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【摘 要】 目 的 回 顾 性 研 究 β-1，3-N-乙 酰 氨 基 葡 糖 转 移 酶 6（B3GNT6）在结直肠癌患者临床

样本中表达的临床意义。 方 法 选 取 2012 年 1 月 至2014 年 12 月 中 山 大 学 附 属 第 一 医 院 诊 治 的 154
例 结 直 肠 癌 患 者 的 临 床 病 理 资 料 及 随 访 资 料。 应 用 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 B3GNT6 蛋 白 在 肿 瘤 组 织 中

的 表 达 情 况，经 过 病 理 玻 片 扫 描 仪 数 字 化 处 理 后，借 助 Qupath 软 件 对 阳 性 区 域 进 行 评 分，并 用 X-tile
软 件 选 择 合 适 的 截 断 值 ， 应 用 卡 方 检 验 分 析 B3GNT6 蛋 白 表 达 差 异 与 临 床 病 理 参 数 的 相 关 性 ，

Kaplan-Meier 法 分 析 B3GNT6 蛋 白 表 达 与 患 者 预 后 的 相 关 性。 结 果 154 例 患 者 年 龄 （59.8±12.8）
岁，男 女 比 例 为 1.26∶1.00。 Qupath 软 件 对 癌 组 织 进 行 H-score 评 分 后，X-tile 软 件 计 算 出 H-score 最

佳 截 断 值 为 57.44，根 据 B3GNT6 表 达 情 况 将 所 有 患 者 分 为 B3GNT6 低 表 达 组 （104 例 ）和 高 表 达 组

（50 例）。 B3GNT6 低 表 达 与 淋 巴 结 转 移（P=0.012）、TNM 分 期（P=0.012）有 关。 Kaplan-Meier 法 分 析 发

现 B3GNT6 高 表 达 组 患 者 预 后 较 好（P=0.0026）；单 因素及多因素 Cox 回归分析提示 B3GNT6 表达是评

价结直肠癌患者预后的独立危险因素（HR=0.295，95%CI：0.137~0.634，P=0.002）。结 论 B3GNT6 可

能 作 为 结 直 肠 癌 患 者 预 后 评 估 的 生 物 标 志 物。
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【Abstract】 Objective To analyze retrospectively the clinicopathological features and survival analysis
of β-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 6 （B3GNT6） in patients with colorectal cancer. Method In
this study, a total of 154 patients who were diagnosed with colorectal cancer and completed follow-up in the
Gastrointestinal Surgery Center in our hospital from January 2012 to December 2014 were selected. The
expression of B3GNT6 protein in tumor tissue was detected by immunohistochemistry. After digital processing
by pathological slide scanner , the positive area was scored by the H -score scoring system of Qupath
software , and the appropriate cut -off value was selected by X -tile software . Finally , we analyzed the
relationship between B3GNT6 and pathological characteristics and survival prognosis. Result The mean age
of the 154 patients was （59.8±12.8） years, and the male-to-female ratio was 1.26:1. After the H-Score of
cancer tissue was scored by Qupath software, the best cut-off value of H-Score which was calculated by
X-tile software was 57.44, so there were 104 patients with low expression of B3GNT6 and 50 patients with high
expression of B3GNT6. Low expression of B3GNT6 was associated with lymph node metastasis （P=0.012）
and TNM stage （P=0.012）. No statistically significant correlation was found between the expression of B3GNT6
and patients' gender, age, tumor infiltration degree, tumor length, pathological type, tumor differentiation and
distant metastasis （P>0.05）. The survival curve showed that B3GNT6 was significantly correlated with tumor
prognosis （P=0.0026） ; univariate and multivariate Cox regression indicated that B3GNT6 expression was
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结 直 肠 癌 （colorectal cancer， CRC）是 我 国 高

