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  摘 要:目的 探讨结直肠癌组织中角蛋白15(KRT15)、角蛋白18(KRT18)蛋白表达与临床病理特征和

预后的关系。方法 选取2018年6月至2019年6月该院收治的97例行手术治疗的结直肠癌患者作为研究对

象。采用免疫组化法检测结直肠癌组织和癌旁组织中KRT15、KRT18蛋白表达,比较不同临床病理特征结直

肠癌患者KRT15、KRT18蛋白表达的差异。结直肠癌患者出院后随访3年,统计其随访期间总生存期(OS)情

况,采用Kaplan-Meier生存曲线和Log-rank检验分析不同KRT15、KRT18蛋白表达的结直肠癌患者OS率差

异,单因素和多因素COX风险比例回归分析影响结直肠癌患者预后的因素。结果 结直肠癌组织中KRT15、
KRT18蛋白阳性表达率高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05)。低分化、TNMⅢ期、有神经侵犯、术前

癌胚抗原(CEA)≥5
 

ng/mL的结直肠癌患者癌组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达率高于中、高分化、TNM
Ⅰ~Ⅱ期、无神经侵犯、术 前 CEA<5

 

ng/mL的 结 直 肠 癌 患 者,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05)。KRT15、
KRT18蛋白阳性表达的结直肠癌患者3年OS率依次为64.29%、60.00%,低于KRT15、KRT18蛋白阴性表

达的结直肠癌患者3年OS率(依次为83.64%、85.96%),差异有统计学意义(χ2=6.497、7.987,P<0.05)。
多因素COX风险比例回归分析结果显示,TNMⅢ期、KRT15蛋白阳性表达、KRT18蛋白阳性表达是影响结直

肠癌患者生存的危险因素(P<0.05)。结论 结直肠癌组织中KRT15、KRT18蛋白表达可为结直肠癌患者预

后评估提供参考。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

keratin
 

15
 

(KRT15)
 

and
 

keratin
 

18
 

(KRT18)
 

proteins
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

and
 

their
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis.
Methods A

 

total
 

of
 

97
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

who
 

underwent
 

surgical
 

treatment
 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

June
 

2018
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

objects.Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

clinicopathological
 

features
 

were
 

compared.The
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

were
 

followed
 

up
 

for
 

3
 

years
 

after
 

discharge,and
 

their
 

o-
verall

 

survival
 

(OS)
 

during
 

the
 

follow-up
 

period
 

was
 

analyzed.Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

and
 

Log-rank
 

test
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

difference
 

in
 

OS
 

rate
 

among
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

expression.Univariate
 

and
 

multivariate
 

COX
 

proportional
 

regression
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

analyze
 

the
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer.Results The
 

positive
 

expres-
sion

 

rates
 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tis-
sues,and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

KRT15
 

and
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KRT18
 

protein
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

differentiation,TNM
 

Ⅲ
 

stage,perineural
 

inva-
sion

 

and
 

preoperative
 

carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA)
 

level
 

≥5
 

ng/mL
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

medium-high
 

differentiation,TNM
 

Ⅰ-Ⅱ
 

stage,without
 

perineural
 

invasion
 

and
 

preoperative
 

CEA
 

level
 

<5
 

ng/mL,
the

 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

OS
 

rates
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

were
 

64.29%
 

and
 

60.00%
 

respectively,which
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

expression
 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

(83.64%
 

and
 

85.96%
 

respec-
tively),and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=6.497,7.987,P<0.05).Multivariate
 

COX
 

pro-
portional

 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

TNM
 

stage
 

Ⅲ,positive
 

expression
 

of
 

KRT15
 

protein
 

and
 

positive
 

expression
 

of
 

KRT18
 

protein
 

were
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

survival
 

of
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

expression
 

of
 

KRT15
 

and
 

KRT18
 

protein
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissues
 

can
 

provide
 

ref-
erence

 

for
 

prognosis
 

assessment
 

of
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer.
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  结直肠癌是我国常见的高病死率、易复发、易转

