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犘犉犓犉犅３在结肠癌患者中的表达及其临床意义

章密密，何跃君

徐州医学院第二附属医院普通外科，徐州　２２１００６

　　［摘要］　目的：检测６磷酸果糖激酶２／果糖双磷酸酶２同工酶３（ＰＦＫＦＢ３）在大样本结肠癌患者中的表达情况及其临床

意义。方法：用反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫组化法分别检测１５６例结肠癌患者癌和癌旁组织中ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ

和蛋白表达水平，分析其与结肠癌临床病理特征及预后的关系。结果：ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ和蛋白表达在１１４例（７３．１％）患者

的结肠癌组织中高表达。结肠癌组织中ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ水平高表达与脉管内癌栓形成、淋巴结转移和ＴＮＭ分期相关

（犘＜０．０５）。ＰＦＫＦＢ３ｍＲＮＡ高表达患者的生存期短于低表达患者（犘＜０．０５）。结论：ＰＦＫＦＢ３在结肠癌患者癌组织中高表

达，ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ水平高表达与患者恶性表型及不良预后相关。
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　　结肠癌发病率在我国逐年升高。最新的统计

数据［１］显示，结肠癌在我国各种肿瘤中发病率居第

３位。研究
［２］表明，结肠癌的发生伴随着细胞能量

代谢的改变。癌细胞即使在有氧条件下也优先利

用糖酵解途径来提供能量，这一现象被称为肿瘤细

胞的有氧糖酵解，也称为“Ｗａｒｂｕｒｇ效应”
［３］。６磷

酸果糖激酶１（ＰＦＫ１）是糖酵解途径的关键酶，其

最重要的变构激活剂是２，６双磷酸果糖（Ｆ２，６Ｐ２）。

而６磷酸果糖激酶２／果糖双磷酸酶２同工酶３

（ＰＦＫＦＢ３）是促进Ｆ２，６Ｐ２合成最重要的酶，因此具

有协同促进调节肿瘤细胞糖酵解的作用。ＰＦＫＦＢ３

已被发现在多种肿瘤中高表达［４］。然而，有关

ＰＦＫＦＢ３在结肠癌中表达的大样本研究及其临床意

义研究较少。因此，本研究拟检测ＰＦＫＦＢ３在大样

本结肠癌患者中的表达情况，并结合相关临床病理

资料分析ＰＦＫＦＢ３的表达与结肠癌临床病理特征

和预后的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００５年１月至２０１５年１２月

在徐州医学院第二附属医院普通外科住院接受手

术并接受术后规范治疗的１５６例结肠癌患者。其中

男性８９例，女性６７例；年龄１８～８９岁，平均年龄

（６８．５±１７．６）岁。患者术前均未接受放化疗以及

肿瘤靶向治疗。术中收集手术切除的新鲜肠癌组

织与配对的癌旁组织。标本采集后立即置于液氮
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中，随后于－８０℃冰箱中保存待用。所有患者均由

同一组医师进行根治性手术，均经病例证实为结肠

癌。其中，右半结肠癌６２例，横结肠癌１０例，左半

结直肠癌８４例；病理类型均为腺癌；肿瘤分化Ⅰ级

１５例，Ⅱ～Ⅲ级１２０例，Ⅲ级２１例。所有病例均有

完整随访资料，随访截至２０１５年１２月。患者总生

存时间为从手术时间至随访截止时间。本研究经

徐州医学院第二附属医院伦理委员会批准，患者知

情同意并签署知情同意书。

１．２　ＲＴＰＣＲ法检测癌和癌旁组织中ＰＦＫＦＢ３的

表达　用 ＴＲＩｚｏｌ法提取结肠癌和癌旁组织总

ＲＮＡ。取１μｇ总ＲＮＡ样品按ｃＤＮＡ反转录试剂

盒说明合成ｃＤＮＡ，用ＴａＫａＲａ公司的ＳＹＢＲ实时

定量ＰＣＲ试剂盒进行ＲＴＰＣＲ反应。目的基因

ＰＦＫＦＢ３的引物序列正义链：５′ＣＣＴＣＡＣＴＣＧ

ＣＡＧＣＣＡＣＴＴＣＴ３′；反义链：５′ＣＡＧＴＴＣＣＴＡ

ＣＴＣＡＡＴＴＣＣＡＡ３′。内参基因βａｃｔｉｎ的ＲＴ

ＰＣＲ引物序列正义链：５′ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ

ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ３′；反义链：５′ＴＡＡ ＡＧＡ

ＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′。引物均由上

海生工生物合成有限公司合成。反应采用两步法

在ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ
ＴＭ实时荧光定量ＰＣＲ系统进行，反

应条件为：预变性９５℃１ｍｉｎ，变性９５℃５ｓ，退火

和延伸６０℃３０ｓ；共进行４０个循环。癌组织和癌

旁组织中ＰＦＫＦＢ３ｍＲＮＡ的表达差异采用相对定

量法（２－ΔΔＣｔ法）计算。

１．３　免疫组织化学染色法检测癌和癌旁组织中

ＰＦＫＦＢ３的蛋白表达　制作４μｍ石蜡切片，常规

处理后，采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ 二步法和 ＤＡＢ 显色。

ＰＦＫＦＢ３一抗按１∶１５０稀释。

１．４　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ软件数据进行统计

学处理。计量资料采用珔狓±狊表示，组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验或χ
２检验。用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法估

