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［摘要］ 目的 探讨 Caspase-9 蛋白与直肠癌术前放化疗后病理反应程度的关系，评价其表达水平对预测直

肠癌术前放化疗敏感性的价值．方法 收集昆明医科大学第三附属医院 2008 年 7 月至 2013 年 6 月接受术前放化

疗并行手术的直肠腺癌患者 43 例，免疫组织化学方法检测放化疗前活检标本及手术后切除标本中 Caspase-9 蛋白

水平，分析其放化疗前后表达水平的变化及活检组织中 Caspase-9 蛋白水平与术后病理反应程度的关系．结果

直肠癌术前放化疗后病理反应良好，有效率达 71.1%，其中，病理完全缓解率达 30.2%；放化疗前后 Caspase-9

蛋白表达水平有差异 （ ＜0.01），放化疗后，Caspase-9 蛋白表达水平明显下降；放化疗前 Caspase-9 蛋白表达水

平与术后病理反应程度存在相关性 （ ＜0.05），放化疗前 Caspase-9 蛋白表达水平得分高者，术后病理缓解程度

好；放化疗前 Caspase-9 蛋白表达水平与生存存在相关性 （ ＜0.05），放化疗前 Caspase-9 蛋白表达得分＜3.78

者，生存超过 2 a 的机会增大．术后病理缓解程度与生存无相关性 （ ＞0.01） ．结论 放化疗前直肠癌活检组织

中 Caspase-9 蛋白表达水平可作为术前放化疗敏感性的预测因子．且放化疗前直肠癌活检组织中 Caspase-9 蛋白

表达有可能预测预后．术后病理缓解程度对预测预后价值不大，有待增加临床病例数进一步观察．
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［Abstract］ Objective To evaluate the role of Caspase-9 protein in predicting preoperative

chemoradiotherapy sensitivity of rectal carcinoma by investigating its correlation with pathologic response in patients

who have received preoperative chemoradiotherapy. Methods The biopsy specimens before chemoradiotherapy and

surgical specimens were obtained from 43 cases of rectal adenocarcinoma who accepted preoperative

chemoradiotherapy from July 2008 to June 2013. Immunohistochemical staining was used to test the protein

expression levels of Caspase-9，and the relationship between Caspase-9 protein expression levels and postoperative

pathological response was analyzed. Results The effective rate of preoperative chemoradiotherapy was as high as

71.1%，among them，the pathological complete response rate was 30.2%.The expression levels of Caspase-9 protein

were significantly different between before and after chemoradiotherapy （ ＜0.001） . Caspase-9 protein expression
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was significantly downregulated after chemoradiotherapy. Meanwhile Caspase-9 protein expression level before

chemoradiotherapy was related to both postoperative pathological response （ ＜0.05） and survival rate （ ＜

0.05） . The postoperative pathological response was better in patients with higher level of Caspaes-9 protein， while

the chances of surviving more than 2 years increased in patients with Caspaes-9 protein scores less than 3.78. The was

no correlation between survival rate and pathological response （ ＞0.05） ．Conclusions The Caspase-9 protein

levels can predict the sensitivity to preoperative chemoradiotherapy of rectal carcinoma. In additon， it may also

predict prognosis of rectal carcinoma，while the pathological response rate need more clinical cases to investigate its

value in predicting prognosis.
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Prediction

