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　　【摘要】　目的　探讨结肠癌患者肿瘤组织中β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２ 表达情况及其对远处转移的预测
作用。 方法　采用免疫组化方法检测 ８０例结肠癌患者β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２表达情况，ＲＴ唱ＰＣＲ检测 ２０ 例
冰冻标本肿瘤组织及癌旁组织中 Ｓｏｘ唱２ 表达情况。 结果　在 ３５ 例转移组患者中有 ２３ 例（６５畅７１％）
β唱ｃａｔｅｎｉｎ阳性表达，１７例（４８畅５７％）Ｓｏｘ唱２阳性表达，均高于非转移组。 不同的肿瘤分化程度、Ｔ分期、
Ｎ分期β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２表达差异没有统计学意义。 肿瘤组织中 Ｓｏｘ唱２ 表达明显高于癌旁组织。 二者
均为阳性表达转移率明显高于均为阴性表达转移率，生存分析显示不同表达状态其远处转移出现时
间差异有统计学意义（P ＝０畅０００９）。 转移组 ８２畅８６％（２９／３５）的患者血清癌胚抗原（ＣＥＡ）水平升高，
非转移组为 ２６畅６７％（１２／４５），两组差异有统计学意义（P ＝０畅００１）。 结论　血清 ＣＥＡ 水平检测同结
肠癌术后远处转移相关；组织β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２表达同结肠癌术后复发转移发生相关。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β唱ｃａｔｅｎｉｎ，Ｓｏｘ唱２ ｉｎ ｃｏｌｏｎａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Methods 　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β唱ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ Ｓｏｘ唱２．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｏｘ唱２ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｔｕｍｏｒ．Results　Ｉｎ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｇｒｏｕｐ，２３ ｐａｔｉｅｎｔｓ（２３／３５，６５畅７１％）ｗｅｒｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
β唱ｃａｔｅｎｉｎ，ａｎｄ １７ ｐａｔｉｅｎｔｓ（１７／３５，４８畅５７％）ｗｅｒｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｏｘ唱２．Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β唱ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ Ｓｏｘ唱２ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ，Ｔ ｓｔａｇｅ ｏｒ Ｎ ｓｔａｇｅ．Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｓｏｘ唱２ ｉｎ ｃｏｌｏｎａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ．
Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｒａｔｅ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ．Ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （P＝０畅０００９）．Conclusions　Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＣＥＡ ｃａｎ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｍｅｓｔａｔａｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ．Ｂｏｔｈ ｏｆ β唱ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ Ｓｏｘ唱２ ａｒｅ ｈｏｐｅｆｕｌ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｎａｌ ｃａｎｃｅｒ．

【Key words】　Ｃｏｌｏｎｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｃａｔｅｎｉｎ，ｂｅｔａ；　Ｎｅｏｐｌａｓｍ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；　Ｓｏｘ唱２

　　结肠癌术后的复发转移是临床亟待解决的问题，近几年出现的肿瘤干细胞理论为这个问题的解决带来
了希望。 目前相继在乳腺癌［１］ 、胰腺癌［２］ 、肝癌［３］等多种恶性肿瘤中鉴定出具有干细胞性质的恶性肿瘤细

胞，成为肿瘤生长、复发及转移的根源［４］ 。
作为胚胎干细胞转录因子，Ｓｏｘ唱２在维持胚胎干细胞的干性方面发挥重要的作用。 基础研究发现在多种

肿瘤组织中可以检测到 Ｓｏｘ家族成员，特别在低分化的肿瘤细胞中高表达［５］ 。 β唱ｃａｔｅｎｉｎ是一种多功能的细
胞质蛋白，一方面可以和 Ｅ唱ｃａｈｅｎｉｎ结合成复合体调节细胞间黏附，一方面又是 ｗｎｔ信号通路中的下游分子，
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该信号传导通路的异常与结肠癌发生发展密切相关［６］ 。 目前，在结肠癌组织中β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２ 表达情况如
何，二者表达同结肠癌术后的复发转移关系如何目前还不清楚。
本研究旨在分析结肠癌组织中β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２表达情况，探讨其表达情况同结肠癌术后复发转移的关

