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锯齿状息肉癌变途径中EphB2及EphrinB2的表达及作用

刘成霞, 刘海燕, 李学峰, 牛 琼, 贾兴芳

®

■背景资料
结直肠癌 ( c o l -
o r ec t a l  c ance r, 
C R C )是最常见
的恶性肿瘤之一, 
在对其分子生物
学机制研究过程
中, 一种新的癌变
途径“锯齿状途
径”逐渐受到广
泛关注. 锯齿状息
肉为此途径中的
癌前病变, 其标志
性特征为隐窝上
皮锯齿状内折, 具
有高度的恶变潜
能. EphB2受体及
其配体EphrinB2
可介导隐窝上皮
细胞增殖、迁移
及分化, 在锯齿状
息肉的形成及恶
变过程中可能起
重要作用 .  研究
EphB及其配体在
锯齿状途径中的
作用具有重要的
临床意义. 
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Abstract
AIM: To explore the role of EphB2 and its ligand 
EphrinB2 in colorectal tumorigenesis.

METHODS: The expression of EphB2 and Eph-
rinB2 in 72 colorectal cancer, 64 serrated polyp 
and 33 normal colon tissues was detected by im-
munohistochemistry.

RESULTS: The area of EphB2 positive signal 
was located in the crypt base and the lower 2/3 
region, while the positive area of EphrinB2 was 
mainly located throughout the crypt. EphB2 
was expressed in the majority of normal colonic 

mucosa tissues, but showed a decreasing trend 
in serrated polyps and colorectal cancer. The 
positive rate of EphrinB2 in the normal mucosa 
was significantly lower than those in colorectal 
cancer and serrated polyps (P < 0.05). The ex-
pression rate of EphrinB2 in the normal colonic 
mucosa was significantly higher than those in 
serrated polyps and colorectal cancer (P < 0.05). 

CONCLUSION: EphB2 may inhibit the occur-
rence of colorectal cancer. EphrinB2 may pro-
mote intestinal tumor growth. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨EphB2及其配体EphrinB2在锯齿状
息肉癌变过程中的作用. 

方法: 应用免疫组织化学方法检测受体EphB2
及其配体EphrinB2在72例结直肠癌(colorectal 
cancer, CRC)组织, 64例锯齿状息肉和33例正
常结肠组织中的表达. 

结果: EphB2受体和EphrinB2配体蛋白阳性表
达均主要位于胞膜和胞质中. EphB2阳性表达
部位主要位于隐窝基底部和中下2/3区域; 绝
大多数正常结肠黏膜中EphB2表达阳性, 其在
CRC组织中表达水平低于在锯齿状息肉及正
常结肠组织; EphrinB2阳性表达主要位于隐窝
全层, 在锯齿状息肉和CRC中的表达呈递增
趋势, 在正常黏膜组织中的表达阳性率低于在
CRC组织和锯齿状息肉中的表达. 

结论: EphB2在锯齿状息肉癌变过程中其抑制
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■研发前沿
锯齿状息肉癌变
途径为新近发现
的CRC癌变途径, 
针对其癌前病变
的组织形态学研
究已经有一定的
进展, 然而对锯齿
状息肉发生、癌
变过程中分子生
物学机制的研究
目前仍甚少.

作用, 而其配体EphrinB2高水平表达可能促进
锯齿状息肉的恶变及肿瘤的发生. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 传统锯齿状腺瘤; 增生性息肉; 无蒂锯齿状
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核心提示: 本文研究了EphB2和EphrinB2在正常
肠黏膜, 传统锯齿状息肉, 增生性息肉、无蒂锯
齿状腺瘤和结直肠癌的表达差异, 提示EphB2及
其配体EphrinB2在锯齿状息肉的恶变及肿瘤的发
生中可能起到不同甚至相反的作用.
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0  引言               

