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摘要 目的 探索转录因子( NF-E2) 相关因子 3 ( NFE2L3 )

在直肠癌( ＲC) 患者中的表达水平及其与临床预后指标的相

关性。方法 应用癌症相关数据库 GEPIA 和 Oncomine 中

NFE2L3 基因的表达水平和预后行生物信息预测; 回顾性分

析 66 对 ＲC 与 配 对 癌 旁 组 织，行 免 疫 组 化 的 方 法 检 测

NFE2L3 基因蛋白表达; 而后通过 Kaplan-Meier 单因素和 Cox

多因素分析研究 NFE2L3 表达水平与 ＲC 患者预后的关系。

结果 GEPIA 和 Oncomine 数据库均预测到 NFE2L3 基因

mＲNA 水平在 ＲC 组织中显著高于正常组织( P ＜ 0. 05) ，GE-
PIA 数据库显示 NFE2L3 基因高表达的 ＲC 患者临床预后优

于低表达者( P = 0. 041) ，且该结果与免疫组化结果相一致，

ＲC 组织中 NFE2L3 蛋白高表达( P ＜ 0. 001 ) ，且临床预后优

于低表达者( P = 0. 009) 。多因素及单因素生存分析结果提

示: NFE2L3 蛋白表达水平是 ＲC 患者预后的独立预测因子。

结论 NFE2L3 基因在 ＲC 中高表达，可以作为预测 ＲC 患者

预后良好的独立预测因子，有望成为未来 ＲC 患者治疗的新

靶点。
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直肠癌( rectal cancer，ＲC) 是常见的恶性消化

道肿瘤，当前根治性手术仍然是其主要的治疗方法，

但仍有 40% ～ 50% 的患者因术后复发或转移而死

亡［1］。寻找预测预后的有效生物学指标是当下 ＲC
诊疗的研究热点。转录因子( nuclear factor-erythroid
2，NF-E2 ) 相 关 因 子 3 ( NF-E2-related factor 3，

NFE2L3，又称 Nrf3) 是 NF-E2 家族的第三个家族成

员，主要的生物学作用是诱导抗氧化作用基因的表

达［2］。近期有研究表明［3 － 5］，NFE2L3 在血液系统、
乳腺癌等多种恶性肿瘤中呈显著高表达，且与患者

预后有着密切关系，但 NFE2L3 在 ＲC 中的表达及

预后意义目前仍未见明确报道。该研究利用免疫组

化验证结合生物信息学预测的方法探讨 NFE2L3 在

ＲC 中的表达水平及其与临床预后指标的相关性。

1 材料与方法

1． 1 生物信息学预测 选择癌症相关数据库( gene
expression profiling interactive analysis，GEPIA) ［6］和

