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［摘　要］目的：探讨ＷＮＴ信号通路受体ＦＺＤ３ｍＲＮＡ及蛋白在大肠癌细胞及组织中的表达。方法：取正常大
肠细胞株ＣＣＤ１８Ｃｏ、大肠癌细胞株ＳＷ４８０和ＳＷ６２０，以ＷＮＴ信号通路ＰＣＲ芯片筛选大肠癌细胞株中差异性表
达的基因，并选择ＦＺＤ３基因采用ＴａｑｍａｎＰＣＲ法进行验证其在大肠癌细胞中的高表达，同时比较 ＦＺＤ３蛋白在
大肠癌组织、腺瘤组织及癌旁正常组织的表达。结果：与大肠正常细胞株ＣＣＤ１８Ｃｏ比较，１９个基因在大肠癌细
胞株ＳＷ４８０和ＳＷ６２０中表达上调，其中ＦＺＤ３基因为ＣＣＤ１８Ｃｏ的１９５倍和１０５倍；验证结果显示，与大肠正常
细胞株ＣＣＤ１８ＣｏＦＺＤ３比较，ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在ＳＷ４８０和ＳＷ６２０细胞株中较中升高８２０倍和６２２倍，验证了ＦＺＤ３
ｍＲＮＡ在大肠癌细胞株中的高表达；免疫组化结果显示，ＦＺＤ３蛋白在大肠癌组织中表达为１００％，大肠腺瘤中的
表达为８８％，而癌旁正常组织中仅为１７５％，与癌旁正常组织相比，ＦＺＤ３蛋白在大肠癌组织中免疫组化分数高
６．６倍（Ｐ＜００１）；ＦＺＤ３蛋白的高表达与肠癌ＴＮＭ分期显著相关（Ｐ＜０００５）。结论：ＦＺＤ３可能在大肠癌的
发生、发展中起到潜在癌基因的作用。
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［中图分类号］Ｒ７３５．３４　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１６）０６０６８１０５
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０１６．０６．０１４

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＺＤ３ＧｅｎｅａｎｄＰｒｏｔｅｉｎｉｎＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＣａｎｃｅｒ

ＨＥＷａｎ１，ＣＨＥＮＧＺｈｉｑｉａｎｇ１，ＨＵＡＮＧＳｉｑｕａｎ２，ＸＵＲｕｉｌｉａｎ１，ＴＡＮＷｅｎｙｏｎｇ１，ＨＵＡＮＧＫａｉｂｉｎ１，
ＺＨＯＮＧＫｅｌｉ１，ＣＨＥＮＹｉｘｉｎ１，ＣＨＡＮＭｉｎｇｌｅ３，ＦＵＹｕｘｉａｎｇ１，ＸＩＡＬｉｇａｎｇ１

（１．ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＪｉｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＳｈｅｎｚｈｅｎＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈｅｎｚｈｅｎ５１８０２０，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＨｏｎｇＫｏｎｇＰｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；３．ＴｈｅＣｈｉｎｅｓｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＨｏｎｇＫｏｎｇ，ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＺＤ３ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒＷＮＴｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ（ＣＲＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｔｉｓｓｕｅａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｎｏｒ
ｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＣＣＤ１８Ｃｏ，ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＷ４８０ａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＳＷ６２０ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＷＮＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙＰＣＲａｒｒａｙ，ａｎｄＦＺＤ３ｇｅｎｅ
ｗａｓｃｈｏｓｅｎｔｏｖａｌｉｄａｔｅｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＲＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙｕｓｉｎｇＴａｑｍａｎＰＣＲａｓｓａｙ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，
ＦＺＤ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｗａｓａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ，ａｄｅ
ｎｏｍａｔｉｓｓｕｅａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＣＣＤ１８
Ｃｏ，ｎｉｎｅｔｅｅｎｇｅｎｅｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＲＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳＷ４８０ａｎｄＳＷ６２０，ｏｆｗｈｉｃｈ
ＦＺＤ３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ１９５ａｎｄ１０５ｆｏｌｄｓｉｎＳＷ４８０ａｎｄＳＷ６２０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉ
ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＣＣＤ１８Ｃｏ，ＦＺＤ３ｍＲＮＡｕｐｒｅｇ
ｕｌａｔｅｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＷ４８０ａｎｄｉｎＳＷ６２０ｂｙ８２０ｆｏｌｄｓａｎｄ６２２ｆｏｌｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＺＤ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｗａｓ１００％，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｍａｗａｓ８８％，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｏｎｌｙ

