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结直肠癌组织中 Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达及意义
张伟杰　陈小伍　朱达坚　欧阳满照　钟强　刘长春

　　【摘要】　目的　探讨结直肠癌组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达及其与结直肠癌患者临床病理因素和预后的
关系。方法　回顾性分析２００５年６－９月南方医科大学附属顺德第一人民医院收治的４５例结直肠癌患者
的临床病理资料。收集患者行手术切除的结直肠组织标本进行研究。采用免疫组织化学染色检测４５例
结直肠癌患者癌组织及癌旁组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达情况，分析其与结直肠癌患者临床病理因素及预后之
间的关系。采用门诊和电话方式进行随访，随访时间截至２０１３年９月。计数资料比较采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ
确切概率法。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验进行生存分析。预后因素分析采用
ＣＯＸ单因素和多因素分析。结果　Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达主要位于细胞质。结直肠癌组织及癌旁组织中 Ｔｗｉｓｔ
蛋白的阳性表达率分别为６２．２％（２８／４５）和２０．０％（９／４５），两者比较，差异有统计学意义（χ２＝１８．３８３，Ｐ＜
０．０５）。ＴＮＭ分期为Ⅰ～Ⅱ期结直肠癌患者Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性表达率为４２．１％，Ⅲ～Ⅳ期患者为７６．９％。Ｎ０
期结直肠癌患者Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性表达率为４１．７％，Ｎ１～２期为８５．７％。不同 ＴＮＭ分期和淋巴结转移的患
者结直肠癌组织中 Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达比较，差异均有统计学意义（χ２＝５．６６２，９．２４４，Ｐ＜０．０５）。４５例患者
均获得术后随访，随访时间为１０～９６个月，中位随访时间为５４个月。Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阳性和阴性的结直肠
癌患者中位生存时间分别为４４个月和６９个月，５年累积生存率分别为１０．７％和８２．４％，两者生存情况比
较，差异有统计学意义（χ２＝２６．１４７，Ｐ＜０．０５）。单因素分析结果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白表达是影响结直肠癌患者
预后的相关因素（ＨＲ＝８．６６９，９５％可信区间：２．９５９～２５．３９０，Ｐ＜０．０５）。多因素分析结果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白
表达阳性是影响结直肠癌患者预后的独立危险因素（ＨＲ＝５．０５９，９５％可信区间：２．８８８～８．８６３，Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｔｗｉｓｔ蛋白在结直肠癌组织中表达升高，这与结直肠癌的发生、发展密切相关。Ｔｉｗｓｔ蛋白表达阳性
是影响结直肠癌患者预后的独立危险因素。
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　　结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，目前其发
病率在全球居第３位，病死率居第４位，患者５年生
存率为５０％～６０％［１］。晚期结直肠癌患者对化疗药

物敏感性差，预后极差。有研究结果表明：相同

ＴＮＭ分期的结直肠癌患者对化疗药物具有不同的
敏感性和预后［２－３］。Ｔｗｉｓｔ蛋白属于碱性螺旋环螺
旋家族成员，其在肿瘤细胞中高表达，在肿瘤的多药

耐药性、上皮间质转变、抗肿瘤细胞凋亡、肿瘤的侵
袭与转移等方面起着重要作用［４－１０］。本研究回顾

性分析２００５年６－９月我科收治的４５例结直肠癌患
者的临床病理资料，收集患者行手术切除的结直肠

组织标本进行研究，检测 Ｔｗｉｓｔ蛋白在结直肠癌组
织及癌旁组织中的表达，探讨其与结直肠癌患者临

床病理特征和预后的关系。

１　资料与方法
１．１　标本来源
　　本组结直肠癌患者４５例，男２７例，女１８例；年
龄３３～８３岁，平均年龄６１岁。所有患者行结直肠
癌根治术，并经术后病理学检查明确诊断。４５例患
者中，结直肠管状腺癌３５例，乳头状腺癌５例，黏液
腺癌５例。患者术前均未行新辅助治疗。收集手术
切除的结直肠癌组织及癌旁组织（距离阴性切缘≥
１０ｃｍ）。本研究通过我院伦理委员会审批，患者及
家属术前均签署手术知情同意书。

