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[摘要]　目的　探讨不同分期结直肠癌患者血清外泌体中整合素α5、

β5、β6的表达水平及其临床意义。方法　收集2016年1月－2020年10月就

诊于湖南省中医药研究院附属医院和湖南省肿瘤医院的50例结直肠癌患者

的血清标本，按照TNM分期分为结直肠癌Ⅰ期组(n=5)、Ⅱ期组(n=19)、

Ⅲ期组(n=14)与Ⅳ期组(仅肝转移，n=12)。另收集2018年8月－2020年5月

于湖南省中医药研究院附属医院健康管理中心体检的10名健康者的血清

标本作为健康对照组。对血清标本进行外泌体提纯，运用纳米微粒追踪

分析(NTA)及Western blotting鉴定外泌体；采用Western blotting检测血清外

泌体中整合素α5、β5、β6的表达水平。随访追踪50例结直肠癌患者的生存

期，采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线，采用Cox比例风险回归模型进行生

存分析。结果　50例结直肠癌患者中，男26例(52.0%)，女24例(48.0%)，

以中老年群体为主，平均年龄58岁；TNM分期Ⅰ期5例(10.0%)，Ⅱ期19

例(38.0%)，Ⅲ期14例(28.0%)，Ⅳ期(仅肝转移) 12例(24.0%)。随访截至

2021年2月，随访时间5~60个月，中位随访时间44个月，无病例脱落或失

访。NTA分析结果显示，各组血清外泌体的粒径分布集中在50~150 nm。

Western blotting检测结果显示，各组血清外泌体中ALIX、HSP70等标志性

蛋白均有表达，证实提取物为外泌体；各组血清外泌体中整合素α5、β5、

β6均有不同程度表达，其中整合素α5、β5的表达水平随着TNM分期增加

而升高，肝转移Ⅳ期患者α5、β5表达水平明显高于非Ⅳ期患者(P<0.05)，

而整合素β6表达与TNM分期无明显关系(P>0.05)。Kaplan-Meier生存曲

线分析显示，整合素α 5、β 5及TNM分期与结直肠癌患者的生存期有关

(P<0.05)；Cox比例风险回归模型分析结果显示，整合素α5及病理分化程

度是结直肠癌患者生存期的独立影响因素(P<0.05)。结论　外泌体整合素

α5、β5与结肠癌肝转移及TNM分期有关，外泌体整合素α5及病理分化程度

与结肠癌预后有关，外泌体整合素α5、β5可能成为潜在的血清标志物。
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[Abstract]　Objective　To investigate the expression levels of serum exosomes integrin α5, β5 and β6 and their clinical 

significance in patients with different stages of colorectal cancer (CRC). Methods　The serum samples were collected from 50 

patients with CRC admitted in the Affiliated Hospital of Hunan Academy of Traditional Chinese Medicine and Hunan Cancer 

Hospital from January 2016 to October 2020, and were divided into CRC stage Ⅰ group (n=5), CRC stage Ⅱ group (n=19), CRC 

stage Ⅲ group (n=14), and CRC stage Ⅳ group (only liver metastasis, n=12) according the TNM stage. The serum samples were 

collected from 10 healthy people who underwent physical examination in the Health Management Center of the Affiliated Hospital 

of Hunan Academy of Traditional Chinese Medicine from August 2018 to May 2020, and set as healthy people group. The exosomes 

were purified, and then identified by nanoparticle tracking assay (NTA) and Western blotting. The expression levels of integrin α5, 
β5 and β6 were detected by Western blotting, the survival time of 50 patients with CRC were followed up. Kaplan-Meier method was 

used to draw the survival curve, and Cox proportional hazards model was used for survival analysis. Results　The 50 patients with 

CRC [26 males (52.0%) and 24 females (48.0%)] are mainly middle- and elderly-aged with average age of 58 years. Five cases (10.0%) 

in TNM stage Ⅰ, 19 cases (38.0%) in stage Ⅱ, 14 cases (28.0%) in stage Ⅲ and 12 cases (24.0%) in stage Ⅳ (only liver metastasis). 

Up to February 2021, the follow-up time was 5-60 months, and the median follow-up time was 44 months, no cases fell off or lost 

follow-up. NTA analysis showed that the particle diameter of serum exosomes in all serum samples were concentrated in 50-150 nm. 