对于局部进展期 （T3-4N0 或 TxN+） 直肠癌，从

2009 年起 NCCN 推荐，除非治疗禁忌，此期患者

应以新辅助放化疗加手术治疗为其综合治疗手

段．然而，临床实践发现，采用新辅助放化疗，

治疗效果因个体不同而差异较大，其病理反应从

肿瘤完全消退到毫无反应．相差甚远．那么，哪

些患者能从术前放化疗中获益，能否从分子生物

学水平在放化疗前筛选出方便、准确、快捷的预

测指标， 避免无效、过度的治疗，成为临床急需

解决的问题．

细胞凋亡有 2 条途径: 死亡受体介导途径 （内

源性通路） 及线粒体依赖途径 （外源性通路），辐

射诱导细胞凋亡是放疗杀灭肿瘤的主要形式，且

电离辐射引起的细胞凋亡主要是线粒体依赖途径

（外源性通路） ．半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

（Cysteinylasparate specific proteinase caspase） 是

1996 年由 Alnemri 等[1]统一命名的具有相似的氨基

酸顺序、二级结构的一类人源的白细胞介素 1β

转换酶 /Ced 同源性半胱氨酸蛋白酶，Caspase 在组

织中含量的改变直接调控着凋亡发生的整个动态

过程，决定着细胞凋亡的进展方向及细胞的最后

归宿．Caspase-9 是细胞凋亡线粒体依赖途径的启

动分子，启动线粒体依赖途径的细胞凋亡．

本实验通过研究 Caspase-9 在直肠腺癌组织中

放化疗前后的表达，探讨 Caspase-9 蛋白水平与放

化疗后组织病理反应程度的关系，评价其对预测

直肠腺癌术前放化疗敏感性的临床意义，为直肠

腺癌术前个体化治疗提供分子生物学依据．

1 资料与方法

1.1 临床资料

昆明医科大学第一附属医院肿瘤放疗科 2008

年 7 月至 2013 年 6 月接受术前放化疗并行放化疗

后手术的直肠腺癌患者 43 例，其中男性 33 例

（76.7％），女性 10 例 （23.3％）；年龄最小 39 岁，

最大 72 岁，平均年龄 60.42 岁；所有患者治疗前

均经直肠肿物活检，经病理证实为直肠腺癌；肿瘤

下极距肛缘≤10 cm；治疗前未接受过直肠手术或

放化疗；术前分期采用盆腔 CT 和 / 或 MRI，证实

肿瘤穿透固有肌层达浆膜下层 （T3） / 或肿瘤穿透

脏层腹膜或侵及直肠周围组织与周围粘连固定

（T4） / 或周围淋巴结转移 （N+） ；经胸片、骨扫

描、腹盆 B 超或 CT 检查排除远处转移 （M0） ．

1.2 治疗方案

所有患者均接受术前放化疗 + 手术治疗 ．

1.2.1 放疗方案 直线加速器 X 线照射，靶区包

括：直肠原发灶及区域淋巴引流．采取二维等中心

三野照射 （后野：左侧野：右侧野 =2:1:1，） 或三

维调强照射，放射总剂量为 50.4 Gy （1.8 Gy/ 次，5

次 / 周，共 28 次） ．

1.2.2 化疗方案 化疗与放疗同步进行．卡培他

滨 1 600 mg/(m2.d)，bid，d1～14，口服，奥沙利铂

130mg/m2，静脉注射，d 1，第 21 天重复.

1.2.3 手术方案 患者于放疗结束后 4～6 周接受

手术 ，由接受过严格的全直肠系膜切除术 （TME）

技术培训的医师完成 ．

1.3 放疗敏感性评价标准

由有经验的病理科医师根据 Wheeler 的 RCRG

（Rectal cancer regression grade） 评价标准进行评价，

RCRG l：肿瘤放疗后反应好，癌细胞被消灭或仅

剩少量镜下癌灶；RCRG2：明显的纤维化，但仍

有可见的肿瘤存在；RCRG3：肿瘤放疗后反应差，

仍可见到大量的肿瘤而极少纤维化或无纤维化．

RCRG1 或 RCRG2 即认为放疗敏感 （有效），

RCRG3 则认为放疗不敏感 （无效） ．

1.4 主要试剂

鼠单克隆抗体 Caspase-9 试剂盒，工作浓度

1:100，试剂盒购自美国 Lifespan 公司．

1.5 实验方法
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所有患者治疗前于肠镜下或经肛门钳取直径约

2 mm 的肿瘤组织，证实为直肠腺癌或腺瘤癌变．

活检标本与手术后标本一起按 Caspase-9 试剂盒操

作常规行免疫组织化学染色检测．

1.6 结果判断

Caspase-9 蛋白均表达于细胞浆．根据阳性细

胞比例评分，阳性细胞数：＜5％为 0 分；≥5％为

1 分；≥25％为 2 分；≥50％为 3 分；≥75％为 4

分．根据染色深度评分：阴性：无棕色颗粒 （0

分）；弱阳性：散在浅淡或细小棕色颗粒 （1 分）；

中等阳性：可见大的棕黄颗粒 （2 分）；强阳性：

棕黄色颗粒较密集分布 （3 分） ．将细胞染色比例

和染色深度的乘积作为每例标本的最后得分：0 分

为阴性 （-）；l～4 分为弱阳性 （+）；5～8 分为中

度阳性 （++），＞8 分为强阳性 （+++） ．

1.7 统计学分析

采用 SPSS 统计软件包对数据进行配对秩和检

验及配对 χ2 检验 ，＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 放化疗后病理反应程度情况

入组患者 43 例，经术前放化疗后，术后病理

反应达 G1 者 19 例，G2 者 12 例，G3 者 12 例，放

疗有效 31 例 （据 1.3 放疗敏感性评价标准，术后

病理反应达 G1、G2 者认为放疗有效），有效率达

71.1%，其中，放化疗后达到病理完全缓解 13 例，

病理完全缓解率 30.2%，见表 1．

2.2 放化疗前后组织中 Caspase-9 蛋白表达情况

比较

放化疗前染色体得分在 0～4 分共 21 例，放化

疗后仍有 18 例在此得分区间；放化疗前 5～8 分

22 例，放化疗后全部降至 0～4 分．直肠癌组织放

化疗前 Caspase-9 蛋白表达情况见图 1；放化疗后

见图 2．利用配对秩和检验对放疗前后 Caspasc-9

染色得分进行比较，在 α = 0.05 检验标准下，Z =

-3.990， ＜0.001，差异有统计学意义，可认为放

疗后 Caspasc-9 染色得分明显下降，见表 2.

