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!!摘!要"目的!检测微小:MA"<=<$#%:"<=<%和硫氧还蛋白依赖的过氧化物还原酶<$O:ET<%在结肠癌组
织中的表达情况!探讨二者的表达关系及临床意义,方法!选择;679年5月至;67=年9月在该院确诊为结肠
癌患者的结肠癌标本=5份!另选取同期==例行肠镜检查者的正常结肠黏膜组织标本作为对照,采用实时荧
光定量聚合酶链式反应$:Q"ON:%检测结肠癌组织与正常结肠黏膜组织 #%:"<=<'O:ET<信使核糖核酸$#:"
MA%表达水平!采用免疫组织化学染色检测O:ET<蛋白表达情况!采用O,$J.L(相关分析结肠癌组织中 #%:"
<=<表达水平与O:ET<#:MA的相关性!分析二者与结肠癌临床病理特征及患者生存情况的关系!NL̂ 回归

模型分析影响结肠癌患者预后的危险因素,结果!与正常结肠黏膜组织比较!结肠癌组织中 #%:"<=<表达水
平显著降低!O:ET<#:MA表达水平显著升高!差异均有统计学意义$!$6065%#O:ET<蛋白主要定位于细
胞膜与细胞质!结肠癌组织中O:ET<蛋白阳性表达率显著高于正常结肠黏膜组织!差异有统计学意义$!$
6065%#结肠癌组织中#%:"<=<和O:ET<#:MA表达水平呈负相关$!$6065%##%:"<=<和O:ET<表达与肿
瘤分化程度'QMI分期和淋巴结转移有关$!$6065%##%:"<=<高表达组结肠癌患者<年累积生存率显著高于

#%:"<=<低表达组!O:ET<高表达组结肠癌患者<年累积生存率显著低于O:ET<低表达组!差异有统计学意
义$!$6065%#结肠癌低分化'淋巴结转移'#%:"<=<低表达'O:ET<高表达是影响结肠癌患者不良预后的独立
危险因素$!$6065%,结论!结肠癌组织中#%:"<=<低表达'O:ET<高表达!且与患者生存率有关!可能作为
结肠癌患者潜在的预后标志物,

关键词"微小:MA"<=<#!硫氧还蛋白依赖的过氧化物还原酶<#!结肠癌#!预后
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!!结肠癌是一种常见的消化系统恶性肿瘤"手术切
除辅以放化疗是主要的治疗方式"但术后易转移复
发"病死率高"严重危害人类的生命健康*7+$因此研
究结肠癌的发生#发展机制"寻找可早期提示预后的
分子标志物具有重要意义$微小 :MA"<=<&#%:"
<=<'与多种肿瘤的发生#发展相关"研究表明"胶质瘤
内皮细胞中 #%:"<=<表达明显下调"#%:"<=<过表达
能显著抑制内皮细胞的增殖#迁移"以及小管形成和
球状血管生成*;+$崔盈等*<+研究表明"#%:"<=<在结
肠癌组织中表达降低"上调 #%:"<=<表达对结肠癌细
胞具有抑制增殖和降低侵袭及迁移能力的作用$硫
氧还蛋白依赖的过氧化物还原酶<&O:ET<'为一类
存在于细胞线粒体中的过氧化物酶"通过调节细胞内
活性氧化物水平"参与细胞增殖#分化与凋亡"对肿瘤
的发生#发展起着重要作用$丁妍等*>+研究表明"

O:ET<在食管鳞状细胞癌中表达水平升高"且与肿
瘤的分期分级#淋巴结转移呈正相关$然而"目前
#%:"<=<与O:ET<同时在结肠癌中的研究报道不
多$本研究通过检测#%:"<=<与O:ET<在结肠癌组
织中的表达情况"探讨 #%:"<=<和O:ET<在结肠癌
中的表达水平及临床意义"现报道如下$
$!资料与方法

$0$!一般资料!选择;679年5月至;67=年9月在
本院确诊为结肠癌患者的结肠癌组织标本=5份"其
中男>>例"女>7例)年龄<;#==岁"平均&5=056d
7;096'岁)$96岁<=例"%96岁>8例)肿瘤最大
径$56##者>6例"%56##者>5例)肿瘤分化程
度!低分化<5例"中#高分化56例)QMI 分期*5+!

