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结直肠癌组织ANP32A、Ataxin-3、FHL1的表达及其与肝转移的关系研究 *
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摘要 目的：探讨结直肠癌组织中酸性核磷蛋白 32A（ANP32A）、Ataxin-3及 4个半 LIM结构域蛋白 1（FHL1）的表达及其与肝转

移的关系。方法：对 120例结直肠癌患者癌组织和癌旁组织中 ANP32A、Ataxin-3及 FHL1蛋白水平进行检测，分析其阳性表达

率。其中 44例发生肝转移作为肝转移组，76例无肝转移作为无肝转移组，比较两组癌组织中 ANP32A、Ataxin-3及 FHL1蛋白阳

性表达率，分析结直肠癌肝转移的影响因素，分析 ANP32A、Ataxin-3、FHL1蛋白之间的相关性。结果：结直肠癌患者癌组织中

ANP32A蛋白阳性表达率高于癌旁组织，Ataxin-3、FHL1蛋白阳性表达率低于癌旁组织（P<0.05）。经单因素分析显示肝转移组患
者癌组织中 ANP32A蛋白阳性表达率显著高于无肝转移组，Ataxin-3、FHL1蛋白阳性表达率显著低于无肝转移组（P<0.05），肝转
移组患者原发癌中低分化、原发癌浸润深度 T3~T4、原发癌有淋巴结转移者构成比显著高于无肝转移组（P<0.05）。多因素 Logistic

回归分析显示，ANP32A蛋白阳性表达、原发癌中低分化、原发癌浸润深度 T3~T4、原发癌有淋巴结转移是结直肠癌肝转移的危险

因素（P<0.05），Ataxin-3、FHL1蛋白阳性表达是结直肠癌肝转移的保护因素（P<0.05）。Spearman相关分析显示，结直肠癌患者癌

组织中 ANP32A阳性表达率与 Ataxin-3、FHL1阳性表达率呈负相关（P<0.05），Ataxin-3蛋白阳性表达率与 FHL1蛋白阳性表达

率呈正相关（P<0.05）。结论：ANP32A蛋白高表达，Ataxin-3、FHL1蛋白低表达与结直肠癌发生及肝转移有密切关系，且以上指标
间具有一定相关性。结直肠癌肝转移受多种因素影响，临床诊治中可根据相关因素为患者制定针对性治疗方案。
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Expression of ANP32A, Ataxin-3 and FHL1 in Colorectal Cancer and Their
Relationship with Liver Metastasis*

To investigate the expression of acidic nuclear phosphoprotein 32A (ANP32A), Ataxin-3 and four half LIM

domain proteins 1 (FHL1) in colorectal cancer and their relationship with liver metastasis. The protein levels of ANP32A,

Ataxin-3 and FHL1 protein in 120 cases of colorectal cancer were detected by immunohistochemistry, the positive expression rate was

analyzed. Among thems, 44 cases with liver metastasis were regarded as liver metastasis group, 76 cases without liver metastasis were re-

garded as non liver metastasis group, the positive expression rates of ANP32A, Ataxin-3 and FHL1 were compared between the two

groups, the influencing factors of colorectal cancer liver metastasis were analyzed, and the correlation between ANP32A, Ataxin-3 and

FHL1 protein were analyzed. The positive expression rate of ANP32A protein in colorectal cancer tissues was higher than that in

adjacent tissues, and the positive expression rates of Ataxin-3 and FHL1 protein in colorectal cancer tissues were lower than those in

adjacent tissues (P<0.05). Univariate analysis showed that the positive expression rate of ANP32A protein in liver metastasis group was

significantly higher than that in non liver metastasis group, and the positive expression rates of Ataxin-3 and FHL1 protein in liver metas-

tasis group were significantly lower than those in non liver metastasis group (P<0.05). The proportion of patients with low differentiation,

T3-T4 invasion depth and lymph node metastasis in liver metastasis group was significantly higher than that in non liver metastasis group

