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Abstract
AIM: To investigate the expression of deleted 
in pancreatic carcinoma locus 4 (DPC4) and 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in 
human colorectal cancer tissues and their clinical 
significances.

METHODS: Forty-eight samples of human 
colorectal carcinoma were collected from pa-
tients from January 2005 to December 2005. In 
situ hybridization and immunohistochemistry 
were used to detect DPC4/TGF-β1 mRNA and 
protein expression respectively. 

RESULTS: The expression of DPC4 mRNA was 
lower in colorectal carcinoma specimens as com-
pared with that in normal colorectal specimens 
(52.1% vs 72.9%, P < 0.01), while TGF-β1 mRNA 
expression was higher in carcinoma specimens 
(68.8% vs 41.7%, P < 0.01). The level of DPC4 

protein expression in the cancer specimens was 
significantly lower than that in the normal speci-
mens, while TGF-β1 protein level were higher in 
the carcinoma specimens. DPC4 expression was 
related with the tumor size, clinical stages, dif-
ferentiation degree and lymph node metastasis, 
while TGF-β1 expression was related with the 
clinic stage, differentiation degree and lymph 
node metastasis. There existed a close correla-
tion between DPC4 and TGF-β1 expression (χ2 = 
3.95, P < 0.05). 

CONCLUSION: DPC4 and TGF-β1 are the capi-
tal factors in TGF-β transduction pathway. Low-
expression of DPC4 and over-expression of 
TGF-β1 may serve as an index for unfavorable 
prognosis of colorectal carcinoma. 
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摘要
目的: 探讨大肠癌组织中DPC4和TGF-β1的表
达及其与大肠癌肿瘤大小、淋巴结转移、临
床分期及细胞分化程度等的关系. 

方法: 2005-1/2005-12大肠癌手术切除标本48
例, 原位杂交和免疫组织化学方法分别检测
DPC4和TGF-β1 mRNA及蛋白表达.  

结果:  DPC4 mRNA在大肠癌组织中的表达相
对正常组织较低(52.1% vs  72.9%, P <0.01), 其
表达程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床
分期、淋巴结转移有关. TGF-β1 mRNA在大
肠癌中呈高表达(68.8% vs  41.7%, P <0.01), 与
细胞分化程度、临床分期、淋巴结转移有关. 
DPC4蛋白在大肠癌组织表达程度显著低于
正常组织(P <0.01), 其表达程度与肿瘤大小、

细胞分化程度、临床分期、淋巴结转移有关. 
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■背景资料
我国大肠癌的发
病人数呈逐年增
高的趋势, 其发生
发展的分子基础
仍不清楚, 未发现
与大肠癌发生、

预后直接有关的
基 因 .  T G F -β信
号转导通路的异
常与肿瘤关系密
切 ,  TGF-β1是这
一家族的主要成
员. DPC4/SMAD4 
是1996年发现的
一种新的肿瘤抑
制基因, 其所编码
的Smad4蛋白是
转导TGF-β1信号
的重要胞质内信
号级联分子, 调节
TGF-β1应答基因
的转录. 

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科



TGF-β1蛋白在大肠癌组织中呈高表达, 与临
床分期、淋巴结转移有关. TGF-β1和DPC4的
表达有相关性(χ2 = 3.95, P< 0.05). 

结论: TGF-β1和DPC4是TGF-β转导通路中起
瓶颈作用的关键因子, TGF-β1高表达和DPC4 
低表达可作为大肠癌预后不良的指标. 

