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  摘 要:目的 探 讨 结 直 肠 癌(CRC)组 织 中 神 经 轴 突 导 向 因 子-1(Netrin-1)、非 协 调5同 源 蛋 白 B
(UNC5B)的表达及其与临床病理特征和生存结局的关系,评价Netrin-1、UNC5B联合综合病理风险指标构建

的模型对CRC患者3年生存结局的预测效能。方法 采用单中心回顾性队列研究,纳入2020年5月至2022
年7月在该院接受根治性手术治疗的122例CRC患者作为研究对象。采用免疫组织化学法检测CRC组织及

配对癌旁 组 织 中 Netrin-1和 UNC5B的 表 达,采 用 McNemar检 验 比 较 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 的 Netrin-1和

UNC5B阳性表达率。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线,组间比较采用log-rank检验;采用多因素Cox回归

模型分析CRC患者生存结局的影响因素。基于Netrin-1和UNC5B及综合病理风险指标构建联合预测模型,
采用术后3年时间依赖性受试者工作特征(ROC)曲线评价各单指标模型及联合模型的预测效能,并采用Boot-
strap法重复抽样1

 

000次进行内部评价。结果 CRC组织中Netrin-1阳性表达率为65.57%(80/122),高于

配对癌旁组织的9.84%(12/122);UNC5B阳性表达率为67.21%(82/122),高于配对癌旁组织的8.20%(10/
122),差异均有统计学意义(P<0.001)。TNM 分期Ⅲ期、高级别肿瘤出芽、高肿瘤间质比例及存在脉管浸润

患者癌组织中的Netrin-1和UNC5B阳性表达率分别高于TNM分期Ⅰ~Ⅱ期、低级别肿瘤出芽、低肿瘤间质

比例及无脉管浸润患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。Netrin-1阳性与阴性患者、UNC5B阳性与阴性患者

的总生存期比较,差异均有统计学意义(log-rank
 

χ2=12.500、14.320,均P<0.001)。多因素Cox回归分析显

示,Netrin-1表达升高、UNC5B表达升高及综合病理风险指标为高风险均与患者死亡风险增加独立相关(P=
0.004、0.002、0.003)。术后3年,3项联合模型、Netrin-1单指标模型和UNC5B单指标模型的曲线下面积分别

为0.904(95%CI:0.860~0.943)、0.826(95%CI:0.801~0.854)和0.810(95%CI:0.780~0.849)。结论 Ne-
trin-1、UNC5B在CRC组织中高表达,与肿瘤恶性病理形态特征有关,Netrin-1、UNC5B联合综合病理风险指

标对CRC患者3年生存结局具有较好的预测价值,可能具有潜在的预后风险分层价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

Netrin-1
 

and
 

unc-5
 

netrin
 

receptor
 

B(UNC5B)
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

tissues
 

and
 

their
 

associations
 

with
 

clinicopathological
 

characteristics
 

and
 

survival
 

out-
come,and

 

to
 

evaluate
 

the
 

predictive
 

performance
 

of
 

a
 

model
 

incorporating
 

Netrin-1
 

and
 

UNC5B
 

expression
 

and
 

a
 

composite
 

pathological
 

risk
 

index
 

for
 

3-year
 

survival
 

outcome
 

in
 

patients
 

with
 

CRC.Methods A
 

single-cen-
ter

 

retrospective
 

cohort
 

study
 

was
 

conducted
 

involving
 

122
 

patients
 

with
 

CRC
 

who
 

underwent
 

curative
 

resec-
tion

 

at
 

the
  

hospital
 

from
 

May
 

2020
 

to
 

July
 

2022.Immunohistochemistry
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

Netrin-1
 

and
 

UNC5B
 

expression
 

in
 

CRC
 

tissues
 

and
 

paired
 

adjacent
 

non-tumor
 

tissues,and
 

the
 

positive
 

expression
 

rates
 

be-
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tween
 

the
 

two
 

tissue
 

types
 

were
 

compared
 

using
 

the
 

McNemar
 

test.Survival
 

curves
 

were
 

generated
 

using
 

the
 

Kaplan-Meier
 

method,and
 

between-group
 

differences
 

were
 

assessed
 

using
 

the
 

log-rank
 

test.Factors
 

associated
 

with
 

survival
 

outcome
 

in
 

patients
 

with
 

CRC
 

were
 

identified
 

using
 

a
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

model.A
 

com-
bined

 