,#-期者<8例"'#(期者>=例)浸润深度!Q7%
Q;<?例"Q<%Q>>9例)有淋巴结转移>8例"无淋巴
结转移<=例$纳入标准!&7'符合结肠癌诊断标
准*5+"且病理学检查确诊)&;'每份标本临床#病理资
料完整)&<'所有患者均为初次诊断"术前均未行任何
抗肿瘤治疗$排除标准!&7'合并严重心#肝#肺#肾功
能不全)&;'合并其他系统的恶性肿瘤者)&<'临床资
料不全者$另选取同期==例行肠镜检查人员的正常
结肠黏膜组织标本作为对照"其中男>5例"女><例)
年龄<7#=9岁"平均&580?8d7;0;8'岁$研究标本

采集均经过医院伦理委员会批准"患者及其家属均签
署知情同意书$
$0%!主要试剂与仪器!:MA 提取试剂盒&批号
89;65'购自德国 P%$),(公司)逆转录试剂盒&批号

\5689'和聚合酶链式反应 &ON:'试剂盒 &批号
\866?'购自美国Q+,J#L %̀.+,J公司)免疫组织化学
试剂盒&批号$H<6559'#O:ET<鼠抗人单克隆抗体
&批号$H86;;>'购自美国AH-$#公司)实时荧光定量
ON:&/:Q"ON:'仪&型号G%)+1N'-&,J>=6'购自罗氏
诊断产品&上海'有限公司)显微镜&型号EID='购自
德国徕卡公司$
$0&!研究方法
$0&0$!标本采集及保存!采用:MA提取试剂盒从
冰冻的结肠癌组织及正常结肠黏膜组织标本中提取

总:MA"用EMA酶去除EMA"检测:MA浓度与纯
度"反转录得到-EMA"置于W;6e保存备用$将另
外一部分结肠癌组织及正常结肠黏膜组织标本做成

石蜡切片"用于免疫组织化学染色$
$0&0%!/:Q"ON:检测#%:"<=<#O:ET<信使核糖核
酸&#:MA'的表达水平!采用/:Q"ON:检测 #%:"
<=<#O:ET< #:MA 的表达水平"#%:"<=<#O:ET<
#:MA及内参基因a9#$"$-1%(引物序列由上海吉玛
公司设计与合成"引物序列见表7$反应体系;6%G"
反应条件!?5e"85.)?5e"75.)96e"85.)?5e"
75.)>6个循环$每个样品设置<个复孔$反应结束
后"采用;W))N1分析法计算相对表达水平$
$0&0&!免疫组织化学染色!将石蜡切片后"经过脱
蜡#抗原修复和去除内源性过氧化物酶活性后"加

76U山羊血清封闭"O:ET<鼠抗人单克隆抗体&工作
浓度7r766'"于>e过夜"EA]染色"苏木精复染细
胞核"封片"显微镜观察$染色结果判断!O:ET<抗
体定位于细胞胞质或出现于细胞膜上"出现棕黄色或
棕褐色颗粒为阳性细胞$阳性细胞数!$5U"记为6
分)5U # $;5U"染色淡黄色"记7分);5U # $
56U"染色黄色"记;分)56U#85U"染色棕黄色"记
<分)&85U"染色棕褐色"记>分)根据阳性细胞染色
强度判定"细胞无着色为6分"淡黄色为7分"棕黄色
为;分"棕褐色为<分$将两者积分的乘积作为评判
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标准*9+!得分6分为阴性&W'"7#>分为弱阳性&S'"

9和=分为阳性&SS'"?分及以上为强阳性&SS
S'$统计时将弱阳性#阳性#强阳性计算为阳性
结果$

表7!!/:Q"ON:引物序列

基因 上游引物5jW<j 下游引物5jW<j
#%:"<=< QNAVAAVVQVAQQVQVVN VAANAQVQNQVNVQAQNQN
O:ET<#:MA QVVANANNNVAVQNQNNQAN NANVVVANVVQNQANQVAQQ
a9 NQNVNQQNVVNAVNANA AANVNQQNANVAAQQQVNVQ

$"$-1%( NAQVQANVQQVNQAQNNAVVN NQNNQQAAQVQNANVNANVAQ

$0'!预后随访!术后对所有患者进行电话或门诊随
访"随访期限是<年"随访起始时间为术后第7天"随
访截止日期为;6;7年9月<6日"观察患者生存情
况"患者无失访$

