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Abstract
AIM: To study the expression change and 
characteristics of Connexin and protease 
activated receptor 3 (Par-3) and to investigate 
their clinical significance in colorectal tumor.

METHODS: The 51 tissue samples were collect-
ed and divided into three groups: tumor tissue 
group, tissue adjacent to tumor group (2.0 cm), 
and normal tissue group (apart from tumor >5.0 
cm) respectively. Morphological changes of cells 
were observed using electronic microscopy, his-
topathological changes were detected using HE 
staining, and the expressions of Connexin and 
Par-3 were detected immunohistochemistry and 
Western blot.

RESULTS: The tumor tissue was deformed and 
epithelium polarity was vanished, compared 
with normal tissue. On electronic microscopy, 
the organelles of the tumor epithelium was in 
disorder and the structure of cell junctions, such 
as tight junction, intermediate junction were 
disarranged or disappeared. For normal tissue 
group, epithelial cells were regular in shape, 
the cell polarity was clear, and the cell junction 
structure was integrated. Immunohistochemis-
try showed the expression levels of Connexin 
and Par-3 were gradually decreased, in such 
order as normal tissue group (0.572 ± 0.051, 0.485 
± 0.042), tissue adjacent to tumor group (0.432 ± 
0.049, 0.367 ± 0.035), and tumor tissue of colorec-
tum group (0.290 ± 0.041, 0.227 ± 0.031). There 
had been significant difference among them (P < 
0.05).

CONCLUSION: Down-regulation of Connexin 
and Par-3 expression is premonition for cancer 
cell aggravation and metastasis.
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摘要
目的: 研究Connexin、Par-3在结直肠肿瘤组
织中的表达变化及特征, 探讨其临床意义. 

方法: 选取2007-05/2008-03在本院诊断治疗结
直肠肿瘤患者51例, 取材肿瘤组织并分为3组: 
肿瘤组织、癌旁组织(2.0 cm)和正常组织(距
肿瘤>5.0 cm). 电镜下观察肿瘤细胞形态变化, 
HE染色观察肿瘤组织病理变化, 免疫组化及
Western blot检测Connexin、Par-3的表达. 

结果: 肿瘤上皮细胞形态不规则, 细胞极性消
失, 细胞器排列紊乱, 细胞连接结构破坏, 紧
密连接、中间连接和桥粒结构基本消失. 正
常上皮细胞形态规则, 细胞极性明显, 细胞连
接结构完整. 免疫组化检测显示: 正常肠道组
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■背景资料
结直肠癌是是消
化系常见的恶性
肿瘤, 而消化系上
皮细胞侧面连接
是维持上皮组织
的整体性的条件
之 一 ,  也 是 癌 变
细胞必定干扰的
结 构 区 .  胃 肠 道
相邻上皮细胞膜
上的Connexin在
nectin蛋白的介入
下促进募集细胞
表面黏附分子形
成分子互锁而构
成牢固细胞连接, 
nectin的胞内端则
与Par-3结合 ,  共
同参与细胞连接
结构的维持和调
节. Par-3分子表达
下降, 可使细胞连
接分子表达下降, 
细胞连接松散, 导
致细胞分化的改
变, 或肿瘤转移的
发生

■同行评议者
秦华东, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
四科



织中Par-3与Connexin的表达水平最高(0.572
±0.051, 0.485±0.042), 癌旁组织次之(0.432
±0.049, 0.367±0.035), 癌组织表达水平最
低(0.290±0.041, 0.227±0.031); 三种组织两
两之间的差异性检测有极显著的统计学意义
(P <0.05).

结论: Connexin和Par-3的表达下调极可能是
癌细胞恶变程度加重与复发转移的前兆.

