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Abstract
AIM
To investigate the expression of cysteine rich 61 
(Cyr61) and nuclear factor-κB (NF-κB) p65 in colorectal 
adenocarcinoma, and to explore their relationship with 
clinicopathologic parameters and prognosis. 

METHODS
Ninety-two cases of colorectal adenocarcinoma treated 
at Hubei Huanggang Central Hospital from May 2010 to 
December 2012 were collected. Immunohistochemistry 
and Western blot were used to detect the expression of 
Cyr61 and NF-κB p65 in colorectal cancer and tumor 
adjacent tissues. The correlation between the expression 
of Cyr61 and NF-κB p65 and clinicopathological features 
and prognosis of colorectal adenocarcinoma was 
analyzed. 

RESULTS
Both immunohistochemical staining and Western blot 
showed that the expression of Cyr61 and NF-κB p65 
proteins in colorectal cancer tissues was significantly 
higher than that in tumor adjacent tissues (t = 24.866, 
P <0.001; t = 45.508, P <0.001). The expression of 
Cyr61 and NF-κB p65 in colorectal cancer tissue was 
significantly correlated (χ2 = 14.087, P < 0.001). The 
expression of Cyr61 in colorectal cancer tissues was 
significantly correlated with tumor diameter, depth of 
invasion, vascular invasion, and TNM stage (P < 0.05). 
The expression of NF-κB p65 in colorectal cancer tissues 
was significantly correlated with tumor diameter, 
lymph node metastasis, and TNM stage (P < 0.05). 
The 5-year overall survival rates of patients with high 
expression of Cyr61 or NF-κB p65 were 41.30% and 
45.65%, respectively, which were significantly lower 

结直肠腺癌组织中Cyr61和NF-κB p65的表达及其临床
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than those of patients with low expression of Cyr61 
or NF-κB p65 (76.09% and 71.74%, respectively; HR = 
0.341, 95%CI: 0.179-0.649, P = 0.001; HR = 0.465, 95%CI: 
0.245-0.881, P = 0.019).

CONCLUSION
Cyr61 and NF-κB p65 proteins are highly expressed in 
colorectal cancer tissues, and high expression of Cyr61 
and NF-κB p65 proteins is significantly associated with 
clinicopathologic parameters and prognosis in patients 
with colorectal cancer.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Cysteine rich 61; Colorectal adenocarcinoma; 
nuclear factor-κB; survival rate; Immunohistochemistry
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摘要
目的
探讨结直肠腺癌组织中富含半胱氨酸61(Cysteine 
rich 61, Cyr61)和核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB) p65的表达情况, 及其与临床病理参数和患者预
后的相关性. 

方法
收集2011-05/2016-09期间在湖北黄冈市中心医院
治疗的结直肠腺癌患者92例, 免疫组织化学法和
western blot检测结直肠癌组织和癌旁组织中Cyr61
和NF-κB p65的表达情况, 并分析肿瘤组织中Cyr61
和NF-κB p65表达与临床病理特征和预后的相关性. 

结果
免疫组织化学染色和western blot结果均显示结直肠
癌组织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白表达显著高于
癌旁组织(t  = 24.866, P <0.001; t  = 45.508, P <0.001). 
结直肠癌组织中Cyr61和NF-κB p65的表达显著相
关(χ2 ＝ 14.087, P <0.001). 而且结直肠癌组织Cyr61
表达与肿瘤直径、浸润深度、血管侵犯和T N M
分期等临床病理参数显著相关(P <0.05). 结直肠癌
组织NF-κB p65表达与肿瘤直径、淋巴结转移和
TNM分期等临床病理参数显著相关(P <0.05). 而
且Cyr61和NF-κB p65高表达患者的5年总体生存
率41.30%、45.65%显著低于Cyr61和NF-κB p65低
表达患者的5年总体生存率76.09%、71.74%(HR = 
0.341, 95%CI: 0.179-0.649, P  = 0.001; HR = 0.465, 
95%CI: 0.245-0.881, P  = 0.019).