Western blotting results showed that the marker proteins of serum exosomes ALIX and HSP70 were expressed in all serum samples, 

which confirmed that these extracts were exosomes. Integrin α5, β5 and β6 were expressed in different degrees, the expression levels 

of integrin α5 and β5 increased with the increase of TNM stage, and significantly higher in live metastasis than in non-stage Ⅳ 

(P<0.05). However, no significant relationship existed between the expression of integrin β6 and TNM stage (P>0.05). Kaplan-

Meier method showed that integrin α5, β5 and TNM stage were related with survival of patients with CRC (P<0.05). The results of 

Cox proportional risk model suggested that integrin α5 and the degree of pathological differentiation were independent influencing 

factors of survival in patients with CRC (P<0.05). Conclusion　Exosomes integrin α5, β5 are related to liver metastasis and TNM 

stage of CRC. Exosomes integrin α5 and the degree of pathological differentiation are related to the prognosis of colorectal cancer, 

and integrin α5 and β5 may become potential serum markers.
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结直肠癌是全球癌症发病率第三、死亡率第二

的恶性肿瘤[1]，严重影响人们的生命健康，临床治

疗常采用手术、放化疗、靶向治疗、免疫及中医中

药治疗为一体的综合治疗模式。肿瘤转移是导致结

直肠癌患者死亡的主要原因[2]，肝脏是结直肠癌转

移发生率最高的器官，而晚期结直肠癌5年生存率

约11.7%[3-5]。因此，深入探讨结直肠癌肝转移的机

制具有十分重要的意义。整合素属于细胞表面黏附

分子家族，通过与相应配体结合，介导细胞与细胞

间及细胞与细胞外基质(extracellular matrix，ECM)
的黏附反应，调控细胞的生物学行为。多项研究

显示，整合素α5、β5、β6在结直肠癌侵袭、转移过

程中发挥着重要作用[6-10]。本研究检测不同分期结

直肠癌患者及健康人血清外泌体整合素α5、β5、β6

的表达情况，分析其与生存期的关系，探讨整合素

α5、β5、β6在结直肠癌诊断、治疗及预后预测中的

价值。

1　资料与方法

1.1　一般资料　收集2016年1月－2020年10月就诊

于湖南省中医药研究院附属医院和湖南省肿瘤医

院的50例结直肠癌患者的血清标本。纳入标准：

年龄>18岁，性别不限；符合结直肠癌诊断标准；

未经放化疗和手术的初诊患者。排除标准：因其

他疾病或事故死亡；依从性差不能随访。结直肠

癌按照中国临床肿瘤学会(Chinese Society of Clinical 
Oncology，CSCO)结直肠癌诊疗指南[11]标准，经手

术或病理活检确诊。按照国际抗癌联盟(Union for 
International Cancer Control，UICC)及美国肿瘤联

合会(American Joint Committee on Cancer，AJCC) 
TNM分期系统(第8版)[12]，将50例结直肠癌患者分

为结直肠癌Ⅰ期组(n=5)、Ⅱ期组(n=19)、Ⅲ期组

(n=14)与Ⅳ期组(仅肝转移，n=12)。
收集2018年8月－2020年5月于湖南省中医药研

究院附属医院健康管理中心体检的10名健康者的血

清标本作为健康对照组。经过询问病史、体格检

查以及完善胃肠镜、肿瘤标志物、影像学等检查认

定为无恶性肿瘤，且无肠道癌前病变如腺瘤、黑

病变等，排除合并糖尿病、心脑血管疾病、肝肾

疾病等慢性疾病及肿瘤家族史者。本研究通过湖
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南省中医药研究院伦理委员会[HZL(K)20180614-
0 0 1 - 0 1 C号 ]和湖南省肿瘤医院医学伦理委员会

(SBQLL-2020-110)审核，所有研究对象均签署知情

同意书。

1.2　主要试剂及仪器　外泌体提取试剂盒(EIQ3-
01001 kit，171018，上海华盈生物医药科技有限公

司)；四甲基乙二胺(TEMED；T105497，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司)；RIPA裂解液(P0013B，

