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Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｍａｓｐｉｎ在结肠黏液腺癌中的表达
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摘要：　目的　探讨结肠黏液腺癌中Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ的表达及其与临床病理特征的相关性。方法　应用组
织芯片技术及免疫组织化学方法检测７９例结肠黏液腺癌组织和３２例正常结肠黏膜中 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｍａｓｐｉｎ的表达。
结果　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ在正常结肠黏膜组织中的阳性表达率高于结肠黏液腺癌组织，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达与肿瘤分化程度、临床分期及淋巴结转移有关（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；与患者性别、年龄、肿
瘤大小、肿瘤浸润深度无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。Ｍａｓｐｉｎ阳性表达与肿瘤分化程度、淋巴结转移有关（Ｐ＜０．０１）；与
患者性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤浸润深度及临床分期无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。结论　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ可能参与
了结肠黏液腺癌的发生发展，可作为评估结肠黏液腺癌预后的指标。
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ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｔｈｅｙｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｆｏｒｃｏｌｏｎｉｃｍｕ
ｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ；ｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｍａｓｐｉｎ

　　结肠黏液腺癌是一种常见的消化道肿瘤，其发
生是多种因子参与细胞增殖和凋亡异常的过程，凋

亡异常在恶性肿瘤的发展中起重要作用。Ｃａｓｐａｓｅ３
是重要的凋亡执行因子，Ｍａｓｐｉｎ在肿瘤的侵袭性生
长中可诱导肿瘤细胞凋亡，细胞的凋亡失衡与

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｍａｓｐｉｎ凋亡调节蛋白表达异常均有关

系。本研究利用免疫组织化学及组织芯片技术检测

结肠黏液腺癌组织和正常结肠黏膜组织中Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｍａｓｐｉｎ蛋白的表达，分析这２种蛋白与结肠黏液
腺癌侵袭、转移及预后的相关性。

１　材料与方法

１．１　材料　收集河北北方学院第一附属医院２００４
年１月至２０１２年１月存档蜡块，其中结肠黏液腺癌
组织７９例，正常结肠黏膜组织３２例，所有蜡块全部
切片，由２位高年资病理医师进行诊断复核，所有病
例术前均未行放射治疗和化学治疗。结肠黏液腺癌
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患者平均年龄（５４．０±２．３）岁，其中男３７例，女４２
例；高分化癌３０例，中低分化癌４９例；肿瘤淋巴结
转移远处转移 （ｔｕｍｏｒｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ＴＮＭ）分
期［１］：Ⅰ～Ⅱ期４１例，Ⅲ ～Ⅳ期３８例；有淋巴结转
移５１例，无淋巴结转移２８例。
１．２　组织芯片制作　组织载玻片经过强硫酸浸泡，
充分清洗并烘干，用多聚赖氨酸行防脱片处理，对每

个组织标本进行石蜡切片，苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙ
ｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色，观察切片，选取目标组织
并在切片及其相应石蜡组织块（供体蜡块）上标记，

莱卡石蜡空白蜡块（受体蜡块）与蜂蜡混合（比例为

１１），制成２．２ｃｍ×３．５ｃｍ×１．０ｃｍ蜡块，用加拿
大生产 ＣＤＸ７１８组织芯片仪打孔制成带孔空白蜡
块，将蜡块放在３９～４２℃水浴中软化后，用组织芯
片仪从供体蜡块标记部位逐个取出直径１ｍｍ、高
４ｍｍ的组织柱，推入空白蜡块预先设计的相应孔
内，这样在空白蜡块上制作完成了６８个组织芯片，
为防止染色过程中脱片，每例标本上样４个点，分别
安插在空白蜡块１和２中，对蜡块进行连续切片，裱
于防脱片处理的载玻片上。

１．３　免疫组织化学方法检测 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｍａｓｐｉｎ
表达　采用链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶连接
（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）法分别检测 Ｃａｓｐａｓｅ３
和 Ｍａｓｐｉｎ的表达。鼠抗人 Ｃａｓｐａｓｅ３及鼠抗人
Ｍａｓｐｉｎ为美国 Ｍａｘｉｍ公司产品，ＳＰ试剂盒由北京
中山生物技术有限公司提供。主要免疫组织化学步

