿瘤标记物。p53

 

是正常细胞增

殖的重要调控因子,野生型p53基因是一种抑癌基

因,能够修复损伤的DNA,促进癌细胞凋亡[23];但突

变型p53基因是一种癌基因,抑制细胞凋亡,促进癌

细胞增殖[24]。本研究免疫组织化学检测结果显示,
CRC患者SPINK4低表达组及CEA高表达组突变型

p53阳性表达率明显增加(P<0.05)。SUPPIAH
等[25]证明突变型p53

 

预示着恶性程度较高的CRC,
并且 伴 随 着 较 差 的 预 后,这 进 一 步 说 明 低 表 达

SPINK4和高表达CEA及突变型p53均促进了CRC
的发生。

本研究虽然表明血浆SPINK4表达在 CRC和

AA中具有一定的临床诊断价值,但仍有一定的局限

性。(1)样本量较小,结果的可靠性仍需进一步验证;
(2)未分析SPINK4表达与生活习惯、方式的关系,有
研究表明吸烟[26]、过量饮酒[27]、超重或肥胖[28]、肠道

菌群失调[29]、大量食用红肉和加工肉类[30]都可能影

响CRC的发生,在后续的研究中作者也会加入相关

因素进行探讨;(3)由于CRC组患者尚未达到生存访

问时间,从而无法得知预后情况。在后续研究中,将
进一步扩大样本量,分析SPINK4如何影响结直肠细

胞的增殖、侵袭和迁移,寻找靶点,以期更加准确地对

CRC及AA患者进行靶向治疗。
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