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  摘 要:目的 探究谷胱甘肽过氧化物酶2(GPX2)、核因子E2相关因子2(Nrf2)蛋白在直肠癌中的表达

及其与预后的关系。
 

方法 选取2016年1月至2017年6月于上海交通大学医学院附属仁济医院及上海交通

大学医学院附属仁济医院宝山分院普外科行手术切除治疗的80份直肠癌患者病理组织标本及术中留存的癌

旁(距肿瘤病灶>5
 

cm)正常直肠黏膜组织标本57份,采用免疫组化法检测GPX2、Nrf2蛋白的表达水平。基

于Ualcan网站的 TCGA数据库分析 GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织和正常直肠黏膜组织中的表达。分析

GPX2、Nrf2蛋白表达水平与直肠癌患者年龄、性别临床病理参数及生存情况的关系。结果 TCGA数据库显

示,GPX2蛋白在直肠癌组织和正常直肠黏膜组织中表达差异有统计学意义(P<0.05),Nrf2蛋白表达差异无

统计学意义(P>0.05);免疫组化结果显示,GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织中的阳性表达率分别为67.50%
(54/80)、76.25%(61/80),明显高于正常直肠黏膜组织中的24.56%(14/57)、31.58%(18/57),差异均有统计

学意义(P<0.05);直肠癌组织中GPX2、Nrf2蛋白表达存在一定相关性(P<0.05);GPX2、Nrf2蛋白表达水

平在不同肿瘤分化程度、不同TNM分期、是否有淋巴结转移直肠癌患者之间,差异有统计学意义(P<0.05);
直肠癌组织中GPX2蛋白高表达组患者3年累积生存率为31.92%,明显低于低表达组的45.54%(χ2=4.429,
P=0.035);Nrf2蛋白高表达组患者3年累积生存率为26.93%,明显低于低表达组的51.27%(χ2=7.822,
P=0.009)。多因素Cox回归分析结果显示,GPX2蛋白高表达、Nrf2蛋白高表达、TNM 分期Ⅲ~Ⅳ、淋巴结

转移是影响直肠癌患者预后的独立危险因素(P<0.05)。结论 GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织中高表达,且

GPX2、Nrf2蛋白高表达患者3年累积生存率较低表达患者低,可能作为直肠癌预后评估的潜在标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

glutathione
 

peroxidase
 

2
 

(GPX2)
 

and
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2
 

(Nrf2)
 

protein
 

in
 

rectal
 

cancer
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

prognosis.Methods 
From

 

January
 

2016
 

to
 

June
 

2017,pathological
 

specimens
 

of
 

a
 

total
 

of
 

80
 

patients
 

with
 

rectal
 

cancer
 

treated
 

by
 

surgical
 

resection
 

in
 

Department
 

of
 

General
 

Surgery
 

of
 

Renji
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Medical
 

College
 

of
 

Shang-
hai

 

Jiaotong
 

University
 

and
 

Baoshan
 

Branch
 

of
 

Renji
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Medical
 

College
 

of
 

Shanghai
 

Jiao-
tong

 

University
 

and
 

57
 

cases
 

specimens
 

of
 

normal
 

rectal
 

mucosa
 

(more
 

than
 

5
 

cm
 

away
 

from
 

the
 

tumor
 

focus)
 

preserved
 

during
 

the
 

operation
 

were
 

selected.The
 

expression
 

levels
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.The
 

expression
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

genes
 

in
 

rectal
 

cancer
 

tissues
 

and
 

normal
 

rectal
 

mucosa
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

based
 

on
 

TCGA
 

database
 

of
 

Ualcan
 

website.The
 

relationship
 

between
 

GPX2,
Nrf2

 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

age,gender,clinicopathological
 

parameters,survival
 

of
 

patients
 

with
 

rectal
 

cancer
 

was
 

analyzed.Results TCGA
 

database
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

GPX2
 

gene
 

was
 

significantly
 

dif-
ferent

 

between
 

rectal
 

cancer
 

tissues
 

and
 

normal
 

rectal
 

mucosa
 

tissues
 

(P<0.05),but
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2
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gene
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

(P>0.05).Immunohistochemical
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expres-
sion

