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结直肠癌组织 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9的表达
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摘要 目的：探讨结直肠癌组织富含亮氨酸重复序列 /Ⅲ型纤维连接蛋白 4(LRFN4)、高迁移率族蛋白 B2(HMGB2)、黑色素瘤相关

抗原 -A9(MAGE-A9)表达与临床病理特征及预后的关系。方法：对 2013年 5月至 2015年 5月期间在我院接受治疗的 102例结直

肠癌患者进行研究。检测结直肠癌组织以及癌旁组织中 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达情况。分析 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9

表达与临床病理特征的关系；分析 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达对患者总生存率的影响。分析影响结直肠癌患者预后的因

素。结果：与癌旁组织相比，结直肠癌组织中 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达阳性率上调（P<0.05）。LRFN4、HMGB2、MAGE-A9

表达与 TNM分期和淋巴结转移相关（P<0.05）。LRFN4、HMGB2、MAGE-A9阳性表达患者的生存率分别低于 LRFN4、HMGB2、

MAGE-A9阴性表达患者（P<0.05）。Cox比例风险回归分析结果显示，TNM分期、LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达是结直肠癌患

者预后的影响因素（P<0.05）。结论：结直肠癌组织中 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达阳性率上调，并与结直肠癌的进展和患者的

预后有关，检测 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达情况有助于患者的预后评估。
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The Expression of LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 in Colorectal Cancer
Tissues and Their Relationship with Clinicopathological Characteristics and

Prognosis*

To investigate the expression of leucine rich repeat and fibronectin type III domain containing 4 (LRFN4),

high mobility group protein B2 (HMGB2), melanoma associated antigen-A9 (MAGE-A9) in colorectal cancer tissues and their

relationship with clinicopathological characteristics and prognosis. 102 patients with colorectal cancer treated in our hospital

from May 2013 to May 2015 were studied. The expressions of LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 in colorectal cancer tissues and adjacent

tissues were detected. The relationship with expression of LRFN4, HMGB2, MAGE-A9 and clinicopathological characteristics were

analyzed. The impact of the LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 expressions on the overall survival rate of patients. Cox proportional

hazards regression analysis of prognostic factors in patients with colorectal cancer. Compared with adjacent tissues, the positive

expressions rates of LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 were up-regulated in colorectal cancer tissues(P<0.05). The expression of LRFN4,
HMGB2, MAGE-A9 was correlated with TNM stage and lymph node metastasis (P<0.05). The survival rates of patients with positive
expressions LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 were lower than those of patients with negative expressions LRFN4, HMGB2 and

MAGE-A9 respectively (P<0.05). Cox proportional hazard regression analysis showed that TNM stage, LRFN4, HMGB2, MAGE-A9

expressions were the factors influencing the prognosis of patients with colorectal cancer (P<0.05). The positive expression

rates of LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 in colorectal cancer tissues are up-regulating, which are associated with the progression of

colorectal cancer and the prognosis of patients, detection of LRFN4, HMGB2, MAGE-A9 expression is helpful to evaluate the prognosis

of patients.
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前言
我国结直肠癌发病率、死亡率分别位居恶性肿瘤的第四

位、第五位[1]，近年来，其发病率、死亡率仍逐步增长[2]。目前，
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TNM分期是判定结直肠癌患者预后的重要依据，但局限性较

