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新辅助化疗对结直肠癌的作用

任峰，周建平，刘栋才，袁联文，舒国顺，周家鹏

（中南大学湘雅二医院 老年外科，湖南 长沙 ４１００１１）

　　摘要：目的　探讨短程 ５ＦＵ／ＣＦ方案新辅助化疗对结直肠癌细胞凋亡、增殖和 ｐ５３表达以及术
后并发症和预后的影响。方法　分别采用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法

（ＴＵＮＥＬ）和免疫组化 ＳＰ法检测 ６８例患者结直肠癌组织的细胞凋亡指数 （ＡＩ）和 ｋｉ６７增殖指数（ＰＩ）

及凋亡相关基因 ｐ５３的表达，并比较新辅助化疗组和对照组患者术后并发症的发生情况和预后情况。

结果　新辅助化疗组肿瘤细胞的 ＡＩ均数为 ３．５６％，明高于对照组的 ２．２９％（Ｐ＜０．０１），ＰＩ均数为

２２．６０％明显低于对照组的 ３３．６０％（Ｐ＜０．０１），ｐ５３阳性表达率为 ２８．９％（１１／３８）明显低于对照组

的 ５６．７％（１７／３０）（Ｐ＜０．０５）。两组中大肠癌细胞的 ＡＩ与 ＰＩ均呈负相关（ｒ＝－０．７９０，ｒ＝－０．６６３）

（Ｐ＜０．０１）。两组术后并发症的发生差异无显著性（Ｐ＜０．０５）。两组的复发转移率和复发转移平均

时间差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　短程５ＦＵ／ＣＦ方案新辅助化疗可以显著诱导结直肠癌细胞凋

亡，并抑制其增殖；降低结直肠癌组织 ｐ５３的阳性表达率，而不增加术后并发症的发生，能延缓和减少

结直肠癌术后的复发转移。
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　　结直肠癌是常见的消化道肿瘤，其发病率近
来呈上升趋势，已居恶性肿瘤死亡的第 ５位，每年
有大约 １００万新发病病例和 ５０万致死病例。随
着辅助化放疗的发展，结直肠癌的治疗效果得到

改善，但局部复发和远处转移仍是治疗失败的主

要原因，据报道Ⅱ期和Ⅲ期结直肠癌根治切除后
的局部复发率高达 ２０％ ～４０％［１］。新辅助化疗

可以降低肿瘤细胞的活性，控制、减小原发灶及微

小转移灶，甚至可以消灭转移灶及血液中散在的

癌细胞，使术中种植、术后复发转移的可能性降

低。本研究通过对大肠癌细胞凋亡、增殖指数和

ｐ５３表达的检测，对术后并发症和预后的比较，来
观察短程 ５ＦＵ／ＣＦ方案新辅助化疗的效果。

１　材料与方法

１．１　临床一般资料
６８例选自本院老年外科于 ２００４年 ９月—

２００６年 ９月手术治疗的结直肠癌患者。入选标
准：年龄 ＜８０岁；经肠镜取材活检病理确诊为癌；
术前分期 ＤｕｋｅｓＢ，Ｃ期；各项检查无明显化疗禁忌
证，血常规、肝功能和肾功能均正常，胸部 Ｘ线
片、腹部 Ｂ超和全身骨扫描排除远处转移，无心
肺功能不全等。（１）新辅助化疗组（ｎ＝３８）：患
者及家属知情并同意接受新辅助化疗。术前行

５－氟尿嘧啶（５ＦＵ）／甲酰四氢叶酸（ＣＦ）短程化
疗［２－３］（第 １～５天：ＣＦ２００ｍｇ／ｍ２ 静 脉 滴 注
０～２ｈ；５ＦＵ５００ｍｇ／ｍ２ 静脉滴注 ２～１０ｈ）共
５ｄ。预防性应用减轻副作用的药物，如中枢止吐
药以提高患者食欲，保肝药维护肝功能。化疗后