risk
 

score
 

model
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

Netrin-1,UNC5B
 

and
 

a
 

composite
 

pathological
 

risk
 

index.
The

 

predictive
 

performance
 

of
 

the
 

individual-marker
 

model
 

and
 

the
 

combined
 

model
 

was
 

evaluated
 

using
 

time-
dependent

 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curves
 

at
 

3-year
 

after
 

surgery,and
 

internal
 

validation
 

was
 

performed
 

using
 

1
 

000
 

bootstrap
 

resamples.Results The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

Netrin-1
 

was
 

65.57%
 

(80/122)
 

in
 

CRC
 

tissues,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

paired
 

adjacent
 

non-tumor
 

tissues
 

[9.84%
 

(12/
122)].Similarly,the

 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

UNC5B
 

was
 

67.21%
 

(82/122)
 

in
 

CRC
 

tissues,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

paired
 

adjacent
 

non-tumor
 

tissues
 

[8.20%
 

(10/122)];both
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(
 

P<0.001).The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Netrin-1
 

and
 

UNC5B
 

proteins
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

Ⅲ
 

disease
 

than
 

in
 

those
 

with
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

disease,in
 

patients
 

with
 

high-grade
 

tumor
 

budding
 

than
 

in
 

those
 

with
 

low-grade
 

tumor
 

budding,in
 

patients
 

with
 

a
 

high
 

tumor
 

stromal
 

proportion
 

than
 

in
 

those
 

with
 

a
 

low
 

tumor
 

stromal
 

proportion,and
 

in
 

patients
 

with
 

lymphovascular
 

in-
vasion

 

than
 

in
 

those
 

without
 

lymphovascular
 

invasion
 

(P<0.05).Significant
 

differences
 

in
 

overall
 

survival
 

were
 

observed
 

between
 

patients
 

with
 

positive
 

and
 

negative
 

Netrin-1
 

expression
 

and
 

between
 

those
 

with
 

posi-
tive

 

and
 

negative
 

UNC5B
 

expression
 

(log-rank
 

χ2=12.500
 

and
 

14.320,respectively;
 

both
 

P<0.001).Multi-
variate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

increased
 

Netrin-1
 

expression,increased
 

UNC5B
 

expression
 

and
 

a
 

high
 

composite
 

pathological
 

risk
 

index
 

were
 

independently
 

associated
 

with
 

an
 

increased
 

risk
 

of
 

death
 

(P=
0.004,0.002,

 

0.003).At
 

3-year
 

after
 

surgery,the
 

time-dependent
 

areas
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

charac-
teristic

 

curve
 

for
 

the
 

three-item
 

combined
 

model,the
 

Netrin-1
 

single-marker
 

model,and
 

the
 

UNC5B
 

single-
marker

 

model
 

were
 

0.904
 

(95%CI:0.860-0.943),0.826
 

(95%CI:0.801-0.854),and
 

0.810
 

(95%CI:0.780-
0.849)

  

respectively.Conclusion Netrin-1
 

and
 

UNC5B
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

CRC
 

tissues
 

and
 

are
 

associated
 

with
 

aggressive
 

pathological
 

features.The
 

combination
 

of
 

Netrin-1
 

and
 

UNC5B
 

expression
 

with
 

a
 

composite
 

pathological
 

risk
 

index
 

shows
 

good
 

discrimination
 

for
 

3-year
 

survival
 

outcome
 

in
 

patients
 

with
 

CRC
 

and
 

may
 

have
 

potential
 

value
 

for
 

prognostic
 

risk
 

stratification.
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  结直肠癌(CRC)是全球常见的消化道恶性肿瘤,
其发病率和病死率均位居癌症前列[1]。尽管随着手

术、化疗、靶向治疗和免疫治疗技术的进步,早期CRC
患者的预后得到明显改善,但晚期患者可发生肝、肺
转移,5年生存率较差[2]。神经轴突导向因子-1(Ne-
trin-1)是一种经典的轴突导向分子,参与神经系统的