１．２　主要试剂
　　通用型 ＳＰ免疫组织化学染色试剂盒、ＤＡＢ显
色试剂盒及山羊抗兔ＩｇＧ均购自北京中杉金桥生物
技术有限公司。全蛋白提取试剂盒购自南京凯基生

物科技发展有限公司。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自
上海碧云天生物技术有限公司。兔抗人 Ｔｗｉｓｔ单克
隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．３　方法
　　将收集的标本经４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，
４μｍ连续切片。二甲苯脱蜡，水化，枸橼酸盐缓冲
液加热修复抗原１０ｍｉｎ，过氧化氢消除内源性过氧

化物酶活性１０ｍｉｎ。按 ＳＰ免疫组化试剂盒说明书
进行染色，兔抗人Ｔｗｉｓｔ单克隆抗体按１∶２００稀释。
ＤＡＢ显色，苏木精复染。中性树脂封片。
１．４　结果判定
　　由２名有经验的病理科医师判定。Ｔｗｉｓｔ蛋白
表达为细胞质内棕色或棕褐色沉着。每张切片上选

取５个高倍视野（×４００），每个视野计数２００个肿瘤
细胞，计算５个视野的平均阳性细胞百分率。平均
阳性细胞百分率≤１０％为０分，１１％～２５％为１分，
２６％～５０％为２分，≥５１％为３分。染色强度：不染
色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为
３分。将每张切片平均阳性细胞百分率分值与平均
染色强度分值相乘为其染色分数：≤３分为阴性，
４分为弱阳性，６分为阳性，９分为强阳性。将弱阳
性、阳性和强阳性定义为阳性，阴性定义为阴性［１１］。

１．５　随访
　　采用门诊和电话方式进行随访，随访时间截至
２０１３年９月。
１．６　统计学分析
　　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计数资
料比较采用 χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。采用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验
进行生存分析。预后因素分析采用 ＣＯＸ单因素和
多因素分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　免疫组织化学染色检测Ｔｗｉｓｔ蛋白表达情况
　　Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达位于组织细胞的细胞质和细
胞核，以细胞质为主。结直肠癌组织中 Ｔｗｉｓｔ蛋白
的阳性反应呈染色均一的棕色或棕褐色颗粒（图

１Ａ），阳性表达率为６２．２％（２８／４５）。结直肠癌癌
旁组织中大部分无 Ｔｗｉｓｔ蛋白表达（图１Ｂ），阳性表
达率为２０．０％（９／４５）。结直肠癌组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白
的阳性表达率高于相应癌旁组织，两者比较，差异有

统计学意义（χ２＝１８．３８３，Ｐ＜０．０５）。
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１Ａ：结直肠癌组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白呈阳性表达的棕色或棕褐色颗粒；
１Ｂ：结直肠癌癌旁组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白呈阴性表达
图１　Ｔｗｉｓｔ蛋白在结直肠癌组织及癌旁组织中的表达　免疫组织

化学染色　中倍放大

２．２　结直肠癌组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白表达与患者临床病
理因素的关系

　　不同 ＴＮＭ分期和淋巴结转移的患者结直肠癌
组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白的表达比较，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），而不同性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤浸
润深度、远处转移的患者比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　４５例结直肠癌患者临床病理因素与Ｔｗｉｓｔ蛋白
阳性表达率的关系

