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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion EphA3 protein in colon cancer and the cor-
relation between EphA3 expression and tumor 
angiogenesis. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine EphA3 expression in 108 surgically 
resected colon cancer specimens and 15 normal 
colon mucosal tissue specimens. Microvessel 
density (MVD) in colon cancer was determined 
after immunostaining for CD31, and the correla-
tion between EphA3 expression and MVD in co-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

EphA3在结肠癌组织中的表达及临床意义

于 泳, 窦科峰, 王家林, 李 霄, 王建锋, 韩 炜, 张卓超, 阮 柏, 王德盛

®

■背景资料
酪氨酸激酶受体
EphA3参与肾癌、
肝癌、黑色素瘤
和肉瘤的发生、
血管生成、肿瘤
转移和侵袭, 然而
在实体肿瘤结肠
癌中的研究很少, 
结肠癌是消化系
常见的恶性肿瘤, 
因此研究结肠癌
发生、肿瘤血管
生成、转移与侵
袭相关分子机制
具有重要意义. 

lon cancer was assessed. The clinical and patho-
logical significance and the prognosis of patients 
were analyzed using statistical methods.  

RESULTS: Expression of EphA3 protein in can-
cer tissue was significantly higher than that in 
normal colon mucosa tissue. MVD was signifi-
cantly correlated with overexpression of EpbA3, 
and high MVD was present in tumor areas that 
were strongly positive for EphA3. Overexpres-
sion of EphA3 protein was correlated with 
tumor size (71.8% vs 28.2%), TNM stages (Ⅰ: 
25.0% vs 75.0%; Ⅱ: 67.9% vs 32.%; Ⅲ: 86.5% vs 
13.5%; Ⅳ: 90.9% vs 9.1%), differentiation grade 
(low differentiation: 90.0% vs 10.0%; moderate 
differentiation: 62.5% vs 37.5%; high differentia-
tion: 37.5% vs 62.5%), lymph node metastasis 
(94.1% vs 5.9%) and distant metastasis (75.0% vs 
25.0%), but not with patient age or sex. 

CONCLUSION: There is a correlation between 
EphA3 protein overexpression and tumor infil-
tration and poor prognosis of colon cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Colon cancer; EphA3; Angiogenesis; 
Microvessel density

Yu Y, Dou KF, Wang JL, Li X, Wang JF, Han W, 
Zhang ZC, Ruan B, Wang DS. Clinical significance of 
expression of EphA3 in colon cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 835-839  http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/835.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i9.835

摘要
目的: 探讨酪氨酸蛋白激酶受体EphA3在结肠
癌组织中的表达与结肠癌微血管生成之间的
关系以及临床意义.

方法: 应用免疫组织化学法检测108例结肠
癌组织和15例正常结肠组织中EphA3蛋白的
表达情况, 同时使用CD31染色检测肿瘤微血
管密度(microvessels density, MVD), 并分析
EphA3与MVD的关系及其与病理分期、预后
的关系.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院
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■研发前沿
EphA异常表达与
多种肿瘤密切相
关, 其中EphA1、
2、 4、 7 在 结 肠
癌组织中异常表
达与肿瘤发生、
转 移 和 患 者 生
存 率 密 切 相 关 . 
EphA3在肝癌、
肾癌、黑色素瘤
和肉瘤组织中高
表 达 ,  与 肿 瘤 的
发生、转移侵袭
密切相关.

结果: EphA3蛋白在癌组织中的表达明显高
于正常结肠黏膜组织(P <0.001), 而且EphA3
阳性表达强度高的肿瘤区域有较高的微血
管密度(P <0.001). EphA3蛋白高表达与肿瘤
大小[51(71.8%) vs  20(28.2%)]、TNM分期
[Ⅰ: 8 (25.0%) vs  24(75.0%); Ⅱ: 19(67.9%) 
vs  9 (32.1%); Ⅲ: 32(86.5%) vs  5(13.5%); Ⅳ: 
10(90.9%) v s  1(9.1%)]、分化[低分化: 18 
(90.0%) vs  2(10.0%); 中分化: 45(62.5%) vs  
27(37.5%); 高分化: 6(37.5%) vs  10(62.5%)]、
淋巴结转移[64(94.1%) vs  4(5.9%)]及远处转
移[42(75.0%) vs  14(25.0%)]相关, 而与患者年
龄和性别差异无统计学意义(P >0.05).

