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摘要： 目的 探讨神经突起导向因子-1（netrin-1）蛋白在结直肠癌组织中的表达与临床病理特征及预后的关系。方法 按照

随机数字表法选取 2012年 1月至 2014年 6月福建省漳州市医院收治的 184例行结直肠癌根治术病人作为研究对象，免疫组织

化学染色检测癌组织及癌旁正常组织中 netrin-1的表达，比较其表达差异，并分析其与临床病理特征及预后的相关性。结果

癌组织与癌旁正常组织中 netrin-1高表达率分别为 71.7%（132/184）、9.8%（18/184），差异有统计学意义（χ 2=146.255，P<0.001）。

netrin-1高表达与浸润深度（χ 2=11.580，P=0.001）、TNM分期（χ 2=8.875，P=0.003）、淋巴结转移（χ 2=15.692，P<0.001）有关，而与

性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤直径、分化程度、病理学类型无关（P>0.05）。netrin-1高表达与低表达者 5年总生存率分别为 40.9%
（54/132）和 71.2%（37/52），差异有统计学意义（χ 2=15.101，P<0.001）。单因素分析显示浸润深度（χ 2=4.874，P=0.027）、TNM分

期（χ 2=9.215，P=0.002）、淋巴结转移（χ 2=14.414，P<0.001）、netrin-1表达（χ 2=15.101，P<0.001）与结直肠癌病人 5年总生存率相

关。Cox多因素分析显示TNM分期（RR=1.768，95%CI：1.083~2.887，P=0.023）、淋巴结转移（RR=1.946，95%CI：1.193~3.175，P=
0.008）、netrin-1表达（RR=1.959，95%CI：1.034~3.709，P=0.039）是结直肠癌病人的独立预后因素。结论 netrin-1在结直肠癌

组织中表达升高，其高表达可能参与结直肠癌的发生发展，对预后判断有一定的参考价值。
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Abstract： Objective To explore the expression of netrin-1 protein in colorectal cancer tissues and its relationship with clinical
pathological characteristics and prognosis.Methods Using random number table method, a total of 184 patients undergoing radical
mastectomy for colorectal cancer, who were admitted to Zhangzhou Municipal Hospital from January 2012 to June 2014, were selected
as the research objects. The expressions of netrin-1 in cancer tissues and adjacent normal tissues were detected by immunohistochemi‐
cal staining, the expression levels were compared, and their correlation with clinicopathological characteristics and prognosis were ana‐
lyzed.Results The high expression rates of netrin-1 in cancer tissues and adjacent normal tissues were 71.7% (132/184) and 9.8%
(18/184); the difference was statistically significant (χ 2=146.255, P<0.001). The high expression of netrin-1 was related to the depth of
infiltration (χ 2=11.580, P=0.001), TNM staging (χ 2=8.875, P=0.003), and lymph node metastasis (χ 2=15.692, P<0.001), yet it was not
related to gender, age, tumor site, tumor diameter, degree of differentiation, and pathological type (P>0.05). The 5-year overall survival
rates of patients with high and low netrin-1 expression were 40.9% (54/132) and 71.2% (37/52), respectively, and the difference was sta‐
tistically significant (χ 2=15.101, P<0.001). Univariate analysis results showed that the depth of infiltration (χ 2=4.874, P=0.027), TNM
staging (χ 2=9.215, P=0.002), lymph node metastasis (χ 2=14.414, P<0.001), and netrin-1 expression (χ 2=15.101, P<0.001) were related
to the 5-year overall survival of patients with colorectal cancer. Cox multivariate analysis results showed that TNM staging (RR=1.768,
95%CI: 1.083-2.887, P=0.023), lymph node metastasis (RR=1.946, 95%CI: 1.193-3.175, P=0.008), netrin-1 expression (RR=1.959,
95%CI: 1.034-3.709, P=0.039) were independent prognostic factors for patients with colorectal cancer.Conclusion Netrin-1 expres‐
sion is elevated in colorectal cancer tissues, and its high expression may be involved in the occurrence and development of colorectal
cancer, which has certain reference value for judging prognosis.
Key words： Colorectal neoplasms; Netrin-1; Clinical pathological characteristics; Prognosis
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结直肠癌是我国第三大常见癌症，其发病率和