骤：石蜡包埋，组织切片厚４μｍ，常规脱蜡至水，用
体积分数３％过氧化氢在室温下作用１０ｍｉｎ，阻断
内源性过氧化物酶；充分水洗，ｐＨ６．０的柠檬酸缓
冲液中高压锅处理１０ｍｉｎ后，室温冷却；非免疫羊
血清封闭１０ｍｉｎ后，加入即用型鼠单抗 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｍａｓｐｉｎ４冰箱过夜，再加入生物素化羊抗鼠 ＩｇＧ
和ＳＰ复合物。以二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，
ＤＡＢ）液显色，苏木精复染，常规脱水，透明，封片。
用磷酸盐缓冲液代替一抗作阴性对照，用已知阳性

切片作阳性对照。

１．４　结果判断　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性产物位于细胞
质，Ｍａｓｐｉｎ蛋白阳性表达主要位于细胞质，少数有
细胞核表达。阳性判断标准为出现明确棕黄色颗

粒。结果判定采用Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ综合评分法：染色强度
评分：无染色为０分，淡黄色颗粒为１分，浅棕黄色
颗粒为２分，出现大量深棕黄色颗粒为３分；阳性细
胞数评分：每张切片随机观察１０个高倍视野，记数
１００个细胞中染色阳性细胞数，＜５％为０分，５％ ～
２５％为１分，２６％ ～５０％为 ２分，５１％ ～７５％为 ３
分，＞７５％为４分。染色强度评分与阳性细胞数评

分之和＜２分为阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），
４～５分为中度阳性（＋＋），６～７分为强阳性
（＋＋＋），＋～＋＋＋均为阳性。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
分析，计数资料组间比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ在结肠正常黏膜组织、结
肠黏液腺癌组织中的表达　结果见图１、２。Ｃａｓｐａｓｅ３
在结肠正常黏膜组织、结肠黏液腺癌组织中阳性率

分别为６５．６２％（２１／３２）、４６８３％（３７／７９），Ｍａｓｐｉｎ
在结肠正常黏膜组织、结肠黏液腺癌组织中阳性率

分别为５９．３７％（１９／３２）、４５５７％（３６／７９）；Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｍａｓｐｉｎ在结肠正常黏膜组织中的表达明显高于
结肠黏液腺癌组织中的表达，差异有统计学意义

（χ２＝１３９４、８．４８，Ｐ＜０．０１）。

Ａ：结肠正常黏膜组织；Ｂ：结肠黏液腺癌组织。

图１　Ｃａｓｐａｓｅ３在结肠正常黏膜和结肠黏液腺癌中的表达
（ＳＰ，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｏｓａ
ａｎｄｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ（ＳＰ，×２００）

Ａ：结肠正常黏膜组织；Ｂ：结肠黏液腺癌组织。

图２　Ｍａｓｐｉｎ在结肠正常黏膜和结肠黏液腺癌中的表达
（ＳＰ，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭａｓｐｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｏｓａａｎｄ
ｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅ（ＳＰ，×２００）

２．２　结肠黏液腺癌中Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ表达与
临床特征关系　结果见表１。Ｃａｓｐａｓｅ３在结肠黏液
腺癌中表达与肿瘤分化程度、临床分期及淋巴结转移

有关（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；与患者性别、年龄、肿瘤大
小、肿瘤浸润深度无明显相关（Ｐ＞０．０５）。Ｍａｓｐｉｎ在
结肠黏液腺癌中的表达与肿瘤分化程度、淋巴结转移

有关（Ｐ＜０．０１）；与患者性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤浸
润深度及临床分期无明显相关（Ｐ＞０．０５）。
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表１　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｍａｓｐｉｎ在结肠黏液腺癌中的表达与临
床特征的关系

Ｔａｂ．１　 ＣｏｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄ
Ｍａｓｐｉｎｉｎｃｏｌｏｎｉｃｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌ
ｆｅａｔｕｒｅ 例（％）

