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缺氧诱导因子１α和２型谷氨酰胺酶在结直肠癌中的表达及临床意义
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　　［摘要］　目的　检测缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）和２型谷氨酰胺酶
（ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ２，ＧＬＳ２）在结直肠癌中的表达，探讨其临床意义。方法 　应用免疫组化法检测本院结直
肠癌术后１０８例组织标本（其中２３例含癌旁黏膜组织）中 ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２的表达，分析二者的表达与
临床病理参数的相关性；采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析检测ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２表达的相关性，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
法分析结直肠癌中ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２的表达与患者预后的关系，Ｃｏｘ回归模型分析结直肠癌患者预后的
影响因素。结果　结直肠癌组织中 ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２的表达均高于癌旁黏膜组织，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。ＨＩＦ１α的表达与结直肠癌患者年龄、ＴＮＭ分期、淋巴结转移、术后远处转移密切相关（Ｐ＜
０．０５），而ＧＬＳ２的表达与结直肠癌患者年龄、浸润深度、术后远处转移密切相关（Ｐ＜０．０５）。ＨＩＦ１α和
ＧＬＳ２的表达显著正相关（ｒ＝０．４６４，Ｐ＜０．０１），且均与结直肠癌的预后有关，Ｃｏｘ回归分析显示ＴＮＭ分
期、术后远处转移及ＨＩＦ１α、ＧＬＳ２的表达均是结直肠癌预后的独立影响因素（Ｐ＜０．０５）。结论　结直
肠癌患者中ＨＩＦ１α、ＧＬＳ２高表达预后均较低表达差，提示二者在结直肠癌的发生、发展中可能发挥重
要作用。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是最常见的恶
性肿瘤之一，也是引起全球癌症相关死亡的第四大因

素［１－２］。缺氧是实体瘤的重要特征之一，可引起一系

列基因转录和蛋白表达的改变，促进肿瘤的侵袭、转

移，而缺氧诱导因子 １α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，
ＨＩＦ１α）在其中发挥着重要作用［３－４］。ＨＩＦ１α通过多
种机制促进肿瘤糖酵解［４］，但其调控谷氨酰胺代谢的

机制目前尚不清楚。肿瘤细胞中的谷氨酰胺在２型谷
氨酰胺酶（ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ２，ＧＬＳ２）的催化下水解成谷氨
酸从而发挥回补作用，维持有效的三羧酸循环［５］。本

研究检测ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２在结直肠癌组织中的表达
情况，探讨二者可能存在的关系及其临床意义，以期为

后续对肿瘤谷氨酰胺代谢的研究奠定基础。

１　资料与方法

１．１　临床病例
　　收集本院２００２年１月至２０１０年６月手术切除结
直肠癌标本１０８例，其中２３例含癌旁黏膜组织（距肿
瘤边缘３ｃｍ以内），年龄２８～８２岁，平均５７岁。肿瘤
长径２～１５ｃｍ，平均５．２ｃｍ。按ＡＪＣＣ／ＴＮＭ分期法进
行手术病理分期，其中Ⅰ期 ９例，Ⅱ期 ６４例，Ⅲ期
３２例，Ⅳ期３例。组织学分级按ＷＨＯ标准，其中高分
化２２例，中分化６４例，低分化１８例，另有４例分化程
度不明确。切除标本用１０％中性福尔马林固定，石蜡
包埋，ＨＥ染色后由病理学医师进行病理学诊断，连续
切片后进行免疫组化染色。本研究经第三军医大学西

南医院伦理委员会批准，患者知情同意。

１．２　试剂和仪器
　　鼠抗人 ＨＩＦ１α单克隆抗体（ＮＢ１００１０５，Ｎｏｖｕｓ），
兔抗人 ＧＬＳ２多克隆抗体（ＨＰＡ０３８６０８，ＳｉｇｍａＡｌｏｒ
ｉｃｈ），免疫组化试剂盒（ＳＰ９００１）、ＤＡＢ显色试剂盒
（ＺＬＩ９０１７）、ＥＤＴＡ（ＺＬＩ９０６９）均为中杉金桥公司产品，
中性树胶（Ｇ８５９０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　免疫组化染色　　采用免疫组化ＳＰ法。经常
规烤片、脱蜡、水化后，３％过氧化氢室温孵育１０ｍｉｎ，
ＥＤＴＡ缓冲液高温抗原修复１０～１５ｍｉｎ；山羊血清室
温封闭 ２０ｍｉｎ后分别滴加鼠抗人 ＨＩＦ１α一抗

