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ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织中的表达及其临床意义

陈晓燕，罗金键

（郑州大学附属郑州中心医院消化内科，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织及癌旁组织中的表达，分析其与结直肠癌患者临床病理参数的相关
性。方法　选择２０１４年１１月至２０１６年１１月于郑州市中心医院胃肠外科行手术切除的６０例结直肠癌患者的癌组
织及癌旁组织为研究对象，所有标本经病理学证实。免疫组织化学法和实时荧光定量聚合酶链反应检测ＣＸＣＬ８蛋白
和ｍＲＮＡ在结直肠癌组织及癌旁组织中的表达。结果　ＣＸＣＬ８ｍＲＮＡ在结直肠癌组织和癌旁组织中的表达分别为
１５７．６±２６．２和４２．７±９．６，ＣＸＣＬ８ｍＲＮＡ在结直肠癌组织中的表达显著高于癌旁组织（Ｐ＜００５）。ＣＸＣＬ８蛋白在结
直肠癌组织和癌旁组织中的阳性表达率分别为８３．３％（５０／６０）和２５．０％（１５／６０），ＣＸＣＬ８蛋白在结直肠癌组织中的
阳性表达率高于癌旁组织（χ２＝４１．１０，Ｐ＜０．０１）；ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织中的表达与淋巴结转移、肿瘤分期有关（Ｐ＜
０．０５），与结直肠癌患者的年龄、性别及结直肠癌分化程度无相关性（Ｐ＞００５）。结论　ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织中呈
高表达，且与结直肠癌患者的淋巴结转移情况、肿瘤分期有相关性。
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　　结直肠癌是一种常见的消化系统恶性肿瘤，是
全世界第３大最常见的癌症，是癌症导致死亡的第
２大主要原因［１２］。诊断为结直肠癌的患者在６ａ内
大约５０％死于远处转移［３］。随着人们生活方式、饮

食习惯的改变及其他危险因素的增加，结直肠癌的

发病率呈上升趋势。尽管结直肠癌的诊断技术和治

疗方法不断提高，但是早期患者术后复发率及中晚

期患者放射治疗、化学治疗后的生存期均未得到明

显改善。近年来，一些重要的肿瘤相关基因被发现，

逐渐用于肿瘤基因治疗及靶向药物治疗等。在这个

过程中寻找一个关键的治疗靶点，即肿瘤相关癌基

因非常重要。目前，肿瘤微环境在肿瘤的发生、发展

中发挥重要作用［４］，而ＣＸＣＬ８在其中是比较重要的
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免疫抑制因子［５６］，ＣＸＣＬ８在甲状腺癌及卵巢癌中
均能够促进癌细胞的侵袭、迁移及转移［７８］。而ＣＸ
ＣＬ８在结直肠癌中的表达及发挥的作用尚未详细地
阐述，因此，本研究拟探讨 ＣＸＣＬ８在结直肠癌中的
表达，分析其与结直肠癌患者临床病理参数的相关

性，进一步阐述ＣＸＣＬ８是否可以作为结直肠癌患者
的理想免疫治疗靶点。

１　资料和方法

１．１　一般资料　选取２０１４年１１月至２０１６年１１
月于郑州大学附属郑州中心医院胃肠外科行手术切

除的６０例结直肠癌患者的癌组织及对应的癌旁正
常黏膜组织（癌旁组织）为研究对象。所有病例均

经病理学确诊，术前均未行放射、化学治疗等干预。

所有标本均在手术进行中收集且经患者知情同意。

１．２　主要试剂与仪器　ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ、反转录试剂
盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ购自日本ＴＡＫＡＲＡ公
司，免疫组织化学试剂盒购自中国东源生物科技有

限公司，ＣＸＣＬ８单克隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司。
聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪购
自美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司，高通量组织破碎仪购自宁波新
芝生物科技股份有限公司，Ｎａｎｏｄｒｏｐ核酸蛋白测定
仪购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，倒置显微镜购自
美国Ｌｅｉｋａ公司，引物均由上海生工生物工程有限
公司合成。内参磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）上游引物序列：５′
ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′，下游引物序列：５′
ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３′，引物大小 １３８ｂｐ；
ＣＸＣＬ８上 游 引 物 序 列：５′ＧＴＴＧＴＡＧＧＧＴＴＧＣ
ＣＡＧＡＴＧＣ３′，下 游 引 物 序 列：５′ＴＴＣＴＣＣＣＧＴＧ
ＣＡＡＴＡＴＣＴＡＧＧ３′，引物大小１９０ｂｐ。
１．３　实时荧光定量聚合酶链反应检测 ＣＸＣＬ８
ｍＲＮＡ在结直肠癌组织和癌旁组织中的表达　将
结直肠癌组织和癌旁组织分别匀浆后室温静置

