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CCDC66在结直肠癌中的表达及与肿瘤微血管密度的关系
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摘 要:目的 探讨卷曲螺旋结构域蛋白(coiled-coildomaincontainingprotein66,CCDC66)在结直肠癌中的表达及与血

管生成的关系。方法 应用qRT-PCR技术检测CCDC66在24例结直肠癌新鲜组织及6株结直肠癌细胞中 mRNA的

表达;通过免疫组织化学方法检测CCDC66蛋白在46例结直肠癌组织芯片中的表达,以及CCDC66在其中20例结直肠

癌石蜡包块组织中的表达,并分析CCDC66表达与患者临床病理参数以及肿瘤微血管密度的关系。结果 与癌旁组织

相比,在24例结直肠癌组织中CCDC66mRNA的表达明显下调(P<0.01),在6株结直肠癌细胞中的表达也显著低于

正常结肠黏膜上皮来源细胞株FHC(P<0.01);免疫组化检测显示,CCDC66在46例结直肠癌组织芯片中的表达显著

低于癌旁组织(P=0.0008),CCDC66蛋白表达与肿瘤淋巴结转移(P =0.0361)和 TNM 分期(P =0.0361)有关;

CCDC66高表达组肿瘤组织微血管计数显著低于CCDC66低表达组(P=0.0013)。结论 CCDC66在结直肠癌组织和

细胞株中低表达,并与肿瘤转移有关,CCDC66可能通过抑制肿瘤血管生成抑制结直肠癌的转移。
关键词:CCDC66;结直肠肿瘤;肿瘤转移;微血管密度
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  Abstract: Objective Toelucidatetheexpressionofcoiled-coildomaincontainingprotein66(CCDC66)in
colorectalcancer(CRC)anditscorrelationwithangiogenesis. Methods QuantitativerealtimePCR(qRT-
PCR)wasusedtodetecttheexpressionofCCDC66mRNAinCRCtissuesof24patientsand6CRCcelllines.
Animmunohistochemistry(IHC)methodwasusedtodetecttheexpressionofCCDC66proteinin46CRCtis-
suechipsandin20paraffinblockCRCtissuesoutofthem,andthecorrelationbetweenCCDC66expressionand
theclinicopathologicalparametersofpatients,themicrovesseldensity(MVD)wasanalyzed. Results The
expressionofCCDC66mRNAin24CRCtissueswassignificantlydecreasedbycomparingwiththatintheadja-
centcanceroustissues(P<0.01),anditsexpressionin6CRCcelllineswasalsolowerthanthatinthenor-
malcolonicepithelialcelllineFHC(P<0.01).Immunohistochemistrydetectingresultsshowedthattheex-
pressionofCCDC66proteininthetissuemicroarraycontainingCRCtissuesof46caseswasobviouslylower
thanthatintheadjacentcanceroustissues(P =0.0008).TheexpressionofCCDC66wascorrelatedwith
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tumorlymphnodemetastasis(P=0.0361)andTNMstaging(P=0.0361).TheMVDcountintumortis-
suesofthehighCCDC66expressiongroupwaslowerthanthatinthelowCCDC66expressiongroup(P =
0.0013). Conclusion TheexpressionofCCDC66isdownregulatedinCRCtissuesandcelllines,whichis
correlatedwithtumormetastasis.CCDC66mayinhibitCRCmetastasisbysuppressingtumorangiogenesis.
  Keywords: CCDC66;colorectalneoplasms;tumormetastasis;microvesseldensity

  结直肠癌发病率逐年上升,目前我国结直肠癌发

病率在男性位于第三位,女性位于第二位,死亡率位于

所有肿瘤的第四位[1-2]。传统治疗方案为手术切除肿

瘤并结合放化疗,但化疗药物均存在毒副作用及耐药

性影响疗效,而近些年新出现的肿瘤靶向药治疗及免

疫治疗又存在受益人群较少的缺憾,很多结直肠癌患

者由于伴有K-Ras突变并不能应用抗EGFR靶向药

治疗[3]。因此进一步阐明结直肠癌发生及转移的机

制,探寻有效的靶向药物作用靶点,对于改善结直肠癌

患者的治疗现状至关重要。卷曲螺旋结构域蛋白66
(coiled-coildomaincontainingprotein66,CCDC66)

