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Abstract
AIM: To investigate the expression of Kruppel-
like factor 6 (KLF6) and WW domain-containing 
oxidoreductase (WWOX) proteins in colorectal 
carcinoma and to analyze their clinicopathologi-
cal significance.

METHODS: The expression of KLF6 and WWOX 
proteins was detected by immunohistochemis-
try in 40 colorectal carcinoma specimens and 40 
normal colorectal mucosa specimens.

RESULTS: The positive rates of KLF6 and 
WWOX protein expression differed signifi-
cantly between colorectal carcinoma and nor-
mal colorectal mucosa (KLF6: 45.0% vs 82.5%, 
WWOX: 37.5% vs 90.0%, both P < 0.05). The 
expression of KLF6 and WWOX proteins was 

found to be associated with tumor differentia-
tion, lymph node metastasis, and tumor invasion 
in colorectal carcinoma (all P < 0.05). A positive 
correlation was noted between the expression of 
KLF6 and that of WWOX in colorectal carcinoma 
(r = 0. 320, P < 0.05).

CONCLUSION: Reduced expression of KLF6 
and WWOX proteins may be related with the 
development, progression, and prognosis of 
colorectal carcinoma. Combined detection of 
KLF6 and WWOX protein expression is helpful 
for diagnosis and evaluation of the prognosis of 
colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal carcinoma; Kruppel-like fac-
tor 6; WW domain-containing oxidoreductase; Im-
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摘要
目的: 探讨KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组
织中的表达及其临床病理意义. 

方法: 采用免疫组织化学法分别检测40例结
直肠癌及40例正常结直肠黏膜组织中KLF6和
WWOX蛋白的表达, 并分析两者的表达水平
与其临床病理因素的关系. 

结果: 结直肠癌组织中的KLF6和WWOX蛋白
的阳性表达率明显低于正常结直肠黏膜组织
(45.0% vs  82.5%; 37.5% vs  90.0%, 均P <0.05), 
KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表
达呈正相关(r  = 0.320, P <0.05), 并与肿瘤组织
的分化程度、淋巴结转移及浸润深度均密切
相关(均P <0.05).

结论: KLF6和WWOX的低表达可能与结直肠
癌的发生、发展及预后有关, 联合检测两者对
结直肠癌的诊断及预后判断具有重要意义.

关键词: 结直肠癌; Kruppel样因子6; 包含氧化还原

酶的WW域; 免疫组织化学

®

■背景资料
结直肠癌是消化
系统常见的恶性
肿 瘤 之 一 .  近 年
来 ,  随 着 我 国 生
活水平的不断提
高及饮食习惯的
改 变 ,  结 直 肠 癌
的发病率及死亡
率 呈 上 升 趋 势 , 
严重危害人们的
健康. 因此, 探讨
结直肠癌的发病
机 制 ,  寻 找 有 效
预防及治疗的途
径 ,  是 目 前 迫 切
需要解决的问题.

■同行评议者
顾 国 利 ,  副 主 任
医 师 ,  中 国 人 民
解放军空军总医
院普通外科
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0  引言

结直肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一, 在
欧美国家居恶性肿瘤死因的第2位[1]. 近年来, 随
着我国生活水平的不断提高及饮食习惯的改变, 
结直肠癌的发病率及死亡率呈上升趋势[2], 严
重危害人们的健康. 因此, 探讨结直肠癌的发病

机制, 寻找有效预防及治疗的途径, 是目前迫切

需要解决的问题. Kruppel样因子6(Kruppel-like 
factor 6, KLF6), 又称锌指转录因子9(zinc finger 
factor9, ZP9), 是一种具有抑制细胞生长、促进