结论
Cyr61和NF-κB p65蛋白在结直肠癌组织中高表达, 
且Cyr61和NF-κB p65蛋白高表达与结直肠癌患者
的临床病理参数和预后显著相关, 可能为结直肠癌
患者的诊断和治疗提供新的指标. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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0  引言

近年来, 消化道肿瘤结直肠癌的发病率逐渐升高, 故
临床工作者对参与结直肠癌进展的因素也越来越关

注[1,2]. 主要表达于细胞膜和细胞质中的富含半胱氨酸

61(Cysteine rich 61, Cyr61)是CCN家族的成员之一, 在
伤口愈合、血管生成、炎性疾病、纤维化及肿瘤细

胞增殖、侵袭和转移过程中发挥重要作用[3,4]. 核因子

κB(nuclear factor,κB, NF-κB)是参与肿瘤细胞增殖、凋

亡、分化的重要核转录因子, 与肿瘤的发生发展密切

相关[5,6]. 文献报道, NF-κB在乳腺癌、肺癌和胃癌等多

种肿瘤组织中高表达[7,8]. 近期研究发现NF-κB是Cyr61
的下游调控基因之一, 但Cyr61能否通过调节NF-κB介
导的炎性反应参与结肠癌的进展尚缺乏研究. 本研究拟

采用免疫组织化学法和western blot检测结肠癌组织中

Cyr61和NF-κB p65的蛋白表达情况, 并探讨其与结肠癌

临床病理参数和预后的相关性, 以期为结直肠癌的诊断

和治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料: 选取2011-05/2016-09间湖北黄冈市中

心医院收治的结直肠癌患者92例. 患者在行结肠癌切

除术的过程中留取肿瘤组织和癌旁组织, 所有患者术

前均未接受过放化疗. 本研究经医院伦理学委员会审

议通过, 与患者或其家属签订知情同意书. 患者的一

般临床资料如下: (1)性别: 男42例, 女50例; (2)年龄: 
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25-85岁, 平均56.73岁±6.47岁; (3)肿瘤发生部位: 左半

结肠43例, 右半结肠49例; (4)肿瘤大小: 直径≤5 cm 55
例, 直径>5 cm 37例; (5)病理组织学类型: 黏液癌27例, 
腺癌65例; (6)分化程度: 低分化或未分化26例, 中分化

32例, 高分化34例; (7)浸润深度: 未穿透浆膜层21例, 浸
润至浆膜层71例; (8)淋巴结转移: 未转移65例, 转移27
例. 92例结直肠癌患者采用门诊复查、电话和病历系

统信息采集等多种方式对患者进行每月随访, 随访截

止日期为2017-12-31. 
1.1.2 试剂: NF-κB p65小鼠单克隆抗体(Santa Cruz公司); 
Cyr61小鼠单克隆抗体(Santa Cruz公司); 免疫组化试剂

盒(武汉博士德生物工程有限公司); β-actin小鼠单克隆

抗体(武汉三鹰生物技术有限公司); ECL化学发光底物

(美国Thermo公司). 

1.2 方法 免疫组织化学法检测结直肠癌组织和癌旁组

织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白表达: Cyr61抗体的稀

释浓度为1:100, p65抗体的稀释浓度为1:200. Cyr61染
色后肿瘤细胞胞质呈棕黄色判定为阳性. p65染色后

肿瘤细胞核呈棕黄色判定为阳性. 400倍光学显微镜

下, 对每个病理切片随机选取5个视野观察阳性细胞

数目和阳性细胞显色强度. 阳性细胞数分级: 0%-1% 
= 0、1%-10% = 1、10%-50% = 2、50%-80% = 3、
80%-100% = 4, 阳性细胞显色强度分级0(阴性)、1(弱
阳性)、2(阳性)、3(强阳性), 免疫组化评分=阳性细胞

数分级×阳性细胞显色强度分级. western blot检测结直

肠癌组织和癌旁组织中Cyr61和NF-κB p65的表达: 将
收集到的患者组织加入适量的蛋白裂解液, 离心后取

上清液进行BCA蛋白定量. SDS,聚丙烯酰胺凝胶电泳, 

表 1 结直肠癌组织Cyr61与NF-κB p65表达的相关性

     
p65

Cyr61
χ2 P

高表达 低表达

高表达 32 14 14.087 <0.001

低表达 14 32

表 2 都结直肠癌组织Cyr61表达与临床病理参数的相关性(n  = 46)

     病理参数 Cyr61低表达 Cyr61高表达 χ2 P

性别

   男 20 22
0.175 0.675

   女 26 24

年龄 (岁)

