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Abstract
AIM: To investigate the protein expression of 
β-catenin and the mutations in exon 3 of the 
β-catenin gene in colorectal traditional serrated 
adenoma (TSA), conventional adenoma (TA/
VTA) and colorectal carcinoma (CRC), and to 
analyze the relationship between β-catenin ex-
pression and the carcinogenesis of TSA.

METHODS: Thirty TSA specimens, 20 TA/VTA 
specimens, and 21 CRC specimens were col-
lected. The protein expression of β-catenin was 
detected by immunohistochemical staining. 
β-catenin exon 3 mutations were detected by 
sequencing DNA from β-catenin-positive TSA (8 
cases), TA (6 cases), VTA (5 cases), and CRC (10 
cases) specimens.

RESULTS: There are significant differences in 
the positive rates of β-catenin expression among 
TSA, TA/VTA and CRC (P = 0.000). No signifi-
cant difference was noted in the positive rate of 
β-catenin expression between TSA and TA/VTA 
(P > 0.05) though a significant difference was 
found between TSA and CRC (P < 0.05). The 
degree of dysplasia in both TSA and TA/VTA 
was correlated with the positive rate of β-catenin 
expression (TSA: P < 0.01; TA/VTA: P < 0.05). 
No β-catenin exon 3 mutations were detected in 
TSA, TA/VTA or CRC.

CONCLUSION: Abnormal expression of β-catenin 
is related to the degree of dysplasia in TSA. 
β-catenin may play a role in the neoplastic progres-
sion of TSA.

Key Words: β-catenin; Serrated adenoma; Immu-
nohistochemistry; Gene sequencing
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摘要
目的: 观察β-catenin在结直肠传统锯齿状腺瘤
(TSA)、普通腺瘤及腺癌中的免疫组织化学
表达及外显子3基因突变, 分析β-catenin与锯
齿状腺瘤癌变的关系及意义. 

方法: 收集TSA30例, 管状腺瘤/绒毛管状腺
瘤(TA/VTA)20例, 结直肠腺癌(CRC)21例, 应
用免疫组织化学方法检测β-catenin在病变组
织中的表达情况; 选取细胞质/核表达阳性的
TSA 8例、TA 6例、VA 5例及CRC 10例进行
了β-catenin外显子3突变的检测. 

结果: 免疫组织化学结果显示β-catenin在TSA
中的表达阳性率为76.6%(23/30), TA/VTA
中70.0%(14/20), C R C中为95.2%(20/21); 
β-catenin在3种病变中的表达具有显著差异(P  
= 0.000), 对其进行两两比较后发现β-catenin
在TSA(23/30)中的表达与TA/VTA组(14/20)
之间无显著性差异(P >0.05), 与CRC(20/21)之
间有显著性差异(P <0.05); 随着TSA及普通腺

®

■背景资料
新近在研究锯齿
状腺瘤癌变的途
径中发现结肠癌
突变基因(MCC)
联合β-catenin, 抑
制W n t信号转导
的新结直肠癌变
通路, 目前该通路
与锯齿状病变癌
变的关系尚不很
清楚. 
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瘤异型增生程度增加, β-catenin表达阳性率增
高, 异型增生程度与β-catenin阳性率呈正相
关, 差异有统计学意义(TSA: P <0.01; TA/VTA: 
P <0.05). 基因测序结果显示TSA、TA/VTA、

CRC均未检测到外显子3的突变.

结论: β-catenin在TSA的异常表达随异型增生
程度增加而表达增加. β-catenin蛋白水平的异
常表达与外显子3基因突变不同步. β-catenin
在锯齿状腺瘤癌变的过程中有促进肿瘤进展
的作用.

关键词: β-catenin; 锯齿状腺瘤; 免疫组织化学; 基
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0  引言

继结直肠腺瘤-癌顺序癌变(adenoma-carcinoma 
procedure of carcinogenesis, APC)通路外, 近年

来锯齿状癌变通道已为结直肠癌第二通路. 一
般认为锯齿状癌变通路主要分子遗传学改变包

括: (1)BRAF基因突变; (2)CpG岛甲基化现象

(island methylation phenomenon, CIMP); (3)微
卫星不稳定性(microsatellite instability, MSI)表
达[1-3]. 新近在研究锯齿状腺瘤癌变的途径中发

