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"摘要#

!

目的
!

检测结直肠癌中泛素结合酶
LB>H!%

的表达!并探讨其与结直肠癌患者临床病理特征和淋巴

结转移的相关性&方法
!

采用免疫组织化学法检测结直肠癌组织及正常组织中
LB>H!%

蛋白的表达量!分析其与

结直肠癌患者临床病理特征的关系&采用
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侵袭实验分析
LB>H!%

对结直肠癌
H/."*

细胞株侵袭能力的

影响&结果
!

LB>H!%

蛋白在正常组织细胞中几乎不表达!在结直肠癌组织的细胞核中高表达!并且表达水平与肿

瘤的分化程度'淋巴结转移相关"

H

$

%#%(
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侵袭实验结果显示
LB>H!%

过表达可显著增加
H/."*

细胞

的体外侵袭能力&结论
!

LB>H!%

基因在结直肠癌患者肿瘤组织中过度表达!并与结直肠癌的疾病进展密切相关!

可作为结直肠癌诊断和淋巴结转移的潜在肿瘤标志物及结直肠癌基因治疗的新靶点&

"关键词#

!
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泛素结合酶
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结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤#全国肿瘤登记中心发

布数据显示#近年来我国结直肠癌发病率呈逐年上升趋势#病

死率位居恶性肿瘤第
(

位#并且有年轻化趋势)早期结直肠癌

患者通过单纯手术治疗即可痊愈#但是由于疾病早期症状不明

显#多数患者确诊时往往已到肿瘤晚期#约
!

"

'

的患者首诊时

就已经出现转移致使预后不良)因此寻找结直肠癌的肿瘤标

志物对于结直肠癌的诊断与治疗尤为重要)

泛素结合酶
LB>H!%

是第
!%

个被识别的人泛素结合酶#

属于泛素结合酶
\"

家族的成员)泛素结合酶
LB>H!%

不仅

在泛素蛋白酶体系统中参与某些蛋白质的特异性降解#而且参

与细胞周期调控#通过与细胞后期促进复合物$

-FZ

&相互作用

影响有丝分裂纺锤体装配检测点#驱动有丝分裂中期细胞向有

丝分裂后期转换*

!

+

)有研究报道泛素蛋白酶系统与肿瘤的发

生及进展密切相关*

"

+

)近年来关于靶定泛素蛋白酶系统用于

肿瘤治疗的报道也越来越受到研究人员的关注*

+.'

+

)本研究采

用免疫组化方法检测了
'(

例结直肠癌患者组织中
LB>H!%

的

表达变化#分析了
LB>H!%

的表达与结直肠癌患者临床病理特

征的关系#以及
LB>H!%

的表达与结直肠癌淋巴结转移的关

系#为结直肠癌的基因诊断及预后评估的方法学研究提供理论

依据)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

收集手术切除的原发性结直肠癌患者肿瘤组

织标本
'(

例#以相应癌旁正常组织$距离肿瘤组织
%

(>D

&为

对照)入选病例术前均未进行放.化疗#并且无长期服用非甾

体类消炎药物史)结直肠癌诊断标准参照消化系统肿瘤世界

卫生组织$

RHX

&分类
"%!%

年第
'

版第
)

章结肠与直肠肿瘤

部分)人结直肠癌细胞株
H/."*

购自中国科学院上海细胞

所#

LB>H!%

真核表达载体
3

>M[-+#!.LB>H!%

的构建与鉴定

见文献*

(

+)

$#/

!

主要试剂
!

LB>H!%

单克隆抗体为
Y:<6:Z5@Q

公司产

品%

YF.*%%%H9=60=6:9<

/S

.F4@= 9̂6=

免疫组化染色试剂盒和辣

根过氧化物酶标记的二抗为北京中杉金桥生物技术有限公司

产品)

OFSW.!&'%

培养基购自
N9B>0

公司%胎牛血清购自杭州

四季青生物工程材料有限公司%
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试剂和
/5:<=E144

小

室购自美国
]M

公司)

$#'

!

方法

$#'#$

!

免疫组化染色方法及结果判定
!

免疫组化染色采用链

霉卵白素
.

辣根过氧化物酶$

YF

&法)

LB>H!%

阳性染色呈深棕

色#主要位于细胞核或细胞核伴细胞质内)实验结果通过显微

镜计数阳性细胞百分比判定#每张切片选择
(

个高倍视野

,

(+%+

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!
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$

HF

&#每个
HF

计数
!%%

个细胞)具体判断标准按照!组织完

全不着色或阳性细胞数不足
(,

为阴性$

e

&%组织阳性细胞数

为
(,

"

"(,

为
LB>H!%

表 达 的 阳 性 $

d

&%阳 性 细 胞

数
%

"(,

"

(%,

为中阳性$

dd

&%阳性细胞数占
(%,

以上为

强阳性$

ddd

&#视为
LB>H!%

高表达)

$#'#/

!
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侵袭实验
!

