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Abstract
AIM: To observe the aberrant expression and 
mutation of β-catenin in sporadic colorectal 
cancer (SCRC) and explore their correlation with 
clinicopathological features.

METHODS: Ninety SCRC samples and 22 spo-
radic colorectal adenoma samples were used in 
this study. The aberrant expression of β-catenin 
was detected by immunohistochemistry. PCR 
amplification and direct DNA sequencing were 
used to identify β-catenin gene mutations. 

RESULTS: In normal colorectal mucosa, 
β-catenin was distributed on the plasma mem-
brane, without aberrant cytoplasmic and nuclear 
accumulation. The aberrant cytoplasmic and 
nuclear expression rates of β-catenin in SCRC 
were higher than those in sporadic colorectal 

adenomas (88.9% vs 59.1% and 41.1% vs 18.2%, 
respectively, P < 0.05), respectively. The aberrant 
cytoplasmic expression of β-catenin was signifi-
cantly correlated with tumor growth pattern and 
differentiation (P < 0.05). The aberrant nuclear 
expression rate of β-catenin in ulcerative lesions 
was higher than that in protruding lesions (50.0% 
vs 26.5%, P < 0.05). Aberrant nuclear expression 
of β-catenin was frequently observed in the in-
vasive front of SCRC. β-catenin gene mutation 
was identified in one out of 90 SCRC samples, 
but was not identified in all sporadic colorectal 
adenoma samples. 

CONCLUSION: Aberrant cytoplasmic and 
nuclear expression of β-catenin may play an 
important role in the development and progres-
sion of SCRC. β-catenin mutation may not be the 
primary cause of aberrant β-catenin expression 
in SCRC. 
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摘要
目的: 观察β-Catenin蛋白在散发性结直肠癌
(SCRC)中胞质胞核异常表达特征和基因突变
发生率, 并探讨其与临床病理的相关性. 

方法: 用免疫组织化学E n Vi s i o n二步法检
测90例S C R C与22例散发性结直肠腺瘤标
本的β-Ca ten in蛋白在胞质胞核中的异常表
达. 以PCR扩增和直接测序检测上述标本中
β-Catenin基因突变.  

结果: 正常结直肠黏膜中β-Catenin蛋白表达
定位于细胞膜上,未见胞质胞核中的异常表
达. SCRC中β-Catenin蛋白在胞质与胞核的异
常表达率显著高于散发性腺瘤中的异常表达
率(88.9% vs  59.1%, 41.1% vs  18.2%, P <0.05). 
SCRC的β-Catenin异常胞质表达率与肿瘤生
长方式, 分化程度相关(P <0.05); 胞核异常表
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■背景资料
现认为W n t信号
通路的激活在结
直肠癌的发生发
展中起着重要作
用. β-Catenin蛋白
是W n t信号通路
的关键蛋白, 关于
其在胞质胞核内
的异常表达情况
及其机制的研究
是当今肿瘤研究
中的一个热点. 

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科



达率在溃疡型生长高于在隆起型生长(50.0% 
vs  26.5%, P <0.05). 胞核异常表达往往出现
在肿瘤的浸润前沿. 90例SCRC中仅发现1例
β-Catenin基因突变; 22例散发性结直肠腺瘤
中未检测出突变. 

结论: β-Catenin蛋白胞质胞核异常表达可能
在SCRC的发生发展中起重要作用. 在SCRC
中β-Catenin基因突变可能不是β-Catenin蛋白
异常表达的主要原因. 

关键词: 散发性结直肠癌; β-Catenin; 免疫组织化

学; 基因突变 
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0  引言

β-Catenin是一个多功能蛋白, 一方面通过与钙

黏蛋白结合介导同型细胞间相互黏附; 另一方

面作为重要的信号转导分子参与Wnt通路的信

号转导. 在正常分化的上皮细胞, 胞质内游离的

β-Catenin蛋白与多蛋白复合体(由APC、Axin
和GSK3β形成)结合, 因其氨基端保守的丝氨

酸/苏氨酸残基被GSK3β磷酸化而被蛋白酶降

解; 异常情况下, 如APC、Axin和GSK3β基因

突变或β-Catenin基因自身突变使得β-Catenin
蛋白不能被磷酸化而变得稳定, 导致其胞质内

聚集, 然后移位到核内与Tcf/Lef结合激活靶基

因的转录而引起肿瘤的发生[1-2]. 虽然在结直肠

癌的发生中Wnt信号通路起着重要的作用, 而
且β-Caten in蛋白作为该通路的关键分子备受

关注, 但是关于结直肠癌中β-Catenin蛋白的胞

质胞核异常表达及其与临床病理参数的关系

各家报道不一[3-6]. 至于结直肠癌中β-Catenin
基因突变, 文献报道在遗传性非息肉病性结直

肠癌(hereditary nonpolyposis colorectal cancer,  
HNPCC)中突变高达43%[7]; 而散发性结直肠癌

(sporadic colorectal cancer, SCRC)中的β-Catenin
基因突变, 国外报道突变率约0%-1%[8-9], 国内有

报道突变率高达28%[10], 是否存在种族差异尚需

进一步研究. 本实验采用免疫组织化学方法检

测SCRC中β-Catenin蛋白的异常表达状况并分

析其与临床病理参数的关系; 以PCR扩增和直接

测序方法检测SCRC中β-Catenin基因第3外显子

的突变并分析其在SCRC发生发展中的作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 连续收集了复旦大学附属肿瘤医院