移的恶性消化系统肿瘤,随着膳食结构的改变和人们

生活水平的提高,结直肠癌患病率不断增加,尽管近

年来结直肠癌诊疗技术取得了显著的提升,患者生存

率有所提高,但是由于我国结直肠癌早期诊断率低,
生存率依然低于其他一些国家[1]。临床多通过TNM
分期、分化程度、转移状态等病理特征评估结直肠癌

患者预后,但即便是处于同一分期的患者预后也存在

一定差异。因此,寻找新的生物标志物有望对相同分

期结直肠癌患者预后做出更准确的判断,指导其后续

系统性治疗[2]。角蛋白15(KRT15)蛋白是一种表皮

细胞的结构蛋白,属于角蛋白家族中的Ⅰ型角蛋白,
有助于维持细胞质稳定和损伤后的上皮再生,有研究

显示,KRT15蛋白可促进结直肠癌细胞的迁移和入

侵[3]。角蛋白18(KRT18)蛋白是一种Ⅰ型中间丝蛋

白,有研究显示,可通过抑制 KRT18蛋白/丝裂原活

化蛋白激酶(MAPK)信号通路抑制结肠癌的进展[4]。
本研究旨在探讨结直肠癌组织KRT15、KRT18蛋白

表达与临床病理特征和预后的关系,以期为临床预后

分析提供新的生物标志物。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年6月至2019年6月本

院收治的97例行手术治疗的结直肠癌患者作为研究

对象,男52例、女45例。研究对象按年龄均值分层:
年龄≥65岁50例,年龄<65岁47例;病理类型:腺
癌71例,黏液腺癌26例;分化程度:低分化53例,中
分化30例,高分化14例;TNM 分期:Ⅰ期27例,Ⅱ
期40例,Ⅲ期30例;肿瘤最大径:>5

 

cm
 

46例,≤5
 

cm
 

51例;术前癌胚抗原(CEA)≥5
 

ng/mL
 

33例,
CEA<5

 

ng/mL
 

64例;神经侵犯:有神经侵犯26例,
无神经侵犯71例。纳入标准:(1)经术后病理证实为

结直肠癌;(2)TNM 分期Ⅰ~Ⅲ期;(3)具备手术指

征,手术均由同一组医师操作完成;(4)术前未接受任

何新辅助放化疗;(5)临床资料完整;(6)自愿签署知

情同意书。排除标准:(1)合并其他恶性肿瘤;(2)接
受保守治疗;(3)既往有腹部手术史或反复住院。本

研究已经获得本院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 癌组织和癌旁组织样本收集 取手术切除的

新鲜癌组织和癌旁组织(距离癌组织5
 

cm以上)置于

4
 

℃固定液中固定3~6
 

h,无水乙醇梯度脱水,二甲苯

透明,石蜡包埋,切片机切成4
 

μm切片。
1.2.2 免疫组化法检测KRT15、KRT18蛋白表达 
将4

 

μm切片常规脱蜡和复水,10
 

mmol/L柠檬酸钠

缓冲液孵育10
 

min,微波20
 

min。0.3%
 

H2O2 处理

抑制内源性过氧化物酶活性,5%脱脂奶粉孵育阻断

非特异性结合。PBS冲洗两次,每次5
 

min,加入一抗

细胞KRT15多克隆抗体(1∶1
 

000稀释,美国In-
vitrogen公司)、KRT18抗体(1∶250稀释,美国Ab-
cam公司)4

 

℃孵育过夜,加入靶向IgG分子的重链和

轻链二抗山羊抗兔IgG(1∶400稀释,美国Invitrogen
公司)孵育90

 

min。ABC溶液孵育30
 

min,3,3'-二氨

基联苯胺染色5
 

min,苏木精反染色,切片经梯度酒精

脱水干燥,二甲苯透明,中性树胶密封。显微镜下观

察,以磷酸盐缓冲生理盐水代替一抗作为阴性对照,
以细胞质或者细胞核中出现棕色或者黄色即为阳性。
1.3 观察指标 所有患者出院后均定期接受电话随

访和门诊复查(结肠镜检查、胸、腹部和盆腔增强CT、
血常规、生化及肿瘤标志物检测),术后第1~2年每3
个月随访1次,术后第3年每6个月随访1次,共随访

3年,统计3年总生存期(OS)情况。OS为病理确诊

至死亡或随访截止时间。3年OS率=随访3年结肠

癌患者的生存例数/总例数×100%。
1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS25.00进行数