发育与轴突导向过程[3]。研究证实,Netrin-1在胃癌、
肺癌等肿瘤组织中高表达,通过与其受体结合,抑制

肿瘤细胞凋亡,并促进肿瘤细胞存活、增殖、侵袭及血

管生成,与患者不良预后密切相关[4]。研究表明,膀
胱癌中UNC5B表达上调,其能诱导细胞上皮间质转

化,促进肿瘤血管生成、细胞侵袭和转移[5-6]。肿瘤出

芽、肿瘤间质比例升高、脉管浸润作为CRC重要的恶

性病理特征,与肿瘤侵袭、转移、复发风险密切相关,
但单独用于预后评估时,效能有限[7]。目前,有关Ne-
trin-1和UNC5B表达与肿瘤出芽、肿瘤间质比例及

脉管浸润等恶性临床病理特征之间关系的研究较少

见,将Netrin-1、UNC5B与多项临床病理指标整合构

建联合预测预后模型的研究亦较少。基于此,本研究

采用回顾性队列设计,探讨 Netrin-1和 UNC5B在

CRC组织中的表达及其与综合病理风险指标和生存

结局的关系,并评价由Netrin-1、UNC5B联合综合病

理风险指标构建的模型对患者术后3年生存结局的

预测效能,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究为单中心回顾性队列研究,
连续纳入2020年5月至2022年7月在本院接受根治

性手术治疗的122例CRC患者作为研究对象。其中

男75例,女47例;年龄29~80岁,平均(63.17±
9.21)岁。纳入标准:(1)经术后组织病理学检查明确

诊断为原发性CRC;(2)临床资料完整,术后标本同时

留存CRC组织及配对癌旁正常组织(癌旁组织取材

距离肿瘤边缘≥5
 

cm,且病理证实无癌细胞浸润);
(3)术前未接受放疗、化疗、靶向治疗、免疫治疗或其

他新辅助治疗;(4)具有可供生存结局分析的术后随

访资料,可通过本院病历系统、门诊复查记录、电话随

访及随访数据库等途径确定患者的生存状态,以及死

亡日期或末次确认存活日期。排除标准:(1)病理类
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型为非腺癌,如鳞状细胞癌、胃肠道间质瘤、淋巴瘤

等;(2)入组前5年内患有或此次同时患有其他任何

部位恶性肿瘤;(3)仅进行姑息性手术或剖腹探查术,
或术后无任何有效随访记录,且经病历系统、随访数

据库及电话联系等途径仍无法确定生存状态和随访

时间。本研究经本院医学伦理委员会审查批准(LL-
2023-03-005)。
1.2 检测方法 将癌组织和癌旁组织蜡块连续切

片,厚度为4
 

μm,贴附于经多聚赖氨酸处理的载玻片

上,于65
 

℃烤箱中烘烤2
 

h。切片依次置于二甲苯、
梯度乙醇中,最后用蒸馏水冲洗。将切片置于乙二胺

四乙酸(EDTA)抗原修复缓冲液中,采用微波加热法

进行热诱导抗原修复。自然冷却,使用pH
 

7.2的磷

酸盐缓冲液(PBS)洗涤3次,每次5
 

min;滴加3%过

氧化氢溶液,室温避光孵育15
 

min,PBS洗涤3次,每
次5

 

min。滴加5%山羊血清,室温封闭30
 

min,PBS
洗涤3次,每次5

 

min。分别滴加 UNC5B(购自武汉

艾普蒂生物科技公司;货号:IPDX33178;稀释比1∶
500)和 Netrin-1 一 抗 (购 自 Abcam 公 司;货 号:
ab122903;稀释比1∶200),另设立PBS替代一抗作

为阴性对照。将切片置于湿盒中,4
 

℃冰箱过夜孵育,
次日PBS洗涤3次,每次5

 

min。滴加辣根过氧化物

酶标记的聚合物二抗,室温孵育60
 

min,PBS洗涤3
次,每次5

 

min。二氨基联苯胺显色5
 

min。以苏木素

染液进行细胞核复染,梯度乙醇脱水、中性树胶封片。
阳性表达判断:阳性着色主要定位于细胞膜和

(或)细胞质。总评分=着色强度评分×阳性细胞比

例评分。着色强度:无着色为0分,淡黄色为1分,棕
黄色为2分,深棕色为3分。阳性细胞比例:阳性细

胞比例<5%为0分,5%≤阳性细胞比例<25%为1
分,25%≤阳性细胞比例<50%为2分,50%≤阳性

细胞比例<75%为3分,阳性细胞比例≥75%为4
分。本研究参照既往肿瘤标志物研究方法[8],采用受

试者工作特征(ROC)曲线结合约登指数最大值确定最

佳截断值:Netrin-1以总分6分为界、UNC5B以总分3
分为界,≥截断值定义为阳性表达,<截断值定义为阴

性表达。定量检测:采用图像分析系统采集切片图像,
每张切片随机选取5个高倍镜视野(HPF),测定Ne-
trin-1、UNC5B阳性区域平均光密度值(A值)。
1.3 肿瘤病理形态评估 将石蜡包埋的肿瘤组织连