大[3]。在肿瘤基础及临床研究中，与诊断、治疗、预后判定相关的

肿瘤生物标记物是热点之一[4]，构建以肿瘤生物标记物为基础

的预后预测模型，有助于改善结直肠癌患者预后[5]。富含亮氨酸

重复序列 /Ⅲ型纤维连接蛋白 4 (leucine rich repeat and fi-

bronectin type III domain containing 4,LRFN4) 是一种富含亮氨

酸的膜蛋白分子，参与细胞外基质的形成以及细胞迁移等[6]。高

迁移率族蛋白 B2(high mobility group protein B2, HMGB2)参与

基因转录调控，在乳腺癌和肺癌中表达异常，参与肿瘤增殖、侵

袭和转移等过程[7,8]。黑色素瘤相关抗原 -A9（Melanoma-associ-

ated antigens-A,MAGE-A9）属于MAGE蛋白家族，MAGE蛋白

家族成员均具有一段 MAGE 同源结构域（MAGE homology

domain, MHD），与MAGE的生物学功能密切相关[9]。在头颈癌

和宫颈癌等癌症当中能够检测到 MAGE-A9表达异常[10,11]。本

研究选取 102 例结直肠癌患者进行临床研究，旨在检测

LRFN4、HMGB2、MAGE-A9在结直肠癌中的表达，并探讨其

表达与患者临床病理特征、预后的关系。

1 资料与方法

1.1 病例资料

选取 2013年 5月至 2015年 5月，在我院接受根治手术治

疗的 102例结直肠癌患者，纳入标准：1）经病理学诊断确诊，符

合结直肠癌临床诊断标准[12]，2）未接受过放化疗。排除标准：1）

肝肾功能严重损伤，2）合并自身免疫性疾病、全身感染性疾病，

3）合并其它肿瘤，4）失访。收集患者术中切除的癌旁组织（距肿

瘤组织 >5 cm）和癌组织的石蜡标本。患者年龄 33-76岁，平均

年龄为（58.71± 16.79）岁，男性患者 58例，女性患者 44例，其

中 20例 TNMⅠ期患者，51例Ⅱ期患者，31例Ⅲ期患者。肿瘤

部位：35 例位于右半结肠，37 例位于左半结肠，30 例位于直

肠。肿瘤大小：<3 cm为 56例，≥ 3 cm为 46例。分化程度低、

中、高患者分别为 20例、67例和 15例。浸润深度：T1患者 16

例，T2患者 13例，T3患者 37例，T4患者 36例。发生神经浸润

患者 25例，无神经浸润患者 77例。发生脉管浸润患者 23例，

无脉管浸润患者 79例。无淋巴结转移患者 65例，发生淋巴结转

移患者 37例。

1.2 免疫组化染色及结果判定

取石蜡组织，脱蜡水化，滴加 3% H2O2后 37℃湿盒孵育

30 min；高压锅进行抗原修复，封闭液孵育 1h；滴加 LRFN4

(ab06369，美国 Abcam 公司)、HMGB2(ab124670，美国 Abcam

公司)、MAGE-A9(ab191568，美国 Abcam公司)一抗工作液，抗

体 4℃孵育过夜；滴加二抗工作液，室温孵育 0.5h，DAB显色，

苏木精复染、脱水、透明和固定，荧光倒置显微镜（DXS-5，上海

市聚慕医疗器械有限公司）下观察染色结果。结果判定：1）阳性

细胞比例：≤ 5%，0分；5%<阳性细胞比例 <25%，1分；25%≤

阳性细胞比例 <50%，2分；50%≤ 阳性细胞比例 <75%，3分；≥

75%为 4分。2）染色强度：无色，0分；淡黄色；1分；棕黄色，2

分；棕褐色，3分，两者乘积为最终评分，其中 0～4分为阴性表

达和 5～12分为阳性表达[13]。

1.3 随访

手术结束日期为起点，随访跟踪采用电子通讯或门诊复查

等方式进行，终止随访指征为复发或者死亡，2020年 6月 30

日为末次随访日。

1.4 统计学分析

SPSS20.0进行数据分析。计数资料以百分比的方式来表

示，采用 x2检验。Kaplan-Meier法和 Log-rank检验进行生存分

析。Cox比例风险回归模型评估患者预后的影响因素，设置检

验标准为 琢=0.05，义 P<0.05为差异有统计学意。

2 结果

2.1 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9在不同结直肠癌组织的表达

情况

结直肠癌组织中，LRFN4阳性 59例（57.84%），阴性 43例

（42.16%）；癌旁组织中，LRFN4阳性 5例（4.90%），阴性 97 例

（95.10%），差异具有统计学意义（x2=66.391，P=0.000）。结直肠
癌组织中，HMGB2阳性 66例（64.71%），阴性 36例（35.29%）；