关键词: 蛋白酶激活受体-3; 细胞连接; 结直肠肿

瘤; 转移
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0  引言

结直肠癌是消化系常见的恶性肿瘤, 占消化系

肿瘤发病率的第2位[1], 及早发现和准确诊断结

直肠癌转移或复发, 与结直肠癌患者临床治疗

效果及预后有密切关系[2-3]. 因此, 相关的研究一

直受到重视. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-05/2008-03在本院诊断治疗

结直肠肿瘤患者51例, 男23例, 女28例, 年龄56
±2.5岁. 所有病例术前经过纤维结肠镜检查和

活组织病理诊断确诊, 组织学分型: 管状腺癌16
例, 乳头状腺癌14例, 黏液腺癌21例. 每1病例取

材分别为癌组织、肿瘤组织、癌旁2.0 cm组织

和距肿瘤>5.0 cm正常组织.
1.2 方法 
1.2.1 组织病理学处理: 取材组织经过生理盐水

冲洗以后, 剪成体积约为0.8 cm3小块置入40 g/L
多聚甲醛固定24 h, 组织在0.01 mol/L PBS中漂

洗1 h, 用酒精上行脱水、透明、石蜡包埋、切

片、粘片备用. 
取材组织剪成直径为1 mm3左右的小块, 经

过生理盐水冲洗以后, 置入2.5%的戊二醛(0.1 
mol/L PB配制)固定24 h. 用0.01 mol/L PBS中漂

洗30 min×3. 
组织经丙酮脱水 ( 6 0 %、7 0 %、8 0 %、

90%、100%), 每一步的时间为2 h. 浸透与包埋. 
Epon-812作为电镜包埋剂, 先用丙酮与Epon-812
按1∶1配成预包埋剂, 浸透过夜; 将组织浸入到

Epon-812包埋剂中, 浸透后置入包埋器内, 60℃, 
24 h, 完成包埋, 组织块修整, 电镜切片机切片, 
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贴铜网, 电镜观察. 
1.2.2 免疫组化SABC法显色: 切片常规脱蜡后用

0.01 mol/L PBS漂洗, 30 mL/L H2O2阻断内源性

过氧化物酶活性. 再用4% BSA进行封闭; 滴入

一抗(connexin26和Par-3为Sant Cruz公司产品), 
每组织块30 µL. 将切片放入湿盒, 4℃过夜后室

温2 h. 生物素标记的二抗37℃, 1 h, 0.01 mol/L 
PBS稀释SABC, 37℃, 1 h, B显色. 切片用苏木素

复染30 s, 自来水冲10 min. 上行酒精脱水, 透明, 
封片. 
1.2.3 肿瘤组织总蛋白提取方法: 临床手术切除

癌组织, 癌旁组织和正常组织分别置于裂解液

(50 mmol/L pH7.5 Tris-Cl, 100 mL/L glycerol, 
5 mmol/L醋酸镁, 0.2 mmol/L EDTA, 1 g/L 
Leupeptin, 1 g/L Pepstatin, 1 g/L Aprotinin, 15.41 
g/L DTT, 0.42 kg/L NaF, 0.08 kg/L钒酸钠, 17.4 
g/L PMSF, 50 mol/L NaN3)中, 匀浆后, 0℃静置

60 min.  超声震荡3 min, 低温离心9000 r/min, 15 
min, 取上清液-20℃保存, 待用.  
1.2.4 Western blot: 取上述匀浆的上清于100 g/L 
SDS-PAGE凝胶上进行电泳分离后蛋白湿转入

硝酸纤维膜上. 50 g/L牛奶封闭30 min; Par-3和
Connexin(1∶500)(Santa Cruz公司产品)4℃, 18 
h; 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶2500, 
北京中杉), 37℃孵育1 h; ECL显色曝光. 

用Bandscan4.3, 对每个目的条带进行总灰

度的分析, 并与b-actin的值相比, 进行标准化.
统计学处理 所有的结果用mean±SD表示, 

并用t检验进行两两比较, P <0.05在统计学上有

显著性差异.

2  结果

2.1 组织病理学观察 实验所收集的病理标本主

要为黏液腺癌和管状、乳头状腺癌, 肉眼可见

肿瘤组织向肠腔内隆起, 外观呈红色, 质地坚硬, 
形状不规则, 与癌旁组织和与远离癌组织的正

常肠道黏膜组织(图1A-B)有明显差别. 上皮细

胞失去正常规律排列, 肠腺形状不一, 失去规则, 
肠腔大小不一, 癌组织上皮细胞连接松散, 脱落

(图1C).
2.2 电镜形态变化 正常上皮细胞形态规则, 细胞

极性明显, 细胞器排列清晰, 细胞连接结构完整, 
紧密连接、中间连接和桥粒结构由表及里, 细
胞间隙不明显. 可见明显的细胞连接复合体, 即
紧密连接、中间连接和桥粒. 

