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  摘 要:目的 研究结直肠癌组织基质细胞衍生因子-1(SDF-1)、肝配蛋白B2(Ephrin
 

B2)、锌指蛋白545
(ZNF545)表达与上皮间质转化(EMT)标志物、临床病理特征和预后的关系。方法 选择2020年3月至2021
年5月该院收治的结直肠癌患者63例,术中取其结直肠癌组织及癌旁正常组织,采用免疫组织化学法检测

SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545及EMT标志物蛋白[包括神经性钙黏附素(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)和上

皮性钙黏附素(E-cadherin)]表达情况;采用Spearman相关分析SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545表达与EMT标志

物蛋白表达的相关性;绘制Kaplan-Meier生存曲线分析SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545阴性、阳性表达患者无复发

生存率与总生存率情况。结果 结直肠癌组织SDF-1、Ephrin
 

B2阳性率均高于癌旁正常组织,ZNF545阳性率

低于癌旁正常组织,差异均有统计学意义(P<0.05)。结直肠癌组织N-cadherin、Vimentin、E-cadherin蛋白阳

性率分别为50.79%(32/63)、61.90%(39/63)、33.33%(21/63)。SDF-1、Ephrin
 

B2表达与N-cadherin、Vim-
entin蛋白表达均呈正相关,与E-cadherin蛋白表达呈负相关,ZNF545与N-cadherin、Vimentin蛋白表达均呈

负相关,与E-cadherin蛋白表达呈正相关,差异均有统计学意义(P<0.05)。不同分化程度、TNM 分期、淋巴

结转移及远处转移患者SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545阳性率比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。SDF-1、
Ephrin

 

B2阳性表达患者无复发生存率和总生存率均较阴性表达患者低,ZNF545阳性表达患者无复发生存率

和总生存率均较阴性表达患者高,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545在结直

肠癌中表达异常,与EMT标志物、病理特征及预后有关,可作为辅助检测手段,为评估患者预后提供参考依据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expressions
 

of
 

stromal
 

cell-derived
 

factor-1
 

(SDF-1),Ephrin
 

B2,
zinc

 

finger
 

protein
 

545
 

(ZNF545)
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

epithelialmesen-
chymaltransition

 

(EMT)markers,clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

63
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

March
 

2020
 

to
 

May
 

2021
 

were
 

selected,and
 

their
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

were
 

taken
 

during
 

surgery.The
 

expressions
 

of
 

SDF-1,Ephrin
 

B2,ZNF545
 

and
 

EMT
 

markers
 

protein
 

(including
 

N-cadherin,Vimentin
 

and
 

E-cadherin)
 

were
 

detected
 

by
 

immunohisto-
chemistry.Spearman

 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expressions
 

of
 

SDF-1,Ephrin
 

B2,ZNF545
 

and
 

EMT
 

marker
 

protein.Kaplan-meier
 

survival
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

analyze
 

the
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

and
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

and
 

positive
 

expression
 

of
 

SDF-1,Ephrin
 

B2
 

and
 

ZNF545.Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

SDF-1
 

and
 

Ephrin
 

B2
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

ZNF545
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tis-
sues,and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rates
 

of
 

N-cadherin,Vimentin
 

and
 

E-cadherin
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

were
 

50.79%
 

(32/63),61.90%
 

(39/63)
 

and
 

33.33%
 

(21/63),respective-
ly.The

 

expressions
 

of
 

SDF-1
 

and
 

Ephrin
 

B2
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

expressions
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

Vimentin,and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

expressions
 

of
 

E-cadherin,while
 

the
 

expression
 

of
 

ZNF545
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

expressions
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

Vimentin,and
 

psitively
 

correlated
 

with
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

E-cadherin
 

protein,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rates
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of
 