凋亡、参与细胞衰老调控的抑癌基因[3,4], 虽然

在肝癌[5,6]、前列腺癌[7-10]等方面的研究较多, 但
在结直肠癌方面的报道相对少见. 包含氧化还

原酶的WW域(WW domain-containing oxidore-
ductase, WWOX)是Bednarek等[11]在2000年应用

鸟枪基因测序技术鉴定出的一种候选抑癌基

因. 有文献报道, 在人类卵巢癌、肺癌、胃癌等

多种肿瘤中WWOX呈现低表达, 并与肿瘤浸润

深度、淋巴结转移及临床病理分期有关, 还发

现过表达的WWOX可以诱导肿瘤细胞调亡并

抑制其生长[12-15]. KLF6和WWOX蛋白分别在多

种恶性肿瘤中存在异常表达, 但联合检测两者

在结直肠癌的表达及相关性研究, 迄今国内外

均未见报道. 本实验采用免疫组织化学法检测

KLF6和WWOX蛋白在40例结直肠癌及40例正

常结直肠黏膜组织中的表达, 并探讨两者与结

直肠癌发生、发展的关系及其临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院2008-2009
年期间手术切除的结直肠癌标本40例及40例相

应的癌旁正常组织(距肿瘤边缘≥5 cm). 患者术

前均未行放化疗及免疫治疗. 其中男19例, 女21
例, 年龄30-81岁, 均经病理学确诊并有完整的临

床资料. 所有组织均用40 g/L中性甲醛固定, 常
规石蜡包埋, 4 μm厚的连续切片. 其中有淋巴结

转移17例, 无淋巴结转移23例; 按组织学分级, 
高+中分化21例, 低分化+黏液腺癌19例; 有浆膜

浸润22例, 无浆膜浸润18例; 浓缩型兔抗KLF6多
克隆抗体、浓缩型兔抗WWOX多克隆抗体、SP
免疫组化染色试剂盒均购自北京博奥森生物技

术有限公司, DAB显色试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学: 采用链霉菌抗生物素蛋白-
过氧化物酶连结法(streptavidin- peroxidase, SP). 
KLF6和WWOX抗体稀释浓度均为1∶100, DAB
显色, 苏木素复染, 操作步骤严格按照说明书进

行. 实验中以已知的阳性组织(KLF6: 肺癌组织; 
WWOX: 胃癌组织)作阳性对照, PBS液代替一抗

作阴性对照.
1.2.2 评分方法: 参考许红霞等[16]的计分方法, 并
做适当修改: KLF6以腺体胞质和(或)胞核出现

黄色颗粒为阳性, WWOX以腺体胞质中出现黄

色颗粒为阳性, 随机选取5个高倍视野计数, 以
阳性细胞数和着色强度综合判断. 着色强度计

分: 无色0分, 淡黄色1分, 棕黄色2分, 黄褐色3分; 
阳性细胞数计分: 0%-5%为0分, 6%-25%为1分, 
26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分, 以
上两项之积, 0-4分为蛋白表达降低或缺失(阴
性), 5-12分为中(+)、高(++)度阳性表达(阳性).

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行数

据分析, 统计方法采用χ2检验及Spearman关联性

分析, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 KLF6蛋白在结直肠不同组织中的表达及其

与结直肠癌临床生物学行为的关系 KLF6蛋白

主要定位于胞质中, 部分胞质、胞核可同时呈

阳性表达, 在正常组织中有较强表达, 呈棕黄色

或黄褐色颗粒, 在癌组织中着色较弱, 表达缺失

常见(图1). KLF6蛋白在结直肠癌及正常组织的

阳性表达率分别为45.0%、82.5%, 组间差异有

统计学意义(P <0.05, 表1). KLF6蛋白在结直肠癌

组织的表达与患者的性别、年龄无关(P >0.05), 
而与肿瘤的分化程度、浸润深度及淋巴结转移

有关(P <0.05, 表2).
2.2 WWOX蛋白在结直肠不同组织中的表达及

其与结直肠癌临床生物学行为的关系 WWOX
蛋白主要在胞质中表达, 呈棕黄色或黄褐色颗

粒, 其在正常组织中可见强阳性表达, 在癌组

织中呈弱表达或表达缺失(图2), WWOX蛋白

在结直肠癌及正常组织的阳性表达率分别为

37.5%、90.0%, 组间差异有统计学意义(P <0.05, 
表1). WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表达与

患者的性别、年龄无关(P >0.05), 但与肿瘤的分

化程度、浸润深度及淋巴结转移有关(P <0.05, 
表2).

