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Abstract
AIM: To investigate the expression of E2F tran-
scription factor 3 (E2F3), minichromosome main-
tenance protein 2 (MCM2) and hypoxia-inducible 
factor-1α (HIF-1α) and to analyze their correla-
tion with clinical and pathophysiological param-
eters in colorectal carcinoma and adenoma.

METHODS: Immunohistochemistry was per-
formed to detect the expression of E2F3, MCM2 
and HIF-1α in specimens of colorectal carcinoma 
(n = 40), colorectal adenoma (n = 20) and normal 
colorectal mucosa (n = 20).

RESULTS: The positive rates of E2F3 and HIF-
1α expression in colorectal carcinoma were sig-

nificantly higher than in colorectal adenoma and 
normal colorectal tissue (E2F3: 30%, 57.5% vs 
0.0%, both P < 0.01; MCM2: 45.0%, 87.5% vs 5.0%, 
both P < 0.01; HIF-1α: 30.0%, 67.5% vs 5.0%, both 
P < 0.05). The expression of E2F3, MCM2 and 
HIF-1α in colorectal carcinoma was positively 
correlated with lymph node metastasis, depth of 
invasion and Dukes stage, but not with sex, age 
or tumor size (all P > 0.05). There is a positive 
correlation between the expression of E2F3 and 
MCM2 (r = 0.440, P < 0.01), between that of E2F3 
and HIF-1α (r = 0.375, P < 0.05), and between 
that of HIF-1α and MCM2 (r = 0.383, P < 0.05) in 
colorectal carcinoma.

CONCLUSION: The expression of E2F3, MCM2 
and HIF-1α is high in colorectal carcinoma. 
There is a positive correlation among the expres-
sion of E2F3, MCM2 and HIF-1α in colorectal 
carcinoma.
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some maintenance protein 2; Hypoxia-inducible 
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Immunohistochemistry
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摘要
目的��: 探讨转录因子E2F3、微型染色体维持
蛋白(minichromosome maintenance proteins 2, 
MCM2)及缺氧诱导因子1α(hypoxia-inducible 
fac tor 1α, H IF-1α)在结直肠癌、结直肠腺
瘤、大肠正常黏膜组织中的表达及他们与结
直肠癌临床病理因素之间的关系.

方法�: 收集2007-01/2008-12佳木斯大学附属收集2007-01/2008-12佳木斯大学附属
第一医院普通外科、肿瘤外科及消化内科肠
镜室行手术切除并经病理证实的结直肠癌病
理标本40例. 应用免疫组织化学SP方法检测
E2F3、MCM2及HIF-1α在结直肠癌(40例)、
结直肠腺瘤(20例)及大肠正常黏膜组织(20例)
中的表达.

结果��: E2F3的阳性表达率在结直肠腺瘤组结直肠腺瘤组组

®

■背景资料
结直肠癌在我国
发病率仍高居恶
性肿瘤的第4位 , 
近几十年来发病
率呈明显上升趋
势. 其发病与生活
方式的改变及膳
食结构不合理密
切相关, 预计在我
国结直肠癌发病
率上升的趋势还
将进一步发展. 其
早期诊断、治疗
及预防意义重大. 

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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织 与 结 直 肠 癌 组 织 中 均 显 著 高 于 正 常 组结 直 肠 癌 组 织 中 均 显 著 高 于 正 常 组组 织 中 均 显 著 高 于 正 常 组
织(30.0% vs  0.0%, 57.5% vs  0.0%, P <0.01). 
MCM2的阳性表达率在结直肠腺瘤组织与结结直肠腺瘤组织与结组织与结结
直肠癌组织中均显著高于正常组织(45.0%组织中均显著高于正常组织(45.0% vs  
5.0%, 87.5% vs  5.0%, P <0.01); HIF-1α的阳性
表达率在结直肠腺瘤组织与结直肠癌组织结直肠腺瘤组织与结直肠癌组织组织与结直肠癌组织结直肠癌组织组织
中均高于正常组织(30.0% vs  5.0%, 67.5% vs  
5.0%, P <0.05). E2F3、MCM2、HIF-1α的表达
水平与结直肠癌的浸润程度、淋巴结转移、结直肠癌的浸润程度、淋巴结转移、的浸润程度、淋巴结转移、

Dukes分期、组织学分级相关(均P <0.05), 与
患者的年龄、性别及肿瘤的大小则无相关性. 
在结直肠癌组织中E2F3与MCM2的表达呈正结直肠癌组织中E2F3与MCM2的表达呈正组织中E2F3与MCM2的表达呈正
相关(r  = 0.440, P <0.01), 与HIF-1α的表达呈正
相关(r  = 0.375, P <0.05); HIF-1α与MCM2的表
达呈正相关(r  = 0.383, P <0.05).

