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结直肠癌患者血清组织蛋白酶B与IL-22、IL-17水平的相关分析*
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  摘 要:目的 通过检测分析不同分期结直肠癌患者(CRC)血清中组织蛋白酶B(CB)和白细胞介素(IL)-
17、IL-22水平的相关性,为结直肠癌转移的早期诊断及防治提供新的线索。方法 选取CRC患者82例作为

CRC组,30例健康志愿者为健康对照组,采用酶联免疫吸附试验检测所有研究对象血清中CB和IL-17、IL-22
水平并分析其相关性。结果 CRC组患者血清中CB、IL-17、IL-22水平均明显高于健康对照组(P<0.05),且

随着病情发展,Ⅲ~Ⅳ期的CRC患者血清CB、IL-17、IL-22水平明显高于Ⅰ~Ⅱ期患者(P<0.05),中高分化的CRC
患者血清CB、IL-17、IL-22水平明显低于低分化的患者(P<0.05);相关分析显示,CRC患者血清CB水平与IL-17、
IL-22水平均呈显著正相关(r=0.835

 

1,P<0.001;r=0.955
 

1,P<0.001)。结论 CRC患者血清CB、IL-17、IL-
22水平随疾病进展均明显升高,且CB水平与IL-17、IL-22水平呈显著正相关,相关机制有待进一步探索。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

and
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

cathepsin
 

B
 

(CB)
 

level
 

with
 

se-
rum

 

interleukin
 

(IL)-17
 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

different
 

stages
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

to
 

provide
 

the
 

new
 

clue
 

for
 

early
 

diagnosis,prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

CRC
 

metastasis.Methods A
 

total
 

of
 

82
 

patients
 

with
 

CRC
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

CRC
 

group
 

and
 

32
 

healthy
 

volunteers
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

con-
trol

 

group.The
 

levels
 

of
 

serum
 

CB,IL17
 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

all
 

study
 

subjects
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

and
 

their
 

correlation
 

was
 

analyzed.Results The
 

serum
 

CB,IL-7
 

and
 

IL-
22

 

levels
 

in
 

the
 

CRC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),more-
over

 

with
 

the
 

disease
 

condition
 

progress,the
 

serum
 

CB,IL-17
 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅲ-
Ⅳ

 

CRC
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

(P<0.05);
 

the
 

serum
 

CB,IL-
17

 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

moderate
 

and
 

high
 

differentiation
 

of
 

CRC
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

differentiation
 

of
 

CRC(P<0.05);The
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

serum
 

CB
 

level
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

CRC
 

had
 

significantly
 

positive
 

correlation
 

with
 

serum
 

IL-17
 

and
 

IL-22
 

levels
 

(r=
0.835

 

1,P<0.001;
 

r=0.955
 

1,P<0.001).Conclusion The
 

levels
 

of
 

serum
 

CB,IL-17
 

and
 

IL-22
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

CRC
 

are
 

significantly
 

increased
 

with
 

the
 

progression
 

of
 

the
 

disease,moreover
 

CB
 

has
 

signifi-
cantly

 

positive
 

correlation
 

with
 

IL-17
 

and
 

IL-22,and
 

its
 

related
 

mechanisms
 

need
 

to
 

be
 

further
 

explored.
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cancer; cathepsin
 

B; interleukin-17; interleukin-22

  结直肠癌(CRC)是常发生于结肠或直肠部位的

恶性上皮性肿瘤。多年来该病的发病率和病死率一

直居高不下,严重威胁着人类的健康和生命[1]。近十

几年来,直肠癌的发病机制研究一直都是一个热门话

题,也是一个世界难题。随着分子生物学和分子免疫

学技术的发展和广泛应用,人们从基因水平、转录水

平、蛋白水平及它们之间的信号通路方面和T淋巴细

胞等方面对CRC进行了大量研究。既往研究发现组

织蛋白酶与肿瘤的发生、发展密切相关,其中组织蛋

白酶B(CB)在肿瘤转移中扮演重要角色。免疫方面,
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免疫细胞一直以来也是CRC发病机制研究的主要对