2004-07/10手术切除的结直肠癌新鲜标本90例, 
其中男47例,女43例, 年龄33-82(平均58)岁. 标本

取材后立即置入液氮保存备用. 同时取材做石蜡

包埋以获病理诊断结果. 正常标本25例取自癌肿

旁至少大于10 cm处的黏膜, 分别作液氮冷冻和

石蜡包埋. 散发腺瘤标本为2004年石蜡包埋标本

22例, 男13例, 女9例, 年龄45-80(平均63)岁. 腺瘤

直径0.5-4.0(平均2.1) cm. 所有病例均无遗传性结

直肠肿瘤病史. β-Catenin单克隆抗体购自Zymed
公司, EnVision试剂盒购自Dako公司. 本研究获

得了复旦大学附属肿瘤医院伦理委员会的批准, 
同时标本采集得到了病人的知情同意. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法检测β-Catenin蛋白的表

达: 用EnVision二步法, DAB显色. 以0.01 mol/L
的柠檬酸(pH6.0)为抗原修复液, 通过煮沸进行

抗原修复. 以TBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 
结果判定参考文献[11], β-Catenin胞质阳性细胞

>30%, 胞核阳性细胞>1%, 分别记为胞质及胞核

异常表达. 
1.2.2 DNA提取: 新鲜标本切取20 µm冰冻切片

20片, 用300 µL裂解液(20 mmol/L Tris-Cl pH 8.0, 
20 mmol/L EDTA, 20 g/L SDS)消化裂解后, 以酚

/氯仿抽提DNA. 石蜡标本切取15 µm切片30张, 
经二甲苯脱蜡后按上述方法提取DNA. 用紫外

分光光度计(Beckman公司DU640型)测量DNA
浓度. 
1 .2 .3   P C R扩增和目的片断测序:  用P C R扩

增β-C a t e n i n第3外显子 ,  该部位是突变热点

区和磷酸化调节位点区 .  所用引物参考文

献[12], 引物序列如下, 上游引物5 -G C T G A 
TTTGATGGAGTTGGA-3, 下游引物5-GCTACT
TGTTCTTGAGTGAA-3, 目的片段226 bp. 退火

温度55℃, PCR扩增35个循环. 目的产物送上海

基康生物公司纯化后, 在Applied Biosystem 3700 
DNA测序仪上测序. 测序引物同上, 双向测序. 
发现突变时重复一次测序. 

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行χ2检验

或精确概率检验, P <0.05有显著性意义. 

2  结果

2.1 β-Catenin蛋白的胞质和胞核异常表达 正常

结直肠黏膜β-Catenin蛋白表达呈清晰的棕黄色

染色, 阳性表达全部定位于细胞膜上, 未见胞质

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 关于结直肠
癌中β-Catenin蛋白
的胞质胞核异常
表达及其与临床
病理参数的关系
报道不一. 而国内
外关于结直肠癌
中β-Catenin基因突
变率的报道较少, 
且结果相差较大. 
因此, 针对结直肠
癌中β-Catenin从蛋
白到基因水平的
大样本研究是急
需的. 
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胞核中的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和中的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和

腺癌组织出现胞质和胞核的异常表达, 膜表达

有不同程度的降低, 胞核异常表达者均显示胞

质异常表达(图1B-D). 在SCRC中β-Catenin的胞

质和胞核表达率(分别为88.9%和41.1%)显著高

于散发性结直肠腺瘤(分别为59.1%和18.2%)(P  
<0.05, 表1). SCRC的β-Catenin异常胞质表达与肿

瘤生长方式, 分化程度相关(P<0.05), 但与生长部

位、浸润深度及淋巴结转移等临床病理参数无

关(表2). 核表达多为灶性分布, 主要在肿瘤浸润

前沿呈阳性表达. SCRC的β-Catenin核表达率在

浸润型和溃疡型生长高于在隆起型生长(50.0% 
vs  26.5%, P <0.05), 与生长部位、分化程度、浸

润深度及淋巴结转移等临床病理参数无关. 
2.2 β-Catenin基因突变 90例SCRC标本中仅有1
例在第3外显子发生点突变(图2), 呈杂合性突变, 

为41密码子ACC→GCC, 即苏氨酸变成丙氨酸, 
突变率约1%. 22例散发性腺瘤未发现第3外显子

突变. 该例β-Catenin第3外显子突变患者为男性, 
81岁. 癌肿在升结肠, 中低分化, 浸透肠壁全层, 
β-Catenin在胞质和核内异常表达. 