SDF-1,Ephrin
 

B2
 

and
 

ZNF545
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

differentiation
 

degree,TNM
 

stage,lymph
 

node
 

me-
tastasis

 

and
 

distant
 

metastasis
 

had
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0.05).The
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

and
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

SDF-1
 

and
 

Ephrin
 

B2
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

with
 

negative
 

expression,and
 

the
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

and
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

ZNF545
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

negative
 

expression,and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

abnormal
 

expressions
 

of
 

SDF-1,Ephrin
 

B2
 

and
 

ZNF545
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

are
 

related
 

to
 

EMT
 

markers,pathological
 

characteristics
 

and
 

prognosis,which
 

could
 

be
 

used
 

as
 

an
 

auxiliary
 

detection
 

method
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

evaluating
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients.
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  结直肠癌为常见的消化系统肿瘤,其发病率与病

死率居恶性肿瘤的第5位,对健康有严重危害[1]。结

直肠癌的发生、发展为多因素共同作用的过程,肿瘤

相关生物学因子变化可影响癌细胞浸润、分化等以促

进肿瘤的发生、发展[2]。基质细胞衍生因子-1(SDF-
1)高表达可促进肿瘤细胞增殖,提高癌细胞增殖速

度[3]。肝细胞受体(EPH)家族在肿瘤侵袭、转移中发

挥重要作用,该家族包括配体———肝配蛋白(Ephrin
 

)
与EPH,目前被证实与结直肠癌有关,Ephrin

 

B2为

血管内皮细胞特异性生长因子,在血管形成过程中发

挥重要作用,其水平表达与结直肠癌细胞侵袭和迁移

有关[4-5]。锌指蛋白545(ZNF545)为转录因子,可调

节细胞增殖、分化、转移等。有研究表明,ZNF545参

与了多 种 肿 瘤 发 生、发 展 过 程[6]。上 皮 间 质 转 化

(EMT)为癌细胞浸润、转移过程中形态变化的第一

步[7],是上皮细胞获得间质细胞表型过程,具有可逆

性。有研究证明,EMT在上皮来源的肿瘤中发挥着

重要作用,与肿瘤侵袭、转移有关[8]。本研究检测了

结直肠癌患者癌组织与癌旁正常组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545的表达情况,并分析了其表达与EMT标

志物、临床病理特征和预后的关系,旨在探究其在结

直肠癌进展中的作用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2020年3月至2021年5月本

院收治的结直肠癌患者63例,其中男39例,女24
例;年龄45~72岁,平均(65.49±5.36)岁;TNM 分

期:Ⅰ~Ⅱ期16例,Ⅲ~Ⅳ期47例;肿瘤分化程度:
中高分化22例,低分化41例;淋巴结转移43例,远
处转移17例。纳入标准:(1)符合《中国早期结直肠

癌及癌前病变筛查与诊治共识》标准[9],且经病理组

织检查确诊为结直肠癌;(2)术前无抗肿瘤治疗;(3)
接受规范手术治疗;(4)临床病理资料完整;(5)接受

术后随访。排除标准:(1)合并其他恶性肿瘤者;(2)
无法手术或不能切除癌组织者;(3)预计生存期不足3
个月者。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测 将术中收集的结直肠

癌组织、癌旁正常组织(距离癌组织边缘≥2
 

cm),甲

醛固定、石蜡包埋后切片;经二甲苯脱蜡、乙醇脱水,
磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗3次;枸橼酸钠缓冲液抗原

进行热修复,内源性过氧化物酶在37
 

℃下封闭20
 

min;PBS冲洗3次后分别放置1∶100的SDF-1、
Ephrin

 

B2、ZNF545及EMT标志物[包括神经性钙黏

附素(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)和上皮性钙

黏附素(E-cadherin)]一抗(Abcam公司);4
 

℃孵育过

夜;室温复温半小时后用PBS冲洗3次,SDF-1、Eph-
rin

 

