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%%!摘要"%目的%探讨钙激活的氯离子通道辅助蛋白 $"!"!#$#在结直肠癌"!D!#中的表达及其与临床病

理特征和预后的关系%分析其基因集富集情况& 方法%通过肿瘤基因组图谱"E!-##数据库下载!"!#$ 7D/#

表达数据%应用-05#软件进行!"!#$不同表型的基因集富集分析& 分析!"!#$ 7D/#在!D!组织与癌旁组

织中的差异表达%并分析其与临床病理特征的关联性& 采用免疫组织化学染色法分析!"!#$ 在!D!组织和癌

旁组织中的差异& 结果%!D!组织中!"!#$ 表达较癌旁组织明显降低& !D!组织的免疫组织化学染色评分

显著低于癌旁组织'"+F'( G$F)2#分 HI"3F(3 G)F'2#分$!J(F'3&%"J)F)))(& 癌旁组织的!"!#$ 7D/#表达

水平显著高于临床
!

K

"

期!D!组织和临床
#

K

$

期!D!组织""L)F)3#%临床
!

K

"

期!D!组织的!"!#$

7D/#表达水平显著高于临床
#

K

$

期!D!组织""L)F)3#& !"!#$ 高表达组临床分期为
!

K

"

期)/分期

为/

)

期以及M分期为M

)

期的人数比例显著大于!"!#$低表达组""L)F)3#& !"!#$高表达组的生存预后显

著优于!"!#$低表达组"

!

+

J&F+))%"J)F))'#& 基因集富集分析结果显示%有 $2 个基因集显著富集于!"!#$

高表达表型%未发现有基因集显著富集于!"!#$低表达表型& 结论%!"!#$ 在!D!组织中表达下调%并且与

患者的临床病理特征及预后有关%具有作为!D!诊断)治疗和预后预测标志物的潜力&

%%!关键词"%结直肠癌$%钙激活的氯离子通道辅助蛋白 $$%诊断$%预后$%基因集
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%%结直肠癌">?:?CA>S8:>8Q>AC%!D!#是常见的恶性

肿瘤之一%!D!所致死亡约占肿瘤相关死亡的 $)`

'$(

&

目前%我国的!D!发病率呈逐年增长的趋势'+(

& 尽

管在诊断和治疗方面取得了进步%但在过去的 +) 年

中%!D!患者的存活率并未得到显著的改善%3)`以

上的患者在确诊时已发生区域性或远处转移'*(

& 钙

激活的氯离子通道辅助蛋白 $">8:>9V768>S9H8SAN >T:?6

C9NA>T8QQA:CAWV:8S?C$%!"!#$#是钙激活的氯离子

通道调节蛋白家族成员%其基因组序列由 *$ 2)+ 个

碱基对组成%具有 $3 个外显子和 $' 个内含子%位于

$ 号染色体的短臂上"@++6*$#

''(

%参与调节上皮细

胞氯化物电流%并与黏液分泌过多相关呼吸道和胃

肠道疾病的发生发展具有关联性'3(

& !"!#$ 参与

上皮细胞膜的氯离子传导%可影响上皮黏液产生)细

胞信号转导)细胞黏附)细胞周期控制)凋亡以及肿

瘤的发生和转移等'((

& 有研究显示%人!"!#$ 主要

在小肠和结肠黏膜中表达''(

& 而针对 !D!标本的

研究表明%!"!#$表达水平与肿瘤分期呈负相关',(

%

但也有研究发现!"!#$ 高表达与 !D!患者的不良

预后有关'&(

& 由此可见%!"!#$ 在!D!中的作用机

制尚未完全阐明& 鉴此%本研究旨在探讨 !"!#$ 在

!D!中的表达情况及其与临床特征的关系%为 !D!

患者的诊断和预后预测提供理论依据&

.8材料与方法

.B.8数据来源8通过肿瘤基因组图谱"STA!8Q>AC

-AQ?7A#S:8I%E!-##数据库"TSS@I!OOS>W86N8S8=Q>9=

Q9T=W?HOS>W8#下载 !D!样本 !"!#$ 基因的表达数

据及其匹配的临床信息& 临床信息包括E/M分期)

