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氨肽酶 N在结直肠癌中的表达及其临床意义 *
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摘要 目的：检测结直肠癌中氨肽酶 N(APN)的表达，并通过分析其与血管内皮生长因子(VEGF)和碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)的关系，探讨 APN在结直肠癌发生、发展过程中的作用及其临床意义。方法：应用免疫组织化学技术，检测 40例结直肠癌

组织及 40例癌旁正常直肠组织中 APN、VEGF和 bFGF的表达，并结合临床病例特征进行分析。结果：40例结肠癌组织中 APN

的阳性率达 52.5%(21/40)，15例转移淋巴组织中达 66.67%(10/15)，在结直肠癌组织和转移淋巴结组织中的阳性表达率均明显高

于癌旁正常直肠组织，差异有统计学意义(P<0.05)。APN、VEGF与 bFGF在结直肠癌中的阳性表达均与患者的性别、年龄、肿瘤大

小、肿瘤位置、分化程度无关(P>0.05)，而与肿瘤的分期和有无转移显著相关(P<0.05)。结直肠癌组织中 APN与 VEGF、bFGF的表

达间均呈显著正相关性(P<0.05)。结论：APN在结直肠癌组织中呈高表达，与 VEGF、bFGF可能具有协同作用，共同参与调节结直

肠癌的发展，对于评估结直肠癌的生物学行为和预测患者的预后可能具有重要价值。
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Expression and Clinical Significance of APN in Colorectal Carcinoma*

To investigate the expression and clinical significance of APN in colorectal carcinoma. Immunoh-
istochemical technique was used to detect the expression of APN, VEGF and bFGF in 40 cases of colorectal carcinoma and 40 cases of

normal colorectal mucosa, their correlation with the clinicopathological characteristics of colorectal carcinoma were analyzed.

The positive expression rates of APN were respectively 52.5%(21/40) in colorectal carcinoma and 66.67%(10/15) in metastasised lymph

nodes, which were both significant higher than those in the adjacent normal tissues. The expression of APN, VEGF and bFGF were

correlated with Dukes staging and lymph node metastasis (P<0.05), but had no correlation with gender, age, tumor size, tumor position,
cell differentiation of colorectal carcinoma (P>0.05). The expression of APN was positively correlated with VEGF and bFGF(P<0.01).

The expression of APN in colorectal cancer tissue was up-regulated, which mediated the development of colorectal cancer

together with VEGF and bFGF and were of great importance in the estimation of biological behavior and prognosis of colorectal cancer.
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前言

结直肠癌(colorectal cancer，CRC)是人类常见的恶性肿瘤

之一[1]，据《临床医师癌症杂志》报道，美国 2008年结直肠癌新

发病例 14120例，死亡病例 49380例，发病率和死亡率居消化

系统恶性肿瘤的首位[2]。在我国，结直肠癌的发病率和死亡率也

呈逐年上升趋势，尤其在经济较发达的城市已成为严重危害人

类生命健康的常见病和多发病[3]。目前，虽然结直肠癌的的具体

发病机理尚不明确，但肿瘤的侵袭、转移仍是结直肠癌患者死

亡的主要原因。肿瘤血管是肿瘤生长、侵袭和转移的基础，肿瘤

血管的形成是一个多因素级联的整体动态过程，是多种血管调

节因子共同作用的结果[4]。氨肽酶 N(APN)是一种含锌离子的

膜结合型外肽酶，多种肿瘤细胞表面均呈高表达，对肿瘤的侵

袭和血管生成有重要作用[5-7]，是肿瘤新血管形成的重要调节因

子[8]。已有研究表明，血管内皮生长因子(VEGF)[9]和碱性成纤维

细胞生长因子(bFGF)[10]与均肿瘤血管的生成、增殖密切相关，

且在结直肠癌侵袭和转移过程中具有协同作用[11]。目前，国内

研究结直肠癌较多的靶点为热休克蛋白 90茁 [12] 和 PUMA[13]，
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APN 在结直肠癌发生、转移过程中是否发挥了作用，其与
VEGF、bFGF调控结直肠癌是否有关联，国内鲜有报道。本研究

采用免疫组织化学的方法检测结直肠癌组织中 APN、VEGF、
bFGF的表达，旨在通过分析 APN在结直肠癌中的表达与患者
临床病例病理特征的关系，探讨 APN在结直肠癌中的表达与