系，为结肠癌干细胞研究提供一定的理论基础。

资料与方法

１．研究对象：随机选取 ２００８ 年 １ ～１２月在河南省肿瘤医院确诊的Ⅲ期结肠癌患者 ８０ 例，其中 ２０ 例患
者保存新鲜冰冻组织。 其中男 ３８ 例，女 ４２ 例， ＞６０岁患者 ２１ 例，≤６０岁 ５９例，中位年龄 ５２ 岁。 术前未行
治疗，术前检查及术中探查均未发现远处转移。 术后行辅助 ＦＯＬＦＯＸ６ 方案化疗 ８ ～１０ 个疗程，每例患者每
３ ～４个月复查血清 ＣＥＡ（清晨空腹抽血），胸、腹部 ＣＴ 等，如 ＣＴ提示肺、肝或局部淋巴结转移时，可再行局
部穿刺、ＭＲＩ、ＰＥＴ唱ＣＴ等检查证实，以 ＣＴ检查时间为转移发生时间。

２．ｃＤＮＡ抽提：剪取约 １００ ｍｇ肿瘤组织及癌旁正常组织分别放入 １ ｍｌ ＰＢＳ中，使用组织研磨器形成细
胞悬液，过滤离心后取沉淀，加入一定量 Ｔｒｉｚｏｌ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），按常规提取总 ＲＮＡ，采用核酸蛋白检测仪检测总
ＲＮＡ浓度及纯度，样品的 Ａ２６０／Ａ２８０须在 １畅７ ～２畅０ 之间。 采用琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ质量，使用逆转
录系统试剂盒获取 ｃＤＮＡ。

３．引物设计：用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５畅０ 引物设计软件跨外显子设计 Ｓｏｘ唱２ 与 β唱ａｃｔｉｎ 基因上下游引物，见
表 １［７］ 。

表 1　Ｓｏｘ唱２与β唱ａｃｔｉｎ 基因上下游引物
基因 引物序列 产物长度（ｂｐ）
Ｓｏｘ唱２ 蜒上游 ５′唱ＴＴＧＣＴＧＣＣＴＣＴＴＴＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡ唱３′ ７５ 铑

下游 ５′唱ＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＡＡＣＴＴＣＴＣＴＣ唱３′
β唱ａｃｔｉｎ 上游 ５′唱ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＧＣＴＧＧＡＣＣＴ唱３′ ４８０  

下游 ５′唱ＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ唱３′

　　４．ＲＴ唱ＰＣＲ：反应体系为 ２５ μｌ，分别含 ｃＤＮＡ模板 ２ μｌ，上下游引物（１０ ｐｍｏｌ／μｌ）各 ０畅５ μｌ，ＤＮＡ聚合酶
（２畅５ Ｕ／μｌ）０畅５ μｌ，１０ ×ＰＣＲ缓冲液 ２畅５ μｌ，ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ）０畅５ μｌ。 扩增条件为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性
３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸３０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取 １０ μｌ扩增产物于 １５ ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶
中电泳，溴化乙啶染色后于凝胶成像仪紫外透射观察结果。

５．免疫组化染色：采用 Ｓ唱Ｐ免疫组化方法，严格按照试剂盒说明书检测β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２（一抗：北京中杉
金桥生物技术有限公司）在肿瘤组织中的表达。
免疫组化评价标准：由有经验的病理科医师单盲阅片，在 １０ ×４０ 倍显微镜下观察记数，每张切片随机选

择 ５个视野，每个视野记数 ２００个细胞。 β唱ｃａｔｅｎｉｎ从细胞膜、细胞质、细胞核三个方面进行结果判断：细胞膜
＞７０％的癌细胞阳性为正常表达，反之为减弱表达；细胞质或胞核＞１０％为异位表达。 胞膜减弱表达、细胞
质胞核异位表达均为阳性表达［８］ 。 Ｓｏｘ唱２蛋白为核染色阳性，判断标准为：０ ＝无表达；１ ＝＜１０％为阳性；２ ＝
１０％～５０％阳性；３ ＝＞５０％为阳性。 阴性表达为 ０ ～１分，阳性表达为 ２ ～３分（图 １）。

６．检测血清癌胚抗原（ＣＥＡ）水平：采用化学发光法检测血清 ＣＥＡ水平，正常范围为 ０ ～５ ｎｇ／ｍｌ。
７．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １０畅０ 统计软件包进行数据整理和统计分析。 比较β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２ 蛋白表达