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是最常见的

恶性肿瘤之一. 在对CRC分子生物学机制的深

入研究中, 锯齿状途径, 即由锯齿状息肉演变

为CRC的途径日益受到关注. 锯齿状息肉是一

组具有特殊锯齿状结构和分子遗传学特征的病

变, 包括增生性息肉(hyperplastic polyps, HP)、
传统锯齿状腺瘤(traditional serrated adenoma, 
TSA)和无蒂锯齿状腺瘤(sessile serrated adeno-
ma, SSA), 具有较高的恶变潜能. 而EphB2受体

作为酪氨酸蛋白激酶受体家族成员之一, 与其

配体EphrinB2共同作用, 可调控结肠隐窝上皮

细胞区室化、锯齿状结构和息肉的形成, 并在

CRC等多种肿瘤中差异表达. 然而目前有关该

受体及其配体与锯齿状息肉的相关性研究甚

少. 本研究从参与细胞迁徙调控基因EphB2受
体及其配体EphrinB2入手, 采用免疫组织化学

技术检测检测锯齿状息肉癌变途经中该基因的

表达, 以初步探讨其在锯齿状息肉癌变途径中

的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 72例CRC、26例TSA、9例SSA、29例
HP、33例正常结肠组织均为滨州医学院附属

医院2006-05/2011-05经手术切除和电子结肠镜

检出的病例的存档蜡块, 临床资料完整. 所有蜡

块均3 μm连续切片, 每例样本组织切片4张, 其
中3张做EphB2、EphrinB2基因蛋白免疫组织

化学染色, 1张做空白对照. EphB2(AF467)由美

国R&D公司进口分装. EphrinB2(H-83)和ABC 
Stanin System试剂盒(sc-2018、SC-2023)均由

Santa Cruz Biotechnology进口分装. 
1.2 方法
1.2.1 免疫组织化学检测: 标本组织3 μm连续切

片后, 脱蜡水化, PBS洗5 min×3次; 3%H2O2滴加

在切片上, 室温静置10 min; PBS洗5 min×3次; 
柠檬酸盐缓冲液高压热修复; PBS洗5 min×3次; 
滴加正常血清封闭液, 室温20 min, 甩去多余液

体; 滴加一抗EphrinB2(稀释浓度1∶100), EphB2
抗体浓度为3 μg/mL, 4 ℃过夜; 4 ℃过夜后37 ℃
复温45 min, PBS洗5 min×3次, 滴加二抗, 37 ℃
孵育1 h; PBS洗5 min×3次; 滴加AB酶孵育30 
min; DAB显色; 自来水冲洗10 min; 苏木精复染

2 min, 盐酸酒精分化; 自来水冲洗10-15 min; 脱
水、透明、封片、观察. 
1.2.2 结果判读: 随机选取10个视野, 将染色强度

按以下标准分4个等级: 阴性“-”表示未见染色

以及轻微模糊染色或染色的阳性细胞数<25%; 
弱阳性“+”级表示轻度染色或染色的阳性细

胞数25%-49%; 阳性“++”级表示中度染色或

染色阳性的细胞数50%-74%; 强阳性“+++”级

表示重度染色或染色阳性的细胞数≥75%. 
统计学处理 用SPSS13.0软件, 免疫组织化

学结果进行χ2
检验, 以P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 E p h B2蛋白在不同结直肠组织中的表达 
EphB2在几乎所有正常结肠黏膜中表达, 阳性表

