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结直肠癌中DNA错配修复功能缺陷与血管密度的相关性

陈博，胡悦，黄笑笑，华兴

(广州市红十字会医院病理科，广州 510235)

[摘　要]	 目的：探讨DNA错配修复功能缺陷(def icient mismatch repair，dMMR)在结直肠癌中的临床病理

特征及与血管密度的关系。方法：选取2016年1月至2018年12月因结直肠癌于广州市红十字会医

院住院行根治手术的患者样本。采用免疫组织化学法检测101例患者样本中M MR蛋白(MLH1、

MSH2、MSH6、PMS2)用以判断dMMR；检测CD34和D2-40以计算血管密度。结果：101例结直

肠癌患者癌组织中，dM MR共有18例(17.8%)，肿瘤位于右半结肠、肿瘤最大径<5 cm及肿瘤低

分化比例较高，淋巴结转移率较低(均P < 0 . 0 5 )。d M M R与肿瘤浸润深度及是否远处转移无关。

dMMR者具有较低的血管密度及淋巴管密度，MMR蛋白表达与血管密度及淋巴管密度呈正相关

(均P<0.05)。结论：dMMR与结直肠癌肿瘤大小、位置及分化程度密切相关，dMMR患者的低淋

巴结转移率与较低的血管及淋巴管密度相关。
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Correlation between DNA mismatch repair defects and 
vascular density in colorectal cancer
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Abstract Objective: To investigate the correlation of clinicopathologic features of deficient mismatch repair (dMMR) 

defects in colorectal cancer and vessel density. Methods: Samples of colorectal cancer patients admitted to 

Guangzhou Red Cross Hospital from January 2016 to December 2018 were selected. Immunohistochemistry 

was applied in 101 samples to detect four MMR proteins (including MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2) so as to 

estimate dMMR. CD34 and D2-40 were used to detect microvessel density and microlympatic density. Results: In 

101 cases of cancer tissue, 18 (17.8%) samples were detected as dMMR defects, which was characterized by tumor 

located in the right colon, with the maximum diameter less than 5 cm, higher proportion of poor differentiation 

and lower rate of lymphatic metastasis (all P<0.05). dMMR had no relationship with depth of tumor invasion 

and distant metastasis. The dMMR patients had lower microvessel and microlympatic density. There was 

positive correlation between MMR protein expression and microvessel and microlympatic density (all P<0.05). 
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结直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，

在世界范围内的病死率中仅次于肺癌、肝癌和胃

癌，成为第4大致命癌症。随着我国人民生活水平

的提高及饮食习惯的改变，结直肠癌的病死率呈

现出升高的趋势，严重影响人们的生命健康[1]，其

中散发性结直肠癌约占85%，遗传性非息肉性结直

肠癌为10%~15%[2]。

微卫星不稳定(microsatellite instability，MSI)
是 结 直 肠 癌 主 要 存 在 的 遗 传 不 稳 定 性 之 一 ， 主

要 由 D N A 错 配 修 复 (m i s m a t c h  r e p a i r ， M M R ) 系

统基因缺陷引起。 M M R 功能异常可导致 D N A 复

制 错 误 无 法 得 到 纠 正 并 不 断 累 积 ， 基 因 组 呈 现

高 突 变 表 型 并 改 变 正 常 细 胞 功 能 。 对 M M R 系 统

蛋白 ( M L H 1 、 M S H 2 、 M S H 6 、 P M S 2 ) 的免疫组

织 化 学 染 色 与 基 于 D N A 检 测 的 M S I 测 定 具 有 高

度一致性，敏感性 ( > 9 0 % ) 及特异性 ( 1 0 0 % ) 均较

好，为我国临床M MR检测的基本推荐 [3]。研究 [4] 