现结肠癌突变基因(mutation gene of colon cancer, 
MCC)联合β-catenin, 抑制Wnt信号转导的新结

直肠癌变通路, 目前该通路与锯齿状病变癌变

的关系尚不很清楚[4-7]. 本文观察30例传统锯齿

状腺瘤(traditional serrated adenoma, TSA), 20例
普通腺瘤及21例浸润性腺癌β-catenin的免疫组

织化学表达及其外显子3突变的情况, 重点观察

β-catenin在TSA中的表达和突变情况以及与异

型增生分级的关系, 并比较TSA与普通腺瘤及腺

癌有否差异, 旨在探讨β-catenin与锯齿状癌变的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军252医院、河北

省巨鹿县医院病理科2003-01/2008-01病理诊断

为结直肠腺瘤及息肉的切片共1 685例, 从中筛

选出腺体以锯齿状结构为特征的病变91例; 由
专长胃肠病理诊断的高年资医师根据WHO及

文献[8-11]标准进行2-3轮病理组织学诊断分

类, 将锯齿状病变分为增生性息肉(hyperplastic 

polyps, HP)、广基锯齿状腺瘤(sessile serrated 
adenoma, SSA)、传统锯齿状腺瘤(traditional 
serrated adenoma, TSA)、混合性锯齿状息肉/腺
瘤、混合性锯齿状/管状腺瘤. 从中筛选出TSA 
30例. 随机抽取病理诊断为结直肠管状腺瘤(tu-
bular adenoma, TA), 绒毛管状腺瘤(tubulovillous 
adenoma, VTA)20例, 结直肠腺癌(colorectal car-
cinoma, CRC)21例, 将各类腺瘤按异型增生程度

分为轻中重度异型增生. 应用β-catenin单克隆抗

体(CAT-5H10)对30例TSA、20例TA及VTA、21
例CRC进行免疫组织化学染色. 并对8例TSA、

6例TA、5例VTA及10例CRC进行β-catenin基因

外显子3的突变检测.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学方法: 标本经40 g/L中性甲醛

固定, 常规石蜡包埋, 行4 μm厚的连续切片, 免
疫组织化学采用MaxVision即用型染色方法: 常
规脱蜡、脱水, 加入一抗后室温放置2 h, PBS液
浸泡3次, 加二抗(通用型)室温孵育20 min, DAB
显色, 苏木素染色. β-catenin单克隆抗体购自福

州迈新生物技术有限公司. 
1.2.2 β-catenin基因的提取及外显子3的突变检

测: (1)DNA提取: 采用德国QIAamp DNA FFPE
试剂盒从石蜡包埋的组织中按说明书提取DNA, 
具体步骤: 将蜡块切成10 μm的切片(3片), 加入

1 mL的二甲苯, 封闭并剧烈摇晃10 s, 室温放置

15 min, 重复1次; 高速离心2 min, 用吸管移除上

清液, 加入1 mL的酒精(96%-100%), 摇晃, 室温

放置5 min, 重复1次; 室温下高速离心2 min, 用
吸管移除上清液; 37 ℃孵育10 min, 直到残留的

酒精全部蒸发; 加入180 μL的ATL缓冲液并加

入20 μL的蛋白酶K, 剧烈摇晃混匀; 56 ℃孵育

1 h; 90 ℃孵育1 h; 将滴液转移到1.5 mL的离心

管中, 在样品中加入200 μL的AL缓冲液, 振荡

并充分混匀, 再加入200 μL的酒精(100%), 振荡

并充分混匀; 将滴液转移到1.5 mL的离心管中; 
将整个溶解产物转移到QIAamp MinElute柱中

(2 mL的管), 以6 000-8 000 r/min离心1 min; 将
QIAamp MinElute柱放置到2 mL的管中, 弃去包

含有液体的收集管, 加入500 μL的AW1缓冲液, 
6 000-8 000 r/min离心1 min; 将QIAamp MinElute
柱放置到2 mL的管中, 弃去包含有液体的收集

管. 小心打开离心柱, 加入500 μL的AW2缓冲液,  
6 000-8 000 r/min离心1 min, 将QIAamp MinElute 
柱放置到2 mL的管中; 高速离心(20 000-14 000 
r/min)3 min使膜完全烘干, 将离心柱放置到1.5 

■相关报道
H u g h 等 也 发 现
β-catenin的广泛
的核表达及胞质
表达揭示了肿瘤
生长的异常性, 且
在对患者生存预
后的判断上有统
计学意义.
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mL的离心管中, 弃去含有液体的收集管; 小心打

开离心柱并向膜的中心加入20-100 μL的ATE缓
冲液, 室温下孵育1 min, 高速20 000-14 000 r/min
离心1 min; 离心后的液体即为提取的DNA, 并用

