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Ｐ５３与Ⅱ型拓扑异构酶及多重耐药
相关蛋白在合并慢性血吸虫病

结直肠癌组织中的表达

陈寅波　刘卓　钱俊　冯海洋　范永田　李德川

　　【摘要】　目的　探讨Ｐ５３蛋白、Ⅱ型拓扑异构酶（ＴｏｐｏⅡ）及多重耐药相关蛋白（ＭＲＰ）在合并慢性血
吸虫病与非血吸虫病结直肠癌患者中的表达。方法　采用回顾性病例对照研究方法。收集２００８年１月至
２０１０年１２月浙江省肿瘤医院收治的３３８例结直肠癌患者的临床病理资料。收集患者手术切除的结直肠
癌组织。３３８例患者中，８０例合并慢性血吸虫病，２５８例不合并慢性血吸虫病。采用免疫组织化学染色检
测结直肠癌组织中Ｐ５３、ＴｏｐｏⅡ、ＭＲＰ蛋白表达。等级资料以百分比表示，采用非参数检验。结果　Ｐ５３
蛋白阴性、弱阳性、阳性、强阳性表达率在合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织中分别为５００％（４／８０）、
８７５０％（７０／８０）、３７５％（３／８０）、３７５％（３／８０），在不合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织中分别为２８６８％
（７４／２５８）、１９３８％（５０／２５８）、１６６７％（４３／２５８）、３５２７％（９１／２５８），两者比较，差异有统计学意义（Ｚ＝
－２９６２，Ｐ＜００５）。ＴｏｐｏⅡ蛋白阴性、弱阳性、阳性、强阳性表达率在合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织
中分别为８７５％（７／８０）、５１２５％（４１／８０）、２２５０％（１８／８０）、１７５０％（１４／８０），在不合并慢性血吸虫病的
结直肠癌组织中分别为１２０１％（３１／２５８）、５５４３％（１４３／２５８）、２２４８％（５８／２５８）、１００８％（２６／２５８），两者
比较，差异无统计学意义（Ｚ＝－１５５１，Ｐ＞００５）。ＭＲＰ蛋白阴性、弱阳性、阳性、强阳性表达率在合并慢性
血吸虫病的结直肠癌组织中分别为７５０％（６／８０）、４０００％（３２／８０）、２８７５％（２３／８０）、２３７５％（１９／８０），
在不合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织中分别为２４４２％（６３／２５８）、３８３７％（９９／２５８）、２４０３％（６２／２５８）、
１３１８％（３４／２５８），两者比较，差异有统计学意义（Ｚ＝－３４０８，Ｐ＜００５）。结论　Ｐ５３蛋白和ＭＲＰ蛋白在合
并慢性血吸虫病的结直肠癌组织中均呈异常表达，提示其可能参与慢性血吸虫病诱导结直肠癌的分子机制。

　　【关键词】　结直肠肿瘤；　血吸虫病，慢性；　Ｐ５３；　Ⅱ型拓扑异构酶；　多重耐药相关蛋白
　　基金项目：浙江省自然科学基金（Ｙ１５Ｈ１６００２７）
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　　结直肠癌是我国常见实体肿瘤，其发病率随着
我国经济发展日益上升［１］。在长江流域地区，结直

肠癌的发病常与慢性血吸虫病相关。多项研究结果

显示：血吸虫感染所致的肠道慢性炎症是结直肠黏

膜恶变的分子基础之一，但其具体机制尚未完全明

确［２－４］。既往研究结果显示：多种分子蛋白与结直

肠癌发生、发展密切相关［５－６］；其中 Ｐ５３、Ⅱ型拓扑
异构酶（ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅⅡ，ＴｏｐｏⅡ）、多重耐药相关
蛋白（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）
是肠黏膜细胞恶变的关键分子，其表达的变化诱导

肿瘤发生、发展与耐药，但其与肠道慢性血吸虫病的

关系少有报道［７－１０］。本研究回顾性分析２００８年１月
至２０１０年１２月我科收治的３３８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癌组

织标本进行研究，检测 Ｐ５３、ＴｏｐｏⅡ、ＭＲＰ蛋白在结
直肠癌组织中的表达，探讨其在合并慢性血吸虫病

与非血吸虫病结直肠癌患者中的表达差异。

１　资料与方法
１．１　标本来源
　　采用回顾性病例对照研究方法。收集３３８例行
手术切除的结直肠癌组织，其中男２０１例，女１３７例；
年龄２８～８５岁，平均年龄５８岁。３３８例患者中，结
肠癌１１０例，直肠癌２２８例；８０例患者合并慢性血
吸虫病，２５８例不合并慢性血吸虫病。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　纳入标准和排除标准
　　纳入标准：（１）行结直肠癌根治术。（２）经术后
病理学检查确诊为结直肠癌。（３）术前未行新辅助
治疗。（４）临床病理资料完整。

