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Notchl与Smad4在大肠癌中的表达及其临床意义 

刘 彬，程 勇，李 役 
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【摘 要】目的：研究Notchl和Smad4的表达与大肠癌临床病理的关系，探讨二者在大肠癌演变中的作用。方法：采用免疫组化 

方法检测 51例大肠癌标本中Notchl和 Smad4的表达情况。结果：(1)Notchl的表达明显高于正常组织的表达(P<O．05)，大肠 

癌组织中 Smad4的表达明显低于正常组织(P<0．05)；(2)Notchl表达与年龄、性别、Dukes分期 、淋巴结转移无关(尸>0．05)，但与 

肿瘤的大体类型、组织分级有关(P<0．05)；(3)Smad4表达与年龄、性别、大体类型无关(尸>0．05)，但与肿瘤的Dukes分期、淋巴 

结转移、组织分级有关(P<0．05)；(4)Notch1、Smad4联合表达与肿瘤的组织分级有关(P<O．05)，与其他临床病理学特性无关 

(P>O．05)。结论：Notchl的高表达和 Smad4的低表达与大肠癌的发展，生物学行为和预后可能有关 ，可作为重要的生物学标志。 
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[Abstract]Objective：To observe the expression of Notch 1 and Smad4in colorectal carcinoma and their clinical significance．Method： 

Immunohist0chemistrv staining was used to detect the expression of Notch 1 and Smad4 in 5 1 cases of colorectal carcinoma．Results：(1) 

The expression of Notch1 in colorectal carcinonm was higher than that in the normal tissue(P<O．05)．The expression of Smad4 in colorectal 

carcinoma was lower than that in the normal tissue(P<0．05)．(2)The expression of Notch1 in colorectal carcinoma was not correlated to 

age and sex of patients，Dukes stage and lymph node of metastasis of colorectal carcinoma(P>0．05)，except histological grading and 

pathologicaltypes ofpatients(P<0．05)．(3)The expression ofSmad4in colorectal carcinomawas not correlatedto age and sex ofpatients， 

histological grading of colorectal carcinoma(P>O．05)，except Dukes stage，lymph node of metastasis and pathological types of patients 

(P<0．05)．(4)The combined check on the expression of Notch1and Smad4 in colorectal carcinoma was correlated to histological grading． 

of patients(P<0．05)．Conclusion：Notch1 and Smad4 may be associated with the carcinogenesis，biological behaviors and prognosis of 

colorectal cancer．The two factors may be used as important biological markers for colorectal cancer． 
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Notchl受体属于 Notch受体家族，具有调节细 

胞分化、发育的功能。最近有研究发现，Notch1信号 

通路可参与肿瘤 的发生发展 ，并在不 同肿瘤 中呈现 

出抑癌或者促癌机制【l_。Smad4是一种新近发现的 

抑癌基因，是 TGF—B信号转导通路中起瓶颈作用的 

关键因子。其突变或缺失可使细胞对 TGF—B介导 

的生长抑制效应失去反应，与人类多种肿瘤的发生 

发展有关。本研究利用免疫组化技术初步研究 
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研究方向：胃肠肿瘤外科治疗。 
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Notchl和 Smad4在大肠癌和正常大肠组织 中的表 

达情况，及其与临床病理特征的关系，探讨两者在 

大肠癌发生发展中的作用和关系。 

1 资料与方法 

1．1 临床资料 

从重庆医科大学附属第一医院胃肠外科 2005年 12月 

至 2007年 3月收集保存的大肠癌病理标本。病例资料完整， 

所有病例均经术后组织病理学确诊。其中51例大肠癌标本， 

26例正常大肠组织标本。其中男性患者3O例，女性患者 21 
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例 ， 术前 均 未接受放 、 化疗 。 高分化腺 癌 2 0 例 ， 中低分化腺癌