（１∶２００），兔抗人ＧＬＳ２一抗（１∶７５０）放入湿盒中，室温
下孵育１ｈ，４℃孵育过夜（总时间＞１６ｈ）。次日室温
下复温，二抗室温孵育２０ｍｉｎ，辣根酶标记链霉卵白素
室温孵育２０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，苏木精复染，６０℃双蒸水
中蓝化后脱水、透明，中性树胶封片。

１．３．２　结果判定　　ＨＩＦ１α蛋白阳性表达主要定位
于细胞质，少量位于细胞核，ＧＬＳ２蛋白阳性表达定位
于细胞质，阳性结果为棕黄色或棕褐色。采用半定量

法依据各点的染色强度及染色细胞百分比进行判定。

染色强度计分：无阳性染色为０分，浅黄色为１分，棕
黄色为２分，棕褐色为３分；阳性染色细胞构成比计
分：阳性细胞百分比≤５％为 ０分，阳性细胞百分比
６％～２５％为 １分，阳性细胞百分比 ２６％ ～５０％为
２分，阳性细胞百分比５１％～７５％为３分，阳性细胞百
分比＞７５％为４分。最终评分为染色强度计分与阳性
细胞百分比计分的乘积，≤２分为低表达（包含阴性表
达），≥３分为高表达［６－８］。

１．３．３　随访　　１０８例患者全部获得随访。采用电
话或门诊随访的方式，术后第１、２年每３个月随访１
次，第３年开始每 ６个月随访 １次直至患者死亡或
２０１５年６月３０日。总生存时间定义为自手术之日起
至出现与结直肠癌相关的死亡的时间。死于其他原因

或在随访期内生存的病例则作为截尾事件处理。全部

患者随访６～６０个月，中位随访时间６０个月。
１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，
分别行 χ２检验、Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关、生存分析、Ｃｏｘ回
归分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　结直肠癌组织与癌旁黏膜组织中 ＨＩＦ１α和
ＧＬＳ２的表达及其相关性

　　经免疫组化染色显色，ＨＩＦ１α的阳性表达主要位
于细胞质，呈灶状和弥漫分布，少量位于细胞核；ＧＬＳ２
的阳性表达位于细胞质，呈灶状和弥漫分布（图 １）。
在１０８例结直肠癌组织标本中，ＨＩＦ１α高表达５１例
（４７．２％），ＧＬＳ２高表达７０例（６４．８％）；２３例癌旁黏
膜组织中 ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２均低表达，其中 ＨＩＦ１α全

７９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



为阴性表达，而ＧＬＳ２阴性表达１９例。结直肠癌组织
中ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２表达均高于癌旁黏膜组织，差异有
统计学意义（χ２＝１７．７８５，Ｐ＜０．０１；χ２＝３２．０１４，Ｐ＜
０．０１）。ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２表达呈显著正相关（ｒ＝
０４６４，Ｐ＜０．０１；表１、图１）。

表１　结直肠癌中ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２表达的相关性

ＧＬＳ２表达［例（％）］
ＨＩＦ１α表达 ｎ Ｐ

低表达 高表达

低表达 ５７ ３２（５６．１） ２５（４３．９） ＜０．０１

高表达 ５１ ６（１１．８） ４５（８８．２）

２．２　结直肠癌中ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２表达与临床病理参
数的关系

　　结直肠癌组织中ＨＩＦ１α表达与年龄（Ｐ＜０．０５）、
ＴＮＭ分期（Ｐ＜０．０５）、淋巴结转移（Ｐ＜０．０５）及术后
远处转移（Ｐ＜０．０１）有关，即其表达愈强，患者年龄越
大，临床分期越晚，越易发生淋巴结转移和术后远处转