结论: EphA3蛋白的高表达与结肠癌的发生、

浸润以及患者预后密切相关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

EphA(erythropoietin-producing hepatocellular 3)是
重要的酪氨酸激酶受体家族成员之一, EphA不

仅参与胚胎发育、血管形成和神经分化, 而且在

肿瘤发生、发展和转移中也发挥重要作用[1]. 目
前研究表明EphA异常表达与胃癌、肝癌和胰腺

癌的转移、预后密切相关[2], 而其中EphA1、2、
4、7在结肠癌组织中异常表达与肿瘤发生、转

移和患者生存率密切相关[3-6]. 研究表明EphA3 
在肾癌、肝癌、黑色素瘤和肉瘤中均高表达[7], 
然而EphA3在实体肿瘤尤其是结肠癌中研究相

对较少, 而且各研究结果相互矛盾[8,9]. 结肠癌是

消化系的最常见恶性肿瘤之一, 世界范围内结

直肠癌的发病率和死亡率均居恶性肿瘤的第3
位, 寻找肿瘤相关基因进行干预是预防、治疗

结肠癌的新思路, 本研究通过免疫组织化学方

法检测EphA3在人结肠癌组织中的表达情况, 并
探讨EphA3表达水平与患者肿瘤微血管生成以

及患者临床资料之间的关系, 希望给结肠癌的

诊治提供新的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 108例结肠癌组织标本取自2010-01/2012-

01在我院手术治疗中患者癌组织, 15例正常结

肠黏膜组织取自在此期间外伤患者结肠组织, 
所有标本经过40 g/L的甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 
常规切片保存. 其中男65例, 女43例; 年龄36-79
岁, 平均年龄55岁; 肿瘤直径≤5.0 cm 37例, 直径

>5 cm 71例; 临床病理0-Ⅰ期32例, Ⅱ-Ⅳ期76例; 
低分化20例, 中分化72例、高分化16例; 伴淋巴

结转移68例, 远处转移56例. 抗人EphA3单克隆

抗体购自Santa Cruz公司, CD31单克隆抗体和二

抗试剂盒购自Abcom公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 组织经甲醛溶液固

定、石蜡包埋后进行常规切片, 切片经二甲苯

和乙醇脱蜡水化处理, 之后进行抗原修复、封

闭内源性过氧化物酶以及正常山羊血清封闭抗

原; 按照试剂说明滴加稀释后兔抗人EphA3和
CD31抗体4 ℃过夜; 室温复温1 h后滴加生物素

标记二抗, 37 ℃孵育30 min, PBS冲洗后DAB显
色、苏木紫衬染、封片, 显微镜下观察, 结果中

出现淡黄色颗粒为阳性结果.
1.2.2 微血管密度判定: 根据文献进行MVD密

度评分[10]: 0: 未染色, +: 弱阳性, ++: 中等染色, 
+++: 强染色. 染色百分比分数如下: +: 阳性细胞

<10%, ++: 阳性细胞10%-50%, +++: 阳性细胞达

50%以上. 评分在2-6为阳性, 1分以下为阴性.
统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行

统计学分析处理, 采用采用Pearson χ2检验计

算EphA3的表达与不同临床病理特征的关系; 
Spearman's相关性检测分析EphA8与MVD的关

系; Kaplan-Meier法绘制生存曲线, Log-rank检验

分析曲线有无统计学差异. 可信区间为95%, 取
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 EphA3在结肠癌组织和正常结肠黏膜中的

表达情况 免疫组织化学结果表明: E p h A3蛋
白表达于细胞质 ,  呈棕黄色 .  108例患者结肠

癌组织中69例有不同程度的表达 ,  阳性率为

63.9%(69/108), 而15例正常结肠黏膜组织中, 阳
性率为13.3%(2/15)其余均为阴性, 两者比较有

统计学意义(图1A, B, P <0.001).
2.2 EphA3表达与患者临床病理特征之间关系 
结肠癌组织中, EphA3蛋白表达与临床病理指

标的关系(表1). EphA3在肿瘤直径>5.0 cm病例

中阳性率为(51/71)71.8%, 而直径≤5.0 cm病例

中阳性率只有(18/37)48.6%, 两者比有统计学差

■相关报道
在胃癌中EphA3 
高表达与患者年
龄、肿瘤大小、
组织分化程度、
TNM分期、肿瘤
浸润程度、淋巴
结转移及患者低
生存率密切相关.
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异(P  = 0.017); EphA3表达也与肿瘤TNM分期