续切片(厚度5
 

μm),60
 

℃烘烤1
 

h增强附着力,进行

苏木精-伊红染色。肿瘤大体类型、肿瘤最大径及肿瘤

部位资料来源于原始手术病理报告;病理类型、分化

程度、TNM分期及脉管浸润等由2名病理科医师复

核(参照《中国结直肠癌诊疗规范(2017版)》[9])。肿

瘤出芽及肿瘤间质比例定义及分级依据2016年国际

肿瘤出芽共识会议统一标准[10],同时符合《中国结直

肠癌诊疗规范(2017版)》病理报告要求[9]。肿瘤出

芽:于HPF下计数芽灶数目,0~4个/HPF为低级别

出芽,≥5个/HPF为高级别出芽。肿瘤间质比例:低
倍镜下选取间质最丰富的区域,计算间质占比[间质

面积/(肿瘤细胞面积+间质面积)×100%],以50%
为阈值分为低肿瘤间质比例(<50%)与高肿瘤间质

比例(≥50%)。
1.4 随访 通过门诊复查、住院病历查询及电话联

系等方式对患者进行随访。术后前3年每3个月随

访1次,此后每6个月随访1次,随访截止日期为

2025年8月31日。随访内容主要包括患者生存状态

和死亡日期。总生存期定义为自手术之日起至因任

何原因死亡之日的时间。随访截止时仍存活者,以随

访截止日期作为删失时间;随访期间失访者,以末次

确认存活日期作为删失时间。以术后3年为目标评

价时间点,采用可处理删失资料的生存分析方法评价

患者3年生存结局。
1.5 统计学处理 采用SPSS26.0和R4.2.2软件

进行数据分析,采用survivalROC包(1.0.3.1版)进
行绘图。呈正态分布的计量资料以x±s表示,配对

资料比较采用配对t检验;计数资料以例数或百分率

表示,组间比较采用χ2 检验,配对资料比较采用 Mc-
Nemar检验。采用 Kaplan-Meier法绘制生存曲线,
采用log-rank检验比较组间总生存情况的差异。采

用Cox回归分析CRC患者生存结局的影响因素。采

用Schoenfeld残差检验验证Cox回归模型的比例风

险(PH)假定,采用方差膨胀因子(VIF)评估变量多重

共线性。以术后3年为目标时间点,采用时间依赖性

ROC曲线评估 Netrin-1、UNC5B单指标模型及联合

模型对3年生存结局的预测能力。采用成对Boot-
strap法重复抽样1

 

000次,计算各模型的曲线下面积

(AUC)及模型间AUC差值的95%CI。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CRC组织中Netrin-1、UNC5B表达 Netrin-1、
UNC5B阳性染色定位于细胞质和细胞膜。CRC组织

中Netrin-1阳性表达率高于癌旁组织[65.57%(80/
122)vs.

 

9.84%(12/122)],CRC组织中UNC5B阳性

表达率高于癌旁组织[67.21%(82/122)
 

vs.
 

8.20%
(10/122)],差 异 均 有 统 计 学 意 义 (χ2=80.682,
90.483,均P<0.001)。见图1。定量图像分析结果

显示:CRC组织 Netrin-1、UNC5B阳性区域平均 A
值分别为0.416±0.083、0.431±0.079,癌旁组织分

别为0.092±0.024、0.087±0.021,差异均有统计学

意义(t=41.420、46.482,均P<0.001)。
2.2 不同临床特征CRC患者 Netrin-1、UNC5B表

达情况比较 TNM分期Ⅲ期、高级别肿瘤出芽、高肿

瘤间质比例及存在脉管浸润患者的癌组织中,Netrin-
1和UNC5B阳性表达率分别高于TNM 分期Ⅰ~Ⅱ
期、低级别肿瘤出芽、低肿瘤间质比例及无脉管浸润

患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
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  注:A、B为Netrin-1;C、D为UNC5B。

图1  CRC组织及癌旁组织中Netrin-1、UNC5B表达(免疫组化,×200)