3  讨论

β-Catenin蛋白是Wnt通路中的关键分子, 被认

为在消化系肿瘤的发生中起重要作用[13]. 本研

究发现在SCRC中β-Catenin胞质及核内异常表

达率为88.9%和41.1%, 显著高于散发性腺瘤中

胞质及核内异常表达率(59.1%和18.2%), 而在

正常结直肠黏膜上皮细胞中未见β-Catenin异常

表达, 这表明β-Catenin的异常表达与结直肠肿

瘤的发生发展密切相关[14]. 对Wnt通路中关键成

表  1  β-catenin在散发性腺瘤和腺癌中的异常表达 n (%)

     
分组                      n                胞质阳性	        胞核阳性

正常黏膜	           25	               0(0.0)         	          0(0.0)

腺瘤	           22	             13(59.1)	           4(18.2)

腺癌	           90	             80(88.9)b 	         37(41.1)a

aP<0.05, bP<0.01 vs  腺瘤.

图  1  正常结直肠黏膜及肿瘤组织β-Catenin的表达(EnVision法). A: 正常结直肠黏膜组织, β-Catenin表达呈清晰的棕黄色染

色, 阳性表达全部定位于细胞膜上, 未见胞质胞核的异常表达(×200); B: 散发性结直肠腺瘤组织, β-Catenin呈胞质异常表达

(×100); C: 散发性结直肠癌, β-Catenin呈胞质胞核异常表达(×400); D: 散发性结直肠癌, β-Catenin在肿瘤浸润前沿呈胞核

异常表达(×100).

A B

C D

图  2  β-Catenin
基因测序图. A: 正

常序列; B: 突变序

列; 箭头所指为突

变位点, 41密码子

ACC→GCC, 即苏

氨酸变成丙氨酸.A  C    T   G   C    C  A   C   A  GB

A  C    T  A   C   C   A  C     A   GA

■创新盘点
本课题以较大的
样本量专门研究
了散发性结直肠
癌中β-Catenin蛋
白的胞质胞核异
常 表 达 ,  发 现 其
与肿瘤的生长方
式及分化程度相
关 .  同 时 用 直 接
测 序 方 法 检 测
β-Catenin基因, 发
现其突变率在散
发性结直肠癌约
1%, 突变率很低, 
这表明β-Catenin
基因突变不是引
起β-Catenin蛋白
胞质胞核异常表
达的主要机制. 
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分异常改变的认识是研究结直肠癌新的治疗靶

点的基础[15], 已有实验用姜黄素(curcumin)抑制

β-Catenin的功能而下调靶基因的表达[16]. 
β-Catenin蛋白胞质异常表达率从42%到100%

不等[4-5,17], 但与临床病理参数关系的分析报道较

少. 本研究显示β-Catenin蛋白胞质异常表达仅与肿

瘤生长方式、分化程度有关, 即溃疡型和浸润型

生长、高中分化腺癌的胞质异常表达率分别高于

隆起型生长、低分化腺癌, 差异有显著性意义. 不
同的生长方式可能涉及不同的分子机制. β-Catenin
蛋白胞质异常表达与SCRC的分化程度有关, 这与

文献中的报道相似[3-4,18]. 但本研究中β-Catenin胞质

异常表达率在低分化SCRC中是低下的, 其发生机

制尚不清楚, 可能与蛋白合成障碍有关. 
胞质内异常表达的β-Catenin蛋白易位到胞

核后才能激活靶基因的转录, 因此多数作者更

加注重胞核β-Catenin异常表达的研究. β-Catenin
蛋白的核表达率从12.8%到98%不等[4-6], 与临

床病理变量的关系的报道不尽一致 .  有报道

β-Catenin蛋白核异常表达与SCRC的分级分期

及淋巴结转移无关[4-5]; 有报道核异常表达与黏

膜内癌的发展有关[19]; 有报道弥漫性核表达是

生存期短的独立预测指标[20]; 也有报道核高表

达与淋巴结转移及预后差有关[6], 认为β-Catenin
的核表达可作为SCRC的预后指标. 研究结果

的差异可能与实验方法不同、结果判断标准不

一致和肿瘤的异质性等因素有关. 本研究发现

β-Catenin核表达率为41.1%, 只与SCRC生长方

式相关, 即β-Catenin核表达率在浸润型和溃疡

型生长(50.0%)显著高于在隆起型生长(26.5%). 
这与Chiang et al [21]的报道一致, 他们认为这2种
类型可能存在不同的分子机制, 隆起型生长与