象,但主要集中在 T淋巴细胞,如 Th17和 Th22细

胞。CB能够促进细胞因子[白细胞介素(IL)-23、IL-
1β及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)]的产生,而这些细胞

因子正是Th17及Th22细胞分化所需物质[2-3]。
因此本研究拟探讨不同时期的CRC患者中CB

水平与IL-17、IL-22水平的关系,进一步了解在CRC
患者外周血中CB能否作为癌细胞转移的早期诊断的

一个指标,这将有助于深入明确CRC新的发病机制,
并为新的干预治疗策略提供线索。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年6月至2019年1月在

福鼎市医院外科行CRC切除及肿瘤科明确诊断为

CRC的患者82例作为CRC组。所有患者术前未进

行放化疗,无感染性疾病,近期无服用免疫抑制剂病

史,术后病理证实为结肠或直肠腺癌,原发灶不能切

除者被排除。82例CRC患者中男45例,女37例;平
均年龄(61±2)岁;按Dukes分期法分为A~B

 

(Ⅰ~
Ⅱ)期30例(低分化腺癌10例、高中分化腺癌20
例),C~D(Ⅲ~Ⅳ)期52例(低分化腺癌25例、高中

分化腺癌27例)。选择30例健康志愿者为健康对照

组,其中男15例,女15例;平均年龄(61±2)岁。本

研究获得所有受试者本人同意及本院伦理委员会的

批准。
1.2 试剂及仪器 人CB

 

ELISA试剂盒由上海复星

生物工程公司提供,人IL-17和IL-22
 

ELISA试剂盒

由武汉博士德生物工程公司提供;采用全自动酶标仪

检测。
1.3 方法 采集所有研究对象外周静脉血不少于4

 

mL,室温血液自然凝固10~20
 

min,3
 

500
 

r/min离

心10
 

min左右。仔细收集上清液,保存过程中如出

现沉淀,应再次离心。应用双抗体夹心法(ELISA法)
按试剂盒说明书分别测定标本中CB、IL-17和IL-22
水平,采用全自动酶标仪测定,在450

 

nm处读取吸光

度(A)值,测定值按标准曲线换算成CB、IL-17和IL-
22水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计学

处理及GraphPad
 

Prism5统计软件对所有数据进行

统计分析。正态分布的计量资料以x±s表示,偏态

分布数据以中位数(四分位数)[M(P25~P75)]表示,
计量资料的两个变量之间比较采用 Wilcoxon法,多
个变量之间比较采用Kruskal-Wallis法,变量间的相

关关系应用Spearman相关分析。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组血清CB水平比较 CRC组患者血清CB
水平明显高于健康对照组(P<0.05)。且随着病情发

展,Ⅲ~Ⅳ期的CRC患者血清CB水平明显高于Ⅰ~
Ⅱ期(P<0.05),中高分化的CRC患者血清CB水平

明显低于低分化的患者(P<0.05),见图1。
2.2 两组研究对象血清IL-22、IL-17水平比较 
CRC组患者血清IL-17、IL-22水平均明显高于健康

对照组(P<0.05),且随着病情发展,Ⅲ~Ⅳ期的

CRC患者血清IL-17、IL-22水平明显高于Ⅰ~Ⅱ期

患者(P<0.05),中高分化的CRC患者血清IL-17、
IL-22水平明显低于低分化的患者(P<0.05),而中

高分化的CRC患者血清IL-17、IL-22水平与健康对

照组的差异无统计学意义(P>0.05),Ⅰ~Ⅱ期CRC
患者血清IL-22水平与健康对照组的差异无统计学意

义(P>0.05)。见图2、3。

  注:*P<0.05;**P<0.01。

图1  各组研究对象血清CB水平比较

  注:*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。

图2  各组研究对象血清IL-22水平比较
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  注:*P<0.05;**P<0.01。