紫外分光光度仪测其浓度; (2)引物序列及引物

合成: 引物根据参考文献[12]获取引物序列: 上
游引物5'-TAACATTTCCAATCTACTAATGC-3', 
下游引物5'-AGCTACTTGTTCTTGAGTGAAG-
3', 扩增的片段长度为272 bp; 引物由上海英俊生

物有限技术公司合成; (3)PCR反应及电泳: PCR
反应试剂盒PrimeSTARTM HS(Premix)购自日本

TaKaRa公司. 反应体系为50 μL, Premix 25 μL, 
模板DNA 1 μL, 引物1 1 μL, 引物2 1 μL, 灭菌蒸

馏水22 μL. 反应条件: 热启动95 ℃ 5 min; 变性: 
94 ℃ 1 min; 退火: 57.6 ℃ 1 min; 延伸: 72 ℃ 1 
min, 共35个循环; 继续延伸: 72 ℃ 7 min. 取扩增

产物7.5 μL与1.5 μL上样缓冲液混合, 在2%琼脂

糖胶上电泳, 电压80 V, 30 min后在凝胶成像仪

上扫描, 记录结果, 凝胶电泳在270 bp处可见一

亮条带, 与引物序列一致, 扩增成功; (3)测序: 将
PCR产物送上海英俊生物技术公司进行测序. 测
序引物序列与PCR反应的引物序列相同, 方法是

终止法, 测序仪器为ABI公司的3730, 用axygen
胶回收试剂盒经过切胶纯化, 测序的试剂盒是

ABI公司的BigDyerRXTerminTMV3.1. 测序图通

过Chromas软件打开, 并通过PubMed的BLAST
功能与GenBank的全基因序列进行对照. 
1.2.3 免疫组织化学及基因突变结果判断: (1)
免疫组织化学结果判定: 按照Maruyama等[13]方

法, 分别从细胞膜、细胞质、细胞核3方面判断

β-catenin在细胞内的分布特征: 细胞膜阳性表达

细胞率>70%为正常表达, 反之为表达减弱或缺

失; 胞质或胞核阳性表达细胞率>10%定为异位

表达; 细胞膜表达减弱或缺失及异位表达统称

为异常表达. 其中正常表达记作阴性(-), 异常表

达记作阳性(+); 异常表达进一步根据其染色强

度分为3个等级: 染色呈淡黄色为染色弱, 记作

(+); 染色呈黄色者为染色中等, 记作(++); 染色

呈棕黄色者为染色强, 记作(+++); (2)β-catenin基
因外显子3的突变检测测序结果判断: 观察测序

的峰图有无双峰, 对于基线无杂波, 看见明显的

呈双峰的图像即为突变, 通过PubMed的基因库, 
对所测序列进行BLAST, 如有突变进一步分析

突变的位点及突变的具体类型. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行统

计分析, 免疫组织化学的结果采用Fisher确切概

率法进行统计, P <0.05差异有显著性.

2  结果

2.1 β-catenin在各类型病变中的表达 β-catenin在
TSA中的表达阳性率为76.6%, TA/VTA中70.0%, 
CRC中为95.2%; β-catenin在3种病变中的表达具

有显著差异(P  = 0.000), TSA与TA/VTA之间无

显著性差异(P >0.05), 与CRC之间有显著性差异

(P <0.05), TSA及TA/VTA的阳性表达率明显低于

CRC(图1). 并且观察到随着恶性程度增加, 免疫

组织化学染色强度明显增加, TSA及普通腺瘤中

没有+++染色, 而在癌组织中42.8%为+++. 本文

观察到1例TSA存在部分核表达异常, 3例CRC存
在部分核表达异常, 而TA/ VTA均未见核表达异

常(表1).
2.2 β-catenin表达与腺瘤异型增生程度的关系 
将T S A、TA/V TA腺体分为轻度、轻-中度及

中度、重度异型增生3组, 所有CRC均为浸润

性癌共4组, 比较β-catenin的表达有否差异. 其
中TSA伴轻度异型增生β-catenin 53.8%表达阳

性, TSA伴中度异型增生100%阳性, TSA伴重度

异型增生80.0%阳性; 相比之下, TA/VTA伴轻

度、轻-中及中度、重度异型增生阳性率分别为

50%、83.3%、100%, 其中4例伴重度异型增生

者均为VTA, 经统计学处理差异有显著性(表2). 
β-catenin表达阳性率与两组腺瘤异型增生程度

均呈正相关.
2.3 测序结果 根据免疫组织化学的结果选取了

表  1  β-catenin在各类型病变中的表达

     
类别   n -(n ) + n (%) ++ n (%) +++ n (%) 阳性n (%)