复查血常规、生化常规等无异常，且无明显化疗毒

副反应者于化疗结束后１～２ｄ手术。（２）对照组
（ｎ＝３０）：完善常规检查后直接手术。两组一般
资料相匹配，具有可比性（表 １）。

表１　两组临床病理资料比较

新辅助化疗组 对照组 χ２ Ｐ

病例数 ３８ ３０

性别

　男

　女

２２

１６

１８

１２
０．０３１ Ｐ＞０．０５

年龄（岁） ５７．４５±１１．８７ ５９．０７±１１．０４ Ｐ＞０．０５

肿瘤部位

　右半结肠

　左半结肠

　直肠

６

９

２３

６

７

１７

０．２１２ Ｐ＞０．０５

组织学分类

　腺癌

　黏液癌

３１

７

２６

４
０．３２０ Ｐ＞０．０５

临床分期（Ｄｕｋｅｓ）

　Ａ

　Ｂ

　Ｃ

２

１５

２１

１

１６

１３

１．３２５ Ｐ＞０．０５

１．２　研究方法

手术后肿瘤大体标本立即用 １０％福尔马林固
定，并于取材后 １２ｈ内脱水，石蜡包埋。常规切
片、染色。在 ＨＥ切片下选取含有肿瘤组织的标
本编号。按编号取相应的病理蜡块 连续 切片

３张，厚 ４μｍ；载玻片需经多聚Ｌ赖氨酸防脱片
处理。采用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺

口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）行细胞凋亡检测（细胞凋
亡检测试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司）。采用免疫组织
化学 ＳＰ法行 ｋｉ６７和 ｐ５３染色（免疫组化超敏
ＳＰ试剂盒和 ｋｉ６７，ｐ５３单抗均购自福州迈新公
司）。将已知的阳性切片（福州迈新提供）作为阳

性对照；ＴＵＮＥＬ阴性对照不加 ＴＤＴ酶；ＳＰ法以
ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
１．３　结果判定

细胞凋亡阳性表达定位于细胞核内，阳性细

胞核有明显的棕色颗粒沉积，呈散在分布。在高

倍镜下（×４００）选取 ５个具有代表性的视野，计

３２３
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数 １０００个肿瘤细胞中阳性细胞数，凋亡指数
（ＡＩ）＝凋亡细胞数／观察细胞总数（１０００）×
１００％。ｋｉ６７免疫组化阳性反应为黄 －棕褐色颗
粒，定位于胞核。在高倍镜下（×４００）选取 ５个
具有代表性的视野，计数 １０００个细胞中阳性细
胞数，增殖指数（ＰＩ） ＝ ｋｉ６７阳性细胞数／观察
细胞总数（１０００）×１００％。ｐ５３免疫组化阳性反
应为黄 －棕褐色颗粒，定位于肿瘤细胞核，表现为
棕黄色 －棕褐色颗粒。根据阳性细胞所占视野面
积的百分比和染色强度分别记为：阴性（－）无明
显阳性反应细胞；弱阳性（＋）：阳性细胞的面积
小于 ２５％，着浅棕色；强阳性（＋＋）：阳性细胞
的面积大于 ２５％，呈棕色或深棕色。
１．４　统计学处理

统计分析均使用 ＳＰＳＳ（１１．５版）统计软件。
计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。统计方
法包括 χ２检验、方差分析、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验、直
线相关分析。显著性检验水平取 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　两组术后并发症的比较
新辅助化疗组所有患者顺利完成化疗。化疗

后的毒副反应以胃肠道为主，但均未影响手术的

如期施行。新辅助化疗组出现伤口 脂肪 液化

２例，伤口感染 １例，呼吸道感染 １例，淋巴管瘘
２例，术后出血 １例；对照组出现伤口脂肪液化
２例，呼吸道感染 ２例，淋巴管瘘 １例。两组术后
并发症的发生差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。
２．２　两组肿瘤细胞凋亡指数（ＡＩ）的比较

新辅助化疗组 ＡＩ为 １．２３％ ～７．３７％，平均
（３．５６±１．５３）％；对照组 ＡＩ为 ０．８７％ ～４．６３％，
平均（２．２９±１．９０）％。新辅助化疗组 ＡＩ显著高
于 对 照 组，差 异 有 极 显 著 性 （Ｚ＝－３．５８９，
Ｐ＜０．０１）（图 １－２）。
２．３　两组肿瘤细胞 ｋｉ６７增殖指数（ＰＩ）的比较

新辅助化疗组的 ＰＩ为 ８．３％ ～４６．６％，平均
（２２．６０±８．４８）％，对照组 ＰＩ为 １１．７％ ～６１．２％，
平均（３３．６０±１１．６０）％。新辅助化疗组 ＰＩ显著
低于 对 照 组，差 异 有 极 显 著 性 （Ｚ＝－３．９５３，
Ｐ＜０．０１）（图 ３－４）。
２．４　结直肠癌组织凋亡相关基因 ｐ５３的表达