病死率持续上升［1］。尽管随着治疗策略的改进，结

直肠癌病人的 5年生存率在过去 30年已从 22％提

高到 47％，但总体生存率仍然不够理想［2］。目前，根

治性手术是最有效的治疗方法，但是病程早期症状

较为隐匿，难以及时诊断与治疗，手术切除率不到

20%，是结直肠癌病人预后差的主要原因［3-4］。已有

明确的证据显示，筛查可使结直肠癌的发生率和病

死率降低 30%~60％［5］。因此，需要更有效的生物标

志物预测结直肠癌的预后，并实施分层治疗。

神经突起导向因子-1（netrin-1）在胚胎及神经

系统发育中发挥轴突导向功能，促进神经细胞迁

移［6-7］。netrin-1除了表达于神经系统外，还在肺脏、

视网膜等多种组织器官中表达，在炎症调节、血管

生成、肿瘤进展等方面发挥重要作用［8-9］。张旭等［10］

发现，netrin-1在 6种不同来源的结直肠肿瘤细胞中

表达上调，尤其以 SW620、LOVO、LS174T结直肠癌

细胞株最为显著。但是，netrin-1在结直肠癌临床样

本中的表达情况尚无报道，因此本研究检测结直肠

癌组织及癌旁正常组织中netrin-1的表达情况，分析

其与临床病理特征及预后的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 根据研究目的，以随机数字表法选

取 2012年 1月至 2014年 6月福建省漳州市医院符

合标准的结直肠癌病人共计 184例作为研究对象，

均行结直肠癌根治术，术中留取癌组织样本，并选

取距肿瘤边缘 5 cm的癌旁正常组织作为对照。纳

入标准：（1）术后标本经病理学诊断证实为结直肠

癌；（2）临床病理资料完整；（3）首发肿瘤。排除标

准：（1）临床病理特征资料不完整的病人；（2）合并

其他肿瘤的病人；（3）术前已接受放化疗或生物治

疗的病人。收集临床病理资料，包括性别、年龄、肿

瘤部位、肿瘤直径、浸润深度、分化程度、TNM分期、

病理学类型、淋巴结转移。TNM分期参照第 7版
（2010）结直肠癌美国癌症联合委员会（AJCC）分期

标准。所有病人均已签署知情同意书，本研究符合

《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.2 实验方法

1.2.1 主要试剂 抗 netrin-1抗体购自英国Abcam
公司；SP-9000通用 SP试剂盒、二氨基联苯胺（DAB）
显色试剂盒、苏木精、中性树胶购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。

1.2.2 免疫组织化学染色检测 netrin-1表达 将获

得的组织标本用多聚甲醛固定，石蜡包埋后切片获

得 4 μm厚的石蜡切片，常规进行脱蜡、水化、抗原修

复等步骤，滴加 3%的过氧化氢溶液孵育 10 min，然

后滴加山羊血清封闭液孵育 10 min。滴加抗 netrin-

1抗体（1∶100），4 ℃过夜孵育。次日洗涤后，采用

SP-9000通用 SP试剂盒继续染色。DAB显色、苏木

精复染、冲洗、脱水、中性树胶封片。

1.2.3 结果判断标准 染色结果由 2名资深病理医

师双盲独立判断，有分歧的病例，由第 3位医师综合

判断。将胞质中淡黄色、棕黄色或褐色染色作为阳

性细胞，然后根据染色指数进行判断，染色指数=染
色强度积分×阳性细胞比例积分，染色指数包含 8个
分值，即 0、1、2、4、6、8、9、12分，>4分作为高表达，≤
4分则作为低表达［11］。高倍镜下随机选取 5个视野，

观察染色强度：未着色为 0分，淡黄色为 1分，棕黄

色为 2分，褐色为 3分；对阳性细胞与总细胞进行计

数，计算比例积分：<10%为 0分，10%~25%为 1分，>
25%~50%为2分，>50%~75%为3分，>75%为4分。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 21.0进行分析。计数

资料比较使用 χ 2检验，Kaplan-Meier法绘制生存曲

线，生存率比较使用 log-rank检验，Cox比例风险回

归模型分析预后影响因素。检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 netrin-1在结直肠癌组织与癌旁正常组织中的

表达情况 免疫组织化学染色结果显示，netrin-1呈
淡黄色、棕黄色或褐色表达于胞质，在癌组织中大

部分为高表达，而在癌旁正常组织则不表达或低表

达。癌组织与癌旁正常组织中 netrin-1高表达率分

别为 71.7%（132/184）、9.8%（18/184），差异有统计学

意义（χ 2=146.255，P<0.001）。

2.2 netrin-1表达与临床病理特征的相关性 ne‐
trin-1高表达与浸润深度（P=0.001）、TNM分期（P=
0.003）、淋巴结转移（P<0.001）有关，而与性别、年