2.3 活检组织中 Caspase-9 蛋白表达与术后病理

反应程度的关系

活检组织中，Caspase-9 蛋白阳性表达率为

23/43 （53.5%），染色平均得分 3.78 分，以 3.78 分

为界，高于 3.78 分者定为高表达，低于 3.78 分者

定为低表达，结果，Caspase-9 蛋白高表达者 22/43

（51.2%），低表达者 21/43 （48.8%），将活检组织

中 Caspase-9 蛋白染色得分与手术后病理反应程度

进行配对 χ2 检验，对放化疗前 Caspasc-9 染色得

分与术后病理缓解程度进行相关性检验，在 α=0.

05 检验标准下，χ2 = 4.560， = 0.033，可认为放

化疗前 Caspasc-9 染色得分与术后病理缓解程度存

在相关性 （表 3） ．

2.4 前Caspasc-9 染色得分存在相关性

放化疗前 Caspasc-9 蛋白表达染色得分＜3.78

者，生存超过 2 a 的机会增大 （表 4） ．利用检验

对生存时间与术前 Caspasc-9 染色得分关系进行检

验，在 α＝0.05 检验标准下，χ2＝3.909， ＜

0.05，差异有统计学意义，可认为生存时间与术前

Caspasc-9 染色得分存在相关性．

2.5 放化疗后 Caspasc-9 染色得分与生存的关系

利用秩和检验对不同生存时间病例术后

Caspasc-9 染色得分进行比较，在 α＝0.05 检验标

准下， =-0.688， ＞0.05，差异无统计学意义，

可认为不同生存时间病例术后 Caspasc-9 染色得分

无差异，见表 5．

2.6 术后病理缓解程度与生存的关系

检验对生存时间与术后病理缓解程度关系进行

检验，在 α＝0.05 检验标准下，χ2＝1.162， ＞

0.05，差异无统计学意义，可认为生存时间与术后

病理缓解程度无相关性，见表 6．

表 1 直肠癌术前放化疗后病理反应程度情况（x±s）
Tab. 1 The pathological response of preoperative chemoradiotherapy in patients with rectal cancer （x±s）

实验对象
性别

n 平均年龄 （岁）
男 女

G1 16 3 19 58.58±10.21

G2 7 5 12 62.17±5.67

G3 10 2 12 61.58±7.23

合计 33 10 43 60.42±8.34

第 35 卷72 昆明医科大学学报



放疗前
放疗后

合计
0～4 5～8

0～4 18 3 21 -3.990 ＜0.001

5～8 22 0 22

合计 40 3 43

表 2 放化疗前后Caspase-9蛋白表达比较

Tab. 2 Comparision of Caspase-9 expression levels between before and after chemoradiotherapy

放化疗前 Caspase-9 染色得分
术后病理缓解程度

合计 χ2

G1/G2 G3

＜3.78 12 9 21 4.560 0.033

＞3.78 19 3 22

合计 31 12 43

表 3 放化疗前Caspase-9 染色得分与术后病理反应程度关系

Tab. 3 Relationship between Caspase-9 dyeing scores before chemoradiotherapy and postoperative pathological

response

生存时间 （a）
术后病理缓解程度

合计 χ2

G1/G2 G3

≤2 15 8 23 1.162 0.281

＞2 16 4 20

合计 31 12 43

生存时间 （a）
放化疗前 Caspasc-9 染色得分

合计 χ2

＜3.78 ＞3.78

≤2 8 15 23 3.909 0.048

＞2 13 7 20

合计 21 22 43

表 4 放化疗前 Caspasc-9染色得分与生存

Tab. 4 Relationship between Caspase-9 dyeing scores before chemoradiotherapy and survival rate

生存时间 （a）
放化疗后 Caspasc-9 染色得分

合计
＜3.78 ＞3.78

≤2 21 2 23 -0.688 0.492

＞2 19 1 20

合计 40 3 43

表 5 放化疗后 Caspasc-9染色得分与生存

Tab. 5 Relationship between Caspase-9 dyeing scores after chemoradiotherapy and survival rate

表 6 术后病理反应程度与生存

Tab. 6 Relationship between postoperative pathologic response and survival time
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3 讨论