发现： M S I 与遗传性非息肉性结直肠癌的风险评

估、诊断及预后密切相关，对于高危患者进行MSI
筛查可显著提高遗传性非息肉性结直肠癌检测的

敏感性，也可对患者一级和二级亲属进行MSI筛查

确定随访检测频率；同时，可根据MSI表型优化手

术方式，增加总生存时间。在散发性结直肠癌方

面，近年来研究发现MSI与结直肠癌肿瘤的发生部

位、患者的临床分期、淋巴结转移情况及术后放

化疗效果都有不同程度的关联[5]。

肿瘤的生长和转移依赖于脉管生成，血管及

淋巴管生成对肿瘤生长及转移均有重要影响 [6-7]。

血管密度及淋巴管密度是临床病理学中检测脉管

生成的重要评价方法[8]。但目前尚无研究探讨在结

直肠癌中MSI与脉管生成的相关性。本研究旨在分

析结直肠癌MSI患者的临床病理学特点以及与血管

密度的相关性，进一步拓展MSI检测在结直肠癌风

险评估及预后中的作用。

1  对象与方法

1.1  对象

选取 2 0 1 6 年 1 月至 2 0 1 8 年 1 2 月因结直肠癌于

广 州 市 红 十 字 会 医 院 住 院 行 根 治 手 术 患 者 标 本

101例。纳入标准：1)癌组织原发于结直肠；2)病

理资料完整。排除标准：1 )同时合并其他恶性肿

瘤；2 )病理切片存在丢片、掉片、选择位置不当

等情况；3 )临床资料不全。本研究经广州市红十

字会医院医学伦理委员会审核批准，患者均签署

知情同意书。

1.2   主要试剂

CD34(Code QBEnd10)、D2-40(Code D2-40)、

M L H 1 ( C o d e  E S 0 5 ) 、 M L H 2 ( C o d e  F E 1 1 ) 、

PMS2(Code EP51)、MSH6(Code EP49)鼠抗人单克

隆抗体均购自丹麦Dako公司；EnVision两步法免疫

组织化学试剂盒购自瑞士罗氏公司。

1.3  临床数据收集

患者临床病理情况从电子病历系统中提取，

包 括 年 龄 、 性 别 、 肿 瘤 部 位 、 肿 瘤 大 小 、 肿 瘤

分 化 程 度 、 浸 润 深 度 、 有 无 淋 巴 结 转 移 及 远 处

转移。

1.4  免疫组织化学染色

结 直 肠 癌 组 织 标 本 在 1 0 % 中 性 甲 醛 中 固 定

2 4 ~ 4 8  h ，常规脱水、固定、石蜡包埋、切片后

进 行 “ 脱 蜡 - 抗 原 修 复 - 染 色 - 脱 水 封 片 ” 一 系 列

免疫组织化学常规检测，每组实验均设用 P B S 液

代 替 第 一 抗 体 作 为 阴 性 对 照 ； 以 癌 旁 组 织 作 为

阳 性 对 照 。 病 理 切 片 均 由 两 位 高 年 资 病 理 医 师

根据 W H O  2 0 1 0 消化系统肿瘤分类标准 [ 9 ]明确诊

断及复核。

1.5  结果判定

1.5.1  MMR 状态评估

M L H 1 、 M S H 2 、 M S H 6 、 P M S 2 蛋白表达均

为细胞核阳性。判断标准：细胞核出现黄褐色或

棕 黄 色 染 色 判 定 为 表 达 阳 性 ， 细 胞 核 不 着 色 判

断为表达缺失。如肿瘤样本中4个M M R蛋白均阳

性表达，则为MMR功能完整( prof ic ient mismatch 
r e p a i r ， p M M R ) ；任一 M M R 蛋白缺失即为 M M R
功 能 缺 陷 (d e f i c i e n t  m i s m a t c h  r e p a i r ， d M M R ) 
(图1)[3]。

Conclusion: dMMR is closely associated with tumor location, tumor size and tumor differentiation. The reduced  

rate of lymphatic metastasis in dMMR is correlated with lower density of microvessel and microlympatic density.

Keywords colorectal cancer; deficient mismatch repair; microvessel density; microlympatic density
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1.5.2  血管密度评估

CD34表达于血管内皮，D2 -4 0表达于淋巴管

内皮，两者均表达为细胞质阳性。血管密度及淋

巴管密度参照Weidner等 [10-11]的判断方法，以血管

内皮或者淋巴管内皮细胞细胞质内出现棕黄色颗

粒为阳性判断标准，首先在100倍镜下由表皮到基

底选取3个组织内血管最多的区域，然后通过图像

采集仪在 4 0 0 倍镜下计数每一个视野内的脉管数

目，取其平均值进行分析。

1.6  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析。分类

变量采用例(%)表示，组间比较采用χ 2检验。两分

类变量间的相关性分析采用Spear man相关分析。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  研究对象的临床病理特征