■研发前沿
一般认为肿瘤的
发生、发展及转
移是个复杂而有
序的多阶段生物
学过程, 受多个基
因 的 调 控 ,  结 直
肠癌的发生亦是
如 此 ,  近 年 来 对
抑癌基因KLF6和
WWOX的研究成
为国内外的热门
课题.
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2.3 KLF6与WWOX蛋白在结直肠癌组织中表达

相关性分析 KLF6与WWOX蛋白在结直肠癌中

的表达水平呈正相关(P <0.05, 表3).

3  讨论

一般认为肿瘤的发生、发展及转移是个复杂而

有序的多阶段生物学过程, 受多个基因的调控, 
结直肠癌的发生亦是如此, 近年来对抑癌基因

KLF6和WWOX的研究成为国内外的热门课题.  
KLF6是转录因子Kruppel家族成员之一, 位

于人类10p15区域, 因其羧基末端具有锌指结

构, 故称锌指转录因子, 可特异性的与多种基

因启动子中GC盒结合, 与其他家族成员不同的

是, 其氨基末端富含酸性氨基酸残基, 与转录活

性有关, 参与细胞的增殖、分化、凋亡、生长

等过程. 近年研究发现其在肿瘤的发生发展中

起到一定的作用, 并在多种肿瘤组织中呈现低

表达或表达缺失. KLF6的抑癌作用是Narla等[7]

在对前列腺癌的研究中发现的, 野生型KLF6能
以P53非依赖方式上调P21的表达, 从而显著降

低细胞增殖, 而突变型则没有上述作用, 同时, 
在前列腺癌组织中还发现存在KLF6基因的杂

合性丢失(loss of heterozygosity, LOH), KLF6基
因的LOH在前列腺癌组织中发生率高达77%, 
对发生LOH的癌组织进行基因测序, 结果显示

KLF6等位基因中有71%发生了突变, 突变导致

了KLF6蛋白非保守氨基酸的序列变化, LOH和

点突变等导致的KLF6基因的失活、在肿瘤的发

生、发展及转移过程中起了重要作用, 并认为

KLF6是前列腺癌潜在的抑癌基因, 在人类其他

肿瘤的发生、发展及演进过程中可能也起着重

要作用. 在对胃癌[17]的研究中也发现KLF6基因

存在LOH. 本实验发现KLF6蛋白在结直肠癌组

织的阳性表达率显著低于正常结直肠组织; 随

■相关报道
王少平等应用RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot技术对肝癌研
究发现, 癌组织中
KLF6 mRNA及蛋
白表达水平明显
低于正常组织.

表  1  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌及正常黏膜组织中的表达 (n  = 40)

     
组织类别

            KLF6
   χ2值    P 值

          WWOX
  χ2值   P值

 -  + ++ 阳性率(%) - + ++ 阳性率(%)

结直肠癌 22 11   7   45.0 25   9   6   37.5

正常组织   7 15 18   82.5 12.170 0.000   4 20 16   90.0 23.854 0.000

A B

图  1  KLF6蛋白的表达(SP×400). A: 正常组织中阳性表达; B: 结直肠癌组织中阴性表达.

A B

图  2  WWOX蛋白的表达. A: 正常组织阳性表达(SP×200); B: 结直肠癌组织弱阳性表达(SP×400).
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着肿瘤浸润程度加深及淋巴结转移, KLF6蛋白

的阳性表达率也随之下降; 随着分化程度的降

低, KLF6蛋白的表达率亦下降, 有的甚至表达

缺失, 提示KLF6蛋白的表达水平与肿瘤的分化

程度、浸润深度及淋巴结转移均有关, 与王夫

景等[18]的研究结果一致. 但Cho等[19]的研究发现

仅有36.6%的结直肠癌组织呈现KLF6表达降低

或表达缺失, 且与肿瘤的大小密切相关, 而与肿

瘤分期, 部位及淋巴结转移无关, 与本实验及王

夫景等的研究结果存在差异. 关于KLF6蛋白在

结直肠癌组织的表达水平及其与临床病理因素

关系的报道少见, 有待于更多的研究来证实. 在
神经胶母细胞瘤CRL2020和A235细胞株中进行

KLF6重建, 细胞增殖减少将近50%, 而KLF6敲
出后, 细胞增殖增加2.5-4.5倍[20]. 抑癌基因KLF6
的转染可以明显抑制前列腺癌P C-3细胞的生

