
World Chin J Digestol  2004 March;12(3):585-589
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 大肠癌 COLORECTAL CANCER •

大肠腺癌组织leptin受体的表达意义

吴   江, 邓长生, 陈立平

吴江, 邓长生, 陈立平, 武汉大学中南医院消化内科  湖北省武汉市  430071
吴江, 男, 1978-05-07生, 湖北武汉人, 2001年武汉大学医学院本科毕业,
现为武汉大学中南医院消化内科研究生.
项目负责人: 吴江, 430071, 湖北省武汉市东湖路169号, 武汉大学中南医
院消化内科.  no-river@163.net
电话: 027-87877459
收稿日期: 2003-11-13    接受日期: 2003-12-16

Expression and significance of leptin
receptor in colorectal adenocarcinoma

Jiang Wu, Chang-Sheng Deng, Li-Ping Chen

Jiang Wu, Chang-Sheng Deng, Li-Ping Chen, Department of
Gastroenterology, Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan
430071, Hubei Province, China
Correspondence to: Jiang Wu, Department of Gastroenterology,
Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, Hubei
Province, China.  no-river@163.net
Received: 2003-11-13    Accepted: 2003-12-16

Abstract
AIM: To investigation the expression of leptin receptor in
colorectal cell lines and colorectal adenocarcinoma tissue,
and the relationship between its expression, vascular pro-
liferation and tumor cell proliferation.

METHODS: The expression of leptin receptor, CD34 and
Ki67 proteins was detected by immunohistochemistry in
HT29 and SW480 cells and colorectal adenocarcinoma
tissues. Leptin receptor, the MVD and cell proliferation
exponent were analyzed by image analysis software.

RESULTS: Leptin receptor was expressed in HT29 cells,
SW480 cells and all colorectal adenocarcinoma tissue. The
normal large intestine tissue also had leptin receptor, but
the mean of their absorbance was lower than that of
colorectal adenocarcinoma tissue (0.153±0.011 vs 0.115±
0.071, P <0.05). The MVD and Ki67 exponent of colorectal
adenocarcinoma tissue were both higher than those of
normal controls (41.500±10.700 vs 31.300±11.100, P <0.01;
0.458±0.108 vs 0.312±0.097, P <0.01). There was a positive
correlation between leptin receptor and Ki67 exponent
(r =0.388, P <0.05). The MVD of colorectal adenocarci-
noma tissue which leptin receptor expressed in blood ves-
sel endothelial cells was higher than the negative ones
(45.100±10.000 vs 37.400±10.200, P <0.05). The corre-
lation could not be found between leptin receptor and clinical
pathologic parameters of colorectal adenocarcinoma.

CONCLUSION: Leptin may have some roles to accelerate
tumor cell proliferation and vascular proliferation in colorectal
adenocarcinoma tissue after it binds leptin receptor.

Wu J, Deng CS, Chen LP. Expression and significance of leptin recep-
tor in colorectal adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(3):585-589

摘要

目的: 研究leptin受体在人大肠癌细胞系及大肠腺癌组织中

的表达 探讨与肿瘤血管生成 细胞增生之间的关系.

方法: 免疫组织化学方法+图像分析检测leptin受体 CD34

及Ki67的表达 并计算肿瘤微血管密度及细胞增生指数.

结果: leptin受体在SW480 HT29细胞以及大肠癌组织均

有表达 大肠腺癌组织的平均染色吸光度比正常大肠组织

高(0.153 0.011 vs 0.115 0.071 P <0.05) 与 Ki67

指数呈正相关(r =0.388 P <0.05); 血管内皮细胞表达

leptin受体的大肠腺癌 其MVD较高(45.100 10.000 vs

37.400 10.200 P <0.05) 二者之间正相关(r =0.569

P <0.05); 大肠腺癌MVD Ki67指数比正常组织高(41.500

10.700 vs 31.300 11.100 P <0.01; 0.458 0.108 vs

0.312 0.097 P <0.01); leptin受体的表达与大肠腺癌临

床病理参数之间未见相关.