新辅助化疗组的 ｐ５３阳性表达率为 ２８．９％
（１１／３８），对照组为 ５６．７％（１７／３０）。新辅助化
疗组 ｐ５３表达显著低于对照组，差异有显著性
（图 ５－６）（χ２＝５．３１８，Ｐ＜０．０５）。

图１　细胞凋亡阴性对照（ＴＵＮＥＬ法×４００） 图２　细胞凋亡阳性表达（ＴＵＮＥＬ法×４００） 图３　ｋｉ６７表达阴性对照（ＳＰ×４００）

图４　ｋｉ６７阳性表达（ＳＰ×４００） 图５　ｐ５３表达阴性对照（ＳＰ×４００） 图６　ｐ５３阳性表达（ＳＰ×４００）

４２３
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２．５　结直肠癌肿瘤细胞 ＡＩ与 ＰＩ的关系
分别对两组 ＡＩ与 ＰＩ进行直线相关分析，新

辅助化疗组 ＡＩ与 ＰＩ之间呈负相关（ｒ＝－０．７９０，
Ｐ＜０．０１）；对照组 ＡＩ与 ＰＩ之间亦呈负相关
（ｒ＝－０．６６３，Ｐ＜０．０１）。表明无论有无术前化
疗，结直肠癌肿瘤细胞的 ＡＩ与 ＰＩ均呈明显负
相关。

２．６　随访资料
随访 １～３年，平 均 １７．８个 月，随 访 率

８６．８％，失访 ９例（新辅助化疗组 ３例，对照组 ６
例）。两组 １年生存率分别为 ９１．４％（３２／３５）和
８７．５％（２１／２４），差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。５９
例中发生复发转移 １１例（１８．６％），新辅助化疗
组５例（１４．３％），对照组６例（２５％），差异有显
著性（Ｐ＜０．０５）。两组出现复发转移的平均时
间分别 为 １６个 月 和 １１个 月，差 异 有 显 著 性
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

３．１　５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗对术后并发症
的影响

化疗药物对肿瘤细胞杀灭抑制的同时，对正

常组织细胞的代谢也有一定影响，尤其是化疗后

短时间即行手术的患者，手术切口的愈合会受到

一定阻碍。此外，化疗导致的免疫力下降，在一

定程度上也可增加感染的机会。化疗药物引起

的组织脆性增加，导致渗血增多及解剖困难，是

新辅助化疗的另一负面影响。但只要轻柔操作、

耐心解剖、彻底止血，一般不会造成太大的威胁。

Ｂｕｉｅ等［４］认为新辅助化疗增加了结直肠癌术后发

生盆腔脓肿的危险。本组未见盆腔脓肿的发生，

估计与肠道准备、免疫受损及盆腔引流情况有

关。ＴｕｒｎｅｒＩＩ等［５］报道 ２５７例大肠癌患者，发现
新辅助疗法并不增加并发症的发生。本研究两

组两组术后并发症的发生率差异无显著性，５ＦＵ
／ＣＦ短程新辅助化疗并未增加患者术后并发症的
发生率。

３．２　５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗对结直肠癌肿
瘤细胞凋亡的影响

细胞凋亡是多细胞生物的重要的自稳机制之

一，在肿瘤的发生、发展中主要起负调控作用。

一旦凋亡机制被抑制，便会出现细胞寿命的延长

及细胞的过度积累，而凋亡减少和细胞的异常生

长、存活过长将导致肿瘤的发生［６－７］。临床上目

前使用的大部分的抗癌措施如化疗、放疗、基因

治疗、免疫治疗等均与癌细胞凋亡信号转导途径

激活相关［７－８］。Ｓｔｕｒｍ等［９］对 ６６例结直肠癌患者
行 ５ＦＵ／ＣＦ新辅助化疗，４～６周后行手术治
疗，发现肿瘤细胞的凋亡增加。蔡伟等［１０］对６３例
结直肠癌患者术前行以 ５ＦＵ为主的短疗程选择
性动脉灌注化疗，亦获得了肿瘤细胞凋亡显著增

加的结果。本组资料显示，新辅助化疗组和对照

组之 间 结 直 肠 癌 肿 瘤 细 胞 ＡＩ的 差 异 显 著
（Ｐ＜０．０１）。表明 ５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗能
显著诱导人体结直肠癌肿瘤细胞凋亡。