本 研 究 纳 入 1 0 1 例 结 直 肠 癌 患 者 ， 年 龄

33~93(平均70)岁，其中女48例，男53例；肿瘤位

于右半结肠 3 8 例，横结肠 5 例，左半结肠 1 3 例，

乙状结肠26例，直肠19例；肿瘤最大径≤5 cm者

47例，5~10 cm者49例，>10 cm者5例；高分化(腺

管结构>95%)、中分化(50%~95%)、低分化(腺管

结构0 ~ 4 9 % )分别为6例、6 7例、2 8例；浸润深度

T1+T2者10例，T3+T4者91例；有淋巴结转移者45
例，有远处转移者7例(表1)。

2.2  MMR 蛋白表达情况

在本研究纳入的1 0 1例标本中，1 8例( 1 7 . 8 % )
M M R蛋白表达缺失(d M M R组)，其中M L H 1联合

PM S 2缺失有5例，M S H 2联合M S H 6缺失有1例，

M L H 1 、 M S H 2 、 M S H 6 及 P M S 2 均 缺 失 有 2 例 ，

MLH1、MSH2、MSH6及PMS2表达缺失率分别为

9.9%、10.9%、3.0%及8.9%。

2.3  MMR 蛋白表达与结直肠癌患者临床病理特征的

关系

比 较 两 组 患 者 临 床 病 理 特 征 发 现 ， d M M R
组相比pM MR组肿瘤主要位于右半结肠(61.1% v s 
32.5%，P<0.05)，肿瘤最大径≤5 cm者比例较高

(72.2% vs 41.0%，P<0.05)，肿瘤低分化比例较高

( 6 1 . 1 %  v s  2 0 . 5 % ， P < 0 . 0 1 ) ，淋巴结转移率较低

(5.6% vs 53.0%，P<0.01)(表1)。而在肿瘤浸润深

度以及是否远处转移中，两组差异无统计学意义

(P>0.05)。

2.4  血管密度及淋巴管密度与结直肠癌患者临床病

理特征的关系 
在101例标本中，血管密度为(58.42±15.54)/mm2，

淋巴管密度为(11.52 ±5.45)/mm 2。血管密度高的

患者较血管密度低者肿瘤最大径 > 5  c m 的比例较

高(64.7% vs 42.0%，P<0.05)，T3+T4深度浸润比

例较高(96.1% vs 84.0%，P<0.01)，远处转移比例

较高(11.8% vs 2.0%，P<0.05；表2)。淋巴管密度

高的患者较密度低者，肿瘤高分化比例较高(9.8% 

MLH1                                                                        MSH2                                                                      MSH6                                                                   PMS2

阳性

阴性

图1 MMR蛋白(MLH1、MSH2、MSH6、PMS2)在结直肠癌组织中的免疫组织化学表达情况(SP染色，×40)

Figure 1 Immunohistochemical expression of MMR proteins (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) in colorectal cancer tissues (SP 

staining, ×40)
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vs 2.0%，P<0.01)，淋巴结转移比例较高(54.9% vs 
34.0%，P<0.01)。

2.5  结直肠癌患者血管密度及淋巴管密度与 MMR
蛋白表达的相关性

d M M R 组 血 管 密 度 高 者 显 著 低 于 p M M R 组

(22.2% vs 56.6%，P<0.05；表1)。dMMR组淋巴管

高密度比例显著低于pM M R组( 2 7 . 8 %  v s  5 5 . 4 %，
P<0.05；表1)。进一步通过Spear man相关性分析

发现：在结直肠癌患者中，血管密度( r = 0 . 2 6 3，
P<0.01)及淋巴管密度(r=0.212，P<0.05)与MMR蛋

白表达呈正相关。

表1 MMR蛋白表达与结直肠癌临床病理特征的关系

Table 1 Relationship between MMR protein expression and clinicopathological characteristics of colorectal cancer

项目 n pMMR/[例(%)] dMMR/[例(%)] P

总计 101 83 (82.2) 18 (17.8)

年龄/岁 0.282

<70 50 39 (47.0) 11 (61.1)

≥70 51 44 (53.0) 7 (38.9)

性别 0.423

男 53 42 (50.6) 11 (61.1)

女 48 41 (49.4) 7 (38.9)

肿瘤最大径/cm 0.014

<5 47 34 (41.0) 13 (72.2)

5~10 49 44 (53.0) 5 (27.8)

>10 5 5 (6.0) 0 (0.0)

分化程度 0.003

高分化 6 5 (6.0) 1 (5.6)

中分化 67 61 (73.5) 6 (33.3)

低分化 28 17 (20.5) 11 (61.1)

浸润深度 0.131

T1+T2 10 7 (8.4) 3 (16.7)

T3+T4 91 76 (91.6) 15 (83.3)