上海碧云天生物技术有限公司)；三羟甲基氨基

甲烷缓冲液(Tr i s；V900483，美国Sigma公司)；
兔抗人HSP70抗体(ab181606)、兔抗人ALIX抗体

(ab186249)、兔抗人整合素α5抗体(ab150361)、兔

抗人整合素β6抗体(ab187155)、兔抗人整合素β5抗

体(ab184312) (英国Abcam公司)；兔抗人甘油醛-3-
磷酸脱氢酶抗体(GAPDH，10494-1-AP)、羊抗兔抗

IgG HRP(SA00001-2) (美国Proteintech公司)。纳米

检测仪(NanoFCM，厦门福流生物科技有限公司)；
台式冷冻离心机(湖南湘仪离心机仪器有限公司)；
电泳仪、转膜仪(北京六一生物科技有限公司)；摇

床、旋涡混合器(海门市其林贝尔仪器制造有限公

司)；磁力搅拌器(上海雷磁仪电科学仪器股份有限

公司)。
1.3　方法

1.3.1　外泌体分离　按照外泌体提取试剂盒(EIQ3-
01001 kit)说明书步骤操作，取血清标本于4 ℃下

3000g离心10 min；取200 μ l，加入50 μ l提取试剂

A，混匀后4 ℃静置孵育30 min；室温下3000 g离心

10 min，弃上清；用200 μl PBS重悬，向重悬液中加

入50 μl试剂B，混匀后4 ℃静置孵育30 min；室温下

3000g离心10 min，弃上清；用50~120 μl PBS重悬，

分装后于–80 ℃冻存待测。

1 . 3 . 2　纳米微粒追踪分析(nanopar t ic le  t rack ing 
ana l y s i s，N TA )外泌体 [ 1 3 - 1 4 ]　取冻存的外泌体样

品，25 ℃水浴解冻后，于冰上放置；取20 μl置于

离心管中，加入980 μl已过滤的PBS溶液(样本50倍
稀释)，反复吹打混匀，0.22 μm滤膜过滤，采用 
纳米检测仪进行分析，具体由上海逍鹏生物公司 
测定。

1.3.3　Western blotting鉴定外泌体及测定整合素

α 5、β 5、β 6表达水平　取外泌体样品，根据B C A
定量结果加入6×蛋白上样缓冲液，金属浴中煮沸

变性，取20 μg上样，行凝胶电泳，转至P VDF膜

上，5%封闭液封闭60 min，加入HSP70(1∶3000)、
A L I X ( 1 ∶3 0 0 0 )、整合素α 5( 1 ∶3 0 0 0 )、整合素β 6 

(1 ∶3000)、整合素β 5(1 ∶1000)、G A PDH(1 ∶5000)
一抗，4 ℃摇床孵育过夜；次日用TBST及TBS洗
涤，加入山羊抗兔二抗(1∶6000)室温孵育90 min；

用TBST洗涤3次，加入ECL化学发光液显影，用

Quantity One灰度分析软件进行分析。

1.3.4　直肠癌患者生存期的影响因素分析　所有

患者每1~2个月接受1次电话随访，随访日期从入

组开始至患者出现本病相关死亡，随访截至2021年
2月。生存期为从随机化开始至死亡或末次随访时

间。采用Kaplan-Meier法和Cox比例风险回归模型分

析预后影响因素。

1.4　统计学处理　采用SPSS 19.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，若符合正态分布和方差

齐，多组间比较采用方差分析，进一步两两比较采

用LSD-t检验或非参数检验。采用GraphPad Prism 8.0
软件制作粒径图，Quantity One灰度分析软件进行

Western blotting分析，实验均重复3次。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　一般资料　50例中，男26例(52.0%)，女24
例( 4 8 . 0 % )，以中老年群体为主，平均5 8岁；年

龄≤60岁者24例(48.0%)，>60岁者26例(52.0%)；
TNM分期Ⅰ期5例(10.0%)，Ⅱ期19例(38.0%)，Ⅲ

期14例(28.0%)，Ⅳ期(仅肝转移)12例(24.0%)；黏

液性腺癌2例(4.0%)，低分化腺癌15例(30.0%)，中

分化腺癌25例(50.0%)，高分化腺癌8例(16.0%)。随

访截至2021年2月，随访时间5~60个月，中位随访

时间44个月，无病例脱落或失访。

2.2　外泌体鉴定结果　NTA分析结果显示，各组

血清外泌体的粒径分布集中在50~150 nm(图1)。
Western blotting检测结果显示，各组血清外泌体中

ALIX、HSP70等标志性蛋白均有表达(图2)，证实

提取物为外泌体，可进行后续实验。

2.3　各组血清外泌体中整合素α5、β5、β6的表达

情况　Western blotting检测结果显示，各组血清外

泌体中整合素α5、β5表达水平较高，其水平随着结

直肠癌TNM分期增加而增高；结直肠癌Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期组整合素α5、β5表达水平差异有统计学意