移，但与患者性别、肿瘤长径、肿瘤分化程度、浸润深

度、诊断时远处转移、术后复发无明显相关性（Ｐ＞
００５）。而结直肠癌组织中 ＧＬＳ２表达与年龄（Ｐ＜
００１）、浸润深度（Ｐ＜０．０５）及术后远处转移（Ｐ＜
００１）有关，即其表达愈强，患者年龄越大，越易发生
局部浸润和术后远处转移，但与患者性别、肿瘤长径、

ＴＮＭ分期、肿瘤分化程度、淋巴结转移、诊断时远处转
移、术后复发无明显相关性（Ｐ＞０．０５，表２）。

２．３　结直肠癌ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２表达与术后生存的关系
　　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示结直肠癌患者中，ＨＩＦ
１α低表达者术后平均生存时间明显长于ＨＩＦ１α高表
达者［（５５．３５１±１．６２３）个月ｖｓ（４１．８０４±２．３５５）个月］，
而ＧＬＳ２低表达者术后平均生存时间同样明显长于
ＧＬＳ２高表达者［（５４．２８９±２．１８１）个月 ｖｓ（４６．０５７±
１９７９）个月］，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。
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Ａ：ＨＩＦ１α表达与术后生存的关系；Ｂ：ＧＬＳ２表达与术后生存的关系
图２　结直肠癌患者生存曲线
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Ａ：癌旁黏膜组织中ＨＩＦ１α阴性表达；Ｂ：结直肠癌组织中 ＨＩＦ１α低表达；Ｃ：结直肠癌组织中 ＨＩＦ１α高表达；
Ｄ：癌旁黏膜组织中ＧＬＳ２阴性表达；Ｅ：结直肠癌组织中ＧＬＳ２低表达；Ｆ：结直肠癌组织中ＧＬＳ２高表达

图１　ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２在结直肠癌组织与癌旁黏膜组织中的表达　（ＳＰ×４００）
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表２　结直肠癌中ＨＩＦ１α和ＧＬＳ２表达与临床病理
参数的关系［例（％）］