癌旁组织中，HMGB2阳性 9例（8.82%），阴性 93例（91.18%），

差异具有统计学意义（x2=68.506，P=0.000）。结直肠癌组织中，
MAGE-A9 阳性 55 例（53.92%），阴性 47例（46.08%）；癌旁组

织中，MAGE-A9阳性 7例（6.86%），阴性 95例（93.14%），差异

具有统计学意义（x2=53.387，P=0.000）。
2.2 结直肠癌组织 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达与临床病

理特征的关系

如表 1 所示，结直肠癌组织中，LRFN4、HMGB2、

MAGE-A9表达均与肿瘤大小、性别、浸润深度、年龄、肿瘤部

位、肿瘤分化程度、神经浸润、脉管浸润无关（P>0.05），而与
TNM分期和淋巴结转移相关（P<0.05），而。
2.3 结直肠癌组织中，LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达对患者

预后的影响

Kaplan-Meier 结果显示，LRFN4 阴性患者 5 年总生存率

55.81%（24/43）高于阳性患者 30.51%（18 /59），差异有统计学意

义（Log-rank x2=48.877，P=0.003），参见图 1A。HMGB2阴性患

者 5 年总生存率 66.67%（24/36）高于阳性患者 27.27%（18

/66），差异有统计学意义（Log-rank x2=19.017，P=0.000），参见图
1B。MAGE-A9阴性患者 5年总生存率 59.57%（28/47）高于阳

性患者 25.45%（14/55），差异有统计学意义（Log-rank x2=15.526，
P=0.000），参见图 1C。

2.4 结直肠癌患者预后影响因素的 Cox比例风险回归分析

Cox 比例风险回归模型，结直肠癌患者预后为因变量，

TNM 分期、LRFN4 表达、HMGB2 表达和 MAGE-A9 表达、淋

巴结转移情况为自变量，变量赋值见表 2。如表 3所示，TNM

分期、LRFN4表达、HMGB2表达和 MAGE-A9 表达是结直肠

癌患者预后的影响因素（P<0.05）。

3 讨论

结直肠癌的致死率较高，尤其是中晚期结直肠癌患者预后

更差[14]。随着近年来对结直肠癌发病机制的深入探讨，发现众

多新型结直肠癌诊断标志物[15]。随着免疫治疗、靶向治疗等肿

瘤治疗技术的不断发展，结直肠癌患者的预后明显改善，死亡

风险进一步降低，并且患者的生活质量得到较大提高[16,17]。目前

对于结直肠癌发病的分子机制仍然缺乏了解，需要进一步深入

探究并寻找结直肠癌的分子靶点，并将其应用于结直肠癌的诊

断和治疗。
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Clinicopatho-

logical

characteristics

n

LRFN4 expression

x2 P
HMGB2 expression

x2 P
MAGE-A9 expression

x2 P
Positive Negative Positive Negative Positive Negative

Age（years） 0.549 0.459 1.054 0.304 0.223 0.637

<60 67 37(55.22) 30(44.78) 41(61.19) 26(38.81) 35(52.24) 32(47.76)

≥ 60 35 22(62.86) 13(37.14) 25(71.43) 10(25.57) 20(57.14) 15(42.86)

Gender 0.033 0.855 0.378 0.538 0.085 0.771

Male 58 34(58.62) 24(41.38) 39(67.24) 19(32.76) 32(55.17) 26(44.83)

Femalei 44 25(56.82) 19(43.18) 27(61.36) 17(38.64) 23(52.27) 21(47.73)

Tumor size

（cm）
0.929 0.335 0.265 0.607 0.769 0.381

<3 56 30(53.57) 26(46.43) 35(62.50) 21(37.50) 28(50.00) 28(50.00)

≥ 3 46 29(63.04) 17(36.96) 31(67.39) 15(32.61) 27(58.70) 19(41.30)

