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Abstract
AIM: To observe the variation of crypt architec-
ture, expression and distribution of E-cadherin 
and PAR-3 expression in tissues at different dis-
tances from colorectal cancer lesions.

METHODS: Tissue samples at 10, 5 and 2 cm 
from the tumor lesion were collected. The varia-
tion of crypt architecture was observed among 
the three groups. E-cadherin and PAR-3 expres-
sion was detected by immunohistochemistry 
and Western blot. 

RESULTS: With the distance getting closer to 
the tumor lesion, crypt architecture was de-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

人大肠癌癌旁不同部位组织架构及相关分子差异

苏 孟, 文 彬, 胡丰良, 刘金元

®

■背景资料
肿瘤的研究模式
在逐渐发生改变,
过去人们专注于
研究肿瘤细胞本
身. 近年来, 人们
逐渐意识到组织
结构及其重塑对
肿瘤启动的重要
意义. 组织中细胞
表面特征分子是
反映组织结构变
化的重要内容. 

stroyed more and more obviously. Cell crypts 
were irregularly arranged, and some of them 
disappeared. With the distance getting closer to 
the tumor lesion, the expression of E-cadherin 
and PAR-3 decreased progressively, and E-cad-
herin and PAR-3 translocated gradually from 
the plasma membrane to the cytoplasm. 

CONCLUSION: With the distance getting closer 
to the tumor lesion, crypt architecture was de-
stroyed more and more obviously, and some 
crypts disappeared; E-cadherin and PAR-3 ex-
pression in crypt epithelial cells decreased pro-
gressively and gradually translocated from the 
plasma membrane to cytoplasm.   

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 观察在距大肠癌3个不同部位的癌旁组
织隐窝微架构的变化及其相关上皮细胞特征
分子E-cadherin和PAR-3表达分布差异. 检测
E-cadherin、PAR-3在距大肠癌病灶不同距离
的癌旁组织中的表达及分布差异, 探讨其对大
肠癌发生的意义.

方法: 从距离大肠癌病灶近端10、5、2 cm
处获取组织样本, 并分别命名为1、2、3号
位组织样本, 观察3个部位组织隐窝微架构
变化规律, 并采用免疫组织化学(SP法)和半
定量法Western b lo t检测1、2、3号位组织
E-cadherin、PAR-3表达分布变化.

结果: 随着距离肿瘤病灶越来越近, 组织隐窝
微架构破坏(隐窝微架构不整齐, 上皮缺损)愈
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■研发前沿
肿 瘤 的 启 动 ,  首
先表现为细胞表
型和组织微架构
的 改 变 .  E - c a d -
herin和PAR-3作
为细胞表面反映
细 胞 特 征 形 态
的 分 子 ,  初 步 探
讨 肿 瘤 发 生 早
期E-cadher in和
PAR-3在细胞组
织中的表达分布
具有重要意义.

来愈明显, 免疫组织化学及Western blot实验
表明, 随着组织越来越靠近病灶, 上皮细胞表
面E-cadherin和PAR-3表达量依次递减, 分布
由细胞膜转向细胞浆愈来愈明显.

结论: 在大肠癌组织中, 越靠近病灶的癌旁组
织, 隐窝微架构的变化越明显, 甚至完全消失, 
而隐窝上皮细胞中E-cadherin和PAR-3表达也
逐渐减弱, 且分布由细胞膜逐渐转向细胞浆.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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组织         

核心提示: 肿瘤的发生发展与组织结构的重塑密

切相关. 观察距离肿瘤不同距离部位组织结构变

化及上皮细胞表面特征分子E-cadherin和PAR-3
不同部位组织中的表达分布差异, 探讨其与组织

微架构变化的关系, 具有重要意义.
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0  引言

2011年Hanahan和Weinberg[1]梳理肿瘤研究近40
年的研究成果指出, 肿瘤是远远胜过健康组织

而更能处理复杂功能的异常器官. 肿瘤组织原

则的构建使人们意识到正常组织结构的重塑对

肿瘤的发生发展有重要意义[2]. 组织结构及相关

基质细胞的类型、丰度、表型特征是组织重塑

的重要内容, 其改变与肿瘤的发生发展密切相

关[3-5]. 隐窝是肠上皮组织的基本结构单元, 也是

承载着肠道疾病变化的基本结构单元. 异常隐

窝(aberrant crypt foci, ACF)是大肠癌癌变早期最

早可见的组织形态学改变[6-8]. 我们分别从距离

肿瘤病灶不同部位取材, 观察不同部位组织结

构及上皮细胞表面特征分子E-cadherin和PAR-3
在不同部位癌旁组织中的表达分布差异表达变

化, 以探讨分析组织结构及相关细胞表型特征

对大肠癌发生发展中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 组织样本选取2012-04/2013-02在广州

