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结肠癌中ＥＺＨ２和Ｋｉ６７表达的临床意义

杨卫东，张　搏，张亚冰（重庆市第一人民医院普通外科　４０００１１）

　　【摘要】　目的　探讨果蝇ｚｅｓｌｅ基因增强子２（ＥＺＨ２）、增殖细胞核抗原（Ｋｉ６７）在正常结肠黏膜、腺瘤组织与结

肠癌组织中的表达及其二者之间的相关性。方法　采用免疫组织化学ＳＰ法检测ＥＺＨ２、Ｋｉ６７在２０例正常结肠黏

膜、２５例腺瘤组织及６４例结肠癌组织中的表达情况。结果　ＥＺＨ２在肠癌组织中阳性表达率为７０．３％，明显高于

正常结肠黏膜和腺瘤组织中的表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｋｉ６７在肠癌组织中阳性表达率为８１．３％，明

显高于正常结肠黏膜中的表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＥＺＨ２的表达与结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期和淋巴结转移

有关，而与性别、年龄、发病部位、分化程度等无关。Ｋｉ６７的表达与结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期有关，与性别、年龄、发病

部位、分化程度和淋巴结转移等无关。在结肠癌组织中，ＥＺＨ２与Ｋｉ６７呈正相关，狉＝０．７８。结论　ＥＺＨ２和Ｋｉ６７

可能在结肠癌的发生和发展中起协同作用，可作为判定结肠癌恶性程度及预后的参考指标。
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　　大肠癌是世界第３大常见恶性肿瘤，在欧美国家居恶性肿

