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摘要　目的　探讨ＴＩＰＥ３在结直肠癌（ＣＲＣ）中的表达及其与肿瘤免疫浸润和预后的关系。方法　通过实时荧光定量聚合酶
链反应（ｑＰＣＲ）、蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、免疫组化技术检测、生信分析和单细胞测序等方法对１１０例ＣＲＣ患者癌组织及
癌旁组织中ＴＩＰＥ３的表达，分析其与临床病理因素及预后的相关性，并研究 ＴＩＰＥ３与免疫细胞浸润的关系。结果　转录水平
和蛋白水平分析显示，ＴＩＰＥ家族中ＴＩＰＥ（Ｐ＜００５）和ＴＩＰＥ３（Ｐ＜０００１）在ＣＲＣ癌组织中表达高于癌旁组织，ＴＩＰＥ３表达上调
尤为明显。免疫组化实验结果显示，ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ癌组织中的表达明显高于癌旁组织（Ｐ＜０００１）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显
示，ＴＩＰＥ３高表达患者生存率降低，预后较差。免疫浸润分析显示，ＴＩＰＥ３高表达患者ＣＤ８＋Ｔ细胞和ＣＤ２０＋Ｂ细胞数量较少，
而ＣＤ６６ｂ＋中性粒细胞数量较多，提示ＴＩＰＥ３与肿瘤预后差有相关性。ＣＲＣ癌组织的单细胞转录组测序结果与免疫组化结果
相一致。结论　ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ组织中的表达与肿瘤免疫浸润相关，其高表达提示预后不良，有望作为ＣＲＣ治疗和预防的靶点。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是最常见的
消化系统恶性肿瘤之一，具有较高的发病率和病死

率［１－２］。其发生和发展与多种因素密切相关，包括

年龄、性别、生活方式、饮食习惯以及遗传因素

等［３－５］。目前，ＣＲＣ的预防和治疗主要依靠结直肠
镜检和外科手术切除病变部位。然而，ＣＲＣ的高复
发率和转移率仍使其成为全球癌症相关死亡的主要

原因之一。

　　ＴＩＰＥ３是肿瘤坏死因子α诱导蛋白８样蛋白家
（ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ／ＴＩＰＥ家族）一员，在肿瘤发生和免疫调
节中发挥重要作用［６－８］。ＴＩＰＥ３在多种肿瘤细胞系
中高表达，研究发现其具有促进肿瘤细胞的生长、增

殖、侵袭和转移的作用［８－９］。此外，ＴＩＰＥ３在肿瘤免
疫浸润中的作用也逐渐受到关注，其表达水平与肿

瘤微环境中的免疫细胞浸润密切相关［７］。然而，

ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ发生发展中的作用鲜有报道。该研
究旨在通过临床手术标本，探究 ＴＩＰＥ３表达与肿瘤
免疫浸润及 ＣＲＣ患者预后的关系，为 ＣＲＣ的早期

诊断和治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病例资料　收集安徽医科大学第一附属医
院普外科２０１５年１月—２０１６年４月结直肠癌患者
手术切除的病理标本１１０例，通常选取距癌组织边
缘２～３ｃｍ以上、经病理检查确认无癌细胞浸润的
正常组织作为癌旁组织。所有病例临床病理及术后

随访资料完整，并得到安徽医科大学第一附属医院

伦理委员会的同意，所有ＣＲＣ患者手术前均未进行
任何放射治疗和抗肿瘤药物的治疗，所有患者的

ＴＮＭ分期都在国际抗癌联盟（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌａｇｅｎｃｙ
ｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｃａｎｃｅｒ，ＵＩＣＣ）２０１６年颁布实施的第
８版结直肠癌 ＴＮＭ分期指南下完成。所获取的临
床病例信息（年龄、性别、肿瘤侵犯层次、淋巴结转