Tumor site 0.279 0.870 0.359 0.836 0.006 0.997

Left

hemicolon
37 22(59.46) 15(40.54) 23(62.16) 14(37.84) 20(54.05) 17(45.95)

Right

hemicolon
35 19(54.29) 16(45.71) 24(68.57) 11(31.43) 19(54.29) 16(45.71)

Rectum 30 18(60.00) 12(40.00) 19(63.33) 11(36.67) 16(53.33) 14(46.67)

Infiltration

depth
0.622 0.430 0.657 0.418 0.520 0.471

T1～T2 29 15(51.72) 14(48.28) 17(58.62) 12(41.38) 14(48.28) 15(51.72)

T3～T4 73 44(60.27) 29(39.73) 49(67.12) 24(32.88) 41(56.16) 32(43.84)

TNM stage 22.806 0.000 12.494 0.020 18.891 0.000

Ⅰ 20 4(20.00) 16(80.00) 8(40.00) 12(60.00) 5(25.00) 15(75.00)

Ⅱ 51 28(54.90) 23(45.10) 31(60.78) 20(39.22) 24(47.06) 27(52.94)

Ⅲ 31 27(87.10) 4(12.90) 27(87.10) 4(12.90) 26(83.87) 5(16.13)

Differentia-

tion degree
0.099 0.952 0.034 0.983 1.262 0.532

Low

differentiation
20 11(55.00) 9(45.00) 13(65.00) 7(35.00) 13(65.00) 7(35.00)

Medium

differentiation
67 39(58.21) 28(41.79) 43(64.18) 24(35.82) 34(50.75) 33(49.25)

High

differentiation
15 9(60.00) 6(40.00) 10(66.67) 5(33.33) 8(53.33) 7(46.67)

Vascular

invasion
0.112 0.738 0.307 0.579 0.081 0.776

No 79 45(56.96) 34(43.04) 50(63.29) 29(36.71) 42(53.16) 37(46.84)

Yes 23 14(60.87) 9(39.13) 16(69.57) 7(30.43) 13(56.52) 10(43.48)

Nerve

infiltration
0.515 0.473 0.772 0.380 0.058 0.810

No 77 43(55.84) 34(44.16) 48(62.34) 29(37.66) 41(53.25) 36(46.75)

Yes 25 16(64.00) 9(36.00) 18(72.00) 7(28.00) 14(56.00) 11(44.00)

Lymph node

metastasis
23.396 0.000 12.061 0.001 24.782 0.000

No 65 26(40.00) 39(60.00) 34(52.31) 31(47.69) 23(35.38) 42(64.62)

Yes 37 33(89.19) 4(10.81) 32(86.49)
5(13.51)

32(86.49) 5(13.51)

表 1 结直肠癌组织 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达与临床病理特征的关系 [n(%)]

Table 1 Relationship between expression of LRFN4, HMGB2, MAGE-A9 and clinicopathological characteristics in colorectal cancer [n(%)]
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图 1 结直肠癌组织 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达与患者预后的关系

Fig.1 Relationship between expression of LRFN4, HMGB2 and MAGE-A9 in colorectal cancer tissues and prognosis

Note :(A) Survival curves of LRFN4 negative and positive patients; (B) Survival curves of HMGB2 negative and HMGB2 positive patients; (C)

MAGE-A9 survival curves for negative and positive patients.