临床病理因素 例数
Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性
表达率（％） χ２值 Ｐ值

性别

　男 ２７ ６６．７

　女 １８ ５５．６
１．０３４ ＞０．０５

年龄

　≤６０岁 ２３ ６０．９

　＞６０岁 ２２ ６３．６
０．０３７ ＞０．０５

肿瘤部位

　结肠 ２９ ５８．６

　直肠 １６ ６８．８
０．４５０ ＞０．０５

肿瘤分化程度

　高分化 ８ ７５．０

　中分化 ３５ ５７．１
＞０．０５ａ

　低分化 ２ １００．０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ期 １９ ４２．１

　Ⅲ～Ⅳ期 ２６ ７６．９
５．６６２ ＜０．０５

肿瘤浸润深度

　Ｔ１～２期 ５ ８０．０

　Ｔ３～４期 ４０ ６０．０
０．１４５ ＞０．０５

淋巴结转移

　Ｎ０期 ２４ ４１．７

　Ｎ１～２期 ２１ ８５．７
９．２４４ ＜０．０５

远处转移

　Ｍ０期 ３２ ５６．３

　Ｍ１期 １３ ７６．９
０．９１６ ＞０．０５

　　注：ａ采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法

２．３　结直肠癌组织中Ｔｗｉｓｔ蛋白表达与患者预后的
关系

　　４５例患者均获得术后随访，随访时间为１０～
９６个月，中位随访时间为５４个月。Ｔｗｉｓｔ蛋白表达
阳性的结直肠癌患者中位生存时间为４４个月，５年
累积生存率为１０．７％；Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阴性的结直肠
癌患者中位生存时间为６９个月，５年累积生存率为
８２．４％，两者生存情况比较，差异有统计学意义（χ２＝
２６．１４７，Ｐ＜０．０５）。见图２。

图２　Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性表达与阴性表达的结直肠癌患者的生存曲线

２．４　结直肠癌患者预后因素分析
　　单因素分析结果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白表达是影响结
直肠癌患者预后的相关因素（Ｐ＜０．０５）。见表２。
　　多因素分析结果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阳性是影
响结直肠癌患者预后的独立危险因素（ｂ＝１．６２１，标
准误：０．２８６，Ｗａｌｄ＝８．６２４，ＨＲ＝５．０５９，９５％可信区
间：２．８８８～８．８６３，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论
　　Ｔｗｉｓｔ是一种存在于果蝇、鼠及人类等生物体内
的高度保守的转录因子，主要表达于胎盘、胚胎中胚

层以及成人的某些中胚层来源的未分化组织［１２］。已

有的研究结果表明：Ｔｗｉｓｔ蛋白的高表达与多种肿瘤
患者预后密切相关，如乳腺癌、卵巢癌、肝癌、前列腺

癌、骨肉瘤等［１３－１７］。本研究结果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白在
结直肠癌组织中的表达水平高于癌旁组织，这说明

Ｔｗｉｓｔ蛋白可能参与了结直肠癌的发生。Ｔｗｉｓｔ基因
可通过多种途径抑制肿瘤细胞凋亡，表现出癌基因的

特点［１８－１９］。有研究结果表明：转染ｓｉＲＮＡ抑制Ｔｗｉｓｔ
基因表达后，可通过 ｐ５３Ｍｄｍ２途径，减少肿瘤耐药
性，从而促进肿瘤细胞凋亡［２０］。Ｔｗｉｓｔ基因还可通过
对ＡＫＴ途径的正性调控作用抑制肿瘤细胞凋亡［２１－２２］。
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表２　影响４５例结直肠癌患者预后的单因素分析