龄、肿瘤部位、肿瘤直径、分化程度、病理学类型无

关（P>0.05），见表1。
2.3 netrin-1表达对病人生存率的影响 netrin-1
高表达病人失访 4例，低表达病人失访 2例，随访率

为 96.7%。netrin-1高表达与低表达者 5年总生存率

分别为 40.9%（54/132）和 71.2%（37/52），差异有统

计学意义（χ 2=15.101，P<0.001）。见图1。
2.4 5年总生存率的单因素与多因素分析 对结直

肠癌病人 5年总生存率与各临床病理特征的关系进

行分析，单因素分析结果显示浸润深度（P=0.027）、

TNM分期（P=0.002）、淋巴结转移（P<0.001）、netrin-

1表达（P<0.001）与结直肠癌病人 5年总生存率相关

（见表 2）；将该 4种因素纳入Cox比例风险回归模型

进行多因素分析，结果显示TNM分期（RR=1.768，P=
0.023）、淋巴结转移（RR=1.946，P=0.008）、netrin-1
表达（RR=1.959，P=0.039）是结直肠癌病人的独立预
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后因素（见表3）。

3 讨论

Netrin-1是一种多功能的分泌糖蛋白，在神经

发育、血管生成等过程中发挥关键作用，因此 Ne‐

trin-1与多种疾病密切相关，包括糖尿病、动脉粥样

硬化、癌症等。多项研究证实，netrin-1在部分癌症

中表达上调，可阻止其依赖受体结直肠癌缺失蛋白

（DCC）和 UNC5同源蛋白（UNC5H）诱导的细胞凋

亡［12］，如Harter等［13］报道，netrin-1在脑转移瘤中高

表达是病人生存不良的独立预后因素。因此，对血

液或尿液中的 netrin-1含量进行检测已被提议作为

癌症的预测指标［14］，其与其受体相互作用的抑制药

物也已开始研发，一种人源化的抗 netrin-1抗体，也

被称为NP137，目前处于 I期临床试验中［15］。尽管如

此，netrin-1在结直肠癌组织中的表达情况及与临床

病理特征及预后的关系尚不清楚。

本研究通过对癌组织及癌旁正常组织进行免

疫组织化学染色发现，netrin-1主要表达于细胞质，

在癌组织中大部分为高表达，而在癌旁正常组织则

表1 神经突起导向因子-1（netrin-1）表达与结直肠癌184例
临床病理特征的相关性/例

因素

性别

男

女

年龄

≤60岁
>60岁

肿瘤部位

结肠

直肠

肿瘤直径

≤5 cm
>5 cm

浸润深度

黏膜与黏膜下

肌层与浆膜层

分化程度

低

中

高

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

病理学类型

腺癌

其他类型

淋巴结转移

有

无

例数

104
80

68
116

113
71

80
104

46
138

36
90
58

68
116

130
54

106
78

netrin-1
高表达

（n=132）

78
54

50
82

80
52

62
70

24
108

28
68
36

40
92

96
36

88
44

netrin-1
低表达

（n=52）

26
26

18
34

33
19

18
34

22
30

8
22
22

28
24

34
18

18
34

χ 2值

1.255

0.171

0.128

2.317

11.580

3.969

8.875

0.970

15.692

P值

0.263

0.680

0.720

0.128

0.001

0.137

0.003

0.325

<0.001

1

2

3
4

5

40 μmol/L0 μmol/L

6

160 μmol/L80 μmol/L

A B C D

1

2

3

6 7 8 9

4 5

A B

10 20 30 40

0
.2

0
.4

0
.6

0
.8

0

生存时间/月

总
生

存
率

0.2 0.4 0.6 0.8

0
.2

0
.4

0
.6

0
.8

0

假阳性率

真
阳

性
率

50

1
.0

60

netrin-1低表达

netrin-1高表达

netrin-1低表达-删失

netrin-1高表达-删失

图1 神经突起导向因子-1（netrin-1）表达水平与结直肠癌184例
总生存率的关系

表2 结直肠癌184例5年总生存率的单因素分析

因素

性别

男

女

年龄

≤60岁
>60岁

肿瘤部位

结肠

直肠

肿瘤直径

≤5 cm
>5 cm

浸润深度

黏膜与黏膜下

肌层与浆膜层

分化程度

低

中

高

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

病理学类型

腺癌

其他类型

淋巴结转移

有

无

netrin-1表达

高表达

低表达

例数

104
80

68
116

113
71

80
104

46
138

36
90
58

68
116

130
54

106
78

132
52

5年总生存率/%

50.4
54.7

55.6
50.5

49.0
57.5

55.8
49.6

69.0
46.9

49.0
46.3
63.5

66.2
44.0

50.5
56.3

39.7
69.1

40.9
71.2

χ 2值
0.309

0.034

0.554

1.830

4.874

3.690

9.215

0.772

14.414

15.101

P值

0.578

0.855

0.457

0.176

0.027

0.158

0.002

0.380

<0.001

<0.001

注：netrin-1为神经突起导向因子-1。
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不表达或低表达，癌组织中 netrin-1高表达率为