瘤死因的第２位
［１２］。随着我国饮食结构、生活习惯和环境的

改变，其发病率逐年上升［３］，和大多数恶性肿瘤一样，大肠癌的

预后因素尚不清楚。核蛋白增殖细胞核抗原（Ｋｉ６７）是恶性肿

瘤细胞的一个特异性生物学标记物，只出现在细胞的循环期，

而不出现于细胞静止期，能直观反映肿瘤细胞增殖活性和判断

肿瘤预后，也是肿瘤恶性转化的一个潜在指标［４］。果蝇ｚｅｓｌｅ

基因增强子２（ＥＺＨ２）是近年发现的一种人类癌基因，为ＰＣＧ

基因家族的重要成员之一。近年研究发现，ＥＺＨ２参与恶性肿

瘤的发生和发展，基因表达调节及生长控制具有多潜能性［５６］。

本研究通过检测ＥＺＨ２、Ｋｉ６７在结肠癌、腺瘤及正常肠黏膜中

的表达，分析与结肠癌生物学行为的关系及二者的关系，以期

为临床提供参考指标。

１　材料与方法

１．１　材料　收集本院２００６年１月至２０１０年６月结肠癌手术

标本６４例，所有组织切片 ＨＥ染色后均经病理学检查证实。

肿瘤临床分期参照２００２年国际抗癌联盟ＵＩＣＣ公布的恶性肿

瘤ＴＮＭ分期标准。所有病例术前均未进行任何抗肿瘤治疗。

所有标本均经１０％中性甲醛固定、石蜡包埋、４μｍ厚连续切

片，常规 ＨＥ染色。６４例患者中男４６例，女１８例，年龄３６～

７５岁，平均５８岁。大体形态：隆起型１９例，浸润型１６例，溃疡

型２９例；分化程度：高分化１２例，中分化３９例，低分化１３例；

浸润深度：浅层９例，深层５５例；淋巴结转移：无淋巴结转移

３０例，有淋巴结转移３４例。并另取同期结肠腺瘤组织活检标

本２５例及正常结肠组织（结肠癌远端正常组织）活检标本２０

例作为对照。

１．２　试剂　一抗鼠抗人ＥＺＨ２单克隆抗体为即用型（北京中

杉生物公司产品），鼠抗人Ｋｉ６７单克隆抗体即用型（福建迈新

生物技术开发有限公司产品）。过氧化物酶标记的链霉卵白素

（ＳＰ）染色试剂盒，二甲基联苯胺试剂盒（晶美生物工程有限公

司产品）。

１．３　方法　免疫组化ＳＰ染色主要步骤为：４μｍ石蜡切片经

二甲苯脱蜡和乙醇梯度脱水后，３％过氧化氢处理１０ｍｉｎ；抗原

修复：ＥＺＨ２微波修复（９２℃，７ｍｉｎ）；Ｋｉ６７参照说明书进行高

压修复后在室温条件下冷却至室温；５０μＬ过氧化酶阻断溶液

室温孵育１０ｍｉｎ；５０μＬ正常非免疫动物血清室温孵育１０

ｍｉｎ；除去血清，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗２遍；滴加一抗，４℃

过夜，滴加二抗，室温孵育１０ｍｉｎ；链霉菌抗生物素过氧化物

酶溶液室温孵育１０ｍｉｎ；加新鲜配制的二氨基联苯胺溶液显色

３～１０ｍｉｎ，显微镜下观察细胞质和（或）胞核内出现棕黄色颗

粒为阳性细胞；苏木素复染，中性树胶封片，光镜下观察结果。

阴性对照采用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）液体代替一抗，其

他步骤不变。

１．４　结果判定　免疫组化结果判定：ＥＺＨ２主要表达在细胞

核，光镜下观察到细胞核有棕黄色颗粒沉淀为阳性染色；Ｋｉ６７

阳性定位于细胞核中。呈棕黄色颗粒，不染色为阴性。用双盲
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法对染色结果进行评估，在４００倍显微镜下每张载玻片计数５

个视野，计数每个视野中细胞总数及阳性的细胞数。参照文献

按染色强度评分［７］：无色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２

分，棕褐色为３分。再按阳性细胞所占的百分比评分：阴性为

０分，阳性细胞小于２５％为１分，２５％～５０％为２分，５１％～

７５％为３分，＞７５％为４分，２个分值的乘积大于３为阳性。

１．５　统计学方法　所有数据采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分

析，计数资料采用χ
２ 检验，２项指标间相关性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ

相关分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＺＨ２和Ｋｉ６７在正常结肠黏膜、腺瘤组织和结肠癌组