B2、ZNF545、N-cadherin、Vimentin、E-cadherin二

抗(Abcam公司)37
 

℃下孵育半小时,二氨基联苯胺

显色,蒸馏水冲洗,苏木素复染,用盐酸分化,用自来

水冲洗,PBS冲洗反蓝;梯度乙醇脱水处理,干燥后二

甲苯透明,中性树胶封片,显微镜下观察切片。
1.2.2 结果评估 由2名经验丰富的检验医师通过

双盲法阅片评分。SDF-1表达于细胞质,Ephrin
 

B2
与N-cadherin表达于细胞膜与细胞质,Vimentin表

达于细胞质,E-cadherin表达于细胞膜,ZNF545表达

于细胞质与细胞核,均呈黄色或褐色颗粒。染色强度

评分为无染色计0分,弱染色计1分,中度染色计2
分,强染色计3分;阳性细胞比例评分为<5%计0
分,5%~<30%计2分,30%~<60%计3分,≥
60%计4分。总分为染色强度与阳性细胞比例评分

乘积,≥3分为阳性,<3分为阴性。
1.3 术后随访 以电话或门诊复诊方式进行随访,
自患者出院后开始,随访12个月。记录两组患者无

复发生存期与总生存期。无复发生存期为确诊至局

部复发、远处转移或最后1次随访时间。总生存期为

确诊至死亡或最后1次随访时间[10]。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用t检验;计数资料以例数或百分率表示,采用

χ2 检验;采用Spearman相关进行相关性分析;采用

Kaplan-Meier法进行生存分析,两组间比较采用Log-
Rankχ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 结直肠癌及癌旁正常组织SDF-1、Ephrn
 

B2、
ZNF545表达情况比较 结直肠癌组织SDF-1、Eph-
rin

 

B2阳性率均高于癌旁正常组织,ZNF545阳性率
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低于癌旁正常组织,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见表1。
2.2 结直肠癌组织EMT标志物与SDF-1、Ephrin

 

B2、ZNF545表达的相关性 结直肠癌组织N-cadher-
in、Vimentin、E-cadherin蛋白阳性率分别为50.79%
(32/63)、61.90%(39/63)、33.33%(21/63)。SDF-1、
Ephrin

 

B2表达与 N-cadherin、Vimentin蛋白表达均

呈正相关,与E-cadherin蛋白表达呈负相关,ZNF545
与N-cadherin、Vimentin蛋白表达均呈负相关,与E-

cadherin蛋白表达呈正相关,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。
2.3 不同临床病理特征患者结直肠癌组织SDF-1、
Ephrin

 

B2、ZNF545阳性表达情况 不同分化程度、
TNM分期、淋巴结转移及远处转移患者SDF-1、Eph-
rin

 

B2、ZNF545阳性率比较,差异均有统计学意义

(P<0.05);不同性别、年龄患者SDF-1、Ephrin
 

B2、
ZNF545阳 性 率 比 较,差 异 均 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。见表3。

表1  结直肠癌组织及癌旁正常组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545表达情况比较[n(%)]

组别 n
SDF-1

阴性 阳性

Ephrin
 

B2

阴性 阳性

ZNF545

阴性 阳性

结直肠癌组织 63 16(25.40) 47(74.60) 28(44.44) 35(55.56) 41(65.08) 22(34.92)

癌旁正常组织 63 39(61.90) 24(38.10) 47(74.60) 16(25.40) 17(26.98) 46(73.02)

χ2 17.069 11.892 18.402

P <0.001 0.001 <0.001

表2  结直肠癌组织EMT标志物与SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545表达的相关性

EMT标志物
SDF-1

r P

Ephrin
 

B2

r P

ZNF545

r P

N-cadherin 0.676 <0.001 0.599 <0.001 -0.593 <0.001

Vimentin 0.697 <0.001 0.605 <0.001 -0.584 <0.001

E-cadherin -0.614 <0.001 -0.624 <0.001 0.689 <0.001

表3  不同临床病理特征患者结直肠癌组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545的阳性表达情况

病理特征 n
SDF-1阳性

n(%) χ2 P

Ephrin
 

B2阳性

n(%) χ2 P

ZNF545阳性

n(%) χ2 P

性别 0.003 0.955 0.121 0.728 0.043 0.836

 男 39 29(46.03) 21(33.33) 14(22.22)