(P<0.05). Multivariate logistic regression analysis showed that positive expression of ANP32A protein, low differentiation of primary

cancer, depth of invasion T3-T4 and lymph node metastasis were risk factors for liver metastasis of colorectal cancer (P<0.05). Positive
expression of Ataxin-3 and FHL1 protein were protective factors for liver metastasis of colorectal cancer (P<0.05). Spearman correlation
analysis showed that the positive expression rate of ANP32A was negatively correlated with the positive expression rate of Ataxin-3 and

FHL1(P<0.05), and the positive expression rate of Ataxin-3 was positively correlated with the positive expression rate of FHL1 (P<0.05).
The high expression of ANP32A and the low expression of Ataxin-3 and FHL1 are closely related to the occurrence and liver

metastasis of colorectal cancer. Positive expression of ANP32A, low differentiation of primary cancer, depth of invasion T3-T4 and
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前言

结直肠癌作为我国仅次于肺癌、胃癌的第三大高发癌症，

近年来，我国结直肠癌发病率呈上升趋势。有报道显示，近十年

来结直肠癌发病率上升了一倍以上，给人们的健康带来严重威

胁[1]。大多数结直肠癌患者早期临床症状隐匿，不易发现，确诊

时已处于晚期，不仅增加了治疗难度，也降低了患者的生活质

量。肿瘤转移是导致结直肠癌患者预后差的重要原因，肝脏是

结直肠癌最常见的转移器官之一，一旦发生肝脏转移，临床治

疗较为困难，患者预后较差[2]。目前，对于结直肠癌发生肝转移

的机制仍未完全明确[3]。酸性核磷蛋白 32A（Acidic leucine-rich

nuclear phosphoprotein-32A,ANP32A）是酸性核蛋白家族重要

成员之一，具有促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、调节细胞内信号

转导及物质转运等功能[4]。Ataxin-3是泛素 -蛋白酶系统的重

要组成部分，参与去泛素化的过程，在肿瘤的浸润和转移过程

中发挥重要作用[5]。4个半 LIM结构域蛋白 1（four and a half

LIM domains protein 1, FHL1）是一种肿瘤抑制因子，能够抑制

肿瘤细胞的生长、浸润和转移[6]。有关以上蛋白在结直肠癌中作

用的报道尚不多见。鉴于此，本研究通过分析结直肠癌组织中

ANP32A、Ataxin-3及 FHL1的表达及其与肝转移的关系，以期

为结直肠癌肝脏转移机制研究和临床治疗提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2018年 1月 ~2020年 6月云南省肿瘤医院收治的结