关键词: 大肠癌; DPC4; TGF-β1; 原位杂交; 免疫组

织化学
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0  引言

近年来, 随着人民生活水平的日益提高, 我国大

肠癌的发患者数呈逐年增高的趋势. 转化生长

因子β(TGF-β)是一簇属结构相关的异二聚体多

肽, 他能够调节细胞增殖、分化、形态形成、

凋亡等病理过程及刺激细胞外基质分泌, 抑制

免疫反应等[1-5], TGF-β信号转导通路的异常与肿

瘤关系密切. 该通路的异常常见于一些来源于

上皮细胞肿瘤发展的晚期, 并且常与肿瘤的侵

袭及转移有关. 其中TGF-β1是这一家族的主要

成员. TGF-β信号可抑制B细胞Ig的合成, TGF-β1
在肿瘤细胞中过表达能够破坏宿主T细胞介导

的细胞毒性作用, 并引起CTL(cytolyic T cell)反
应, 纵容了肿瘤的进一步发展[6-7]. 位于染色体

18q21.1的抑癌基因DPC4(deleted in pancreatic 
carcinoma locus4, DPC4)/SMAD4是1996年由美

国约翰·霍普金斯大学研究所Hahn et al发现的一

种新基因. 不少学者认为他是一种肿瘤抑制基

因[8-9]. 其所编码的Smad4蛋白是转导TGF-β1信
号的重要胞质内信号级联分子, 调节TGF-β1应
答基因的转录. Smad4功能失活或表达低下影响

TGF-β1的信号转导并参与肿瘤的形成[10]. 我们

采用原位杂交及免疫组化的方法, 对大肠癌组

织中TGF-β1和DPC4在mRNA及蛋白水平的表

达进行检测, 旨在探讨他们与大肠癌发生发展

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2005-12手术切除大肠癌标本

48例, 结肠癌26例, 直肠癌22例; 年龄23-80(平均

52.6)岁; 男27例, 女21例; 术前皆未接受放、化

疗. 鼠抗人DPC4单克隆抗体[(B-8)∶sc-7966]购
自Santa Cruz公司. 兔抗人TGF-β1抗体购自武汉
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博士德公司. S-P试剂盒购自福州MAXIM公司. 
DPC4原位杂交检测试剂盒和TGF-β1原位杂交

检测试剂盒均为武汉博士德生物工程有限公司

产品. 
1.2 方法 免疫组织化学染色(S-P法)阴性对照以

PBS缓冲液代替一抗. 病理学家单盲法光学显

微镜下进行观察. DPC4、TGF-β1均主要表达在

细胞质内, 呈棕黄色颗粒. 每张切片选择染色良

好区域, 连续观察10个高倍视野, 每个视野至少

观察50个细胞, 依染色强度分级: 0%为阴性(-), 
5%-25%为弱阳性(+), 26%-50%为中度阳性(++), 
>50%为强阳性(+++). 分子原位杂交操作按照

试剂盒说明进行. DPC4和TGF-β1均主要表达在

细胞质内, 以胞质或胞膜出现棕黄色颗粒为阳

性细胞. 每张切片选择染色良好区域, 随机观察

5个高倍视野, 每个视野至少观察100个细胞, 计
数500个细胞中染色阳性细胞数, <10%为“-”, 
≥10%为“+”[11]. 

统计学处理 所有数据均用SPSS11.0统计软

件分析结果. DPC4/TGF-β1蛋白表达水平用非参

数Ridit检验; DPC4/TGF-β1 mRNA表达水平用

χ2检验. P <0.05为差异有显著性意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学表达结果 DPC4蛋白主要表达

于细胞质, 呈棕黄色染色. 癌组织和正常组织都

有DPC4蛋白表达, 但正常组织表达程度显著高

于癌组织, 部分癌组织表达缺失(11例). DPC4蛋
白表达程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床

分期、淋巴结转移有关, 有统计学意义(表1, 图
1A). TGF-β1蛋白与DPC4蛋白一样, 主要表达于

细胞质, 呈棕黄色染色. 癌组织和正常组织都有

TGF-β1蛋白表达, 但癌组织TGF-β1蛋白的表达

程度明显高于正常组织. TGF-β1蛋白表达程度

与临床分期、淋巴结转移有关, 有统计学意义. 
(表1, 图1B). 
2.2 原位杂交表达 大肠癌组织中DPC4的阳性率

为52.1%(25/48), 正常组织的阳性表达率(72.9%, 
35/48)高于癌组织, 二者相比有显著性差异. 镜
下可见阳性反应物质主要表达于黏膜细胞的胞

质, 呈棕黄色染色, 间质细胞也有表达. 其表达

程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床分期、

淋巴结转移有关, 有统计学意义(表2, 图2A). 大
肠癌组织中TGF-β1的阳性率为(68.8%, 33/48), 
癌组织的阳性表达率高于正常组织 (41.7%, 
20/48), 二者相比有显著性差异. 镜下可见阳
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■相关报道
研究发现Smad4
在多种肿瘤如胆
囊 癌 、 口 腔 鳞
癌、膀胱癌等表
达下调, 并可调控
TGF-β细胞信号
传导通路, 抑制肿
瘤细胞生长. 

■研发前沿
大肠癌的防治已
成为大肠癌研究
的一大热点. 寻找
与大肠癌发生、

发展、预后相关
基因和新的干预
治疗靶点具有重
要意义. 
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性反应物质主要表达于黏膜细胞的胞质或胞

膜, 偶见胞核着色, 呈棕黄色染色, 阳性颗粒粗

细不等. 表达程度与临床分期、淋巴结转移、

细胞分化程度有关, 有统计学意义(表2, 图2B). 
TGF-β1阳性表达的大肠癌组织中, DPC4的阴性

率显著高于TGF-β1阴性表达的大肠癌组织中

DPC4的阴性率(χ2 = 3.95, P <0.05), 二者有相关

关系(表3). 