 女 24 18(28.57) 14(22.22) 8(12.70)

年龄(岁) 0.004 0.948 0.051 0.821 0.171 0.679

 <60 28 21(33.33) 16(25.40) 9(14.29)

 ≥60 35 26(41.27) 19(30.16) 13(20.63)

TNM分期 10.775 <0.001 11.766 <0.001 7.178 0.007

 Ⅰ~Ⅱ期 16 7(11.11) 3(4.76) 10(15.87)

 Ⅲ~Ⅳ期 47 40(63.49) 32(50.79) 12(19.05)

肿瘤分化程度 15.159 <0.001 14.755 <0.001 8.690 0.003

 低分化 41 37(58.73) 30(47.62) 9(14.29)

 中高分化 22 10(15.87) 5(7.94) 13(20.63)

淋巴结转移 24.256 <0.001 15.003 <0.001 8.110 0.004

 有 43 40(63.49) 31(49.21) 10(15.87)

 无 20 7(11.11) 4(6.35) 12(19.05)

远处转移 4.680 0.031 14.022 <0.001 5.493 0.019

 有 17 16(25.40) 16(25.40) 2(3.17)

 无 46 31(49.21) 19(30.16) 20(31.75)

2.4 结直肠癌组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545阴 性、阳性表达患者的预后情况 随访期间共失访4例
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患者。SDF-1、Ephrin
 

B2阳性表达患者无复发生存率

和总生存率均较阴性表达患者低,ZNF545阳性表达

患者无复发生存率和总生存率均较阴性表达患者高,

差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4。生存曲线

见图1。

表4  结直肠癌组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545阴性、阳性表达患者的预后情况

项目 n
总生存

n(%) Log-Rank
 

χ2 P

无复发生存

n(%) Log-Rank
 

χ2 P

SDF-1 5.863
 

0.015
 

4.135
 

0.042
 

 阳性 43 24(55.81) 19(44.19)

 阴性 16 13(81.25) 15(93.75)

Ephrin
 

B2 5.287
 

0.021
 

5.881
 

0.014
 

 阳性 31 16(51.61) 14(45.16)

 阴性 28 21(75.00) 20(71.43)

ZNF545 4.223
 

0.040
 

4.022
 

0.045
 

 阳性 22 18(81.82) 16(72.73)

 阴性 37 19(51.35) 18(48.65)

图1  结直肠癌组织SDF-1、Ephrin
 

B2、ZNF545阴性、阳性表达患者的Kaplan-Meier生存曲线分析

3 讨  论

结直肠癌为患病率与病死率均较高的一种恶性

肿瘤,目前对结直肠癌的治疗有效率不足70%[11],手
术与放化疗等联合治疗措施的缓解率较低。结直肠

癌早期发病缺少有效筛查指标,癌胚抗原等上皮肿瘤

糖蛋白能在一定程度上提高诊断率,但其筛查灵敏度

与特异度较低,有明显的局限性[12]。故研究结直肠癌

发生、发展的机制,寻找高特异度与灵敏度的生物标

志物有助于结直肠癌早期诊断和治疗,以提高患者生

存率。
结直肠癌发病机制复杂,包括遗传、基因突变等

多种因素均可增加肿瘤发生风险。随着对结直肠癌

发生机制与分子生物学行为深入研究发现,分子生物

学变化异常为影响肿瘤发生的主要因素,相关蛋白异

常表达可提高癌细胞扩散风险,使肿瘤细胞分化或促

凋亡过程失常[13]。趋化因子经细胞膜上特异性受体

发挥生物学功能,其受体为G蛋白偶联的跨膜受体,
目前公认的趋化因子表达于多种细胞内,包括癌细

胞[14-15]。有 研 究 表 明,趋 化 因 子———SDF-1 在 肺

癌[16]、结直肠癌[17]等多种肿瘤中发挥作用。本研究

结果显示,结直肠癌组织SDF-1阳性表达率高于癌旁

正常组织,与张超峰等[18]研究结果相符,提示SDF-1
可能参与了结直肠癌细胞转移过程,原因为肿瘤微环

境中炎症介质———SDF-1能介导结直肠癌发展过程,
为肿瘤转移、侵袭提供适宜微环境。EPH 家族为跨

膜蛋白,Ephrin与特定EPH结合发挥作用。有研究
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表明,Ephrin
 

