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［摘要］目的 探讨 ATBF1在结直肠癌中的表达，分析其与结直肠癌转移相关性．方法 通过激光共聚焦检

测 ATBF1蛋白在转移性较强的 LOVO细胞株及转移性相对较弱的 SW480中的表达情况．同时用采用免疫组织化

学方法检测 146例结直肠癌和癌旁组织中 ATBF1的表达，分析 ATBF1蛋白在转移和非转移组中的表达情况．结

果 LOVO细胞株中的 ATBF1蛋白表达量明显低于 SW480细胞株中 ATBF1蛋白表达量．癌组织中的 ATBF1的阳

性率为 52.16%明显低于癌旁组织中的 ATBF1阳性表达率 82.88%．转移组中 ATBF1蛋白表达率为 50%，而非转移

组中 ATBF1蛋白表达率为 67.86%．结论 ATBF1在结直肠癌组织中呈低表达，表现为抑癌基因，与结直肠癌的

转移相关．
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［Abstract］ Objective To explore the expression of ATBF1 in colorectal cancer， and analyze its correlation

with metastasis of colorectal cancer. Methods With laser confocal microscope， we analyzed the differentially

expressed proteins in two humuan colorectal carcinoma cell lines LOVO and SW480 with high and low metastatic

potentials.At the same time，the expression of ATBF1 in colorectal cancer and adjacent tissues were visualized by S-

P immunohistochemistry， we analyzed the differentially expressed proteins between the metastasis group and

non-metastasis group．Results The expression of ATBF1 in LOVO is lower than in SW480.The rate of ATBF1

positive expression in tumor was 51.26%， respectively， which was significantly different from that in normal
paraneoplastic colorectal tissues as 82.88%.The rate of ATBF1 positive expression in metastasis group was 50%，

while the rate was 67.86% in non-metastasis group．Conclusion ATBF1 acts as a tumor suppressor gene in

colorect cancer，its expression is lower than the normal tissues，and is closely associated with colorectal metastasis .
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ATBF1（AT motif-binding factor 1）基因是新发

现具有抑制肿瘤细胞生长的抑癌基因，ATBF1能

抑制甲胎蛋白（alpha fetoprotein，ATP）基因的转

录，是目前发现的分子量最大的反式作用因子[1]．

目前研究发现，ATBF1在神经系统、乳腺癌、胃

癌、肝癌、前列腺癌、宫颈癌、头颈鳞状细胞癌

等组织中呈现抑癌基因特征，通过不同机制影响

肿瘤的发生、发展[2-10]．但 ATBF1蛋白在结直肠癌
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中的表达情况及其与结直肠癌的转移性之间的关