3  讨论

大肠癌的发生、发展是一个错综复杂的过程, 
受到多种相关基因的调控. TGF-β是一簇结构和

功能密切相关的活性多肽, TGF-β1是这一家族

的主要成员. 在体外已证实TGF-β1能够诱导细

胞周期依赖性激酶(CDK)抑制因子的激活, 阻
滞细胞由G1期到S期的进程[12], 但体内TGF-β1
对人类肿瘤发生发展的作用以及肿瘤细胞逃逸

其负调控功能的机制还不得而知. Smads介导

的TGF-β信号通路大致是: TGF-β成员与TβRⅠ, 
TβRⅡ复合物结合, TβRⅡ引起TβRⅠGS区磷酸

化, 活化的TβRⅠ与胞质内R-Smads同源寡聚体

短暂结合, 使之C末端SSXS丝氨酸残基磷酸化. 
其中Smad1, Smad5和Smad8是BMP的效应分子, 
Smad2和Smad3是Activin/TGF-β的效应分子. 磷
酸化的R-Smads再与Smad4三聚体结合形成异源

六聚体或其他形势寡聚体, 移位至细胞核, 与序

列特异的DNA结合蛋白结合, 激活特定的靶基

因调控转录[13]. TGF-β1对大肠细胞生长具有双

向调节作用, 既可促进细胞生长, 又可抑制细胞

生长. 当大肠黏膜炎症时他在上皮细胞和黏膜

下层呈高表达, 提示TGF-β1与大肠黏膜炎症活

动有关, 而当大肠恶变时他又呈现相互矛盾性

的表达, 如在原代培养的转移性大肠癌细胞中

TGF-β1的表达增高, 而在中度到高度分化的原

位癌的生长则被抑制. 研究发现, 在高分化大肠

癌细胞组织培养中加入外源性的TGF-β1, 癌细

胞生长受到明显抑制, 而对低分化的大肠癌抑

制作用则减弱, 同时大肠腺瘤在向大肠癌的发

表  2  大肠癌组织DPC4/TGF-β1 mRNA的阳性表达 n (％)

     
临床特征             n            DPC4的表达       TGF-β1的表达

性别			 

    男	          27	         16(59.3)	    18(66.7)

    女	          21	           9(42.9)	    15(71.4)

年龄			 

   ＜60岁	          25	         14(56.0)	    18(72.0)

    ≥60岁          23	         11(47.8)	    15(65.2)

肿瘤大小			 

    ≤5 cm	         30	         20(66.7)b	    22(73.3)

    ＞5 cm	         18	           5(27.8)	    11(61.1)

淋巴结转移			 

    无	          14	         11(78.6)a	    13(92.9)a

    有	          34	         14(41.2)	    20(58.8)

分化程度			 

    高中分化       28	         19(67.9)b	    15(53.6)b

    低、未分化   20	           6(30.0)	    18(90.0)

临床分期			 

    A+B	          13	         10(76.9)a	    12(92.3)a

    C+D	          35	         15(42.9)	    21(60.0)

部位			 

    结肠 	          26	         13(50.0)	    16(61.5)

    直肠	          22	         12(54.5)	    17(77.3)

aP<0.05, bP<0.01.

表  1  大肠癌及正常组织中DPC4、 TGF-β1蛋白表达情况
(n  ＝ 48)

     
组织

	     DPC4蛋白表达                   TGF-β1蛋白表达

	 －     +      ++      +++         －      +      ++     +++

大肠癌b   	11   23     12        2           2       8     22     16

 正常                 3     21      24           6     21     18 	    3

bP<0.01 vs  正常组织.

■应用要点
DPC4的抑癌功能
及调节细胞信号
转导通路的功能
可被引入肿瘤的
基因治疗, 从而使
人工调节DPC4水
平及干涉其作用
通路成为治疗肿
瘤的新的有效方
法. 

■创新盘点
TGF-β1和DPC4
是TGF-β转导通
路 中 起 瓶 颈 作
用 的 关 键 因 子 . 
TGF-β1高表达和
DPC4低表达可作
为大肠癌预后不
良的指标. 

图  1  低分化大肠癌组织黏膜免疫组化结果(SP, ×100). A: DPC4(-); B: TGF-β1(+).