 

rates
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

protein
 

in
 

rectal
 

cancer
 

tissues
 

were
 

67.50%
 

(54/80)
 

and
 

76.25%
 

(61/80)
 

re-
spectively,which

 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

24.56%
 

(14/57)
 

and
 

31.58%
 

(18/57)
 

in
 

normal
 

tissues
 

(P<
0.05).There

 

was
 

a
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

in
 

rectal
 

cancer
 

(P<0.05).The
 

differences
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

tumor
 

differentiation,different
 

TNM
 

stage
 

and
 

with/without
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

cu-
mulative

 

expression
 

rate
 

in
 

the
 

GPX2
 

high
 

expression
 

group
 

(31.92%)
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

45.54%
 

in
 

the
 

low
 

expression
 

group
 

(χ2=4.429,P=0.035).The
 

3-year
 

cumulative
 

survival
 

rate
 

of
 

Nrf2
 

overexpres-
sion

 

group
 

was
 

26.93%,which
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

51.27%
 

of
 

low
 

expression
 

group
 

(χ2=7.822,P=
0.009).Multivariate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

high
 

expression
 

of
 

GPX2
 

protein,high
 

expression
 

of
 

Nrf2
 

protein,TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

rectal
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion GPX2
 

and
 

Nrf2
 

highly
 

expressed
 

in
 

rectal
 

cancer,and
 

the
 

3-year
 

cumulative
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

GPX2
 

and
 

Nrf2
 

is
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expression,which
 

might
 

be
 

used
 

as
 

potential
 

markers
 

for
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

rectal
 

cancer.
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2; ex-
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  直肠癌是消化道常见肿瘤之一,发生于乙状结肠

与直肠交界处至齿状线之间,临床多行根治性手术切

除以改善患者预后。晚期直肠癌患者由于病情恶化,
肿瘤细胞发生转移、侵袭等,预后情况往往较早期患

者差。谷胱甘肽过氧化物酶2(GPX2)又称为胃肠特

异性谷胱甘肽过氧化酶,是一种含硒蛋白,主要表达

于胃肠道系统,具有抗炎抗氧化损伤的作用[1]。近年

来研究发现,GPX2在多种肿瘤中高表达,尤其是炎症

诱发的肿瘤中,可能起到促进细胞增殖、抑制凋亡等

作用[2-3]。关于GPX2在直肠癌中的表达关系近年来

国内外少见报道。核因子E2相关因子2(Nrf2)结构

中包含亮氨酸拉链,在调节细胞氧化还原中发挥重要

作用[4-5]。早期研究发现,肿瘤组织中 Hmox1/Nrf2
 

mRNA水平的比值可能作为大肠癌远处转移的预测

因子,提示 Nrf2基因 可 能 参 与 大 肠 癌 的 发 生、发
展[6]。而Nrf2蛋白在直肠癌中的表达情况不甚明

确。基于此,本研究通过检测直肠癌患者肿瘤组织中

GPX2、Nrf2蛋白表达情况,分析其不同表达水平与患

者生存的关系,初步探讨其临床意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2017年6月于

上海交通大学医学院附属仁济医院及上海交通大学

医学院附属仁济医院宝山分院肿瘤科行手术切除治

疗的直肠癌患者病理组织标本80份,以术中所取癌

旁(距肿瘤病灶>5
 

cm)正常直肠黏膜组织标本57份

为对照,所有组织标本均用4%中性甲醛固定,常规脱

水,采用石蜡包埋。纳入标准:(1)接受根治术治疗;
(2)术前未接受放、化疗或其他抗肿瘤药物治疗;(3)
临床资料和随访资料完整。排除标准:(1)合并其他

恶性肿瘤患者;(2)合并急慢性感染性疾病者;(3)合
并免疫系统疾病患者。所有患者及家属均自愿签署

知情同意书,本研究获得本院医学伦理委员会批准。

1.2 数 据 库 分 析 Ualcan(http://ualcan.path.
uab.edu/index.html)是一个可全面分析癌症组学的

网站,其中TCGA数据库可实现相关基因/靶标分析

和可视化。基于该数据库,本研究分析 GPX2、Nrf2
基因在直肠癌组织和正常直肠黏膜组织中的表达。
1.3 方法 使用兔抗人多克隆抗体GPX2(美国Sig-
ma公司),一抗工作浓度为1∶500;兔抗人多克隆抗