血管侵袭情况)肿瘤状态)生存资料等& 排除临床信

息不全的样本%最终共纳入 *,) 例 !D!原发样本和

3$ 例癌旁组织样本进行分析&

.BC8标本来源%选择 +)$* 年 * 月至 +)$' 年 * 月在

广西医科大学第一附属医院接受手术治疗的!D!患

者 3)例%均经影像及病理检查确诊& 收集其肿瘤组

织和癌旁组织"距离肿瘤边缘a$) >7#各 3) 例& 排

除在手术前接受过化学疗法或放射疗法的患者%排

除合并其他肿瘤或慢性疾病者%排除有吸毒史患者&

.BD8方法

$F*F$%生物信息学分析方法'2(

%应用 -05#软件

对获取自E!-#数据库的数据进行分析%将 !"!#$

基因表达水平的中位数作为截断值%分为高表达组

和低表达组& 通过基因集数据库"MI9Ŵb数据库#的

致癌基因集进行基因集富集分析%设置置换检验的次

数为 $ )))次& 有意义的基因集的筛选条件!错误发

现率"U8:IAN9I>?HACXC8SA%1̂D# L+3`%且"L)F)3&

$F*F+%免疫组织化学染色方法%将收集到的临床标

本进行石蜡包埋组织切片%厚度 ' K3

%

7%提前 ' c

预冷%() c烘箱烤片 *) 79Q%烘干后用二甲苯进行

脱蜡%梯度洗脱脱水& 滴加 *` d

+

e

+

溶液至标本

上%湿盒中室温静置 $3 79Q 以消除内源性过氧化物

酶活性& 滴加山羊血清封闭液"北京中杉金桥生物公

司#%湿盒中室温静置 $3 79Q& 滴加!"!#$ 一抗"工

作浓度为 $f' )))$#Z>87公司%英国#%湿盒中 ' c

孵育过夜& 复温%使用磷酸缓冲盐溶液" @T?I@T8SA

ZVUUACI8:9QA%_b0#冲洗 * 次%滴加生物素标记二抗

"北京中杉金桥生物公司#%湿盒中 *, c孵育 $3 79Q&

滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素"北京中

杉金桥生物公司#%湿盒 *, c孵育 $3 79Q$_b0浸洗

* 次%3 79QO次& 应用 *%*6二氨基苯联胺" N9879Q?6

ZAQY9N9QA% #̂b#显色剂和苏木素进行复染%最后滴

加适量中性树胶封片%于显微镜下进行观察&

$F*F*%免疫组织化学染色结果判定'$)(

%免疫组织

化学染色结果由 * 名专业人员采用半定量法进行独

立评判& 以胞质中出现明显黄色或棕黄色颗粒判定

为阳性& 综合染色强度及阳性细胞数量进行半定量分

析%根据阳性细胞染色强度"##!无明显着色为 )分$细

胞浆内出现淡黄色颗粒%明显高于背景为 $分$出现较

多棕黄色颗粒为 + 分$出现大量棕褐色颗粒为 * 分&

每个组织随机观察 3 个高倍镜视野%计数 3)) 个细

胞中染色阳性细胞所占比率"b#!阳性细胞数L3`

为 )分$3`K+3`为 $分$+(`K3)`为 +分$a3)`

为 * 分& #与b相加为最终得分%以 ) K+ 分判定为

*(,(*
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阴性"4#%

!

* 分判定为阳性"i#&

.BE8统计学方法8应用 0_00$,F) 软件和 D软件

进行数据分析& 符合正态分布的计量资料以均数G

标准差"

"

EG>#表示%采用配对!检验进行比较$不符

合正态分布的计量资料以中位数"下四分位数%上

四分位数# 'M"_

+3

%_

,3

#(表示%采用秩和检验进行

比较& 计数资料以例数"/#表示%组间比较采用
!

+

检验& 采用 :?W6C8Q] 检验分析组间生存预后差异&

"L)F)3 为差异有统计学意义&

C8结果

CB.8免疫组织化学染色评分比较%!D!组织中!"!#$

表达较癌旁组织明显降低%见图 $& !D!组织的免

疫组织化学染色评分为"+F'( G$F)2#分%低于癌旁组

织的"3F(3 G)F'2#分%差异有统计学意义"!J(F'3&%

"J)F)))#&

图 $%免疫组织化学染色结果图! j+))"

CBC8!"!#$ 7D/#表达水平与临床分期的关联性

分析结果%癌旁组织的 !"!#$ 7D/#表达水平显

著高于临床
!

K

"

期 !D!组织和临床
#

K

$

期

!D!组织""L)F)3#%临床
!

K

"

期 !D!组织的

!"!#$ 7D/#表达水平显著高于临床
#

K

$

期!D!