Oncomine［7］进行生物信息学预测，具体实施步骤如

下: 输入基因名称“NFE2L3”和癌症类型中选择“直

肠腺癌”检索分析 NFE2L3 基因 mＲNA 的相对表达

水平，按其表达水平高低降序排列，排名前 50% 定

义为 NFE2L3 高表达( 46 例) ，余下定义为 NFE2L3
低 表 达 ( 46 例 ) 。运 用 Kaplan-Meier 法 绘 制

“NFE2L3 基因表达水平 － 患者的总生存期( overall
survival，OS) 关联曲线。
1． 2 ＲC 标本及患者相关临床信息 回顾性收集

2008 年 4 月 ～ 2016 年 12 月在安徽医科大学第一附

属医院普外科的 ＲC 患者癌、配对癌旁组织石蜡标

本 66 对，术后病理均证实直肠腺癌。患者相关的临

床信息见表 2。本研究已经安徽医科大学伦理委员

会审批，所有患者已签署知情同意书。
1． 3 免疫组化及结果判读 相关标本应用链霉菌

抗生物素蛋白 － 过氧化物酶连接法 ( streptavidin-
perosidade，SP) 对进行检测。一抗为 NFE2L3 兔多

克隆抗体( 货号: HPA055889) 购自美国 Sigma 公司，

工作浓度为 1 ∶ 200。染色结果: 利用盲法测定，两

名病理医师对每一张切片进行独立判断，参照此前

已报道的判读方法［8］，根据染色阳性细胞数 ( per-
centage of positive cells，PP) 乘以染色强度( staining
intensity，SI) 的百分比计算免疫反应性评分( immu-
noreactive score，IＲS) ，评分标准为: SI ( 0 ～ 3 分) : 0
为阴性，1 为弱阳性，2 为中度阳性，3 为强阳性; PP
( 0 ～ 4 分) : 0 为阴性，1 为 1% ～ 25%，2 为 26% ～
50%，3 为 51% ～75%，4 为 76% ～100%。结合 IＲS
评分 范 围 为 0 ～ 12 分，若 IＲS ＞ 4 分，定 义 为

NFE2L3 高表达; 若 IＲS≤4 分，评为 NFE2L3 低表

达。
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1． 4 统计学处理 采用 SPSS19. 0 软件进行统计分

析。ＲC 与正常对照组之间阳性表达率的比较采用

χ2 检验。Kaplan-Meier 法( log-rank test) 进行单因素

生存分析，而后将在单因素生存分析有意义的因素

代入进行 Cox 多因素生存分析。P ＜ 0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2． 1 NFE2L3 在 ＲC 中呈显著高表达 GEPIA 数

据库中共检索到含有 NFE2L3 基因表达信息的 ＲC
92 例，正常对照 318 例见图 1A; 其中共有 5 项关于

“直肠癌 vs 正常对照组”的研究在 Oncomine 数据库

中检索到，该研究涉及到有 NFE2L3 基因表达水平

的信息见图 1B，结果均显示: 与正常对照组比较，

NFE2L3 基因 mＲNA 在 ＲC 中呈现显著高表达，差异

有统计学意义( P 均 ＜ 0. 05) 。经免疫组化 SP 法进

一步验证上述结果显示，NFE2L3 蛋白主要表达于

ＲC 细胞核中，在 ＲC 中表达呈现高表达( 66. 7% ) 显

著低于配对癌旁正常组织( 15. 2% ) ，见图 2，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 001 ) ，见表 1。此蛋白表达结果

与利用癌症相关数据库预测的 mＲNA 表达结果相

一致。

表 1 NFE2L3 在 ＲC 及配对癌旁组织中的蛋白表达水平

标本类型
NFE2L3 表达水平( % ，n)

高表达 低表达
χ2 值 P 值

直肠癌组织 66． 7( 44 /66) 33． 3( 22 /66) 36． 228 ＜ 0． 001
配对癌旁组织 15． 2( 10 /66) 84． 8( 56 /66)

2． 2 NFE2L3 表达与 ＲC 患者临床病理参数的关

系 随后，对 ＲC 中 NFE2L3 差异表达水平与患者

的各项 临 床 病 理 参 数 的 关 系 进 行 检 测，见 表 2。
NFE2L3 的差异表达水平仅与有无脉管侵犯有关，

差异有统计学意义( P = 0. 013 ) ，而与患者性别、年

龄、有无淋巴结侵犯、组织学分级、肿瘤大小、TNM
分期及浸润深度无关。

表 2 NFE2L3 差异表达水平与 ＲC 患者各临床病理参数的关系

参数 n
NFE2L3 表达水平

高表达 低表达
χ2 值 P 值

性别

男 25 17 8 0． 032 0． 858
女 41 27 14

年龄( 岁)

≤ 60 45 31 14 0． 314 0． 575
＞ 60 21 13 8

淋巴结侵犯

阴性 35 26 9 1． 947 0． 163
阳性 31 18 13

组织学分级

Ⅰ ～Ⅱ 41 28 13 0． 129 0． 720
Ⅲ ～Ⅳ 25 16 9

肿瘤大小( cm)

≤5 29 19 10 0． 031 0． 861
＞ 5 37 25 12

脉管侵犯

阴性 51 38 13 6． 212 0． 013
阳性 15 6 9

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 36 23 13 0． 275 0． 600
Ⅲ ～Ⅳ 30 21 9

