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Abstract
AIM: To investigate expression alteration of 
human mut-s homologue 2 (hMSH2) and 
PTEN in sporadic colorectal carcinoma (SCC) 
and thereby to elucidate their relationship and 
clinical significance. 

METHODS: Expression levels of hMSH2 and 
PTEN were detected using immunohistochem-
istry in 42 cases of SCC, its corresponding adja-
cent tissues (3 cm away from cancerous tissues), 
distal tissues (from cancer > 10 cm) and 15 cases 
of normal colorectal tissues. The expression lev-
els of hMSH2 and PTEN protein were analyzed 
using Western blot in 42 cases of SCC and its 
corresponding distal controls. 

RESULTS: Both negative expression of hMSH2 
and PTEN were higher in SCC than in adjacent 
tissues, distal tissues or normal colorectal tissues 
(χ2

hMSH2 = 7.967, χ2
PTEN = 11.667, both P < 0.05). 

PTEN protein expression was positively cor-
related with tumor differentiation (rs = 0.727 P < 
0.05) and negatively correlated with Dukes stage, 
invasive depth, lymph node metastasis and liver 
metastasis(rs = -0.727, -0.718, -0.718, -0.535, all P 
< 0.05). No significant correlation was observed 
between hMSH2 protein expression and SCC 
pathological features. There was a positive corre-
lation between of the hMSH2 and PTEN protein 
in SCC (rs = 0.679, P < 0.05). Compared with the 
corresponding distal tissues, there were 25 cases 
of (59.52% 25/42) lower expression of hMSH2 
protein and 19 cases (45.24% 19/42)of lower ex-
pression of PTEN protein in SCC.  

CONCLUSION: PTEN protein expression is 
correlated with clinic and pathological features. 
The expression deletion of mismatch repair 
protein hMSH2 accompanied by down-regu-
lated PTEN protein expression occur in SCC 
development. 
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摘要
目的: 研究错配修复蛋白hMSH2与PTEN在散
发性结直肠癌的表达变化及两者之间的关系, 
以进一步探讨其临床意义. 

方法: 采用SP免疫组织化学两步法对42例散
发性结直肠癌、相应近端癌旁组织(距癌组
织3 cm)和远端癌旁组织(距癌组织>10 cm)及
15例正常结直肠组织进行hMSH2与PTEN蛋
白表达检测. 同时Western blot法检测42例散
发性结直肠癌、相应远端对照组织hMSH2与
PTEN蛋白表达. 分析散发性结直肠癌发病机
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■背景资料
结直肠癌发病率
呈 上 升 趋 势 ,  在
西方发达国家结
直肠癌仅次于肺
癌位于恶性肿瘤
发病的第2位, 在
我国居第3位. 在
发病率上升的同
时, 其发病年龄趋
于 年 轻 化 ,  发 病
部位趋于低位直
肠. 本研究进一步
探讨散发性结直
肠癌发病机制及
hMSH2与PTEN
蛋白表达表达与
临床病理之间的
关系.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



制及hMSH2与PTEN蛋白表达与临床病理之
间的关系. 

结果: 结直肠癌组织中, hMSH2与PTEN蛋
白失表达率 (阴性率 )均低于正常结直肠组
织及近端癌旁组织、远端癌旁组织 (χ2

hMSH2 
= 7.967, χ2

PTEN = 11.67, 均P <0.05). PTEN蛋
白表达与肿瘤分化程度呈正相关(r s = 0.727, 
P <0.05), 与Dukes分期、侵润深度、淋巴结
转移、肝转移均呈负相关(r s = -0.727, -0.718, 
-0.718, -0.535, 均P <0.05). hMSH2蛋白表达
与上述临床病理特征未见明显相关. hMSH2
与P T E N蛋白表达在散发性结直肠癌中呈
正相关(r s = 0.679, P <0.05). 与远端对照组
织相比42例结直肠癌组织中hMSH2蛋白低
表达率为59.52%(25/42), PTEN低表达率为
45.24%(19/42).  