存在相关性, 随着分期进展表达升高(P <0.001); 
EphA3表达也与患者肿瘤分化程度相关, 高分

化患者(6/16)阳性率为37.5%, 中等分化(45/72)
阳性率为62.5%, 低分化(18/20)阳性率为90.0% 
(P  = 0.007); 在68例淋巴结转移患者中阳性率

为(64/68)94.1%, 显著高于无淋巴结转移患者

(5/40)12.5%(P <0.001); 有远处转移患者阳性率

为(42/56)75.0%与没有远处转移者(27/52)51.9%
相比有统计学差异(P = 0.013), 但EphA3表达与

患者的性别和年龄差异无显著相关性.
2.3 EphA3表达与MVD的关系 免疫组织化学检

测患者MVD, 如文献报道我们将评分值30作为

分界值将患者分成两组, 其中MVD值低患者19
例(17.6%), 较高患者89例(82.4%)(图1C, D).分

析发现EphA3与MVD成正相关, 其相关系数为

0.647(P <0.001, 表2).
2.4 生存分析 EphA3阳性患者生存时间明显短

于阴性患者, 3年生存率分别为53.6%和79.5%, 
患者5年生存率分别为23.1%和56.4%, 平均生存

时间分别为34.3 mo±1.4 mo和48.4 mo±2.3 mo, 
χ2 = 24.6, P <0.001(图2).

3  讨论

近年来我国结肠癌发生率越来越高, 5年生存率

普遍较低, 而且发病年龄也越来越年轻, 结肠癌

成为威胁人类健康的一个重要疾病[9]. 结肠癌的

发病较为隐匿, 大多数患者出现大便性状和次

数改变时才来就诊, 此时肿瘤已经发展到中晚

期, 部分已失去手术指征. 结肠癌的转移和复发

是导致患者死亡的最主要原因, 虽然随着检查

治疗技术的不断提高, 结肠癌的诊治效果有一

定的提高, 但是尚不能完全治愈. 因此, 有必要

寻找合适的检测或治疗靶点更好地为结肠癌患

者服务, 达到早诊断、早治疗以及预防复发的

目的.
酪氨酸激酶途径是一种非常重要的细胞内

信号转导通路, 可有效地将外界刺激信息传递

至细胞核. EPH基因家族是新发现最大的酪氨

酸激酶受体家族成员之一, 广泛表达于上皮来

源的细胞中, 这类激酶和受体相互作用可以调

节神经细胞形成、血管发育和肿瘤血管的形成, 
一些研究评估了这些激酶在不同人类肿瘤中的

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

图   1   免 疫 组 织
化学染色EphA3和
MVD表达情况. A: 

EphA3(×200); B: 

EphA3(×400); C: 

MVD(×200);  D: 

MVD(×400).
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图  2  结肠癌中EphA3表达和生存时间的关系(K-M线). 

■创新盘点
本文提出EphA3
在结肠癌中高表
达, 并且其高表达
与肿瘤血管密度
呈正相关, EphA3 
高表达与结肠癌
的恶性程度相关.

■应用要点
EphA3可能参与
结肠癌血管的生
成, 通过临床大量
样本进一步验证, 
该因子可作为临
床结肠癌的诊治
和预后提供参考.
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■名词解释
微血管密度: 生物
组织如皮肤、肌
肉、器官等组织
中单位面积密度
的微血管数量, 本
文中具体指在结
肠癌组织中新生
血管密度情况.

作用, 主要与细胞增殖、凋亡和肿瘤生成密切

相关[10]. 在人类不同肿瘤研究中发现酪氨酸激酶

和其受体与肿瘤的黏附、迁移和血管生成相关; 
目前实验已经证实酪氨酸激酶受体EphA1、2、
4和7在结肠癌组织中高表达并参与了结肠癌发

生和转移过程[3-6]. EphA3是EPH基因家族成员之

一, 研究表明该基因在T和B淋巴瘤细胞中高表

达, 而且与肿瘤的转移密切相关[11]. 进一步研究

发现EphA3在肝癌、肾癌、黑色素瘤和肉瘤组

织中高表达[7,12], 在胃癌中EphA3高表达与患者

年龄、肿瘤大小、组织分化程度、TNM分期、

肿瘤浸润程度、淋巴结转移以及患者低生存率

密切相关. 然而EphA3在结肠癌中研究有限, 而
且研究结果之间互相矛盾[8,9], 因此我们在结肠

癌组织中检测了EphA3表达情况.
本研究利用免疫组织化学技术检测了

EphA3蛋白在结肠癌组织及其正常黏膜中的表

达情况, 结果发现: EphA3蛋白在结肠癌黏膜组

织中表达明显高于其正常结肠黏膜组织, 提示

EphA3可能成为结肠癌的一个新的肿瘤标志物. 