癌细胞形态不规则, 细胞极性消失, 细胞器
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■研发前沿
研究结直肠肿瘤
细胞生物学特性, 
以及与细胞连接
相关蛋白分子的
表达变化及规律, 
不仅是基础医学
研究工作的重点, 
对其诊断和治疗
也具有重要的临
床意义.
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排列紊乱, 细胞连接结构破坏, 紧密连接、中间

连接和桥粒结构基本消失, 有些上皮细胞的细

胞连接复合体破坏(图2A-B), 在较低分化的癌细

胞中, 细胞连接完全破坏, 细胞间隙增宽(图2C).
2.3 Connexin免疫细胞化学反应结果 光镜下, 
Connexin免疫细胞化学反应阳性产物主要定位

于肠上皮细胞膜表面(图3A). 在癌旁周组织中, 
黏膜上皮细胞轮廓不清晰, Connexin反应呈阳性

(图3B). 但在某些低分化的腺癌组织中肠腺结构

已不完整, 腺细胞排列紊乱, 数量较少, 散在分

布于结缔组织中, 其腺上皮细胞Connexin免疫反

应明显减弱, 腺上皮周围结缔组织中, Connexin
免疫反应呈阴性显示(图3C).
2.4 Par-3免疫细胞化学反应结果 正常肠腺上皮

细胞中, Par-3呈阳性点状表达, 定位于上皮细胞

胞质或近顶部胞膜处, 常呈颗粒状分布(图4A). 
中度分化的腺癌管腔变小, 散在分布在组织中, 
腺上皮中Par-3免疫细胞化学反应减弱(图4B); 

低分化的腺癌组织中肠腺结构已不完整, 腺细

胞排列紊乱, 数量较少, 其腺上皮细胞Par-3免疫

反应明显减弱, Par-3表达下降更明显(图4C).
2.5 Western blot 免疫印迹反应的吸光度显示结

果提示, 正常肠道组织Connexin、Par-3表达水

平明显最高, 癌旁组织表达水平次之, 癌组织表

达水平最低(图5). 三种组织两两之间的差异性

检测, P值明显小于0.05, 有极显著的统计学意义

(表1).

3  讨论

消化系上皮细胞侧面连接是维持上皮组织的

整体性的条件之一, 也是癌变细胞必定干扰的

结构区[4-7]. 研究发现胃肠道相邻上皮细胞膜上

的Connexin可以通过侧面同类分子的相互锁定

(interlock)而构成牢固细胞连接[8]. 这种连接的形

成需要一种被称为nectin蛋白的介入[9], 他促进

募集细胞表面黏附分子形成分子互锁. 而nectin

■相关报道
尽管Par-3在肿瘤
研究方面报道较
少, 已有研究显示
上皮细胞向肿瘤
细胞方向转化早
期, 即细胞发生间
变时, 首先表现为
细胞连接的破坏.

A B C 图  1  直肠癌组织及癌周
组织(HE×400). A-B: 癌旁

组织和与远离癌组织的正

常肠道黏膜组织; C: 癌组

织上皮细胞失去正常规律

排列.

A B 图  2  结直肠癌组织电镜
形态变化. A: 癌组织细胞极

性消失, 细胞器排列紊乱; 

B: 癌组织细胞连接结构破

坏; C: 较低分化的癌组织

细胞连接完全破坏, 细胞间

隙增宽.

C

A B 图   3   C o n n e x i n 免 疫 细
胞化学染色(SABC×400). 
A :  正 常 肠 道 表 达 上 皮

Connexin反应阳性定位于

细胞膜表面; B: 癌旁组织; 

C:  癌组织肠腺上皮细胞

Connexin反应阳性明显减

弱或消失.

C
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的胞内端则与调节分子Par-3结合[10], 共同参与

细胞连接结构的维持和调节. Par-3又称为细胞

极性(polarity)蛋白分子, 广泛分布于机体的多种

组织和细胞中, 对机体细胞功能调节具有重要

作用, 尤其是对上皮细胞连接的形成、维持以

及重建均起着重要作用[11-14]. 基因敲除Par-3分
子, 可使细胞连接分子表达下降[15], 细胞连接松

散, 导致细胞分化的改变, 或肿瘤转移的发生[16]. 
但目前关于肠道肿瘤上皮细胞Par-3与Connexin
表达之间的相关性研究目前尚无报道. 

