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Ｄｅｒｍｏｋｉｎｅβ在结肠癌组织中的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　研究Ｄｅｒｍｏｋｉｎｅβ（Ｄｋβ）在结肠癌组织中的表达和临床意义。方法　用免疫组化法检测结肠癌癌组织、癌旁

组织和各对照组结肠组织中Ｄｋβ表达，对结肠癌不同临床参数间组织Ｄｋβ表达进行比较，并进行统计学分析。结果　Ｄｋβ在

正常结肠黏膜组织、结肠息肉、溃疡性结肠炎（ＵＣ）、结肠癌、癌旁黏膜组织中表达阳性检出率是不同的，Ｄｋβ在癌旁黏膜组织中

表达最高，正常结肠组织表达最低，ＵＣ组织中仅比正常结肠组织高（犘＜０．０１）。结肠癌患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位对

Ｄｋβ的表达没有直接影响（犘＞０．０５），结肠癌不同组织学分级和Ｄｕｋｅｓ分期以及有无淋巴结转移Ｄｋβ的表达水平间比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。结论　结肠癌Ｄｋβ表达与结肠癌患者黏膜上皮细胞受损密切相关，早期结肠癌Ｄｋβ表达呈显著升高，

因此组织Ｄｋβ检测对提高结肠癌早期诊断率有重要意义。
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　　结肠癌是常见的恶性肿瘤，近２０多年来，我国结肠癌发病

率上升十分明显，严重威胁着人们的健康，结肠癌患者的生存

和预后取决于肿瘤的检出时间，但目前结肠癌的早期诊断仍于

较低水平，约１／３的患者明确诊断时已处于进展期
［１２］，由于结

肠癌的延误诊断是影响预后的重要原因［３］，因此提高早期诊断

率对于改善预后至关重要，Ｄｅｒｍｏｋｉｎｅ（Ｄｋ）是角化细胞分泌的

缩氨酸，可在早期结直肠癌（ＣＲＣ）患者中高度表达，但其与结

肠癌的相关性及其作用机制目前还不清楚，为此，研究者通过检

测Ｄｋβ在结肠癌患者组织中表达水平变化来研究Ｄｋβ可否作

为一种新的肿瘤标志物适用于国内人群早期结肠癌的诊断。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８年１月～２０１２年６月在本院住院治疗

的结肠癌患者２１４例，其中，男性１４３例，女性７１例；年龄１９～

８１岁，平均６１．５岁；结肠癌Ｄｕｋｅｓ临床分期为 Ａ期４７例、Ｂ

期６８例、Ｃ期５９例、Ｄ期４０例。以上病例匀通过病理确诊，

符合结肠癌诊断标准［１］。按参照文献［４］将年龄分组：＞６０岁

的老年患者１３７例，４０～６０岁的中年患者６２例，＜４０岁青年

患者１５例；结肠癌肿瘤大小以５ｃｍ为临界值
［５］（ＣＴ或 ＭＲＩ

测量直径，多个肿瘤时取直径最大者）：≥５ｃｍ８６例，小于５

ｃｍ１２８例；有淋巴结转移的１０４例，未见淋巴结转移的１１０

例；淋病变部位：升结肠６２例、横结肠３４例、降结肠２６例、乙

状结肠７１例、升结肠＋横结肠９例、降结肠＋乙状结肠１２例。

同期从门诊和住院结肠息肉和溃疡性结肠炎（ＵＣ）患者中各随

机抽取２０例作为对照组，其中男性１２例，女性８例；年龄２０～

６７岁，平均４５．６岁。同时从健康体检人群中随机抽取３０例

作为正常对照组，其中男性１８例，女性１２例；年龄１８～６５岁，

平均４４岁。

１．２　仪器与试剂　ＪＪＱＬ２０１６低温冷冻切片机（武汉俊杰公

司）、ＪＫＴ５生物组织快速脱水仪 （武汉俊杰公司）、奥林巴斯

ＢＸ４３７２Ｐ０２显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）等。检测中所有操

作严格按试剂和仪器说明书要求进行。Ｄｋβ单抗（英国ａｂｃａｍ

公司），酶标二抗（抗鼠ＩｇＨＲＰ）（美国ｐｉｅｒｃｅ公司），甘油、石
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物研究。