据分析,KRT15、KRT18蛋白阳性表达率等计数资料

以n(%)表示,行χ2 检验。采用Kaplan-Meier生存曲

线和Log-rank检验分析不同KRT15、KRT18蛋白表达

的结直肠癌患者3年OS率的差异,单因素和多因素

COX风险比例回归分析影响结直肠癌生存的因素。检

验水准α=0.05。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 结直肠癌组织和癌旁组织KRT15、KRT18蛋白
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阳性表达率比较 免疫组化检测结果显示 KRT15、
KRT18蛋白主要在细胞质中表达,结直肠癌组织中

KRT15、KRT18蛋白染色以淡棕色或深棕色为主,癌
旁组织中 KRT15、KRT18蛋白染色未见黄染,见图

1、2。结直肠癌组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达

率高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表1。
2.2 不同临床病理特征结直肠癌组织中 KRT15、
KRT18蛋白阳性表达率比较 低分化、TNMⅢ期、有
神经侵犯、术前CEA≥5

 

ng/mL的结直肠癌患者癌

组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达率高于中、高分

化、TNMⅠ ~ Ⅱ 期、无 神 经 侵 犯、术 前 CEA<5
 

ng/mL的结直肠癌患者,差异有统计学意义(P<
0.05)。不同年龄、性别、病理类型、肿瘤最大径的结

直肠癌患者癌组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达

率比较差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
表1  结直肠癌组织和癌旁组织KRT15、KRT18蛋白

   阳性表达率比较[n(%)]

项目 n KRT15蛋白阳性表达率 KRT18蛋白阳性表达率

结直肠癌组织 97 42(43.30) 40(41.24)

癌旁组织 97 9(9.28) 10(10.31)

χ2 28.968 24.250

P <0.001 <0.001

  注:A为KRT15蛋白在癌旁组织中呈阴性表达;B为 KRT15蛋白在结直肠癌组织中呈低表达;C为 KRT15蛋白在结直肠癌组织中呈高

表达。

图1  结直肠癌组织及癌旁组织KRT15蛋白免疫组化染色(×40)

  注:A为KRT18蛋白在癌旁组织中呈阴性表达;B为 KRT18蛋白在结直肠癌组织中呈低表达;C为 KRT18蛋白在结直肠癌组织中呈高

表达。

图2  结直肠癌组织及癌旁组织KRT18蛋白免疫组化染色(×40)

表2  不同临床病理特征结直肠癌组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达率比较[n(%)]

临床病理特征 n KRT15蛋白阳性表达 χ2 P KRT18蛋白阳性表达 χ2 P

性别 3.396 0.065 0.053 0.818

 男 52 27(51.92) 22(42.31)

 女 45 15(33.33) 18(40.00)

年龄 1.887 0.169 0.966 0.326

 ≥65岁 50 25(50.00) 23(46.00)

 <65岁 47 17(36.17) 17(36.17)

病理类型 0.118 0.731 0.354 0.552

 腺癌 71 30(42.25) 28(39.44)

 黏液腺癌 26 12(46.15) 12(46.15)

肿瘤最大径 1.600 0.206 0.181 0.670

 ≥5
 

cm 46 23(57.50) 20(43.48)

 <5
 

cm 51 19(37.25) 20(39.22)

分化程度 9.835 0.007 7.910 0.019

 低分化 53 30(56.60) 28(52.83)
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续表2  不同临床病理特征结直肠癌组织中KRT15、KRT18蛋白阳性表达率比较[n(%)]

临床病理特征 n KRT15蛋白阳性表达率 χ2 P KRT18蛋白阳性表达率 χ2 P

 中分化 30 10(33.33) 10(33.33)

 高分化 14 2(14.29) 2(14.29)

TNM分期 7.507 0.023 6.502 0.039

 Ⅰ期 27 8(29.63) 8(29.63)

 Ⅱ期 40 15(37.50) 14(35.00)

 Ⅲ期 30 19(63.33) 18(60.00)

神经侵犯 4.813 0.028 11.487 <0.001

 有 26 16(61.54) 18(69.23)

 无 71 26(36.62) 22(30.99)

术前CEA 8.426 0.004 13.347 <0.001

 ≥5
 

ng/mL 33 21(63.64) 22(66.67)

 <5
 

ng/mL 64 21(32.81) 18(28.13)