B2与其介导的EPH
 

B4形成双向信号

传导系统,参与了肿瘤的发生、发展,Ephrin
 

B2在肿

瘤组织中高表达,在正常组织中不表达或低表达[19]。
Ephrin

 

B2不仅参与了恶性肿瘤发生过程,还与其侵

袭、转移有关,提示该蛋白可能为肿瘤恶变中早期作

用因子,在肿瘤发生、发展、侵袭、转移中具有重要作

用[20]。本研究发现,结直肠癌组织Ephrin
 

B2阳性表

达率高于癌旁正常组织,原因为Ephrin
 

B2高水平表

达可促进肿瘤发生、分化等过程,故正常组织的表达

水平较低,提示Ephrin
 

B2可能在结直肠癌发生、发展

中发挥作用。ZNF545为新型锌指转录因子。有研究

表明,该 因 子 在 人 体 正 常 组 织 中 广 泛 表 达[21]。
ZNF545主要定位在细胞核与细胞质内,相对于癌旁

正常组织,结直肠癌组织ZNF545阳性表达较低[22]。
结直肠癌组织ZNF545表达水平低于癌旁组织的原

因为ZNF545启动子甲基化异常而使其呈低表达,导
致结直肠癌组织EMT转化激活,提高癌细胞转移、侵
袭 力。本 研 究 结 果 还 显 示,SDF-1、Ephrin

 

B2、
ZNF545阳性表达与患者TNM分期、肿瘤分化程度、
淋巴结转移和远处转移有关,说明SDF-1、Ephrin

 

B2、
ZNF545水平异常表达在结直肠癌侵袭、转移中发挥

积极作用。
EMT使有极性、稳定的上皮细胞经生化过程得

到间质细胞表型,使癌细胞由基底膜入侵其他健康组

织,进入血液淋巴系统而提高癌细胞侵袭、转移能

力[23]。Vimentin、N-cadherin蛋白表 达 上 调,而 E-
cadherin蛋白表达缺失或下调均与EMT有关。有学

者认为EMT是癌细胞侵袭、转移的标志[24]。刘佩萸

等[25]指出,趋化作用可诱导癌细胞发生EMT,促进细

胞迁移。SDF-1高表达能分解癌细胞间质成分,可为

其增殖、扩散提供条件,为癌细胞黏附与浸润提供黏

附分子[26]。Ephrin
 

B2可提高细胞在细胞外基质的

游走 力,对 癌 细 胞 扩 散 与 转 移 具 有 促 进 作 用[27]。
ZNF545可抑制癌细胞增殖以诱导其凋亡,对肿瘤发

生、发展具有抑制作用[28]。本研究结果显示,SDF-1、
Ephrin

 

B2表达与 N-cadherin、Vimentin蛋白表达均

呈正相关,与E-cadherin蛋白表达呈负相关,ZNF545
则反之,原因可能为SDF-1、Ephrin

 

B2、ZNF545可通

过调控N-cadherin、Vimentin、E-cadherin蛋白表达促

进EMT进程,参与结直肠癌侵袭、转移过程。本研究

随访结果显示,SDF-1、Ephrin
 

B2阳性表达者无复发

生存率与总生存率均低于阴性表达者,ZNF545阳性

表达者无复发生存率与总生存率均高于阴性表达者,
提示SDF-1、Ephrin

 

B2和ZNF545可能与患者不良

预后有关。
综上所述,结直肠癌组织SDF-1、Ephrin

 

B2阳性

表达率较高,ZNF545阴性表达率较高,且与EMT标

志物———N-cadherin、Vimentin、E-cadherin蛋白表达

和患者病理特征、预后有关,可为评估患者预后提供
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