TSA 30 7 21(63.3) 2(10.0) 0(0.0) 23(76.6)

TA/VTA 20 6   9(45.0) 5(25.0) 0(0.0) 14(70.0)

CRC 21 1   5(23.8) 6(28.5) 9(42.8) 20(95.2)

χ2值 22.805 

P值   0.000

■应用要点
β-catenin在TSA
的异常表达随异
型 增 生 程 度 增
加 而 表 达 增 加 . 
β-catenin蛋白水平
的异常表达与外
显子3基因突变不
同步. β-catenin在
锯齿状腺瘤癌变
的过程中有促进
肿瘤进展的作用.
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异常表达的8例TSA、6例TA、5例VTA及10例
CRC进行了外显子3的突变检测, 发现无一例病

变存在外显子3的突变, 1例部分核表达阳性的

TSA及3例核表达阳性的CRC均未发现β-catenin
外显子3的突变(图2). 

3  讨论

现已发现Wnt信号途径的多种成分在人类肿瘤

发生过程中存在突变, 且所有突变结果多表现

为游离β-catenin增多, 形成β-catenin-T细胞因子

(T cell factor, Tcf)/LEF转录复合体, 激活下游原

癌基因, 这些原癌基因所表达的癌蛋白决定了

肿瘤组织的恶性表型. 使Wnt途径异常激活的最

常见因素便是APC基因及β-catenin基因的突变, 
二者的突变都会使胞质内游离的β-catenin增多, 
在结直肠肿瘤中这两个基因的突变是经常出现

的. β-catenin作为一种抑癌基因, 其作用涉及两

个相对独立的过程, 既是细胞间黏附连接的主

要结构成分, 又是APC β-catenin-T细胞因子信号

通路(Wnt信号通路)的中枢成分. 在正常分化成

熟的细胞中, β-catenin主要与膜表面E黏蛋白结

合, 参与同质性黏附. 而胞质内游离的β-catenin
因被磷酸泛素化, 可被蛋白酶体降解始终保持

在低水平[14]. 但当β-catenin降解障碍时, 胞质内

β-catenin水平升高, 导致β-catenin大量聚集进入

细胞核内与T细胞转录因子结合启动下游靶基

表  2  β-catenin表达与腺瘤异型增生程度的关系

     
类型   n 轻度异型增生n (%) 轻-中及中度异性n (%) 重度异型增生n (%) 浸润癌n (%) P 值

TSA 30        13(43.3)        12(33.3)          5(16.6)

阳性 23          7(53.8)        12(100.0)          4(80.0)

阴性   7          6(46.1)          0(0.0)          1(20.0) <0.01

TA/VTA 20        10(50.0)          6(30.0)          4(20.0)

阳性 14          5(50.0)          5(83.3)          4(100.0)

阴性   6          5(50.0)          1(16.6)          0(0.0) <0.05

CRC 21          -          -          -      21

阳性 20          -          -          -      20(95.2)

阴性   1          -          -          -        1(4.7)

图  1  β-catenin免疫组织化学结果. A: TSA胞质及胞膜明显

阳性; B: TA胞膜阳性为主, 少数胞质阳性; C: 腺癌胞质显强

阳性.

A

B

C

 TCTGG AATCCAT TCTG GTGCCACTACCACAGCTCC  T TCTCTGAGTGGTAAAGGCAA TCCTG AGGAAGAGGATG
90                100              110                   120           130               140              150  A

 TC  T G G T GC CAC   TA C C A CA G C   TC C   T TC   TC  TG  AG TG  G TA A A GG C AA  TC  C  T G  AGG  A AG A GG  AT G
 100                110                   120                   130                    140                  150  B

C
 TC  T G G  TGC CAC   T A C CA CA G C   TC C  T  TC   TC  TG  AG T G G TA A A GG C A A TC  C  T G  AGG  A AG A GG  AT G

 100                110                   120                   130                    140                  150  

D
 T C  T G G T GC CAC   TA C C A CA G C  T C C  T T C  TC  TG  AG T G  GTA A A GG C AA  TC  C  T G  AGG  A AG A GG  AT G

 100                110                   120                   130                    140                  150  

图  2  各类病变组织的测序图. A: TSA; B: TA; C: VTA; D: 

CRC. 各组病变测序图基线平稳, 未见杂波及双峰.