结论�: E2F3、MCM2及HIF-1E2F3、MCM2及HIF-1α在结直肠癌组
织中均为高表达且呈正相关, 提示在结直肠癌
的发展过程中, 三者可能通过各自不同功能作
用于肿瘤细胞, 还可能通过一种或多种途径协
同促进肿瘤的发展演变. 检测结直肠癌组织中
三者的表达, 可为结直肠癌早期诊断、评价预
后提供理论依据, 为防癌普查及基因靶向治疗
提供一种新的途径.

关键词: 转录因子E2F3; 微型染色体维持蛋白2; 缺

氧诱导因子1α; ������ ������� ����结直肠癌�� ������� ����; ������� ����结直肠腺瘤�� ����; 免疫组织
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0  ��引言

结直肠癌是世界上常见的恶性肿瘤之一, 与其是世界上常见的恶性肿瘤之一, 与其

他恶性肿瘤一样是在内外多种因素影响下发

生的多基因表达失调的一种个体化疾病. 近几

十年来, 国人平均发病年龄已从20世纪60年代

的48岁上升到90年代的55岁[1]. 黑龙江省5年恶

性肿瘤死亡检测分析结直肠癌仍然是死因的结直肠癌仍然是死因的仍然是死因的

第5位 [2]. 本实验利用S P免疫法检测转录因子

E2F3、微型染色体维持蛋白(minichromosome 
maintenance proteins 2, MCM2)及缺氧诱导因子

1α(hypoxia-inducible factor 1α, HIF-1α)3种因子

在大肠正常组织、腺瘤组织及癌组织中的表达, 
以探讨在结直肠腺瘤-癌序列的过程中结直肠癌结直肠腺瘤-癌序列的过程中结直肠癌-癌序列的过程中结直肠癌结直肠癌

的发病机制, 寻找结直肠癌早期诊断标志物和结直肠癌早期诊断标志物和早期诊断标志物和

药物治疗的靶标, 同时研究结直肠癌的浸润、结直肠癌的浸润、的浸润、

转移过程的机制以准确的判断结直肠癌的侵袭结直肠癌的侵袭的侵袭

程度及临床分期, 协助临床评估预后. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 所用标本来源于2007-01/2008-12佳木

斯大学附属第一医院普通外科、肿瘤外科及消

化内科肠镜室行手术切除并经病理证实的结直结直

肠癌病理标本40例. 其中年龄36-87(平均58±病理标本40例. 其中年龄36-87(平均58±
11)岁; 男19例, 女21例; 高中分化癌16例, 低分

化癌24例; 侵及浆膜层的24例, 未侵及浆膜层的

16例; 淋巴结转移的17例, 无淋巴结转移的23例. 
Dukes分期: A期16例, B期7例, C期8例, D期9例. 
同时选择结直肠腺瘤及正常大肠黏膜标本(取结直肠腺瘤及正常大肠黏膜标本(取及正常大肠黏膜标本(取
自结直肠癌根治术距癌肿5 cm以上的组织)各20结直肠癌根治术距癌肿5 cm以上的组织)各20根治术距癌肿5 cm以上的组织)各20
例. 广谱型SP免疫组织化学试剂盒购自福建迈组织化学试剂盒购自福建迈试剂盒购自福建迈

新生物技术开发公司. 其他试剂均购自武汉博

士德生物工程公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 标本处理: 石蜡切片, 常规处理, DAB显色,
苏木素轻度复染. 
1.2.2 E2F3、MCM2及HIF-1α表达的检测: 采用