血清和 ＣＥＡ 水平与转移关系时采用χ２ 检验；比较表达情况对远处转移出现时间影响时采用 Ｋａｐｌａｎ唱Ｍｅｉｅｒ
生存分析法。 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．可评价患者临床特征：所有患者，均可评价血清 ＣＥＡ 水平和肿瘤组织β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２ 染色。 随访率
１００％，中位随访时间 ２畅５年。 以转移是否发生将患者分为转移组和非转移组。 共有３５ 例（４３畅７５％）患者确
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诊转移，其中 ２１ 例为单个脏器转移，１４ 例为多发脏器转移。

　　２．血清 ＣＥＡ表达：在转移组中共有 ６例（１７畅１４％）患者 ＣＥＡ在正常范围（０ ～５ ｎｇ／ｍｌ）内，其他 ２９ 例患
者出现不同程度 ＣＥＡ升高［（７９ ±１１４畅０２）ｎｇ／ｍｌ］。 在非转移组中共有 １２ 例（２６畅６７％）患者出现 ＣＥＡ 升高
［（４畅９ ±４畅２０）ｎｇ／ｍｌ］，两组间差异有统计学意义（P ＝０畅００１）。 ＣＥＡ表达差异同其他临床病理特征间没有明
显联系（表 ２）。

３．β唱ｃａｔｅｎｉｎ表达：在转移组中共有 ２３ 例（６５畅７１％）患者 β唱ｃａｔｅｎｉｎ 阳性表达，而非转移组中共有 １４ 例
（３１畅１１％）患者阳性表达，两组差异有统计学意义（P＝０畅００１）。 同时，在原发灶不同分化程度 β唱ｃａｔｅｎｉｎ 表达也
有差异，但不同分化程度、Ｔ分期和 Ｎ分期β唱ｃａｔｅｎｉｎ 表达差异没有统计学意义（表 ２）。

表 2　血清 ＣＥＡ，组织中 Ｓｏｘ唱２、β唱ｃａｔｅｎｉｎ表达同临床特征间的关系
临床特征 例数

血清 ＣＥＡ 表达
阳性例数 P 值

Ｓｏｘ唱２ 表达
阳性例数 P值

β唱ｃａｔｅｎｉｎ 表达
阳性例数 P值

分化程度 ０ qq畅３４３ ０ 洓洓畅４０８ ０ kk畅１５１

分化型 ３３ 0１９ n１２ 亮１４ f
未分化型 ４７ 0２２ n１３ 亮２３ f

Ｔ 分期 ０ qq畅２７６ ０ 洓洓畅８３２ ０ kk畅０８２

Ｔ１／Ｔ２ 殚４３ 0２５ n１３ 亮２３ f
Ｔ３／Ｔ４ 殚３７ 0１７ n１２ 亮１４ f

Ｎ 分期（阳性淋巴结数） ０ qq畅１７８ ０ 洓洓畅１２４ ０ kk畅４０７

＜４ 个 ４１ 0１８ n１６ 亮１４ f
≥４ 个 ３９ 0２３ n９ �２７ f

转移 ０ qq畅００１ ０ 洓洓畅００１ ０ kk畅００１

有 ３５ 0２９ n１７ 亮２３ f
无 ４５ 0１２ n８ �１４ f

　　４．Ｓｏｘ唱２在结肠癌组织中表达情况：在转移组中共有 １７ 例（４８畅５７％）患者 Ｓｏｘ唱２ 阳性表达，而非转移组
中共有 ８ 例（１７畅７８％）患者阳性表达，两组差异有统计学意义（P ＝０畅００１）。 同时，虽然原发灶不同分化程
度、不同 Ｔ分期和 Ｎ分期中 Ｓｏｘ唱２表达存在差异，但是差异没有统计学意义（表 ２）。

５．Ｓｏｘ唱２ 在新鲜冰冻组织中表达：采用 ＲＴ唱ＰＣＲ方法检测结肠癌组织及癌旁组织发现癌组织中有 ８ 例患
者检测出 Ｓｏｘ唱２表达，阳性表达率为 ４０％，癌旁组织中有 １例患者检测出阳性表达，表达率为 ５％，差异有统
计学意义（P ＝０畅０２）（图 ２）。