义(P<0.05)，整合素β6仅少量表达，其水平并不随

着TNM分期而呈一致性改变(P>0.05)(图3)。结直

肠癌Ⅳ期组整合素α5、β5表达水平明显高于结直肠

癌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期组(P<0.01)，结直肠癌Ⅲ期组明显

高于结直肠癌Ⅰ、Ⅱ期组(P<0.01)，结直肠癌Ⅱ期

组高于结直肠癌Ⅰ期组(P<0.05)(图3)。
2 . 4 　结直肠癌患者生存期的影响因素分析　

K aplan -Me i er生存曲线分析显示，整合素α 5、整

合素β 5、T N M分期与结直肠癌患者生存期有关

(P<0.01)，病理分化程度、性别、年龄与结直肠癌

患者生存期无明显相关性(P>0.05，图4)。
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图1　各组血清外泌体纳米微粒追踪分析(NTA)结果

Fig.1　Nanoparticle tracking analysis (NTA) of serum exosomes in each group
A. 健康对照组；B. 结直肠癌Ⅰ期组；C. 结直肠癌Ⅱ期组；D. 结直肠癌Ⅲ期组；E. 结直肠癌Ⅳ期组

图2　各组血清外泌体标志蛋白ALIX、HSP70的表达情况

(Western blotting)

Fig.2　Expression of serum exosomes marker proteins ALIX 

and HSP70 in each group (Western blotting)
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图3　各组血清外泌体中整合素α5、β5、β6的表达情况

(Western blotting)

Fig.3　Expression of integrin α5, β5 and β6 in serum exosomes 

of each group (Western blotting)
　　与健康对照组比较，(1)P<0.01；与结直肠癌Ⅰ期组比较，

(2)P<0.05，(3)P<0.01；与结直肠癌Ⅱ期组比较，(4)P<0.01；与

结直肠癌Ⅲ期组比较，(5)P<0.01

Cox比例风险回归模型分析结果显示，整合素α5 

及病理分化程度是结直肠癌患者生存期的独立影响

因素(P<0.01，图5、表1)。

3　讨　　论

结直肠癌是2020年中国癌症发病率第二、死亡

率第五的恶性肿瘤[15]。肝转移是结直肠癌患者死亡

的主要原因之一。因此，深入探讨结直肠癌肝转移

的机制具有重要意义。目前研究认为，恶性肿瘤的

侵袭、转移是一个动态连续的过程[16]。肿瘤细胞首

先从原发部位脱落，侵入到ECM中，与基底膜细胞

间质中的一些分子黏附，并激活细胞合成、分泌各

种降解酶类，协助肿瘤细胞穿过ECM进入血管，然

后在某些因子的作用下运行并穿过血管壁外渗到继

发部位，继续增殖形成转移灶[17]。

整合素作为细胞表面黏附分子家族的一员，

是由α(120~185 kD)和β(90~110 kD)两个亚单位经

非共价键连接组成的异源二聚体，包括一段C端细

胞质内区域和一段N端细胞外区域(β4除外)。现已

发现18种α亚单位和8种β亚单位。α、β链共同构成

识别配体的结合点，构成20多种整合素。整合素在

与ECM连接后，通过聚集(包括支架分子，如p130-
CR K相关底物)、招募并激活激酶[如局部黏附激

酶(FAKs)和src家族激酶(sFKs)]将ECM与肌动蛋白

细胞骨架耦合[9]，直接或间接地影响肿瘤细胞的分
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图4　结直肠癌患者生存期影响因素的Kaplan-Meier曲线分析

Fig.4　Kaplan-Meier curve analysis of the influencing factors of survival of patients with colorectal cancer
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表1　结直肠癌患者生存期影响因素的Cox比例风险回归模型分析

Tab.1　Multivariate Cox proportional hazards model analysis of the influencing factors of survival of patients with colorectal cancer

因素 β SE Wald χ2 df P OR 95%CI

病理分化程度 1.202 0.489 6.059 1 0.014 3.328 1.278~8.671

整合素α5 2.925 0.738 15.686 1 0.000 18.626 4.381~79.191

　　β. 偏回归系数；SE. 标准误；df. 自由度；P. 概率；OR. 优势比；95%CI. 95%置信区间；Cox回归方程中的变量包含整合素α5、病理

分化程度，提示整合素α5及病理分化程度对生存曲线存在影响，OR>1，提示整合素α5值越高，病理分化程度越差，预后越差

化、增殖、迁移、凋亡及肿瘤血管的形成等[18-19]。 
有研究发现，整合素α 5β 1(ITG A5)可通过α 5β 1-纤
连蛋白途径促进原位肿瘤向远处器官转移 [ 2 0 ]。 
Shao等 [21]采用Western blotting检测发现，与原始