中医药大学第一附属医院, 广州军区总医院的结

肠中分化腺癌患者, 其中男15例, 年龄为41-81岁, 
中位数年龄63岁, 女8例, 年龄为42-76岁, 中位数

年龄为58.5岁. 所有大肠癌患者均为散发性大肠

癌, 均经过纤维结肠镜检查和术后活组织病理确

诊, 术前均未接受过放、化疗. 每例病例依次取

距离肿瘤病灶组织约10、5、2 cm 3个部位, 按
顺序编为1、2、3号, 切取位置如图1所示. 距离

肿瘤病灶距离>5 cm的部位是公认的安全区, 被
看做是正常的组织, 标记为1号位. 距离肿瘤5 cm
的组织被认为是中间位, 通常处于肿瘤浸润组织

和正常组织之间, 标记为2号位. 距离肿瘤1-3 cm
的组织是公认的肿瘤浸润区, 标记为3号位, 被
认为是最快发展为肿瘤的区域. 免疫组织化学

和Western blot选用的兔抗人多克隆抗体均购自

北京博奥森生物有限公司, 包括E-cadherin(bs-
1519R)、PAR-3(bs-9510R)兔抗人多克隆抗体, 免
疫组织化学二抗试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术公司. Western blot实验所用的链脲佐菌素、

亮肽酶、抑肽酶、叠氮钠、二硫苏糖醇均为

Sigma产品, PVDF膜为Millipore产品.
1.2 方法  
1.2.1 免疫组织化学DAB显色及结果判定: 所有

组织均经4%多聚甲醛固定, 石蜡包埋. 石蜡切

片经二甲苯2次脱蜡, 每次10 min, 无水乙醇, 950 
mL/L乙醇, 700 mL/L乙醇分别5 min梯度水化后, 
PBS清洗3次, 每次2 min, 3%H2O2阻断内源性过

氧化物酶的活性, 于柠檬酸盐缓冲液中微波修

复, 小牛血清孵育20 min, 加上一抗4 ℃冰箱过

夜, 以PBS代替一抗作阴性对照, 二抗37 ℃孵育

30 min, DAB显色, 复染, 封片. 应用IPP6.0病理

图像分析软件测定各组免疫阳性产物的光密度

(A )值, 每张切片随机测定6个视野, 定同一张切

片上组织的A值作为背景, 免疫反应产物的A值

减去背景A值得到校正的A值(CA )值, 即为各阳

性产物的实际吸光度值, 然后求平均值作为该

样本的CA值. 用CA值进行分析和比较, 以避免

染色过程中的非特异性染色等导致的误差.
1.2.2 Western blot: 在组织中加入蛋白裂解液, 低
温离心, 取上清液作为蛋白样品并定量, 进行

SDS-PAGE电泳, 转至PVDF膜, 用5%脱脂奶粉

室温封闭, 一抗4 ℃过夜, 洗膜, 二抗室温孵育, 
ECL显影. 采用WO-9413B型凝胶成像系统自带

软件Gelpro32来分析胶片中的蛋白条带, 并与

1 病灶32

图  1  标本取材部位示意图. 1号位: 距离病灶约10 cm; 2号

位: 距离病灶约5 cm; 3号位: 距离病灶约2 cm.



446                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月28日    第22卷   第3期 

2014-01-28|Volume 22|Issue 3|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
Wu ,  Ya p报道了
E-cadherin的黏附
受体是构建健康
组织原则的决定
因素. 更进一步的
研 究 表 明 ,  与 黏
附、收缩相关的
组织细胞空间架
构模式决定了细
胞的形态发生. 进
而我们应该探讨
肿瘤发生过程中
组织细胞形态及
细胞特征分子的
变化. β-actin的值相比, 进行标准化.