Ras基因突变导致细胞过度增殖有关, 而溃疡型

则与β-Catenin胞核异常表达引起靶基因MMP-7
的过度表达导致组织酶性溶解密切相关. 我们

还发现β-Catenin往往在肿瘤的浸润前沿呈现核

表达, 与Brabletz et al的观察结果一致[22]. 他们认

为细胞核β-Catenin聚集可能获得一种适应环境

的能力, 保持差分化而参与肿瘤的侵袭和转移

过程. MMP-7和uPA参与基质蛋白的溶解, 与肿

瘤的侵袭行为相关. 文献报道MMP-7和uPA在浸

润前沿表达增高[23-24], 受β-Catenin的正调节, 提
示β-Catenin核表达在结直肠癌发展中有重要的

作用. 
关于β-Catenin异常表达的机制, 现认为与

APC突变或β-Catenin点突变导致β-Catenin失
降解有关[1]. 然而, 荷兰最近的大样本研究显示

APC基因突变在SCRC为72%(479/665), 而其

截短突变率仅37%[25], 并不是很高. 因而推测

β-Catenin基因突变可能起重要作用. 文献报道

在HNPCC中β-Catenin基因突变率达43%[7], 认为

β-Catenin基因突变在HNPCC发生中有重要的作

用. 但针对SCRC的β-Catenin基因突变研究, 有
报道未发现β-Catenin基因突变[8,26], 或突变率很

低(<1%)[9,27-28]. 国内有报道β-Catenin基因突变

率高达28%[10], 与国外的报道不同. 本研究显示

在SCRC中β-Catenin突变率约1%, 与国外的报

道相似. 本实验中的1例突变发生在β-Catenin
基因第3外显子的41密码子, 为ACC→GCC, 即
苏氨酸变为丙氨酸 .  该突变位点是结直肠癌

β-Catenin第3外显子常见的突变热点和磷酸化

调节位点[29]. 实验表明在人SCRC中β-Catenin突
变很少见, 国内外突变率相符, 未显示种族差异. 
国内文献报道β-Catenin的突变率较高[10], 究其

原因可能与研究的样本有关, 因为他们未明确

将SCRC和HNPCC分开研究, 而在HNPCC有较

高的β-Catenin突变率[7,30]. 另外, Samowitz et al发
现β-Catenin的突变在小腺瘤中更常见, 而在浸

润性腺癌中并不常, 认为β-Catenin突变在结直

肠肿瘤的发生中是一个早期事件, 伴突变的小

腺瘤似乎不可能进展为大腺瘤和浸润性腺癌[28]. 
本研究在散发性腺瘤中未发现突变(0/22), 可能

与腺瘤直径较大或者全为外生型肿瘤有关[31]. 
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表  2  β-Catenin阳性表达与散发性结直肠癌临床病理
参数的关系 n (%)

     
            	                n        胞质        P 值	     胞核     P 值

部位					   

    右半结肠          14    11(78.6)	   4(28.6)	

    左半结肠          14    13(92.9)                 7(50.0)	

    直肠	             62	    56(90.3)  0.576    26(41.9)  0.501

生长方式					   

    隆起型	            34    27(79.4)	   9(26.5)	

    溃疡及浸润型   56    53(94.6)   0.038    28(50.0)  0.028

分化程度					   

    高分化	            11    11(100.0)	  4(36.4)	

    中分化	            58    54(93.1)               26(44.8)	

    低分化	            21    15(71.4)  0.018      7(33.3)  0.619

浸润深度					   

    深肌层以内      27    25(92.6)               12(44.4)	

    全层	             63    55(87.3)  0.717    25(39.7)  0.674

淋巴结转移

    有	             52    45(86.5)               20(38.5)	

    无	             38    35(92.1)  0.509    17(44.7)  0.550

■应用要点
本文证实了散发
性 结 直 肠 癌 中
β-Catenin蛋白的
胞质胞核异常表
达情况及其与肿
瘤的生长方式和
分 化 程 度 关 系 , 
并明确β-Catenin
基因突变在引起
β-Catenin蛋白胞
质胞核异常表达
机制中所占的地
位. 这为进一步探
索 W n t 信号通路
中主要分子在散
发性结直肠癌发
生发展中的作用
机制奠定了基础. 
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总之, 在SCRC中β-Catenin有较高的胞质胞

核异常表达率, 与肿瘤的发生发展密切相关. 但
β-Catenin基因突变在SCRC及散发性结直肠腺

瘤中是一个罕见事件, 推测在SCRC中β-Catenin
突变不是β-Catenin胞质胞核异常表达的主要原

因, 且在SCRC的发生发展中不起主要作用. 
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