移和ＴＮＭ分期）均获得病人或家属知情。
１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基购于
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；
总ＲＮＡ提取试剂盒购于德国Ｑｉａｇｅｎ公司。
１．１．３　主要仪器　二氧化碳培养箱（型号：ＮＵ
５８１０Ｅ）、生物安全柜（型号：ＮＵ４２５４００Ｓ）购于美国
ＮＵＡＩＲＥ公司；荧光定量 ＰＣＲ仪（型号：ＳｔｅｐＯｎｅ
ＰｌｕｓＡＢＩ）购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；倒置荧光显微镜
（型号：ＤｅｌｔａＶｉｓｉｏｎ）购于美国ＧＥ公司。
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１．２　方法
１．２．１　实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）　本实
验采用 ｑＰＣＲ技术检测 ＲＮＡ含量。首先，将 ｑＰＣＲ
试剂盒取出冰上融化，用ＴＥｂｕｆｆｅｒ将引物浓度配制
至１０μｍｏｌ／Ｌ。本次实验涉及的引物包括 ｈＴＩＰＥ、
ｈＴＩＰＥ１、ｈＴＩＰＥ２、ｈＴＩＰＥ３和βａｃｔｉｎ，其具体序列已列
出。接着，按照试剂盒说明配制２０μＬ的 ｑＰＣＲ反
应体系：包含 １μＬｃＤＮＡ、０５μＬ正向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）、０５μＬ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、１０μＬ２×
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭＩＸ和８μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ，混
匀并离心。将反应体系放入 ｑＰＣＲ仪，设置扩增程
序：９４℃、３０ｓ，９４℃、５ｓ，６０℃、１５ｓ，７２℃、１０ｓ，共
４５个循环。扩增完成后，根据样本的 Ｃｔ值，采用
２－ΔΔＣＴ法计算 ＲＮＡ含量，并使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软
件进行作图分析。将 ｑＰＣＲ试剂盒取出于冰上融
化。用ＴＥｂｕｆｆｅｒ配制引物浓度至１０μｍｏｌ／Ｌ。实验
用ＰＣＲ引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ｈＴＩＰＥ Ｆ：ＴＴＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＣＴＴＴＡＡＣＡＡＴＣ

Ｒ：ＣＧＴＴＣＧＴＧＧＣＡＧＧＧＧＴＴＡＴＴ
ｈＴＩＰＥ１ Ｆ：ＣＡＧＴＧＡＣＣＴＧＣＴＡＧＡＴＧＡＧ

Ｒ：ＣＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＡＧＴ
ｈＴＩＰＥ２ Ｆ：ＡＣＴＧＡＧＴＡＡＧＡＴＧＧＣＧＧＧＴＣＧ

Ｒ：ＴＴＣＴＧＧＣＧＡＡＡＧＣＧＧＧＴＡＧ
ｈＴＩＰＥ３ Ｆ：ＡＣＣＣＡＡＧＣＡＣＡＣＴＧＧＴＴＴＣＣ

Ｒ：ＣＴＴＧＧＧＴＣＣＣＴＧＣＡＴＡＴＣＣＧ
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣＧ

Ｒ：ＡＧＧＧＣＡＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧ

１．２．２　蛋白质印迹　采用蛋白质印迹法检测 ＴＩＰＥ
家族蛋白在ＣＲＣ组织中蛋白表达水平。首先，取５０
ｍｇ组织样品，加入 ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶抑制剂，
研磨后离心取上清液，用于后续实验。通过ＢＣＡ试
剂盒测定蛋白浓度，配制蛋白标准曲线溶液和待测

蛋白样品溶液。煮样后分装保存。配制１２％分离
胶和５％浓缩胶，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。随后，
将蛋白从凝胶转移到 ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂牛奶
封闭膜，孵育一抗（兔抗ＴＩＰＥ抗体等，１∶５００）和二
抗（ＨＲＰ山羊抗兔ＩｇＧ，１∶２００００），最后用 ＥＣＬ试
剂显影，通过灰度扫描分析目的蛋白表达水平。

１．２．３　免疫组织化学　采用免疫组织化学方法对
结肠癌组织进行染色分析。首先，将１１０例结肠癌
患者的手术标本固定于４％多聚甲醛溶液中，依次
经过脱水、透明、浸蜡和包埋处理，制成组织蜡块。

然后切片（５μｍ厚），黏附于载玻片上并烤片。染
色过程中，切片先经过脱蜡、清洗，再进行抗原修复，

使用柠檬酸盐修复液在微波炉中加热处理。随后，

阻断内源性过氧化物酶，用５％山羊血清封闭，滴加
一抗（兔抗ＣＤ８（１∶１０００）、ＣＤ２０（１∶１０００）、
ＣＤ６６ｂ（１∶１０００）、ＴＩＰＥ３（１∶２００））孵育过夜。次
日，室温复温、清洗后，滴加二抗孵育 ２０ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色，苏木精复染，脱水透明后封片。最后，使用光

学显微镜扫描切片并评分。ＴＩＰＥ３评分结合阳性信
号强度和染色面积占比，免疫细胞（ＣＤ８＋ Ｔ细胞、
ＣＤ２０＋Ｂ细胞、ＣＤ６６ｂ＋中性粒细胞）则根据阳性细
胞计数评分。