$0(!统计学处理!采用COCC;<06进行统计学分析"
计量资料以GdC表示"两组间比较采用7检验)计数
资料采用例数或百分比表示"组间比较采用!; 检验)
采用 O,$J.L(相关分析结肠癌组织中 #%:"<=<和

O:ET<#:MA表达水平的相关性)\$2&$("I,%,J分
析结肠癌患者<年生存情况)NL̂ 回归模型分析影响

结肠癌患者预后的危险因素)以!$6065为差异有统
计学意义$

%!结!!果

%0$!结肠癌组织与正常结肠黏膜组织中 #%:"<=<及

O:ET<#:MA表达水平比较!与正常结肠黏膜组织
比较"结肠癌组织中 #%:"<=<表达水平显著降低"

O:ET<#:MA表达水平显著升高"差异均有统计学
意义&!$6065'"见表;$
表;!!结肠癌组织与正常结肠黏膜组织中 #%:"<=<及

!!!O:ET<#:MA表达水平比较&GdC'

组织类型 ( #%:"<=< O:ET<#:MA

结肠癌组织 =5 6098d607? 70=7d60;5

正常结肠黏膜组织 == 7065d60;< 7067d607=

7 770=;5 ;>0;79

! $60667 $60667

%0%!结肠癌组织与正常结肠黏膜组织中O:ET<蛋
白阳性表达率比较!免疫组织化学染色结果显示"

O:ET<蛋白主要定位于细胞膜与细胞质"结肠癌组
织中O:ET<蛋白阳性表达率显著高于正常结肠黏膜
组织"差异有统计学意义&!$6065'"见图7#表<$
表<!!结肠癌组织与正常结肠黏膜组织中O:ET<蛋白

!!!阳性表达率比较

组织类型 ( W S SS SSS 阳性率*(&U'+

结肠癌组织 =5 <6 7; ;= 75 55&9>087'

正常结肠黏膜组织 == 9; 79 = ; ;9&;?055'

!; ;70>9=

! $60667

图7!!结肠癌组织与正常结肠黏膜组织中O:ET<表达
&i;66'

%0&!结肠癌组织中#%:"<=<和O:ET<#:MA表达
水平的相关性!结肠癌组织中 #%:"<=<表达水平和
O:ET<#:MA呈负相关&6fW60979"!$60667'"
见图 ;$通过 Q$J),1C-$(RY#$( 软件预测显示"
#%:"<=<和O:ET<存在靶向结合位点"见图<$

图;!!结肠癌组织中 #%:"<=<和O:ET<#:MA关系的
散点图

图<!!#%:"<=<和O:ET<靶向关系预测

%0'!#%:"<=<和O:ET<表达水平与结肠癌临床病
理特征的关系!以结肠癌组织中 #%:"<=<表达水平
的平均值&6098'为界"将结肠癌患者分为 #%:"<=<高
表达组&%6098'>;例和 #%:"<=<低表达组&$6098'
><例)以O:ET<蛋白免疫组织化学染色结果将结肠
癌患者分为O:ET<高表达组&染色结果为SS和
SSS'><例和O:ET<低表达组&染色结果为W和
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S'>;例)分析发现"#%:"<=<#O:ET<表达水平与患
者性别#年龄#肿瘤最大径#浸润深度无关&!&6065'"

与肿瘤分化程度#QMI 分期和淋巴结转移有关&!$
6065'"见表>$

表>!!#%:"<=<和O:ET<表达水平与结肠癌临床病理特征的关系%(&U'(

项目 (
#%:"<=<

高表达组&(f>;'低表达组&(f><' !; !

O:ET<

高表达组&(f><'低表达组&(f>;' !; !

性别&(' 60?9; 60<;8 60;?? 605=5

!男 >> ;>&5>055' ;6&>50>5' ;7&>808<' ;<&5;0;8'

!女 >7 7=&><0?6' ;<&59076' ;;&5<099' 7?&>90<>'

年龄&岁' 60967 60><= ;0875 606??

!$96 <= 78&>>08>' ;7&550;9' ;<&9605<' 75&<?0>8'

!%96 >8 ;5&5<07?' ;;&>90=7' ;6&>;055' ;8&580>5'

肿瘤最大径&##' ;0988 6076; 70>>> 60;;?