组织""L)F)3#& 见表 $&

表 $%!"!#$ 7D/#表达水平与临床分期的

% %关联性分析结果#M!_

+3

$_

,3

"%

%%%组织类型 例数 !"!#$ 7D/#相对表达量

癌旁组织 3$ +*F*&'"++F,,)%+*F23)#%

临床
!

K

"

期!D!组织 +)3

$,F&&,"$'F)2'%+)F*3,#

8

临床
#

K

$

期!D!组织 $(3

$(F,)'"$*F$2&%$2F,)*#

8Z

C 4 $$+F$+$

" 4 )F)))

%注!与癌旁组织比较%

8

"L)F)3$与临床
!

K

"

期 !D!组织比较%

Z

"L)F)3

CBD8!"!#$ 高表达组与低表达组临床病理特征比

较%!"!#$ 高表达组临床分期为
!

K

"

期)/分期

为/

)

期以及M分期为 M

)

期的人数比例显著大于

!"!#$ 低表达组""L)F)3#& 两组E分期比较差异

无统计学意义""a)F)3#& 见表 +&

CBE8!"!#$表达水平与预后关联性分析结果%!"!#$

高表达组的生存预后显著优于!"!#$ 低表达组%两

组生存时间比较差异有统计学意义":?W6C8Q] 检验!

!

+

J&F+))%"J)F))'#& 见图 +&

表 +%!"!#$ 高表达组与低表达组临床病理特征比较!/"

组%别 例数
临床分期 E分期 /分期 M分期

!

K

"

期
#

K

$

期 E

$

KE

+

E

*

KE

'

/

)

/

$ K+

M

)

M

$

!"!#$ 高表达组 $&3 $$' ,$ '$ $'' $$( (2 $(+ +*

!"!#$ 低表达组 $&3 2$ 2' ') $'3 23 2) $'( *2

!

+

4 3F,&( )F)$( 'F&(' 'F2()

" 4 )F)$( )F2)) )F)+, )F)+(

图 +%!"!#$ 高表达组与!"!#$ 低表达组生存曲线图

CBF8!"!#$基因表型富集分析结果%共纳入 $&&个

致癌基因的基因集进入分析%结果显示%有 $&) 个基

因集在!"!#$ 高表达表型中富集%其中 $2 个基因

集在 1̂DL+3`的条件下显著富集%+$ 个基因集在

"L)F)3的条件下显著富集& 1̂DL+3`且"L)F)3

条件下富集的基因集共有 $2 个& 见表 *& 有 & 个

基因集在!"!#$ 低表达表型中富集%但是没有基因

集显著富集在该表型中&

表 *%$2 个!"!#$ 高表达表型中显著富集的基因集

%基因集名称 大小
富集
评分

标准化
富集评分

" 1̂D

"51$kl_Fh$k /̂ $&( )F32,( +F3,32 )F))) )F))))

0\D/#k5\1'-\kl_ 23 )F33$+ +F3*2& )F))) )F))))

!#M_kl_Fh$kl_ $22 )F*('+ +F$+&3 )F))+ )F))('

*,,(*
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%续表 *

%基因集名称 大小
富集
评分

标准化
富集评分

"

错误
发现率

0\/-dkmD#0k 5̂_5/̂ 5/!nk

0\-/#ElD5

+) )F,,$( +F)33) )F))) )F)$+)

Dbk_$),k /̂Fh$k /̂ $+( )F*(2, +F)*)' )F))( )F)$+$

"E5+kl_Fh$kl_ $&, )F'$3$ $F2+(2 )F))) )F)+,(
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D8讨论

DB.8尽管!D!的全人群发病率有所改善%但其在

L3)岁患者中的发病率却在不断上升& 预估至 +)*)年%

年龄为 +) K*' 岁者的结肠癌和直肠癌发病率将分

别增加 2)F)`和 $+'F+`

'$$(

& 目前存在以手术治

疗为主的各种治疗手段%但是!D!患者的 3 年生存

率仍较低'$+(

& 因此%探索新的生物标志物对于!D!