１８６

第４１卷　第６期
２０１６年６月 　　　 贵 州 医 科 大 学 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＺＨＯＵＭＥＤＩＣＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　　　
Ｖｏｌ．４１　Ｎｏ．６
２０１６．６

 ［基金项目］深圳市卫生计生系统科研项目（２０１４０１０１３）
通信作者 Ｅｍａｉｌ：３９３３２２３０１＠ｑｑ．ｃｏｍ
网络出版时间：２０１６－０６－１６　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．５０１２．Ｒ．２０１６０６１６．１６３２．０１２．ｈｔｍｌ



１７．５％．Ｔｈｅｒｅｗａｓａ６．６ｆｏｌｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＦＺＤ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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ｔｒｙ；ＴＮＭｓｔａｇｉｎｇ

　　ＷＮＴ信号通路在大肠癌致瘤过程中通过
ＷＮＴ配体结合Ｆｒｉｚｚｌｅｄ（ＦＺＤ）受体，引起核 βｃａｔｅ
ｎｉｎ的转录活动，从而促进肿瘤细胞生长。以上称
为ＷＮＴ信号通路的经典通路［１］。ＷＮＴ信号通路
还包括非经典通路及平面细胞极性通路［２］。人类

ＦＺＤ３基因编码 ＷＮＴ配体的受体，在 ＦＺＤ基因家
族的１０个成员中，ＦＺＤ３定位于 ８号染色体短臂
２１位点，高表达于中枢神经系统区域、睾丸、肾脏、
子宫、前列腺和骨骼肌，而 ＲＴＰＣＲ或 ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂
交检测 ＦＺＤ３在其他正常人类组织低表达［３］。

ＦＺＤ３被认为是多功能的蛋白，它既可在经典
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ途径又可在非经典的 ＷＮＴ途径甚
至ＰＩ３ＫＡＫＴ途径起作用［４］。相对于来自于人外

周血中正常 Ｂ细胞，定量 ＰＣＲ方法检测到 ＦＺＤ３
ｍＲＮＡ的表达在慢性淋巴细胞白血病细胞中升
高［５］。乳腺癌中，ＦＺＤ３基因联合其他 ５种基因
（ＩＴＧＢ５，ＭＲＩＰ，ＭＭＰ１６，ＲＤＸ和 ＲｈｏＡ）是负向预
后指标，以特异性ｓｉＲＮＡ敲减ＦＺＤ３基因可降低乳
腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１的侵袭和迁移能力［６］。

肝癌细胞中，ＦＺＤ３，６，７常常高表达，与活化的ＦＺＤ
依赖的包括经典 βｃａｔｅｎｉｎ途径和非经典 ＰＫＣ和
ＪＮＫ瀑布的信号通路相关［７］。更显著的是，大肠癌

细胞株中ＦＺＤ３ｍＲＮＡ强烈表达，且在４６％的家族
性腺瘤性息肉（ＦＡＰ）和６７％散发性结肠腺瘤中检
测到ＦＺＤ３ｍＲＮＡ的表达，表明 ＦＺＤ３在大肠癌的
成瘤过程中起到关键的作用［８］。然而大肠癌中

ＦＺＤ３基因和蛋白的表达模式尚不清楚，且表达的
意义值得进一步探索。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清购于美
国 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司、Ｑｉａｇｅｎ试剂盒购自德国Ｒｏｃｈｅ公司；ＴａｑＭａｎ逆
转录试剂、ＦＺＤ３特异性引物（Ｈｓ００９０７２７９＿ｍ１）、内
参照 ＧＡＰＤＨ特异性引物 （Ｈｓ９９９９９９０５＿ｍ１）和
ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针购自美国 Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，

人类ＷＮＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭＰＣＲＡｒ
ｒａｙ及逆转录试剂盒 ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＫｉｔ（＃Ｃ０３）
购于德国ＱＩＡＧＥＮ公司。
１．１．２　细胞株　人类大肠癌细胞株 ＳＷ４８０、
ＳＷ６２０和正常大肠细胞株 ＣＣＤ１８Ｃｏ购买自美国
ＡＴＣＣ公司（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ／），细胞常规培
养于含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０（＃３１８００
０２２；ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＣＡ，ＵＳＡ）完全培养液
中，３７℃、５％的 ＣＯ２饱和湿度培养箱内培养，稳
定传代后至指数增长期用于实验。