直肠癌患者 120例，其中 44例发生肝转移作为肝转移组，76

例无肝转移作为无肝转移组。纳入标准：（1）所有患者均经两位

高年资病理医师联合诊断确诊为结直肠癌；（2）所有患者均为

初次就诊，病历资料完整，就诊前未进行放、化疗及免疫治疗；

（3）肝转移组经影像学诊断发现肝脏转移灶；（4）所有患者均具

有癌组织和匹配的癌旁组织标本；（5）患者及家属签署研究知

情同意书。排除标准：（1）除肝脏外，合并其他器官转移者；（2）

合并其他脏器的原发性肿瘤者；（3）患者身体状况较差，预计生

存时间少于 3个月者。肝转移组男性 26例、女性 18例，年龄

38~78岁，平均（58.36± 7.89）岁。无肝转移组男性 47例、女性

29例，年龄 39~79岁，平均（57.88± 8.11）岁。两组患者性别、年

龄比较无统计学差异（P>0.05），具有可比性。本研究经云南省
肿瘤医院医学伦理委员会同意并批准开展。

1.2 主要试剂

兔抗人 ANP32A单克隆抗体、兔抗人 Ataxin-3单克隆抗

体及兔抗人 FHL1单克隆抗体（购自大连宝生物有限公司）；生

物学二抗、免疫组织化学染色试剂盒、DAB显色剂、3%过氧化

氢（购自北京中杉金桥生物有限公司）。

1.3 方法

取结直肠癌组织及其匹配的癌旁组织标本，福尔马林固

定，石蜡包埋，切成 4 滋m厚的连续切片，常规脱蜡，依次置入
100%~70%由高到低浓度的乙醇中水化，每个浓度乙醇溶液 5min。

应用枸橼酸盐缓冲液冲洗切片 3次，高温、高压抗原修复 10min，

滴加 3%过氧化氢孵育 30 min。加入山羊血清封闭 10 min，向

切片分别加入兔抗人 ANP32A、Ataxin-3及 FHL1单克隆抗体，

4℃下湿盒孵育过夜，取出切片加入生物学二抗，湿盒孵育 2 h，

滴加 DAB显色液显色，苏木素复染、返蓝，将切片依次置入

70%~100%由低到高梯度乙醇脱水透明，并应用中性树胶封片。

1.4 结果判定

在显微镜下观察免疫组化染色结果，使用枸橼酸盐缓冲液

代替生物学一抗作为阴性对照，使用说明书阳性样品作为阳性

对照，每张切片在 400倍高倍镜下随机观察 10个视野[7]：（1）染

色程度计分：无着色 0分，淡黄色 1分，棕黄色 2分，黄褐色 3

分。（2）细胞所占百分比计分：≤ 5% 0分，6~25% 1分，26~50%

2分，51~75% 3分，>75% 4分。将两项结果乘积作为总分，≥ 4

分为阳性，<4分为阴性。

1.5 统计学处理

采用 SPSS26.0软件统计学分析。计数资料以阳性率表示，

实施 x2检验。计量资料用（x± s）表示，实施 t检验。应用单因素

和多因素 Logistic回归分析结直肠癌肝转移的影响因素，应用

Spearman相关分析癌组织中 ANP32A、Ataxin-3、FHL1表达的

相关性。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结直肠癌组织及其癌旁组织中 ANP32A、Ataxin-3、FHL1

蛋白的表达情况

结直肠癌患者癌组织中 ANP32A蛋白阳性表达率高于癌

旁组织，Ataxin-3、FHL1 蛋白阳性表达率低于癌旁组织（P<0.
05），见表 1。

2.2 结直肠癌肝转移影响因素的单因素分析

经单因素分析显示，肝转移组患者癌组织中 ANP32A蛋

白阳性表达率显著高于无肝转移组，Ataxin-3、FHL1蛋白阳性

表达率显著低于无肝转移组（P<0.05），肝转移组患者原发癌中
低分化、原发癌浸润深度 T3~T4、原发癌有淋巴结转移者构成

比显著高于无肝转移组（P<0.05），两组性别、年龄、原发癌部
位、原发癌直径构成比比较无统计学差异（P>0.05）。见表 2。

2.3 结直肠癌肝转移影响因素的多因素 Logistic回归分析

以结直肠癌患者为样本，以患者发生肝转移为因变量，以

单因素分析中有统计学意义的因素为自变量（均进行相应赋

值），纳入多因素 Logistic回归分析模型，结果显示 ANP32A蛋

白阳性表达、原发癌中低分化、原发癌浸润深度 T3~T4、原发癌

有淋巴结转移是结直肠癌肝转移的危险因素（P<0.05），Atax-
in-3、FHL1蛋白阳性表达是结直肠癌肝转移的保护因素（P<0.
05），见表 3。

lymph node metastasis were risk factors for liver metastasis of colorectal cancer. Positive expression of Ataxin-3 and FHL1 protein were

protective factors for liver metastasis of colorectal cancer.