体Nrf2,稀释浓度为1∶200。将组织以4
 

μm连续切

片,充分烘烤后采用免疫组化法检测直肠癌组织和正

常直肠黏膜组织GPX2、Nrf2蛋白的表达情况。标本

检测均由检验科两名经验丰富的医生进行操作,免疫

组化Envision染色法按照试剂盒说明书步骤进行。
利用磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照。

用半定量方法对免疫组化结果进行判定。随机

选取5个高倍镜视野进行染色结果评分,取平均值。
评分方法如下,(1)依据细胞染色强度进行评分:细胞

不着色记为0分,淡黄色记1分,黄色或黄棕色记2
分,棕褐色或深褐色记3分;(2)依据阳性细胞所占百

分比进行评分:阳性细胞<5%记为0分,阳性细胞占

5%~25%记1分,>25%~50%记2分,阳性细胞>
50%记3分。将细胞染色强度和阳性细胞所占百分

比评分的乘积作为最终得分,若最终得分≥2分,判定

为表达阳性(+),<2分为表达阴性(-);同时将得

分≥3分定义为高表达,<3分定义为低表达。
1.4 随访观察 所有患者均进行电话随访或门诊随

访,第1~2年每3个月进行一次随访,第3年每6个

月进行一次随访。随访时间从术后开始,截止日期为

2020年6月,随访时间为10~42个月,中位随访时间

为27个月。分析不同GPX2、Nrf2蛋白表达水平直

肠癌患者的生存情况。
1.5 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行数据的

录入与分析。计数资料以频数或百分比表示,组间比
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较采用χ2 检验;生存分析采用Kaplan-Meier法,组间

生存曲线差异用对数秩检验(Log-Rank
 

test);多因素

Cox回归分析影响直肠癌患者预后不良的危险因素

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 GPX2、Nrf2基因在直肠癌组织和正常直肠黏膜

组织中的表达差异 比较TCGA数据库中166份直

肠癌组织标本和10份正常直肠黏膜组织标本中

GPX2、Nrf2基因的表达水平,结果显示,GPX2基因

在直肠癌组织和正常直肠黏膜组织中表达差异有统

计学意义(P<0.05),Nrf2基因表达差异无统计学意

义(P>0.05)。
2.2 GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织和正常直肠黏膜

组织中的免疫组化结果 免疫组化结果显示,GPX2、
Nrf2蛋白主要定位于直肠癌组织细胞的细胞质和细胞

膜,见图1。GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织中的阳性表

达率分别为67.50%(54/80)、76.25%(61/80),明显高

于正常直肠黏膜组织中的24.56%(14/57)、31.58%
(18/57),差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织和正常直肠黏膜组织

   中的阳性表达情况[n(%)]

组别 n
GPX2蛋白

阳性(+) 阴性(-)

Nrf2蛋白

阳性(+) 阴性(-)

结直肠癌组织 80 54(67.50) 26(32.50) 61(76.25) 19(23.75)

正常结直肠组织 57 14(24.56) 43(75.44) 18(31.58) 39(68.42)

χ2 24.548 27.207

P <0.001 <0.001

2.3 直肠癌组织中GPX2、Nrf2蛋白表达相关性 
GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌组织中共表达阳性46例,
共表达阴性11例,二者表达存在相关性(χ2=7.325,
P<0.05)。见表2。
2.4 直肠癌组织中GPX2、Nrf2蛋白表达情况与患

者特征之间的关系 GPX2、Nrf2蛋白表达情况在不

同年龄、性别、肿瘤大小直肠癌患者之间,差异无统计

学意义(P>0.05),在不同肿瘤分化程度、TNM 分

期、淋巴结转移直肠癌患者之间,差异有统计学意义

(P<0.05),见表3。
表2  直肠癌组织中GPX2、Nrf2表达相关性(n)

Nrf2蛋白
GPX2蛋白

阳性 阴性
合计

阳性 46 15 61

阴性 8 11 19

合计 54 26 80

  注:A表示GPX2在直肠癌组织中高表达;B表示GPX2在正常直

肠黏膜组织中低表达;C表示 Nrf2在直肠癌组织中高表达;D表示

Nrf2在正常直肠黏膜组织中低表达。

图1  免疫组化检测GPX2、Nrf2在直肠癌组织和正常

直肠黏膜组织中的表达(×400)