结论: PTEN表达与其临床病理特征相关; 在
散发性结直肠癌发生、发展过程中错配修
复蛋白hMSH2表达缺失伴有PTEN蛋白表达 
下调.

关键词: 散发性结直肠癌; hMSH2; PTEN; 免疫组

织化学; 免疫印迹法
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0  引言

结直肠癌发病率呈上升趋势, 在西方发达国家结

直肠癌仅次于肺癌位于恶性肿瘤发病的第2位, 
在我国居第3位. 在发病率上升的同时, 其发病

年龄趋于年轻化, 发病部位趋于低位直肠. 有关

错配修复蛋白hMSH2、hMLH1及微卫星不稳定

(microsatellite instability, MSI)、PTEN多有报道, 
但hMSH2和PTEN之间的关联报道鲜见. 错配修

复(mismatch repair, MMR)基因是广泛存在于原

核及真核生物细胞内高度保守的看家基因. 错配

修复基因功能缺陷与多种肿瘤尤其是结直肠癌

的发生关系密切. 目前人类的MMR系统含有9个
基因: hMLH1, hMLH3, hPMS1, hPMS2, hMSH2, 
hMSH3, hMSH4, hMSH5, hMSH6. 其中hMLH1
和hMSH2是人类MMR系统中功能最重要的两

个基因[1]. PTEN为一新发现的抑癌基因, 位于

10q23.3, 转录产物为515 kb mRNA, 他在细胞凋

亡、迁移和肿瘤演进中具有重要作用[2]. 本研究

采用SP免疫组织化学两步法对42例散发性结直
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肠癌、相应近端癌旁组织(距癌组织3 cm)和远

端癌旁组织(距癌组织>10 cm)及15例正常结直

肠组织进行hMSH2与PTEN蛋白表达的检测. 采
用Western blot检测42例散发性结直肠癌、相应

远端对照组织(距癌组织>10 cm)进行hMSH2与
PTEN蛋白表达的检测. 进一步探讨散发性结直

肠癌发病机制及hMSH2与PTEN蛋白表达表达

与临床病理之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为2006-01/2007-12在河北医

科大学第二医院外科接受治疗的原发性结直

肠癌的患者42例, 取患者癌组织、相应近端癌

旁组织(距癌组织3 cm)和远端癌旁组织(距癌组

织>10 cm)及15例正常结直肠组织(为外伤、息

肉、溃疡病需手术切除的正常结直肠组织)所取

标本备2份. 1份迅速放入-80℃冰箱中以保持标

本的新鲜备用, 另1份经40 g/L甲醛溶液固定、

石蜡包埋、4 μ m连续切片备用. 癌组织均经

病理医师确诊. 其中男性23例, 女性19例. 年龄

38-75(平均年龄58.31±1.28)岁. 结肠癌23例, 直
肠癌19例. 高度分化癌和中度分化癌27例, 低分

化癌和未分化癌15例. hMSH2兔抗人多克隆抗

体购自Biolegend公司, 工作浓度1∶100, PTEN
兔抗人多克隆抗体购自Biolegend公司, 工作浓

度1∶50, SP免疫组化试剂盒、DAB试剂盒均

购于北京中山生物技术公司. Tris-Hcl工作浓度

50 mmol/L; NP40购自华美生物工程公司, 工作

浓度1%; 脱氧胆酸钠工作浓度0.5%; SDS工作

浓度0.1%; PMSF购自Promega公司, 工作浓度1 
mmol/L; Aprotinin购自Amrcsco公司工作浓度10 
mg/L; 预染蛋白标准购自美国Fermentas公司; 考
马斯亮蓝蛋白定量试剂盒购自南京建成生物试