!$56 >6 79&>6066' ;>&96066' ;<&58056' 78&>;056'

!%56 >5 ;9&5808=' 7?&>;0;;' ;6&>>0>>' ;5&55059'

肿瘤分化程度 50>>9 606;6 760<<= 60667

!低分化 <5 7;&<>0;?' ;<&95087' ;5&870><' 76&;=058'

!中#高分化 56 <6&96066' ;6&>6066' 7=&<9066' <;&9>066'

QMI分期 >0;97 606<? 90;5? 6067;

!,#-期 <8 ;<&9;079' 7>&<80=>' 7<&<507>' ;>&9>0=9'

!'#(期 >= 7?&<?05=' ;?&960>;' <6&9;056' 7=&<8056'

浸润深度 60<69 605=6 <0>58 6069<

!Q7%Q; <? 7=&>9075' ;7&5<0=5' ;>&9705>' 75&<=0>9'

!Q<%Q> >9 ;>&5;078' ;;&>80=<' 7?&>70<6' ;8&5=086'

淋巴结转移 80<8> 60668 507?5 606;<

!有 >8 78&<9078' <6&9<0=<' ;?&97086' 7=&<=0<6'

!无 <= ;5&9508?' 7<&<>0;7' 7>&<90=>' ;>&9<079'

%0(!#%:"<=<和O:ET<表达与结肠癌患者生存率
的关系!随访<年"患者生存>>例"死亡>7例)通过

\$2&$("I,%,J生存分析可知"#%:"<=<高表达组结肠
癌患者<年累积生存率;=%>;&99098U'显著高于

#%:"<=<低表达组79%><&<80;7U'&!;f50?6<"!f
60675')O:ET<高表达组结肠癌患者<年累积生存
率78%><&<?05<U'显著低于O:ET<低表达组;8%>;
&9>0;?U'&!;f50;7<"!f606;;'"见图>$

%0)!结肠癌患者预后影响因素分析!NL̂ 回归模型

单因素分析结果显示"影响结肠癌患者不良预后危险
因素为低分化#淋巴结转移##%:"<=<低表达#O:ET<
高表达&!$6065'"而性别#年龄#肿瘤最大径#QMI
分期#浸润深度与结肠癌患者预后无关&!&6065')多
因素分析结果显示"结肠癌低分化#淋巴结转移##%:"
<=<低表达#O:ET<高表达是结肠癌患者不良预后的
独立危险因素&!$6065'"见表5$

!!注!A为不同#%:MA"<=<表达水平结肠癌患者生存曲线)]为不同O:ET<表达水平结肠癌患者生存曲线$

图>!!\$2&$("I,%,J生存分析
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表5!!影响结肠癌患者不良预后的危险因素分析

项目
单因素分析

-J ?5U;F !

多因素分析

-J ?5U;F !

性别&男EC0女' 60=<= 60;5=#;08;5 60795 W W W
年龄&$96岁EC0%96岁' 70;75 60<=;#<0=98 60;7< W W W
肿瘤最大径&$56##EC0%56##' 70>9> 608;<#;0?9< 6076> W W W

QMI分期&,#-期EC0'#('期 60=6? 60;7?#;0?== 607>9 W W W
浸润深度&Q7%Q;EC0Q<%Q>' 7096; 6096<#>0;55 6057; W W W
肿瘤分化程度&中#高EC0低' ;0;;5 70;<>#>067; 606;; ;0>;? 7057<#<0=?= 6066=
淋巴结转移&无EC0有' ;0;<5 705>5#<0;<> 60669 ;0765 70;7<#<095> 60676

#%:"<=<&高表达EC0低表达' ;0798 7077<#>0;7= 6066? <06?8 ;0765#>0559 60667

O:ET<&低表达EC0高表达' ;0;88 70>76#<0989 60677 ;0>75 7058=#<09?5 60665

!!注!W表示无数据$

&!讨!!论
结肠癌是我国常见的恶性肿瘤"发病率呈逐年升

高趋势"尤以中老年人发病居多"是影响生命安全的
主要恶性肿瘤之一*8+$研究结肠癌的发病机制"对寻
找其有效治疗手段和预后评估方法具有重要意义$

#%:MA.在细胞增殖#分化#生长#发育等多种过程中
发挥重要作用"其表达异常与多种肿瘤发生发展有
关*="?+$研究表明"#%:"<=<在多种肿瘤组织或细胞中
表达下调"可影响肿瘤细胞增殖#侵袭和迁移*76"7;+$