计和绘制生存曲线，用Ｌｏｇｒａｎｋ检验进行两组生存

曲线的比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＦＫＦＢ３在结肠癌组织中的表达情况　ＲＴ

ＰＣＲ法检测（图１）结果显示：１５６例结肠癌患者中，

１１４例（７３．１％）癌组织中ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ表达

水平高于癌旁组织（犘＜０．０５），平均为癌旁组织中

ＰＦＫＦＢ３ｍＲＮＡ表达水平的２．３倍。免疫组化法

结果（图２）显示：癌组织中ＰＦＫＦＢ３的蛋白水平也

高于癌旁组织。

２．２　结肠癌组织ＰＦＫＦＢ３ｍＲＮＡ表达水平与结肠

癌患者临床病理特征的关系　根据癌组织中

ＰＦＫＦＢ３的ｍＲＮＡ相对表达水平，将１５６例患者分

为高表达组（７８例）和低表达组（７８例）两组。结果

显示：ＰＦＫＦＢ３高表达与脉管内癌栓形成、淋巴结转

移和ＴＮＭ分期相关（表１）。

图１　犚犜犘犆犚法检测１５６例结肠癌和癌旁组织中

犘犉犓犉犅３的犿犚犖犃表达水平

图２　免疫组织化学染色法检测犘犉犓犉犅３的蛋白表达水平

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　结肠癌组织ＰＦＫＦＢ３ｍＲＮＡ表达水平与患者

预后的关系　ＰＦＫＦＢ３低表达组术后１、３、５年总生

存率分别为８９．７％、７６．９％、６５．４％，ＰＦＫＦＢ３高表

达组术后１、３、５年总生存率分别为８０．８％、

６１．５％、５１．３％；两组生存率差异有统计学意义

（犘＝０．０２，图３）。
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表１　犘犉犓犉犅３犿犚犖犃水平与结肠癌患者

临床病理特征的关系

犖＝７８，狀

ＰＦＫＦＢ３

低表达组 高表达组
χ
２值 犘值

性别 ０．２３ ０．６３

　男 ４４ ４１

　女 ３４ ３７

年龄 ０．４３ ０．５１

　＞６５岁 ４５ ４９

　≤６５岁 ３３ ２９

脉管内癌栓 ６．２２ ０．０１

　有 ２１ ３６

　无 ５７ ４２

周围神经侵犯 ２．２３ ０．１４

　有 １５ ２３

　无 ６３ ５５

肿瘤直径 ２．４７ ０．１２

　＞４ｃｍ １９ ２８

　≤４ｃｍ ５９ ５０

Ｔ分期 １．１９ ０．７５

　Ｔ１ ６ ４

　Ｔ２ ２０ １７

　Ｔ３ ２１ ２０

　Ｔ４ ３１ ３７

Ｎ分期 ８．３８ ０．０２

　Ｎ０ ３２ １６

　Ｎ１ ２３ ２６

　Ｎ２ ２３ ３６

Ｍ分期 ２．０８ ０．１５

　Ｍ０ ６７ ６０

　Ｍ１ １１ １８

ＴＮＭ分期

　Ⅰ １０ ６ ７．９６ ０．０４

　Ⅱ ２９ １６

　Ⅲ ２８ ３８

　Ⅳ １１ １８

图３　犓犪狆犾犪狀犕犲犻犲狉曲线分析犘犉犓犉犅３犿犚犖犃表达水平

与结肠癌患者预后的关系

犘＝０．０２

３　讨　论

ＰＦＫＦＢ家族共有４个亚型，其中ＰＦＫＦＢ３于

１９９５年首先从脑组织中分离出来
［５］；随后在其他组

织中也相继分离出了 ＰＦＫＦＢ３
［６７］；进一步的研

究［８９］发现，ＰＦＫＦＢ３没有磷酸酶活性而只有激酶活

性。ＰＦＫＦＢ３是促进Ｆ２，６ＢＰ形成的最重要的激

酶。ＰＦＫＦＢ３被认为在肿瘤的生成和代谢过程中发

挥关键作用，但其在大样本结肠癌组织中的表达情

况还不清楚。本研究中检测了ＰＦＫＦＢ３在１５６例

结肠癌患者中的表达情况，显示其在结肠癌组织中

高表达，这与其他肿瘤中的表达情况类似［４］，提示

ＰＦＫＦＢ３在结肠癌形成过程中可能发挥重要作用。

但是其促进结直肠癌肿瘤细胞生长的功能和机制

还有待基础研究进一步证实。

　　此外，本研究表明，ＰＦＫＦＢ３在结肠癌组织中高

表达与脉管内癌栓形成、淋巴结转移和ＴＮＭ分期

明显相关，提示ＰＦＫＦＢ３可能也参与肿瘤细胞的血

行转移和淋巴结转移等过程，这与基础研究［１０］中发

现的ＰＦＫＦＢ３可促进恶性肿瘤的血管生成的结论

相一致。基础研究［１０］表明，ＰＦＫＦＢ３主要通过促进

糖酵解过程而加快肿瘤病理性血管的生成，当阻断

ＰＦＫＦＢ３后，血管内皮细胞的增殖和移动受到抑制，

从而减少血管的生成，达到阻断肿瘤细胞通过血管

进行扩散的目的。但是，ＰＦＫＦＢ３通过何种机制促

进结直肠癌细胞淋巴结转移还有待进一步研究。

另外，ＰＦＫＦＢ３高表达的结直肠癌患者预后较

差，提示ＰＦＫＦＢ３有望作为判断结肠癌患者预后的

指标，但还需要更大样本的临床研究支持，并与癌

胚抗原（ＣＥＡ）等结直肠癌的经典预后指标进行

比较。

综上所述，本研究初步揭示了ＰＦＫＦＢ３在大样

本结直肠癌患者中的表达情况及其临床意义。随

着对ＰＦＫＦＢ３在结直肠癌发生发展过程中作用和

机制的深入研究，将来有望通过阻断ＰＦＫＦＢ３而达

到防治结直肠癌或者通过检测ＰＦＫＦＢ３判断结直

肠癌患者预后的目的。
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