剂公司; 蛋白酶K购自拜昂生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测方法: 将收集的标本

经100 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋后制成

3-4 μm 连续切片, 按试剂盒说明书进行免疫组

织化学染色, DAB显色, 苏木素复染后, 中性树

胶封片. 取已知阳性组织作阳性对照, 以PBS代
替一抗作为阴性对照. hMSH2、PTEN蛋白均

定位在胞质, 胞质中出现棕黄色颗粒为阳性表

达. 阳性细胞计数方法: 高倍镜下(400倍)每张组

织切片记数5个视野, 每个视野计数100个细胞, 
取阳性细胞数百分比的平均值. 阳性细胞数占

11%-50%时为低表达, 阳性细胞数占51%-100%

www.wjgnet.com

■研发前沿
近10余年来, 结直
肠癌发生分子模
型的提出、遗传
性非息肉病性结
直肠癌(HNPCC)
发病机制的阐明
和APC-β-catenin-
Tcf通路改变在结
直肠癌发生中作
用的确定是结直
肠癌研究具有影
响的三大进展.
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■相关报道
赵勇 et al 研究结
直肠癌survivin , 
PTEN表达及其与
细胞增殖、凋亡
的关联性结果显
示PTEN阳性率与
分化程度正相关.

为高表达, 阳性细胞数≤10%时则视为失表达

(阴性). 
1.2.2 Western blot检测方法: (1)提取组织总蛋

白: 剪碎组织, PBS漂洗2遍. 加裂解缓冲液作用

10 min, 制成匀浆. 离心取上清夜, 用考马斯亮蓝

蛋白定量试剂盒定量分析, 每次检测前用β-actin
抗体标准化监测. (2)配置SDS-PAGE, 标本上样. 
(3)10 mA稳流条件电泳3 h. (4)转膜, 5%脱脂奶

粉封闭过夜. (5)加一抗, 4℃过夜; TTBS漂洗3
次: 加二抗, 37℃ 1 h, TTBS漂洗3次. (6)DAB显
色, 采用凝胶分析系统进行照相、分析. 凝胶成

像系统(UVP, 美国)LabWorks4.5软件对蛋白表达

行半定量分析, 以积分吸光度(IA )值表示. 以相

对IA值比较蛋白表达高低. 相对IA值＝hMSH2
和PTEN蛋白的IA值/相应β-actin蛋白的IA值. 判
定标准: 以正常组织相对IA值作为参照标准, 计
算95%参考值范围, 对癌组织相对IA值进行判

断, 低于下限则判为低表达, 高于上限则判为高 
表达. 

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行统

计学数据处理, 计数资料用χ2检验, P <0.05为差

异有显著性意义, P <0.01为差异有非常显著性意

义. 应用非参数统计中Spearman等级相关对二

者在结直肠癌中表达及相互间关系进行分析. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测h M S H2与P T E N蛋白

表达特征 hMSH2失表达率(阴性率)在癌组织

为30.95%(13/42)(图1A), 在近端癌旁组织为

19.05%(8/42), 在远端癌旁组织为16.67%(7/42), 
在正常结直肠组织为6.67%(1/15)(图2A). hMSH2
在癌组织中失表达率高于近端癌旁组织、远端

癌旁组织及正常结直肠组织(χ2 = 7.967, P <0.05), 
而近端癌旁组织、远端癌旁组织和正常组织

失表达率无显著差异. PTEN失表达率在癌组

织为42.86%(18/42)(图1B), 在近端癌旁组织为

23.81%(10/42), 在远端癌旁组织为16.67%(7/42), 
在正常结直肠组织为6.67%(1/15)(图2B). PTEN
在癌组织中失表达率高于近端癌旁组织、远端

癌旁组织及正常结直肠组织(χ2 = 11.67, P <0.05), 
而近端癌旁组织、远端癌旁组织和正常组织失

表达率无显著差异(表1). 
hMSH2及PTEN低表达及失表达与患者年

龄、性别、肿瘤发生的部位、组织学类型、大

体类型均未见明显关系, PTEN低表达及失表达

与肿瘤分化程度、浸润深度、Dukes分期、淋

巴结转移及肝转移有统计学意义(P <0.05, 表2), 
hMSH2低表达及失表达与肿瘤分化程度、浸润

深度、Dukes分期、淋巴结转移及肝转移未见

图  1  免疫组织化学检测hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌中低表达(×100). A: hMSH2; B: PTEN. 