3 1 例 ；根 据 D u c k s 分期 ， A ／B 期 的 病 例 2 4 例 ， c ，D 期 的 病 例

2 7 例 ；5 1 例病例 中有 1 6 例发 生 淋 巴 结 转 移 ， 3 5 例 无 淋 巴 结

转移 。 所有 组 织 标本 均经 1 0 ％ 甲醛 固定 ， 石 蜡包 埋 。

1 ． 2 试 剂 与 方 法

每个蜡 块取 4 u m 厚 连 续切 片做 免疫 组 化 染 色 。 山羊抗

人 N o t c h l 多 克 隆抗 体购 自美 国 s a n t a c m z 公 司 ( 工 作液 浓 度

1 ： 5 0 ) ， 鼠抗 人 单抗 购 自武 汉 博 士 德 生 物 技 术 有 限 公 司 ( 工

作液 浓 度 1 ： 5 0 ) ， s P 免 疫 组 化 试 剂 盒 购 自福 州 迈 新 生 物 公

司 。

免 疫 组 化 方 法 检 测 大肠 癌 组 织 中 N o t c h l 和 S m a d 4 的 表

达 。 先将 切 片置 于 二 甲苯 中室 温 脱蜡 ， 每次 3 0 m j n ， 共 2 次 ，

乙 醇 梯 度 水 化 处 理 ， 3 ％ 双 氧 水 消 除 内源 性 过 氧 化 物 酶 ， 时

间 1 0 m i n ；E D T A ( p H 8 ． 0 )修 复 液 常 规 修 复 ：微 波 炉 中高 火 7

m i n 、 中低 火 1 5 m i n ， 加 热 以 充 分 暴 露 抗 原 位 点 ， 待 其 自然 冷

却后 ， 加 A 液室 温 封 闭 1 5 m i n ， 山羊抗人 N o t c h l 、 鼠抗 人 s m a d 4

单 抗 ( 1 ： 5 0 ， s a n t a C m z ， u S A 、 武 汉 博 士 德 生 物 技 术 有 限 公

司 )4 ℃ 孵 育过 夜 ， P B s 漂 洗 3 次 ， 每 次 3 m i n ；然 后 加 B 液 ( 福

州 迈 新 )室 温 孵 育 2 5 m i n ， P B s 漂 洗 3 次 ， 每 次 3 m i n ：再 加 c

液 ( 福 州迈 新 T )室 温 孵 育 2 5 m i n ， P B S 漂 洗 3 次 ， 每 次 3 m in ，

D A B 显 色 1 0 m i n ， 终 止 显 色 ， 苏木 精 复染 ， 盐 酸 乙 醇 固 定 、 封

片 、 观 察 。

1 -3 结 果 判 定

光 学 显 微 镜 下 观 察组 织 标本 的着 色程 度 。 N o t c h l 蛋 白阳

性 表 达 主 要 表 现 为 胞 浆 内 内呈 现 棕 黄 色 或 者 棕 褐 色 颗 粒 ， 也

有少 量 细胞 核 呈 现 棕 黄 色颗 粒 。 s m a d 4 蛋 白主要 表 达 于 细 胞

浆 中 ， 以 腺 体 的体部 和 底 部 最 为 明 显 ， 而 细 胞 核 内则 几 乎 无

表 达 。 高倍 镜 下 ( 放 大 4 0 0 倍 )随机 取 4 个 不 同 的视 野 ， 计 数

细 胞 总数 及 核 阳 性 细 胞 数 ， 计 算 阳 性 细胞 的百 分 比 。 N o t c h l

细 胞 染 色标 准 参考 M a s s i 等口报 道 文献 ， 阳性 细胞 数 大 于 2 0 ％

为 阳性 表 达 。 参 照 S a l o v a a r a R 标 准判 定 结 果 ， s m a d 4 阳性 细

胞 数 大 于 5 ％ 为 阳性 表达 。

1 ． 4 统 计 学分 析

用 s P s s 1 3 ． O 统 计 软 件对 数 据 采 用 卡 方 检 验 、 四 格 表 概

率法及 计数资料 的相关 l生分析进 行统计学分析处理 。 以 P < 0 ．0 5

为差 异 有 统计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 N 0 t c h l 、 S m a d 4 在 大 肠 正 常组 织 和 癌 组 织 中的