发的恶性肿瘤之一，其发病机制尚不明确，预后较

差，治疗效果欠佳 ［1］。 90%以上的 CRC 由息肉发展

而来，早期干预后可阻断其癌变可能。 由于大规模

肠镜筛查在我国难以开展，大多数 CRC 确 诊 患 者

仍以中晚期较为常见 ［2］，因此，寻找对预后和 不 良

结局有预测作用的分子标志物显得尤为重要。 黏

蛋 白 （mucins，MUC）是 黏 膜 分 泌 黏 液 中 的 主 要 成

分，在肿瘤的发生发展中起到重要作用；但目前对

于合成黏蛋白的 关 键 酶 β-1，3-N-乙 酰 氨 基 葡 糖

转 移 酶 6 （β-1，3-N-acetylglucosaminyltransferase
6， B3GNT6） 的 研 究 较 少。 本 研 究 主 要 通 过 检 测

B3GNT6 在 CRC 组 织 中 的 表 达 情 况 ， 探 究 其 和

CRC 患者临床参数及预后的相关性。

1 资料与方法

1.1 临床资料 回 顾 性 选 取 2012 年 1 月至 2020
年 12 月中山大学附属第一医院胃肠外科中心就诊

的 CRC 患者 154 例。 纳 入 标 准：①患 者 病 历 信 息

完整，至少配合完成 5 年以上的随访；②手术前未

进行新辅助放化疗； ③手术中肿瘤组织整块切除

且手术切缘未见肿瘤细胞； ④手术后进行肿瘤病

理 学 检 查 诊 断 为 结 直 肠 癌；⑤患 者 半 年 内 无 肿 瘤

复 发。 排 除 标 准：①患 者 半 年 内 因 肿 瘤 复 发 或 其

他 基础疾病去世以及失访；②标本蜡块无法获取。
研究对象的年龄为 （59.8±12.8） 岁， 男女比例为

1.26∶1.00。 肿瘤中高分化有 135 例，低分化 19 例；
肿 瘤 长 径≤5 cm 为 66 例 ， 肿 瘤 长 径 >5 cm 为

88 例； 淋巴结清扫术后转移阴性者 102 例， 阳性

52 例； 确诊时 135 例患者未出现远处转移，19 例

发生远处转移。
1.2 主要试剂和仪器 抗 B3GNT6 抗体 （21291-
1-AP） 购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ，TRIS-
EDTA 抗 原 修 复 液（pH 9.0）购 自 合 肥 白 鲨 生 物 科