A B

A B

图  2  免疫组织化学检测hMSH2与PTEN在正常结直肠组织表达(×100). A: hMSH2; B: PTEN. 
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■应用要点
在散发性结直肠
癌发生、发展过
程中错配修复蛋
白hMSH2表达缺
失伴有PTEN蛋白
表达下调. 二者联
合与散发性结直
肠癌发生、发展
关系密切. 联合检
测二者的表达可
能会有助于结直
肠癌预防及诊断.

明显相关(P >0.05, 表2). 
P T E N表达与肿瘤分化程度正相关(r s = 

0.727, P <0.05), 与浸润深度、Dukes分期、淋巴

结转移、肝转移均负相关(分别为: r s = -0.727, r s 

= -0.718, r s = -0.718, r s = -0.535, P <0.05, 表3). 
hMSH2与PTEN蛋白表达在散发性结直肠

癌中呈正相关(r s = 0.679, P <0.05), 错配修复蛋白

hMSH2表达缺失伴有PTEN蛋白表达下调(表4). 
2.2 Western blot检测结果 β-actin、hMSH2、
PTEN蛋白分子量分别为42 kDa、110 kDa、
55 kDa, Western杂交后在42 kDa、110 kDa、55 
kDa位置出现相应阳性条带. 采用凝胶成像分析

系统对杂交条带进行半定量分析, 蛋白含量以

IA表示, 以相对积分吸光度比较蛋白表达高低, 
每次检测蛋白时均检测β-act in蛋白, 以其为标

准对所检测hMSH2、PTEN蛋白进行定量. 与对

照组织相比, 42例结直肠癌组织中25例hMSH2
蛋白低表达, 其低表达率为59.52%(25/42), 19例
PTEN蛋白低表达, 其低表达率为45.24%(19/42), 
两种蛋白表达水平均明显低于对照组织

(P <0.05); 16例两种蛋白均低表达. hMSH2与
PTEN蛋白表达在散发性结直肠癌中呈正相关(r s 
= 0.816, P  <0.05)(图3).

3  讨论

近1 0余年来 ,  结直肠癌发生分子模型的提

出、遗传性非息肉病性结直肠癌(h e r e d i t a r y 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)发病机制

的阐明和APC-β-catenin-Tcf通路改变在结直肠

癌发生中作用的确定是结直肠癌研究具有影响

的三大进展. 自1993年Thibodeau et al在HNPCC
中证实有微卫星不稳定(microsatellite instable 
MSI)存在以来, 在HNPCC发生中非常明确, 由
于错配修复基因的突变引起MSI而发生结直肠

癌. hMSH2基因在其中起重要作用. MMR功能

缺陷的表现型是高度的微卫星不稳定(high level 
microsatellite instability, MSI-H), 又称之为复制

错误(replication error, RER)阳性[3]. 复制错误阳

性的散发性结直肠癌与复制错误阴性者相比, 
较少发生淋巴结转移, 生物学行为较好[4]. 研究

发现, hMSH2蛋白的表达变化结果可很好的识

别MSI-H肿瘤和预示MMR功能缺陷的存在[5]. 

表  1  hMSH2、PTEN蛋白在各组组织中的表达

     
分组           n

                 hMSH2	                        PTEN

                          阴性  低表达  高表达  阴性  低表达  高表达

正常组	 15      1	     5	 9          1	       6	   8

远端癌旁	 42      7	   16        19          7	     13	 22

近端癌旁	 42      8	   14        20        10	     20	 12

结直肠癌	 42    13	   18        11        18	       9	 15

表  2  hMSH2和 PTEN蛋白表达与临床病理特征之间的关系

     
对比项目

	     
n

	     hMSH2      	      PTEN

                             阴性  低表达  高表达  阴性  低表达  高表达

年龄(岁)	