　　排除标准：（１）术前行新辅助治疗。（２）临床病
理资料缺失。

１．３　主要试剂
　　枸橼酸盐溶液、ＰＢＳ缓冲液、二甲苯、３０％过氧
化氢溶液、５％ＢＳＡ封闭液、ＤＡＢ显色液、辣根过氧
化物酶标记的多克隆二抗（山羊抗鼠或兔）均购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。鼠抗人 Ｐ５３抗
体、兔抗人ＴｏｐｏＩＩ抗体、鼠抗人ＭＲＰ抗体均购自美
国Ａｂｃａｍ公司。
１．４　免疫组织化学染色检测
　　将结直肠癌手术切除标本蜡块，在典型肿瘤细
胞区域（图１）获取２个点，制作成免疫组织化学芯
片（厚度为５μｍ）。常规二甲苯脱蜡，柠檬酸钠溶
液水化。采用０３％过氧化氢溶液封闭内源性过氧
化物酶。漂洗后采用５％ＢＳＡ封闭液进行封闭。滴
加抗体（Ｐ５３抗体滴度为 １∶５０００，ＴｏｐｏⅡ抗体为
１∶２５０，ＭＲＰ抗体为１∶２００）。４℃孵育过夜。漂洗
后滴加辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠或抗兔的多

克隆二抗。ＤＡＢ显色，苏木素复染。

图１　合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织虫卵（）　ＨＥ染色　

１Ａ：低倍放大；１Ｂ：高倍放大

１．５　结果判定
　　由两名以上有经验的病理科医师判定结果。
Ｐ５３、ＴｏｐｏⅡ、ＭＲＰ蛋白表达为细胞质内出现黄色或
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棕色颗粒。１００倍镜下选取５个具有代表性的肿瘤
组织区域。平均阳性细胞百分率为０计０分，１％～
２５％计１分，２６％～５０％计２分，５１％～７５％计３分，
＞７５％计４分。染色强度：不染色为０分，浅黄色为
１分，棕黄色为２分，棕色为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：０分为阴性，１～３分为弱阳性，４～８分为
阳性，９～１２分为强阳性。
１．６　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。等级资料
以百分比表示，采用非参数检验。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果
　　Ｐ５３、ＴｏｐｏⅡ、ＭＲＰ蛋白的阴性、弱阳性、阳性、
强阳性表达见图２～４。Ｐ５３、ＭＲＰ蛋白表达率在合
并与不合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织比较，差

异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＴｏｐｏⅡ蛋白表达率
在合并与不合并慢性血吸虫病的结直肠癌组织比

较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

３　讨论
　　慢性血吸虫病是我国血吸虫病流行地区结直肠

癌高发的影响因素之一，血吸虫病在肠壁微环境中

所导致的免疫调节紊乱、氧化应激、内源性致癌源对

结直肠癌的发生、发展至关重要［４］。ＴＮＦα、一氧化
氮合酶在炎症过程中不断诱发细胞 ＤＮＡ损坏与修
复，从而导致恶变发生［１１－１２］。这些机制均是基于肠

道血吸虫感染所产生的慢性炎症环境。关于肠上皮细

胞在炎症影响下发生恶变的分子机制尚未完全明确。

　　Ｐ５３是许多肿瘤如结直肠癌、胃癌、乳腺癌发生
的重要因素，在调节细胞周期、诱导凋亡、化疗耐药

中起重要作用。既往研究结果表明：Ｐ５３蛋白的高
表达与肠息肉恶变、结直肠癌进展和不良预后密切

相关［１３－１４］。另一部分研究结果显示：慢性血吸虫病

感染可能与 Ｐ５３突变参与细胞恶变有关［１５－１７］。本

研究结果显示：合并慢性血吸虫病结直肠癌组织中，

Ｐ５３蛋白阳性表达率高于不合并慢性血吸虫病结直
肠癌组织。这提示慢性血吸虫病可能对Ｐ５３基因突
变有一定影响。

　　ＴｏｐｏⅡ是一种在多种实体肿瘤中参与 ＤＮＡ复
制、染色体分离的蛋白，其表达水平的异常和功能失

调与结直肠癌、肺癌、膀胱癌的发病密切相关，是肿

瘤细胞恶性增殖的特异性标志之一［１０，１８］。既往研

究结果显示：ＴｏｐｏⅡ蛋白高表达与结直肠癌组织浸
润、淋巴结转移相关。然而也有研究结果提示相反

图２　结直肠癌组织中Ｐ５３蛋白表达　免疫组织化学染色　低倍放大　２Ａ：呈阴性表达；２Ｂ：呈弱阳性表达；２Ｃ：呈阳性表达；２Ｄ：呈强阳
性表达　　图３　结直肠癌组织中ＩＩ型拓扑异构酶蛋白表达　免疫组织化学染色　低倍放大　３Ａ：呈阴性表达；３Ｂ：呈弱阳性表达；３Ｃ：
呈阳性表达；３Ｄ：呈强阳性表达　　图４　结直肠癌组织中多重耐药相关蛋白表达　免疫组织化学染色　低倍放大　４Ａ：呈阴性表达；
４Ｂ：呈弱阳性表达；４Ｃ：呈阳性表达；４Ｄ：呈强阳性表达