_AM等*7<+研究结果表明"#%:"<=<通过干扰素调节
因子7"参与调节胆管癌细胞的增殖#迁移和侵袭$

cRa等*7>+研究表明"#%:"<=<在胃癌组织中表达显
著降低"且与胃癌患者的晚期进展相关"功能分析表
明"#%:"<=<过表达可抑制胃癌细胞增殖并促进其凋
亡$研究结果显示"#%:"<=<在结肠癌组织与细胞中
低表达"发挥抑癌基因的作用"上调 #%:"<=<表达可
抑制结肠癌细胞的增殖#迁移与侵袭*75"79+$最新研究
结果显示"#%:"<=<表达与结肠癌QMI 分期和淋巴
结转移有关*78+$本研究结果显示"在结肠癌组织中

#%:"<=<表达水平低于正常结肠黏膜组织"与以往报
道结果类似*75"79+$本研究分析发现"#%:"<=<表达与

QMI分期及淋巴结转移有关"与赵亮等*78+研究结果

一致"本研究还发现"#%:"<=<表达与结肠癌分化程
度有关"提示#%:"<=<可能与结肠癌发生#发展有关"

#%:"<=<可能通过参与调控结肠癌细胞的增殖#迁移
与侵袭而参与结肠癌的发生#发展$

O:ET<作为O:ET.家族成员之一"在细胞抗氧
化及细胞增殖分化等生理病理过程中具有重要作用"
有研究表明"O:ET<在多种肿瘤组织中存在高表
达*7="7?+$陈锡彬等*9+研究表明"O:ET<在前列腺癌
组织中表达比良性前腺增生组织中高"有可能成为鉴
别前列腺癌与良性前列腺增生的新型肿瘤标记物$

CRD等*;6+研究表明"O:ET<在肝细胞癌患者血清中
表达水平升高"血清O:ET<表达水平与甲胎蛋白水
平#肿瘤直径#QMI 分期和门静脉侵犯密切相关"与
患者生存率呈负相关$]baM等*;7+研究表明"与正

常子宫内膜组织比较"O:ET<在子宫内膜癌中高表
达"可能与预后不良有关$张大伟等*;;+研究显示"

O:ET<在结肠癌组织中阳性表达率为9<079U"且与
肿瘤最大径#浸润深度#脉管内瘤栓密切相关$本研
究结果显示"结肠癌组织中O:ET<#:MA表达水平
显著高于正常结肠黏膜组织"且结肠癌组织中

O:ET<蛋白阳性表达率为9>087U"高于正常结肠黏
膜组织的;?055U"这与张大伟等*;;+研究结果一致$
本研究分析了O:ET<与临床病理特征的关系"结果
显示"O:ET<表达水平与肿瘤分化程度#QMI 分期
和淋巴结转移有关"提示O:ET<可能促进结肠癌的
发生#发展$

王少增等*;<+研究表明O:ET<在人髓母细胞瘤
组织#人髓母瘤细胞系中存在过表达情况"而 #%:"
<=<可能通过下调O:ET<表达水平来抑制人髓母瘤
细胞系的增殖"并促进其凋亡$本研究结果显示"结
肠癌组织中 #%:"<=<表达水平和O:ET<#:MA呈
负相关"经 Q$J),1C-$(RY#$(软件预测显示"#%:"
<=<和O:ET<存在靶向结合位点"提示 #%:"<=<靶
向调控O:ET<促进结肠癌的发生#发展$本研究还
发现"#%:"<=<高表达组结肠癌患者<年累积生存率
显著高于 #%:"<=<低表达组患者)O:ET<高表达组
结肠癌患者<年累积生存率显著低于O:ET<低表达
组患者"提示 #%:"<=<#O:ET<可能通过调控肿瘤发
展影响患者预后情况$进一步研究发现"结肠癌低分
化#淋巴结转移##%:"<=<低表达#O:ET<高表达是结
肠癌患者不良预后的独立危险因素"提示 #%:"<=<#

O:ET<可能作为评估结肠癌患者不良预后的生物标
志物$

综上所述"结肠癌组织中 #%:"<=< 低 表 达#

O:ET<高表达"且与患者肿瘤分化程度#QMI 分期#
淋巴结转移及生存情况有关"可能作为结肠癌患者预
后评估的分子标志物$
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