１．１．３　大肠癌组织　从香港伊丽莎白医院病理科
收集福尔马林固定、石蜡包埋的４０例大肠癌组织
及４１例大肠腺瘤组织。大肠癌患者中男性２５例
（６２５％），女性１５例 （３７５％），中位年龄５９岁。
根据美国癌症联合会（ＡＪＣＣ）的标准：Ⅰ期 ５例
（１２５％）为，Ⅱ期 １３例 （３２５％），Ⅲ期 １４例
（３５０％）及Ⅳ期 ８例 （２００％）。研究获得医院
伦理委员会审核，患者签署知情同意书。

１２　方法
１２１　大肠癌细胞中人类 ＷＮＴ信号通路中高表
达基因的筛选　采用人类 ＷＮＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙ筛选，取 ＳＷ４８０、ＳＷ６２０
及ＣＣＤ１８Ｃｏ单层细胞，采用Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞，提取
总ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计测定总 ＲＮＡ的浓度
及纯度；取 ２μｇ总 ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒 ｔｈｅ
ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＫｉｔ（＃Ｃ０３）说明书进行逆转得到
ｃＤＮＡ。２５μＬＰＣＲＡｒｒａｙ反应体系包括 ｃＤＮＡ、２×
ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＲＴ２ｑＰＣＲ反应混合液和水，反应条
件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ、６０℃退
火／延伸１ｍｉｎ，共４０个循环，计算每孔达到阈值的
循环数（Ｃｔ）。采用２－ΔΔＣｔ法分析结果，重复检测３
次。按以下公式计算各转移相关基因 ｍＲＮＡ相对
表达量：ΔＣｔ＝Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参基因，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ对照组
－ΔＣｔ试验组，Ｆ＝２

－ΔΔＣｔ。根据比较结果，选出 ＷＮＴ
信号通路中高表达基因为ＦＺＤ３。
１２２　验证大肠癌细胞中 ＦＺＤ３ｍＲＮＡ表达　采
用实时定量ＰＣＲ法，取１２１提取的总ＲＮＡ２μｇ，
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采用ＴａｑＭａｎ逆转录试剂将ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。
２０μＬＰＣＲ反应系统包括２０×ＴａｑＭａｎ基因表达
预混液 １μＬ，ＴａｑＭａｎ统一预混液 １０μＬ，水
７μＬ及ｃＤＮＡ２μＬ。５０℃扩增２ｍｉｎ，９５℃预变性
１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ、６０℃退火／延伸１ｍｉｎ，共
４０个循环。计算每个孔的达到阈值的循环数
（Ｃｔ）。按１２１项下方法进行结果分析。
１２３　大肠癌组织中 ＦＺＤ３蛋白表达　采用免疫
组织化学法，大肠癌组织石蜡切片在二甲苯中脱

蜡，分别经１００％、９５％和７０％乙醇再水化，最后在
蒸馏水中洗涤。抗原修复及与 ＦＺＤ３抗体（１∶１００
稀释）结合的过程在 ＶｅｎｔａｎａＢｅｎｃｈＭａｒｋＸＴ自动
染色机上完成，室温孵育约１ｈ３２ｍｉｎ，采用媒染
二氨基联苯沉积物 ＤＡＢ检测蛋白表达；玻片以苏
木精复染，经７０％、９５％及１００％乙醇中脱水，最后
加载盖玻片。不加一抗作为阴性对照。由二位病

理医师独立盲评结果并计分，４００倍放大倍数取５

个视野进行评估得分。ＩＨＣ评分 ＝阳性细胞百分
比×染色强度［９］。

１３　统计学处理
计数资料数值用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组

间比较应用 ｔ检验。组间免疫组织化学评分比较
采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，Ｓｐｅａｒｍａｎｒａｎｋ相关检验
用于分析 ＦＺＤ３蛋白表达相关的临床参数。Ｐ ＜
００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　大肠癌细胞株中高表达基因的筛选
ＰＣＲ芯片结果显示，与大肠正常细胞株

ＣＣＤ１８Ｃｏ比较，１９个基因在大肠癌细胞株 ＳＷ４８０
和ＳＷ６２０中表达上调，其中 ＦＺＤ３基因的表达在
ＳＷ４８０和ＳＷ６２０细胞中较在 ＣＣＤ１８Ｃｏ中为１９５
倍和１０５倍，见表１。

表１　ＷＮＴ信号通路芯片中大肠癌细胞株ＳＷ４８０和ＳＷ６２０中的高表达基因
Ｔａｂ．１　ＮｉｎｅｔｅｅｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｂｏｔｈＳＷ４８０ａｎｄＳＷ６２０ｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＣＣＤ１８ＣｏｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＷＮＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｒｒａｙ

基因名称 编号
表达增高（倍）

ＳＷ４８０ ＳＷ６２０
相关通路 功能

ＡＸＩＮ１ Ｈｓ５９２０８２ ３３４ ４６３ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＣＴＮＮＢ１ Ｈｓ２３９６０ １１４７ ４２９ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＣＴＮＮＢＩＰ１ Ｈｓ４６３７５９ ２３５ ４２３ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＰＯＲＣＮ Ｈｓ３８６４５３ ２０３ ３３２ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＴＣＦ７ Ｈｓ５７３１５３ ４２５２ ２４６ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＤＡＡＭ１ Ｈｓ６５４９３４ ３８４ ２８１ ＷＮＴ 平面细胞极性ＷＮＴ信号通路

ＮＫＤ１ Ｈｓ５９２０５９ １４０８５５ ３３３１６ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＷＮＴ１１ Ｈｓ１０８２１９ ６３９１５ ２８０５３ ＷＮＴ ＷＮＴ／Ｃａ２＋信号通路

ＷＮＴ３ Ｈｓ４４５８８４ ４９６ ２７７ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＷＮＴ６ Ｈｓ２９７６４ ５７１２８７ ７９３４５ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＷＮＴ１０Ａ Ｈｓ１２１５４０ ３１６９４１ ４８５０５ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＦＺＤ３ Ｈｓ４０７３５ １９５３６ １０４８４ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＦＺＤ５ Ｈｓ１７６３１ ９９９ １２５７ ＷＮＴ 经典 ＷＮＴ信号通路

ＭＹＣ Ｈｓ２０２４５３ ８２８ ８６５ ＷＮＴ ＷＮＴ信号靶基因

ＦＯＳＬ１ Ｈｓ２８３５６５ ２７９ ２２１ ＷＮＴ ＷＮＴ信号靶基因

ＰＩＴＸ２ Ｈｓ６４３５８８ １０４８９ ６８５９７ ＷＮＴ ＷＮＴ信号靶基因

Ｔ Ｈｓ３８９４５７ １０９９０ ８６３４ ＷＮＴ ＷＮＴ信号靶基因

ＳＬＣ９Ａ３Ｒ１ Ｈｓ３９６７８３ ２８４４ １８６２ ＷＮＴ 细胞的自动调节

ＫＲＥＭＥＮ１ Ｈｓ２２９３３５ ２８１ １３４７ ＷＮＴ ＷＮＴ信号负调节

ＨＰＲＴ１ Ｈｓ４１２７０７ ４２３ ５００ ＷＮＴ 管家基因

２２　ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在大肠癌细胞中的高表达验证
Ｔａｑｍａｎ探针ＰＣＲ法验证ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在大肠

癌细胞株中的表达。结果显示，与大肠正常细胞株

ＣＣＤ１８ＣｏＦＺＤ３比较，ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在 ＳＷ４８０和
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ＳＷ６２０细胞株中较中升高８２０倍和６２２倍，验证了
ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＰＣＲ芯片检测到的ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在大肠
癌细胞株中的高表达，见图１。
２３　ＦＺＤ３蛋白在大肠癌组织中的表达

免疫组化结果显示，ＦＺＤ３蛋白在大肠癌组织
中表达为１００％，大肠腺瘤中的表达为８８％，而癌
旁正常组织中仅为１７５％（图２）。与癌旁正常组
织相比，ＦＺＤ３蛋白在大肠癌组织中免疫组化分数
高６６倍（Ｐ＜００１），见图３。ＦＺＤ３蛋白的高表
达与肠癌 ＴＮＭ分期显著相关（Ｐ＜０００５），见图
４。

图１　ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在大肠癌细胞株中高表达验证
Ｆｉｇ．１　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＦＺＤ３ｍＲＮＡｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＣＲＣｃｅｌｌｌｉｎｅ

Ａ为癌旁正常组织，Ｂ为大肠腺瘤组织，Ｃ为大肠癌组织

图２　ＦＺＤ３蛋白在大肠癌及大肠腺瘤组织中的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＺＤ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｍａ

图３　石蜡组织切片上ＦＺＤ３染色的ＩＨＣ评分
Ｆｉｇ．３　ＩＨＣｓｃｏｒｅｏｆＦＺＤ３ｓｔａｉｎｉｎｇｏｎｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｓ

图４　不同ＴＮＭ分期大肠癌患者组织中
ＦＺＤ３蛋白表达ＩＨＣ评分

Ｆｉｇ．４　ＩＨＣｓｃｏｒｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴＮＭｓｔａｇｉｎｇ

３　讨论

经典ＷＮＴ信号通路的激活在大肠癌的发展
中起主导作用。本研究结果显示包括 ＡＸＩＮ１，
ＮＫＤ１，ＰＯＲＣＮ，ＷＮＴ１０Ａ，ＷＮＴ３，ＷＮＴ６，ＦＺＤ３，
ＦＺＤ５，ＣＴＮＮＢ１（βｃａｔｅｎｉｎ），ＣＴＮＮＢＩＰ１和 ＴＣＦ７
在内的１１个经典 ＷＮＴ信号通路基因在 ＳＷ４０和
ＳＷ６２０中表达增高，其中 βｃａｔｅｎｉｎ的表达是 ＷＮＴ
信号通路生理性或异常激活的标志，同时ＷＮＴ信
号靶基因ＭＹＣ在 ２种大肠癌细胞株中亦表达增
高，至少部分因为经典 ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
的过度激活导致［１０］。除经典途径外，非经典 ＷＮＴ
信号通路亦参与了大肠癌的发展［１１］。例如 ＷＮＴ３
和ＷＮＴ６既参与经典途径又参与非经典途径，他
们在ＳＷ４８０细胞中的高表达都曾有报道［１２］，本研

究结果与之相符。大肠癌细胞株ＳＷ６２０和ＳＷ４８０
来自同一病人的不同病情阶段，前者取自大肠癌

Ｄｕｋｅ’ｓＣ的病人 １年后广泛转移至淋巴结的细
胞。ＳＷ６２０细胞中ＷＮＴ３和 ＷＮＴ６仍然高表达可
能提示ＷＮＴ信号通路仍然异常激活。

ＦＺＤ３作为ＷＮＴ信号通路的受体，在Ｅｗｉｎｇ肉
４８６
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瘤细胞中 ＷＮＴ诱导的神经元轴突生长中起主导
作用［１３］。ＦＺＤ３在分化差的食管鳞状细胞癌组织
中高表达［１４］。本研究采用 ＴａｑｍａｎＰＣＲ方法证实
大肠癌细胞株 ＳＷ４８０和 ＳＷ６２０较正常肠细胞株
ＣＣＤ１８Ｃｏ高表达 ＦＺＤ３，仔细比较侵袭性高的
ＳＷ６２０细胞和侵袭性较低的 ＳＷ４８０，ＦＺＤ３的表达
呈降低趋势，这个现象曾在卵巢癌中报道，即发生

转移的卵巢癌中表达的 ＦＺＤ３ｍＲＮＡ水平较局限
的卵巢癌中低 ［１５］。免疫组化的结果显示，ＦＺＤ３
蛋白表达水平随着肿瘤的从腺瘤发展到大肠癌升

高，与此相反，Ｃａｌｄｗｅｌｌ等［１６］发现 ＦＺＤ３ｍＲＮＡ在
１１／１４（７９％）大肠腺瘤中过表达，但仅仅在 ９／２３
（３９％）大肠癌中过表达。另一项来自 Ｋｙｏｔｏ基因
及基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库的数据也显示，
大肠癌相对于大肠腺癌 ＦＺＤ３基因表达下降［１６］。

对于这种基因和蛋白表达的不一致性可能的解释

是ｍＲＮＡ表达水平可能因为转录后、翻译或翻译
后调节相关［１７］。但真正原因还需进一步研究。课

题组下一步还将探索同一大肠癌患者组织表达

ＦＺＤ３基因及蛋白的关系及潜在的机制，以期阐明
ＦＺＤ３促进肿瘤进展可能的信号通路。

肿瘤组织 ＦＺＤ３ＩＨＣ分数高于３２７分的患者
主要是Ⅲ和Ⅳ期患者，而分数≤３２７主要是Ⅰ和Ⅱ
期患者［９］。结合本研究结果，ＦＺＤ３蛋白在患者大
肠癌组织中随着临床 ＴＮＭ分期越晚表达越高，提
示ＦＺＤ３可能作为一项大肠癌有用的预后工具。
课题组也将进一步比较ＦＺＤ３表达和传统大肠癌生
物标志物ＣＥＡ的表达的关系，并试图探索ＦＺＤ３蛋
白在外周血的表达，寻找新的辅助预后生物学标志。

总之，ＦＺＤ３基因在大肠癌细胞株中高表达，蛋
白水平亦在大肠腺瘤和大肠癌中表达升高，并且具

有一定的预后价值。
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