■同行评价
本文学术性较好, 
具有较高的临床
参考价值.
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因的转录, 从而启动肿瘤的生长程序. 
有文献报道[15,16]在结直肠癌组织中β-catenin

细胞质和细胞核表达增加是提示患者发生转

移和不良预后的良好指标 ,  国内 [17]研究发现

β-ca t en in的异常表达与结直肠癌分化程度、

Duke's分期、淋巴结转移有关, 提示β-catenin
的异常表达与细胞恶性转化及疾病进展紧密联

系. 还有研究[4]表明β-catenin在正常黏膜均为膜

表达, 而大肠腺瘤和腺瘤癌变存在不同程度的

细胞核异位表达增加和细胞膜表达下降, 异位

表达的程度随大肠腺瘤上皮不典型增生程度增

高而增强, 故认为β-catenin的膜表达下降和核

表达增加与大肠腺瘤向腺癌转变有关. 然而目

前对于结直肠肿瘤β-catenin基因突变情况的研

究结果差异较大, 一些学者认为结直肠肿瘤中

β-catenin基因突变极少, 只有10%左右[5,6], 也有

人认为较为普遍, 约占40-50%[7]. 本文中测得的

β-catenin在CRC中的突变率为0%(0/10). 
在大肠癌发生发展的多阶段、多步骤过程

中, 腺瘤恶变是腺瘤由良性向恶性转化的最早

期阶段, 大量研究发现β-catenin异位表达率在腺

瘤恶变组织中显著增高, 提示β-catenin的胞质积

聚并进入核内, 导致β-catenin的肿瘤性活化并激

活下游靶癌基因, 可能在腺瘤恶变过程中发挥

关键作用. Wong等[16]依次对正常结直肠组织、

结直肠息肉组织, 腺瘤组织及癌组织的β-catenin
表达进行研究发现: β-catenin的胞质/核表达率

在这4种组织中分别为0、8%、92%、100%, 且
发现β-ca t en in的异位表达与患者淋巴结转移

及其不良预后存在显著相关. Hugh等[18]也发现

β-catenin的广泛的核表达及胞质表达揭示了肿

瘤生长的异常性, 且在对患者生存预后的判断

上有统计学意义. 本研究亦发现β-catenin的异

位表达率在伴高度异型增生的TSA、普通腺瘤

及CRC中明显增高, 且差异有统计学意义. 因此

β-catenin胞膜至胞质表达异位的情况可作为结

直肠上皮性肿瘤恶变的评估指标. 
W u等 [ 1 9 ]对2 2例S S A和1 9例H P进行了

β-catenin免疫组织化学染色观察, 发现β-catenin
在SSA中主要分布在基底部, 而在HP中呈广泛

阳性分布, 其中发现9例SSA核表达阳性, 无1例
HP核表达阳性. Yachida等[20]观察到54例SSA中, 
35例(67%)存在β-catenin核异常表达, 而HP 12例
均无异常核表达(0/12), 推测β-catenin在锯齿状

病变的演变过程中起着重要作用, Wnt信号参与

SSA的肿瘤进展过程. 

本研究应用免疫组织化学方法发现β-catenin
在T S A的阳性表达率为76.6%, 普通腺瘤中

70.0%, CRC中为95.2%; TSA与普通腺瘤之间差

异无显著性, 但与CRC之间差异具有统计学意

义. 观察发现β-catenin表达与异型增生程度密切

相关, 其中β-catenin在TSA伴轻、中、重度异型

增生的阳性率分别为53.8%、100%、80%; 在普

通腺瘤伴轻、中、重度异型增生的阳性率分别

为50.0%、83%、100%; CRC的阳性率为95.2%, 
与文献结果一致, 提示Wnt信号同时参与锯齿状

腺瘤与普通腺瘤癌变通路进程, 同时与恶变程

度相关. 
根据免疫组织化学的结果, 我们选取了具有

细胞质异位表达的8例TSA、6例TA、5例VTA
组织进行了测序, 未发现一例病变存在β-catenin
外显子3的突变, 本研究中选取10例CRC作为对

照, 均无外显子3的突变. 在本文中发现3例CRC
局部核表达阳性, 1例TSA局部核表达阳性, 而
TA及VTA无一例核表达阳性. 因APC基因的突

变亦会导致胞质内β-catenin的积聚, 不能除外存

在APC基因的突变, 还有待于进一步进行APC
基因突变的测定, Fukuchi等[21]亦发现CRC有

β-catenin细胞质或细胞核聚集而无基因突变的

情况, 并分析其可能机制为: (1)存在第3外显子

以外的基因突变; (2)轻微的APC改变; (3)Wnt家
族蛋白的参与. 因此 β-catenin细胞质或核的聚集

可能还有其他分子事件发生, 有待于进一步的

研究. 
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