１．２．４　免疫组织化学染色结果评分　免疫组化结
果评分的方法按照先前文献介绍的进行［１０］，首先，

在显微镜低倍镜（×１００）下观察整张切片的染色的
结果，对染色的结果进行一个预估，然后选取５个典
型视野，并在高倍镜（×２００）下经行拍摄，最后分别
对５张图片经行评分，并取平均值作为最后的评分
结果。

　　ＴＩＰＥ３的评分模式分为两部分［１１］：一是阳性信

号的强度：无阳性信号（０分）、浅黄色阳性信号（１
分）、深黄色阳性信号（２分）和褐色阳性信号（３
分）；二是阳性染色的面积占比：＜１％（０分）、１％～
２０％（１分）、２１％ ～４０％（２分）、４１％ ～６０％（３
分）、６１％～８０％（４分）和≥８１％（５分）。最后将两
部分评分的数值相加即为单个视野的评分。

　　免疫细胞（ＣＤ８＋ Ｔ细胞、ＣＤ２０＋ Ｂ细胞和
ＣＤ６６ｂ＋中性粒细胞）染色结果的评分模式［１２］：对染

色的阳性细胞进行计数，苏木精染色的细胞核作为

计数参照，计数结果即为单个视野评分结果。

１．２．５　ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ组织中的表达水平与患者临
床病理因素、生存率以及免疫细胞表达的关系　　
计算免疫组化染色的评分结果，利用 ｃｕｔｏｆｆＲ语言
包的 ｓｕｒｖｃｕｔｐｏｉｎｔ函数计算出最佳截断值，将 ＣＲＣ
患者分为癌组织ＴＩＰＥ３高表达和低表达组以及在癌
旁组织 ＴＩＰＥ３高表达和低表达组，并做了对应的
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线来研究 ＴＩＰＥ３的表达与预后
的关系。同时，利用ＧＥＰＩＡ分析了癌症基因组图谱
计划（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓｐｒｏｇｒａｍ，ＴＣＧＡ）公共
数据库中ＴＩＰＥ３的表达与ＣＲＣ患者预后的关系，并
做了ＯｖｅｒａｌｌＳｕｒｖｉｖａｌ生存曲线来验证实验结果。
　　在这基础上，分析ＣＲＣ患者ＴＩＰＥ３的表达与免
疫细胞浸润的关系，以及 ＴＩＰＥ３的表达与临床病理
因素（性别、年龄淋巴结转移肿瘤浸润深度和肿瘤
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ＴＮＭ分期）的关系。
１．２．６　单细胞转录组测序（由南京新格元生物科
技有限公司完成）　本研究采用单细胞转录组测序
技术分析样本。样本收集后，３０ｍｉｎ内用生理盐水
和组织保存液各洗涤３次，随后浸入组织保存液并
冰上保存。组织离解时，用汉克斯平衡盐溶液洗涤，

加入组织解离液后在 ＰｙｔｈｏＮＴＭ系统中３７℃解离
１５ｍｉｎ，再用红细胞裂解液去除红细胞，离心后用
ＰＢＳ重悬，台盼蓝染色评估细胞活力。单细胞悬浮
液经 ＳｉｎｇｌｅｒｏｎＭａｔｒｉｘＲ系统加载至微流体装置，根
据ＧＥＸＳＣＯＰＥＲ试剂盒构建 ｓｃＲＮＡｓｅｑ文库，稀释
后在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸ系统测序，生成１５０ｂｐ片段
池。数据分析中，对原始读数处理生成基因表达谱，

注释基因，使用 Ｓｅｕｒａｔ程序进行细胞类型鉴定和聚
类分析，ＦｉｎｄＣｌｕｓｔｅｒｓ函数辅助聚类，ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ软
件用于ＧＯ功能富集分析，探索特异性表达基因相
关的生物学功能或途径。

１．３　 统计学处理　采用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９和
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计分析。利用Ｉｍａｇｅ
Ｊ进行灰度分析。利用 ｃｕｔｏｆｆＲ语言包的 ｓｕｒｖ＿ｃｕｔ
ｐｏｉｎｔ函数计算出最佳截断值，将癌组织和癌旁组织
分别分为ＴＩＰＥ３高表达组和低表达组。生存分析采