·７１８·中华消化外科杂志２０１６年８月第１５卷第８期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ａｕｇｕｓｔ２０１６，Ｖｏｌ．１５，Ｎｏ．８



表１　合并与不合并慢性血吸虫病结直肠癌组织中Ｐ５３、ＴｏｐｏⅡ、ＭＲＰ蛋白的表达率比较［例（％）］

Ｐ５３蛋白
结直肠癌组织类型 例数

阴性 弱阳性 阳性 强阳性

合并慢性血吸虫病 ８０ ４ （５．００） ７０（８７．５０） ３ （３．７５） ３ （３．７５）

不合并慢性血吸虫病 ２５８ ７４（２８．６８） ５０（１９．３８） ４３（１６．６７） ９１（３５．２７）

Ｚ值 －２．９６２

Ｐ值 ＜０．０５

ＴｏｐｏⅡ蛋白
结直肠癌组织类型 例数

阴性 弱阳性 阳性 强阳性

合并慢性血吸虫病 ８０ ７ （８．７５） ４１（５１．２５） １８（２２．５０） １４（１７．５０）

不合并慢性血吸虫病 ２５８ ３１（１２．０１） １４３（５５．４３） ５８（２２．４８） ２６（１０．０８）

Ｚ值 －１．５５１

Ｐ值 ＞０．０５

ＭＲＰ
结直肠癌组织类型 例数

阴性 弱阳性 阳性 强阳性

合并慢性血吸虫病 ８０ ６ （７．５０） ３２（４０．００） ２３（２８．７５） １９（２３．７５）

不合并慢性血吸虫病 ２５８ ６３（２４．４２） ９９（３８．３７） ６２（２４．０３） ３４（１３．１８）

Ｚ值 －３．４０８

Ｐ值 ＜０．０５

　　注：ＴｏｐｏⅡ：Ⅱ型拓扑异构酶；ＭＲＰ：多重耐药相关蛋白

的结论：ＴｏｐｏⅡ高表达与结直肠患者良好分期和预
后相关。本研究结果显示：合并与不合并慢性血吸

虫病结直肠癌组织中 ＴｏｐｏⅡ蛋白阳性表达率差异
无统计学意义。这提示慢性血吸虫病对肠上皮细胞

ＴｏｐｏⅡ蛋白的表达并不造成影响。
　　ＭＲＰ是主要位于肿瘤细胞膜表面介导化疗耐
药的糖蛋白，其通过多种转运机制将化疗药物反输

出细胞外［１９］。本研究结果显示：合并慢性血吸虫病

结直肠癌组织中，ＭＲＰ蛋白阳性表达率低于不合并
慢性血吸虫病结直肠癌组织。这提示血吸虫感染可

能参与结直肠癌化疗耐药的分子机制。此外，有研

究结果显示：结直肠癌组织中 ＭＲＰ蛋白的表达与
Ｐ５３突变密切相关［２０］。本研究结果也显示这两者

的表达均与慢性血吸虫病相关。这在一定程度上可

提示Ｐ５３与ＭＲＰ蛋白可能是慢性血吸虫病诱导结
直肠癌的机制之一，但还需进一步分子研究证实。

　　综上，Ｐ５３蛋白和ＭＲＰ蛋白在合并慢性血吸虫
病的结直肠癌组织中分别呈异常高表达和低表达，

提示其可能参与慢性血吸虫病诱导结直肠癌的分子

机制。
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（收稿日期：２０１６０６０２）
（本文编辑：王雪梅）

《中华消化外科杂志》微信公众平台正式上线

　　《中华消化外科杂志》微信公众平台将本着高效、便捷、低耗服务消化外科同道为宗旨，及时发布《中华消化外科杂志》每

期刊发文稿，第一时间更新消化外科领域学术动态。

　　《中华消化外科杂志》微信公众平台主要包括以下栏目和内容：

　　微 官 网：本刊概览：每期快报　过往期刊　指南共识

学术动态：编委风采　最新资讯　精华转载

投稿指南：关于本刊　稿约通则

　　每期快报：介绍本刊最新内容提要，引领读者快速了解当期重点

　　过往期刊：提供本刊２００７－２０１５年每期目次及ＰＤＦ全文免费阅读

　　指南共识：提供本刊近年来刊登的指南与共识（含解读）ＰＤＦ全文免费阅读

　　编委风采：介绍本刊编委基本情况及研究方向，搭建与专家沟通交流的桥梁

　　最新资讯：及时提供本刊最新消息，反映本刊发展动态

　　精华转载：转载各大医学网站的精华信息

　　关于本刊：介绍本刊概况

　　稿约通则：介绍本刊稿件要求
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