表1  不同临床特征CRC患者Netrin-1、UNC5B表达情况比较[n(%)]

项目 n Netrin-1阳性(n=80) χ2 P UNC5B阳性(n=82) χ2 P

年龄(岁) 2.337 0.126 3.374 0.066

 <60 44 25(56.82) 25(56.82)

 ≥60 78 55(70.51) 57(73.08)

性别 0.103 0.748 0.055 0.815

 男 75 50(66.67) 51(68.00)

 女 47 30(63.83) 31(65.96)

病理类型 0.382 0.537 0.516 0.472

 腺癌 80 54(67.50) 52(65.00)

 黏液腺癌及其他 42 26(61.90) 30(71.43)

肿瘤部位 1.425 0.233 0.579 0.447

 结肠 70 49(70.00) 49(70.00)

 直肠 52 31(59.62) 33(63.46)

肿瘤大体类型 3.720 0.156 2.072 0.354

 隆起型 56 40(71.43) 40(71.43)

 浸润型 22 16(72.73) 12(54.55)

 溃疡型 44 24(54.55) 30(68.18)

肿瘤最大径(cm) 0.433 0.510 0.403 0.526

 <5 56 35(62.50) 36(64.29)

 ≥5 66 45(68.18) 46(69.70)

分化程度 2.270 0.132 1.382 0.240

 高中分化 67 40(59.70) 42(62.69)

 低分化 55 40(72.73) 40(72.73)

肿瘤出芽 11.056 0.001 11.900 0.001

 低级别 74 40(54.05) 41(55.41)

 高级别 48 40(83.33) 41(85.42)

肿瘤间质比例 26.012 <0.001 25.503 <0.001

 低间质比例 44 16(36.36) 17(38.64)

 高间质比例 78 64(82.05) 65(83.33)

脉管浸润 4.174 0.041 5.580 0.018

 有 24 20(83.33) 21(87.50)

 无 98 60(61.22) 61(62.24)

TNM分期 6.263 0.012 7.236 0.007

 Ⅰ~Ⅱ期 84 49(58.33) 50(59.52)

 Ⅲ期 38 31(81.58) 32(84.21)
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2.3 不同 Netrin-1、UNC5B表达情况CRC患者生

存情况比较 所有患者有随访资料,随访时间为3~
36个月,中位随访时间31个月,死亡47例,3年生存

率为61.48%(75/122)。采用Kaplan-Meier法估算3
年生存 率,Netrin-1阳 性 患 者 估 算3年 生 存 率 为

48.75%(39/80),低于阴性患者的85.71%(36/42);

UNC5B阳性患者估算3年生存率为50.00%(41/
82),低于阴性患者的85.00%(34/40)。Netrin-1阳

性和阴性患者,UNC5B阳性和阴性患者总生存期比

较,差 异 均 有 统 计 学 意 义(log-rank
 

χ2=12.500、
14.320,均P<0.001)。见图2。

  注:A为Netrin-1;B为UNC5B。

图2  Netrin-1和UNC5B不同表达情况患者的Kaplan-Meier生存曲线

2.4 CRC患者生存结局的影响因素分析 以患者术

后生存时间、生存结局(生存=0,死亡=1)为因变量,纳
入年龄(<60岁=0、≥60岁=1)、性别(男性=0、女
性=1)、肿瘤部位(位于结肠=0、位于直肠=1)、肿瘤最

大径(<5
 

cm=0、≥5
 

cm=1)、病理类型(腺癌=0、黏
液腺癌及其他类型=1)、肿瘤大体类型(隆起型=0,
浸润型、溃疡型=1)、分化程度(高中分化=0、低分

化=1)、肿瘤出芽(低级别=0、高级别=1)、肿瘤间质

比例(低间质比例=0、高间质比例=1)、脉管浸润情

况(无浸润=0、有浸润=1)、TNM 分期(Ⅰ~Ⅱ期=
0、Ⅲ期=1)、Netrin-1和 UNC5B(均以原值录入)作
为自变量。单因素Cox回归分析结果显示,高级别肿