５ｍｉｎ；４℃ １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液；
加入５００μＬ氯仿，震荡２ｍｉｎ，室温孵育５ｍｉｎ；４℃
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心 １５ｍｉｎ，取上清液；加入
５００μＬ异丙醇，震荡２ｍｉｎ，室温孵育１０ｍｉｎ；４℃
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加１ｍＬ体积分
数７５％乙醇，涡旋混匀，４℃ １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，弃上清液；干燥后加适量焦碳酸二乙酯（ｄｉ
ｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）水溶解 ＲＮＡ。Ｎａｎｏｄｒｏｐ
核酸蛋白测定仪检测 ＲＮＡ浓度及纯度。反转录反
应严格按照试剂盒说明书操作，反应条件为 ３７℃
１５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃短暂保存；得到的 ｃＤＮＡ
于－２０℃ 冻存备用。以反转录提取的 ｃＤＮＡ作为

模板，应用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行
ＰＣＲ；反应条件为 ９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃
１０ｓ，７２℃ １０ｓ，４０个扩增循环；应用美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｍｘ３００５Ｐ仪器行定量检测和溶解曲线分析，每个样
本反应均设３个复孔。实验均重复３次，计算均值。
１．４　免疫组织化学染色法检测 ＣＸＣＬ８蛋白在结
直肠癌组织和癌旁组织中的表达　分别固定组织，
包埋，烤片；将切片依次在８ｍｏｌ·Ｌ－１二甲苯中浸泡
１５ｍｉｎ，体积分数 １００％、９５％、９０％、８０％、７０％、
６０％、５０％ 乙醇梯度脱水；流水冲洗２ｍｉｎ，抗原修
复，室温冷却 ２ｈ；体积分数３％过氧化氢室温孵育
１０ｍｉｎ。磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗３次；滴加试剂 Ａ封闭，室温孵育 ３０ｍｉｎ；
滴加一抗５０～７０μＬ，湿盒中４℃孵育过夜；室温恢
复１ｈ，ＰＢＳ洗４次；滴加试剂 Ｂ，室温孵育３０ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗１次；滴加试剂Ｃ，孵育 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；
滴加５０μＬ新配制二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，
ＤＡＢ），显色０．５～２．０ｍｉｎ，流水冲洗２ｍｉｎ终止显
色；滴加 ５０μＬ苏木精，染色 １５ｍｉｎ，流水冲洗
１０ｍｉｎ；依次在体积分数 ５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％、９５％、１００％ 乙醇中浸泡 １ｍｉｎ，二甲苯中浸泡
１５ｍｉｎ；中性树胶封片；拍照并保存图像。免疫组织
化学结果判读：由２名经验丰富的病理科医师对结
果进行判定。ＣＸＣＬ８蛋白阳性表达呈棕黄色，主要
定位于细胞膜和（或）细胞质中。在４００倍镜下观
察，随机取５个视野，采用染色强度和阳性细胞百分
比进行评分；染色强度分为 ４级，阴性：０分；弱阳
性：１分；阳性：２分；强阳性：３分。阳性细胞百分比
分为５级，０分：阳性细胞 ＜５％；１分：５％≤阳性细
胞 ＜２５％；２分：２５％≤阳性细胞 ＜５０％；３分：
５０％≤阳性细胞 ＜７５％；４分：阳性细胞≥７５％。染
色强度和阳性细胞百分比所得分数乘积即为每张切

片的得分；０～１分：阴性（
!

）；２～３分：弱阳性
（＋）；≥４分：阳性（＋＋）。弱阳性和阳性统一判
定为阳性。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件及 Ｐｒｉｓｍ５
软件进行统计学分析，计量资料以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验；计数资料以百分比表示，
采用χ２检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＸＣＬ８ｍＲＮＡ在结直肠癌组织及癌旁组织
中的表达　ＣＸＣＬ８ｍＲＮＡ在结直肠癌组织和癌旁
组织中的表达分别为１５７．６±２６．２和 ４２．７±９６，
ＣＸＣＬ８ｍＲＮＡ在结直肠癌组织中的表达显著高于
癌旁组织，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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２．２　ＣＸＣＬ８蛋白在结直肠癌组织及癌旁组织中的
表达　结果见图１。在癌旁组织中，ＣＸＣＬ８阴性表
达４５例（７５．０％），弱阳性表达１５例（２５．０％）；在
癌组织中，ＣＸＣＬ８阴性表达１０例（１６．７％），阳性表
达５０例（８３３％）。ＣＸＣＬ８蛋白在结直肠癌组织中
的阳性表达率高于癌旁组织，差异有统计学意义

（χ２＝４１．１０，Ｐ＜０．０１）。

Ａ：癌旁组织；Ｂ：癌组织。

图１　ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织和癌旁组织中的表达（免疫

组织化学法，×４００）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＬ８ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄｍａｒｇｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ，×