   ≤50 17 19
0.183 0.669

   ＞50 29 27

TNM分期

   Ⅰ,Ⅱ 22 12
4.665 0.031

   Ⅲ,Ⅳ 24 34

浸润深度

   T1,T2 26 13
7.522 0.006

   T3,T4 20 33

肿瘤直径

   ≤5 cm 29 16
7.351 0.007

   ＞5 cm 17 30

分化程度

   高+中分化 15 18
0.425 0.514

   低+未分化 31 28

血管侵犯

   有 17 22
1.113 0.291

   无 29 24

淋巴结转移

   有 19 26
3.729 0.053

   无 27 16
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湿转, 封闭后, Cyr61(1:1000)、NF-κB p65(1:1500)或内

参β-actin(1:1000)4度孵育过夜, 二抗(1:2000)室温孵育2 
h, ECL化学发光液处理后, 凝胶成像系统检测目的蛋白

表达水平. 
统计学处理 采用SPSS 19.0进行数据分析, 结肠癌

组织和癌旁组织的Cyr61和NF-κB p65表达的免疫组织

化学评分以均数±标准差的形式表示, 组间比较采用t
检验. 应用Kaplan–Meier法绘制总体生存曲线, 并采用

Log rank检验计算风险比(hazard ratio, HR)及其95%置

信区间和P值. 所有检验均采用双侧假设检验, α = 0.05, 
当P<0.05时认为差异具有统计学意义｡

2  结果

2.1 免疫组织化学法检测结直肠癌组织和癌旁组织

Cyr61和NF-κB p65蛋白的表达情况 免疫组织化学

结果显示, 结直肠癌组织中Cyr61和NF-κB p65的免

疫组化评分显著高于癌旁组织, 差异有统计学意义

(P <0.05)(图1). 
2.2 western blot检测结直肠癌组织和癌旁组织中Cyr61

和NF-κB p65的蛋白表达情况 结直肠癌组织中Cyr61
和NF-κB p65的蛋白表达量显著高于癌旁组织, 差异有

统计学意义(P <0.05)(图2). 
2.3 结直肠癌组织Cyr61与NF-κB p65表达的相关性 结
直肠癌组织中Cyr61与NF-κB p65均高表达的有32例, 
均为低表达的16例. 相关性分析结果显示结直肠癌组

织中Cyr61与NF-κB p65表达显著相关(χ2 ＝ 14.087, 
P <0.001), 见表1. 
2.4 结直肠癌组织C y r61表达与临床病理参数的相

关性 结直肠癌组织Cyr61表达与肿瘤直径、浸润深

度、血管侵犯和TNM分期等临床病理参数显著相关

(P <0.05)(表2). 
2.5 结直肠癌组织p65表达与临床病理参数的相关性 
结直肠癌组织NF-κB p65表达与TNM分期、肿瘤直

径、淋巴结转移和TNM分期等临床病理参数显著相

关(P <0.05)(表3). 
2.6 结直肠癌组织Cyr61和p65表达与患者预后的关系 
Cyr61和p65高表达的结肠癌患者的5年总体生存率显

著低于Cyr61和p65低表达的结肠癌患者, 差异有统计

弱阳性表达          阳性表达          强阳性表达

Cyr61

p65

A Cyr61
p65

免
疫

组
化

评
分

6

4

2

0
癌旁组织            结直肠癌组织

B

图 1 免疫组织化学法检测结直肠癌组织和癌旁组织Cyr61和NF-κB p65蛋白的表达. A: 免疫组织化学法检测Cyr61和NF-κB p65表达的典型

图(×400); B: 结直肠癌组织和癌旁组织Cyr61和NF-κB p65的免疫组化评分.

Cyr61

nF-κB p65

β-actin

癌旁 癌组织
癌旁 癌组织A

相
对

表
达

量

4

3

2

1

0
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p65
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图 2 Western blot检测结直肠癌组织和癌旁组织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白表达情况. A: western blot检测Cyr61和NF-κB p65蛋白表达的典

型图; B: 结直肠癌组织和癌旁组织Cyr61和NF-κB p65的半定量分析.
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学意义(P <0.05)(图3). 