ＨＩＦ１α表达 ＧＬＳ２表达
临床参数 ｎ Ｐ值ｂ Ｐ值ｂ

低表达

（ｎ＝５７）

高表达

（ｎ＝５１）

低表达

（ｎ＝３８）

高表达

（ｎ＝７０）

性别 ０．１４７ ０．１２０

　男性 ６２ ２９（５０．９）３３（６４．７） １８（４７．４）４４（６２．９）

　女性 ４６ ２８（４９．１）１８（３５．３） ２０（５２．６）２６（３７．１）

年龄（岁） ＜０．０５ ＜０．０１

　≤５５ ４６ ３０（５２．６）１６（３１．４） ２４（６３．２）２２（３１．４）

　＞５５ ６２ ２７（４７．４）３５（６８．６） １４（３６．８）４８（６８．６）

肿瘤长径（ｃｍ） ０．７３９ ０．１９０

　＜５ ４９ ２５（４３．９）２４（４７．１） １４（３６．８）３５（５０．０）

　≥５ ５９ ３２（５６．１）２７（５２．９） ２４（６３．２）３５（５０．０）

ＴＮＭ分期 ＜０．０５ ０．３１９

　Ⅰ～Ⅱ ７３ ４４（７７．２）２９（５６．９） ２８（７３．７）４５（６４．３）

　Ⅲ～Ⅳ ３５ １３（２２．８）２２（４３．１） １０（２６．３）２５（３５．７）

分化程度 ０．２１４ ０．０５７

　其他ａ ４ ３（５．２） １（２．０） ３（７．９） １（１．４）

　低分化 １８ １３（２２．８） ５（９．８） １０（２６．３）８（１１．４）

　中分化 ６４ ３０（５２．６）３４（６６．７） １９（５０．０）４５（６４．３）

　高分化 ２２ １１（１９．３）１１（２１．６） ６（１５．８）１６（２２．９）

浸润深度 ０．２４６ ＜０．０５

　Ｔ１～Ｔ２ １５ １０（１７．５） ５（９．８） ９（２３．７） ６（８．６）

　Ｔ３～Ｔ４ ９３ ４７（８２．５）４６（９０．２） ２９（７６．３）６４（９１．４）

淋巴结转移 ＜０．０５ ０．３９４

　Ｎ０ ７４ ４４（７７．２）３０（５８．８） ２８（７３．７）４６（６５．７）

　Ｎ１～Ｎ２ ３４ １３（２２．８）２１（４１．２） １０（２６．３）２４（３４．３）

诊断时远处转移 ０．２０４ｂ ０．４９６ｂ

　Ｍ０ １０５ ５７（１００）４８（９４．１） ３８（１００．０）６７（９５．７）

　Ｍ１ ３ ０（０） ３（５．９） ０（０．０） ３（４．３）

术后远处转移 ＜０．０１ ＜０．０１

　是 ４１ １２（２１．１）２９（５６．９） ８（２１．１）３３（４７．１）

　否 ６７ ４５（７８．９）２２（４３．１） ３０（７８．９）３７（５２．９）

术后复发 ０．９６８ ０．７５６

　是 ２１ １１（１９．３）１０（１９．６） ８（２１．１）１３（１８．６）

　否 ８７ ４６（８０．７）４１（８０．４） ３０（７８．９）５７（８１．４）

ａ：分化程度不明确的结直肠癌；ｂ：采用校正χ２检验

２．４　结直肠癌患者预后的影响因素
　　应用 Ｃｏｘ比例风险回归模型进行单因素预后分
析，结果显示 ＴＮＭ分期、淋巴结转移、诊断时远处转
移、术后远处转移、ＨＩＦ１α及ＧＬＳ２均是结直肠癌患者
预后的影响因素（Ｐ＜０．０１）；而患者性别、年龄、肿瘤
长径、分化程度、浸润深度及术后复发均不是结直肠癌

患者预后的影响因素（Ｐ＞０．０５）。将单因素分析结果
中影响患者预后的因素全部纳入Ｃｏｘ比例风险回归模
型，进行多因素预后分析，结果发现 ＴＮＭ分期（Ｐ＜
００５）、术后远处转移（Ｐ＜０．０１）、ＨＩＦ１α（Ｐ＜０．０１）、
ＧＬＳ２（Ｐ＜０．０５）均是结直肠癌患者预后的独立影响因
素（表３）。

表３　１０８例结直肠癌患者预后影响因素的单因素及多因素分析
单因素分析 多因素分析

变量
ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ值 ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ值

性别 １．０７９（０．５９１～１．９６８） ０．８０５ － －
年龄（岁） １．９７２（１．０３１～３．７７１） ０．０５３ － －
肿瘤长径（ｃｍ） １．０８４（０．５９９～１．９６２） ０．７９０ － －
ＴＮＭ分期 ２．８９０（１．５９６～５．２３４） ＜０．０１ ２．１９０（１．１０５～３．９３８） ＜０．０５
分化程度 １．３５３（０．８７０～２．１０２） ０．１７９ － －
浸润深度 １．４３４（０．５６５～３．６３８） ０．４４８ － －
淋巴结转移 ２．６３９（１．４５７～４．７８２） ＜０．０１ １．９１８（０．７５３～４．５４１） ０．０９２
诊断时远处转移 ６．６０７（２．０１５～２１．６６４）＜０．０１ ３．０１５（０．７８１～９．５１２） ０．０５１
术后远处转移 ４．６３２（２．４９４～８．６０３） ＜０．０１ ３．１１８（１．２９４～６．０８９） ＜０．０１
术后复发 １．４６２（０．７２２～２．９６２） ０．２９１ － －
ＨＩＦ１α表达 ４．２５３（２．１８０～８．２９４） ＜０．０１ ２．３７５（１．１０８～５．５６１） ＜０．０１
ＧＬＳ２表达 ３．４８６（１．５５２～７．８３１） ＜０．０１ １．８９６（０．９１２～３．５７９） ＜０．０５

３　讨论

　　代谢重编程是肿瘤细胞的一个重要特征［３］。由

于代谢是决定细胞命运的一项基础活动，故在过去的

几年中大多致力于肿瘤细胞代谢重编程分子机制的研

究，而ＨＩＦ１α在其中起着重要的作用［９］。例如，ＨＩＦ
１α通过诱导葡萄糖转运体（ＧＬＵＴ）、２型己糖激酶
（ＨＫ２）、磷酸果糖激酶 １（ＰＦＫ１）、乳酸脱氢酶 Ａ
（ＬＤＨＡ）增强肿瘤细胞糖酵解，而通过上调丙酮酸脱
氢酶激酶１（ＰＤＫ１）抑制线粒体的有氧呼吸［１０］。Ｓｏｈ
等［１１］发现在神经胶质瘤细胞中缺氧可以促进谷氨酰