蜡、苏木素等。

１．３　标本采集　手术取患者肿瘤及周围组织，癌旁正常组织

为距肿瘤边缘至少５ｃｍ的肠段组织（病理证实肿瘤标本切缘

肿瘤细胞残留均为阴性），对照组在胃镜下取结肠息肉和炎症

组织，正常对照组在胃镜下取少许结肠组织，以上所有标

本－８０℃保存待测。

１．４　结果判断　标准光镜下观察免疫组化染色切片，阳性为

细胞核被染为褐色或棕褐色，并呈颗粒状，背景呈蓝色，阴性细

胞核呈淡蓝色，无棕黄色反应物，选择组织平坦无皱褶、色彩清

晰的部位，随机选取５个高倍视野观察并记数５００个细胞中的

阳性细胞数，以平均数为最后的评定。按阳性细胞所占比例进

行分级：＜２５％为（－），２５％～５０％为阳性（＋），＜５０％～７５％

为强阳性（＋＋），７５％以上为极强阳性（＋＋＋）。质量控制：

所有染色结果判定均在完全不知道样本临床资料情况下，由两

名经卫生部病理诊断与质量控制评价中心培训合格的副高以

上职称的病理科医师分别对试验结果进行阅片评判，所有评判

过程均重复２次，不一致者共同读片后确定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行统计分

析，率比较用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｄｋβ的表达　Ｄｋβ在正常结肠黏膜组织阳性率为［１

（３．３３％）］、结肠息肉为［５（２５％）］、ＵＣ为［２（１０％）］、结肠癌

为［１３４（６２．６２％）］、癌旁黏膜组织为［１５７（７３．３６％）］，差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。Ｄｋβ在正常结肠黏膜组织、结肠癌组

织中表达见图１～４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

２．２　Ｄｋβ表达与结肠癌患者临床病理参数关系　见表１。

表１　　Ｄｋβ的表达与结肠癌患者临床病理参数的关系

临床病理参数 狀
Ｄｋβ表达［狀（％）］

阳性率 阴性率 χ
２ 犘

性别

　男 １４３ １０６（７４．１３） ３７（２５．８７） ０．１３ ＞０．０５

　女 ７１ ５１（７１．８３） ２０（２８．１７）

年龄（岁）

　老年＞６０ １３７ １０３（７５．１８） ３４（２４．８２） ０．７６ ＞０．０５

　中年４０～６０ ６２ ４４（７０．９７） １８（２９．０３）

　青年＜４０ １５ １０（６６．６７） ５（３３．３３）

肿瘤大小

　≥５ｃｍ ８６ ６５（７５．５８） ２１（２４．４２） ０．３６ ＞０．０５

　＜５ｃｍ １２８ ９２（７１．８７） ３６（２８．１３）

肿瘤部位

　升结肠 ６２ ４５（７２．５８） １７（２７．４２） ２．０５ ＞０．０５

　横结肠 ３４ ２３（６７．６５） １１（３２．３５）

　降结肠 ２６ ２０（７６．９２） ６（２３．０８）

　乙状结肠 ７１ ５３（７４．６５） １８（２５．３５）

　升＋横结肠 ９ ７（７７．７８） ２（２２．２２）

　降＋乙状结肠 １２ ９（７５．０） ３（２５．０）

组织学分级

　Ⅰ级 ４０ ２３（５７．５） １７（４２．５） １０．１４ ＜０．０１

　Ⅱ级 ７６ ６４（８４．２１） １２（１５．７９）

　Ⅲ级 ６３ ４６（７３．０２） １７（２６．９８）

　Ⅳ级 ３５ ２４（６８．５７） １１（３１．４３）

续表１　　Ｄｋβ的表达与结肠癌患者临床病理参数的关系

临床病理参数 狀
Ｄｋβ表达［狀（％）］

阳性率 阴性率 χ
２ 犘

Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ期 ４７ ３２（６８．０９） １５（３１．９１） １２．１４ ＜０．０１