统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS6.0统计软件, 计量资料进行均数比

较采用t检验或方差分析, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 不同部位癌旁组织隐窝结构的变化与分析 
1987年, 研究人员第一次在啮齿动物模型中, 报
道了大肠异常隐窝的大肠癌分子特征[9], 而推测

异常隐窝可能是肠道最早的病变单元. 2009年
Gupta等[10]对各种相关文献进行了整理: 从流行

病学和分子生物学的角度进行研究都支持异常

隐窝是结肠腺瘤的前体, 是大肠癌发生早期的生

物标识. 正常隐窝和异常隐窝形态学有很大差别
[11]. 在大肠癌“腺瘤-癌”发生过程中, 发育不良

的隐窝具有发展为大肠癌的潜能, 不同病变期隐

窝的体积、形状、表面光滑度以及有无分支都

与正常隐窝不同. 这种组织原则的改变使细胞中

生长信号的分泌和释放, 控制都发生紊乱. 我们

分别从距离肿瘤病灶不同部位取材, 观察距离肿

瘤病灶不同部位组织隐窝结构变化的特征(图2), 
结果发现在距离肿瘤病灶最远端的1号部位组织

中, 隐窝结构基本正常, 隐窝细胞呈单层排列(图
2A), 随着距离病灶越来越近, 2号部位组织隐窝

开始表现为出现增生, 隐窝细胞发生密集, 重叠, 
少部分细胞出现缺失, 隐窝间质细胞增多(图2B). 
在最靠近病灶的3号部位组织隐窝结构发生很大

变化, 细胞密集非常明显, 丧失组织结构, 间质细

胞明显增多, 细胞形态发生很大变化, 甚至隐窝

结构完全消失. 越靠近肿瘤, 隐窝异常程度越高

(图2C). 比较这3个部位可以得出结论: 越靠近肿

瘤, 隐窝结构异常程度越高, 隐窝细胞排列方式

及形态特征变化越大.
2.2 不同部位大肠癌癌旁组织隐窝细胞E-cad-
herin表达分布 E-cadherin的黏附受体是构建健

康组织原则的决定因素[12]. 有关E-cadherin经典

的理论认为E-cadherin的生物学行为是通过与收

缩肌动蛋白细胞骨架相互作用而激活, 不仅是

黏附作用, E-cadherin还可以调控收缩肌动蛋白

本身的装配. 更进一步的研究表明, 与黏附、收

缩相关的组织细胞空间架构模式决定了细胞的

形态发生[13-15]. 我们采用免疫组织化学法对不同

隐窝部位上皮细胞E-cadherin表达分布进行了检

测, 结果显明1、2和3号部位组织中E-cadherin均
有表达, 但随着距离肿瘤病灶最远端的1号组织

中, 隐窝细胞排列规则, 呈单层排列. E-cadherin
主要表达分布在隐窝细胞膜上(图3), 随着距离

病灶组织越来越近, 隐窝细胞出现增生密集, 2
号部位E-cadherin有部分表达于隐窝细胞胞浆

中(图3), 在距离病灶最近的3号组织中, 隐窝细

胞增生明显, 且排列拥挤, E-cadherin主要表达

于隐窝细胞的胞浆中(图3), 应用IPP6.0病理图

象分析软件测定各组免疫阳性产物的光密度

值, 1、2、3号部位光密度值分别为0.486219
±0.03479、0.296056±0.029211、0.280068±
0.034564. 统计学分析显示, E-cadherin表达在1
号位组织和2号位组织有明显差异(P <0.05), 有
统计学意义, 2号位组织和3号位组织没有明显

差异(P >0.05), 无统计学意义.
2.3 不同部位大肠癌癌旁隐窝部位PAR-3表达

分布 上皮细胞分布在组织器官的内外表面, 要
将这些上皮细胞有机的分布在组织三维结构

的表面, 需要包括极性、黏附、生长等多种生

理功能共同协作完成[16,17]. 在此过程中, 跨膜蛋

白PAR-3是上皮组织最重要的极性的构建者和

维持者, 当PAR-3功能发生变化, 则上皮细胞极

性减少或消失, 上皮细胞从上皮组织中逃逸出

来, 进入细胞间质, 从而改变组织微环境. 肿瘤

的病理学研究发现, 在肿瘤进程中, 组织极性

和细胞极性都将消失[18,19]. 我们检测PAR-3在不

同部位的免疫组织化学结果显示在1号部位主

图  2  大肠癌癌旁隐窝组织由远到近10、5、2 cm 3个部位HE染色图. A: 1号部位; B: 2号部位; C: 3号部位.

A B C
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■创新盘点
摒弃E-cadherin和
PAR-3在肿瘤研
究中的有关分子
生物学的经典论
述, 从生物学行为
角度来阐述其对
肿瘤发生发展的
作用.