2.5 GPX2、Nrf2蛋白表达情况与直肠癌患者术后3
年生存情况的关系 直肠癌组织中GPX2蛋白高表

达组和低表达者3年累积生存率分别为31.92%、
45.54%,经Log-Rank比较,差异有统计学意义(χ2=
4.429,P=0.035);Nrf2蛋白高表达者和低表达者3
年累积生存率分别为26.93%、51.27%,经Log-Rank
比较,差异有统计学意义(χ2=7.822,P=0.009),见
图2、3。

表3  直肠癌组织中GPX2、Nrf2蛋白表达情况与患者特征之间的关系(n)

特征 n
GPX2蛋白

高表达(n=47) 低表达(n=33)
χ2/P

Nrf2蛋白

高表达(n=52) 低表达(n=28)
χ2/P

年龄(岁)

 ≥55 51 32 19 0.927/0.336 35 16 0.814/0.367

 <55 29 15 14 17 12

性别

 男 48 26 22 1.040/0.308 34 14 1.795/0.180

 女 32 21 11 18 14

肿瘤大小(cm)

 <3 34 19 15 0.201/0.654 21 13 0.272/0.602
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续表3  直肠癌组织中GPX2、Nrf2蛋白表达情况与患者特征之间的关系(n)

特征 n
GPX2蛋白

高表达(n=47) 低表达(n=33)
χ2/P

Nrf2蛋白

高表达(n=52) 低表达(n=28)
χ2/P

 ≥3 46 28 18 31 15

分化程度

 中/高分化 30 11 19 9.659/0.002 13 17 9.905/0.002

 低分化 50 36 14 39 11

临床分期

 Ⅰ~Ⅱ期 36 16 20 6.216/0.013 18 18 6.474/0.011

 Ⅲ~Ⅳ期 44 31 12 34 10

淋巴结转移

 无 28 12 16 4.490/0.034 12 16 9.284/0.002

 有 52 35 17 40 12

图2  GPX2蛋白表达与直肠癌患者3年累积

生存率的关系

2.6 影响直肠癌患者预后的多因素Cox回归分析 
多因素Cox回归分析结果显示,GPX2蛋白高表达、

Nrf2蛋白高表达、TNM 分期Ⅲ~Ⅳ期、淋巴结转移

是影响直肠癌患者预后的独立危险因素(P<0.05),
见表4。

图3  Nrf2蛋白表达与直肠癌患者3年累积生存率的关系

表4  影响直肠癌患者预后的多因素Cox回归分析

影响因素 B S.E. Wald HR P 95%CI

GPX2蛋白(高表达
 

vs.
 

低表达) 0.851 0.327 6.766 2.341 0.009 1.233~4.443

Nrf2蛋白(高表达
 

vs.
 

低表达) 0.999 0.335 8.896 2.716 0.003 1.409~5.237

TNM分期

(Ⅲ~Ⅳ期
 

vs.
 

Ⅰ~Ⅱ期) 0.628 0.236 7.083 1.874 0.008 1.180~2.976

分化程度(低分化
 

vs.
 

中/高分化) 0.496 0.274 3.276 1.642 0.070 0.960~2.809

淋巴结转移(是
 

vs.
 

否) 0.605 0.199 9.255 1.832 0.002 1.240~2.706

3 讨  论

GPX2是一种含硒酶,属于谷胱甘肽过氧化物酶

(GPX)家族,是谷胱甘肽氧化还原系统的关键酶。目

前已知GPX家族有8个亚型(GPX1~GPX8),其中

在人类中表达的有5种,分别为GPX1、GPX2、GPX3、
GPX4、GPX6,且均是含硒蛋白[7-8]。研究表明,硒具

有抗氧化、抗衰老、提高机体免疫力和预防地方性疾

病等作用,硒主要以硒蛋白的方式发挥生物学功能,
因此,GPX2在抗氧化损伤、抗炎等方面的研究已较为

普遍[9-10]。随着研究的深入,人们发现GPX2在肿瘤

中也发挥重要作用。有研究发现,利用硒增强饲粮喂

养慢性结肠炎小鼠可增加结肠组织中GPX2表达,从
而降低氧化应激作用,使小鼠免于罹患慢性炎症引起

的结肠癌[11]。EMMINK等[12]研究发现,GPX2沉默

可导致结直肠癌细胞中自由基氧的积累,增加细胞凋

亡,降低克隆形成和转移能力,而GPX2过表达则有

利于细胞对自由基氧的清除,有利于细胞增殖和肿瘤

生长,促进克隆形成和转移能力。本研究免疫组化结

果显示,GPX2蛋白在直肠癌组织中的阳性表达率明

显高于正常直肠黏膜组织,与TCGA数据库中GPX2
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基因表达趋势一致;进一步分析直肠癌患者特征发