本实验初步观察的结果显示, 癌组织上皮

细胞连接松散, 与癌旁组织和远离癌组织的正

常肠道黏膜组织有明显差别. 电镜下可以观察

到肿瘤上皮细胞形态不规则, 细胞极性消失, 细
胞器排列紊乱, 细胞连接结构破坏, 紧密连接、

中间连接和桥粒结构基本消失, 细胞间隙增宽. 
本研究免疫组织化学和免疫印迹的结果均

显示, 正常肠腺上皮细胞中, Par-3呈阳性点状表

达, 定位于上皮细胞胞质或近顶部胞膜处; 中度

分化的腺癌管腔变小,散在分布于组织中, 腺上

皮中Par-3免疫细胞化学反应减弱; 低分化的腺

癌组织中肠腺结构不完整, 腺细胞排列紊乱, 数
量较少, 散在分布结缔组织中, 腺上皮中Par-3免
疫细胞化学反应几乎消失, 腺上皮周围结缔组

织中, Par-3免疫反应呈阴性; 与Par-3反应阳性

腺上皮相比, Par-3表达下降更明显. Par-3免疫印

迹反应的定量分析结果显示癌组织中Par-3的表

达也明显下调. 这与Connexin的表达结果基本

一致, 提示他们之间存在一定的协调关系. Yano
和Nambara et al在体外肿瘤细胞培养实验中观

察到Connexin存在类似表达现象[17-18], 与我们在

肿瘤组织切片中的观察的结果基本一致, 因而

可以认为Connexin与肿瘤的形成和分化程度有

密切关联. 但肿瘤细胞Par-3表达的类似研究, 目
前尚未见文献报导. 可以推测直肠肿瘤组织中

Connexin表达下调, 可能是导致上皮细胞松散脱

落, 细胞出现转化、间变或复发等变化的关键

原因之一. 但Par-3与Connexin的表达变化一致

的意义目前尚不清楚, 具体的机制需要进一步

分子生物学研究的证实. 
尽管Par-3在肿瘤研究方面报道较少, 已有

研究显示上皮细胞向肿瘤细胞方向转化早期, 
即细胞发生间变时, 首先表现为细胞连接的破

坏. 文献报道, Par-3与Par-6和aPKC是以一种

蛋白复合体的形式存在, 与细胞连接的形成和

维持有很重要的关系[19]. 研究发现某些原因使

Par-3表达下调时, 会使复合体Par-6和aPKC分子

从细胞膜向胞质转位, 其结果使上皮细胞极性

消失, 连接松散, 细胞出现间变特征[20]. TGF-β
可下调E-cadherin表达, 但这一作用可被过表达

Par-3逆转, 因此可以认为, Par-3不仅对细胞侧面

连接的蛋白分子的表达具有重要的调控[19]. 而
且也可能是上游因子作用的靶点, 上游因子通

■名词解释
Par-3: 又称为细
胞极性(polarity)
蛋白分子, 广泛分
布于机体的多种
组织和细胞中, 对
机体细胞功能调
节具有重要作用, 
尤其是对上皮细
胞连接的形成、

维持以及重建均
起着重要作用.

A B 图  4  直肠癌组织及癌周
组织Par-3免疫细胞化学染
色(SABC×400). A: 正常肠

腺上皮细胞 Par-3反应呈

阳性, 反应产物呈颗粒状,

位于上皮近顶部; B: 癌旁

组织; C: 癌组织上皮细胞

Par-3表达明显下调.

C

表  1  结直肠癌、癌旁组织和和正常组织Connexin、
Par-3吸光度比值 (mean±SD)

     
组织类型                      Par-3                          Connexin

正常	             0.485±0.042              0.572±0.051

癌旁组织	             0.367±0.035a             0.432±0.049a

癌组织	             0.227±0.031ac            0.290±0.041ac

aP<0.05 vs  正常组织; cP<0.05 vs  癌旁组织.

图  5  三种组织中Connexin及Par-3的表达. A: Connexin; B: 

Par-3.

正常               癌旁                  癌

Connexin

b-actin

Par-3

b-actin

A

B
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过Par-3调控下游的细胞连接分子的表达, 进而

对上皮细胞的连接结构进行调控. 
总之, 由于Connexin和Par-3与细胞连接有

关的, 可以推测Par-3和Connexin表达下调可视

为细胞间变或恶变的早期信号, 他们的表达变

化有助于确定肿瘤细胞恶变程度加重与转移的

前兆, 因此, 本研究结果对结直肠癌的分类、预

后判断及处理可能具有一定的临床意义.
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■同行评价
本文所选择的分
子学指标较为新
颖, 但是一些具体
的和确切的机制
需要进一步研究, 
尤其是具体的分
子生物学机制.
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布世界华人消化杂志
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年世界华人消化杂志的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28种期刊的第5位. 2007年世界华人消化杂志的影响因子为0.568, 内科医学类28种期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (编辑: 程剑侠 2009-03-18)