用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法。采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验分
析临床病理特征与 ＴＩＰＥ３表达的关系。采用 Ｗｉｌｃ
ｏｘｏｎＳｉｇｎｅｄＲａｎｋＴｅｓｔ分析统计 ＴＩＰＥ３免疫组化染
色强度。单细胞测序分析由南京新格元生物科技有

限公司完成。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＩＰＥ家族基因在 ＣＲＣ组织的 ｍＲＮＡ转录
水平　收集１４例 ＣＲＣ患者的癌组织和癌旁组织，
利用Ｔｒｉｚｏｌ裂解法分别提取了这些样本的总 ＲＮＡ，
经过ＲＴＰＣＲ和ｑＰＣＲ检测了该１４例样本中ＴＩＰＥ、
ＴＩＰＥ１、ＴＩＰＥ２和ＴＩＰＥ３四种基因的ｍＲＮＡ反转录水
平，结果显示，在这１４例样本的癌组织和癌旁组织
中ＴＩＰＥ家族基因在ｍＲＮＡ水平均有不同程度的表
达，其中，ＴＩＰＥ与 ＴＩＰＥ３在癌组织中的转录上调
（ＴＩＰＥ：Ｐ＜００５；ＴＩＰＥ３：Ｐ＜０００１）。见图１。
２．２　ＴＩＰＥ家族蛋白在 ＣＲＣ组织的蛋白表达水平
收集４例ＣＲＣ患者的癌组织和癌旁组织，采用ＲＩＰＡ
裂解法分别提取了这些样本的总蛋白，通过Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测了该４例样本中ＴＩＰＥ、ＴＩＰＥ２和ＴＩＰＥ３的蛋
白表达水平，发现在这４例样本的癌组织和癌旁组织
中ＴＩＰＥ家族蛋白均有不同程度的表达，其中ＴＩＰＥ３

图１　ＲＴｑＰＣＲ检测１４例ＣＲＣ癌组织和癌旁组织中 ＴＩＰＥ家族基因的相对ｍＲＮＡ水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１４）

Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＴＩＰＥｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｉｎ１４ｐａｉｒｓｏｆＣＲＣｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

ａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１４）

Ａ：ＴＩＰＥ；Ｂ：ＴＩＰＥ１；Ｃ：ＴＩＰＥ２；Ｄ：ＴＩＰＥ３；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓＴｕｍｏｒｇｒｏｕｐ．
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在癌组织中的表达高于癌旁组织（Ｐ＜００５）。见
图２。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４例ＴＩＰＥ家族蛋白

在ＣＲＣ组织中的表达水平

Ｆｉｇ．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＩＰＥｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｉｎ４ｃａｓｅｓｏｆＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓ

２．３　ＴＩＰＥ３在 ＣＲＣ组中的表达　结果显示，癌组
织中ＴＩＰＥ３呈现强阳性表达，表现为深棕褐色的弥
漫性胞质着色，阳性细胞率极高（＞９５％）。癌旁正
常组织中ＴＩＰＥ３表达缺失或仅呈微弱表达，阳性细
胞稀疏且染色浅淡（表２、图３）。这种在同一患者
体内观察到的巨大表达差异，与 ｑＰＣＲ（ｍＲＮＡ水
平）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（蛋白水平）结果高度一致，共同
证实了ＴＩＰＥ３在结直肠癌发生发展中是一个显著上
调的关键分子。ＴＩＰＥ３在 ＣＲＣ癌组织中的表达明
显高于癌旁，与ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致。
２．４　ＴＩＰＥ３表达水平与 ＣＲＣ患者预后关系　根
据１１０例 ＣＲＣ癌组织和癌旁组织中 ＴＩＰＥ３免疫组

化染色的评分结果，利用 ｃｕｔｏｆｆＲ语言包的 ｓｕｒｖ＿
ｃｕｔｐｏｉｎｔ函数计算出最佳截断值，将染色结果按照癌
组织和癌旁组织分别分为ＴＩＰＥ３高表达组和低表达
组，其中 ＴＩＰＥ３癌组织高表达组７４例（＞５２），低
表达组３６例（＜５２）；ＴＩＰＥ３癌旁组织高表达组４６
例（＞１６），低表达组６４例（＜１６）。并做了对应
的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，癌组织和癌旁组织的Ｋａ
ｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线均显示：ＴＩＰＥ３高表达的 ＣＲＣ
患者生存率明显低于ＴＩＰＥ３低表达的ＣＲＣ患者，提
示ＴＩＰＥ３高表达与ＣＲＣ患者预后不良有关（图４）。