临床病理因素 赋值 例数 ５年生存率（％） ｂ值 标准误 Ｗａｌｄ值 ＨＲ值 ９５％可信区间 Ｐ值

性别

　男 １ ２７ ３７．０

　女 ０ １８ ３８．９
０．１８３ ０．３１１ ０．３４６ １．２００ ０．６５３～２．２０６ ＞０．０５

年龄

　≤６０岁 ０ ２３ ４３．５

　＞６０岁 １ ２２ ３６．４
０．００８ ０．０１３ ０．３５４ １．００８ ０．９８３～１．０３４ ＞０．０５

肿瘤部位

　结肠 ０ ２９ ４１．４

　直肠 １ １６ ３１．３
－０．０１７ ０．３２３ ０．００３ ０．９８３ ０．５２２～１．８５１ ＞０．０５

肿瘤分化程度

　高分化 １ ８ ３７．５

　中分化 ２ ３５ ４０．０ －０．２７４ ０．４１７ ０．４３３ ０．７６０ ０．３３６～１．７２１ ＞０．０５

　低分化 ３ ２ ０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ期 ０ １９ ５２．６

　Ⅲ～Ⅳ期 １ ２６ ２６．９
－０．８０９ ０．７３４ ２．０６１ ０．４４５ ０．１０６～１．８７５ ＞０．０５

肿瘤浸润深度

　Ｔ１～２期 ０ ５ ６０．０

　Ｔ３～４期 １ ４０ ３５．０
－０．０６４ ０．５０９ ０．０１１ ０．９３０ ０．３４６～２．５４５ ＞０．０５

淋巴结转移

　Ｎ０期 ０ ２４ ５０．０

　Ｎ１～２期 １ ２１ ２３．８
０．８９１ ０．６８３ ５．４５５ ２．４３８ ０．６３９～９．３０８ ＞０．０５

远处转移

　Ｍ０期 ０ ３２ ４６．９

　Ｍ１期 １ １３ １５．４
０．８７０ ０．４９４ ３．６５２ ０．４４５ ０．１０６～１．８７５ ＞０．０５

Ｔｗｉｓｔ蛋白表达

　阴性 ０ １７ ８２．４

　阳性 １ ２８ １０．７
２．１６０ ０．５４８ １６．３４２ ８．６６９ ２．９５９～２５．３９０ ＜０．０５

　　上皮间质转化是指上皮细胞间充质转化的生
物过程，其特征为失去上皮细胞表型的同时获得间

充质细胞表型［２３］。Ｔｗｉｓｔ基因是上皮间质转化过程
中的关键调控因子，可增强肿瘤细胞的移动性。

Ｔｗｉｓｔ基因能结合启动子区域的 Ｅｂｏｘ序列，抑制
ＥＣＤ蛋白转录，从而介导细胞间的连接［２４］。有研

究结果表明：在乳腺癌小鼠模型中，Ｔｗｉｓｔ基因的上
调可引起乳腺癌细胞侵袭、血管内渗能力的升高，利

用ＲＮＡ干扰技术沉默 Ｔｗｉｓｔ基因表达，导致乳腺癌
细胞转移能力明显受到抑制［２５］。本研究结果显示：

不同 ＴＮＭ分期和淋巴结转移的结直肠癌患者癌组
织中Ｔｗｉｓｔ蛋白阳性表达率不同，Ⅲ ～Ⅳ期结直肠
癌患者高于Ⅰ ～Ⅱ期，Ｎ１～２期结直肠癌患者高于
Ｎ０期。结合本研究结果，笔者认为：Ｔｗｉｓｔ蛋白可能
与结直肠癌的发展和转移密切相关，可作为反映肿

瘤发生、发展的生物学指标之一。

　　Ｔｗｉｓｔ蛋白不仅在肿瘤发生、发展、侵袭及转移
中有促进作用，还与患者预后不良相关。本研究结

果显示：Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阴性的结直肠癌患者预后优
于Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阳性患者，且 Ｔｗｉｓｔ蛋白表达阳性
是影响结直肠癌患者预后的独立危险因素。这提示

检测Ｔｗｉｓｔ蛋白表达水平可作为判断结直肠癌患者
预后的重要手段，可能有助于临床医师对结直肠癌

患者及时、准确判断预后，实现肿瘤的个体化治疗。

　　综上所述，Ｔｗｉｓｔ蛋白在结直肠癌中高表达，与
结直肠癌的发生、发展、侵袭、转移及预后密切相关，

对评价结直肠癌患者预后有一定临床意义。Ｔｗｉｓｔ
蛋白可作为恶性肿瘤标志物，这将有助于研究特异

性的抗肿瘤侵袭、抗肿瘤耐药性的药物。然而对于

Ｔｗｉｓｔ基因作用的分子机制仍需进一步研究，以期为
探讨结直肠癌发病的分子机制提供帮助，也为结直

肠癌的靶向治疗提供新的思路。
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