瘤出芽、高肿瘤间质比例、有脉管浸润、TNM 分期Ⅲ
期以及Netrin-1和UNC5B表达升高均与CRC患者

死亡风险增加有关(均P<0.05);年龄、性别、肿瘤部

位、肿瘤最大径、病理类型、肿瘤大体类型及分化程度

与患者生存结局的关联均无统计学意义(P>0.05)。
将单因素Cox回归中P<0.05的变量作为多因

素模型候选自变量,进行多因素Cox回归模型分析。
共线性诊断结果显示,TNM 分期、脉管浸润、肿瘤间

质比例和肿瘤出芽的VIF分别为5.86、6.12、5.47和

5.93,提示4项病理参数间存在较强的多重共线性。

为减少模型参数数量,依据以下赋分规则构建探索性

综合病理风险指标:将肿瘤出芽、肿瘤间质比例、脉管

浸润、TNM分期4项恶性病理参数转化为定量病理评

分。(1)肿瘤出芽:低级别(0~4个/HPF)计0分,高级

别(≥5个/HPF)计1分;(2)肿瘤间质比例:低间质(<
50%)计0分,高间质(≥50%)计1分;(3)脉管浸润:无
脉管浸润计0分,存在脉管浸润计1分;(4)TNM分期:
Ⅰ~Ⅱ期计0分,Ⅲ期计1分。4项评分累加得到肿瘤病

理形态定量总分(综合病理风险指标),总分为0~4分。
总分≥3分定义为综合病理指标高风险,赋值为1,总
分≤2分定义为低风险,赋值为0。将Netrin-1、UNC5B
及综合病理风险指标纳入多因素Cox回归模型。基于

Schoenfeld残差的PH假定检验结果显示,综合病理风

险指标(χ2=1.257,P=0.262)、Netrin-1(χ2=0.984,
P=0.321)

 

、UNC5B(χ2=1.106,P=0.293),所有指标

P 均>0.05,模型整体检验结果为χ2=2.861,P>
0.05,提示各变量风险比不随时间变化,符合多因素

Cox回归模型应用前提。多因素Cox回归分析显示,
Netrin-1和UNC5B表达升高及综合病理风险指标为高

风险,均与CRC患者死亡风险增加独立相关(P=
0.004、0.002、0.003)。见表2、3。

表2  CRC患者生存结局影响因素的单因素Cox回归分析

因素 β SE Wald
 

χ2 P HR HR 的95%CI

年龄 0.125 0.118 1.123 0.289 1.133 0.898~1.428

性别 0.086 0.121 0.504 0.478 1.090 0.860~1.382

肿瘤部位 0.103 0.116 0.789 0.374 1.108 0.882~1.393

肿瘤最大径 0.114 0.119 0.917 0.338 1.121 0.887~1.416

病理类型 0.131 0.124 1.116 0.291 1.140 0.895~1.452
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续表2  CRC患者生存结局影响因素的单因素Cox回归分析

因素 β SE Wald
 

χ2 P HR HR 的95%CI

肿瘤大体类型 0.156 0.110 2.011 0.156 1.169 0.942~1.450

分化程度 0.152 0.120 1.606 0.205 1.164 0.921~1.472

肿瘤出芽 0.346 0.109 10.042 0.002 1.414 1.141~1.752

肿瘤间质比例 0.372 0.112 11.027 0.001 1.451 1.165~1.808

脉管浸润 0.328 0.115 8.134 0.004 1.388 1.108~1.738

TNM分期 0.351 0.111 10.014 0.002 1.420 1.144~1.762

Netrin-1 0.301 0.093 10.462 0.001 1.351 1.132~1.612

UNC5B 0.294 0.089 10.916 <0.001 1.342 1.126~1.600

表3  CRC患者生存结局影响因素的多因素Cox回归分析

因素 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI
 

综合病理风险指标 0.313 0.104 9.058 0.003 1.368 1.115~1.677

Netrin-1 0.278
 

0.096
 

8.386
 

0.004
 

1.320
 

1.094~1.594

UNC5B 0.272
 

0.087
 

9.774
 

0.002
 

1.313
 

1.107~1.557

2.5 Netrin-1、UNC5B单项指标及联合模型预测3
年生存结局的效能 以随访时间等于3年为时间变

量,以CRC患者3年生存结局(生存=0,死亡=1)为
状态 变 量,分 别 以 Netrin-1、UNC5B 及 Netrin-1、
UNC5B、综合病理风险指标构建的3项联合模型(风
险 评 分 = 0.278XNetrin-1 + 0.272XUNC5B +
0.313X综合病理风险指标)为 检 验 变 量,进 行 时 间 依 赖 性