结论: leptin与大肠腺癌上的leptin受体结合后 在促进肿

瘤细胞增生及肿瘤组织的血管增生方面具有一定的作用.
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0   引言

肥胖基因(Ob基因)的表达产物 leptin蛋白(瘦素)具有抑

制摄食 增加能量支出 调节代谢 激素分泌 生

殖和免疫等多种功能. leptin 必须与不同靶器官上的

leptin受体(leptin receptor 也称Ob-R)结合方能发挥其

生物学功能. 我们用免疫组织化学方法检测leptin受体

在大肠癌细胞系SW480 HT29 大肠腺癌组织及正常

大肠组织中的表达 并用抗CD34抗体标记肿瘤组织微

血管密度(MVD) 用抗Ki67抗体标记增生期细胞 检测

肿瘤组织细胞增生指数 探讨leptin受体表达与微血管

密度 细胞增生指数的关系 及其与大肠癌临床病理参

数之间的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠癌细胞系SW480 HT29 由武汉大学生

命科学学院提供 取细胞悬液均匀涂于多聚赖氨酸处

理的载玻片上 干燥后浸入冷丙酮中固定5-10 min

自然干燥 放-20 冰箱保存备用. 2001/2002武汉大
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学中南医院手术切除大肠腺癌标本 30 例 男 18 例

女 12 例 年龄 25-79 (平均 46.9 18.7 岁) 正常大

肠组织20 例 男 10 例 女 10 例 年龄 28-72(平均

56.3 12.8 岁) 为大肠手术切除之正常断端 两组

之间无关系. 所有组织标本用40 g/L甲醛固定 常规脱

水 透明 浸蜡 包埋 制备4 µm厚连续切片 黏附
于涂有多聚赖氨酸的载玻片上 60 烤片备用. 以上切

片均经HE 染色复查 明确病理诊断. 兔抗人 leptin

receptor 多克隆抗体(浓缩液 工作浓度为1 50)购于

武汉博士德生物工程有限公司; 鼠抗人CD34mAb (工作

液) 鼠抗人Ki67mAb(工作液)和通用型SP免疫组化试

剂盒 均购于北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色  leptin受体 CD34和Ki67蛋白质

表达检测均采用免疫组化SP法. 石蜡切片(4 µm)常规脱
蜡至水化; 浸泡于抗原修复液中 放入YWY781B型微

波炉 一档加热10 min; 取出自然冷却至室温后PBS

(0.01 mmol/L pH7.4)洗涤; 加 30 mL/L H2O2 (试剂A)阻

断内源性过氧化物酶活性 37 孵育10 min PBS洗

涤; 加封闭用正常羊血清(试剂B)减少非特异性染色; 无

须洗涤 直接滴加相应的第一抗体 4 冰箱孵育过

夜 取出后37 再孵育60 min PBS洗涤; 加生物素

标记的二抗(试剂C) 37 孵育10 min PBS洗涤; 加

辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素(试剂D) 37 孵育

10 min PBS洗涤; 滴加新鲜配置的DAB显色5-8 min

自来水冲洗; 苏木精复染5 min 自来水冲洗; 浸入盐酸

酒精分化1 min 自来水冲洗; 自然返蓝后 脱水 透

明 中性树胶封片. 以PBS代替一抗作为阴性对照 阳

性对照由试剂公司提供. SW480 HT29细胞涂片 leptin

受体表达检测无须脱蜡和微波抗原修复过程 其余步

骤同上. 用外接Polaroid数码相机的Olympus显微镜对

玻片进行观察照相 使用HPIAS-1000高清晰彩色病理

图文分析系统进行图像分析.

1.2.2 leptin受体  先在低倍镜( 400)下寻找肿瘤区域

以细胞质出现棕黄色作为阳性细胞 转高倍镜视野(

400)摄像 由图像分析软件检测该视野肿瘤细胞染色

吸光度(A值) 计算5个视野的平均吸光度作为最终表

达结果. 同时在肿瘤间质内寻找阳性染色的血管内皮细

胞 按有无血管染色分组.

1.2.3 肿瘤微血管密度  先在低倍镜( 40)下扫视肿瘤区

域 选择其中高密度区 转高倍镜( 200)记数被抗

CD34抗体染成棕色的血管数目 结果以5个视野的均

数表示.