达部位主要位于隐窝基底部细胞膜上; CRC组织

中, EphB2主要表达于胞膜和胞质中. HP、SSA
和TSA组织中, EphB2主要表达于隐窝基底部和

隐窝中下2/3, 并且锯齿状结构内EphB2的表达

阳性强度大于非锯齿状结构(图1). EphB2在正

常结肠黏膜、HP、SSA、TSA、CRC组织中的

表达阳性率分别为: 90.9%(30/33), 72.4%(21/29), 
55.6%(5/9), 80.8%(21/26), 56.9%(41/72). TSA
中E p h B2的表达与H P相近 (χ 2 =  0 .53,  P  = 
0.467>0.05), 并略低于正常结直肠组织(χ 2 = 
1.276, P  = 0.259>0.250), 明显高于CRC(χ 2 = 
4.665, P  = 0.031<0.05), 差异有统计学意义; 
SSA中EphB2的表达与CRC相近(χ2 = 0.006, P  
= 0.937>0.05), 低于与正常组织(χ2 = 6.364, P  = 
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■相关报道
S o l a n a s等通过
检测EphB2在正
常肠黏膜隐窝干
细 胞 、 腺 瘤 、
CRC、中表达, 结
果显示EphB2在
肿瘤发展过程中
的表达呈递减趋
势 ;  并且通过沉
默小鼠结直肠肿
瘤模型中EphB2
基因的研究, 发现
EphB2缺失可促
进肿瘤的形成.

0.012<0.05), CRC组织中EphB2的表达低于正常

结直肠组织, 差异有统计学意义(χ2 = 11.922, P  = 
0.001<0.005)(表1). 
2.2 EphrinB2配体蛋白在不同结直肠组织中的
表达 EphrinB2在大多数CRC组织中表达, 主要

表达在胞膜和胞质中, 表现为棕黄色颗粒. 在
H P、S S A和T S A中, 其表达部位位于隐窝全

层, 并且锯齿状结构中EphrinB2的阳性表达强

度大于非锯齿状结构(图2). EphrinB2在正常结

直肠组织、HP、SSA、TSA和CRC中表达阳

性率分别为: 39.4%(13/33)、65.5%(19/29)、
11.1%(1/9)、92.3%(24/26)、69.4%(50/72). 正常

结肠组织中EphrinB2的表达低于CRC组织, 差异

有统计学意义(χ2 = 8.514, P  = 0.004<0.005); HP
中EphrinB2的表达阳性率大于正常结肠组织(χ2 
= 4.218, P  = 0.040<0.05), 小于TSA组织, 与CRC
中的表达相近; 大多数TSA中EphrinB2表达强

阳性, 并且其表达水平高于正常结肠组织(χ 2 = 
17.412, P  = 0.000<0.005)和CRC(χ2 = 5.400, P  = 
0.020<0.025). EphrinB2在SSA中的表达明显低

于TSA(χ2 = 21.598, P  = 0.000<0.001), 并且低于

CRC组织(χ2 = 11.674, P  = 0.001<0.005)及HP(χ2 
= 8.155, P  = 0.004<0.005), 略低于正常结肠黏膜

(χ2 = 2.545, P  = 0.111>0.05). 与正常结肠组织、

癌组织相比较, EphrinB2在TSA中显著的强阳性

表达, 提示其在正常结肠组织-HP-TSA-CRC演
变过程中出现暂时性的高水平(表1). 

3  讨论

传统的观念认为CRC均起源于腺瘤样结肠息肉

易感基因(adenomatous polyposis coil, APC )突
变诱发的传统的“腺瘤-癌”途径. 然而随着对

CRC分子机制的深入研究, “锯齿状途径”受

到研究者的广泛关注. 有研究显示由锯齿状途

A B

C D

E

图  1  EphB2在不同组织中的表达(免疫组织化学染色×200). A: 结直肠癌; B: 传统锯齿状腺瘤; C: 增生性息肉; D: 正常结肠
黏膜; E: 无蒂锯齿状腺瘤.
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■创新盘点
本文应用免疫组
织化学技术 ,  首
次研究了锯齿状
息肉癌变途径中
EphB2及其配体
EphrinB2的表达
及作用, 为CRC锯
齿状途径分子机
制的研究提供理
论依据.

径导致CpG岛甲基化表型CRC约占所有CRC的
35%[1]. 2011年世界卫生组织(World Health Orga-
nization, WHO)出版的第4版蓝皮书中, 将HP、
TSA和SSA归类于锯齿状息肉[2]. 隐窝上皮“锯

齿状”内折是所有锯齿状息肉的标志性特征. 