ROC曲线分析。采用各模型所得的线性预测值进行

术后3年时间依赖性 ROC曲线分析。时间依赖性

ROC曲线分析结果显示,在术后3年时,3项联合模

型、Netrin-1单指标模型和 UNC5B单指标模型的

AUC分别为0.904(95%CI:0.860~0.943)、0.826
(95%CI:0.801~0.854)和0.810(95%CI:0.780~
0.849)。采用成对Bootstrap法重复抽样1

 

000次计

算模型间 AUC差值及其95%CI。联合模型与 Ne-
trin-1单 指 标 模 型 的 ΔAUC 为 0.078(95%CI:
0.032~0.127),联合模型与 UNC5B单指标模型的

ΔAUC为0.094(95%CI:0.045~0.141),2项差值

的95%CI均不包含0,提示联合模型的区分能力优

于2个单指标模型。Netrin-1单指标模型与 UNC5B
单指标模型的ΔAUC为0.016(95%CI:-0.031~
0.064),其95%CI 包含0,提示2个单指标模型的区

分能力差异无统计学意义(P>0.05)。见图3和

表4。

图3  Netrin-1、UNC5B单指标及联合模型预测3年

生存结局的ROC曲线

表4  各预测模型在3年的时间依赖ROC曲线的AUC比较(Bootstrap法抽样1
 

000
 

次)

指标 AUC AUC的95%CI 与3项联合模型比较的ΔAUC 95%CI 校正后P 值

3项联合模型 0.904 0.860~0.943 — — —

Netrin-1 0.826 0.801~0.854 0.078 0.032~0.127 <0.05

UNC5B 0.810 0.780~0.849 0.094 0.045~0.141 <0.001

  注:—表示无数据;3项联合模型取Cox回归模型的拟合概率值。

3 讨  论

  传统的CRC的预后评估主要依据TNM分期、组
织学分级、肿瘤出芽、肿瘤间质比例和脉管浸润等临

床病理指标,其中TNM 分期是目前临床应用广泛的

分期及预后评估工具[1]。但单项临床病理指标难以

全面反映肿瘤的生物学异质性。因此,联合分子标志

物与临床病理指标构建预后预测模型,已成为CRC
预后研究的重要方向。
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Netrin-1作为神经轴突导向因子,其在肿瘤组织