    ≤55	   22        6	       10	   6        10	        4	   8

    >55	   20        7	         8	   5          8	        5	   7

性别	

    男	   23        9	         8	   6        12	        3	   8

    女	   19        4	       10	   5          6	        6	   7

部位	

    直肠	   19        5	       10	   4          7	        6	   6

    结肠	   23        8	         8	   7        11	        3	   9

分化程度	

    高中	   27      11	         8	   8          8	        5	 14

    低未	   15        2	       10	   3        10	        4	   1

浆膜浸润	

    有	   15        4	         6	   5        14	        1	   0

    无	   27        9	       12	   6          4	        8	 15

Dukes分期	

    A+B	   22        5	       10	   7          1	        8	 13

    C+D	   20        8	         8	   4        17	        1	   2

淋巴转移	

    无	   22        5	       10	   7          1	        8	 13

    有	   20        8	         8	   4        17	        1	   2

肝转移	

    无	   35      11        16	   8        11	        9	 15

    有	     7        2	         2	   3          7	        0	   0

组织类型	

    腺癌	   31        8	       14	   9        14	        5	 12

    黏液	     8        3	         3	   2          3	        3	   2

    腺癌

    印戒	     3        2	         1	   0          1	        1	   1

    细胞癌

大体类型	

    隆起型	   10        4          4	   2          3	        4	   3

    溃疡型	   28        8	       12	   8        13	        4	 11

    缩窄型	     4        1	         2	   1          2	        1	   1

图  3  蛋白印迹检测hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌和远
端对照组织中的表达. 
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本研究结果显示: 在42例散发性结直肠癌

病例中, 有13例hMSH2失表达, 占28.3%(13/42)
此结果与Gafa et al [4]研究结果相一致. hMSH2蛋
白失表达率高于正常组织, 与肿瘤分化程度、

Dukes分期、浸润深度、淋巴结转移位未见明

显相关, 这与史恩溢 et al [6]研究结果一致. 说明

在结直肠癌发生、发展过程中, 错配修复基因

hMSH2是遗传易感基因, 此基因的突变或缺失

与散发性结直肠癌密切相关. 目前认为, 单独

hMSH2基因缺陷不足以引起肿瘤, 错配修复基

因缺陷可能主要通过三条途径促进肿瘤的发生

与发展: (1)增加癌基因和/或抑癌基因的突变率. 
(2)使一些重要的功能基因发生遗传不稳定. (3)
通过化学物质使细胞损伤导致肿瘤发生. 

PTEN/MMAC1/TEP1基因是1997年由3个
研究组分别发现和命名的一种抑癌基因. PTEN
的抑癌作用可通过以下途径来完成: (1)FA K途

径[7]. (2)三磷酸脂酸肌醇(PI3)激酶途径[8]. (3)丝
裂原激活的蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinase, MAPK)途径[9]. 关于PTEN与肿瘤之间的