织中的表达　ＥＺＨ２主要表达于细胞核，部分胞浆着色。本研

究ＥＺＨ２在正常结肠黏膜中无阳性表达，在腺瘤组织中有３例

（１２％）阳性表达，肠癌组织中有４５例（７０．３％）阳性表达，３组

间差异有统计学意义（犘＜０．０５）（表１）。ＥＺＨ２的表达与结肠

癌的Ｄｕｋｅｓ分期和淋巴结转移有关（表２），与性别、年龄、发病

部位、分化程度等无关。Ｋｉ６７主要表达于细胞核，本研究正

常结肠黏膜中８例（４０％）阳性表达，在腺瘤组织中有１９例

（７６％）阳性表达，肠癌组织中有５２例（８１．３％）阳性表达，３组

间差异有统计学意义（犘＜０．０５）（表１）。Ｋｉ６７的表达与结肠

癌的Ｄｕｋｅｓ分期有关（表２），与性别、年龄、发病部位、分化程

度和淋巴结转移等无关。

表１　ＥＺＨ２、Ｋｉ６７在３组中的表达情况［狀（％）］

组别 狀 ＥＺＨ２阳性 Ｋｉ６７阳性

正常结肠黏膜组 ２０ ０（０．０） ８（４０．０）

腺瘤组织组 ２５ ３（１２．０） １９（７６．０）

结肠癌组 ６４ ４５（７０．３） ５２（８１．３）

表２　　ＥＺＨ２、Ｋｉ６７表达与结肠癌临床病理参数的关系

项目 狀
ＥＺＨ２

阳性 阴性
犘

Ｋｉ６７

阳性 阴性
犘

Ｄｕｋｅｓ分期　Ａ＋Ｂ

　　　　　　Ｃ＋Ｄ

３８

２６

２３

２２

１５

４
＜０．０５

３５

１７

３

９
＜０．０５

淋巴结转移　有

　　　　　　无

３３

３１

２７

１８

６

１３
＜０．０５

２８

２４

５

７
＞０．０５

２．２　ＥＺＨ２、Ｋｉ６７表达的相关性分析　在结肠癌组织中，二

者呈正相关，狉＝０．７８，χ
２＝４．３４，犘＝０．００６（表３）。

表３　ＥＺＨ２、Ｋｉ６７在结肠癌中表达的相关性

ＥＺＨ２
Ｋｉ６７

＋ －

合计

＋ ３６ ９ ４５

－ １６ ３ １９

合计 ５２ １２ ６４

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

３　讨　　论

随着生活水平的提高和饮食习惯的西化，结、直肠癌的发

病率在我国呈上升趋势。恶性肿瘤的形成需要包括涉及增殖、

浸润、转移及耐药等多个基因参与作用［８］。

恶性肿瘤是多基因参与和多步骤演化而产生。恶性肿瘤

形成后，癌细胞经过不断的突变和选择，其生物学行为逐步升

级为恶性行为，有多个肿瘤基因参与，包括浸润、转移及耐药，

涉及多个癌基因的激活并参与作用［８］。

ＥＺＨ２是ＰＣＧ基因家族中的重要成员之一，可通过促进

细胞Ｇ２～Ｍ期转化而促进细胞增殖，进一步研究证实，ＥＺＨ２

高水平表达与恶性肿瘤侵袭和转移能力密切相关［９］。ＥＺＨ２

可作为多种恶性肿瘤（如前列腺癌、乳腺癌、胃癌、肝癌等）预后

评估的重要生物学标记物。Ａｔｈａｎａｓｓｉａｄｏｕ等
［１０］通过免疫组

化检查乳腺癌中ＥＺＨ２、Ｋｉ６７和ｐ５３的表达，结果表明，ＥＺＨ２

在６４％的病例中表达，并与Ｋｉ６７和ｐ５３高表达呈正相关，多

因素统计分析淋巴结转移是ＥＺＨ２表达的主要预测因子，而且

ＥＺＨ２表达与患者生存期密切相关。Ｌｉ等
［１１］检测ＥＺＨ２在人

卵巢癌细胞株中的表达情况，结果发现ＥＺＨ２呈过表达状态，

且其过表达促进了癌细胞的增殖性和侵袭性，推测ＥＺＨ２可能

是卵巢癌治疗的潜在靶点。Ｃｈｏｉ等
［１２］对胃癌细胞株进行免疫

组化检测，结果表明ＥＺＨ２的高表达与肿瘤增殖及远处转移密

切相关。本研究发现，ＥＺＨ２在结肠癌中表达明显高于正常肠

黏膜和腺瘤组织，而且与结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期及淋巴结转移有

关，与性别、年龄、发病部位、分化程度等无关，由此提示ＥＺＨ２

作为一个新的癌基因，可能与结肠癌的发生和发展密切相关。

同样当肿瘤组织发生转移时，ＥＺＨ２表现为促进肿瘤转移的效

应，但其促使淋巴结转移的相关机制尚不清楚，需进一步深入

研究。

研究肿瘤增殖动力学的一个重要方面是检测肿瘤细胞的

增殖活性，细胞增殖活性是判断肿瘤预后的指标之一。Ｋｉ６７

的表达与细胞周期密切相关。Ｏｋａ等
［１３］研究表明 Ｋｉ６７是预

测非小细胞肺癌术后复发有价值的标记物。Ｌｉ等
［１４］认为 Ｋｉ

６７可作为分子标记物评价结、直肠癌手术切缘状况。Ｒａｋｏ

ｖｉｔｃｈ等
［１５］通过对２１３例行保乳手术的乳腺导管原位癌的标本

进行免疫组化检测，结果表明 ＨＥＲ２和Ｋｉ６７的高表达是保乳

术后局部复发的高危因素。Ｍａ等
［１６］对大肠癌组织中ＣＤ３４、

ＣＫ１９、ＣＫ２０和Ｋｉ６７的表达进行检测，结果提示Ｋｉ６７可能是

大肠癌重要的预后因子。本研究发现，Ｋｉ６７在结肠癌中的表

达明显高于正常结肠黏膜和腺瘤组织组，３组间差异有统计学

意义，Ｋｉ６７随结肠癌的Ｄｕｋｅｓ分期增加而表达增高，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），与患者的性别、年龄、发病部位、有无

淋巴结转移和分化程度等无关。由此提示结肠腺瘤和结肠癌

是同一病变的不同阶段，是大肠癌的早期事件。

本文将ＥＺＨ２与 Ｋｉ６７联合检测，探讨二者在结、直肠癌的

生长、浸润和转移中的作用，结果表明二者在结肠癌中的表达呈

正相关，二者可能存在协同作用。ＥＺＨ２高表达的肿瘤具有强

的侵袭力、转移力，并与淋巴结转移密切相关，预后不良。有关

ＥＺＨ２与Ｋｉ６７间具体作用机制还有待于进一步的深入研究。
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２．２　甲状腺激素与肝功生化指标相关性分析　见表２。由表