1.2.4 肿瘤细胞增生指数  以细胞核出现棕黄色作为阳

性细胞 在高倍镜( 400)下用图像分析软件检测Ki67

细胞阳性率 结果以5个视野的均数表示.

       统计学处理  leptin 受体染色吸光度 微血管密度

(MVD) 细胞增生指数均以mean SD表示 所得数据

用 SPSS11.0 统计学软件进行 t检验和方差分析 用

Pearson相关分析 leptin 受体和MVD 细胞增生指数的

关系. P <0.05有显著性差异.

2   结果

2.1 leptin受体 MVD Ki67的表达  leptin受体在HT29

(图 1) SW480(图 2)细胞及大肠腺癌组织细胞(图3)中均

可见着色(30/30 100.0%) 弥漫性分布 呈均一棕

黄色定位于肿瘤细胞胞质中 部分肿瘤组织间质血管

内皮细胞(图4)也有着色(16/30 53.3%) 部分正常对照

组织腺体细胞(图5)也可见阳性表达(15/20 75.0%). 30例

大肠腺癌组织中 leptin受体染色吸光度0.135-0.186 平

均0.153 0.011. 20例正常组织 leptin受体染色吸光度

0.000-0.185 平均0.115 0.071 大肠腺癌组与正常

组之间存在显著性差异(t =2.366 P <0.05). CD34染色

定位于血管内皮细胞膜上 呈棕黄色 在间质和癌巢都

有分布 微血管形态表现为管状 线状和点状. 30例大

肠腺癌MVD(图6) 23.000-66.000 平均41.500 10.700

20例正常组织MVD(图7) 15.000-59.000 平均31.300

11.100 两组之间有显著性差异(t =3.255 P <0.01). Ki67

染色定位于肿瘤细胞核 呈棕色 30例大肠腺癌Ki67指

数(图8)0.291-0.650 平均0.458 0.108 正常大肠黏膜

基底层细胞也可见表达 20例正常组织Ki67指数(图9)

0.074-0.427 平均0.312 0.097 两组之间存在显著性

差异(t =4.997 P <0.01).

图1  HT29细胞上 leptin受体的表达( 400).

图 2  SW480细胞上 leptin受体的表达( 400).
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图3  大肠腺癌组织细胞 leptin受体的表达( 400).

图 4  大肠腺癌组织血管内皮细胞 leptin受体的表达( 400).

图 5  正常大肠组织 leptin受体的表达( 400).

图 6  大肠腺癌MVD( 200).

图 7  正常大肠组织MVD( 200).

图 8  大肠腺癌Ki67的表达( 400).

图 9  正常大肠组织Ki67的表达( 400).

2.2 leptin受体表达与MVD Ki67指数的相关性  16例
大肠腺癌组织血管内皮细胞有 leptin 受体表达(16/30
53.3%) 其MVD较之无表达的肿瘤组织高(45.100
10.000 vs 37.400 10.200 t =2.087 P <0.05) 且其
leptin受体吸光度与MVD之间正相关(r =0.569 P <0.05);
30例大肠腺癌组织 leptin受体染色吸光度与Ki67指数
呈正相关(r =0.388 P <0.05) MVD与Ki67指数之间

也呈正相关(r =0.363 P <0.05).

2.3 leptin受体表达与大肠腺癌临床病理的关系  leptin受

体的表达在大肠腺癌组织高 中 低分化间无显著性

差异(F =1.120 P >0.05). Dukes A B C 分期之

间的 leptin受体表达未见差异(F =0.343 P >0.05) 无



淋巴结转移组(A+B 期)与有淋巴结转移组(C 期)间的

leptin受体表达亦无差异(F =0.037 P >0.05). 高分化大

肠腺癌的MVD较中 低分化癌少(F =4.095 P <0.05)

余未见差异(表1).