系并未有相关报道．为此，笔者检测了 ATBF1蛋

白在转移性较强的 LOVO细胞株和转移性较弱的

SW480细胞株中的表达情况．同时研究了 146例

结直肠癌患者的癌组织及癌旁组织中 ATBF1的表
达情况，研究了 ATBF1蛋白在转移组与非转移组

中的表达情况．

1 材料与方法

1.1 一般资料

本实验所用的 LOVO、SW480细胞株均来自南

方医科大学病理教研室．收集南方医科大学南方

医院及珠江医院 2012年 2月至 2013年 5月期间

手术切除的结直肠癌组织标本 146例，同时取距
肿瘤原发灶 2 cm的癌旁组织．所有纳入研究的患

者术前均未进行放、化疗及生物治疗，所有标本

资料完整，经过南方医科大学珠江医院病理组织

学确诊．采用国际抗癌协会（UICC） 2002年第 6

版 TNM分期系统进行临床诊断分期．

1.2 主要试剂

ATBF1抗体购自美国 abcam公司，货号

ab119909，兔单抗．SP免疫组化试剂盒购于北京

中杉金桥生物技术有限公司，DAB显色液为

Maixin产品，购自福州迈新生物公司，辣根过氧化

酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG二抗购于北京中杉

金桥生物技术有限公司， Alexa Fluor 594驴抗兔

IgG二抗购自 invitrogen公司，DAPI荧光染料购自

碧云天生物技术有限公司．

1.3 实验方法

免疫组化检测：将收集的结直肠癌癌组织和

癌旁组织标本脱水、浸钠包埋，切片 4 滋m后常规
脱钠至水，室温下灭活内源性过氧化物酶，用

0.01 M枸橼酸缓冲液热修复 5 min后自然冷却，正

常正常羊血清工作液封闭，滴加 1:75 ATBF1一抗

4℃冷室孵育过夜，PBS冲洗 3×5 min（用 PBS缓

冲液代替一抗作阴性对照）；滴加生物素标记二抗

室温孵育 30 min，DAB/H2O2反应染色，苏木素复

染，中性树胶封片．置显微镜下观察．

激光共聚焦实验检测：取对数生长细胞，消

化制成单细胞悬液，接种于共聚焦皿中；待细胞

接近长成单层后，PBS漂洗 5 min，3次；4％多聚

甲醛 4℃固定过夜，PBS漂洗 5 min，3次；加入

胎牛血清，37℃孵育 1 h；甩去胎牛血清，加入

ATBF1蛋白一抗，湿盒内 4℃孵育过夜，PBS漂

洗 5 min，3次；加入荧光二抗，37℃孵育 1.5 h，

PBS漂洗 5 min，3次（避光操作）；加入 10 mg/mL

DAPI，室温孵育 5 min，PBS漂洗 5 min，3次（避

光操作）；荧光显微镜下观察细胞出现红色荧光后，

立即送至激光共聚焦成像．

1.4 结果判断

免疫组化反应结果显示 ATBF1在细胞质和细

胞核均有表达，但主要在细胞质中表达，随机选择

100个细胞，在每部分 5个典型的区域内随机选择

2个实验组独立观察．采用半定量积分法判断，阳

性＜5%为 0分；6%～25%为 2分，51%～75%为 3

分，＞75%为 4分．染色强度呈淡黄色为 1分，黄

色为 2分，棕黄色为 3分．阳性细胞比和染色强度

两项积分相乘，0分为（-），1～4分为（+），5～

8分为（++），9~12分为（+++）．对Westen-blot

结果进行灰度分析后进行比较．

1.5 统计学分析

采用 SPSS软件，秩和检验、χ2检验进行统

计学分析． ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 ATBF1在 LOVO、SW480细胞系中的表达

情况

ATBF1在 LOVO细胞系和 SW480细胞系中表

达情况存在明显差异：（1）转移性较强的 LOVO

细胞系细胞系中 ATBF1蛋白表达量明显要低于较

转移性较弱的 SW480细胞系；（2） LOVO细胞系

中 ATBF1蛋白主要在胞浆中表达，SW480细胞系

中 ATBF1在胞浆、胞核中均有表达，见图 1.

2.2 临床病理特征

通过对 ATBF1在 LOVO、SW480细胞系中的

表达情况可知，ATBF1的表达情况与肿瘤细胞的
转移性存在明显相关性．故将 146例患者分为转移

组和非转移组，其中包括 84名未转移患者，62名

转移患者．所纳入患者在术前均未接受放、化疗及

生物治疗．转移组和非转移组中患者年龄构成、性

别构成、肿瘤位置、肿瘤大小差异无统计学意义

（ ＞0.05）．转移组和非转移组中T、N、Dukes分期及

分化程度差异有统计学意义（ ＜0.05），见表1.

2.3 ATBF1蛋白在癌组织和癌旁组织中的表达情

况

ATBF1蛋白结直肠癌癌组织、癌旁组织中表

达免疫组化检测结果显示：（1）ATBF1蛋白在胞浆

和胞核中均有表达；（2）ATBF1在癌旁正常组织中的

表达明显高于在结直肠癌癌组织中的表达，见图 2.

2.4 ATBF1蛋白表达与临床病理特征之间的关系



图 1 ATBF1在 LOVO、SW480细胞系中的表达情况

Fig. 1 Expression of AT-motif binding factor1(ATBF-

1)protein in LOVO and SW480 colorect cancer

cell lines

表 1 146例结直肠癌患者的临床及病理特征［n（%）］

Tab. 1 The clinical data of 146 colorectal cancer

patients［n（%）］

特 征 未转移 转移

年龄（岁） 59.71±23.71 63.13±24.17

性别

男性 42（50） 32（51.6）

女性 42（50） 30（48.4）

肿瘤位置

结肠 34（40.5） 30（48.4）

直肠 48（57.1） 32（51.6）

直乙 2（2.4） 0（0）

T分期

T1 12（14.3）* 2（3.2）

T2 48（57.1）* 22（35.5）

T3 24（28.6）* 32（51.6）

T4 0（0）* 6(9.7)

未知 0（0） 0(0)

N分期

N0 84(100)* 0(0)

N1 0(0)* 32(51.6)

N2 0(0)* 30(48.4)

NX 0（0） 0(0)