71.7%（132/184），显著高于癌旁正常组织 9.8%（18/
184）。该结果与张旭等［10］在结直肠癌细胞株中发

现其表达上调的趋势一致，提示其高表达可能参与

结直肠癌的发生发展。进一步分析 netrin-1表达与

各临床病理特征的相关性发现，肿瘤的浸润深度越

深、TNM分期越晚、伴有淋巴结转移者，netrin-1表达

水平越高，表明netrin-1参与结直肠癌细胞的增殖与

转移，但是具体机制仍不清楚。Barallobre等［16］认

为，netrin-1可与DCC受体相结合，使其同源二聚体

化，从而将 caspase-3的剪切位点封闭，抑制该信号

通路介导的细胞凋亡。此外，netrin-1还可能通过活

化 PI3K/AKT信号通路促进人肺腺癌 A549细胞与

PC9细胞发生上皮间质转化［17］；netrin-1可与 neo‐
genin（neonatal protein，再生蛋白）相互作用，增强

CD4+ T细胞的趋化作用，并引发促炎症反应，在肿

瘤微环境的调节中发挥关键作用［18］；netrin-1可以促

进血管内皮细胞与平滑肌细胞增生、迁移与黏附，

其促血管生成效应可能是肿瘤生长的必要条件［19］。

本研究对病人进行随访发现，netrin-1高表达者

的 5年总生存率为 40.9%（54/132）显著低于低表达

者 71.2%（37/52）。预后单因素分析结果显示，浸润

深度、TNM分期、淋巴结转移、netrin-1表达与结直肠

癌病人 5年总生存率相关。将这 4种有统计学意义

的因素纳入 Cox多因素分析，结果表明 TNM分期、

淋巴结转移、netrin-1表达是结直肠癌病人的独立预

后因素。因此，netrin-1表达有可能成为结直肠癌病

人预后评价的生物学指标，也为机制研究与药物开

发提供了一个新的作用靶点。

本研究的不足与展望：（1）netrin-1的依赖性受

体DCC与UNC5C也在多种肿瘤中异常表达，与肿瘤

病人预后密切相关［20-21］，但是本研究未对 netrin-1的
受体进行检测，未来需要进一步探讨其受体的表达

情况及与临床病理特征、预后的关系；（2）本研究通

过对临床组织进行病理染色分析 netrin-1的表达情

况，但是有研究发现，netrin-1在肿瘤病人的血浆中

也存在差异性表达［22-23］，而血浆较组织样本病理检

测具有取材简单便捷等优势，对于早期诊断具有更

重要的临床意义，因此后续仍需要从血浆表达的角

度进一步完善本研究结论；（3）netrin-1促进结直肠

癌发生发展的机制仍未探讨，未来需要进一步在体

外细胞培养与移植瘤动物模型中深入研究，通过基

因敲除、RNA干扰、蛋白阻断等方法揭示 netrin-1的
上下游调节通路。

综上所述，netrin-1在结直肠癌组织中表达升

高，其高表达可能参与结直肠癌的发生发展，对预

后判断有一定的参考价值。
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过表达亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因1对胰腺癌细胞增殖、
凋亡、侵袭、迁移能力的影响
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摘要： 目的 探究过表达亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因 1（LZTS1）对胰腺癌PANC-1细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移能力的影

响。方法 将PANC-1细胞按照随机数字表法分为四组，对照组（常规培养）、NC组（转染阴性对照）、pcDNA-LZTS1-1组（转染

pcDNA 3.0 LZTS1-1质粒）、pcDNA-LZTS1-2组（转染 pcDNA 3.0 LZTS1-2质粒）。蛋白质印迹法（Western blotting）检测转染效

果；噻唑蓝（MTT）观察PANC-1细胞增殖，流式细胞术检测凋亡率，Transwell法检测细胞的侵袭、迁移。结果 与对照组相比，

pcDNA-LZTS1-1组和 pcDNA-LZTS1-2组 PANC-1细胞中 LZTS1蛋白水平［（2.835±0.301），（4.125±0.385）比（1.000±0.085）］显著

增加，其中 pcDNA-LZTS1-2组增加显著；过表达 LZTS1抑制 PANC-1细胞增殖、侵袭［（56.369±6.432）个比（117.258±12.152）
个］、迁移［（120.145±14.210）个比（233.258±25.148）个］，诱导其凋亡［（23.252±2.152）%比（6.589±0.645）%］。结论 过表达

LZTS1显著抑制PANC-1细胞增殖、侵袭、迁移，促进其凋亡。

关键词： 胰腺肿瘤； 增殖； PANC-1细胞； 亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因1
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