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【摘 要】目的: 探讨生物钟基因 Cry1 在消化道腺癌中的表达及其与临床病理特征之间的关系。方法: 采用免疫组织化学法

检测生物钟基因 Cry1 在 63 例消化道腺癌组织和对应癌旁组织中的表达，分析两者之间的关系以及 Cry1 的表达与临床病理

特征之间的关系。结果: 生物钟基因 Cry1 在 63 例消化道腺癌组织和对应癌旁组织中表达强度无显著相关性( P ＞ 0． 05) ，Cry1
的高表达与肿瘤的低分化相关( P ＜ 0． 05) ; Cry1 的表达定位在细胞核和细胞质中，癌组织和癌旁组织之间的亚细胞分布差异

具有显著统计学意义( P ＜ 0． 01) 。结论: 生物钟基因 Cry1 在低分化腺癌中的表达增高以及在癌组织中的亚细胞定位发生改

变，提示 Cry1 蛋白定位在消化道腺癌的发生发展中可能发挥作用，Cry1 的表达也可能与肿瘤的恶性程度有关。
【关键词】生物钟基因; Cry1; 消化道腺癌; 免疫组织化学

【中图号】Ｒ 735 【文献标识码】A
【DOI】10． 3969 / j． issn． 1002-0217． 2015． 03． 001

Expression of circadian clock gene cryptochrome-1 in gasrointestinal adenocarcinoma and its
relationship with clinicopathologic characteristics

LIU Haijun，XU Lei，LING Liefeng，WANG Wenjun，HE Lei，FENG Zunyong，ZHANG Yao
Department of Biochemistry and Molecular Biology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To investigate the expression of circadian clock gene cryptochrome-1( Cry1) in gastrointestinal adenocarcinoma and its relationship
with clinicopathologic characteristics． Methods: Immunohistochemistry was used to detect the expression of Cry1 in 63 clinical specimens from tumor and its
adjacent tissues． Statistical analysis was performed to evaluate the relationship between tumor tissue and its adjacent tissues as well as association of Cry1
expression with clinicopathologic paramenters． Ｒesults: Cry1 expression was not significant in cancerous and noncancerous tissues from 63 patients of gas-
trointestinal adenocarcinoma( P ＞ 0． 05) ，yet upregulated Cry1 expression indicated poorly differentiated gastrointestinal adenocarcinoma ( P ＜ 0． 05) ． Cry1
was stained in the cytoplasm and nuclear regions，which suggested statistical difference of subcellular distribution between carcinoma and adjacent mucosa．
( P ＜ 0． 01) ． Conclusion: Upregulated expression of Cry1 in poorly differentiated adenocarcinoma and the change of subcellular distribution in cancer tis-
sues indicate that subcellular localization of Cry1 may play a role in the development of gastrointestinal adenocarcinoma，and the expression level of this
protein may affect the malignancy of tumor．
【Key words】circadian clock gene; Cry1; gastrointestinal adenocarcinoma; immunohistochemistry

昼夜节律现象广泛存在于自然界各种生物体

中，生物钟基因的发现以及对其活动规律的揭示，使

得我们对生物昼夜节律的研究获得了突破性的进

展。目前已知的人类生物钟基因有 Clock、Bmal1、
Per1、Per2、Per3、Cry1、Cry2 等，他们分别编码不同的

生物钟基因蛋白，在昼夜节律的调控过程中各自发

挥不同的作用。Clock 与 Bmal1 形成二聚体在细胞

核内与靶基因增强子的 E-Box 序列结合，驱动 3 种

Per 基因 ( Per1、Per2、Per3 ) 和 2 种 Cry 基因 ( Cry1、
Cry2) 转录［1］。生成的 Per 和 Cry 蛋白形成异源二

聚体 Per: Cry 复合物，此复合物又能够抑制 Clock:

Bmal1 二聚体介导的转录，构成哺乳动物生物钟反

馈回路的负性调节成分［2］。昼夜节律紊乱有可能

导致某些肿瘤的发病率增加［3］。控制哺乳动物生

物节律的主钟位于下丘脑视交叉上核( SCN) ，而无

论是外科切除 SCN［4］或者人为地将 24 h 昼夜变化

调整为 8 h，从而使小鼠的昼夜节律打乱［5］，植入性

肿瘤生长速度比对照组均有明显增加。Cry1 作为

生物钟基因家族中的最重要成员之一，其表达失调

将导致生物体昼夜节律紊乱［6］。当前国内外学者
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已开始着手于生物钟基因 Cry1 与肿瘤的研究，临床