中的异常高表达可通过调控细胞增殖、凋亡及血管生

成等生物学过程,促进肿瘤的发生、发展。已有研究

证实,Netrin-1可通过结合其受体激活下游信号通

路,抑制肿瘤细胞凋亡,增强细胞侵袭能力,进而推动

肿瘤进展[4]。UNC5B是 UNC5家族成员,其细胞外

结构域包含血栓反应蛋白样结构域,能与配体Netrin-
1结合募集下游FAK等衔接蛋白,激活丝裂原活化

蛋白激酶等促增殖信号通路,参与胚胎正常发育和神

经轴突传导[11]。既往基础研究显示,UNC5B可作为

一种抑癌因子,直接募集并激活Caspase依赖性凋亡

通路,抑制蛋白激酶B生存信号,诱导细胞凋亡[12]。
但本研究观察到CRC组织中UNC5B表达升高,呈现

出促癌的临床表型,提示 UNC5B的生物学功能具有

肿瘤组织特异性及微环境依赖性。既往研究显示,蛋
白激 酶 B 磷 酸 化 PIKE-A 后 可 增 强 PIKE-A 与

UNC5B的相互作用,从而抑制 UNC5B介导的p53
依赖性细胞凋亡[13]。本研究中,Netrin-1、UNC5B在

CRC组织中的表达与TNM 分期、肿瘤出芽、肿瘤间

质比例及脉管浸润有关。分析其机制:CRC中 Ne-
trin-1的 表 达 上 调 能 够 通 过 结 合 UNC5B,抑 制

Caspase依赖的凋亡通路,使肿瘤细胞逃逸凋亡信号,
促进癌细胞增殖[14]。研究表明,Netrin-1通过激活

UNC5B可增加Rac1等小G蛋白的活性来抑制细胞

黏附,驱动上皮间质转化进程,进而使E-钙黏蛋白表

达下降,N-钙黏蛋白和波形蛋白表达上调,增强癌细

胞的迁移和侵袭能力,促进肿瘤远处转移[15]。本研究

生存分析结果显示,Netrin-1、UNC5B表达升高与

CRC患 者 死 亡 风 险 增 加 独 立 相 关。研 究 表 明,

UNC5B可通过与纤连蛋白富含亮氨酸跨膜蛋白3相

互作用形成检查点通路,招募免疫抑制细胞,如髓源

性抑制细胞、M2型巨噬细胞,抑制T细胞等效应免疫

细胞的功能,促进肿瘤免疫逃逸,导致免疫治疗抵抗和

预后不佳[16]。研究表明,使用Netrin-1拮抗剂或阻断

性抗体抑制Netrin-1与UNC5B的结合,能够恢复促凋

亡信号的传导,可能成为新的靶向治疗策略[17]。
肿瘤出芽、肿瘤间质比例和脉管浸润是反映CRC

侵袭性的重要病理指标,也是评估肿瘤微环境状态的

重要依据。本研究中,Netrin-1、UNC5B的表达与

CRC的恶性病理形态特征密切相关:TNM 分期Ⅲ
期、高级别肿瘤出芽、高肿瘤间质比例及存在脉管浸

润的CRC患者,其癌组织中 Netrin-1、UNC5B阳性

表达率升高。多项研究发现,轴突导向类分子可调控

肿瘤细胞的迁移能力,是肿瘤出芽形成的重要驱动因

子[18-19]。Cassier等[20]发现Netrin-1可通过诱导上皮

间质转化增强肿瘤侵袭能力,而高级别肿瘤出芽正是

上皮间质转化在病理形态上的直接表现,这与本研究

结果在机制上形成呼应。肿瘤间质作为肿瘤微环境

的核心组分,高肿瘤间质比例可为肿瘤细胞提供营养

支持、免疫逃逸屏障及侵袭通道。Shalabi等[21]研究

指出Netrin-1可调控血管内皮细胞增殖,促进肿瘤血

管新生,进而加剧脉管浸润风险。结合本研究结果推

测:Netrin-1/UNC5B通路并非孤立发挥作用,而是通

过调控肿瘤细胞侵袭、上皮间质转化、血管生成等过

程,形成协同促癌网络。
本研究结果发现,由Netrin-1、UNC5B及综合病

理风险指标构建的3项联合模型,其 AUC为0.904
(95%CI:0.860~0.943),大于 Netrin-1、UNC5B单

项的AUC,提示该联合模型的预测效能优于单一指

标。正如前文所述,单一病理形态特征预测效能有

限,而联合模型可弥补此不足。Netrin-1作为促血管

生成因子,其高表达可与肿瘤间质相互作用,进一步

加剧肿瘤的恶性进展[22]。UNC5B的高表达可通过

调控血管内皮细胞的增殖与迁移,促进肿瘤细胞侵入

脉管系统,增加转移风险[23]。Netrin-1、UNC5B作为

可能参与CRC进展的分子,其表达水平可反映肿瘤

的生物学行为,而肿瘤病理形态特征可直观体现肿瘤

侵袭、转移的潜能,二者联合可实现生物学行为与形

态学特征的双重评估,弥补单一指标的局限性,显著

提高模型的区分度,为临床精准判断CRC患者的生

存结局提供更可靠的依据。
综上所述,Netrin-1、UNC5B在CRC组织中呈高

表达,其表达水平与CRC的恶性病理形态特征及不

良预后密切相关。Netrin-1、UNC5B联合综合病理风

险指标构建的预测模型,具有较高的预后评估效能,
可作为CRC患者预后评估的有效指标,为临床个体

化治疗方案的制订、预后判断及随访管理提供重要的

理论依据和临床参考。本研究存在一定局限性。首

先,本研究为单中心回顾性队列研究,样本量及死亡

事件数有限,可能存在选择偏倚和模型过度拟合。其

次,将TNM分期、脉管浸润、肿瘤间质比例和肿瘤出

芽合并为二分类综合病理风险指标,可能造成信息损

失,且其阈值及赋值方式尚需进一步验证。再次,本
研究仅进行了内部Bootstrap评价,尚缺乏独立外部

验证,模型的校准能力和临床净获益亦有待进一步评

估。此外,本研究主要基于免疫组织化学和临床病理

资料分析,不能验证Netrin-1与UNC5B在CRC进展

中的具体作用机制。后续应扩大样本量,开展多中心

前瞻性研究,并在足够结局事件数的基础上采用惩罚

Cox回归等方法优化模型,在独立队列中验证其稳定

性和临床适用性。
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