胺的转运，Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等［１２］观察到缺氧条件下小鼠嗜

铬细胞瘤细胞中内源性的谷氨酰胺合成增加，Ｍａｔｒｅ
等［１３］发现缺氧条件下白血病细胞对谷氨酰胺的利用

也增加：说明缺氧可以促进肿瘤细胞对谷氨酰胺的转

运、合成以及分解利用。但是作为介导细胞适应缺氧

环境的关键因素［８］，ＨＩＦ１α调控缺氧条件下谷氨酰胺
分解利用的具体分子机制目前尚不明确。本研究统计

分析ＧＬＳ２在结直肠癌中的表达，进一步探讨其临床
意义及与 ＨＩＦ１α的关系，发现在结直肠癌组织中
ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２的表达存在明显正相关（ｒ＝０．４６４，
Ｐ＜０．０１）。因此，我们猜测二者之间可能存在着某种
未知的调控关系。Ｈｕ等［１４］证实 ＧＬＳ２是 Ｐ５３的靶基
因，其通过对能量代谢和抗氧化作用的调控发挥 Ｐ５３
的肿瘤抑制作用。Ｌｅｅ等［５］发现在１８６例结肠癌组织
中，ＧＬＳ２的表达明显升高。本研究显示，ＧＬＳ２在结直
肠癌组织中的表达也明显高于癌旁组织（χ２＝３２．０１４，
Ｐ＜０．０１），提示ＧＬＳ２可能同时受其他因素的影响；同
时发现结直肠癌中ＧＬＳ２高表达更容易在肿瘤局部浸
润较深以及术后发生远处转移的患者中测得，提示

ＧＬＳ２可能有利于加速结直肠癌的恶性进展。这与抑制
ＧＬＳ２的表达可以抑制肿瘤细胞的增殖是一致的［５］。

　　ＨＩＦ１α可以促进血管的形成以及糖酵解［１５］，在
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肿瘤细胞适应缺氧的过程中发挥重要作用［１６］。近年

越来越多的证据显示，ＨＩＦ１α在肿瘤转移中也扮演着
关键的角色［１７］。免疫组化分析提示相比于正常组织，

ＨＩＦ１α在多种癌症类型如结直肠癌、胃癌、乳腺癌、胰
腺癌、卵巢癌中均是过度表达的［１８］，且与较差的预后

相关［８］。本研究显示，ＨＩＦ１α在结直肠癌组织中的表
达明显高于癌旁组织（χ２＝１７．７８５，Ｐ＜０．０１），同时
ＨＩＦ１α的表达与 ＴＮＭ分期、淋巴结转移以及术后远
处转移均相关（Ｐ＜０．０５）。这与 Ｓｉｍｉａｎｔｏｎａｋｉ等［１９］的

研究一致。本研究还发现 ＨＩＦ１α高表达时患者预后
较ＨＩＦ１α低表达时差（Ｐ＜０．０１），可以作为预后的独
立影响因素。这与Ｆｅｎｇ等［１７］的研究结果类似。

　　综上所述，本研究显示 ＨＩＦ１α和 ＧＬＳ２的表达存
在明显正相关，同时二者高表达时患者预后较差，均可

作为结直肠癌预后的独立影响因素。ＨＩＦ１α与肿瘤
耐药密切相关，而 ＧＬＳ２则可通过促进细胞内的还原
型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的合成改变细胞的氧化
还原状态引起细胞凋亡减少从而导致耐药［１４］。因此，

我们推测ＨＩＦ１α可能通过调控 ＧＬＳ２的表达改变细
胞内ＧＳＨ水平最终引起结直肠癌细胞的化疗耐受，以
此探寻结直肠癌临床治疗的潜在靶点，为结直肠癌的

临床治疗开辟新的途径。
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