３．３　５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗对结直肠癌肿
瘤细胞 ｋｉ６７的表达及细胞增殖的影响

恶性肿瘤缺乏成熟分化程度，具有较强的增

殖活性和无限增殖的倾向。因此检测肿瘤组织

的增殖状态是评价肿瘤生物学行为的重要方面

之一。ｋｉ６７单克隆抗体是一个极好的能准确地
反映肿瘤细胞增殖活性的标记 ［１１］。ｋｉ６７标记指
数可以作为结直肠癌的预测指标，具有显著的预

后价值［１２］。Ｍａｔｓｕｕｒａ等［１３］用替加氟对 ２０例结直
肠癌患者进行新辅助化疗，发现该组的 ＰＩ明显低
于对照组。本组资料显示，对照组的 ＰＩ明显高于
新辅助化疗组（Ｐ＜０．０１），表明 ５ＦＵ ／ＣＦ短程
新辅助化疗能明显降低结直肠癌组织中 ｋｉ６７的
表达；提示 ５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗可以降低
结直肠癌肿瘤细胞的 ＤＮＡ合成速度，抑制其肿瘤
细胞的增殖。

３．４　５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗对 ｐ５３表达的
影响

野生型 ｐ５３作为抑癌基因，起着阻滞细胞周
期、诱导细胞凋亡、促进细胞分化等作用。Ｂｏｒｒａｌ
ｈｏＰＭ 等［１４］的 研 究 表 明 ５ＦＵ通 过 ｐ５３（野 生
型）／Ｆａｓ依赖的细胞凋亡途径而达到其细胞毒性
效应的。突变型 ｐ５３蛋白失去上述功能，不能使
受损细胞凋亡，不能抑制细胞增殖，从而使其向

恶性转化，致使细胞内含量增加。因此认为突变

型 ｐ５３在结直肠癌的发生发展中起着重要作用。
因其半衰期较长，故免疫组化可检测。研究显

示，ｐ５３过度表达的肿瘤其 ＡＩ明显低于无 ｐ５３过
度表达者［１５］。ｐ５３的过度表达还显示了肿瘤复
发和转移的可能［１６－１７］，是肿瘤复发和生存的独立

预测因素［１８］。因此，降低细胞突变型 ｐ５３基因
表达和活性是一种治疗肿瘤的有效方法。国内

外报道结直肠癌 ｐ５３阳性表达率为 ５０％ ～８０％。
本研究中对照组的 ｐ５３阳性表达率为 ５６．７％，明
显高于新辅助化疗组的２８．９％（Ｐ＜０．０５），表明

５２３
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５ＦＵ／ＣＦ短程新辅助化疗可以降低结直肠癌肿
瘤细胞 ｐ５３基因的表达和活性。
３．５　结直肠癌肿瘤细胞凋亡与 ｋｉ６７表达的关系

正常器官组织细胞的凋亡和增殖保持着动态

平衡，这种生理平衡的改变会导致细胞的恶性转

变和肿瘤发生。ＡＩ和 ＰＩ分别从细胞凋亡与增殖
的角度反映肿瘤组织的生物学行为。文献报

道［１０，２０］，ＡＩ高表达、ｋｉ６７低表达的肿瘤预后较
好，ＡＩ表 达、ｋｉ６７高 表 达 的 肿 瘤 预 后 较 差。
ＩｎｏｕｅＹ等［２１］以 ＣＰＴ１１和 ５ＦＵ联合术前化疗治
疗进展期的结直肠癌，发现肿瘤表现出较高的细

胞凋亡率和较低的细胞增殖率。本研究结果与

之相似。表明在肿瘤发展的过程中，结直肠癌肿

瘤细胞的凋亡与增殖之间互相影响和制约。

３．６　５ＦＵ ／ＣＦ短程新辅助化疗对预后的影响
两组 １年生存率差异无显著性（Ｐ＞０．０５），

尚不能说明 ５ＦＵ／ＣＦ短程新辅助化疗能延长的
生存期。但本组病例数较少，随访时间亦短，故

难以结论，还需扩大病例数及随访时间。然而两

组的 复 发 转 移 率 和 平 均 时 间 差 异 有 显 著 性

（Ｐ＜０．０５），表明 ５ＦＵ／ＣＦ短程新辅助化疗能延
缓和减少结直肠癌术后的复发转移。
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