表 达

N o t c h l 在 大 肠 癌 组 织 中 的 表 达 见 图 1 。 5 l 例 大

肠 癌 标 本 中 N o t c h l 的 强 阳 性 率 为 6 2 ． 7 ％ ( 3 2 ／5 1 ) 。

阳 性 表 达 主 要 集 中 在 癌 细 胞 核 中 ， 其 中核 强 阳 性 率

达 5 0 ． 9 ％ ( 2 6 ／5 1 ) 。 正 常 大 肠 组 织 的 阳 性 表 达 率 为

2 6 ． 9 ％ ( 7 ／2 6 ) ， 两 者 相 比 有 显 著 差 异 ( P < O． 0 1 ) 。 S m a d 4

在 大 肠 癌 组 织 中 的 表 达 见 图 2 。 在 大 肠 癌 标 本 中

S m a d 4 的 阳 性 率 为 5 2 ． 9 ％ ( 2 7 ／5 1 ) ， 正 常 大 肠 组 织 的

的 阳 性 表 达 率 为 9 6 ． 1 ％ ( 2 4 ／2 6 ) ， 两 者 相 比 有 显 著 差

异 ( P < 0 ． 0 1 ) 。

2 ． 2 N o t c h l 、 S m a d 4 在 大 肠 癌 癌 组 织 中的 表 达 与 I临

床 病 理 特 征 的 关 系

N o t c h l 阳 性 表 达 与 结 直 肠 癌 患 者 的 性 别 、 年

龄 、 淋 巴 转 移 、 远 处 转 移 均 无 明 显 相 关 性 (P > 0 ． 0 5 ) ，

而 于 肿 瘤大 小 、 分化 程 度 显 著相 关 (f I< 0 ． 0 l 或 尸l<0 ．0 5 ) 。

在 D u c k s 分 期 A ／B ， C ／D 两 组 患 者 中 ， 两 者 相 比

N o t c h l 阳 性 表 达 没 有 显 著 差 异 (尸> 0 ． 0 5 ) 。 S m a d 4 阳

性 表 达 与 结 直 肠 癌 患 者 的 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 大 小 均

无 明 显 相 关 性 ( P > 0 ． 0 5 ) ， S m a d 4 与 大 肠 癌 组 织 的 分

化 程 度 、 淋 巴 转 移 和 D u c k s 分 期 显 著 相 关 (P < O． 0 1

或 P < 0 ． 0 5 ) ( 表 1 ) 。

2 _3 N 0 t c h l 、 s m a d 4 蛋 白 在 大 肠 癌 中表 达 的 关 系

N o t c h l 阳 性 表 达 的 大 肠 癌 组 织 中 ， S m a d 4 的 阳

性 率 显 著 低 于 N 0 t c h l 阴 性 达 的 大 肠 癌 组 织 中

S m a d 4 的 阳 性 率 ， 1 9 例 N o t c h l 阴 性 性 表 达 的 病 例

中 S m a d 4 阳 性 表 达 1 6 例 ， 3 2 例 N o t c h l 阳 性 性 表 达

的 病 例 中 S m a d 4 阴 性 表 达 2 2 例 。 S p e a r m a n 相 关 性

分 析 显 示 ，
N o t c h l 与 S m a d 4 呈 负 显 著 相 关 ， 相 关 系 数

r = 一 0 -3 2 6 ( 尸：= O． 0 1 4 ) 。

A B C

A ． N o t c h l 在 正 常组 织 为 阴性 表达 ；B ． N o t c h l 在结 直肠 癌组 织 弱表 达 ；C ． N m h l 在结 直肠 癌组 织 强 表达

图 l 结 直 肠 癌 组 织 中的 N o t c h l 蛋 白的表 达 ( D A B 染色 。 ×4 0 0 )
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A B C