浸润深度

T1 + T2 37 25 12 0． 031 0． 861
T3 + T4 29 19 10

图 1 癌症相关数据库预测 NFE2L3 基因在 ＲC 中高表达

A: GEPIA 数据库预测结果; B: Oncomine 数据库预测结果; 与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 2 免疫组化法检测 NFE2L3 在 ＲC 及

癌旁正常组织的蛋白表达水平 SP × 100

A: NFE2L3 在癌旁正常组织中低表达; B: NFE2L3 在 ＲC 组织中

高表达

2． 3 NFE2L3 预测 ＲC 患者临床预后的价值 随

后对 ＲC 患者的预后与 NFE2L3 基因的差异表达水

平的关系进行研究。GEPIA 数据库预测显示: ＲC
患者中 NFE2L3 基因 mＲNA 高表达者的预后显著好

于其低表达患者( P = 0. 041 ) ，见图 3A，经进一步免

疫组 化 SP 法 检 测 得 到 相 似 的 结 论，ＲC 患 者 中

NFE2L3 蛋白高表达者的总生存时间显著好于其低

表达者，差异有统计学意义( P = 0. 009 ) ，见图 3B;

Kaplan-Meier 单因素生存分析结果示: NFE2L3 差异

表达水平、脉管侵犯、TNM 分期及浸润深度是决定

ＲC患者总生存时间差异的关键因素，见表3 ; 将该

表 3 ＲC 患者的 Kaplan-Meier 单因素生存分析( 珋x ± s)

单参数 时间( 月) 95% CI χ2 值 P 值

NFE2L3 表达水平

低表达 47． 746 ± 4． 566 38． 797 ～ 56． 696 6． 849 0． 009
高表达 76． 438 ± 3． 988 68． 621 ～ 84． 255

性别

男 77． 145 ± 5． 478 66． 408 ～ 87． 882 0． 305 0． 581
女 68． 137 ± 5． 123 58． 096 ～ 78． 179

年龄( 岁)

≤60 67． 073 ± 4． 607 58． 044 ～ 76． 103 2． 064 0． 151
＞ 60 81． 161 ± 6． 032 69． 338 ～ 92． 984

淋巴结侵犯

阴性 72． 843 ± 4． 792 63． 450 ～ 82． 235 0． 321 0． 571
阳性 68． 827 ± 5． 806 57． 447 ～ 80． 206

组织学分级

Ⅰ ～Ⅱ 72． 425 ± 4． 935 62． 753 ～ 82． 098 0． 002 0． 967
Ⅲ ～Ⅳ 70． 015 ± 5． 770 58． 706 ～ 81． 323

肿瘤大小( cm)

≤5 75． 621 ± 5． 288 65． 256 ～ 85． 986 0． 679 0． 410
＞ 5 67． 790 ± 5． 228 57． 543 ～ 78． 038

脉管侵犯

阴性 74． 375 ± 4． 036 66． 464 ～ 82． 287 3． 984 0． 046
阳性 58． 891 ± 8． 844 41． 556 ～ 76． 226

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 77． 553 ± 5． 273 67． 217 ～ 87． 888 7． 336 0． 007
Ⅲ ～Ⅳ 64． 736 ± 5． 163 54． 617 ～ 74． 856

浸润深度

T1 + T2 77． 820 ± 4． 955 68． 108 ～ 87． 532 7． 535 0． 006
T3 + T4 62． 962 ± 5． 309 52． 556 ～ 73． 368

图 3 基于 NFE2L3 表达水平差异绘制总生存曲线

A: NFE2L3 mＲNA 表达水平与总生存期曲线( Kaplan-Meier 法) ;

B: NFE2L3 蛋白表达水平与总生存曲线( Kaplan-Meier 法)

4 个单因素代入 Cox 多因素生存分析后，显示如下:

NFE2L3 表达水平可作为 ＲC 患者预后的独立预测

因子( P = 0. 012) 。见表 4。

表 4 ＲC 患者的 Cox 多因素生存分析值

多因素 HＲ 值 95% CI P 值

NFE2L3 表达水平( 低 vs 高) 0． 274 0． 101 ～ 0． 749 0． 012
TNM 分期( Ⅰ ～Ⅱ vs Ⅲ ～Ⅳ) 1． 857 0． 835 ～ 4． 133 0． 129
浸润深度( T1 + T2 vs T3 + T4) 1． 872 0． 888 ～ 3． 947 0． 100
脉管侵犯( 阴性 vs 阳性) 1． 244 0． 542 ～ 2． 858 0． 606

3 讨论

目前在霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、乳腺

癌、大肠癌、睾丸癌、胰腺癌等多种恶性肿瘤中均发

现 NFE2L3 呈现显著高表达水平［3 － 5，9 － 10］，但有关
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该基因到底扮演着促癌基因还是抑癌基因的角色却

存在着不同的研究发现。Chevillard et al［11］最早利

用 NFE2L3 基因缺陷的小鼠模型发现，该基因缺失

后的小鼠对致癌物苯并芘的敏感性高度增加，其 T
细胞淋巴母细胞淋巴瘤的发病率显著升高，且死亡

率亦增加，提示该转录因子在造血系统恶性肿瘤中

具有保护作用，发挥着抑癌基因的角色。另一方面，

Wang et al［10］证实 NFE2L3 在胰腺癌中呈明显高表

达，并与患者淋巴结转移及 TNM 分期呈正相关性，

且高表达 NFE2L3 的患者生存期更短，其机制与其

调控血管内皮生长因子 A 表达促进肿瘤血管生成

有关，该结果提示 NFE2L3 又具有促癌基因的角色。
而在大肠癌的研究中出现了更为有趣的现象: 国内

学 者［12 － 14］ 利 用 全 基 因 组 寡 核 苷 酸 技 术 筛 选 出

NFE2L3 为大肠癌高表达基因，并在体外实验中发

现 NFE2L3 可抑制大肠癌细胞株 LoVo 和肝癌细胞

株 SMMC-7721 的细胞生长，但对细胞凋亡无明显影

响; 国外 Chowdhury et al［15］通过实验证实 NFE2L3
可通过刺激 U2AF 同源基序激酶 1 基因的表达在体

外促进大肠癌细胞株 DLD-1 的细胞增殖，但它们在

另一种大肠癌细胞株 HCT116 中也发现 NFE2L3 可

显著抑制其细胞增殖。本实验采用生物信息学的方

法预测到 NFE2L3 基因在 ＲC 组织中的表达明显高

于正常对照组( P 均 ＜ 0. 05 ) ; 进一步应用免疫组化

SP 法对 66 例 ＲC 及配对的癌旁组织进行检测显示:

NFE2L3 蛋白在 ＲC 组织中显著升高，且与配对癌旁

边组织相比，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。这一

真实数据结果与生物信息学预测结果相一致，同时

也与 NFE2L3 基因在前述其它恶性肿瘤中的高表达

情况相吻合。该结果提示: NFE2L3 基因在恶性肿

瘤发展、发生等生物学进程中起着关键的作用。
继而对 NFE2L3 表达水平与 ＲC 预后进行研

究，经相关性分析显示: NFE2L3 的差异表达与 ＲC
患者有无脉管侵犯有关; 经 Cox 多因素生存分析显

示: NFE2L3 基金的高表达可作为预测 ＲC 患者预后

良好的独立预测因子，该结果与利用 GEPIA 公共数

据库直肠癌数据预测的生存分析结果相一致，提示

NFE2L3 高表达与 ＲC 患者预后良好相关，该基因可

能参与 ＲC 转移、生长等过程并发挥重要调节作用。
而针对 NFE2L3 在上述不同恶性肿瘤中既有发

挥促癌基因的作用亦有抑癌基因的作用，甚至在大

肠癌不同细胞株中扮演着相反的角色，这一现象也

提示: NFE2L3 在肿瘤中所发挥的调控作用存在着

较大的异质性，未来仍需要进一步深入探索，剖析其

在具体瘤种中的特异性作用及其分子机制。
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Expression of NFE2L3 in rectal cancer and its prognostic significance
Sai Kai1，2，Yu Changjun1