长增殖并诱导其凋亡, 其作用机制可能与下调

Bcl-2和cyclin D1的表达有关[21]. KLF6可直接

激活转录因子3(activating transcription factor 3, 
ATF3), 结合并激活其启动子, 进而诱导肿瘤细

胞的凋亡. Huang等[8]用siRNA敲出ATF3后能阻

断KLF6诱导的细胞凋亡, 而肿瘤来源的突变型

KLF6却不能激活ATF3, 无法诱导凋亡. KLF6可
通过多种途径抑制细胞的增殖并诱导其凋亡, 
发挥抑癌基因的作用, 而KLF6的表达缺失将使

肿瘤细胞逃逸凋亡, 从而促进肿瘤的发生发展. 
野生型KLF6能以P53非依赖方式上调P21的表

达[7], 还能与cyclin D1作用, 并破坏cyclin D1和
CDK4的复合体, 从而引起细胞周期停滞, KLF6
可能是细胞周期的一个检查点[22], 由于KLF6不
依赖P53, 设想KLF6和P53可能在细胞周期的调

控上发挥着类似的作用. 以上关于KLF6抑制细

胞增殖及促进细胞凋亡的途径有待于在结直肠

癌的进一步研究中证实.       
WWOX基因跨越了基因组内STS markers 

D16s518和D16s516的一个>106 bp的区域, 这个

区域位于染色体的16q23.3-q24.1(普通型脆性

位点, FRA16D), 与对应于常见染色体脆性位点

FRA3B的FHIT基因非常相像, 他的结构异常也

与多种肿瘤密切相关, 故被认为是继FHIT基因

之后的又一个新的抑癌基因[11,23]. WWOX易受外

界因素的影响, 当环境致癌因素作用于FRA16D
时, 引起WWOX基因发生断裂, 变异和失活, 从
而导致肿瘤的产生. 本实验发现WWOX蛋白主

要在胞质中表达, 在结直肠癌组织中的阳性表

达率显著低于正常结直肠组织, 与李秋芳等[24]

在肺癌方面的报道基本一致. 并且随着分化程

度的降低, WWOX蛋白的阳性表达率下降, 有的

■创新盘点
本实验应用免疫
组 织 化 学 法 联
合 检 测 K L F 6 和
WWOX蛋白在结
直肠癌及癌旁正
常黏膜组织中的
表达情况, 从而在
蛋白水平上探讨
二者与结直肠癌
各项临床病理参
数之间的关系, 为
KLF6和WWOX
成为判断结直肠
癌生物学行为的
重要参考指标提
供理论依据.

表  2  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表达与临床病理因素的关系

     
因素   n

          KLF6
   χ2值   P 值

        WWOX
   χ2值    P值

- + ++ 阳性(%) - + ++ 阳性(%)

性别

    男 19   9 3  7 52.6 11 4  4 42.1

    女    21 13 4  4 38.1 0.852 0.356 14 3  4 33.3 0.327 0.567

年龄(岁)

    <60 20   8 7  5 60.0 10 4  6 50.0

    ≥60 20 14 4  2 30.0 3.636 0.057 15 2  3 25.0 2.667 0.102

淋巴结转移

    有 17 13 2  2 23.5 14 1  2 17.6

    无 23   9 6  8 60.9 5.507 0.019 11 6  6 52.2 4.972 0.026

分化程度

    高+中 21   7 5  9 66.7   9 5  7 57.1

    低+黏液腺癌 19 15 3  1 21.1 8.386 0.004 16 3  0 15.8 7.278 0.007

浆膜浸润

    有 22 16 4  2 27.3 17 3  2 22.7

    无 18   6 8  4 66.7 6.208 0.013   8 3  7 55.6 4.552 0.033

表  3  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中表达的相关性 (n)