免疫组织化学SP法检测E2F3、MCM2及HIF-1α
的表达, 严格按照试剂盒说明进行.  
1.2.3 阳性结果判定标准: 以染色强度和阳性细

胞数进行综合分析, 按半定量积分法判定结果. 
每张切片随机选取5个高倍视野进行结果判定, 
按染色强度计分: 未着色(0分), 淡黄(1分), 棕黄

(2分), 棕褐(3分). 按着色细胞数占同类细胞总

数计分: 阳性细胞数≤5%计0分, 6%-25%计1分, 
26%-50%计2分, ≥51%计3分, 根据两项积分之

和判定其结果, <3分计为阴性(-), ≥3分计为阳性

(+), ≥4分为弱阳性(++), ≥6分为强阳性(+++). 
统计学处理 应用SPSS16.0软件包进行数据

分析, 采用四格表χ2检验及Spearman秩相关检

验, 以P <0.05为差异显著性标准, 有统计学意义.

2  ��结果

2.1 E2F3、MCM2及HIF-1α在正常大肠组织、

结 直 肠 腺 瘤 组 织、结 直 肠 癌 组 织 中 的 表 达组 织、结 直 肠 癌 组 织 中 的 表 达结 直 肠 癌 组 织 中 的 表 达组 织 中 的 表 达 
E2F3、MCM2蛋白的表达主要定位于细胞核, 
阳性细胞呈棕黄色或棕褐色颗粒. HIF-1α蛋白

的表达主要定位于细胞质, 阳性细胞呈黄色或

棕黄色颗粒. E2F3的阳性表达率在大肠正常组

织中为0, 在结直肠腺瘤组织中为30%(6/20), 在结直肠腺瘤组织中为30%(6/20), 在组织中为30%(6/20), 在
结直肠癌组织中为57.5%(23/40), 显著高于正常组织中为57.5%(23/40), 显著高于正常

组织(P <0.01), 在结直肠癌组织中高于结直肠腺结直肠癌组织中高于结直肠腺组织中高于结直肠腺结直肠腺

瘤组织, 具有统计学意义(组织, 具有统计学意义(P <0.05, 表1). 

■研发前沿
寻找早期诊断的
标志物及基因治
疗的靶标研究已
经成为结直肠癌
研究的热点之一. 
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MCM2的阳性表达率在大肠正常组织中为

5%(1/20), 在结直肠腺瘤组织中为45%(9/20), 在结直肠腺瘤组织中为45%(9/20), 在组织中为45%(9/20), 在
结直肠癌组织中为87.5%(35/40). 显著高于正常组织中为87.5%(35/40). 显著高于正常

组织(P <0.01), 在结直肠癌组织中的阳性表达率结直肠癌组织中的阳性表达率组织中的阳性表达率

显著高于腺瘤组织(P <0.01, 表1). 
H I F-1α的阳性表达率在大肠正常组织中

为5%(1/20), 在结直肠腺瘤组织为30%(6/20), 在结直肠腺瘤组织为30%(6/20), 在组织为30%(6/20), 在
结直肠癌组织为67.5%(27/40). 高于正常组织组织为67.5%(27/40). 高于正常组织

(P <0.05), 在结直肠癌组织中显著高于腺瘤组织结直肠癌组织中显著高于腺瘤组织组织中显著高于腺瘤组织

(P <0.01, 表1). 
2.2 肠癌组织中E2F3、MCM2及HIF-1α的表达

与临床病理特征之间的关系 三者的阳性表达

率在侵及浆膜层组显著高于未侵及浆膜层组; 
在淋巴结转移组显著高于无淋巴结转移组; 随
Dukes分期增加而升高, 各期间存在显著性差

异; 在低分化组高于高中分化组; 三者的表达

与患者的年龄、性别及肿瘤的大小均无相关性

(P >0.05, 表2). 

