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·临床论著· 

新辅助化疗对中低位直肠癌组织中 AP-4、
CEA 和 VEGF-A 表达的影响 

陈转鹏  曹杰  杨平  张伟健  曾山崎  孙政  张通  王成兴 

【摘要】  目的  研究转录因子激活蛋白 4（AP-4）、癌胚抗原（CEA）、血管内皮生长因子 A（VEGF-A）

在中低位直肠癌新辅助化疗前后的表达，探讨新辅助放化疗对直肠癌细胞凋亡、增殖及侵袭能力的影响。

方法  选取 60 例术前经新辅助化疗的中低位直肠癌患者（试验组）及 60 例术前未行新辅助化疗的中低位

直肠癌患者（对照组）术后石蜡包埋组织进行研究。免疫组化 SP 法检测与直肠癌生物特性相关的指标，包

括 AP-4、CEA、VEGF-A，比较两组之间的表达差异。结果  试验组和对照组 AP-4 在直肠癌组织中的阳性

表达率分别为 46.67%（28/60），73.33%（44/60），两组比较差异有统计学意义（P＜0.05）；试验组和对

照组 CEA 在直肠癌组织中的阳性表达率分别为 36.67%（22/60），75.00%（45/60），两组比较差异有统计

学意义（P＜0.05）；试验组和对照组 VEGF 在直肠癌组织中的阳性表达率分别为 40.00%（24/60），80.00%
（48/60），两组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。结论  直肠癌生物特性相关因子 AP-4、CEA 和 VEGF-A
的表达水平对新辅助化疗的疗效判断有重要意义，新辅助化疗能够降低上述因子的表达，促进直肠癌肿瘤

细胞的凋亡，降低肿瘤细胞增殖和侵袭能力，可能有利于直肠癌患者的预后。 
【关键词】  新辅助化疗；  中低位直肠癌；  转录因子激活蛋白 4；  癌胚抗原；  血管内皮生长因子 A 
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【Abstract】  Objective  To explored the expressions of transcription factor activator protein 4 (AP-4), 
carcinoembryonic antigen (CEA), vascular endothelial growth factor (VEGF-A) in the low rectal carcinoma after 
neoadjuvant chemotherapy and investigated the effects of neoadjuvant chemotherapy on rectal carcinoma cells 
wither death, proliferation and invasion abilities. Methods  120 patients with low rectal carcinoma were divided 
into two groups, 60 cases in the experimental group adopted neoadjuvant chemotherapy and another 60 cases in 
control group adopted operation only.The biological characteristics of rectal carcinoma -related indicators, 
including the transcription factor activator protein 4 (AP-4), carcinoembryonic antigen (CEA), vascular endothelial 
growth factor A(VEGF-A) was detected by SP immunohistochemical assay and then compared the differential 
expressions between the two groups. Results  The positive expression rate of AP-4, CEA and VEGF-A between 
experimental group and control group was 46.67%vs 73.33%, 36.67% vs 75.00% and 40.00% vs 80.00% and the 
difference was statistically significant. Conclusion  It is significantly important to judgment whether neoadjuvant 
chemotherapy was useful for low rectal carcinoma through detecting the expression level of the biological 
characteristics of rectal cancer associated factor AP-4, CEA and VEGF-A. In the present research, neoadjuvant 
chemotherapy can reduce the expression of the above three factors and may promote tumor cell apoptosis and 
reduce tumor cells proliferation and invasion in rectal cancer, thus may be beneficial for the prognosis of patients 
with rectal cancer.   
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侵袭和转移是恶性肿瘤的重要生物学特性，同时