/5:<=E144

小室$孔径
)

#

D

#直径

&#(DD

&表面覆盖
&%

#

V

浓度为
!D

;

"

DV

的
S:659

;
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#放至

"'

孔板中室温干燥
"7

)

"'

孔板内加入含
!(,

胎牛血清的

OFSW.!&'%

培养液
%#(DV

#小室上层加入浓度为
(g!%

(

"

DV

的细胞悬液
%#!DV

)

+$_

.

(, ZX

"

孵育
"'7

)棉签抹去小

室上层未穿过的细胞并固定小室底部细胞#然后用结晶紫染

色)

"%%

倍显微镜下观察并计数穿过小室的细胞个数#每孔选

取
(

个不同的区域)

$#1

!

统计学处理
!

采用
YFYY!(#%

统计软件进行统计学分

析#计数资料比较采用
(

" 检验#计量资料比较采用配对
6

检

验#以
H

$

%#%(

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

结直肠癌肿瘤组织中
LB>H!%

的表达水平
!

组织细胞中

LB>H!%

阳性染色呈深棕色#主要位于细胞核#部分是细胞核

伴细胞质内)正常对照组织细胞中几乎不表达$图
!-

&#而所

有结直肠癌肿瘤组织中均有
LB>H!%

蛋白表达$图
!]

"

M

&#二

者差异明显$

H

$

%#%!

&)肿瘤组织中
LB>H!%

蛋白表达与结

直肠癌分化程度相关#高分化肿瘤组织中表达相对较低#而预

后较差的低分化肿瘤组织中表达较高#浸润灶中可见
LB>H!%

表达明显增强$图
!\

&)

!!

注!

-

为正常结直肠组织%

]

为高分化结直肠癌组织%

Z

为中分化结直肠癌组织%

M

为低分化结直肠癌组织%

\

为局部转移灶)

图
!

!

结直肠癌肿瘤组织中
LB>H!%

的表达&

g!%%

'

表
!

!

结直肠癌
LB>H!%

蛋白表达与临床病理特征的关系

组别
% d

"

dd ddd

性别 男性
"( !'

$

(&#%

&

!!

$

''#%

&

女性
"% *

$

'(#%

&

!!

$

((#%

&

年龄
$

&%

岁
"+ !!

$

'$#)

&

!"

$

("#"

&

&

&%

岁
"" !"

$

('#(

&

!%

$

'(#(

&

肿瘤大小
'

(>D "' !!

$

'(#)

&

!+

$

('#"

&

%

(>D "! !"

$

($#!

&

*

$

'"#*

&

淋巴结转移 未转移
"$ !)

$

&&#$

&

*

$

++#+

&

转移
!) (

$

"$#)

&

!+

$

$"#"

&

"

肿瘤分化程度 高分化
) $

$

)$#(

&

!

$

!"#(

&

中分化
"$ !+

$

')#!

&

!'

$

(!#*

&

低分化
!% +

$

+%#%

&

$

$

$%#%

&

,

!!

注!与淋巴结未转移相比#

"

H

$

%#%(

%与高分化相比#

,

H

$

%#%(

)

/#/

!

LB>H!%

的表达与临床病理特征的关系
!

所有结直肠癌

肿瘤组织中均有
LB>H!%

表达#表达的强弱与患者年龄.性别

及肿瘤大小无关$

H

%

%#%(

&)肿瘤组织中
LB>H!%

表达与肿

瘤的分化程度及有无淋巴结转移相关$

H

$

%#%(

&)高分化肿

瘤组织中
LB>H!%

表达以中等$

d

"

dd

&程度为主$

)$#(,

&#

而低分化肿瘤组织中
LB>H!%

高表达$

ddd

&#可占
$%#%,

)

与未见淋巴结转移的结直肠癌患者$

++#+,

&相比#有淋巴结转

移的患者肿瘤组织中
LB>H!%

高表达的百分比$

$"#",

&也明

显升高)见表
!

)

/#'

!