3  ��讨论

E2F转录因子是细胞周期中G1期进入S期的重要

调控因子, E2F转录因子与肿瘤的发生和细胞凋

亡有着紧密的关系[3]. E2F在多数组织中发挥癌

基因作用, 如E2F过度表达可促使P53缺失小鼠

皮肤肿瘤的形成[4], 在前列腺癌、乳腺癌等组织

也有E2F的异常表达. Hurst等[5]研究表明, E2F3
分别通过p16(Ink4a)-cycD/cdk4-Rb-E2F和Arf-
mdm2-P53这两条重要的细胞增生调控和肿瘤监

控途径, 抑制pRb和P53, 导致细胞周期调控的紊

乱, 从而促进肿瘤的发生发展. pRb的去磷酸化

(活化)形式通过结合并阻断某些转录因子的作

用抑制细胞从G1期进入S期, 阻止细胞转录, 抑
制DNA合成. E2F3可通过p16(Ink4a)-cycD/cdk4-
Rb-E2F途径反馈抑制p21Cip1, 使Rb蛋白发生磷

酸化而失活. 而在Arf-mdm2-p53途径, E2F3则是

通过抑制Arf基因的表达从而对P53起抑制作用, 
可能导致P53抑癌途径功能失调, 促进肿瘤发生

发展[6]. 

本实验结果显示E2F3在大肠正常组织无表

达, 在结直肠腺瘤、癌组织中的表达渐次明显结直肠腺瘤、癌组织中的表达渐次明显、癌组织中的表达渐次明显

升高, 具有统计学意义(P <0.01), 说明E2F3的过

表达可能是结直肠癌发生发展中的早期事件,结直肠癌发生发展中的早期事件,发生发展中的早期事件, 
并在此过程中维持着高表达水平, 由此我们认

为E2F3对结直肠癌的发生起促进作用, 其过度结直肠癌的发生起促进作用, 其过度的发生起促进作用, 其过度

表达可能促进结直肠癌的发生发展. 这与李云结直肠癌的发生发展. 这与李云的发生发展. 这与李云

祥等[7]对前列腺癌中E2F3表达的研究相符合.  
MCMs蛋白是一种与细胞周期密切相关的

蛋白, 在G1期装配到复制前体复合物上后可启

动DNA复制, 使细胞进入S期[8], 是启动真核细

胞DNA复制、调控细胞由G1期进入S期的关键

蛋白[9], 而且限制DNA在每个细胞周期仅复制1
次[10]. MCM2是MCM复合物中的一员, 只存在处

于细胞周期的细胞核中, 且其表达水平与组织

中细胞增生程度成正比, 在G0或分化好的细胞

中不/低表达, 提示MCMs可作为细胞增殖的特

异标志, 目前已将其视为S期细胞的标志物, 被
认为是特异性增殖相关因子和癌前标志. 

本研究结果显示MCM2与结直肠癌的病程结直肠癌的病程的病程

密切相关, 提示通过检测MCM2在结直肠癌中的结直肠癌中的中的

表达, 能较准确的判断结直肠癌的侵袭程度及结直肠癌的侵袭程度及的侵袭程度及

临床分期, 并能协助临床评估预后. 英国剑桥大

学Davies等报道通过检测从粪便表面收集的脱

落细胞的MCM2表达可以作为一种非侵入性的

结肠癌的诊断方法, 提示可以通过脱落细胞中

微型染色体维持蛋白的检测来预测早期恶性肿

瘤的进展. 而且MCMs的免疫组织化学染色相对组织化学染色相对染色相对

更加容易和敏感, 可以发现一些传统染色不能

发现的异型细胞[11]. 总之, MCM2是一种较为理

想的细胞增殖的标志物, 其检测在恶性肿瘤的

早期诊断及恶性程度的评估等方面都有广阔的

应用前景. 
在肿瘤病理生理中, 肿瘤细胞对缺氧的适

应和血管生成是肿瘤发展过程中的关键步骤. 
HIF-1是组织内缺氧一种重要信号标记, 在调节

细胞的氧代谢中发挥重要的作用. HIF-1在缺氧

条件下广泛存在于人体与哺乳动物体内, 作为

■相关报道
H u r s t 等 研 究 表
明, E2F3分别通过
p16(Ink4a)-cycD/
cdk4 -Rb-E2F和
Arf-mdm2-P53这
两条重要的细胞
增生调控和肿瘤
监 控 途 径 ,  抑 制
pRb和P53 ,  导致
细胞周期调控的
紊乱, 从而促进肿
瘤的发生发展.