是中心粒卫星蛋白[4],其基因突变可引起狗的视网膜

萎缩[5],但是测序分析发现CCDC66与人的视网膜营

养不良性萎缩并无相关性[6]。有文献报道CCDC66
缺氧时在结直肠癌细胞中表达降低[7],而恶性肿瘤组

织由于生长旺盛及肿瘤性血管结构异常[8],均存在不

同程度的缺氧,缺氧导致下调表达的CCDC66在结直

肠癌中的表达及与血管生成是否有关,尚未见文献报

道。我们通过qRT-PCR、免疫组织化学染色等技术检

测CCDC66在结直肠癌中的表达,分析其表达与临床

病理参数的相关性,并初步探讨CCDC66表达与结直

肠癌微血管密度的关系,可能为结直肠癌抗肿瘤血管

生成治疗提供新的靶点。

1 材料和方法

1.1 标本及组织芯片制备方法 24例结直肠癌新鲜

组织取自南方医科大学附属南方医院普外科手术切除

的结直肠癌患者,肿瘤组织及癌旁组织各取黄豆般大

小样本,置于液氮中储存直至提取总RNA。并收集

2018年6月—2018年12月皖南医学院附属弋矶山医

院普外科收治的结直肠癌肠癌手术切除标本(结直肠

癌组织及癌旁组织)46对,经常规石蜡包埋制备石蜡

标本。并对石蜡标本进行 HE染色,标记待取的典型

肿瘤部位,应用组织芯片仪(北京博医康实验仪器有限

公司)分别穿取每对供体蜡块放入受体蜡块孔中制备

2个6×8阵列组织芯片(其中每个阵列空2孔用于标

记)。上述标本来源于术前均未接受放化疗患者,术后

病理均证实为结直肠腺癌,均已收集完整的临床病理

资料。

1.2 细胞培养 人结直肠癌细胞株SW480、SW620、

HT29、RKO、Caco-2、LoVo及正常结肠黏膜上皮细胞

株FHC均购自美国模式培养物集存库(American
TypeCultureCollection,ATCC)公司。肿瘤细胞用

含10%胎牛血清的RPMI1640培养基培养,FHC用

含20%胎牛血清的DMEM 培养基培养,置于37℃、

5%CO2 孵箱内,当细胞融合度为70%~80%时,取生

长状态好的细胞用于实验。

1.3 组织、细胞RNA提取及逆转录 结直肠癌及癌

旁组织总RNA提取由广州维柏鑫生物技术有限公司

完成,细胞总RNA提取应用RNAisoTMPlus(Takara
公司)裂解细胞后,应用苯酚氯仿抽提法提取。RNA
逆转录反应根据PrimeScriptTMRTreagentKitwith

gDNAEraser(TaKaRa公司)说明书进行,cDNA 用

无菌超纯水稀释5~10倍,用于qRT-PCR反应。

1.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitativereal-time
PCR,qRT-PCR) 使用SybrGreenqPCRMastermix
(DBI公司)说明书进行qRT-PCR,避光条件下在冰上

配置qRT-PCR 反应体系,应用 ABI7500荧光定量

PCR仪检测各样品的Ct值,即反应管内的荧光信号

达到所设定的阈值时总共经历的循环次数,qRT-PCR
反应程序为:95°C,预变性1min;95°C,变性15s;60°
C,退火及延伸34s;40个循环;用2-△△Ct方法进行数据

分析[9],计算每个样本的平均ΔCt(ΔCt= CtCCDC66-
CtGAPDH),分 析 细 胞 株 CCDC66相 对 表 达 量 时,以

FHC细胞△Ct作为对照,计算△△Ct=△CtCCDC66-

△CtGAPDH,以公式2-△△Ct计算肿瘤细胞株相对表达量;

所用引物 CCDC66:上游5′->3′GATGGGCAATG-
CACTTTGATTC,下游5′->3′CAGGTTGTTTGT
GTGTTGACTG;GAPDH:上游5′->3′GGAGCGA
GATCCCTCCAAAAT,下游5′->3′GGCTGTTGT-
CATACTTCTCATGG;引物由北京睿博兴科生物技

术有限公司合成。

1.5 免疫组织化学染色及结果判读 参照增强型二

步法检测试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司)说
明书进行免疫组织化学染色。Anti-CCDC66及Anti-
CD31抗体均购自武汉华美生物工程有限公司,1∶
100稀释,PBS缓冲液、枸橼酸盐缓冲液购自武汉博士
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德生物工程有限公司,DAB显色液均购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。CCDC66染色结果由三位病理

医生独立判读,根据染色强度分为阴性、弱阳性(淡黄

色)、强阳性(棕黄色),其中染色强度为阴性或弱阳性,

且染色比例<50%判定为低表达,其余为高表达。微

血管密度计数(microvesseldensity,MVD)参照 Wei-
dner方法[10],即低倍镜(100倍)下扫视整个切片,选
择切片中间质微血管密度最为丰富的区域,在高倍镜