A B
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展过程中TGF-β1呈反应性下降. Shim et al [14]在

分析121例大肠癌患者血浆中TGF-β1水平认为, 
在肠肿瘤进展期这种矛盾转化, 是肿瘤细胞对

TGF-β1的不敏感反应, 可能是由于TGF-β1信号

通道的失活. 而癌细胞的生物学特性也正是由

于受体缺失或性质的改变, 失去TGF-β1的生长

抑制反应. 目前认为, TGF-β1在肿瘤的发展中扮

演了双重角色, 早期当细胞对TGF-β1的抗增殖

效应仍有反应时, TGF-β1起着肿瘤抑制作用; 而
在恶性演进期, 当细胞获得了对TGF-β1生长抑

制作用的耐受性时, 肿瘤细胞可自分泌大量的

TGF-β1, 通过改变肿瘤组织的微环境, 如诱导肿

瘤血管生成, 提高肿瘤细胞的运动能力, 免疫抑

制及胞外基质的合成等来促进肿瘤的发展及转

移[15]. Mamot et al [16]研究了SMAD4在早期大肠

癌(Ⅰ、Ⅱ期)的潜在相关性. 在大量的DNA样本

中, 73例存在SMAD4基因的一个等位基因缺失, 
用PCR方法分析了这73例样本, 其中只有2例有

点突变, 表明抑癌基因SMAD4在早期大肠癌中

很少发生突变. 瑞士巴塞尔大学医院研究小组

指出, 如果患者的肿瘤中检到DPC4这种基因, 则
化疗对其有益的可能大了3倍[17]. 许多大肠癌因

为肿瘤已对化疗有了抵抗性, 因而对化疗没有

反应. DPC4基因抑制了开始失去控制的分裂的

细胞, 因此能抗肿瘤. 他们用实时-定量-PCR法

分析了202名已接受标准治疗(包括5-FU)的大肠

癌患者的肿瘤标本, 得出结论, DPC4在大肠癌患

者中可作为以5-FU为基础的化疗方式的预测性

的标志物. 另外研究表明DPC4失活与大肠癌的

恶性进展, 如远处转移有关[18-19]. 从本实验结果

看, 随着大肠癌的转移及分化程度的降低, DPC4
的阳性率明显下降. 

对T G F-β1反应性降低或丢失在大肠癌

的演进过程中是一个重要事件 ,  这主要涉及

到TGF-β1信号通路组成元件的异常. DPC4在
TGF-β1信号转导中具有关键作用, 其缺失或突

变可使细胞对TGF-β1的生长抑制产生耐受, 促
进肿瘤的发展. 不少学者认为, DPC4基因的缺

失或突变发生在肿瘤进展的后期, 属于晚期分

子事件, 并与肿瘤的浸润和转移密切相关[20-23]. 
而DPC4在大肠癌中的低表达则提示, TGF-β1抑
制肿瘤生长的转导通路被阻断, 这种阻断作用

在转录过程中以及显现. 这种阻断作用可能同

时还是TGF-β1在肿瘤中高表达的原因: 由于大

肠癌组织细胞失去了对TGF-β1的敏感性, 导致

TGF-β1的反馈性表达升高; 而升高的TGF-β1表
达失去抑制肿瘤生长的作用, 却没有丧失对NK, 
LAK等免疫细胞的抑制作用, 因此TGF-β1高表

达和DPC4低表达可能促进肿瘤细胞发生免疫逃

逸. 此外, DPC4还具有一些独立于TGF-β1的功

能, 如DPC4具有调节细胞黏附和侵入的潜在功

能, 以及抑制肿瘤的血管增殖的能力等[24-25]. 因
此我们认为, DPC4的低表达也可能独立促进肿

瘤的浸润及转移, DPC4可被视为一个独立的肿

瘤抑制因子. 本结果显示, TGF-β1阳性表达的

大肠癌组织中, DPC4的阴性率显著高于TGF-β1
阴性表达的大肠癌组织中DPC4的阴性率, 提示

DPC4基因的缺失或突变阻断了TGF-β1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自分泌TGF-β1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. 总之, 本实验结果显示, TGF-β信号转导
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图  2  大肠癌组织黏膜(SP, ×200). A: 高分化DPC4(-); B: 低分化TGF-β1(+).

A B
■名词解释
DPC4 /SMAD4 : 
1996年由美国约
翰 · 霍 普 金 斯 大
学 研 究 所 H a h n 
et  al 发现的一种
新的肿瘤抑制基
因 ,  其 所 编 码 的
Smad4蛋白是转
导TGF-β1信号的
重要胞质内信号
级 联 分 子 ,  调 节
TGF-β1应答基因
的转录. 

表  3  大肠癌组织DPC4和TGF-β1 表达的关系

     
TGF-β1

	                                        DPC4

	                              +                                          -      

+ 		           14	                                   9

-		           11		                    4

c2 = 3.95, P<0.05
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通路的紊乱可使细胞逃避TGF-β1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. DPC4的减少与大肠癌的恶性程度与发展过

程有直接的关系[26]. 因此, 分析大肠癌组织标本

中TGF-β1和DPC4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, 也为临床治

疗大肠癌提供了一条新的思路. 
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