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分 %(n )

     
组织   n       E2F3阳性          MCM2阳性          HIF-1α阳性  

正常黏膜组织 20        0(0/20)bd           5(1/20)bd           5(1/20)ad

结直肠腺瘤组织 20      30(6/20)c         45(9/20)d         30(6/20)d

结直肠癌组织 40      57.5(23/40)         87.5(35/40)         67.5(27/40)

aP<0.05, bP<0.01 vs  结直肠腺瘤; cP<0.05, dP<0.01 vs  结直肠癌.
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迄今为止发现的唯一一个特异性缺氧状态下发

挥活性的转录因子, 其与肿瘤的关系正得到系

统深入的研究[12]. 缺氧反应基因涉及肿瘤血管生

成、细胞能量代谢、肿瘤转移、离子代谢和儿

茶酚胺代谢等多个方面. HIF-1α直接或间接诱

导多种基因表达增加, 其中涉及肿瘤生物表型

的多个方面基因的变化, 例如血管发生, 细胞存

活, 葡萄糖代谢, 侵袭性增加, 对细胞凋亡和放

化疗抵抗等. 
本实验结果说明细胞缺氧出现在结直肠癌结直肠癌

变之前并持续到肿瘤发生发展的全过程, HIF-
1α的过表达可能促进结直肠癌的发生, 可作为结直肠癌的发生, 可作为的发生, 可作为

预测结直肠癌的指标. 这与Zhong等结直肠癌的指标. 这与Zhong等的指标. 这与Zhong等[13]认为HIF-
1α表达是前列腺癌早期事件, 可作为预测前列

腺癌的指标的观点一致. 这说明了在腺瘤癌变

早期阶段使用HIF-1α特异性拮抗阻止结直肠腺结直肠腺

瘤恶变进程的重要价值及意义. 潘克俭等恶变进程的重要价值及意义. 潘克俭等[14]的研

究也表明HIF-1α的表达水平随结肠癌组织学分

级提高而上升. 
HIF-1α与肿瘤的发生发展关系密切, 抑制

HIF-1的活性不仅可以阻止肿瘤细胞的生长与侵

袭, 而且可以提高肿瘤细胞对放化疗的敏感性. 

临床上HIF-1α的靶向治疗已成为一大热点, 如曲

古抑菌素A(trichostatin A, TSA)是特异性HDAC
抑制剂, 可上调P53和VHL表达, 下调HIF-1α和
VEGF表达, 在体内外均可抑制血管生成[15], 从而

有效抑制肝肿瘤细胞的浸润和转移. 
目前国内对E2F3、MCM2蛋白及H IF-1α

在结直肠癌中表达的研究报道不多, 而同时对结直肠癌中表达的研究报道不多, 而同时对中表达的研究报道不多, 而同时对

E2F3、MCM2蛋白及HIF-1α在结直肠癌表达的结直肠癌表达的表达的

相关性研究国内尚未见报道. 本实验通过免疫

组织化学法对三者联合检测, 得出如下结论: 在法对三者联合检测, 得出如下结论: 在
结直肠癌组织中E2F3与MCM2的表达呈正相关组织中E2F3与MCM2的表达呈正相关

(r  = 0.440, P <0.01), 与HIF-1α的表达呈正相关

(r  = 0.375, P <0.05); 同时HIF-1α与MCM2的表达

呈正相关(r  = 0.383, P <0.05). 三者均随着结直肠结直肠

癌浸润深度增加、淋巴结转移的发生及Dukes浸润深度增加、淋巴结转移的发生及Dukes
分期增加, 及肿瘤分化程度的降低而增高. 由此

我们认为, 在结直肠癌的发展过程中, E2F3、结直肠癌的发展过程中, E2F3、的发展过程中, E2F3、
MCM2蛋白及HIF-1α通过各自不同功能作用于

肿瘤细胞, 还可能通过一种或多种途径协同促

进肿瘤的发展演变. 由此推测, H IF-1α介导的

基因表达促进了E2F的转录活性, 同时二者通

过阻止P53诱导的细胞凋亡, 使肿瘤细胞无限增

■应用要点
E2F3、MCM2及
HIF-1α的联合检
测可为结直肠癌结直肠癌
早期诊断、评价
预后提供理论依
据, 为防癌普查及
基因治疗提供一
种新的途径. 