　Ｂ期 ６８ ５７（８３．８２） １１（１６．１８）

　Ｃ期 ５９ ３５（５９．３２） ２４（４０．６８）

　Ｄ期 ４０ ３０（７５．０） １０（２５．０）

淋巴结转移

　无 １１０ ７１（６４．５５） ３９（３５．４５） ９．０１ ＜０．０１

　有 １０４ ８６（８２．６９） １８（１７．３１）

３　讨　　论

研究表明［６７］ＤＫ （ｓｋ３０／８９）作为一种新的角质形成细胞

分泌的肽，它与其他两个角质形成细胞分泌肽形成一个新的分

层上皮细胞基因复合体（ＳＣＣ），Ｄｋ（ｓｋ８９／３０）位于人类染色体

１９ｑ１３．１２，其中包含一定数量的表皮特异基因，原位杂交显示，

Ｄｋ基因的表达主要集中在上皮细胞的棘层和颗粒表皮，Ｄｋ编

码由１８个外显子，超过１７Ｋｂ基因组ＤＮＡ，目前研究显示Ｄｋ

至少１３种不同的亚型，编码１０种不同的蛋白质，其中α型

（７×１０３）和β型（４５×１０
３）拥有自己的启动子，α和β亚型似乎

重叠在表皮上表达，Ｄｋβ是以高度分化的上皮细胞层分层分

泌的形式表达［８］。研究表明炎症条件下相关组织的上皮细胞

层的Ｄｋ基因有差异表达，也促进炎症状态的差异性
［９］，在上

皮细胞层广泛受损中存在Ｄｋβ有高水平的表达
［８］。

Ｄｋβ在正常结肠黏膜组织、结肠息肉、ＵＣ、结肠癌、癌旁

黏膜组织中表达阳性检出率是不同的，Ｄｋβ在癌旁黏膜组织

中表达最高，正常结肠组织表达最低，ＵＣ组织中仅比正常结

肠组织高（犘＜０．０１），这由于癌细胞对周围组织侵润，导致结

肠局部黏膜上皮细胞层受损，从而导引起Ｄｋβ高水平的表达。

结肠癌患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位对Ｄｋβ的表达

没有直接影响（犘＞０．０５），结肠癌不同组织学分级和Ｄｕｋｅｓ分

期以及有无淋巴结转移Ｄｋβ的表达水平比较差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。

结肠黏膜上皮角化细胞排列紧密，相互嵌合，细胞之间以

桥粒连接，其间隙由膜被颗粒排出物充填。这样角化细胞就组

成了具有保护作用的角化层，能阻止有害异物的侵入从而起到

屏障作用，结肠黏膜在生物学上具有独特性，结肠黏膜上皮受

到损伤，溃疡性结肠黏膜炎癌变的可能机制是在一定的遗传因

素作用下炎症黏膜组织发生异型增生（如腺瘤性息肉），并逐渐

发生癌变，在早期ＡＰＣ基因发生突变，中期ｒａｓ基因突变，而

到晚期ｐ５３突变
［１０］，使病变一步步发展，最终导致癌变，这是

一个较长期过程，在此过程中伴有黏膜组织的异型增生和炎症

的长期存在，这些导致黏膜上皮细胞的角化和增生，当ＡＰＣ基

因和／或ｒａｓ基因发生突变时这种监控机制可能被打破，导致

角化细胞分泌Ｄｋβ增加，其中低分化腺癌ＤｋβｍＲＮＡ表达

更显著，Ｄｕｋｅｓ分期中Ｂ期表达更显著，有淋巴结转移的比无

淋巴结转移表达更显著。因此Ｄｋβ的表达在结肠癌早期和进

展期表达是显著升高的，Ｄｋβ的检测对结肠癌的早期诊断是

有价值的。
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３　讨　　论

组织激肽释放酶－激肽系统（ＫＫＳ）是动物体多种组织中

广泛存在的生物活性物质，包括激肽释放酶原、激肽释放酶、激

肽原、激肽和激肽受体。激肽释放酶以激肽原酶原的形式在组

织中合成，再经胰蛋白酶激活形成组织激肽释放酶。组织激肽

释放酶是一组联系紧密的丝氨酸蛋白酶类，相对分子质量在

（２４～４５）×１０３ 之间，等电点为３．５～４．４，大量存在于肾、胰

腺、胃肠道黏膜及中枢神经系统等多种组织中，并可释放至血

液循环，它可通过多种方式产生不同的生物学作用，参与多器

官功能调节和多种病理生理过程，如心血管、肾脏和神经系统

的调节，细胞增殖、炎症、凋亡等过程［１］，其活性能被抑肽酶或

它的内源性抑制剂ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ所抑制
［６７］。较早的研究一直认

为ＫＬＫ基因家族只有３个基因：ＫＬＫ１、ＫＬＫ２和 ＫＬＫ３。

ＫＬＫ１对心血管、肾脏和中枢神经系统具有重要的保护作用，

而ＫＬＫ２和ＫＬＫ３（也称为前列腺特异性抗原，ＰＳＡ）则被认为

是前列腺癌的标志物。最新研究表明，组织激肽释放酶基因家