图３　ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ组织中表达的代表图

Ｆｉｇ．３　ＡｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍｏｆＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓ．

　　Ａ：Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ，ｓｈｏｗｉｎｇｏｎｔｈｅｌｅｆｔ；Ｂ：Ｌｏｗｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ，ｓｈｏｗｉｎｇｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔ；ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ．

表２　ＣＲＣ组织ＴＩＰＥ３免疫化染色强度统计表

Ｔａｂ．２　ＴＩＰＥ３ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｓｃｏｒｅｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓ

Ｇｒｏｕｐｓ Ｃａｓｅｓ
ＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

－ ＋  
Ｐｖａｌｕｅ

Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ １１０ ０ １６ ３６ ５８ ＜０．０００１
Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ １１０ ２５ ５２ ３３ ０

图４　ＣＲＣ患者癌组织（Ａ）中和癌旁组织（Ｂ）中ＴＩＰＥ３表达与生存率曲线

Ｆｉｇ．４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｂｅｔｗｅｅｎＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（Ａ）ａｎｄｃａｎｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ（Ｂ）

ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＲＣ
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２．５　ＴＩＰＥ３表达与临床病理特征的关系　ＣＲＣ患
者癌组织ＴＩＰＥ３表达与临床病理特征的相关分析，
包括性别、年龄、淋巴结转移、肿瘤浸润深度、ＴＮＭ
分期及分化程度（表３）。结果显示，ＴＩＰＥ３的表达
与上述各项临床病理参数均无统计学相关性。该结

果可能源于样本收集时某些因素考虑不够全面。由

于结直肠癌涵盖范围较广，包括结肠与直肠不同区

段（如直肠、乙状结肠、盲肠、升结肠、降结肠、横结

肠及右半结肠等），而原发部位不同的肿瘤可能存

在异质性，这可能导致抽样偏差。

表３　ＣＲＣ组织ＴＩＰＥ３表达与临床病理特征的关系
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅｓ

ＨｉｇｈＴＩＰＥ３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｎ＝７４）

ＬｏｗＴＩＰＥ３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｎ＝３６）

Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．２５２
　Ｍａｌｅ ４５ ２５
　Ｆｅｍａｌｅ ２９ １１
Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．４２０
　＜６３ ３８ １７
　≥６３ ３６ １９
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．３１９
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ４０ １７
　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ３４ １９
Ｉｎｖａｓｉｏｎ ０．４３１
　Ⅰ ＋Ⅱ １０ ６
　Ⅲ ＋Ⅳ ６４ ３０
ＴＮＭ ０．８６３
　Ｔ１ １０ ６
　Ｔ２ ３０ １３
　Ｔ３ ３４ １７
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ０．５７１
　Ｌｏｗ １６ ５
　Ｍｏｄｅｒａｔｅ ５５ ３０
　Ｈｉｇｈ ３ １

２．６　ＴＩＰＥ３表达与免疫细胞浸润的关系　对免疫
组化染色的结果进行阳性细胞计数，并利用ｃｕｔｏｆｆＲ
语言包的 ｓｕｒｖ＿ｃｕｔｐｏｉｎｔ函数计算出最佳截断值，分
别将癌组织和癌旁组织分为高表达组和低表达组

（表４）。通过统计分析发现ＣＲＣ患者癌组织ＴＩＰＥ３
表达与免疫细胞数目有相关性（表５），然后做了对
应的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，癌组织和癌旁组织的
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线结果提示：ＣＤ８＋ Ｔ细胞和
ＣＤ２０＋Ｂ细胞数目较多时，ＣＲＣ患者生存率较高，
预后较好；ＣＤ８＋Ｔ细胞和 ＣＤ２０＋ Ｂ细胞数目较少
时，ＣＲＣ患者生存率较低，预后较差；ＣＤ６６ｂ＋中性
粒细胞数目较多时，ＣＲＣ患者生存率较低，预后较

差；ＣＤ６６ｂ＋中性粒细胞数目较低时，ＣＲＣ患者生存
率较高，预后较好。见图５。

表４　ＣＲＣ组织免疫细胞染色统计表

Ｔａｂ．４　ＩｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｔａｉｎｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓ

Ｇｒｏｕｐｓ Ｃａｓｅｓ
Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｐ

ｖａｌｕｅ
ＣＤ８＋Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ＜０．００１

　Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ５６ ５４

　Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ９６ １４

ＣＤ２０＋Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ＜０００１

　Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ８９ ２１

　Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ３６ ７４

ＣＤ６６ｂ＋ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ０．０２

　Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ２９ ８１

　Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ １１０ ５１ ５９

表５　ＣＲＣ组织ＴＩＰＥ３表达与免疫细胞数目的关系

Ｔａｂ．５　ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓ

Ｇｒｏｕｐｓ Ｃａｓｅｓ

ＨｉｇｈＴＩＰＥ３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｎ＝７４）

ＬｏｗＴＩＰＥ３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｎ＝３６）

Ｐ

ｖａｌｕｅ

ＣＤ８ ０．０９８

　Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ５６ ３４ ２２

　Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ５４ ４０ １４

ＣＤ２０ ０．０３６

　Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ８９ ５６ ３３

　Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ２１ １８ ３

ＣＤ６６ｂ ０．００８

　Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ２９ ２５ ４

　Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ８１ ４９ ３２

２．７　ＴＩＰＥ３相关关系热图总结　根据免疫组化的
结果、患者血液化验的指标以及临床病理因素分别

制作相关关系图（图６Ａ）和热图（图６Ｂ）。由两张
图得知：ＴＩＰＥ３在 ＣＲＣ癌组织中的表达与 ＣＤ８＋ Ｔ
细胞和ＣＤ２０＋Ｂ细胞数目呈负相关，与 ＣＤ６６ｂ＋中
性粒细胞呈正相关。

２．８　单细胞转录组测序　选取了４例ＣＲＣ患者的
癌组织进行单细胞转录组测序（图７Ａ），测序前先
检测样本ＴＩＰＥ３ｍＲＮＡ反转录水平，结果显示，４例
样本中Ｐ０４号样本 ＴＩＰＥ３表达量高于其他３组（Ｐ
＜０００１）（图７Ｂ）。根据测序结果细分出一共获取
了２５７８２个单细胞，通过聚类一共得到了６大类细
胞：Ｔ细胞、Ｂ细胞、浆细胞、髓系细胞、基质细胞和
上皮细胞其中，髓系细胞又包括巨噬细胞、树突细胞

和肥大细胞（图７Ｃ～Ｅ及表６）。
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图５　Ｔ细胞在癌组织和癌旁组织中的免疫组化表达代表图

Ｆｉｇ．５　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆＴｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

图６　ＴＩＰＥ３表达与各项指标的相关关系分析

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

　　Ａ：Ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ，ｃｏｏｌｃｏｌｏｒｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ，ａｎｄｗａｒｍｃｏｌｏｒｓａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ（ＨＧＢ，ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；ＮＬＲ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｔｏｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

ｒａｔｉｏ；ＷＢＣ，ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ；Ｔ，ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；Ｐ，Ｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌｔｉｓｓｕｅ）；Ｂ：ＴｈｅｈｅａｔｍａｐｂｅｔｗｅｅｎＴＩＰＥ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｖａｒｉｏｕｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ．

表６　单细胞转录组测序鉴定出的主要细胞类型及细胞数量
Ｔａｂ．６　ＭａｊｏｒｃｅｌｌｔｙｐｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓ

Ｃｅｌｌｓ Ｐ０１ Ｐ０２ Ｐ０３ Ｐ０４
Ｍｙｅｌｏｉｄ ７３３ １８４２ ５５７ １１４０
Ｐｌａｓｍａ １９２９ ２５３ １１５５ ５６
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ２４７０ ２２６５ ３６５７ ５５３２
Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ３７３ ５１８ ４３４ ３３
ＥＣｓ ３３４ ４８３ ７６ １９１
Ｔｃｅｌｌｓ ７５ ５６３ ４０５ １２８
Ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ １０８ １３４ ５６ ５０
Ｂｃｅｌｌｓ ３３ ２ １９０ ７

　　对 Ｔ细胞进行细胞比例差异分析发现，在
ＴＩＰＥ３低表达的Ｐ０２样本中，早期 Ｔ细胞前体（Ｐｒｏ
Ｔ）的比例较高。而在 ＴＩＰＥ３高表达的 Ｐ０４样本中，
ＣＤ４＋调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）则显著富集。这一免疫
细胞浸润特征分析 结果表明，ＴＩＰＥ３高表达可能通
过促进Ｔｒｅｇ增殖介导肿瘤免疫逃逸，从而与疾病进
展和不良预后相关。此发现与免疫组化及生物信息

学分析结果一致，共同证实了肿瘤组织内 ＴＩＰＥ３表
达上调与患者生存率降低相关（图８、表７）。
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图７　ＣＲＣ样本单细胞测序细胞大类分析