A ． s m a d 4 在 正 常组 织 为 阳性 表达 ；B ． S m a d 4 在结直肠 癌组 织 强 表 达 ；c ． s m a d 4 在结直肠 癌组 织 弱 表 达

图 2 结 直 肠 癌 组 织 中的 S m a d 4 蛋 白的表达 ( D A B 染 色 。 ×4 0 0 )

表 l N o t c h l 和 s m a d 4 的表 达 与 大 肠 癌 临床 病 理 特 征 的关 系

注 ：
。 P < O． 0 5 ．

$ 。p < O． 0 1

3 讨 论

N o t c h 基 因 发 现 于 19 1 9 年 l-11．其 参 与 调 节 了 各

式 各 样 细 胞 分 化 发 育 及 调 控 的 信 号 途 径 ， 其 对 细 胞

凋 亡 、 增 殖 、 分 化 及 血 管 形 成 的 效 应 具 有 广 泛 的 影

响 。 1 9 9 1 年 ， N 0 t c h l 在 人 类 T 淋 巴 母 细 胞 白血 病 中

首 先 被 鉴 定 出 来 ， 首 次 提 示 了 N o t c h 信 号 通 路 与 肿

瘤 相 关 H
。 N o t c h l 受 体 信 号 通 路 与 肿 瘤 发 生 发 展 关

系 密 切 ， 在 不 同肿 瘤 中具 有 促 癌 或 抑 癌 作 用 。 本 研

究 发 现 。 在 结 直 肠 癌 中 N 0 t c h l 表 达 较 正 常 结 直 肠 组

织 明 显 上 调 (尸< 0 ． 0 5 ) ， 提 示 N o t c h l 参 与 了 结 直 肠 癌

的 发 生 ， 说 明 N o t c h l 蛋 白的 过 度 表 达 对 于 结 直 肠 癌

的 发 生 是 起 促 进 作 用 的 。 图 l 中我 们 见 到 结 直 肠 癌

组 织 的 腺 管 增 粗 ， 上 皮 细 胞 过 度 增 生 ， 细 胞 核 深 染 ，

体 积 变 大 ；并 高 度 表 达 N o t c h l 蛋 白 ， 说 明 其 过 表 达

可 能 导 致 结 直 肠 腺 上 皮 细 胞 增 殖 过 度 ， 凋 亡 减 少 ， 并

通 过 上 皮 表 型 的 恶 性 转 化 导 致 癌 变 ， 这 在 乳 腺 导 管

上 皮 细 胞 和 乳 腺 癌 的 研 究 中也 已 得 到 证 实 I’I
。

另 有 研 究 发 现 ， N 0 t c h l 通 路 可 调 节 肿 瘤 干 细 胞

的 分 化 ， N 0 t c h l 抑 制 可 导 致 脑 胶 质 瘤 干 细 胞 比 例 减

低 ， 肿 瘤 细 胞 克 隆 形 成 受 到 抑 制 ， 细 胞 分 化 和 凋 亡

增 加同
。 肿 瘤 干 细 胞理 论 认 为 正 是 隐窝 干 细 胞 的异 常

增 殖 导 致 了 大肠 肿 瘤 的 发 生 。 N o t c h l 蛋 白受 体 的 配

体 H e s l 可 以 作 为 结 直 肠 癌 干 细 胞 的 表 面 标 志 的 参

考 指 标m
。 本 文 证 实 N 0 t c h l 表 达 与肿 瘤 大 小 、 肿 瘤 分

化 程 度 显 著 相 关 ， 肿 块 大 于 3 c m 及 分 化 程 度 低 得 直

肠 癌组 织 往往有 N o t c h l 的高表达 ， 由此 推测 N 0 t c h l 蛋

?
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白的高表达可能与肿瘤的分化程度有关 ，分化程度 

越低，其表达就越高，表明 Notch1蛋白的表达异常 

程度可能与结直肠癌组织的分化程度有关 由于 

Notchl和 Hesl表达具有依从性 ，Notchl表达越高． 