族至少有１５个基因组成（ＫＬＫ１～ＫＬＫ１５），并且这１５个激肽

释放酶相关基因都处于１９ｑ１３．４这条染色体上
［８］。

ＫＬＫ８是ＫＬＫ家族成员之一，以往的研究表明，ＫＬＫ８可

作为卵巢癌、子宫内膜癌、乳腺癌等疾病的肿瘤标志物，对这些

疾病的发展和预后起到一定的指导作用［９１０］；在癫痫及阿兹海

默氏症等中枢神经系统损伤的疾病中，ＫＬＫ８表达增高
［１１１２］，

提示ＫＬＫ８在此过程中有一定作用，但具体机制尚未明确；同

时，ＫＬＫ８基因结构与ＫＬＫ１具有很大的相似性，那么它是否

也具有与ＫＬＫ１相同心脏保护作用，这是一个非常有意义、值

得深入研究的课题。

本实验成功构建了携带外源性 ＫＬＫ８基因的重组腺病毒

表达载体，并在 ＡＤ２９３细胞中包装获得重组腺病毒 Ａｄ

ＫＬＫ８，应 用 ＲＴＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴 定 结 果 表 明 Ａｄ

ＫＬＫ８重组腺病毒可在靶细胞中高效转录及表达蛋白，进一步

为研究ＫＬＫ８对心肌细胞作用奠定了实验基础。
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ＤａｔａｂａｓｅＳｙｓｔＲｅｖ，２００７，２４（１）：ＣＤ００１２１６．

［４］ 林汉利，李俊达，王亚东，等．不同年龄组大肠癌发病特点与病理

分析［Ｊ］．广东医学，２００３，２４（１１）：１１９１１１９２．

［５］ 翟志伟，顾晋．肿瘤大小对结肠癌患者预后的影响［Ｊ］．中华胃肠

外科杂志，２０１２，１５（５）：４９５４９７．

［６］ ＭｏｆｆａｔＰ，ＳａｌｏｉｓＰ，ＳｔＡｍａｎｔＮ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｓｋｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，

２００４，３３４（１）：１２３１３１．

［７］ ＭａｔｓｕｉＴ，ＨａｙａｓｈｉＫｉｍｕｍｉＦ，ＫｉｎｏｓｈｉｔａＹ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｎｏｖｅｌｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓｅｃｒｅｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅｓｄｅｒｍｏｋｉｎｅβ／γａｎｄａｎｅｗ

ｓｔｒａｔｉｆｉｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｘｏｎｈｕｍａｎ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１９ｑ１３．１２［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２００４，８４（２）：３８４３９７．

［８］ ＴｏｕｌｚａＥ，ＧａｌｌｉａｎｏＭＦ，ＪｏｎｃａＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｕｍａｎｄｅｒｍｏｋｉｎｅ

ｇｅｎｅ：ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｉｓｏｆｏｒｍｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００６，

１２６（２）：５０３５０６．

［９］ ＮａｓｏＭＦ，ＬｉａｎｇＢ，ＨｕａｎｇＣＣ，ｅｔａｌ．Ｄｅｒｍｏｋｉｎｅ：ａｎｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｓｐｌｉｃｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔ

Ｄｅｒｍａｔｏｌ，２００７，１２７（７）：１６２２１６３１．

［１０］徐艳松，唐卫中，高枫，等．散发性结直肠癌 ＡＰＣ、Ｋｒａｓ、ｐ５３、

ＭＭＲ基因突变检测［Ｊ］．结直肠肛门外科，２００９，１５（４）：２２９２３２．

（收稿日期：２０１２１１０８）

·７５３２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８