Ｆｉｇ．７　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｉｎｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＣＲＣｓａｍｐｌｅｓ

　　Ａ：Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；Ｂ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＩＰＥ３ｍＲＮＡｉｎ４ｓａｍｐｌｅｓ；Ｐ０２ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰ０１

ｇｒｏｕｐ：Ｐ＜００５；Ｐ０４ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰ０１ｇｒｏｕｐ：Ｐ＜０００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰ０２ｇｒｏｕｐ：＃＃＃Ｐ＜０００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰ０３ｇｒｏｕｐ：＆＆＆Ｐ＜

０００１；Ｃ：ＣｏｌｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇＵＭＡＰｍａｐｄｒａｗｎｂｙｃｅｌｌｔｙｐｅ；Ｄ：ＣｏｌｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇＵＭＡＰｍａｐｄｒａｗｎｂｙｓａｍｐｌｅｔｙｐｅ；Ｅ：Ｂａｒｃｈａｒｔｏｆｃｅｌｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎａ

ｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅ．

图８　ＴＩＰＥ３表达水平对 Ｔ细胞亚群分布的影响

Ｆｉｇ．８　 ＴｈｅＩｍｐａｃｔｏｆＴＩＰＥ３ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＬｅｖｅｌｏｎＴＣｅｌｌＳｕｂｓｅｔＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　Ａ．ＣｏｌｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇＵＭＡＰｍａｐｄｒａｗｎｂｙｃｅｌｌｔｙｐｅ；Ｂ．ＣｏｌｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇＵＭＡＰｍａｐｄｒａｗｎｂｙｓａｍｐｌｅｔｙｐｅ；Ｃ．Ｂａｒｃｈａｒｔｏｆｃｅｌｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎａｓｉｎ

ｇｌｅｓａｍｐｌｅ．
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表７　Ｔ细胞分类细胞统计数量

Ｔａｂ．７　Ｔｃｅｌｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｎｕｍｂｅｒ

Ｃｅｌｌｓ Ｐ０１ Ｐ０２ Ｐ０３ Ｐ０４
ＣＤ４＿Ｔ＿ｈｅｌｐｅｒ ２５ １４６ １ ４
ＣＤ４＿Ｔｎ＿ｏｒ＿Ｔｃｍ ３ １ ２１４ １３
ＣＤ８＿Ｔｅｆｆ ４ ０ １０４ ４
Ｐｒｏ＿Ｔ ２８ ４０５ １８ １１
Ｔｒｅｇ ０ ３ ２ ４９

３　讨论

　　目前，ＣＲＣ在全球癌症患者中的发病率排第３
位，病死率也到了第２位，每年都有上百万的新增病
例和死亡病例，并且还在逐年上升，严重损害人类的

健康、威胁人类的生命［１－２，１３］。在我国，ＣＲＣ的发病
率和病死率分别在１５％和１０％左右，而且发病年龄
段开始逐步年轻化［１４］，并且随着人口老龄化的影

响，发病率和病死率也在明显提高［２］。ＣＲＣ最有效
的预防和早期治疗手段就是结直肠镜检，通过镜检

可以发现癌前病变和早期癌症，可以明显提高生存

率改善预后。研究发现，通过早期筛查和诊断治疗，

直肠癌患者有较好的预后，五年生存率在 ９０％左
右，转移率仅为１４％［１５］。随着早期筛查的普及，手

术技术的改以及靶向治疗的发展，最近几十年 ＣＲＣ
患者的生存率明显提高。

　　肿瘤浸润性 Ｔ细胞与改善 ＣＲＣ患者的临床结
果和生存率有关［１６］，虽然机制尚不明确，但适应性

免疫系统被认为在抑制这种疾病的进展中起着重要

作用。同时，也有研究者提出，肿瘤边缘的 Ｔ细胞
密度与中心核心的比率比常规 ＴＮＭ分期有更强的
预后意义［１６］。

　　ＴＩＰＥ３是ＴＩＰＥ家族里研究最少的一个成员，被
认为在肿瘤的发生和发展过程中起着重要的作用，

虽然目前没有完全研究清楚它的作用机制。ＴＩＰＥ３
是一种脂质第二信使转运蛋白，其家族独有的空间

结构，使具有结合亲脂性分子ＰＩＰ２和ＰＩＰ３的能力，
ＴＩＰＥ３通过转运这两种脂质第二信使，使这两种第
二信使在细胞内的分布发生变化，进而对细胞内外

的刺激做出应答，以此来使ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和ＭＥＫＥＲＫ
信号通路激活，进一步对肿瘤的生长、增殖和扩散发