3  讨论

结直肠癌是一种与炎症密切相关的恶性肿瘤, 大多数结

直肠癌的发生是按照腺瘤到腺癌的过程, 发展的过程较

长, 通常有多种因素的参与[9,10]. CCN家族成员Cyr61是
调节结缔组织生成、增殖、转移的重要因子[11,12]. Cyr61
在不同肿瘤组织中的表达不同, Cyr61高表达于乳腺

癌、胃腺癌、卵巢癌等, 而低表达于非小细胞肺癌和

平滑肌瘤[13]. NF-κB是干扰素信号中的重要核转录因子, 

通常在细胞被外界刺激后激活, 直接入核后诱导相应

靶基因转录从而发挥作用[14,15]. 研究表明, NF-κB参与肿

瘤的发生、分化、凋亡等多个重要的进展过程[16]. 而且

NF-κB蛋白在肺癌、乳腺癌和肝癌等多种恶性肿瘤组

织中均存在过度表达[17]. 但Cyr61和NF-κB p65在结直肠

癌组织中的表达及其与临床病理参数和预后的相关性

尚未完全阐明. 
文献报道, Cyr61在胃癌等多种消化系统恶性肿瘤

中过表达, 可能在肿瘤的进展中起关键作用[18,19]. 已有

研究表明, Cyr61可通过调节相关信号通路介导肿瘤

表 3 结直肠癌组织p65表达与临床病理参数的相关性(n  = 46)

     病理参数 p65低表达 p65高表达 χ2 P

性别

   男 18 24
1.577 0.209

   女 28 22

年龄 (岁)

  ≤50 20 24
0.697 0.404

   ＞50 26 22

TNM分期

   Ⅰ,Ⅱ 11 21
4.792 0.028

   Ⅲ,Ⅳ 35 25

浸润深度

   T1, T2 23 16
2.181 0.140

   T3, T4 23 30

肿瘤直径

  ≤5 cm 30 18
6.273 0.012

   ＞5 cm 16 28

分化程度

   高+中分化 17 21
0.717 0.397

   低+未分化 29 25

血管侵犯

   有 21 22
0.044 0.834

   无 25 24

淋巴结转移

   有 16 27
5.283 0.022

   无 30 19
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图 3 结直肠癌组织Cyr61和p65表达与患者预后的关系. A: Cyr61表达与结直肠癌患者总体生存率的关系; B: p65表达与结直肠癌患者总体

生存率的关系.
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增殖、迁移、侵袭和血管生成等过程. 本研究发现结

直肠癌组织中Cyr61的蛋白表达水平显著高于癌旁组

织, 提示Cyr61可能在结直肠癌进展中发挥重要作用. 
为深入研究Cyr61蛋白表达与结直肠癌生物学特征的

关系, 本研究分析了Cyr61表达与结直肠癌患者临床病

理参数和预后的相关性. 结果结直肠癌组织Cyr61表达

与肿瘤直径、炎性细胞浸润、浸润深度、血管侵犯和

TNM分期等临床病理参数显著相关. 且Cyr61高表达

的患者5年总体生存率显著低于Cyr61低表达的患者, 
以上结果均表明结直肠癌组织中Cyr61的表达与肿瘤

的生长和转移特性密切相关. Sanghoon Han等发现沉

默结肠癌细胞中的Cyr61基因能降低肿瘤细胞的增殖

和侵袭能力[20]. 而且Cyr61可与整合素受体结合促进内

皮细胞的增殖黏附和血管新生, 也可通过促进VEGF等
血管生成因子的表达等多种机制促进肿瘤血管生成[13]. 
故检测结直肠癌组织中Cyr61的表达有利于了解患者