锯齿状息肉由几种形态特征相似的特殊亚型组

成, 研究推测锯齿状息肉的亚型可能是呈连续

型发展的多种恶变潜能的病变, 也可能其不同

亚型有不同的癌变分子途径. 这些病变发展为

CRC的途径构成了所谓的“锯齿状途径”[3]. 这
一途径的提出, 推翻了以往将锯齿状病变归类

于增生或者化生息肉, 并且认为其无恶变潜能

的观点. 近年来对锯齿状息肉癌变途径及其分

子生物学机制的研究日益被重视. 
EphB2为酪氨酸蛋白激酶受体家族成员之

一, 与相应的配体EphrinB2结合介导双向信号

转导, 在肿瘤发生发展过程中起重要的作用[4]. 
EphB-EphrinB之间相互作用可引起EphB表达

细胞和EphrinB表达细胞的收缩、分离, 也可引

起对应细胞间的黏附和聚集. 调节细胞间相互

作用的主要的调节器是EphB和EphrinB表达细

胞的聚集程度、活化和磷酸化作用[5]. 肠道是

A B

C D

E

图  2  EphrinB2在不同组织中的表达(免疫组织化学染色×200). A: 结直肠癌; B: 传统锯齿状腺瘤; C: 增生性息肉; D: 正常结
肠黏膜; E: 无蒂锯齿状腺瘤.

     

表  1  EphB2、EphrinB2在各组织中的表达

分组 n
EphB2表达 EphrinB2表达

阳性 阴性 阳性 阴性

CRC 72 41 31 50 22

TSA 26 21   5 24   2

SSA 9   5   4   1   8

HP 29 21   8 19 10

正常结肠 33 30   3 13 20

TSA: 传统锯齿状腺瘤; SSA: 无蒂锯齿状腺瘤; HP: 增生性息肉; 

CRC: 结直肠癌.
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研究肿瘤的发生和发展中Eph受体对细胞增殖

和迁移影响作用的较合适的系统. 肠道干细胞

存在于隐窝基底部, 并随细胞周期的变化而变

化. EphB通过非依赖EphB激酶活性的级联信号

(通过PI3激酶介导)调节肠道细胞迁移[6]. 研究[7]

显示, EphB受体和EphrinB的配体在肠上皮细胞

呈反梯度表达. 在小鼠实验中, 通过对EphB2和
EphB3受体基因的消融或应用拮抗剂, 破坏这

些梯度, 可导致细胞沿着隐窝鞭毛轴定位紊乱

以及祖细胞增殖减少超过50%. Genander等[8]应

用低聚寡核苷酸微点阵数据和定量RT-PCR研

究, 认为EphB2在CRC形成过程中起正向调节作

用. Genander等[9]通过检测EphB2在正常肠黏膜

隐窝干细胞、腺瘤、CRC、CRC淋巴结转移细

胞中表达, 结果显示EphB2在肿瘤发展过程中的

表达呈递减趋势; 并且通过沉默小鼠结直肠肿

瘤模型中EphB2基因的研究, 发现EphB2缺失

可促进肿瘤的形成. EphrinB2作为EphB2受体

的配体, 是新近发现的一种血管内皮生长因子. 
Snover等[10]通过将Ephr inB2转染到KM12L4
结肠癌细胞株并构建小鼠肿瘤模型的研究, 推
测Ephr inB2在CRC细胞中的过表达可以抑制