表1  leptin受体表达 MVD Ki67 指数与大肠腺癌临床病理参数的

关系(mean±SD)

病理参数   n    leptin受体染色吸光度    MVD   Ki67指数

高分化 17 0.155 0.012 37.500 9.200a 0.469 0.116

中分化   8 0.152 0.009 49.400 11.600 0.414 0.098

低分化   5 0.147 0.006 42.200 7.700 0.495 0.088

Dukes A期   8 0.155 0.008 45.900 7.100 0.442 0.123

Dukes B期   6 0.150 0.009 41.300 14.200 0.467 0.100

Dukes C期 16 0.153 0.013 39.300 10.700 0.463 0.109

淋巴结转移有 16 0.153 0.013 39.300 10.700 0.463 0.109

淋巴结转移无 14 0.152 0.009 43.900 10.500 0.453 0.110

aP <0.05.

3   讨论

人类Ob基因位于7号染色体(7q31.3) leptin是其编码

产物 由白色脂肪组织分泌入血. 人类 leptin受体基因

(Ob-R基因)位于 l号染色体(1p31) leptin 受体属于

型细胞因子受体超家族 是一种一次跨膜蛋白 有5种

亚型[1]: Ob-Ra-e Ob-Rb的胞内结构域最长 称为长

亚型 其余几种为短亚型. Ob-Ra在短亚型中占绝大多

数. 因此一般就以Ob-Ra作为短亚型. leptin受体在体内

分布于多种组织器官 如中枢神经 心脏 胃 肝脏

胰脏 肾脏 前列腺 睾丸 卵巢 子宫 胎盘 皮肤

和肌肉[2-8]等. leptin作为一种蛋白质激素 具有促进多

种细胞增生与分化的作用 包括胎盘细胞 单核细胞

血管内皮细胞 自然杀伤细胞(NK) 骨及软骨细胞

胃黏膜细胞[9-14]等. 肿瘤细胞具有无限增生性和去分化

性 而 leptin 促进细胞增生与分化的特性 在肿瘤的

发生发展过程中可能发挥一定的作用. 我们用免疫组织

化学方法发现 在大肠癌细胞系SW480 HT29 大

肠腺癌组织细胞 以及正常大肠组织的腺细胞中均有

leptin受体表达. 30例大肠腺癌leptin受体平均表达强度

比20例正常组织高 差异具有显著性. 这种体内和体

外 正常和异常中的表达提示 leptin受体的表达可能

是大肠腺癌发生发展过程中的一个普遍性事件 同时也

说明大肠腺癌的发生发展与内分泌因素有一定的关系.

        本实验显示 leptin受体在部分大肠腺癌间质血管

内皮细胞上表达. 血管内皮细胞上有 leptin受体表达的

肿瘤组织 其MVD较之无表达的肿瘤组织高 且leptin

受体的表达与MVD正相关. 说明其在促进肿瘤组织血管

生成方面可能有一定作用 体外实验也证明 leptin

能促进血管内皮细胞的增生[11]. 大肠腺癌组织中的MVD

明显高于正常对照 说明确实存在着血管生成的增加.

肿瘤组织的血管生成 为肿瘤的生长提供氧 营养物

质和远处转移通道 是肿瘤恶性生物学行为不可缺少

的一环.

       我们发现 大肠腺癌组织肿瘤细胞增生活跃 明

显强于正常组. 大肠腺癌细胞增生指数与leptin受体的

表达存在正相关关系 说明leptin与其受体结合后 能

够促进大肠腺癌细胞的增生 该结论与Hardwick et al [15]

的体外实验结果一致. 此外本实验还发现大肠腺癌MVD

与Ki67指数间存在正相关性 血液供应丰富的区域其

肿瘤细胞增生也活跃 反之增生活跃的肿瘤细胞也能

产生某些促血管增生的物质 二者相互作用形成恶性

循环网络 而 leptin及其受体可能参与其中. 我们未发

现 leptin受体的表达与大肠腺癌分化程度 Dukes 分

期以及淋巴结转移等临床病理参数之间有相关性.

        总之 我们通过对大肠腺癌中leptin受体表达的研

究 将 leptin 这种内分泌激素与肿瘤联系起来 初步

探讨其在大肠腺癌发生发展过程中所发挥的作用以及

可能的机制. 提示作为一个潜在的靶点 在肿瘤的综合

治疗方案中 leptin 及其受体也许能找到一席之地. 由

于大肠癌在西方和我国皆常见[16-28] 因而有良好的研

究前景.
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