结直肠癌发生、发展的关系及其临床意义，并进一步分析

APN、VEGF、bFGF三者在结直肠癌发生发展中的关系，为结直

肠癌的治疗及预后判断提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源及临床资料
40例样本均为 2011年 1月 -2012年 12月济南市第六人

民医院结直肠癌手术切除标本，提取其库存蜡块，重新切片进

行免疫组化观察。其中男 28例，女 12例，平均年龄 60岁。病理

类型：Dukes A+B 19 例，Dukes C+D 21 例。有淋巴转移者 15

例，无淋巴转移者 25例。中分化组 31例，低分化组 9例。正常

对照组 40例，均取自切除标本距肿瘤 10厘米以外的正常大肠

粘膜。

1.2 主要试剂

兔抗人 APN单克隆抗体、兔抗人 VEGF单克隆抗体购自
Bactum公司；鼠抗人 bFGF单克隆抗体购自 SANTA CRUZ公

司；S-P试剂盒和 DAB 显示剂购自北京中杉金桥生物技术有

限公司；0.01M PBS缓冲液(pH7.4)自配。
1.3 检测方法

手术切除标本以 10%甲醛固定，石蜡包埋，4 滋m厚连续切

片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇至水化后，以 0.01M，pH 值为 6.0的
柠檬酸盐抗原修复液修复，并作内源性过氧化物酶阻断，S-P免

疫组织化学法标记 APN、VEGF、bFGF，应用 DAB显色。PBS缓
冲液代替一抗作阴性对照。

1.4 结果判断
APN、VEGF和 bFGF结果判断标准：由两位资深病理医师

进行双盲阅片。阳性反应均为细胞浆出现棕黄色至棕褐色颗

粒。每张切片在高倍显微镜下(× 400)随机选择 10个不重复视
野计数 200个细胞，根据阳性细胞比例分为二级：阳性细胞＜

25%为阴性(-)，以阳性细胞数逸25%为阳性(+)。
1.5 统计学处理

应用 SPSS17.0软件包进行统计学分析，对 APN、VEGF、
bFGF与临床病理参数间的关系进行 X2检验，以 P<0.05为差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 APN在结直肠癌组织、转移淋巴结组织及癌旁正常直肠粘

膜组织中的表达

APN阳性着色呈棕黄色或棕褐色，定位于细胞浆，见图 1。
在结肠癌组织中 APN阳性率为 52.5%(21/40)，在癌旁正常粘

膜组织中为 17.5%(7/40)，两组比较存在显著性差异(P<0.05)。

在有转移淋巴结转移的 15例样本中与对应的癌组织和癌旁组

织中 APN的表达结果如表 1所示。

图 1 结直肠癌癌旁正常粘膜组织、癌组织和转移淋巴结中 APN的表达(HE× 200)

Fig.1 Expression of APN in adjacent tissue of colorectal cancer, colorectal cancer tissue, transfer of lymphoid tissue(HE× 200)

A:APN在癌旁正常组织中的阴性表达；B:APN在癌组织中的阳性表达；C: APN在转移淋巴结组织中的阳性表达

A: Negative expression of APN in normal tissue adjacent to carcinoma; B: Positive expression of APN in cancerous tissue; C: positive expression of APN

in the tissue of metastasis lymph node.

表 1 APN在转移淋巴结组织和对应结直肠癌组织及癌旁正常组织中的表达

Table 1 Expression of APN in metastasis lymph nodes, colorectal cancer tissue and normal tissue adjacent to carcinoma

组织类型

Histologic type

例数

Cases

APN阳性例数

APN positive cases

癌旁正常组织

Normal tissue adjacent to carcinoma
15 3(20.0%)

癌组织

Cancerous tissue
15 7(46.67%)

转移淋巴结组织

The tissue of metastasis lymph node
15 10(66.67%)

如表 1所示，APN在转移淋巴结组织的阳性表达率显著

高于与癌旁正常组织(P<0.05)，且在转移淋巴结组织与癌组织

之间也存在显著性差异(P<0.05)，表明 APN的表达与结直肠癌

的的淋巴结转移显著相关，其表达量随着结直肠癌的淋巴转移

升高。

2.2 VEGF和 bFGF在结直肠癌组织、转移淋巴结组织和癌旁
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正常粘膜组织中的表达

在 40例标本中，VEGF和 bFGF在结肠癌组织中阳性率分
别为 62.5%和 67.5%，在正常粘膜组织中的阳性率分别为

15.0%和 20%，差异显著，见表 2。同时，两者在转移的淋巴结中

着色明显加深，见图 2和图 3。

图 2 结直肠癌癌旁组织、癌组织和转移淋巴组织中 VEGF的表达(HE× 200)