也影响患者预后和导致肿瘤复发的关键因素[1]。据研究

表明，新辅助放化疗能够降低中低位直肠癌的肿瘤分

期，提高其手术切除率和增加保肛率，也可以降低复

发率[2]。目前新辅助化疗的临床疗效明确但其具体作用

机制尚不清楚，为此研究新辅助化疗的作用机制将利

于指导临床医生治疗直肠癌。本文通过检测中低位直

肠癌组织中转录因子 4（AP-4）、癌胚抗原（CEA）

和血管内皮生长因子 A（VEGF-A）在新辅助化疗前后

的表达差异，从而探讨新辅助化疗对直肠癌细胞凋亡、

增殖以及侵袭能力的影响，为新辅助化疗在直肠癌治

疗中的应用提供可靠依据。 

资料与方法 

一、一般资料 
选取广州市第一人民医院胃肠外科 2012 年 11 月

至 2013 年 7 月间行新辅助化疗的中低位直肠癌患者

（试验组）及未行新辅助化疗的中低位直肠癌患者（对

照组）术后石蜡标本各 60 例。入组患者根据肠镜提示肿

瘤下缘距齿状线距离 1.00～10.00 cm[3]。两组患者的年

龄、性别、分化程度、组织学类型、TNM 分期、浸润

程度及淋巴结转移情况差异无统计学意义，基线资料

平整。见表 1。 
二、主要试剂及仪器 
鼠抗人 AP-4 单克隆抗体，鼠抗人 CEA 单克隆抗

体，鼠抗人 VEGF 单克隆抗体（均为广东安必平医药

科技有限公司，浓缩型）；SP 系列工作液试剂盒（美

国 DAKO 公司，通用型）；DAB 试剂盒（北京中杉金

桥公司，浓缩型）；石蜡切片机（德国 Leica 公司）；

电热恒温烤箱（上海跃进医疗器械厂）；恒温水浴箱

（上海森信实验仪器有限公司）；数控抗原热修复仪（深

圳深达有限公司）。 
三、治疗方法 
1. 试验组：入选的试验组患者均接受外周静脉植

进中间静脉导管（PICC），以便接受持续静脉滴注化

疗。化疗方案为奥沙利铂、氟尿嘧啶和亚叶酸钙双周

静脉给药 FOLFOX6 方案，奥沙利铂 85 mg/m2静脉滴

注 2 h 第 1 天，亚叶酸钙 200 mg/m2静脉滴注 2 h 第 1
天，氟尿嘧啶（5-FU）400 mg/m2 静脉推注第 1 天后

5-FU 2.0 g/m2 加入化疗泵静脉持续滴注维持 48 h，每 2
周重复，患者入选后接受 4 个疗程的 FOLFOX6。 

2. 对照组：对照组患者仅行手术治疗，术前未经

任何放疗和化疗治疗。 
四、试验方法 
采用免疫组化 SP 法。所有载玻片均预先经多聚赖

氨酸防脱片处理，组织标本经用 10%中性甲醛溶液固

定，石蜡包埋，厚 4 μm 连续切片。脱蜡水化后于 3%
过氧化氢溶液封闭，pH 6.0 EDTA（枸橼酸盐）修复液

中进行抗原热修复，自然冷却至室温，血清封闭加一

抗（AP-4、CEA 和 VEGF-A 抗体稀释比例 1︰200），

4 ℃过夜，复温加二抗，37 ℃反应，DAB 显色，苏木

素复色，盐酸酒精分化，脱水透明，中型树胶封片。

用磷酸盐缓冲液（PBS）代替一抗作阴性对照，用已知

阳性表达的直肠癌标本作阳性对照。 
五、结果判定标准  
AP-4、CEA 和 VEGF-A 蛋白染色以细胞质出现棕

黄色颗粒为阳性。于光学显微镜（400 倍）下随机选 3
个有代表性的不同视野，计算后取其平均值得出分数。

每个视野的评分结果计算为：阳性细胞百分率分数×

着色强度分数，所得分数为 0～2 分时，为（－），3～
5 分为（＋），6～8 分为（＋＋），9～12 分为（＋＋

＋）。（－）为阴性，（＋）为弱阳性表达，（＋＋）～

（＋＋＋）为强阳性表达。阳性细胞数得分标准：0 分

为无阳性细胞和阳性细胞数＜5%，1 分为阳性细胞数

6%～25%，2 分为阳性细胞数 26%～50%，3 分为阳性

细胞数 51%～75%，4 分为阳性细胞数＞75%。染色强

度得分标准：0 分为无染色，1 分为弱染色，2 分为中

等强度染色，3 分为强染色。 
六、统计学分析   
统计学处理采用 SPSS 13.0 统计软件，计量资料以

均数±标准差（ x ±s）表示，计数资料比较采用 χ2 检

验，计量资料比较采用 t 检验。 

结    果 

1. AP-4、CEA 和 VEGF-A 在直肠癌组织中的表

达（图 1）：AP-4 主要位于直肠癌细胞的胞浆，呈棕

黄色，部分间质细胞有弱着色，阳性产物呈弥漫或散

在的棕黄颗粒（图 1A）；CEA 表达于直肠癌细胞的细 

表 1  两组患者一般临床资料的比较（例） 

组别 
年龄  性别  分化程度  组织学类型  TNM 分期  浸润程度  淋巴结转移 

≥65 岁 ＜65 岁 男 女 高分化 中分化 低分化 腺癌 黏液腺癌 印戒细胞癌 T1＋T2 T3＋T4 未及浆膜 突破浆膜 有 无 

试验组 27 33  29 31  15 36 9  31 13 16  16 44  14 46  40 20 
对照组 30 30  32 28  12 41 7  35 15 10  21 39  17 43  43 17 