下随机观察3个视野计数微血管数目,取平均值作为

微血管密度。

1.6 统计学方法 应用GraphPadPrism6.0进行统

计分析,计量资料用(췍x±s)表示,两组计量资料统计采

用t检验,计数资料统计采用χ2 检验。结直肠癌及癌

旁组织CCDC66表达差异采用t检验,CCDC66表达

与患者临床资料之间的关系采用χ2 检验或Fisher精

确概率法统计;以P <0.05作为差异具有统计学意

义。

2 结果

2.1 CCDC66在结直肠癌组织及细胞株中表达下调

 应用qRT-PCR检测24例结直肠癌组织、癌旁组织

及6株结直肠癌细胞CCDC66mRNA的表达,结果显

示CCDC66mRNA在结直肠癌组织中的表达低于癌

旁组织(t=3.294,P <0.01)(见图1A),CCDC66
mRNA在6株结直肠癌细胞SW480(t=4.271,P=
0.0129)、HT29(t=14.616,P<0.0001)、RKO(t=
16.410,P <0.0001)、SW620(t =16.11,P <
0.0001)、Caco-2(t=18.526,P <0.0001)、LoVo(t
=21.080,P<0.0001)中的表达均低于正常结肠黏

膜上皮来源的细胞株FHC,并且在低转移潜能细胞株

SW480中的表达高于高转移潜能细胞株SW620(t=
6.576,P=0.0028)(见图1B)。应用免疫组织化学染

色方法检测CCDC66在结直肠癌组织芯片中的表达,

结果显示CCDC66阳性染色主要位于细胞质内,呈淡

黄色或棕黄色弥漫或颗粒状。CCDC66在结直肠癌癌

旁黏膜上皮呈强阳性染色,细胞质内呈现明显的棕黄

色颗粒,而大部分结直肠癌组织呈阴性或弱阳性染色,

细胞质内局限性淡黄色(见图2)。在46例结直肠癌

组织中,有18例(39.13%)高表达 CCDC66,28例

(60.87%)低表达CCDC66,而配对癌旁组织中有34
例(73.91%)高表达CCDC66,12例(26.09%)低表达

CCDC66,CCDC66在结直肠癌及癌旁组织中的表达差

异具有统计学意义(P<0.001),见表1。

                 A

                     B
图1 CCDC66mRNA在结直肠癌组织、癌旁组织和

结直肠癌细胞株中、正常结肠黏膜细胞的表达下调

注:A:CCDC66mRNA在结直肠癌组织中的表达低于癌旁组

织(n=24);B:CCDC66mRNA在结直肠癌细胞株中的表达低

于正常结肠黏膜上皮细胞株FHC;*:P<0.05;**:P <

0.01;***:P<0.001;****:P<0.0001。

图2 结直肠癌及癌旁组织CCDC66免疫组织化学染色

注:A、B和C:高表达CCDC66的癌旁组织;D、E和F:低表达

CCDC66的结直肠癌组织;标尺:(A 和 D)100μm,(B 和 E)

50μm,(C和F)20μm。

表1 CCDC66在结直肠癌及癌旁组织中的表达差异

组织芯片 n
CCDC66

高表达 低表达
χ2 P

结直肠癌 46 18(39.13) 28(60.87) 11.323 <0.001
癌旁组织 46 34(73.91) 12(26.09)

注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 CCDC66在结直肠癌组织中的表达水平与患者

临床病理参数的关系 在有淋巴结转移及无淋巴结转

移、TNMⅠ~Ⅱ期及Ⅲ~Ⅳ期的结直肠癌组织中
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CCDC66的表达差异有统计学意义,提示CCDC66与

淋巴结转移及TNM 分期有关,而CCDC66与患者的

年龄、性别及肿瘤的部位、直径、分化程度、浆膜是否侵

犯等无关,见表2。

表2 CCDC66在结直肠癌组织中的表达与患者

临床病理参数的关系 (n=46)

临床病理参数
CCDC66

高表达 低表达
χ2 P

年龄(岁) 0.220 0.639
 ≤55 7 9
 >55 11 19
性别 0.708 0.400
 男 8 16
 女 10 12
肿瘤部位 0.712 0.399
 结肠 10 19
 直肠 8 9
分化程度 0.003 0.954
 高中分化 13 20
 低分化 5 8
原发灶直径/cm 0.017 0.895
 ≤4 8 13
 >4 10 15
浆膜侵犯 0.351 0.554
 无 8 10
 有 10 18
淋巴结转移 4.391 0.036
 无 10 7
 有 8 21
远处转移 - 0.064
 无 17 19
 有 1 9
TNM分期 4.391 0.036
 Ⅰ~Ⅱ 10 7
 Ⅲ~Ⅳ 8 21