表  2  E2F3、MCM2及HIF-1α与结直肠癌临床病理特征之间的关系

     
病理特征   n E2F3阳性(%)    P 值 MCM2阳性(%)    P 值 HIF-1α阳性(%)    P 值

淋巴结转移 <0.01 <0.05    <0.05

    有 17 82.35 100.00   88.24

    无 23 39.13   78.26   52.17

年龄(岁) >0.05 >0.05 >0.05

    <59 24 50.00   87.50   70.83

    >59 16 68.75   87.50   62.50

浸润深度 <0.01 <0.01 <0.01

    黏膜 16 25.00   68.75   43.75

    浆膜 24 79.17 100.00   83.33

性别 >0.05 >0.05 >0.05

    男 19 63.16   89.47   57.89

    女 21 52.38   85.71   76.19

分化程度 <0.05 <0.01 <0.01

    高中 16 37.50   68.75   43.75

    低 24 70.83 100.00   83.33

Dukes分期 <0.01 <0.05 <0.05

    A 16 25.00   68.75   43.75

    B   7 71.43 100.00   71.43

    C   8 75.00 100.00   75.00

    D   9 88.89 100.00 100.00

肿瘤大小(cm) >0.05 >0.05 >0.05

    ≤5 18 50.00   83.33   66.67

    >5 22 63.64   90.91   68.18
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殖. 上游启动因子E2F3的激活促进MCM2参与

形成复制前复合物, 两者同时检测能更有效的

反映细胞G1/S期转化的峰值状态, 体现细胞增

殖潜能, 预测预后. 对Rb基因缺陷的胚胎细胞研

究发现在Rb缺失条件下E2F3促进细胞异常增

生. 在前列腺癌中Rb等位基因的缺失或失活可

导致其所结合的E2F3释放或不能被结合而呈异

常高表达, 这能够促使DNA的合成、细胞过度

增殖和向恶性转化[16]. 而E2F3可通过p16(Ink4a)-
cycD/cdk4-Rb-E2F途径反馈抑制p21Cip1, 使Rb
蛋白发生磷酸化而失活. Rb基因不能表达或异

常表达, 降低了细胞内某些抑制因素的作用, 使
细胞增殖处于失控状态, 继而可产生肿瘤或使

原有肿瘤的恶性程度增加而致MCM2表达增强. 
因此, 转录因子E2F3及MCM2可能还通过pRb途
径共同参与结直肠癌的发生发展.结直肠癌的发生发展.的发生发展. 

缺氧介导的基因表达调节发生在包括转

录、mRNA稳定性、翻译和翻译后修饰等多个

水平上, 缺氧是P53最强的生理性诱导剂. 缺氧

介导的体内肿瘤细胞凋亡需要P53的参与. 由于

P53功能失活或突变, 失去了对HIF-1α的抑制作

用, 所以在P53缺失或突变的肿瘤细胞内, HIF-
1α有明显积聚. P53功能失活不仅可防止肿瘤细

胞进入低氧诱导的凋亡, 而且由于其升高HIF-
1α可促进新生血管生成及糖酵解[17], 从而增强

肿瘤细胞的侵袭转移能力. 
本研究结果显示E2F3、MCM2蛋白及HIF-

1α都参与了结直肠癌的发生发展, 并且在此过结直肠癌的发生发展, 并且在此过的发生发展, 并且在此过

程中三者可能有相互促进的作用, 因此, 检测结结

直肠癌组织中三者的表达, 可为结直肠癌早期组织中三者的表达, 可为结直肠癌早期结直肠癌早期早期

诊断、评价预后提供理论依据, 为防癌普查及

基因治疗提供一种新的途径. 而对其各自的作

用机制及相关性的研究也将对结直肠癌的发病结直肠癌的发病的发病

机制、恶性转化及侵袭转移机制的研究提供科

学的理论依据. 
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■同行评价
本文设计合理, 科
学性和可读性较
好, 为临床诊断治
疗、预后评估提
供了新途径.