χ2 值 0.301  0.300  0.908  1.770  0.977  0.391  0.352 
P 值 0.583  0.584  0.635  0.413  0.323  0.532  0.553 
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胞质中，呈棕褐色，阳性产物呈弥漫的棕褐色颗粒（图

1C）；VEGF-A 主要表达于直肠癌细胞的细胞质和部

分基质血管内皮细胞的胞浆中，呈棕褐色，阳性产物

呈弥漫或散在的棕褐色颗粒（图 1E）。 
2. AP-4 在两组直肠癌组织中的表达：试验组和对

照组 AP-4 在直肠癌组织中的阳性表达率分别为

46.67%（28/60），73.33%（44/60），两组比较差异有

统计学意义（P＜0.05）。其中强阳性表达率试验组为

15%（9/60），对照组为 23.33%（14/60），提示化疗

后 AP-4 蛋白表达较对照组中降低（P＜0.05）。见表 2。 

表 2  AP-4 在两组直肠癌组织中表达的比较（例） 

组别 
AP-4 表达强度 

χ2 值 P 值 
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 

试验组 32 10 9 9 8.8203 
 

0.0303 
 对照组 16 15 15 14 

  
 

3. CEA 在两组直肠癌组织中的表达：试验组和对

照组 CEA 在直肠癌组织中的阳性表达率分别为

36.67%（22/60），75.00%（45/60），两组比较差异有

统计学意义（P＜0.05）。其中强阳性表达率试验组为

8.33%（5/60），对照组为 21.67%（13/60），提示化

疗后 CEA 蛋白表达较对照组中降低（P＜0.05）。见

表 3。 

表 3  CEA 在两组直肠癌组织中表达的比较（例） 

组别 
CEA 表达强度 

χ2 值 P 值 
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 

试验组 38 10 7 5 18.443 0.003 

对照组 15 16 16 13   
  
 