２可见，ＡＬＰ与甲状腺激素呈正相关（犘＜０．０１），ＡＬＢ与ＦＴ４

呈负相关（犘＜０．０１）。

表２　甲状腺激素及血脂各指标相关性分析

项目 ＡＬＴ ＡＳＴ ＧＧＴ ＡＬＰ ＴＢ ＴＰ ＡＬＢ

ＦＴ３ 狉 ０．０７８ ０．０５７ ０．０１７ ０．３０６ ０．０２２ －０．０３６－０．１９９

犘 ０．４９８ ０．６２０ ０．８８３ ０．００６ ０．８９３ ０．７５７ ０．０８１

ＦＴ４ 狉 ０．１４４ ０．０３５ ０．１２５ ０．３２６ ０．１３１ －０．２０４－０．３９５

犘 ０．２１０ ０．７６０ ０．２７４ ０．００４ ０．４６７ ０．０７３ ０．００１

３　讨　　论

甲亢与肝功能生化指标的改变有密切关系。甲亢本身可

导致肝功能损伤即甲亢性肝损害，甲亢性肝损害多见甲亢病程

长、年龄大且病情较重又长期未得到合理治疗的患者。甲亢性

肝损害临床症状较轻微，也可以无肝功能明显异常，只表现为

甲亢症状。甲亢性肝损害严重者可出现肝功能明显异常。多

数学者认为甲亢性肝损害的病因及发病机制如下：（１）甲状腺

激素的直接毒性作用［４］；（２）分解代谢亢进，肝糖原、必需氨基

酸、蛋白质和维生素耗损过多，造成负氮平衡，营养不良加重肝

细胞损害；（３）自身免疫反应引起肝损害；（４）甲亢不同程度影

响肝内各种酶的活力［５］；（５）甲亢的高代谢导致肝脏相对缺血

缺氧和肝脏营养不良，引起自由基对肝细胞的损害［６７］。Ｖｉｄｅ

ｌａ等
［８］认为甲亢可导致肝脏 Ｋｕｐｆｅｒ细胞增生，血清 ＡＳＴ增

加，肝内还原型谷胱甘肽耗竭；甲亢性肝损害时，肝脏合成甲状

腺结合球蛋白减少，导致游离型甲状腺激素增加，加重肝损害；

甲亢并发心力衰竭、感染和休克时，易引起肝损害；甲亢是一种

自身免疫性疾病，可合并原发性胆汁性肝硬化。但甲亢性肝损

害确切原因目前仍不完全明确。

本研究发现，甲亢患者ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＡＬＰ、ＴＢ明显高

于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＴＰ、ＡＬＢ明显

低于健康对照组，差异也有统计学意义（犘＜０．０１）。ＡＬＰ与

ＦＴ３和ＦＴ４呈正相关，ＡＬＢ与ＦＴ４呈负相关，由此提示无论

是甲亢治疗后或初诊者都应监测其肝功能生化指标的变化，这

对了解代谢紊乱程度、估计病情、判定肝损害原因、指导抗甲亢

药物的应用有重要意义。
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ｍａｒｇｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＰａｔｈｏｌＯｎｃｏｌＲｅｓ，

２０１１，１７（３）：４７９４８７．

［１５］ＲａｋｏｖｉｔｃｈＥ，ＮｏｆｅｃｈＭｏｚｅｓＳ，ＨａｎｎａＷ，ｅｔａｌ．ＨＥＲ２／

ｎｅｕａｎｄＫｉ６７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｂｒｅａｓｔｃｏｎｓｅｒｖｉｎｇｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｄｕｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｉｎｓｉｔｕ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２０１２，１０６（６）：１１６０１１６５．

［１６］ＭａＹＬ，ＰｅｎｇＪＹ，ＺｈａｎｇＰ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａ

ｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄＣＤ３４ａｎｄＫｉ６７ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｓｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｍｅｄ

Ｏｎｃｏｌ，２０１０，２７（２）：３０４３０９．

（收稿日期：２０１２０６２３）

·３２８２·检验医学与临床２０１２年１１月第９卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２２