要表达分布在隐窝细胞膜和少量胞浆(图3), 2
号组织PAR-3在少部分隐窝细胞膜和部分胞浆

中表达(图3), 3号组织PAR-3则几乎全部表达于

胞浆(图3). 对其进行光密度值测定, 1、2、 3号
部位值分别为0.45834±0.06501、0.423177±
0.03873、0.350675±0.036247. 统计学分析显示, 
PAR-3表达在1号位组织和2号位组织没有显著

差异(P >0.05), 无统计意义, 在2号位和3号位差

异显著(P <0.05), 有统计学意义.
2.4 E-cadherin、PAR-3在不同隐窝部位的免疫

印迹结果分析 Western blot免疫印迹反应的吸

光度结果提示E-cadherin、PAR-3在1、2、3号
部位呈递减关系(E-cadherin: 10.23, 6.85, 5.86; 
PAR-3: 9.78, 9.65, 9.45), 3个部位两两之间的差

异性检测, 差异有统计学意义(P <0.05). 隐窝微

架构破坏与E-cadherin和PAR-3表达呈现明显负

相关(图4).

3  讨论

近些年来, 肿瘤细胞中心观指导下的肿瘤研究

模式受到了巨大的冲击, 以肿瘤相关机制为基

础的肿瘤组织原则的构建, 使人们意识到组织

结构重塑对肿瘤启动的重要意义. 正常组织可

以精确地产生、释放、控制促进生长信号, 以
维持正常组织架构和功能. 组织架构和内稳态

的转变是肿瘤启动的早期信号. 大量研究表明,
组织微架构的重塑是肿瘤恶性启动的重要表征. 
肿瘤恶性启动的本质就是癌细胞与其微环境相

互作用的过程, 在肿瘤启动过程中, 癌细胞逐渐

破坏了邻近的细胞与基质之间的正常联系, 原
本这些联系可以使基质和细胞感受正常的信号

E-cadherin

β-actin

PAR-3

β-actin

1号位                2号位               3号位

图  4  大肠癌癌旁隐窝组织由远到近10、5、2 cm 3个部位
的Western blot图. 

A B C

D E F

G H I

图  3  大肠癌癌旁隐窝组织由远到近10、5、2 cm 3个部位E-cadherin、PAR-3免疫组织化学图. A-C: E-cadherin组; D-F: 

PAR-3组; G-I: 空白对照组; A, D, G: 1号部位; B, E, H: 2号部位; C, F, I: 3号部位.
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调节, 以保证组织细胞的正常功能, 但当癌细胞

处于这个正常的组织微环境中, 他可以尝试着

重新去塑造一种新的表型和行为[20,21].
正常的组织和细胞具有极性, 能维持组织

架构并且行驶正常的生理功能. E-cadher in和
PAR-3对维持组织细胞极性有重要作用, 其表达

分布与组织架构紧密相关. 而在肿瘤进程中, 组
织极性和细胞极性都将消失[18]. 探讨E-cadherin
和PAR-3在肿瘤进程中的变化机制对研究肿瘤

的启动有重要的意义.
隐窝结构的改变与E-cadherin和PAR-3表达

分布密切相关, 距离肿瘤病灶越近, 表达逐渐减

少, 且分布由细胞膜转到细胞浆. E-cadherin和
PAR-3不能在膜上表达时, 细胞形态改变, 极性消

失[22-24]. 据此可以推断在肿瘤发生过程中, 上皮

细胞失去自身稳定的结构, 极性消失, 细胞运动

能力增强, 转化成为活动能力较强的间质细胞表

型, 组织微架构发生变化. 病理观察结果显示距

离肿瘤病灶越近, 隐窝细胞排列出现重叠, 拥挤, 
间质细胞增多. 隐窝是肠组织微架构的直接体

现, 肿瘤发生过程中, 存在上皮-间质表型转化.
我们的研究显示, 在癌变早期, 肠组织发生

了明显的形态学变化, 出现异常隐窝病灶, 距离

肿瘤病灶越近, 隐窝异常越明显, 间质细胞增多, 
E-cadherin和PAR-3的表达由细胞膜逐步表达到

胞浆, 并且表达量逐渐下降. E-cadherin和PAR-3
都是极性相关分子, 说明组织结构, 微环境的变

化及E-cadherin和PAR-3的表达下降均对大肠癌

的启动有重要意义, 可将二者结合运用于大肠

癌早期分子机制研究, 但是二者之间的相互作

用机制仍需探索.
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■同行评价
本文提供了比较
充足的有意义的
信息, 能促进读者
对肿瘤组织架构
的理解, 并且实验
结果可能使患者
受益.
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