关系已有较多报道. Cowden(CD)征合征是一种

常染色体隐性遗传性肿瘤综合征, 对其家系进行

的研究发现存在着PTEN基因的生殖细胞突变. 
这充分说明, PTEN是一个典型的抑癌基因[10]. 其
他恶性肿瘤如恶性胶质瘤、前列腺癌、子宫内

膜癌及卵巢癌中, 也发现了较高频率的PTEN等

位基因杂合性缺失和突变, 其中子宫内膜癌的

突变率可高达50%[11]. 
本研究结果显示: PTEN蛋白表达阴性率高

于正常组织; 此结果与刘振华 et al [12]研究结果相

一致. PTEN蛋白表达水平与mRNA水平结果一

致, PTEN抑制肿瘤作用主要通过脱去多种促瘤

生长因子介导的细胞内信号转导途径中的关键

激酶的磷酸根, 降低其磷酸化水平, 阻断信号传

导通路, 以抑制细胞生长、转化、黏附、铺展

及迁移, 促进调亡, 对肿瘤生长、侵袭和转移起

负性调控作用. 当PTEN基因失活, 促瘤生长因

子磷酸化, 导致肿瘤形成. PTEN蛋白表达与肿瘤

分化程度呈正相关, 与Dukes分期、浸润深度、

淋巴结转移均呈负相关与孟冬月 et al研究结果

一致[13]. 孟冬月探讨结直肠癌中PTEN、E-cad、
MMP-2表达情况显示: 淋巴结转移组PTEN、

E-cad低表达, PTEN蛋白在高分化、中分化、低

分化表达逐步降低, 与本实验结果符合. PTEN
表达缺失通过intergrin介导的MAPK信号转导途

径, 促进瘤细胞的迁移和扩散. 赵勇 et al [14]研究

结直肠癌survivin, PTEN表达及其与细胞增殖、

凋亡的关联性结果显示PTEN阳性率与分化程

度正相关. PTEN表达缺失可以增强肿瘤细胞整

合素与配体结合强度, 将信号传递进入细胞核

内, 调节细胞内信号通道、控制细胞骨架变形

和能量代谢, 从而改变细胞的形态、移行从而

使细胞的恶性度增加[15]. 
在Western blot结果显示: 42例结直肠癌与

对照组织相比, hMSH2蛋白低表达率为59.52%; 
PTEN蛋白低表达率为45.24%; 两种蛋白表达水

平均明显低于对照组织. hMSH2蛋白低表达说

明hMSH2蛋白与结直肠癌发生关系密切, 错配

修复缺陷可通过增加癌基因和/或抑癌基因的突

变率[16]导致结直肠癌发生或通过微卫星不稳定

使某些决定性基因如TGF-β型受体基因突变[17], 
促使肿瘤形成. 同样在结直肠癌组织中PTEN蛋

白低表达也说明PTEN蛋白与结直肠癌发生关

系密切, PTEN基因失活, 导致PTEN蛋白生成减

少, 通过FAK途径[7]或MAPK途径[9]进而导致结

表  3  PTEN蛋白表达与肿瘤分化程度、浸润深度、
Dukes分期、淋巴结转移及肝转移相关性分析

     
对比项目	         n

	                          PTEN

                                   阴性       低表达        高表达       r s值

分化程度	

    高中	       27	   8             5	    14       
0.727

    低未	       15	 10             4	      1	

浆膜侵犯	

    有	       15	 14              1	      0     
-0.727

    无	       27	   4              8	    15	

Dukes分期	

    A+B	       22	   1              8	    13     
-0.718

    C+D	       20	 17              1	      2	

淋巴转移	

    无	       22	   1              8	    13     
-0.718

    有	       20	 17              1	      2	

肝转移	

    无	       35	 11              9	    15     
-0.535

    有	         7	   7              0	      0

表  4  hMSH2与PTEN蛋白表达相关性分析

     
	                             hMSH2

                            阴性     低表达     高表达     
 r s值         P

             阴性        6	          7	         5	  

PTEN    L             4	          3	         2       0.679    <0.05

             H	            3	          8	         4

■同行评价
错 配 修 复 蛋 白
hMSH2、hMLH1
和PTEN表达变化
与大肠癌发病的
关系, 已写进教科
书, 但两者之间相
关性的研究较少, 
国内曾在胃癌、

子宫内膜癌和肺
癌中对hMSH2和
PTEN表达变化的
相关性作过研究, 
尚未见大肠癌中
hMSH2和PTEN
表达变化的相关
性研究, 故该文有
一定的参考价值. 
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直肠癌发生. 
本研究结果显示:  hMSH2与PTEN在散发性

结直肠癌的表达呈正相关. 提示二者在细胞增

殖调控可能存在正反馈调节机制, PTEN抑癌基

因失活容易出现微卫星不稳定, 基因的多点突

变和DNA复制错误, 使hMSH2基因表达代偿性

上调, 但增多的基因产物仍不足以修复已发生

损伤的基因, 使细胞向恶性转化. 错配修复蛋白

hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌中呈失表达

及低表达, 在正常结直肠组织呈显著表达. 一定

比例的散发性结直肠癌中存在PTEN表达与其

临床病理特征相关. 在散发性结直肠癌发生、

发展过程中错配修复蛋白hMSH2表达缺失伴有

PTEN蛋白表达下调. 二者联合与散发性结直肠

癌发生、发展关系密切. 联合检测二者的表达

可能会有助于结直肠癌预防及诊断. 
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