技 有 限 公 司，免 疫 显 色 试 剂 购 自 基 因 科 技（上 海）
股份有限公司。 病理玻片扫描仪购自宁波江丰生

物信息技术有限公司（KFBIO）。

1.3 实验方法

1.3.1 免疫组织化学 患者的病理组织取自于中

山大学附属第一医院病理科， 组织切片厚度约为

5 μm；同时取 10 份正常结直肠黏膜组织作为阳性

对照。 免疫组织化学需经 65 ℃预烤组织切片 2 h，
再经二甲苯、酒精脱蜡和脱水，并用双蒸水和磷酸

盐 缓 冲 盐 水 清 洗。 使 用 TRIS-EDTA 抗 原 修 复 液

（pH 9.0） 进行高压热力抗原修复后用 3%过 氧 化

氢溶液中和过氧化物酶。 组织经封闭 30 min、一抗

4 ℃过夜孵育和二抗常温孵育 30 min 后， 用 DAB
进行免疫显色、复染、返蓝、透明、风干和中性树脂

封片。
1.3.2 免疫组织化学评分 将染色完成的切片用

玻片扫描仪进行数字化格式存储， 免疫组织化学

评分前需将文件格式转化成后缀为 “.svs”。 使用

Qupath（version 0.31）进行免疫组织化学评分，每张

组织化学切片需先选定阳性表达最强， 兼并空白

背景和蓝色背景的区域校正。 用阳性细胞个数对

癌组织进行评分， 参数调整如下。 ①阳性参数调

整 ： 弱 染 色 （1+ ）0.1， 中 度 染 色 （2+ ）0.2， 强 染 色

（3+）0.3； ②将像素单位调整为实际像素大小，文

件像素大小为 0.2454 μm；③肿瘤组织染色的亚细

胞定位为细胞质。 调整参数后随机选定 5 个不同

的 区 域 计 算 阳 性 细 胞 个 数，计 算 出 H-score，每 例

患 者 的 组 织 需 随 机 选 取 相 同 面 积 的 阳 性 区 域 进

行 计 算 ， 并 计 算 出 平 均 值 ；H-score 计 算 公 式 为

H-score＝1×%弱 染 色＋ 2×%中 度 染 色＋ 3×%强 染

色，分数范围为 0~300 分。
1.3.3 截 断 值 计 算 将 每 例 患 者 的 生 存 资 料 和

H-score 输入到 X-tile 软件中，计算出生存曲线最

佳的截断值（cutoff）。
1.4 统计学 方 法 采 用 SPSS 26.0 统 计 软 件 进 行

统计分析，计数资料比较采用卡方检验，计量资料

用 均 数±标 准 差（x±s）和 中 位 数 表 示，单 因 素 和 多

因 素 Cox 回 归 分 析 研 究 影 响 结 直 肠 癌 的 预 后 因

素，其中多因素 Cox 回归采用最大偏似然估计的似

然比检验对变量进行筛选； 生存曲线由 GraphPad8.0

correlated with patient survival and prognosis. Conclusion Compared with normal intestinal mucosa,
B3GNT6 is relatively low-expressed in colorectal cancer; In colorectal cancer patients, the high-expression
group has a longer survival time than the low-expression group, indicating that B3GNT6 can be used as an
independent prognostic factor in tumors.

【Key words】 B3GNT6; Colorectal cancer; Immunohistochemistry; Survival prognosis
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中的 Kaplan-Meier 检验并绘制。 本研究检验水准

为 α=0.10，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 B3GNT6 在正常组织和结直肠癌中的表达情

况 B3GNT6 在正常大肠黏膜中为高表达（图 1），
主要表达于细胞质和细胞膜， 可见细胞间质内表

达。 在结直肠癌组织中为低表达（图 1），主要见于

细胞质中，偶见细胞膜和细胞间质着色。 154 例患

者中 H-score 最低分为 0 分，最高分为 195.63 分，
最低分为 0 分，中位数为 25.51 分。 Qupath 软件对

癌 组 织 进 行 H-score 评 分 后 ，X-tile 软 件 计 算 出

H-score 最佳截断值为 57.44， 此时生存预后曲线

差异显著。 以此划分 B3GNT6 低表达组患者共 104
例 ，中 位 数 为 10.08；高 表 达 组 患 者 50 例，中 位 数

为78.21。

2.2 B3GNT6 表 达 和 临 床 特 征 的 关 系 不 同 性

别、年 龄、肿 瘤 浸 润 程 度、肿 瘤 长 径、病理分型、肿

瘤分化程度和远处转移患者 间 B3GNT6 表 达 差 异

无统计学意义（P>0.05）。不同淋巴结转移（P=0.012）
和 TNM 分 期（P=0.012）患 者 间 B3GNT6 表 达 差 异

有统计学意义。 见表 1。
2.3 B3GNT6 表达与结直肠癌患者长期预后的相

关 性 154 例 患 者 的 随 访 时 间 为（2071±827）d，最

短随访时间为 110 d， 最长随访时间 为 3207 d，术

后 1、2、3 年 的 累 积 生 存 率 为 95.62% 、88.96% 、
85.06%。 生存曲线显示 B3GNT6 与生存预后显著相

关（图 2），高表达组患者生存时间长 于 低 表 达 组，

差异有统计学意义（P=0.0026）。 单因素 Cox 回归分

析 中，B3GNT6 表 达（P=0.003）、肿 瘤 分 化 程 度（P=
0.009）、远处转移（P<0.001）、淋巴结转移（P=0.004）
和 TNM 分期（P=0.002）与生存预后相关（表 2）。在

图 1 B3GNT6 的 在 结 肠 癌 组 织 的 表 达 情 况

注：A，B3GNT6 在 结 肠 癌 组 织 的 低 表 达（HRP-DAB 法 ，左×
4，右×40）；B，B3GNT6 在 结 肠 癌 组 织 的 高 表 达 （HRP-DAB
法，左×4，右×40）