2.3 KRT15、KRT18蛋白阳性及阴性表达结直肠癌

患者3年OS率比较 随访期间死亡24例,无失访病

例。KRT15、KRT18蛋白阳性表达的结直肠癌患者3
年 OS率依次为64.29%、60.00%,低 于 KRT15、
KRT18蛋白阴性表达的结直肠癌患者3年OS率(依
次为83.64%、85.96%),差异有统计学意义(χ2=
6.497、7.987,P<0.05)。见图3。
2.4 影响结直肠癌患者预后的COX风险比例回归

分析 以结直肠癌患者预后为因变量(赋值:0=生

存,1=死亡),以年龄(赋值:0=<65岁,1=≥65
岁)、性别(赋值:0=女,1=男)、肿瘤最大径(赋值:
0=<5

 

cm,1=≥5
 

cm)、病理类型(赋值:0=腺癌,
1=黏液腺癌)、分化程度(赋值:0=中、高分化,1=低

分化)、TNM分期(赋值:0=Ⅰ~Ⅱ期,1=Ⅲ期)、神
经侵犯(赋值:0=无,1=有)、术前CEA(赋值:0=<5

 

ng/mL,1=≥5
 

ng/mL)、KRT15蛋白表达(赋值:0=
阴性表达,1=阳性表达)、KRT18蛋白表达(赋值:
0=阴性表达,1=阳性表达)为自变量。单因素COX
风险比例回归分析结果显示,低分化、TNMⅢ期、有
神经侵犯、术前CEA≥5

 

ng/mL、KRT15蛋白阳性表

达、KRT18蛋白阳性表达与结直肠癌患者预后有关

(P<0.05)。多因素COX风险比例回归分析结果显

示,TNMⅢ期、KRT15蛋白阳性表达、KRT18蛋白阳

性表达是影响结直肠癌患者预后的危险因素(P<
0.05)。见表3。

图3  不同KRT15、KRT18蛋白表达结直肠癌患者3年OS率生存曲线

表3  影响结直肠癌患者预后的COX风险比例回归方程

因素
单因素

HR(95%CI) P

多因素

HR(95%CI) P

年龄 0.653(0.512~2.035) 0.426 - -

性别 0.262(0.159~1.009) 0.506 - -

肿瘤最大径 0.953(0.812~1.356) 0.771 - -

病理类型 0.185(0.120~1.065) 0.809 - -
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续表3  影响结直肠癌患者预后的COX风险比例回归方程