细胞相比，转移性HT29细胞中整合素α5β1表达增

加。Lu等 [22]利用生物信息学方法分析了癌症基因

组图谱(The Cancer Genome Atlas，TCGA)，结果显

示，ITG A5表达越高，结直肠癌患者的总生存率

越低。Pelillo等[23]发现，肝脏微环境通过调节整合

素α5β1及其信号通路(FAK)的活性来驱动大肠癌细
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胞沉降到肝脏中，而整合素α5β1与α2β1协同发挥作

用，共同促进癌细胞在肝脏中的侵袭和扩散。整合

素β5(ITGβ5/ITGαvβ5)是一种玻连蛋白受体[24]，可

与αv亚基组成异二聚体，影响肿瘤的黏附、生长、

迁移及侵袭等[25-30]。Hoshino等[31]通过定量质谱分

析和Western blotting检测发现，ITGβ5主要在肝嗜性

细胞的外泌体中检测到。同样，有研究在黑色素瘤

肝转移、结直肠癌肝转移、胰腺癌肝转移及胃癌肝

转移的外泌体中均检测到整合素β5
[32]，提示整合素β5

可调节肝转移的倾向性。整合素αvβ6是仅存在于上

皮源性恶性肿瘤的一类特殊亚型，与多种上皮性肿

瘤的发生、发展、侵袭和转移密切相关。Bates等[33] 

发现，启动子转录调节因子-1(Ets-1)与整合素β6的

转录激活及结肠癌患者的生存获益存在相关性。

Wang等[34]发现，整合素αvβ6通过内吞、胞吐循环

直接参与细胞的迁移运动，为结肠癌细胞的肝转移

提供动力。本研究发现，各组血清外泌体中整合素

α5、β5、β6均有不同程度表达，其中整合素α5、β5

表达水平随着TNM分期增加逐渐增高，且肝转移

Ⅳ期患者α5、β5表达水平明显高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期患

者(P<0.05)，提示整合素α5、β5与肝转移、TNM分

期有关。Kaplan-Meier生存曲线分析显示，整合素

α5、β5与结直肠癌患者生存期有关；Cox比例风险

回归模型分析显示，结直肠癌患者整合素α5水平越

高、病理分化程度越低，则预后越差，提示整合素

α5、β5、病理分化程度与结直肠癌的预后有关。

值得注意的是，本研究发现，整合素β6在结直

肠癌Ⅰ－Ⅳ期患者中均有表达，但各分期表达水平

差异无统计学意义，这与既往Peng等[35]和Ahn等[36]

的研究结果一致，提示整合素αvβ6表达水平与结直

肠癌良恶性无明显关联，总体生存率或临床病理特

征与整合素αvβ6表达无明显相关性。但Peng等[35]和

Ahn等[36]的研究仅对整合素αvβ6进行单因素分析，

未对其相互作用因子如Ets-1、磷酸化细胞外信号调

节激酶2(phosphorylated extracellular signal-regulated 
kinase 2，p-ERK2)或尿激酶型纤溶酶原激活物受体

(urokinase-type plasminogen activator receptor，uPAR)以
及真核细胞起始因子4E(eukaryotic initiation factor-4E，
eIF4E)等进行分析，因为结直肠癌患者在同时表达

上述因子和整合素αvβ6时更容易出现复发转移[35]， 
或者这些因子可增强整合素αvβ6的效力[8]，或者整

合素β6同时受Ets-1和eIF4E的调节才能发挥作用[7]，

且β6的表达可能提示化疗耐药，导致患者生存率明

显降低[37]，但并不意味着整合素β6的表达与分期呈

一致性[36]。

本研究存在一定的局限性：未对整合素β6的相

互作用因子进行研究；未对其他Ⅳ期如肺部、远处

淋巴结转移等患者进行同期研究，以明确整合素

α5、β5是否引导结肠癌细胞定向转移至肝脏组织；

未进行深入的细胞、动物实验加以验证。

综上所述，本研究结果表明，整合素α5、β5参

与了结直肠癌的侵袭、迁移过程，是导致结直肠癌

肝转移的原因之一，可能成为潜在的血清标志物。

该结果为深入挖掘整合素α5、β5作为结直肠癌浸润

转移的预测分子以及结直肠癌肝转移的作用机制提

供了理论依据，但仍需进行多中心、大样本的临床

与基础研究，以确定整合素α5、β5对结直肠癌的诊

断、治疗及预后价值。
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