年 龄

＜60 岁

＞60 岁

性 别

男

女

肿 瘤 浸 润 程 度

无

有

肿 瘤 长 径

≤5 cm
＞5 cm

病 理 分 型

绒 毛 状 腺 癌

管 状 腺 癌

黏 液 腺 癌

肿 瘤 分 化 程 度

中 分 化 和 高 分 化

低 分 化

远 处 转 移

否

是

淋 巴 结 转 移

阴 性

阳 性

TNM 分 期

Ⅰ期 和Ⅱ期

Ⅲ期 和Ⅳ期

癌 胚 抗 原

＜5 μg/L
≥5 μg/L

78
76

86
68

20
134

66
88

6
130
18

135
19

135
19

102
52

96
58

92
62

高 表 达

27
23

30
20

3
47

27
23

2
41
7

46
4

45
5

40
10

38
12

31
19

低 表 达

52
52

56
48

17
87

39
65

4
89
11

89
15

90
14

62
42

58
46

61
31

0.216

0.519

3.199

3.754

0.392

1.288

0.374

6.274

5.886

0.157

0.642

0.471

0.074

0.053

0.822

0.256

0.541

0.012

0.015

0.692

表 1 B3GNT6 的 表 达 情 况 与 临 床 资 料 分 析（例）

临 床 变 量 例 数 χ2 值 P 值
B3GNT6

图 2 Kaplan-Meier 法 绘 制 B3GNT6 高 表 达 组 和 低 表 达 组

的 总 体 生 存 情 况
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多因素 Cox 回归分析中， 用最大偏似然估计的似