LB>H!%

对大肠癌
H/."*

细胞体外侵袭能力的影响
!
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侵袭实验结果显示#通过细胞转染获得的过表达

LB>H!%

的大肠癌
H/."*

细胞组$

3

>[M-+#!.LB>H!%

组&平

均每个
HF

有$

!"%h!%

&个细胞穿过
/5:<=E144

小室#而作为对

照的
F]Y

组和空载体组$

3

>[M-+#!

组&大肠癌
H/."*

细胞穿

过的细胞数分别是$

$!h*

&和$

&&h$

&个#差异有统计学意义

$

H

$

%#%(

&)结果表明
LB>H!%

能明显增强大肠癌
H/."*

细

胞的体外侵袭能力)

'

!

讨
!!

论

泛素蛋白酶系统介导的蛋白降解是机体调节细胞内蛋白

水平与功能的重要机制#不仅能高效并高度选择性地进行细胞

内蛋白质的降解#还参与和调控多种细胞生物学过程如细胞周

期.基因转录.抗原提呈.细胞分化和凋亡等*

&

+

)近年来随着对

泛素蛋白酶体系统研究的深入#发现该系统在真核细胞增殖.

,

&+%+

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!
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!
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凋亡.血管生成.运动等正常生理过程中起着重要的作用#而且

系统异常造成的细胞内重要功能蛋白质降解失常与恶性肿瘤

的发生和发展有着密切的关系*

"

+

)有研究表明#泛素蛋白酶体

系统不但参与调控结直肠癌上皮细胞的增殖与分化#还参与调

控结直肠癌发病机制的常见损害*

$.)

+

)

结直肠癌肿瘤组织及其癌旁正常组织中
LB>H!%

表达的

检测结果$图
!

&表明!泛素结合酶
LB>H!%

的表达与肿瘤的发

生.发展密切相关#特别是局部浸润灶组织中泛素结合酶

LB>H!%

的表达更是与其周围正常组织形成了鲜明对比)在

此基础上对收集标本中泛素结合酶
LB>H!%

的表达与临床病

理特征进行统计分析发现!

LB>H!%

在结直肠癌肿瘤组织中的

表达水平明显高于癌旁正常组织中
LB>H!%

基因的蛋白表达

水平$

H

$

%#%!

&#而且表达水平与肿瘤分化程度.淋巴结是否

转移密切相关)因此#本研究认为
LB>H!%

基因与结直肠癌的

发生.发展密切相关#可作为结直肠癌诊断的潜在肿瘤标记物

及结直肠癌基因治疗的新靶点)

结直肠癌淋巴结转移与肿瘤的分期和临床治疗方案的制

订密切相关#也是影响其预后的最重要因素之一)目前#诊断

淋巴结转移的金标准是病理组织学检查#然而它会受到手术中

淋巴结清扫范围.取检淋巴结的方法及淋巴结微转移的客观存

在等因素的影响)临床上一些病理分期为早期的患者出现预

后差的情况#就可能与没有发现存在的淋巴结转移灶有关)本

研究中#结直肠癌患者肿瘤组织标本的免疫组化结果$图
!\

&

及临床病理学特征分析$表
!

&均提示
LB>H!%

表达与肿瘤的

侵袭转移有关)

LB>H!%

在结直肠癌淋巴结转移患者中的表

达明显高于无淋巴结转移患者#而且
LB>H!%

在局部的肿瘤浸

润灶中表达升高)

众所周知#恶性肿瘤是一种人体细胞异常而且无限制的增

生)除了细胞生长失控的基本生物学特性外#肿瘤细胞的转移

侵袭性也是其重要生物学特征之一)为了进一步探寻泛素结

合酶
LB>H!%

的表达与结直肠癌淋巴结转移的关系#在细胞水

平研究了
LB>H!%

对结直肠癌细胞
H/."*

侵袭能力的影响)

根据实验结果推测结直肠癌淋巴结转移的潜在原因可能是

LB>H!%

的表达改变影响到细胞侵袭能力的变化而导致的)

因此#认为
LB>H!%

的检测不仅可以作为结直肠癌的肿瘤预后

标志物#而且可用于结直肠癌淋巴结转移的辅助诊断)

越来越多的研究表明#恶性肿瘤是一类细胞周期性疾病#

细胞分裂周期中所涉及的相关蛋白和基因的改变都会导致肿

瘤的发生)结直肠癌是经多阶段多基因改变而发生的#从目前

的研究来看#细胞周期调控系统和结直肠癌的发生.发展有密

切联系#但其基因调控机制不十分清楚)对于
LB>H!%

作用的

分子机制是直接参与细胞周期调控引起肿瘤的发生.发展#还

是通过泛素蛋白酶途径间接引起#值得进一步研究来阐明)
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