的肿瘤进展情况, 为结直肠癌的诊断和治疗提供有效

依据. 
NF-κB是公认的炎症发展过程中的重要核转录因

子之一[21]. 肿瘤组织中NF-κB的过度激活能调控其下

游的增殖、凋亡相关基因和细胞因子表达, 促进肿瘤

的进展[22]. p65是NF-κB在细胞中存在的主要形式之一, 
参与NF-κB调节的基因转录的起始步骤[16,23]. 本研究结

果结直肠癌组织中NF-κB p65蛋白表达水平显著高于

癌旁组织, 提示p65蛋白可能参与结直肠癌的进展. 而
且分析p65表达与结直肠癌患者临床病理参数的相关

性发现, 结直肠癌组织p65表达与TNM分期、炎性细

胞浸润、肿瘤直径、淋巴结转移和TNM分期等临床

病理参数显著相关. 此外, p65高表达的患者的5年总

体生存率也显著低于Cyr61和p65低表达的患者. 以上

结果均表明p65蛋白在结直肠癌组织的表达与肿瘤的

生长、转移等生物学特性密切相关, 可能可作为预测

结直肠癌患者进展的新指标. 文献报道, 正常组织中可

出现NF-κB p65蛋白微弱的核表达, 表明NF-κB信号是

调节细胞正常生理功能和维持动态平衡的重要通路[24]. 
而当细胞受到刺激, 例如炎症和肿瘤等, 细胞内的NF-
κB通路将被过度激活, 导致细胞的异常增殖或凋亡减

少[25,26]. Miss Leyla Fouani[27]发现NF-κB的表达与结直肠

癌的癌变过程密切相关. 本研究结果和文献报道均提

示NF-κB p65的过度激活会促进结直肠癌的进展, 可能

作为判定结直肠癌患者预后的指标. 
另外本研究结果显示结直肠癌组织中Cyr61与NF-

κB p65表达显著相关, 提示Cyr61可能通过调节NF-κB
介导的炎症或凋亡等信号参与结肠癌的进展. 肿瘤细

胞中过表达Cyr61可与其配体作用后, 激活NF-κB转录

活性, 促进肿瘤细胞的增殖[28]. 文献报道结直肠癌细胞

过表达Cyr61能激活P13K/Akt信号通路, 从而增加NF-
κB的转录活性, 促进肿瘤细胞的增殖和迁移[29,30]. 以
上均表明Cyr61与NF-κB 信号通路调节的炎症反应、

增殖及凋亡等肿瘤进展重要过程密切相关, 因此靶向

Cyr61可能通过调节NF-κB相关信号通路改善结直肠

癌患者的治疗效果和预后. 
总之, Cyr61和NF-κB p65蛋白在结直肠癌组织中

高表达, 且Cyr61和NF-κB p65蛋白高表达与结直肠癌

患者的等临床病理特征和预后显著相关, 可能为结直

肠癌患者的诊断和治疗提供新的指标. 

文章亮点

实验背景

Cyr61在血管生成、炎性疾病及肿瘤细胞增殖、侵袭

和转移等多种病理过程中发挥重要作用. 核因子-κB 
(nuclear fac tor-κB, NF-κB)是重要的核转录因子, 
与肿瘤的发生发展密切相关. 研究发现, NF-κB在乳

腺癌、肺癌和胃癌等多种肿瘤组织中高表达, 而Cyr61
在肿瘤组织中的表达情况鲜有报道. Cyr61和NF-κB 
p65蛋白在结直肠癌组织中的表达情况及其与临床病

理特征和预后的关系受到越来越多研究者的关注. 

实验动机

本研究探讨了结肠癌组织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白

表达与结肠癌临床病理参数和预后的相关性, 以期为

结直肠癌的诊断和治疗提供理论依据. 

实验目标

本研究分析了结肠癌组织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白

表达与结肠癌临床病理参数和预后的相关性, 为寻找

新的结直肠癌的诊断和治疗指标提供了依据. 

实验方法

本研究采用免疫组织化学法和western blot检测结肠癌

组织中Cyr61和NF-κB p65的蛋白表达情况, 并分析其

与结肠癌临床病理参数和患者5年生存率的相关性, 探
讨了结肠癌组织Cyr61和 p65表达的临床意义. 

实验结果

本研究结果表明Cyr61和NF-κB p65蛋白在结直肠癌组

织中高表达, 且Cyr61和NF-κB p65蛋白高表达与结直

肠癌患者的等临床病理特征和预后显著相关, 可能为

结直肠癌患者的诊断和治疗提供新的指标. 

 文章亮点
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实验结论

结直肠癌组织中Cyr61和NF-κB p65蛋白的高表达与结

直肠癌患者的恶性进展和预后密切相关, Cyr61和p65
可能在结直肠癌的进展中发挥重要作用, 值得进一步

深入研究. 

展望前景

本研究的样本量偏小, 且结直肠癌组织中Cyr61和NF-
κB p65分子表达情况仍需更多实验数据支持, 建议后

期对其发挥作用的机制进行更深入的研究. 
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