Dukes分期

A 56（66.7）* 0（0）

B 28（33.3）* 0（0）

C 0（0）* 56（90.3）

D 0（0）* 6（9.7）

放疗

是 0（0） 0（0）

否 84（100） 62（100）

未知 0（0） 0（0）

化疗

是 0（0.0） 0（0.0）

否 84（100.0） 62（100.0）

未知 0（0.0） 0（0.0）

分化程度

低分化 0（0.0） 10（16.1）

中分化 72（85.7） 50（80.6）

高分化 12（14.3） 2（3.2）

肿瘤大小

＜4 cm 50（59.5） 28（45.2）

≥4 cm 34（40.5） 34（54.8）

结直肠癌中 ATBF1的表达情况与临床病理参

数之间的关系通过免疫组化统计分析可知：（1）

癌组织与癌旁组织中 ATBF1的表达差异有统计学

意义，癌旁组织中的 ATBF1蛋白表达量（阳性率

82.88%）明显高于癌组织（阳性率 56.16%）；（2）

在转移组和非转移组中 ATBF1的表达差异有统计

学意义，且转移组中 ATBF1 的表达量 （阳性率

50%） 低于非转移中 ATBF1 的表达量 （阳性率

67.86%），见表 2.
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与转移比较，* ＜0.05.

表 2 结直肠癌组织 ATBF1的表达与结直肠癌临床病理参

数的关系（n）
Tab. 2 Correlation of ATBF1 expression with histop-

athologic and clinical characteritics（n）
- + ++ +++

癌 64 52 26 4 < 0.001

癌旁 25 35 48 38

转移情况

转移 31 21 10 0 0.041

非转移 27 33 18 6

部 位

注： 值由卡方检验得到.

3 讨论

结直肠癌是我国常见的恶性肿瘤，其发病率

和死亡率呈现逐年增高的趋势，目前其发病率仅

低于肺癌和乳腺癌，结直肠癌起病较隐匿，初诊

时约有 50%～60%患者属于晚期，其中约有 20%

的患者出现明显的远处转移[11]，结直肠癌患者一旦

出现淋巴结转移，其预后明显不良（5 a生存率自

65％～90％降为 30％） [12]．为此，研究结直肠癌



转移的机制、抑制转移将显著提高结直肠癌患者的

生存率和生存质量．

ATBF1最早是从肝细胞中分离得到，后来被

Sun X等认定为抑癌基因．其编码的产物属于锌指

蛋白家族成员（ZFH3）．ATBF1蛋白的分子量达
404 kd，作为目前发现的分子量最大的反式作用因

子，其在神经系统、乳腺癌、胃癌、肝癌、前列腺

癌、皮肤癌[3-10，13]等疾病中均有研究．ATBF1在不

同的肿瘤中通过不同机制影响肿瘤的发生、发展．

通过研究发现，在乳腺癌患者中 ATBF1-A的表达

情况与乳腺癌患者的预后呈正相关，ATBF1-A

mRNA的表达水平可以作为淋巴结转移情况的检测

指标[13]．目前为止 ATBF1在结直肠癌中的表达情

况及与结直肠癌转移相关性研究仍未有相关报道．

通过对 LOVO细胞株、SW480细胞株的检测

可以发现，ATBF1的表达情况与结直肠癌细胞株

的转移性密切相关，转移性越强 ATBF1蛋白的表

达量越低．而这一结果在对 146例结直肠癌患者临

床手术标本免疫组化染色分析中得到了印证，

ATBF1在癌旁组织中的表达量明显要高于在结直
肠癌中的表达量，在癌组织中 ATBF1蛋白阳性检

测率为 56.16%，而癌旁组织中阳性率达 82.88%，

且在癌旁组织中 ATBF1蛋白免疫组化阳性分级要

明显高于癌组织．同时非转移组的 ATBF1蛋白表

达量要高于转移组中的 ATBF1蛋白表达量，非转

移组中 ATBF1蛋白表达阳性率为 67.86%，转移组

中 ATBF1蛋白表达阳性率为 50%，非转移组中的

免疫组化阳性分级明显要高于转移组．这提示

ATBF1的高表达可能对结直肠癌的转移起到了一

定的抑制作用．

图 2 疫组化检测癌组织及癌旁组织中 ATBF1表达

Fig. 2 ATBF1 protein detected by immunohistochemical staining in primary tumors and adjacent tissues

A:低分化癌组织；B:低分化癌旁组织；C:中分化癌组织；D:中分化癌旁组织；

E:高分化癌组织；F:高分化癌旁组织（SP×200） .

C F

A D

B E
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鉴于上述结果，笔者认为，ATBF1在结直肠

癌中作为抑癌基因呈现，参与了结直肠癌的转移，

对 ATBF1蛋白的检测可以预测结直肠癌的转移情

况，这为结直肠癌的基因治疗提供了新的靶点和

思路．然而，ATBF1在结直肠癌的发生、发展过

程中具体的作用机制还有待于我们进一步去研究证

实．
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