现,GPX2蛋白表达水平在不同肿瘤分化程度、不同

TNM分期、是否有淋巴结转移的直肠癌患者之间,差
异有统计学意义(P<0.05),提示GPX2蛋白高表达

与肿瘤恶性进展有关,推测GPX2蛋白高表达可能有

利于肿瘤细胞应对氧化应激,使得直肠癌细胞增殖、
迁移侵袭能力增强,从而促进疾病发展。生存分析结

果显示,GPX2蛋白高表达患者3年累积生存率与

GPX2蛋白低表达患者相比明显降低,提示GPX2蛋

白高表达与直肠癌患者预后不良有关。另外,有学者

发现GPX2通过 Wnt通路介导肿瘤细胞增殖、侵袭和

转移[13],然而该通路是否在直肠癌中发挥调控作用有

待进一步细胞实验研究。
Nrf2属于碱性亮氨酸拉链(bZIP)家族,作为转

录因子可调控抗氧化应激反应元件(ARE)、GPX2等

抗氧化蛋白的表达[14]。研究发现,Nrf2结构中包含7
个高度保守的多肽域,其中 Neh2是与 Kelch样环氧

氯丙烷相关蛋白1(Keap1)结合的结构域[15]。研究发

现,癌细胞中Nrf2的异常激活是通过Keap1或Nrf2
基因的体细胞突变及其他破坏Keap1与Nrf2结合的

机制发生的[16]。Nrf2是细胞抗氧化反应的主要调节

因子,已有研究证实正常细胞中 Nrf2缺失所致氧化

应激过分激活可导致DNA损伤突变,增加肿瘤发生

及恶化风险[17],然而Nrf2蛋白在肿瘤中表达上调,亦
可提高癌细胞的抗氧化和解毒能力,赋予肿瘤细胞快

速增殖生长、转移、侵袭等致癌活性,对荷瘤宿主产生

不利影响[18-19]。国内学者靳倩倩等[20]研究发现,Nrf2
蛋白在结直肠癌组织中阳性表达率明显高于癌旁组

织,且Ⅲ~Ⅳ期患者 Nrf2蛋白阳性表达率高于Ⅰ~
Ⅱ期,说明Nrf2蛋白参与结直肠癌的发生、发展。本

研究免疫组化结果显示,Nrf2蛋白在直肠癌组织中的

阳性表达率明显高于正常直肠黏膜组织,与TCGA数

据库中趋势不一致,可能是因为基因与蛋白水平存在

一定差异。另外,Nrf2蛋白表达水平与直肠癌患者肿

瘤分化程度、TNM 分 期 及 淋 巴 结 转 移 有 关,提 示

Nrf2蛋白可能通过调控肿瘤细胞氧化应激及炎症作

用影响 癌 症 发 展。本 研 究 还 发 现,直 肠 癌 组 织 中

GPX2与 Nrf2蛋白表达具有一定的相关性,提示

GPX2、Nrf2蛋白在直肠癌可能共同作用参与调控直

肠癌的发生、发展,Nrf2蛋白可调控GPX2蛋白表达,
二者在直肠癌中的具体作用机制有待进一步研究。
生存分析结果显示,Nrf2高表达患者3年累积生存率

明显低于低表达患者,表明 Nrf2蛋白与直肠癌患者

预后不良有关。进一步 Cox回 归 分 析 结 果 显 示,
GPX2蛋白高表达、Nrf2蛋白高表达、TNM分期Ⅲ~
Ⅳ、淋巴结转移是影响直肠癌患者预后的独立危险因

素,提示GPX2蛋白高表达、Nrf2蛋白高表达患者预

后不良风险增高,GPX2、Nrf2蛋白可能成为临床治疗

直肠癌的潜在靶点。

综上所述,直肠癌组织中 GPX2、Nrf2蛋白呈高

表达,GPX2、Nrf2蛋白高表达患者3年累积生存率较

低表达患者短,进一步研究发现,GPX2与Nrf2蛋白

水平有一定相关性,推测Nrf2可能调控GPX2表达,
共同通过氧化应激途径影响直肠癌的发展,进而影响

患者预后,然而具体作用机制有待更深入研究。
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