淋巴结转移 0.001

无 56 39 (47.0) 17 (94.4)

有 45 44 (53.0) 1 (5.6)

远处转移 0.446

无 94 78 (94.0) 16 (88.9)

有 7 5 (6.0) 2 (11.1)

肿瘤部位 0.022

右半结肠 38 27 (32.5) 11 (61.1)

横结肠 5 5 (6.0) 0 (0.0)

左半结肠 13 10 (12.0) 3 (16.7)

乙状结肠 26 23 (27.8) 3 (16.7)

直肠 19 18 (21.7) 1 (5.5)

血管密度 0.010

高密度 51 47 (56.6) 4 (22.2)

低密度 50 36 (43.4) 14 (77.8)

淋巴管密度 0.040

高密度 51 46 (55.4) 5 (27.8)

低密度 50 37 (44.6) 13 (72.2)
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表2 结直肠癌组织中血管密度及淋巴管密度与临床病理因素的关系

Table 2 Relationship between vascular density or lymphatic vessel density and clinicopathological factors in colorectal cancer tissues

项目
血管密度/[例(%)] 淋巴管密度/[例(%)]

高 低 P 高 低 P

总计 51 50 51 50

年龄/岁 0.767 0.490

<70 26 (51.0) 24 (48.0) 27 (52.9) 23 (46.0)

≥70 25 (49.0) 26 (52.0) 24 (47.1) 27 (54.0)

性别 0.199 0.925

男 30 (58.9) 23 (46.0) 27 (52.9) 26 (52.0)

女 21 (41.1) 27 (54.0) 24 (47.1) 24 (48.0)

肿瘤最大径/cm 0.014 0.201

<5 18 (35.3) 29 (58.0) 27 (53.0) 20 (40.0)

5~10 29 (56.9) 20 (40.0) 22 (43.1) 27 (54.0)

>10 4 (7.8) 1 (2.0) 2 (3.9) 3 (6.0)

分化程度 0.489 0.008

高分化 1 (2.0) 5 (10.0) 5 (9.8) 1 (2.0)

中分化 36 (70.6) 31 (62.0) 35 (68.6) 30 (60.0)

低分化 14 (27.4) 14 (28.0) 9 (17.6) 19 (38.0)

浸润深度 0.000 0.572

T1+T2 2 (3.9) 8 (16.0) 7 (13.7) 3 (6.0)

T3+T4 49 (96.1) 42 (84.0) 44 (86.3) 47 (94.0)

淋巴结转移 0.913 0.035

无 28 (54.9) 28 (56.0) 23 (45.1) 33 (66.0)

有 23 (45.1) 22 (44.0) 28 (54.9) 17 (34.0)

远处转移 0.045 0.054

无 45 (88.2) 49 (98.0) 45 (88.2) 49 (98.0)

有 6 (11.8) 1 (2.0) 6 (11.3) 1 (2.0)

肿瘤部位 0.209 0.706

右半结肠 16 (31.4) 22 (44.0) 20 (39.2) 18 (36.0)

横结肠 2 (3.9) 3 (6.0) 4 (7.8) 1 (2.0)

左半结肠 8 (15.7) 5 (10.0) 4 (7.8) 9 (18.0)

乙状结肠 14 (27.5) 12 (24.0) 13 (25.6) 13 (26.0)

直肠 11 (21.6) 8 (16.0) 10 (19.6) 9 (18.0)

3  讨论

结直肠癌是人类常见的肿瘤之一，结直肠癌

发病率与病死率均在逐年上升，威胁着全球特别

是中国、日本等东亚国家患者的健康。MMR系统

在DNA损伤反应网络中可通过识别并修复碱基缺

失、错配、插入等错误，维持细胞DNA的稳定及

完整[12]。MSI为结直肠癌主要存在的遗传不稳定性

之一，由dMMR所致。多项研究 [13-14]显示MSI与结

直肠癌的临床病理特征密切相关。

本 研 究 纳 入 1 0 1 例 结 直 肠 癌 患 者 肿 瘤 组 织 切

片，dMMR有18例(17.8%)，与既往国内外报道的

10%~20%发生率相符[13,15]。MLH1、MSH2、MSH6
及PMS2表达缺失率分别为9.9%、10.9%、3.0%及
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8 . 9 % ， 其 比 例 与 既 往 报 道 [ 1 6 ]的 比 例 不 尽 相 同 。