的诊断)治疗)预后预测具有重要意义& !"!#$ 参与

调节!8

+ i激活的氯离子在上皮细胞上的转运)杯状

细胞的黏蛋白表达)单核细胞和巨噬细胞的细胞因

子和趋化因子表达)肿瘤细胞迁移和转移等过程'3(

&

氯通道%尤其是!8

+ i激活的氯通道参与了细胞增殖)

迁移和转移等活动%可作为治疗癌症新兴药物的作用

靶点'$*6$3(

& 有研究显示%!"!#$ 与癌症进展密切相

关'$((

& 离子通道与卵巢癌的发生)发展和耐药性均

具有关联'$,(

& 蛋白质组学研究结果显示%!"!#$ 在

卵巢癌细胞系和肿瘤聚集形成细胞模型中表达增加%

且敲降!"!#$表达可降低癌细胞形成多细胞聚集体

的能力'$&(

& 在肺癌研究中发现%

&

'整合素连接!"!#$

激活下游粘着斑激酶"U?>8:8NTAI9?Q ]9Q8IA%1#m#O细

胞外信号调节激酶"ARSC8>A::V:8C6I9WQ8:6CAWV:8SAN ]9Q8IA%

5Dm#信号通路并与之形成复合物%促进肺癌细胞早

期的血管内生长和转移性生长'$2(

& 有研究提示%低

水平的!"!#$ 与胰腺癌的不良预后显著相关%是胰

腺癌无病生存期较差的独立因素'+)6+$(

& 因此%!"!#$

在不同类型的癌症中的作用机制可能不同& 本研究

结果显示%!"!#$ 在 !D!组织中表达下调%且与不

良预后具有关联%这与相关研究结果相似'++6+*(

&

DBC8本研究结果显示%与癌旁组织比较%!D!组织中

!"!#$ 7D/#表达水平显著降低%提示!"!#$ 可能

是!D!的潜在标志物& 另外%结果显示!"!#$水平与

临床分期)/分期)M分期存在关联%但与E分期关联

性不显著%提示!"!#$下调可能会促进!D!转移%但

与肿瘤的浸润相关性不显著& 以上结果提示%!"!#$

可能是!D!的肿瘤抑制因子%但这与!TAQ 等'&(的研

究结论相反%这可能是由于样本量)患者特征差异所导

致& 研究认为%!"!#$ 通过抑制oQSO

&

6>8SAQ9Q信号

转导途径及上皮间质转化"A@9STA:98:6S?67AIAQ>TX78:

SC8QI9S9?Q%5ME#过程抑制!D!侵袭'+'(

%且!"!#$的

转录与原癌基因>67X>的持续转录相关'+)(

%而>67X>

基因的产物参与调控细胞的增殖与凋亡'+3(

& 本研

究结果显示%!"!#$ 高表达表型中显著富集的基因

集有 $2 个%且不局限于oQSO

&

6>8SAQ9Q信号通路& 因

此%!"!#$ 可能与其他原癌基因相互作用来调控肿

瘤细胞的增殖与凋亡&

DBD8本研究基因集富集分析结果显示%人类丝氨酸O

苏氨酸激酶 **"IAC9QAOSTCA?Q9QA]9Q8IA**%0Em**#

在!"!#$ 高表达表型中下调& 0Em** 属于钙O钙调

蛋白依赖性激酶家族%位于 $$@$3F* 号染色体上%此

位点为与多种疾病"包括癌症#相关的基因富集区

域'+((

& 0Em** 通过5Dm+ 信号通路促进 !D!的发

生'+((

& 研究发现%0Em** 通过激活磷脂酰肌醇 * 激

酶"@T?I@T8S9NX:9Q?I9S?:6* ]9Q8IA%_\*m#O蛋白激酶 b

"@C?SA9Q ]9Q8IAb%#mE#O哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

"78778:98Q S8CWAS?UC8@87X>9Q%7EeD#通路促进人

胰腺神经内分泌肿瘤的生长和进展'+,(

& 本研究结果

显示%!"!#$高表达可下调!D!组织的 0Em** 表达

水平%说明!"!#$ 可能是通过抑制 0Em** 介导的信

号通路来抑制肿瘤的发生发展& 值得注意的是%基因

集富集分析结果显示%在!"!#$ 高表达情况下#mE

表达呈上升状态& 而在多种肿瘤中%_\*mO#mEO7EeD

通路与癌症的发病机制相关%是肿瘤发生的促进因

素'+&(

& 分析认为!"!#$ 与#mE可能存在某种特殊

的结合方式%从而改变了#mE的功能'3(

&

综上所述%!"!#$ 与 !D!的发生)发展具有显

著关联%其有望成为 !D!诊断)治疗和预后预测的

标志物& 但!"!#$ 与其他基因共同影响 !D!的恶

性生物行为的具体分子机制还有待于进一步验证%

还需要深入研究它们之间的结合位点及亚型&

*&,(*
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