Hesl表达越高，由此可间接推测 Notch1可能通过调 

节结直肠肿瘤干细胞促进细胞增 殖及保 持细胞低 

分化状态 ，这与 Notch通路抑制肠分泌细胞的正常分 

化而产生致瘤性的研究相符合【81。 

有研究 者认 为 ，Wnt／13一catenin、Notch、骨形 成 

蛋白(Bone morphogenesis，BMP)的信号系统级联放 

大在上皮细胞 自我更新与癌症发生中有重要作用 。 

BMP信号途径中包括 TGF—B超家族在内的细胞信 

号传导家族成员[91。其中Smad4做为重要的肿瘤抑制 

蛋白，乃TGF-[51信号传导系统的关键组成元件。当 

Notch信号系统出现异常调节 ，或者 由于 Notch基 

因的异常表达 ，导致 Notch1蛋 白的异常表达 ，从而 

破坏了正常的 Wnt／13一catenin、Notch、BMP的信 号系 

统，导致肿瘤细胞内 Smad4蛋 白表达的减少 ，使 

细胞 对TGF—B1的生长抑制产生耐受 ，促进肿瘤 的 

发展。研究已证实 TGF—B1的表达与大肠癌淋巴结 

转移、临床病理分期(Dukes分期)及患者术后复发 

率 、生存率相关 。本文证实 了这一点 ，Smad4蛋 白 

在大肠癌标本中 Smad4的阳性率为52．9％(27／51)， 

正常大肠组织的的阳性表达率为 96．1％(24／26)，两者 

相比有显著差异( 0．01)说明其在结直肠癌发生、发 

展中的作用。伴随着 Notch信号途径的异常表达，引 

起下游级联信号系统 TGF—B超家族在内的细胞信 

号传导的异常，Smad4对 TGF—B1信号转导具有中 

具有关键作用，其缺失或突变可使细胞对 TGF一61 

的生长抑制产生耐受，促进肿瘤的发展。本研究也证 

实了这一点，正常组织中的 Smad4蛋白的表达率在 

大肠癌组织中显著下降，Notch l阳性表达的大肠癌 

组织 中 Smad4的 阳性率显 著低 于 Notch阴性达 的 

大肠癌组织中 Smad4的阳性率。 

Miyaki等1“1用 P—SSCP分析 176例大肠癌肿瘤 

发现，伴远处转移的浸润癌 Smad4的突变频率高于 

腺瘤 ，黏膜内癌及不伴远处转移的浸润癌 ，差异具 

有显著性意义。从本文结果来看，随着大肠癌浸润 

及转移的发展 ．Smad4的阳性率 明显下降 ，提示 

Smad4的低表达与大肠癌的发展及预后有密切关 

系。因此本文认为，Smad4的低表达也可能独立促 

进肿瘤的浸润及转移 ，Smad4可被视为一个独立 的 

肿瘤抑制因子。 

本文研究结果显示 ，大肠癌组织中 Notchl阳性 

组 Smad4的表达明显低于 Notchl阴性组 ．二者表达 

呈明显负相关 ，提示 Smad4基因的缺失或突变阻断 

了 Wnt／6一catenin、Notch、BMP的信 号 系 统 中 的 

TGF—B抑制肿瘤生长的转导通路，而这种阻断作用 

又可能通过负反馈作用使肿瘤细胞 Notch l增加，二 

者可能共 同调节恶性肿瘤 的发生发展及生物学行 

为。 

综上所述，本实验结果提示 Wnf~-catenin、Notch、 

BMP的信号系统信号转导通路的紊乱可使细胞逃 

避TGF—B介导的生长抑制效应，在大肠癌的演进过 

程 中起 到了重要作用 ，因此 ，分析大肠癌组织标本 

中 Notch 1和 Smad4蛋白的表达情况，对于评估大肠 

癌的发展及预后判断具有重要意义，可作为重要的生 

物学标志 ，也为临床治疗大肠癌提供 了一条新 的思 

路 
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