Ye 等 [ 1 6 ]纳入 5 3 8 个中国人群肿瘤组织样本进行分

析，发现dMMR发生率为11.4%，MLH1、MSH2、

M S H 6 及 P M S 2 表 达 缺 失 率 分 别 为 5 . 8 % 、 2 . 7 % 、

3.8%及6.5%，MLH1/PMS2缺失率在女性患者中较

高，MSH2、MSH6在年龄<50岁的患者中表达缺失

率较高。本研究纳入患者男女比例均衡，且年龄

较大(平均年龄为70岁)，因此与既往研究数据有出

入 [ 1 6 ]。本研究中d M M R组肿瘤位于右半结肠者、

肿瘤低分化比例及肿瘤最大径≤5 cm者比例较高，

与既往研究[17-19]结果相符。本研究未观察到dMMR
与年龄的相关性，考虑与本研究纳入肿瘤患者年

龄偏高有关。同时在本研究中，dMMR与肿瘤浸润

深度及是否远处转移无关，提示dMMR在直结肠癌

初始阶段就已存在。

血道转移与淋巴道转移是恶性肿瘤的2个最主

要的转移途径，血道转移造成恶性肿瘤远处器官播

散、淋巴道转移造成区域淋巴结播散，均是造成患

者死亡的重要原因，因此随着血管与淋巴管特异性

标志物的出现，血管密度及淋巴管密度与患者临

床特征及患者预后间的关系也陆续被报道[20-21]。常

家聪等 [22]纳入80例结直肠癌标本、40例直肠息肉

标本、8 0例正常直肠组织标本，结果显示：直肠

癌组织中血管密度明显高于直肠息肉及正常直肠

组织，且血管及淋巴管密度与淋巴结转移、术前

远处转移存在显著的正相关。本研究发现：血管

密度高的患者较血管密度低者肿瘤最大径>5 cm比

例、T 3 + T 4深度浸润比例及远处转移比例较高，

淋巴管密度高的患者肿瘤高分化比例、淋巴结转

移比例较高。进一步分析血管密度与dMMR相关性

发现：dMMR组血管密度及淋巴管密度更低，且淋

巴结转移比例较低。相关性分析发现MMR蛋白表

达水平与血管密度及淋巴管密度均呈正相关，即

MMR蛋白表达水平越低/缺失，血管及淋巴管密度

越低，推测dMMR患者中MSI可通过抑制血管及淋

巴管生成，降低淋巴结转移比例。

M M R 蛋 白 与 结 直 肠 癌 肿 瘤 生 物 学 特 征 及 其

分 子 机 制 尚 不 明 确 ， 近 期 研 究 提 示 p 5 3 、 S F R P 4
等基因在其中发挥了一定作用 [23-24]。孙伟杰等 [23]

发 现 ： 在 散 发 性 结 直 肠 癌 标 本 中 ， M M R 系 统 重

要组成蛋白MLH1与p53基因密切相关，MLH1为

p 5 3下游靶基因，M L H 1缺失及p 5 3基因突变均可

促进肿瘤的发展。陈可绪等 [ 2 4 ]在 I I期结肠癌组织

标本中发现：MMR缺陷型结肠癌组织中SFRP4表

达显著上调，细胞实验也明确S F R P 4表达水平在

HCT116(MLH1缺失)细胞中显著上升，细胞晚期

凋亡率显著上升，提示通过siRNA干扰SFRP4表达

可降低HCT116细胞株死亡率。未来仍需进一步探

索MMR蛋白与结直肠癌生物学特征的具体分子机

制，以期寻找监测及治疗的靶点。

本研究存在以下局限性：1)dMMR组样本量较

少；2)仅分析了MMR蛋白表达与结直肠癌的相关

性，未行结直肠癌相关基因的检测；3)纳入患者年

龄偏大，存在一定的选择偏倚；4)观察对象随访依

从性较差，且年龄偏大合并症较多，随访到死亡结

局的患者中大部分死亡原因为合并症恶化，而非结

直肠癌直接导致的死亡，未进行生存曲线分析。

综上，dMMR与结直肠癌的临床病理特点密切

相关，包括主要位于右半结肠、肿瘤最大径较小、

分化程度较低，淋巴结转移率低。dMMR低淋巴结

转移率与与其低密度的血管密度及淋巴管密度相

关，MSI可能参与调节血管及淋巴管生成。下一步

需探索MSI在脉管形成中的具体分子作用机制，本

研究也为今后结直肠癌的早期诊断、预后判断、基

因治疗和药物开发提供了新线索。
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