Fig.2 Expression of VEGF in adjacent tissue of colorectal cancer、colorectal cancer tissue、transfer of lymphoid tissue(HE × 200)

A: VEGF在癌旁正常组织中的阴性表达；B: VEGF在癌组织中的阳性表达；C: VEGF在转移淋巴结组织中的阳性表达。

A: VEGF negative expression in normal tissue adjacent to carcinoma; B: VEGF positive expression in cancerous tissue; C: VEGF positive expression in

the tissue of metastasis lymph node.

图 3 结直肠癌癌旁组织、癌组织和转移淋巴组织中 bFGF的表达(HE× 200)

Fig.3 Expression of bFGF in adjacent tissue of colorectal cancer、colorectal cancer tissue、transfer of lymphoid tissue(HE × 200)

A: bFGF在癌旁正常组织中的阴性表达；B: bFGF在癌组织中的阳性表达；C: bFGF在转移淋巴结组织中的阳性表达。

A: bFGF negative expression in normal tissue adjacent to carcinoma; B: bFGF positive expression in cancerous tissue; C: bFGF positive expression in the

tissue of metastasis lymph node.

表 2 VEGF和 bFGF在结直肠癌组织及癌旁正常组织中的表达

Table 2 Expression of VEGF and bFGF in colorectal cancer tissue and normal tissue adjacent to carcinoma

组织类型

Histologic type

例数

Cases

VEGF阳性例(%)

VEGF positive cases

bFGF阳性例(%)

bFGF positive cases

结直肠癌

Colorectal cancer tissue
40 25(62.5)** 27(67.5)***

癌旁正常粘膜

Normal mucosal tissue adjacent to

carcinoma

40 6(15.0) 8(20.0)

注：癌组织与癌旁正常粘膜组织表达率比较 **P<0.01, ***P<0.001。

Note: Compared with the expression of VEGF and bFGF in colorectal cancer tissue, normal mucosal

tissue adjacent to carcinoma(P<0.01).

2.3 APN、VEGF和 bFGF蛋白的表达与结直肠癌临床病理参

数的关系

APN、VEGF和 bFGF在结直肠癌中阳性表达与性别、年

龄、肿瘤大小、肿瘤位置、分化程度均无关，与肿瘤的 Dukes分

期和有无淋巴转移有关，见表 3。
2.4 结直肠癌组织中 APN、VEGF和 bFGF表达间的关系

APN 阳性表达的 21 例结直肠癌组织中，VEGF 和 bFGF

阳性表达例数分别为 18例(85.7%)和 19例(90.5%)；APN阴性

表达的 19例结直肠癌组织中，VEGF和 bFGF阳性表达例数分

别为 12例(63.2%)和 11例(57.9%)；APN阳性表达的结直肠癌

组织中 VEGF和 bFGF阳性表达率均高于 APN阴性表达的结

直肠癌组织，差异有显著性(P<0.01)；VEGF阳性表达的 25 例
结直肠癌组织中，bFGF阳性表达 23例(92%)；VEGF阴性表达
15例中，bFGF阳性表达 11例(73.3%)；VEGF表达阳性的结直

肠癌组织中 bFGF阳性表达率高于 VEGF阴性表达的结直肠

癌组织，差异有显著性(P<0.01)；见表 3。上述结果表明，结直肠

癌组织中 APN、VEGF和 bFGF三者的表达之间呈显著性正相
关关系(均 P<0.01)，三者在结直肠癌的发生发展过程中可能起

着协同作用。
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表 3 APN、VEGF和 bFGF蛋白的表达与结直肠癌临床病理参数的关系

Table 3 The relationship between APN, VEGF and bFGF protein expression and clinicopathological parameters of colorectal cancer

临床病理参数

clinicopathologi-

cal parameters

例数

Cases

APN表达 APN VEGF表达 VEGF bFGF表达 bFGF

expression expression expression

阳性(例，%)

Positive(case,

percent)

p

阳性(例，%)

Positive(case,

percent)

p

阳性(例，%)

Positive(case,

percent)

p

性别 Gender

男 M 28 15(53.6)
>0.05

16(64.0)
>0.05

20(71.4)
>0.05

女 F 12 6(50.0) 9(75.0) 7 (58.3)