图3  各组研究对象血清IL-17水平比较

2.3 CRC患者血清中CB水平与IL-22及IL-17水

平的相关性 CRC患者血清CB水平与血清IL-22水

平呈正相关关系(r=0.835
 

1,P<0.001);CRC患者

血清CB水平与血清IL-17水平也是呈正相关关系

(r=0.955
 

1,P<0.001),见图4。

  注:A表示CB水平与IL-17水平的相关性分析;B表示CB水平与

IL-22水平的相关性分析。

图4  CRC患者血清CB水平与IL-22及IL-17水平的

相关性

3 讨  论

组织蛋白酶属于溶酶体半胱氨酸蛋白酶中的番

木瓜蛋白酶超家族,有11种(B、C、F、H、L、K、O、S、
V、W、X),不同的组织蛋白酶在肿瘤的发展中起着不

同的作用,比如在肿瘤中发挥增殖、血管再生、转移和

浸润等作用[4]。近几年研究发现,CB在肿瘤时期表

达明显增高,在肿瘤转移过程中起着重要作用,它能

够降解基底膜、细胞外基质和结缔组织,促进肿瘤的

侵袭和转移[4]。本研究显示CRC患者血清中的CB
水平是高于健康者的,且随着肿瘤发展,Ⅲ~Ⅳ期

CRC患者血清CB水平高于Ⅰ~Ⅱ期患者,随着肿瘤

的分化程度增高而逐渐减低,与文献[5-6]报道的癌胚

抗原(CEA)、糖类抗原199(CA199)水平与疾病发展

和分化程度呈负相关相似,可更进一步有效反映CRC

患者肿瘤细胞分化程度,对病情评估、对症治疗具有

重要指导意义。
CRC发生、发展的最主要致病因素是肠内慢性炎

症[7],其中炎症细胞(CD4+T淋巴细胞等)及炎症因

子是这一过程的重要参与者。越来越多的证据也说

明了CD4+T淋巴细胞各亚群之间的平衡和它们的细

胞因子网络是影响CRC发生、发展的关键因素[8-9],
其中IL-17和IL-22与 CRC 的 发 生、发 展 密 切 相

关[10]。IL-17
 

是近年来新发现的促炎症细胞因子。
研究表明,在胃癌、非小细胞肺癌、肝细胞肝癌及

 

CRC
 

等恶性肿瘤中,IL-17
 

均呈高表达[11]。
 

IL-22
 

是
 

Th22
 

细胞分泌的特征性细胞因子,其可能通过
 

STATA3
 

信号通路机制抑制结肠癌细胞凋亡,促进结肠癌生长

和转移,IL-22
 

在溃疡性结肠炎和结肠癌中高表达与

CRC的发生、发展密切相关[12]。在免疫方面,Th17
细胞和Th22细胞都是由初始

 

CD4+T淋巴细胞经共

刺激信号活化后,在不同因子的刺激下分别分化而

来。Th17
 

是在
 

TGF-β、IL-1β、IL-23和
 

IL-6
 

的诱导

下由初始
 

CD4+T淋巴细胞分化而来的,Th22是在

TNF-α及IL-6的诱导下由初始
 

CD4+T淋巴细胞分

化而来的。Th17和Th22都可分泌众多细胞因子,其
中最具特征性的分别是IL-17和IL-22。近年研究发

现CB 可 促 进IL-1β、IL-23 及 TNF-α的 产 生[13]。
SON等[14]提出,CB在Caspase-1成熟及促进炎症因

子产生中扮演重要角色。那么,在CRC患者中,血清

IL-17及IL-22高水平表达,且随着肿瘤发展,在Ⅲ~
Ⅳ期的水平高于Ⅰ~Ⅱ期,随着肿瘤的分化程度增高

而逐渐减低,CB水平与IL-22、IL-17水平呈正相关,
因此本试验可初步探讨CB可能通过促进分泌细胞因

子而诱导Th17及 Th22细胞分化,促进CRC进展,
具体的机制可通过体外实验及其他角度进一步探讨。

综上所述,CRC患者血清CB、IL-17、IL-22水平随

疾病进展均明显升高,随肿瘤分化程度增高而减低,且
CB水平与IL-17、IL-22水平呈显著正相关,这将为

CRC转移的早期诊断及防治提供新的线索。
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