在正常上皮细胞中EphA3能与其配体有效结合

并经吞噬溶酶体途径被快速降解, 故其蛋白低

表达或缺失. 而在肿瘤细胞中, 因细胞间连接的

破坏导致EphA3的配体结合及降解发生障碍, 而
表现为高表达及异常的细胞定位[2,13]. EphA3的
过度表达同时会引起EphA3功能发生变化, 成为

功能强大的癌蛋白, 启动其他的信号转导途径, 
调节细胞黏附、肿瘤侵袭与转移. 大多数肿瘤

的远处转移及复发者EphA3表达较高. 本研究发

现EphA3高表达与癌组织大小、TNM分期、分

化程度、淋巴结转移以及远处转移有关, 表明

EphA3蛋白的高表达与结肠癌黏膜上皮细胞的

癌变和癌细胞的恶性侵袭能力有关. EphA3表达

增高, 削弱肿瘤细胞之间的连接, 增加肿瘤细胞

与细胞外基质成分的黏附, 增强对基质的侵袭, 
而这些是肿瘤细胞获得侵袭、转移能力的重要

特性, 提示EphA3的高表达促进了肿瘤的侵袭和

转移. 因此, 我们假设EphA3在结肠癌中高表达

可能和DNA的甲基化有关, 而这一变化可能引

起肿瘤细胞形态学和生物学特性的改变, 例如

细胞增殖、活性、黏附能力、迁移能力和抗凋

亡能力变化.
目前在评价肿瘤血管密度方面, MVD应用

非常广泛, 研究表明较高密度的MVD与肿瘤的

大小、组织分化程度、浸润情况、淋巴结是否

转移密切相关, 可以通过简单的免疫组织化学

方法评价各种肿瘤的进展和转移情况[14-16]. 本实

验中较高的MVD值和肿瘤的临床病理分期和预

后密切相关. 进一步研究EphA3和MVD成正相

关, 即EphA3阳性肿瘤细胞中血管密度更大.
总之, 我们通过免疫组织化学方法证明了

EphA3在结肠癌细胞中明显表达高于正常结肠

黏膜细胞. 这一结果提示在早期结肠癌中EphA3
低表达患者生存率较高; EphA3高表达和肿瘤的

血管生成有关, 可见该因子可作为肿瘤危险预

测指标. 本实验可能对于研究结肠癌血管生成

和预测患者生存情况提供帮助, 具有良好的应

用前景.
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表  1  EphA3 表达与结肠癌临床病理特征的关系 n (%)

                   EphA3
  P值

   阳性    阴性

性别   0.547

  男 43(66.1) 22(33.9)

  女 26(60.5) 17(39.5)

年龄(岁)   0.413

  ≤ 55 28(59.6) 19(40.4)

  >55 41(67.2) 20(32.8)

肿瘤大小(cm)   0.017

  >5.0 51(71.8) 20(28.2)

  ≤5.0 18(48.6) 19(51.4)

肿瘤分期 <0.001

  I   8(25.0) 24(75.0)

  II 19(67.9)   9(32.1)

  III 32(86.5)   5(13.5)

  IV 10(90.9)        1(9.1)

肿瘤分化   0.007

  低分化 18(90.0)   2(10.0)

  中分化 45(62.5) 27(37.5)

  高分化   6(37.5) 10(62.5)

淋巴结转移 <0.001

  有 64(94.1)   4(5.9)

  无   5(12.5) 35(87.5)

远处转移   0.013

  有 42(75.0) 14(25.0)

  无 27( 51.9) 25(48.1)

表  2  EphA3表达与MVD关系 (n )

     
变量

        EphA3
  P值   r值

阳性 阴性

MVD <0.001 0.647

  高值  62   27

  低值    7   12
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