直肠癌术前放化疗能够使肿瘤缩小，提高肿瘤

切除率，减少术后复发，已逐渐成为直肠癌综合治

疗的重要部分[2]．但是，临床上发现，直肠癌患者

术前放化疗的治疗效果个体差异较大，其病理反应

从肿瘤完全消失到无反应 （RCRG l~ RCRG 3） 相

差甚多，各家报道不一，大致各占 1/3 [3]，显然

RCRG 3 不能从术前放化疗中获益，反而增加治疗

的毒性反应．因此，寻找直肠癌术前放化疗敏感性

生物学预测指标，以期对病例进行筛选，使直肠癌

的治疗更具针对性，避免无效或过度治疗，显得尤

其重要．

目前关于直肠癌术前放化疗敏感性的研究较

少．邢春根等[4]对大肠癌细胞辐射敏感相关基因的

筛选发现，大肠癌辐射敏感性的预测可以从基因水

平 来 体 现 ， LOVO 细 胞 中 主 要 有 CEACAM5、

THBS1、SERPINE2、ARL7、HPGD 为高表达的基

因，与辐射敏感相关；SW480 细胞中主要有 SCD、

NQ01、LYZ、KRT20、ATP1B1 为高表达的基因，

与辐射抵抗有关．Rodel 等 [5]对不同放疗敏感性的

图 2 直肠癌组织放化疗后Caspase-9蛋白表达

（SP×200）

Fig. 2 Caspase-9 protein expression after chemora-

diotherapy in rectal carcinoma （SP×200）

图 1 直肠癌组织放化疗前 Caspase-9蛋白表达

（SP×200）

Fig. 1 Caspase-9 protein expression before chemor-

adiotherapy in rectal carcinoma（SP×200）
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结直肠癌细胞株 （SW480、 SW48、CT215） 中

Survivin 蛋白和 mRNA 的表达水平进行检测发现，

Survivin 与自发凋亡、放疗诱导凋亡呈负相关，认

为 Survivin 可能与结直肠癌的放疗抵抗有关 ．

Rodel 等[6]又进一步用 siRNA 下调放疗抵抗的结直

肠癌细胞株中 Survivin 的表达，发现可以提高该细

胞株的放疗敏感性．Zlobec 等 [7]对 59 例行新辅助

放疗的直肠癌患者活检标本中的血管内皮生长因

子 （VEGF） 水平进行检测发现，放疗后肿瘤完全

消退的 30 例患者中约 50％VEGF 表达低于 10％，

11 例 VEGF 不表达者肿瘤完全消退．Zlobec 认为，

直肠癌组织缺氧致放疗抵抗，同时缺氧刺激肿瘤

新生血管生成，VEGF 水平上调，VEGF 水平可能

是反映直肠癌组织放疗敏感性的重要指标．Wu 等
[8]以病理完全缓解 （pCR） 及 T 降期为研究终点，

对 79 例直肠癌患者临床病理学特征进行分析发

现，术前放化疗使 12.7%患者达到 pCR，CEA＜5

ng/mL 患者中 58.7%获得 T 降期．Lin 等 [9]对 47 例

T3～4 接受同步放化疗 （放疗 46Gy/23f+Xelox） 的直

肠腺癌患者进行分析发现，治疗前 CEA 水平正常

（CEA≤5 ng/mL） 的患者，治疗后 34.8%达到

pCR．所以认为，血清 CEA 水平可作为术前放化

疗应答的预测指标．Yan 等 [10]通过 IHC 检测 Smac

发现，98 例临床 II、III 期术前同步放化疗后行

TME 的直肠癌患者，治疗前 Smac 高表达者对放化

疗应答佳 （ ＝0.007），并在放疗后降低 （ ＝

0.016） ．潘志忠[11]等对 42 例直肠癌患者用免疫组

织化学方法检测手术前活检标本和手术后切除标

本中 Smac 蛋白的表达水平，发现 Smac 蛋白有望

成为直肠癌术前放疗敏感性的预测因子．

本研究发现，直肠癌术前放化疗后病理反应

良好，有效率达 71.1%，其中，病理完全缓解率达

30.2%；放化疗前后直肠癌组织中 Caspase-9 蛋白

表达有统计学意义， ＜0.001，即，放化疗后

Caspase-9 蛋白表达明显降低；放化疗前 Cas-

pase-9 蛋白表达与术后病理反应程度存在相关性，

＜0.05，放化疗前 Caspase-9 蛋白高表达者，术

后病理反应程度好．放化疗前 Caspasc-9 蛋白表达

水平与生存存在相关性， ＜0.05，放化疗前 Cas-

pasc-9 蛋白表达染色得分＜3.78 者，生存超过 2 a

的机会增大．术后病理缓解程度与生存无相关性，

＞0.05．因此，治疗前活检直肠癌组织中，Cas-

pase-9 蛋白表达水平可作为术前放化疗敏感性的

预测指标；且放化疗前直肠癌活检组织中 Cas-

pase-9 蛋白表达有可能预测预后．术后病理缓解

程度对预测预后价值不大，有待增加病例继续观
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