本研究发现结直肠癌组织中 LRFN4表达阳性率明显高于

癌旁组织，表明 LRFN4在结直肠癌中可能作为促癌基因，参与

结直肠癌的发生发展。目前对于 LRFN4在结直肠癌中表达上

调的机制仍然缺乏了解，分析其原因可能与 LRFN4编码基因

突变或受到其它转录因子调控所致。此外，结直肠癌组织

LRFN4表达与患者的 TNM分期、淋巴结转移以及预后相关，

TNM分期越高、存在淋巴结转移以及预后较差患者肿瘤组织

中 LRFN4表达越高，表明 LRFN4水平能够反映结直肠癌患者

的病情严重程度，可能作为结直肠癌新的预后标志物。其原因

可能与LRFN4 的基因突变多发生在恶性程度较高的癌症当

中。已有研究报道显示 LRFN4主要分布于细胞膜上，并且具有

酪氨酸激酶活性，LRFN4表达上调导致肿瘤细胞的粘附力下

降，进而促进肿瘤发生发展[18,19]。

表 2 变量赋值

Table 2 Variable assignment

Factors Assignment description

Prognosis of patients with colorectal cancer 1=Bad，0=Good

TNM stage 1=Ⅲ，0=Ⅰ～Ⅱ

LRFN4 expression 1=positive，0=negative

HMGB2 expression 1=positive，0=negative

MAGE-A9 expression 1=positive，0=negative

Lymph node metastasis 1=Yes，0=No

表 3 结直肠癌患者预后影响因素的 Cox比例风险回归分析

Table 3 Cox proportional hazard regression analysis of prognostic factors in patients with colorectal cancer

Variable
Regression

coefficient
Standard error Wald x2 P OR

95% onfidence

interval

TNM stage 1.440 0.199 10.286 0.000 2.036 1.024～3.049

LRFN4 expression 0.875 0.073 11.237 0.000 1.480 1.203～2.429

HMGB2 expression 1.247 0.798 16.579 0.000 7.662 1.434～19.931

MAGE-A9 expression 0.906 0.106 6.019 0.011 1.525 0.806～1.814

Lymph node metastasis -0.145 0.407 0.872 0.076 0.842 0.569～1.216

HMGB2 是细胞周期调控的重要蛋白，在 G2/M 期以及

G1/S期的细胞周期转化中起到重要作用[20-22]。本研究当中，结

直肠癌组织中 HMGB2表达阳性率明显上调，其分子机制可能

与结合到 HMGB2信使 RNA的 5'非编码区的微小 RNA减少

有关，例如在黑色素瘤当中，微小 RNA-329能够结合 HMGB2

信使RNA并抑制其蛋白表达，进而抑制黑色素瘤的发生发展[23]。

此外，结直肠癌组织中 HMGB2表达与患者的 TNM分期、淋巴

结转移以及预后相关，TNM分期越高、存在淋巴结转移以及预

后较差患者肿瘤组织中 HMGB2表达越高，表明 HMGB2水平

同样能够反映结直肠癌患者的病情严重程度。其原因可能与

HMGB2参与肿瘤细胞的上皮 -间质转化过程。有研究表明在

结直肠癌当中，HMGB2表达受到长链非编码 RNA的调控，并

且 HMGB2表达上调能够促进结直肠癌细胞发生上皮 -间质

转化，进而促进结直肠癌的恶化[24,25]。MAGE-A9是一种肿瘤特

异性抗原，在头颈癌和食管癌等恶性程度较高的肿瘤当中表达

异常[26-28]。本研究发现结直肠癌组织中MAGE-A9表达阳性率

明显上调，表明在结直肠癌中MAGE-A9主要起到促癌基因的

作用，参与结直肠癌的发生发展。目前对 MAGE-A9表达下调

的分子机制仍然缺乏了解，可能与MAGE-A9蛋白的泛素化降

解相关。在肝癌当中MAGE-A9蛋白的泛素化水平下降，使得
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MAGE-A9蛋白不能够被蛋白酶体的识别和降解，进而促进肿

瘤进展[29,30]。此外，结直肠癌组织中 MAGE-A9表达与患者的

TNM分期、淋巴结转移以及预后相关，TNM分期越高、存在淋

巴结转移以及预后较差患者肿瘤组织中MAGE-A9表达越高，

表明MAGE-A9水平同样能够作为结直肠癌患者的预后标志物。

综上所 述， 在 结 直肠 癌组 织 中 LRFN4、HMGB2、

MAGE-A9表达阳性率均升高，三者均参与结直肠癌的发生发

展过程，检测 LRFN4、HMGB2、MAGE-A9表达情况对结直肠

癌患者的预后评估具有一定临床价值。
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