( 1Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of General Surgery，Anhui Provincal Children’s Hospital，Hefei 230002)

Abstract Objective To explore the expression of NFE2L3 and its prognostic significance in patients with rectal
cancer( ＲC) ． Methods Using the data of the cancer database gene expression profiling interactive analysis( GE-
PIA) and Oncomine，the expression levels and prognosis of genes NFE2L3 were used for bioinformatics prediction．
66 cases of ＲC patients tissue samples and paired normal tissues were collected retrospectively to examine the
NFE2L3 protein expression level by immunohistochemical staining． The relationship between NFE2L3 expression
level and prognosis of rectal cancer patients was analyzed by Kaplan-Meier univariate and Cox multivariate factors．
Ｒesults Both GEPIA and Oncomine databases predicted that NFE2L3 mＲNA levels in rectal cancer tissues were
significantly higher than those in normal tissues ( P ＜ 0. 05) ． GEPIA data showed that patients with high NFE2L3
mＲNA levels had significantly better prognosis than patients with low expression ( P = 0. 041) ． Subsequent immu-
nohistochemical results confirmed the above prediction results． NFE2L3 protein levels in ＲC were highly expressed
( P ＜ 0. 001) compared with those in normal tissues，and the prognosis was better than that of patients with low ex-
pression of NFE2L3 ( P = 0. 009) ． Multivariate and univariate survival analyses revealed that NFE2L3 high expres-
sion could be used as an independent predictor of good prognosis in ＲC patients． Conclusion NFE2L3 gene is
highly expressed in rectal cancer，and highly expressed NFE2L3 can be used as an independent predictor of good
prognosis in rectal cancer patients． NFE2L3 gene is expected to be a new target for the treatment of patients with
rectal cancer in the future．
Key words rectal cancer; NFE2L3; prognosis; bioinformatics
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染色体微阵列分析技术在 210 例发育迟缓 /
智力低下患儿中的应用

李 红，童光磊，张 敏，鲍劲松，李司南，周陶成，易 昕，蔡云飞，董文旭，陈露露，康倩倩，陈 婧

摘要 目的 探讨染色体微阵列分析技术( CMA) 在检查核

型分析未见异常的发育迟缓 /智力低下( DD/ID) 患儿方面的

应用价值。方法 选取 210 例 DD/ID 伴或不伴其他异常患

儿，分为 2 组: 单纯性 DD/ID 组( n = 90 ) ，复杂性 DD/ID 组

( n = 120 例，合并癫痫 23 例、头颅磁共振异常 36 例、心血管

系统 19 例、多发结构畸形 42 例) 。提取其外周血 DNA，采用

CGXv1. 18-plex 基因芯片进行全基因组拷贝数变异( CNVs)

检测，查询国际 病 理 性 CNV 数 据 库 ( ClinVar、DECIPHEＲ、
OMIM 等) 、DGV 数据库，检索 PubMed 数据库相关文献，对
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CNVs 致病性进行分析。结果 在 210 例 DD/ID 患儿中检

出 83 例染色体拷贝数异常，检出率为 39. 5%。其中，检出已

知致病的常见微缺失 /微重复综合征 66 例; 罕见综合征 1 例

( Kleefstra 综合征) 。可疑致病变异的微缺失 /微重复 9 例，

可能良性变异 1 例，临床意义不明 6 例。结论 CMA 可以

明显提高 DD/ID 患儿遗传学病因的诊断率，对于患儿的治

疗及其父母的再生育具有重要的指导意义。因此可以作为

DD/ID 患儿的一线诊断方法。

关键词 智力低下; 发育迟缓; 染色体微阵列分析; 拷贝数变

异; 儿童
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发育迟缓 /智力低下( developmental delay / intel-
lectual disability，DD /ID) 是一组在 18 周岁前发病，

以认知功能障碍和社会适应能力缺陷为特征的疾

·679· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Jun; 54( 6)