然 比 检 验 共 筛 选 出 4 个 相 关 因 素：B3GNT6 表 达、
年龄、 远处转移和淋巴结转移。 单因素及多因素

Cox 回 归 提 示 B3GNT6 表 达 情 况 与 患 者 生 存 预 后

相关。

3 讨论

CRC 是 最 常 见 的 消 化 系 统 肿 瘤 之 一，2020 年

的 数 据 显 示，全 球 共 新 发 CRC 约 196 万 例 ；其 中

我国新发病例 55.5 万例，占全球 28.8%，死亡病例

28.6 万例，占 30.6%［3］。 临床工作中约 1/3 的 CRC
患 者 死 于 远 处 转 移 ［2］，转 移 是 影 响 预 后 最 为 显 著

的因素。 消化道黏膜及黏液包含丰富的黏蛋白，以

往 的 研 究 证 实 了 黏 蛋 白 具 有 广 泛 的 致 病 机 制，例

如干燥综合征中唾液腺细胞向其细胞外基质异常

分泌黏蛋白会激发促炎反应， 激活下游的炎症通

路 ［4］；黏 蛋 白 可 以 为 多 种 恶 性 肿 瘤 的“干 性”提 供

条 件，如 MUC16（CA125）可 以 通 过 JAK 通 路 维 持

胰 腺 癌 细 胞 的 特 性 ［5 ］；MUC1 蛋 白 在 结 直 肠 癌 中

的 表达与预后显著相关， 高表达的患者提示预后

不良 ［6］。
结 肠 黏 膜 中 MUC 主 要 为 核 心 1（core 1）和 核

心 3（core 3）结 构 所 衍 生 的 黏 蛋 白，共 同 维 持 结 肠

黏液屏障 ［7］。 结肠癌组织和结肠癌细胞系中，core
3 合酶的表达下调 ［8］， core 3 结构可由 B3GNT6 翻

译后的产物———core 3 合酶合成和调节。本次研究

中，B3GNT6 表达与患者性别、 年龄、 肿瘤浸润程

度、肿 瘤 长 径、病 理 分 型、肿 瘤 分 化 程 度 和 远 处 转

移等无统计学意义（P>0.05）。B3GNT6 表达与淋巴

结转移（P=0.012）和 TNM 分期（P=0.012）相关。
B3GNT6 的 产 物 core 3 合 酶 具 有 O-GlcNAc

糖 基 转 移 酶 （O-GlcNAc transferase，OGT）活 性 ，与

core 1 合酶合成黏蛋白表面的 O-型糖链， 其表达

受损会破坏结肠黏液屏障， 激活半胱天冬酶 1 依

赖性炎症小体，导致结肠炎和结肠癌发生 ［9］。 蛋白

质 上 存 在 大 量 的 糖 基 化 修 饰，O 型 糖 基 化 的 异 常

修饰除了会导致糖尿病、心血管疾病、阿尔茨海默

病等良性疾病的发生， 还与肿瘤增殖和转移密切

相关 ［10］。 在前列腺癌中，与正常组织相比，癌旁组

织 、 原 位 癌 和 转 移 灶 中 的 O 型 糖 基 化 程 度 和 恶

性 程 度 相 关 ［11 ］；在 结 肠 癌 中 ，结 肠 癌 中 O 型 糖

基 化 水 平 表 达 水 平 显 著 高 于 癌 旁 组 织 ［12］。 此外 ，
Hyeon 等 ［ 13 ］ 证 实 了 X-染 色 体 连 锁 的 凋 亡 抑 制 蛋

白（XIAP）发 生 O 型 糖 基 化 修 饰 后 抑 制 结 肠 癌 细

胞 的 生 长 和 侵 袭 。 以 往 的 研 究 O-GlcNAc 修饰

的研究主要聚焦于 OGT 和 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

（O-GlcNAcase，OGA）的 相 互 作 用 ，较 少 关 注 其 他

具有 O-GlcNAc 糖基转移酶活性蛋白的调节机制。
此外， 以往的研 究 证 实 B3GNT6 会 通 过 调 控

MUC1/p53/miR-200c 来抑制 上 皮 间 质 转 化 来 达 到

抑癌的效果 ［14］。 本研究中证实 B3GNT6 可作为 结

直肠癌中独立的预后因素，高表达预示着预后良好，
低表达提示预后不良，多因素 Cox 回归证实了高表

达有较低的淋巴结和远处转移的风险， 提示B3GNT6
能抑制肿瘤进展和转移，此次结果为后续深入探讨

B3GNT6 在结直肠癌中的具体机制提供了思路。

B3GNT6 表 达 情 况（低 /高 表 达）

年 龄（≤60 岁 /＞60 岁）

性 别（男 /女）

肿 瘤 浸 润 程 度（无 /有）

肿 瘤 长 径（≤5 cm/＞5 cm）

病 理 分 型（绒 毛 状 腺 癌 /管 状 腺 癌 /黏 液 腺 癌）

绒 毛 状 腺 癌

管 状 腺 癌

黏 液 腺 癌

肿 瘤 分 化 程 度（中 高 /低 分 化）

远 处 转 移（否 /是）

淋 巴 结 转 移（阴 性 /阳 性）

TNM 分 期（Ⅰ和Ⅱ/Ⅲ和Ⅳ）

癌 胚 抗 原（＜5 μg/L/≥5 μg/L）

HR 值（95%CI）
3.011（1.418～6.393）
0.650（0.376～1.123）
1.087（0.630～1.878）
0.433（0.156～1.202）
0.791（0.454～1.379）

-
-

0.955（0.193～4.731）
1.053（0.449～2.468）
2.433（1.251～4.730）
0.306（0.161～0.584）
0.443（0.258～0.761）
0.417（0.243～0.716）
1.641（0.957～2.812）

P 值

0.003
0.122
0.764
0.108
0.409
0.985

-
0.955
0.906
0.009

＜0.001
0.004
0.002
0.072

HR 值（95%CI）
0.295（0.137～0.634）
1.783（1.015～3.130）

-
-
-
-
-
-
-

2.384（1.220～4.659）
4.526（2.290～8.944）

-
-
-

P 值

0.002
0.044
0.591
0.089
0.934
0.395
-
-
-

0.011
＜0.001
0.106
0.138
0.797

表 2 单 因 素 和 多 因 素 Cox 回 归 法 分 析 影 响 结 直 肠 癌 患 者 预 后 的 影 响 因 素

单 因 素 Cox 回 归 分 析 多 因 素 Cox 回 归 分 析
临 床 变 量
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