肿瘤细胞的生长和肿瘤血管的功能. EphB2及
EphrinB2为Wnt信号途径的靶基因. Wnt信号

途径被APC突变激活后, 可促使细胞核内辅激

活物β-catenin磷酸化, 结合转录因子TCF/LEF, 
β-catenin/Tcf控制上皮细胞沿着隐窝轴区室化并

调节细胞有序迁移[11]. 甚至在CRC癌前病变(隐
窝异型增生)中发现Wnt信号通路突变激活[12]. 在
小鼠研究中, Wnt信号通路激活可导致异型增生

隐窝的形成, 并且促使良性腺瘤恶变[13]. 由此推

测EphB2及其配体参与肠道上皮具有增殖能力

细胞的准确定位及肠道上皮细胞的区室化和迁

移. 而作为具有相似“锯齿状”形态学特征的

具有高度恶变潜能的锯齿状息肉, EphB2及其

配体在其隐窝锯齿状结构的形成及细胞异常迁

移定位过程中可能起到很大作用. 然而目前还

没有足够的证据表明其参与了锯齿状结构的形

成以及锯齿状息肉的癌变过程. 
本项研究通过免疫组织化学技术对正常结

肠组织、锯齿状息肉各亚型、CRC中EphB2蛋
白表达情况进行检测, 发现大部分正常结肠黏

膜隐窝的基底部均表达EphB2受体; 锯齿状息

肉中, EphB2主要表达于隐窝基底部和隐窝中

下2/3, 并且锯齿状结构内EphB2的表达阳性强

度大于非锯齿状结构. EphB2在CRC组织中的

表达水平低于正常结直肠组织, 在TSA中EphB2
的表达低于正常结直肠组织, 高于CRC, SAA中

EphB2表达低于正常结肠组织; HP中EphB2的表

达低于TSA, 高于CRC. 即EphB2在正常结肠组

织、锯齿状息肉、CRC中的表达基本呈递减趋

势. 高水平EphrinB2配体表达可能促进肠道肿

瘤的发生. 大多数TSA中EphrinB2表达强阳性, 
并且其表达水平高于正常结肠组织和CRC; HP
中的表达少于TSA组织, 与CRC中的表达相近, 
EphrinB2在SSA中的表达明显低于TSA, 并且低

于CRC组织, 即EphrinB2在正常结肠组织演变为

CRC的过程中出现暂时性的高水平. 目前对于

其一过性高水平表达的机制仍不清楚. Yachida
等[14]通过免疫组织化学技术和基因测序研究证

实在锯齿状息肉中Wnt信号传导通路被激活, 我
们初步推测, 结直肠黏膜锯齿状结构的形成与

Wnt信号途径有关, 在Wnt信号调节结肠黏膜隐

窝细胞增殖、分化和迁移过程中, Wnt信号的

活化导致其靶基因EphrinB2表达增高. 我们研

究显示EphB2受体与其配体EphrinB2在锯齿状

息肉癌变中差异表达, 由此推测两者可能起到

不相同甚至相反的作用, 这可能与EphB受体和

EphrinB的配体在肠上皮细胞呈反梯度表达的特

征有关. 在小鼠实验中, 通过对EphB2受体基因

消融或应用拮抗剂, 破坏这些梯度, 可导致细胞

沿着隐窝鞭毛轴定位紊乱以及祖细胞增殖减少

超过50%[15]. 肿瘤细胞EphB2表达缺失, 导致其

不能感应配体EphrinB2, 而因此获得侵袭周围组

织的能力. 
锯齿状息肉癌变途径的分子机制研究甚少, 

而EphB2及其配体EphrinB2在这一途径中的作

用仍不明确. 我们应用免疫组织化学方法检测

EphB2及其配体EphrinB2在锯齿状息肉、CRC
和正常结肠黏膜组织中的表达水平, 首例初步

探讨了其在CRC发生的“锯齿状途径”中的作

用. 而针对锯齿状息肉癌变途径的研究将有助

于提高临床和病理医师的诊断意识与诊疗水平, 
对于CRC的临床诊治具有实质性的指导意义. 
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■同行评价
本文立题较新颖, 
研究方法正确, 有
助于进一步深入
认识锯齿状息肉
癌变的分子机制.
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