4. VEGF-A 在两组直肠癌组织中的表达：试验组

和对照组 VEGF-A 在直肠癌组织中的阳性表达率分别

为 40.00%（24/60），80.00%（48/60），两组比较差

异有统计学意义（P＜0.05）。其中强阳性表达率试验

组为 10.00%（6/60），对照组为 23.33%（14/60），提

示化疗后 VEGF-A 蛋白表达试验组较对照组中降低（P
＜0.05）。见表 4。 

表 4  VEGF-A 在两组直肠癌组织中表达的比较（例） 

组别 
VEGF-A 表达强度 

χ2 值 P 值 
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ 

试验组 36 8 10 6 20.5 0.001 

对照组 12 12 22 14   
  

讨    论 

随着人们饮食结构的变化及寿命的延长，直肠癌

的发病率逐年提高，我国直肠癌发病的流行病学特点

以中、低位居多，约占直肠癌的 65%～75%，临床上

一般将距齿状线 5～10 cm 直肠癌称中、低位直肠癌[4]。

Miles 手术曾一度是治疗中低位直肠癌的金标准，但术

后永久性携带的人工肛袋给患者带来极大的痛苦。伴

随着治疗理念的改变和治疗方法的进一步发展，中低位

直肠癌治疗目标应由单纯根治向保留功能并重转变[5]。

新辅助化疗是指在恶性肿瘤局部实施手术或放疗前应

用的全身性化疗，在局部治疗前先以全身化疗为第一

步治疗，局部治疗（手术或加放疗）后继之完成全程

化疗而言。新辅助化疗是肿瘤外科治疗的一种新辅助

方法，它能够降低临床病理分期，缩小原发病灶及转

移的淋巴结，为无手术条件的患者提供手术的可能，

提高根治性手术的切除率，减少手术中转移，术后并

发症的发生，有利于患者术后恢复 ，同时有助于通过

体内化疗敏感试验了解癌细胞对化疗药物的敏感程度

用以指导临床[6]。 
恶性肿瘤是以细胞增殖和转移为特点的一大类疾

病，其发生、发展与多基因、多因素的调节有关。直

肠癌组织中的 AP-4、CEA 及 VEGF 的表达程度能够反

映肿瘤的生物学特性，与肿瘤的浸润能力及术后复发

转移密切相关，因此常用来反映肿瘤细胞的凋亡、增

殖及侵袭能力进而评估患者的预后。 
作为转录增强结合因子，人类 AP-4 基因定位于人

类 16 号染色体短臂 16P13 区，cDNA 全长 1.1 kb，迄

今已发现的 AP 家族成员包括 AP-1、-2、-3、-4、-5、
-6 。研究表明， AP-4 由于具有螺旋 - 环 - 螺旋

（helix-loop-helix，HLH）基序和两个不同的亮氨酸重

复元件 LR1、LR2、HLH 的二聚体化功能域，所以能

够与特异性 DNA 结合[7]。活化的 AP-4 单体聚合，以

同源二聚体的形式穿越核膜，识别并结合 DNA 上的特

异性序列 CAGCTG，以调控靶基因表达，包括参与恶

性肿瘤细胞增殖、转移、血管生成、DNA 修复等[8]。

AP-4 在消化道恶性肿瘤中起着促进作用，Jung 等[9]发

现其能够干扰 p53 基因介导的细胞周期阻滞和诱导细

胞凋亡，同时阻断了角化细胞中转化生长因子-β 诱导

p21 基因，干扰 p21 基因上调及在单核细胞分化中干扰

细胞周期。本研究中实验组癌组织的 AP-4 阳性表达率

低于对照组，两者之间的差异有统计学意义，表明新

辅助化疗能明显降低癌组织中 AP-4 的阳性表达，提示

新辅助化疗可以抑制癌细胞的增殖。 
CEA 作为临床上最常见的肿瘤标记物之一，目前

被广泛用于各种消化系统肿瘤的诊断及监测[10]。CEA
是从结肠癌和胚胎组织中提取的一种肿瘤相关抗原，

它属于肿瘤细胞表面的结构抗原，在细胞质中形成，  
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通过细胞膜进入周围体液中，可以在多种体液中检出[11]。

CEA 最常见于消化道和胎儿血清中，是非特异性肿瘤

标志物，在消化系统肿瘤均有较高的阳性率，且升高

程度与肿瘤浸润、大小及转移有关[12]。CEA 是反映结

肠直肠癌临床生物学特性的指标，与肿瘤病理分化、

浸润深度、淋巴结转移、术后转移复发及生存期密切

相关。本研究中试验组癌组织的 CEA 阳性表达率低于

对照组，两者之间的差异有统计学意义，表明新辅助

放化疗能明显降低癌组织中 CEA 的阳性表达，提示新

辅助化疗可以降低术后肿瘤的复发率，可判断肿瘤患

者的病情严重程度及预后，同时也表明了新辅助化疗

的肯定疗效。 
血管生成是在已存在的微血管床上芽生出新的血

管系统的过程，是肿瘤由休眠状态转向恶性状态的基

础步骤[13]。在 1971 年美国学者 Folkman 率先提出肿瘤

生长依赖血管生成的理论假说，并提出当实体瘤体积

超过 3 mm×3 mm 就要需要新的血管生成提供细胞生

长需要的氧气和营养成分，一旦新生血管形成，肿瘤

就进入快速增殖阶段，即肿瘤的侵袭和转移可能是血

管新生依赖性的。肿瘤的远处侵袭和转移是肿瘤治疗

失败的主要原因，而血管生成在肿瘤的侵袭转移中发

挥重要的作用。VEGF 是一种重要的促肿瘤生长因子，

其可以通过旁分泌途径刺激肿瘤血管内皮细胞增生迁

移，诱导血管形成从而促进肿瘤生长；还具有增强血

管通透性，促进肿瘤转移的活性[13-14]，与结直肠癌的

血管发生、肿瘤进展、预后转移以及治疗均有密切关

系。本研究中试验组癌组织的 VEGF-A 阳性表达率低

于对照组，两者之间的差异有统计学意义，表明新辅

助化疗能明显降低癌组织中 VEGF-A 的阳性表达，提

示新辅助化疗可以降低癌组织的血管生成，从而抑制

癌细胞的增殖与转移。 
综上所述，直肠癌生物特性相关因子 AP-4、CEA

和 VEGF-A 的表达水平对新辅助化疗的疗效判断有重

要意义，新辅助化疗能够降低上述因子的表达，对进

展期直肠癌患者具有良好的耐受性，能显著诱导直肠

癌肿瘤细胞的凋亡，抑制直肠癌肿瘤细胞的增殖，双

向抑癌的同时且术后并发症并未增加，可作为一种有

效的术前辅助治疗手段。 
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