     
KLF6

       WWOX   
合计    r值    P值

+-++ -

+-++ 10   8 18

-   5 17 22

合计 15 25 40 0.320 0.033
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甚至呈阴性表达; 随着肿瘤浸润程度加深及淋

巴结转移, WWOX蛋白的阳性表达率也随之下

降, 提示WWOX蛋白的表达水平与肿瘤的分化

程度、浸润深度及淋巴结转移均相关, 与许红

霞等[16]、陈志英等[25]的研究结果基本相符, 其正

常表达可能在结直肠组织中发挥着抑癌基因的

作用, 低表达或表达缺失可能参与了结直肠癌

的发生、发展及转移的过程. 在对肝外胆管癌

的研究中发现WWOX mRNA的表达显著低于正

常胆管组织, 47%表达缺失, WWOX蛋白表达的

缺失频率为57%, 且与组织学分级显著相关[26]. 
WWOX蛋白含有414个氨基酸, 在他的氨基酸末

端有2个WW结构域, 主要与蛋白之间相互作用

有关, 而蛋白之间的相互作用是抑癌基因通过

信号转导途径抑制肿瘤生长所必需的. Chang
等[27]研究指出WWOX蛋白主要位于线粒体, 在
凋亡应激因素TNF/十字胞碱、苍术苷等作用下, 
WWOX蛋白合成增加, 第1个WW结构域中的

Try33磷酸化, 线粒体通透性改变, WWOX蛋

白从线粒体转位至细胞核 ,  上调促凋亡因子

P53, 下调抑制凋亡因子Bcl-2、Bcl-xL, 从而

增强TNF介导的细胞毒性; 同时增强TRADD
介导的细胞凋亡 .  而郭文娟等 [28]的研究发现

B c l-x L在结肠腺癌中的阳性率明显高于正常

组织. 在对胃癌、肺癌的研究中发现W W O X
调节位点的超甲基化现象 [14,15],  Qin等[29]认为

在前列腺癌中WWOX基因的表达下调归因于

WWOX基因调节带的DNA超甲基化, 而用脱

氧杂氮胞苷(5-aza-2-deoxycytidine, AZA), 一种

DNA甲基转移酶抑制剂进行治疗, 增加了癌细

胞中WWOX mRNA和蛋白的表达, 并且肿瘤的

生长也被抑制. 杨巍等[30]所构建的pcDNA4/myc-
WWOX真核表达载体转染肿瘤细胞能抑制肿瘤

生长并诱导其凋亡, 使得人为促进肿瘤细胞高

表达WWOX蛋白有希望作为一种新的基因治疗

手段. 但关于WWOX在结直肠癌的具体作用机

制尚未完全明确, 有待于更深入的研究. 
本实验还发现KLF6与WWOX蛋白在结直

肠癌组织中的表达呈正相关(r  = 0.320, P <0.05), 
且随着肿瘤分化程度的降低以及临床分期和淋

巴结转移的增加, 两者的表达均在降低, 提示两

者的低表达共同促进结直肠癌的发生及侵袭转

移. 在前面的叙述中已提到KLF6可引起细胞周

期停滞, KLF6可能是细胞周期的一个检查点[22], 
野生型KLF6能以P53非依赖方式上调P21的表

达, 降低细胞的增殖[7], KLF6和P53可能在细胞

周期的调控上发挥着类似的作用[6], 而WWOX
可上调促凋亡因子P53[27], 那么, 我们可设想

WWOX可通过某种机制来上调KLF6的表达, 从
而共同发挥抑癌基因的作用, 两者的低表达又

共同促进结直肠癌的发生及侵袭转移. 但到目

前为止, 两者之间相互作用的具体机制尚未见

报道, 故上述的假设有待于广大学者的进一步

研究来证实. 
总之, KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌中的

表达均明显低于正常组织, 其低表达可能与结

直肠癌的发生、发展及转移有关. 联合检测两

者对结直肠癌的诊断, 恶性程度及预后的判断

具有重要意义.
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