年龄 Year

＜60岁 y 13 7(53.8)
>0.05

8(61.5)
>0.05

8(61.5)
>0.05逸60岁 y 27 14(51..9) 17(62.9) 17(62.9)

肿瘤大小 Tumor

size

＜5cm 22 12(54.5)
>0.05

13(59.1)
>0.05

15(68.2)
>0.05逸5cm 18 9(50.0) 12(66.7) 12(66.7)

肿瘤位置

Tumor location

结肠 colon 17 8(47.0)
>0.05

11(64.7)
>0.05

11(64.7)
>0.05

直肠 rectum 23 13(56.5) 14(60.9) 16(69.6)

分化程度

differentiated

degree

中分化

moderately

differentiated

31 18(58.1)

>0.05

19(61.3)

>0.05

21(67.7)

>0.05

低分化 poorly

differentiated
9 3(33.3) 6(66.7) 6(66.7)

Dukes分期

Dukes staging

A+B 19 7(36.8)
<0.05

9(47.4)
<0.05

9(47.4)
<0.05

C+D 21 14(66.7) 16(76.2) 18(85.7)

淋巴转移

lymphatic

metastasis

无 N 25 10(40.0)
<0.05

12(48.0)
<0.05

14(56.0)
<0.05

有 Y 15 11(73.3) 13(86.7) 13(86.7)

表 4 结直肠癌组织中 APN、VEGF、bFGF表达的关系

Table 4 The relationship between APN, VEGF, bFGF expression in colorectal cancer tissues

检测指标

Testing indexs

阳性数

Positive

共同阳性表达(%)

Positive expression

together

阴性数

Negative cases

共同阴性表达(%)

Negative expression

together

r p

APN and VEGF

APN and bFGF

VEGF and bFGF

21

21

25

18(85.7)

19(90.5)

23(92.0)

19

19

15

12(63.2)

11(57.9)

11(73.3)

0.814

0.729

0.896

<0.01

<0.01

<0.01
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3 讨论

APN是一种与肿瘤的发生发展、侵袭转移和血管生成等

密切相关的肿瘤标志物，在多种肿瘤组织中均呈高水平表达[14,15]，

还能够表达于抗原递呈细胞表面，降解多种免疫活性物质，使

机体免疫力下降，削弱巨噬细胞和 NK细胞对肿瘤细胞的识别
和杀伤能力[16,17]。APN还可降解细胞外基质(ECM)的主要成分，

促进肿瘤细胞的生长和转移[18,19]。APN是肿瘤新血管生成的重

要调节因子，降解细胞外基质为新生血管的生长提供空间[20]，

在结肠癌中高表达于结肠癌淋巴转移灶血管内皮细胞。本实验

结果显示，APN在结直肠癌组织中有较高表达，尤其在转移淋
巴结组织中，与结直肠癌患者的性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤位

置、分化程度均无关，但与肿瘤的分期和淋巴结有无转移显著

相关，表明 APN在结直肠癌的发展与侵袭转移过程中有重要

作用，可能是结直肠癌患者预后较差的标志。

在肿瘤发生的癌基因组学研究中，有学者提出多基因协同

作用的观点，认为肿瘤的发生发展过程是多基因共同作用的整

体动态过程，其中肿瘤血管形成是其中极为关键的步骤。APN

可降解细胞外基质为新生血管的生长提供空间，同时可把贮存

在基质中与血管生成有关的重要因子如 bFGF、VEGF等释放

出来，使其发挥作用。已有研究表明 VEGF、bFGF在肿瘤组织
中表达水平较高，可促使肿瘤血管生成，在维持肿瘤的持续生

长中起着重要作用，同时也是肿瘤转移的基础[11]。本研究结果

表明结直肠癌组织中 VEGF、bFGF的表达与 Dukes分期及淋

巴转移显著性相关，也印证了这一理论。另外，本次实验结果通

过相关性分析发现结直肠癌组织中 APN与 VEGF、bFGF的表
达均呈显著正相关，说明 APN与 VEGF、bFGF在参与肿瘤血

管新生过程中可能具有相互协同效应，但对于这种作用产生的

机理还需进一步研究。

总之，本次实验结果表明 APN在结直肠癌组织中呈高表

达，与 VEGF、bFGF可能具有协同作用，共同参与调节结直肠

癌的发展，对于评估结直肠癌的生物学行为和预测患者的预后

可能具有重要价值，值得进一步深入研究。
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