Colorectal cancer; Liver metastasis; ANP32A; Ataxin-3; FHL1
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表 1 结直肠癌组织及其癌旁组织中 ANP32A、Ataxin-3、FHL1蛋白表达情况比较

Table 1 Comparison of ANP32A, Ataxin-3 and FHL1 protein expression in colorectal cancer tissues and adjacent tissues

Groups n

ANP32A Ataxin-3 FHL1

Number of

positive cases
Positive rate（%）

Number of

positive cases
Positive rate（%）

Number of

positive cases
Positive rate（%）

Cancer tissue 120 70 58.33 48 40.00 39 32.50

Paracancerous tissue 120 23 19.17 112 93.33 108 90.00

x2 38.780 76.800 85.581

P 0.000 0.000 0.000

表 2 结直肠癌肝转移影响因素的单因素分析 [n(%)]

Table 2 Single factor analysis of influencing factors of colorectal cancer liver metastasis [n(%)]

Factors
Liver metastasis group

（n=44）

No liver metastasis

group（n=76）
x2 P

Gender 0.089 0.766

Male 26（59.09） 47（61.84）

Female 18（40.91） 29（38.16）

Age（year） 0.001 0.980

<60 25（56.82） 43（56.58）

≥ 60 19（43.18） 33（43.42）

Location of primary cancer 0.008 0.928

Colon 27（61.36） 46（60.53）

Rectum 17（38.64） 30（39.47）

Diameter of primary carcinoma（cm） 0.080 0.777

<5 29（65.91） 52（68.42）

≥ 5 15（34.09） 24（31.58）

Differentiation of primary carcinoma 4.111 0.043

Medium low differentiation 37（84.09） 51（67.10）

High differentiation 7（15.91） 25（32.89）

Invasion depth of primary carcinoma 12.950 0.000

T1~T2 10（22.73） 33（43.42）

T3~T4 34（77.27） 43（56.58）

Lymph node metastasis 27.612 0.000

Yes 38（86.36） 28（36.84）

No 6（13.64） 48（63.16）

ANP32A 4.200 0.040

Positive 31（70.45） 39（51.32）

Negative 13（29.55） 37（48.68）

Ataxin-3 4.689 0.030

Positive 12（27.27） 36（47.37）

Negative 32（72.23） 40（52.63）

FHL1 6.492 0.011

Positive 8（18.18） 31（40.79）

Negative 36（81.82） 45（59.21）
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2.4 结直肠癌患者癌组织中 ANP32A、Ataxin-3、FHL1 表达的

相关性

Spearman相关分析显示，结直肠癌患者癌组织中 ANP32A

阳性表达率与 Ataxin-3、FHL1 阳性表达率呈负相关（rs=-0.