临床病理参数 ｎ Ｃａｓｐａｓｅ３阳性 χ２ Ｐ Ｍａｓｐｉｎ阳性 χ２ Ｐ
性别

　　男 ３７ １７（４５．９５）
０．０２２ ＞０．０５

１６（４３．２４）
０．１５２ ＞０．０５

　　女 ４２ ２０（４７．６２） ２０（４７．６２）
年龄

　　＜４０岁 ４５ ２１（４６．６７）
２．０３５ ＞０．０５

２１（４６．６７）
０．０５１ ＞０．０５

　　≥４０岁 ３４ １６（４７．０６） １５（４４．１２）
肿瘤大小

　　＜３．５ｃｍ ３８ １８（４７．３７）
０．００８ ＞０．０５

１７（４４．７４）
０．０２０ ＞０．０５

　　≥３．５ｃｍ ４１ １９（４６．３４） １９（４６．３４）
浸润深度

　　黏膜肌层 ３１ １４（４５．１６）
０．０５７ ＞０．０５

１４（４５．１６）
０．００３ ＞０．０５

　　浆膜 ４８ ２３（４７．９２） ２２（４５．８３）
分化程度

　　高分化 ３０ １９（６３．３３）
５．２９０ ＜０．０５

１９（６３．３３）
６．１５０ ＜０．０１

　　中低分化 ４９ １８（３６．７３） １７（３４．６９）
淋巴结转移

　　未转移 ２８ １８（６４．２９）
５．６７０ ＜０．０５

１８（６４．２９）
６．１３０ ＜０．０１

　　转移 ５１ １９（３７．２５） １８（３５．２９）
ＴＮＭ分期
　　Ⅰ＋Ⅱ期 ４１ ２６（６３．４１）

１１．４５０ ＜０．０１
２０（４８．７８）

０．３５４ ＞０．０５
　　Ⅲ＋Ⅳ期 ３８ １１（２８．９４） １６（４２．１１）

３　讨论

Ｃａｓｐａｓｅ３是 Ｃａｓｐａｓｅ家族最重要的凋亡执行
者，在细胞凋亡早期阶段被激活，可裂解相应细胞

质、细胞核底物，最终导致细胞凋亡［２４］。大量研究

证实Ｃａｓｐａｓｅ３是介导细胞凋亡的核心蛋白［５７］，其

活化后直接参与切割多种结构蛋白和功能蛋白，导

致细胞以凋亡的方式解体，所以Ｃａｓｐａｓｅ３能较好地
反映细胞凋亡程度。夏钰弘等［８］发现 Ｃａｓｐａｓｅ３在
肝细胞癌组织中表达明显低于正常肝组织及癌旁肝

组织，随着肝细胞癌临床分期的增加其表达显著降

低，提示Ｃａｓｐａｓｅ３在肝细胞癌组织中凋亡率降低，
从而促进肿瘤的生长发展。本研究结果显示，

Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性表达率随结肠黏液腺癌分化程度
降低其表达率减低，提示Ｃａｓｐａｓｅ３表达降低可能与
结肠黏液腺癌形成和进展有关。结肠黏液腺癌中

Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达率与结肠黏液腺癌临床分期、淋
巴结转移相关，临床分期越晚，Ｃａｓｐａｓｅ３阳性率越
低，有淋巴结转移者 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性率越低，说明其
表达越低，结肠黏液腺癌的侵袭、转移能力越强。本

研究还显示，与结肠正常组织相比，在结肠黏液腺癌

组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性率明显降低，这表明
Ｃａｓｐａｓｅ３参与了和凋亡有关的细胞变化过程，可能

成为评估结肠黏液腺癌预后的参考因子。

研究发现，Ｍａｓｐｉｎ是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家
族成员，能够抑制肿瘤细胞生长，诱导其凋亡，在人体

的许多器官（如前列腺、甲状腺、乳腺等）检测到

Ｍａｓｐｉｎ有着高水平的表达［９１０］，而在相应的肿瘤细胞

中表达下调或失表达。提示Ｍａｓｐｉｎ表达可能与抑制
肿瘤进展有一定相关性。齐淑轶等［１１］观察到肺小细

胞癌淋巴结阳性、肿瘤分化差及临床分期晚的患者，

其Ｍａｓｐｉｎ表达阳性率均显著降低。本研究发现
Ｍａｓｐｉｎ蛋白的表达水平随组织分化程度的降低而减
低，提示Ｍａｓｐｉｎ表达下调在结肠黏液腺癌中可能具
有恶性转化能力。实验同时显示Ｍａｓｐｉｎ表达与结肠
黏液腺癌的浸润深度、临床分期无关，与淋巴结转移

有关，有淋巴结转移者呈相对低表达状态，表明

Ｍａｓｐｉｎ表达下调可能促进了肿瘤的发生、发展及转
移。
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