挥作用。

　　 本研究显示，ＴＩＰＥ３在ＣＲＣ癌组织中的表达明
显高于癌旁组织，这可能与 ＴＩＰＥ３可以促进肿瘤的
发生和发展相关。其可能的原因是，在癌变部位，

Ｔｉｐｅ３受肿瘤环境刺激，使得ＴＩＰＥ３有一个较高的表

达，进而使 ＰＩＰ２和 ＰＩＰ３这两种脂质第二信使转运
速率加快，从而从而使 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和 ＭＥＫＥＲＫ信
号通路的激活加强，进一步促进肿瘤细胞的生长、增

殖和迁移，扩大肿瘤的恶性程度，使患者预后较差。

结合ＣＲＣ患者预后信息提示：ＴＩＰＥ３的高表达预示
着一个较差的预后，患者的生存率明显低于 ＴＩＰＥ３
低表达的患者。本研究还显示，ＴＩＰＥ３在 ＣＲＣ中的
表达与肿瘤免疫浸润相关：ＴＩＰＥ３的表达与 ＣＤ８＋Ｔ
细胞和 ＣＤ２０＋Ｂ细胞的数目呈负相关趋势，与
ＣＤ６６ｂ＋中性粒细胞数目呈正相关趋势。
　　本研究对４例 ＣＲＣ患者的癌组织进行了单细
胞转录组测序，一共获取了２５７８２个单细胞，通过聚
类一共得到了６种细胞类型：Ｔ细胞、Ｂ细胞、浆细
胞、髓系细胞、基质细胞和上皮细胞。并根据检测到

的Ｔ细胞受体ｍＲＮＡ，对Ｔ细胞进行功能上的细分，
得到了５种不同功能的 Ｔ细胞亚型：ＣＤ８＋Ｔ细胞、
Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋辅助性 Ｔ细胞、ＣＤ４＋初始／中央记忆 Ｔ
细胞和增殖性 Ｔ细胞。经过统计分析提示，ＴＩＰＥ３
低表达的Ｐ０２样本中早期 Ｔ细胞前体（ＰｒｏＴ）明显
增多，这将有利于免疫系统中 Ｔ细胞重建，改善抗
肿瘤效果。而在ＴＩＰＥ３高表达的Ｐ０４样本中，ＣＤ４＋

调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）明显增多，可能与肿瘤细胞免
疫逃逸、进展和不良预后有关，与我们的免疫组化结

果一致。

　　肿瘤浸润的免疫细胞是肿瘤组织的重要组成成
分，往往在肿瘤的发生和发展中起着重要作用。Ｔ
细胞是这类型免疫细胞中的关键成员之一，Ｔ细胞
亚型之一的ＣＤ８＋Ｔ细胞是肿瘤的监督者，在肿瘤的
发展过程中，对肿瘤抗原进行免疫监视。ＣＤ８＋Ｔ细
胞通过Ｔ细胞抗原受体被激活，随后快速增殖并分
化成细胞毒性Ｔ淋巴细胞，最后通过细胞免疫的方
式消除癌细胞，研究表明，肿瘤中大量浸润 ＣＤ８＋Ｔ
细胞与改善患者预后密切相关。

　　Ｔｒｅｇｓ也是Ｔ细胞的一个亚型，在抑制炎症反应
中起重要作用。肿瘤浸润性 Ｔｒｅｇｓ与大多数癌症的
不良结局有关，但在某些癌症中（包括 ＣＲＣ、头颈部
癌症和食道癌），通常表现出良好的预后，与较长的

总生存期有关，但具体原因仍待继续研究。所以

ＣＲＣ肿瘤组织中浸润的 ＣＤ８＋Ｔ细胞、Ｔｒｅｇ细胞的
数目通常可以作为判断患者预后好坏的一个指标，

这两种免疫细胞的数目越多，预示着患者的预后越

好，反之，数目越少，预示着患者预后越差。

　　 综上所述，ＴＩＰＥ３在 ＣＲＣ癌组织中表达上调，
并且与肿瘤免疫浸润相关：ＴＩＰＥ３表达高，ＣＤ８＋Ｔ细
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胞数目较少，预后差；ＴＩＰＥ３表达低，ＣＤ８＋Ｔ细胞数
目较多，预后好。ＴＩＰＥ３对患者的预后有着明显的
提示作用，有望作为ＣＲＣ治疗和与预防的靶点。
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