６．β唱ｃａｔｅｎｉｎ及 Ｓｏｘ唱２表达情况同术后转移关系：入组 ８０ 例结肠癌患者，β唱ｃａｔｅｎｉｎ及 Ｓｏｘ唱２均为阳性表达
的患者为 １３ 例，其中发生远处转移 １０ 例，任一指标为阳性表达 ３６例，远处转移 ２０例，均为阴性表达 ３１ 例，
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其中远处转移 ５例。 不同表达状态同远处转移差异有统计学意义（P ＝０畅０００９）。 β唱ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｓｏｘ唱２ 均阳性
表达者转移发生率明显高于均阴性表达者（图 ３）。

讨　　论

肿瘤干细胞理论认为，恶性肿瘤中存在一群数量极少的肿瘤干细胞，这群细胞具有无限增殖、自我更新
及分化的能力，成为复发的根源［９］ 。 因此只有彻底清除肿瘤干细胞才有可能彻底治愈肿瘤。 早期的研究表
明 Ｓｏｘ唱２蛋白在器官发生及胚胎发育成其他组织时发挥重要作用［１０］ ，是重要的干细胞标志物。 在小细胞肺
癌

［１１］ 、脑膜瘤［１２］ 、胃［１３］
及乳腺癌

［１４］
组织中均有 Ｓｏｘ唱２高表达。 这些高表达都同肿瘤的高侵袭性、高复发转

移率相关。
本研究中，８０ 例结肠癌有 ２５ 例出现 Ｓｏｘ唱２ 蛋白阳性表达，其阳性表达细胞多呈点状聚集，少有灶状聚

集，说明即使 Ｓｏｘ唱２ 阳性表达，也只是少部分细胞表达，这和肿瘤干细胞只占肿瘤组织的很少一部分理论是
吻合的。 同时，发生远处转移患者 Ｓｏｘ唱２阳性表达率要高于没有发生转移的患者，也说明 Ｓｏｘ唱２ 蛋白高表达
的肿瘤侵袭性要高于低表达的肿瘤。 对 ２０ 例新鲜组织标本的分析发现，检测 Ｓｏｘ唱２的 ｍＲＮＡ发现肿瘤组织
的表达要明显高于癌旁组织，由于受例数限制，无法分析其和远处转移发生的关系。 但是也应该看到仍然
有很少部分的癌旁正常组织表达 Ｓｏｘ唱２，说明可能存在正常细胞发生恶性转变。 这样佐证了肿瘤是可能来源
自成体干细胞恶性转变的学说。
恶性肿瘤发生复发转移首先要通过细胞间质，该过程有多个信号传导通路参与，包括 Ｗｎｔ 通路［１５］ 、

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路、受体酪氨酸激酶 Ｒａｓ唱ＭＡＰＫ通路等，这些通路还和干细胞的增殖和分化相关。 其中Ｗｎｔ 通
路（ＡＰＣ／β唱ｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４）异常导致细胞中β唱ｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量增高，激活 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因，从而抑制细胞凋亡，促
进包括干细胞在内的细胞过度增殖［１６］ 。
与以往研究结果相似［１７］ ，本研究发现，在转移组中共有 ６５畅７１％的患者β唱ｃａｔｅｎｉｎ阳性表达，而非转移组

中仅有 ３１畅１１％的患者阳性表达，阳性表达患者转移出现时间早于阴性表达的患者。 但是这种表达差异同
肿瘤分化程度、Ｔ分期和 Ｎ分期没有相关性。 对β唱ｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｏｘ唱２两指标联合分析发现，均为阳性表达的患者
转移发生时间最早，明显高于均为阴性患者。 两项指标的高表达属于不良预后因素，提示肿瘤复发转移的
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风险较高。
肿瘤的发生发展、复发转移是非常复杂的过程，众多基因、蛋白、信号传导通路参与其中。 目前，随着肿

瘤干细胞理论不断的完善和发展，虽然仍然缺乏高特异性的生物学标记，还有许多问题没有解决，但是利用
干细胞理论靶向治疗肿瘤干细胞的研究已经处于基础试验阶段。 因此，有理由相信干细胞标志物检测有重
要的临床应用价值，干细胞理论为正确预测肿瘤术后复发、转移提供了有力的帮助。
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