４００）

２．３　ＣＸＣＬ８与结直肠癌患者临床病理参数的相关
性分析　结果见表１。ＣＸＣＬ８在结直肠癌组织中的
表达与淋巴结转移、肿瘤分期有关（Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５），与年龄、性别及结直肠癌分化程度无相关性
（Ｐ＞００５）。
表１　ＣＸＣＬ８与结直肠癌患者临床病理参数的相关性分析

Ｔａｂ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＣＸＣＬ８ａｎｄｃｌｉｎｉｃｏ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

变量 ｎ
ＣＸＣＬ８

阴性／例（％）弱阳性或阳性／例（％）
χ２ Ｐ

年龄

　　≤６０岁 ２１ １１（５２．４） １０（４７．６）
０．２４ ＞０．０５

　　＞６０岁 ３９ ２３（５９．０） １６（４１．０）
性别

　　男 ３８ ２１（５５．３） １７（４４．７）
０．０７ ＞０．０５

　　女 ２２ １３（５９．１） ９（４０．９）
淋巴结转移

　　未转移 ３３ ３１（９３．９） ２（６．１）
４１．４０ ＜０．０１

　　转移 ２７ ３（１１．１） ２４（８８．９）
肿瘤分期

　　Ⅰ～Ⅱ期 ３８ ３０（７８．９） ８（２１．１）
２１．１０ ＜０．０５

　　Ⅲ～Ⅳ期 ２２ ４（１８．２） １８（８１．８）
分化程度

　　Ⅰ ２５ １６（６４．０） ９（３６．０）
０．９０ ＞０．０５

　　Ⅱ～Ⅲ ３５ １８（５１．４） １７（４８．６）

３　讨论

结直肠癌发病率极高，从全球来看，每年诊断为

结直肠癌的病例大约１４０万，约６０．８万患者发生死

亡［９］。在过去的十年中，尽管结直肠癌的诊断及治

疗已经取得了进展，但是，结直肠癌患者的整体生存

率并没有显著提高［１０］。结直肠癌是由于表观遗传

及基因改变导致的，主要包括致癌基因、肿瘤抑制基

因、错配修复基因及结肠黏膜细胞中的细胞周期调

控基因，这些因素的改变会推动结直肠癌发生及发

展的关键途径［９１０］。

肿瘤微环境在肿瘤的发生及发展过程中起着重

要作用［４］，在肿瘤微环境中除了肿瘤细胞外，还有

多种免疫抑制因子和免疫抑制细胞，它们均能促进

肿瘤的进展［１１１２］。有文献报道，细胞因子参与了肿

瘤的发生和转移［１３］。有研究报道，ＣＸＣＬ８能够促进
卵巢癌细胞的侵袭及转移［８］，也能促进胃癌的进

展［１４］，同时 ＣＸＣＬ８还可以预测胰腺癌患者的预
后［１５］。在结直肠癌中，肿瘤细胞能够选择性上调细

胞因子的表达［１６１７］，并且，有大量临床研究表明，细

胞因子在结直肠癌的发生、发展及转移过程中发挥

了重要的作用［１８］。本研究结果显示，ＣＸＣＬ８蛋白和
ｍＲＮＡ在结直肠癌组织中的表达显著高于癌旁组
织，并且 ＣＸＣＬ８在发生淋巴结转移、肿瘤分期为
Ⅲ～Ⅳ期的结直肠癌患者中的阳性表达率均明显高
于未发生淋巴结转移及肿瘤分期为Ⅰ ～Ⅱ期的患
者，故作者认为 ＣＸＣＬ８与结直肠癌的发生、发展
相关。

综上所述，ＣＸＣＬ８在结直肠癌的发生及发展过
程中发挥了重要作用，可能作为判断结直肠癌患者

预后的一个指标。
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离病灶，因此，术中对施术者提出了更高的技术要

求。首先，应构建良好有效的操作空间，确保术野暴

露充分［８］；其次，要预防重要神经和血管损伤，确保

分离层次清晰，术中勿对甲状腺过度牵拉，在切断腺

体、血管时，可通过电刀慢凝防止出血；再者，术野止

血要彻底，以预防术后出血，术后经前胸壁切口留置

术野引流管，外接负压吸引壶以适当加压止血［９］；

最后，防止皮下积液、积气，尽可能将二氧化碳压力

调节至 ６～８ｍｍＨｇ，手术结束后二氧化碳充分
排出［１０］。

综上所述，腔镜甲状腺手术治疗良性甲状腺疾

病临床疗效佳，手术创伤小，手术时间短，患者术后

恢复快，并发症少，颈前无瘢痕，美容效果佳，且安全

性较高。
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