 注:“-”表示采用Fisher的精确检验结果(双侧)。

2.3 CCDC66在结直肠癌组织中的表达与肿瘤微血

管密度的关系 文献报道[7]缺氧会导致CCDC66在

结直肠癌细胞中的表达下调,而缺氧是促进肿瘤血管

生成的重要因素,为进一步探讨CCDC66在结直肠癌

中的表达是否与肿瘤血管生成相关,我们应用免疫组

织化学染色方法检测20例结直肠癌组织石蜡标本

CCDC66及CD31的表达,并计数微血管密度,分析

CCDC66表达与肿瘤 MVD的关系,结果20例结直肠

癌组织中CCDC66高表达8例,CCDC66低表达12
例,高表达组 MVD计数平均为(16.88±1.90)个/高

倍镜视野,低表达组 MVD计数平均为(27.08±1.78)

个/高倍镜视野,高表达CCDC66的结直肠癌组织的

MVD 计 数 明 显 低 于 低 表 达 组(t=3.811,P =

0.0013),见图3。

图3 结直肠癌组织CCDC66表达与肿瘤微血管密度关系

注:A:高表达CCDC66的结直肠癌组织CD31免疫组织化学染

色;B:低表达CCDC66的结直肠癌组织CD31免疫组织化学染

色;C:柱状图示CCDC66高表达组和低表达组 MVD计数统

计;标尺:50μm。

3 讨论

研究显示,CCDC66前转录本除了通过传统剪切

生成线性CCDC66mRNA外,还可以通过反向剪切生

成环状RNA,CCDC66来源的环状RNA在结直肠癌

中表达上调并且促进了结直肠癌的生长及转移,而同

一前转录本来源的CCDC66mRNA在结直肠癌中的

表达下调[7]。在本项研究中,我们发现CCDC66无论

在mRNA水平还是蛋白水平均在结直肠癌组织及细

胞株中表达下调。根据CCDC66环状 RNA和 mR-
NA在结直肠癌中的表达情况,我们推测,相比正常组

织,结直肠癌中CCDC66的剪切方式由传统剪切向反

向剪切转变,生成更多的环状RNA而减少线状 mR-
NA生成,从而导致CCDC66mRNA及蛋白水平的下

调,这也表明了肿瘤发生发展机制的复杂性,传统剪切

与线性剪切之间存在竞争关系,但剪切调控的机制尚

罕见报道。

此外,与CCDC66来源的环状RNA能够增强肿

瘤的恶性行为相反,我们通过统计分析CCDC66在结

直肠癌芯片中的表达水平与患者临床病理参数的关

系,结果发现CCDC66低表达与患者肿瘤的淋巴结转

移有关,提示CCDC66在结直肠癌中的表达下调可能

具有促进肿瘤转移的作用。转移是恶性肿瘤最具破坏

性的行为,是结直肠癌患者治疗失败和死亡的主要原

因,是多因素参与的复杂过程,包括早期肿瘤血管形成

促进肿瘤生长、肿瘤细胞从原发部位脱 落 侵 入 基

质[11]、癌细胞运动进入脉管系统运行、形成癌栓并躲

避免疫系统攻击、穿出血管到继发部位、新生血管生成

继续增殖形成转移灶[12]。其中肿瘤新生血管生成与

转移灶形成具有密切的关系,新生血管不仅能够提供

营养供原发肿瘤生长,而且为肿瘤转移提供了通道,转
移后又为转移瘤生长提供营养,如果没有肿瘤新生血

管生成,转移就不会发生。目前认为肿瘤血管生成的
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本质是血管生成调控的失衡,使血管生成因子合成分

泌增多而抑制血管形成的因子合成减少[13]。本研究

进一步分析CCDC66表达与肿瘤微血管密度的关系,

发现高表达CCDC66的结直肠癌组织的MVD计数明

显低于CCDC66低表达组,提示CCDC66在结直肠癌

中 的 表 达 下 调 可 能 具 有 促 进 肿 瘤 转 移 的 作 用,

CCDC66表达下调可能促进了结直肠癌组织的血管生

成。有文献报道CCDC66缺氧条件在结直肠癌细胞

株中的表达进一步下调[7],恶性肿瘤由于生长旺盛,常
存在不同程度的缺氧,缺氧的酸中毒环境会扰乱血管

生成因子和抑制因子的表达平衡,促进肿瘤的侵袭性

和转移[14-15],表明CCDC66可能参与了缺氧对血管生

成的调控。

综上,本研究发现CCDC66在结直肠癌中表达下

调,并且与患者肿瘤的转移有关,低表达CCDC66的

肿瘤组织具有更高的肿瘤微血管密度,可能是一新的

血管生成抑制因子,对其对血管调控机制的进一步阐

明,有望为血管生成治疗提供新的靶点。
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