583，-0.512，P=0.000，0.000），Ataxin-3 阳性表达率与 FHL1 阳

性表达率呈正相关（rs=0.622，P=0.000）。

3 讨论

结直肠癌的病因和发病机制复杂，目前仍未完全明确，流

行病学调查显示，遗传因素、环境因素、饮食习惯、维生素缺乏

等均是影响结直肠癌发生的重要因素[8,9]。近年来我国结直肠癌

显著升高，主要与人们生活习惯和饮食习惯的改变有关[10]。有

报道显示，我国男性、女性结肠癌发病率分别为 9.74~16.71/10

万和 8.49~13.99/10万，直肠癌发病率分别为 9.54~12.51/10万

和 5.82~8.62/10万，且呈逐年增长趋势[11]。目前临床上对结直肠

癌仍主张早期手术根治，但相较于其他肿瘤，结直肠癌的转移

率更高 [12]。肝脏是结直肠癌转移的最主要靶器官，大约有

34.65%的结直肠癌患者确诊时已发生肝转移，增加治疗难度[13]。

ANP32A是一种酸性核蛋白，也是 ANP32家族最早发现

的蛋白之一具有促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、调节细胞黏附

及细胞内物质转运等功能[14]。有研究报道，ANP32A可以在细

胞之内结合多种蛋白，发挥转录因子的作用，调节细胞内物质

运输[15]。近年来有研究发现，ANP32A在口腔鳞癌、胰腺癌等肿

瘤组织中呈高表达，其水平与肿瘤分化程度呈负相关[16,17]。Yan

W等报道，ANP32A可以通过调控 p38和 Akt水平参与肿瘤的

发生、发展和转移[18]。肿瘤的生长和转移需要适宜的微环境。其

中，泛素 -蛋白酶系统是决定肿瘤微环境的重要酶系统，泛素 -

蛋白酶系统可以通过降解、变性、错误折叠、翻译后调控、异常

聚集等机制起到调控蛋白，调控肿瘤微环境的作用[19]。Ataxin-3

是一种重要的去泛素化酶 [20]。研究表明，Ataxin-3可以识别泛

素、蛋白酶体或底物蛋白的特异性序列，起到去泛素化，抑制蛋

白降解的作用[21]。Liu H[22]等研究发现，Ataxin-3可以通过抑制

p53蛋白降解，提升 p53蛋白活性，抑制肿瘤的增殖和转移。

Zeng LX[23]等报道，在胃癌组织中存在 Ataxin-3的低表达，并认

为 Ataxin-3可以促进胃黏膜细胞分化，抑制肿瘤增殖和转移。

FHL1是一种肿瘤抑制因子，它由 4个半 LIM结构域构成，能

够与多种蛋白质交互作用，起到调控细胞增殖、凋亡、分化的作

用[24]。研究发现，FHL1可以通过调控 PI3K/AKT信号通路，起

到抑制肿瘤细胞生长、浸润和转移的作用[25]。本研究发现结直

肠癌患者癌组织中 ANP32A阳性表达率显著高于癌旁组织，

Ataxin-3、FHL1阳性表达率显著低于癌旁组织，提示在结直肠

癌组织中存在 ANP32A高表达，Ataxin-3、FHL1的低表达，甚

至表达缺失，从而导致结直肠癌的发生。除此之外，ANP32A、

Ataxin-3、FHL1在结直肠癌肝转移中也发挥了重要作用。在肝

转移组存在 ANP32A高表达和 Ataxin-3、FHL1低表达。分析其

原因可能是 ANP32A通过调控 p38和 Akt，促进了结直肠癌的

肝转移；Ataxin-3通过抑制 p53蛋白降解，提升 p53蛋白活性，

抑制结直肠癌的肝转移；FHL1通过调控 PI3K/AKT信号通路

抑制结直肠癌的肝转移。

本研究还应用了单因素和多因素 Logistic 回归分析结直

肠癌肝转移的影响因素，消除了混杂因素后结果显示原发癌中

低分化、原发癌浸润深度 T3~T4、原发癌有淋巴结转移均是结

直肠癌肝转移的危险因素，梁立等人的研究佐证了以上结论[26]。

结直肠癌肿瘤分化程度越低表明其恶性程度越高，侵袭能力越

强。而原发癌浸润深度 T3~T4表明肿瘤浸润程度越高，发生肝

脏转移的风险越高。淋巴结转移是肿瘤转移的重要途径之一，

原发癌有淋巴结转移者的肿瘤细胞可以通过淋巴道转移至肝

脏引发肝脏转移病灶[27]。本研究结果还发现，ANP32A阳性表

达是结直肠癌肝转移的危险因素，Ataxin-3、FHL1阳性表达是

结直肠癌肝转移的保护因素。提示 ANP32A、Ataxin-3、FHL1可

作为结直肠癌肝转移评估的分子标志物。此外，本研究还发现，

在结直肠癌患者癌组织中 ANP32A 阳性表达率与 Ataxin-3、

FHL1 阳性表达率呈负相关，Ataxin-3 阳性表达率与 FHL1 阳

性表达率呈正相关，提示 Ataxin-3、FHL1 可能通过抑制

ANP32A起到抑制结直肠癌肝脏转移的作用，但此推论尚需要

基础研究加以证实。

综上所述，结直肠癌组织中存在 ANP32A 异常高表达，

Ataxin-3、FHL1异常低表达，其表达与结直肠癌肝转移有密切

关系。ANP32A阳性表达、原发癌中低分化、原发癌浸润深度

T3~T4、原发癌有淋巴结转移均是结直肠癌肝转移的危险因

素，Ataxin-3、FHL1阳性表达则是其保护因素，提示 ANP32A、

Ataxin-3、FHL1可能在结直肠癌肝转移的诊断和治疗中具有一

定指导价值。
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