因素
单因素

HR(95%CI) P

多因素

HR(95%CI) P

分化程度 2.335(1.792~3.265) 0.009 1.235(0.751~2.009) 0.659

TNM分期 3.265(2.512~5.498) <0.001 4.021(3.021~8.124) <0.001

神经侵犯 2.905(1.895~3.512) 0.015 1.653(0.992~2.511) 0.532

术前CEA 1.562(1.201~1.950) 0.023 1.253(0.822~2.035) 0.905

KRT15蛋白表达 3.021(2.251~4.853) <0.001 2.777(1.412~4.251) <0.001

KRT18蛋白表达 3.154(2.302~5.053) <0.001 3.006(1.628~4.719) <0.001

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  结直肠癌是环境因素和遗传因素共同作用导致

的世界范围内常见的消化道恶性肿瘤之一,尽管目前

分子靶向治疗、免疫治疗研究有了显著的进展,并逐

渐应用于临床,延长了患者的生存时间,但结直肠癌

治疗后易发生远处转移或复发,患者长期 OS率仍较

低[5-6]。因此需要进一步寻找新的生物标志物和治疗

靶点,以改善临床患者预后。研究显示角蛋白是一类

位于上皮细胞主要的纤维状蛋白质,通过与上皮细胞

之间的桥粒结合,维持组织屏障和细胞极性,参与细

胞器和蛋白质的空间组织及细胞凋亡和迁移的调节,
为表皮细胞提供支撑和保护功能,角蛋白突变与上皮

细胞应激、增殖和凋亡、侵袭有关,被证实参与人类恶

性肿瘤发生过程[7-8]。
KRT15蛋白是角蛋白家族中的细胞角蛋白成员

之一,只存在于增生的表皮细胞基底层部位,被认为

是基底部蛋白的支架成分之一,有助于表皮细胞基底

层分层并提供支撑作用,KRT15蛋白还参与表皮干

细胞的增殖和分化,常作为干细胞活化的标志物[9]。
KRT15蛋白也是一种促癌角蛋白,其阳性表达率能

反映肿瘤细胞增殖的速度,与多种恶性肿瘤发生和进

展有关,有研究显示 KRT15蛋白在子宫内膜癌组织

中表达异常增高,其表达上调与子宫内膜癌患者淋巴

血管侵犯、宫颈间质侵犯及预后不良有关[10]。在口腔

鳞状细胞癌组织中也可检测到 KRT15蛋白表达上

调,在KRT15蛋白阳性表达的皮肤干细胞中,癌基因

磷脂酰肌醇3激酶的p110a亚基过度激活,肿瘤抑制

基因TP53表达下调,可促使免疫逃逸,导致皮肤鳞状

细胞癌的发生和恶性进展[11-12]。本研究结果发现,结
直肠癌组织中 KRT15蛋白阳性表达率高于癌旁组

织,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05);TNMⅢ 期、
KRT15蛋白阳性表达、KRT18蛋白阳性表达是影响

结直肠癌患者预后的危险因素(P<0.05)。可能的原

因为KRT15蛋白阳性表达可能增强癌症干细胞特

性,表现出较强的侵袭能力;其次,β-catenin/基质金属

蛋白酶7(MMP-7)信号通路激活可促使上皮-间充质

转化,增强癌细胞增殖、迁移和侵袭能力,KRT15蛋

白阳性表达可能通过激活β-catenin/MMP-7信号通

路激活,显著促进结直肠癌细胞的迁移和侵袭[13-15]。
因此KRT15蛋白阳性表达可能促使结直肠癌淋巴血

管侵犯,导致肿瘤恶性进展和预后不良的发生。
KRT18蛋白是细胞骨架蛋白中间丝家族的一

员,在呼吸道和胃肠道的上皮细胞和内皮细胞中表

达,从细胞核表面延伸到细胞膜,参与细胞周期调控,
与细胞增殖、凋亡、运动和细胞信号转导等多种细胞

过程有关,对维持组织完整性至关重要[16]。KRT18
蛋白被发现在前列腺癌、浸润性乳腺癌、非小细胞肺

癌等多种恶性肿瘤中异常表达,并与 TNM 分期、临
床进展和预后相关[17-19]。DREW 等[20]应用多重基因

表达检测方法检测到结肠正常组织与结肠腺瘤息肉

组织中KRT18蛋白表达明显低于结肠癌组织。本研

究结果显示,结直肠癌组织中 KRT18蛋白阳性表达

率高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05);
TNMⅢ期、KRT15蛋白阳性表达、KRT18蛋白阳性

表达是影响结直肠癌 患 者 预 后 的 危 险 因 素(P<
0.05),表明KRT18蛋白阳性表达可能与结直肠癌的

恶性病理行为及肿瘤进展有关,在结直肠癌发病机制

中可能发挥致促癌作用。有研究指出,MAPK信号通

路是细胞增殖重要的通路之一,其激活可提高结肠癌

细胞的增殖和生存能力,抑制癌细胞凋亡,KRT18蛋

白表达上调可激活 MAPK信号通路,促使结肠癌细

胞的 恶 性 增 殖 和 侵 袭[21-22]。另 外 Notch 受 体 1
(Notch1)是一个高度保守的细胞间信号转导系统,其
可在结直肠癌中激活并促使癌细胞增殖和侵袭,结直

肠上皮细胞中的 KRT18蛋白可提高 Notch1水平并

稳定Notch1信号通路活性,促使结直肠癌细胞增殖,
抑制其凋亡[23-24]。KRT18蛋白阳性表达可能通过

MAPK、Notch1致癌信号通路促使结直肠癌恶性进

展,导致患者预后不良。本研究为单中心研究,样本

量相对较小,可能导致统计分析结果偏倚,其次本研

究随访评估时间较短,有待扩大样本量、延长随访时

间进一步研究证实。
综上所述,结直肠癌组织中KRT15、KRT18蛋白

阳性表达率高于癌旁组织,TNMⅢ期、KRT15蛋白阳

性表达、KRT18蛋白阳性表达是影响结直肠癌患者

预后的危险因素,KRT15、KRT18蛋白有望成为结直
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肠癌新的预后预测生物标志物和治疗潜在靶点。
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