研究方面显示 Cry1 的表达失调与慢性 B 淋巴细胞

白血病、结直肠癌、肝癌、乳腺癌、前列腺癌的发生发

展也有一定的关联［7 － 14］。在机制方面，有证据表明

Cry1 可以负调控不依赖 p53 的细胞凋亡通路［15］或

者激活 NF-κB 通路导致 IL-6 和 TNFα 等炎症因子

表达增加，从而引起肿瘤的发病率增加［16］，但也有

研究认为 Cry1 能够抑制血管内皮生长因子的生成

而抑制肿瘤的发生［17］。
本文选取消化道腺癌 63 例作为研究对象，研究

生物钟基因 Cry1 在消化道腺癌中的表达、亚细胞分

布及其与临床病理特征之间的关系。

1 材料与方法

1． 1 标本收集 病例取自皖南医学院附属弋矶山

医院 2013 年 8 月 ～ 2014 年 3 月间手术切除的 63 例

消化道腺癌存档石蜡标本( 其中胃腺癌 30 例、结直

肠腺癌 33 例) 。患者年龄 41 ～ 81 岁，平均( 62． 1 ±
21． 1) 岁，其中男性 40 例，女性 23 例; 中分化 33 例，

低分化 30 例; 肿瘤直径 ＞ 5 cm 者 16 例，肿瘤直径

≤5 cm 者 47 例; 无淋巴结转移者 25 例，有淋巴结

转移者 38 例; 侵袭深度 T1、T2 期 16 例，T3、T4 期 47
例; TNM 分期Ⅰ、Ⅱ期 33 例，Ⅲ、Ⅳ期 30 例; 所有病

例术前均未接受化疗、放疗及其他抗癌治疗，术后经

病理组织学检查证实。
1． 2 主要抗体和试剂 鼠抗人 Cry1 单克隆抗体购

自 abcam; 通用型 PV-6000 二抗试剂盒、山羊血清工

作液、抗体稀释液、DAB 显色试剂盒购自北京中杉

金桥有限公司; 柠檬酸盐缓冲液、PBS 购自福州迈新

公司; 3% H2O2 购自河北健宁药业有限公司。
1． 3 实验方法 石蜡标本 4 μm 厚切片，常规脱蜡

至水。组织抗原修复采用柠檬酸盐缓冲液高温高压

修复 10 min，3%H2O2 室温孵育 10 min，以阻断内源

性过氧化物酶活性，正常山羊血清封闭液室温下孵

育 20 min，Cry1 一抗( 1∶ 100) 4 ℃孵育过夜，即用型

PV-6000 通用型二抗 37 ℃孵育 15 min，DAB 显色，

显微镜下观察，达到最合适着色强度时 ( 目的蛋白

阳性最强，背景最低) 自来水冲洗终止显色。苏木

素复染，脱水，透明，中性树胶封片。以 PBS 代替一

抗作为阴性对照。
1． 4 免疫组化染色结果的评估 免疫组化染色结

果由两名病理科医师分别双盲阅片判定，Cry1 蛋白

在细胞核、胞质中的表达以呈现清晰淡黄色至棕褐

色颗粒为阳性标准。每张切片均在高倍显微镜下

( × 400) 选择细胞密集区观察 5 个视野，评分后取

平均值。按阳性细胞所占比例分为: ＞ 50%为 3 分、
26% ～ 50% 为 2 分、5% ～ 25% 为 1 分、＜ 5% 为 0
分; 染色强度分级: 阴性为 0 分、淡黄色为 1 分、棕黄

色为 2 分、棕褐色为 3 分; 两者之积分为 4 种，0 分

为阴性 ( － ) 、1 分为弱阳性 ( + ) 、2 ～ 4 分为阳性

( ) 、＞ 6 分为强阳性( ) 。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 18． 0 统计软件进行

数据处理。癌组织和癌旁组织中 Cry1 表达强度比

较采用秩和检验，其他数据比较采用卡方检验，P ＜
0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Cry1 在消化道腺癌中的表达及亚细胞分布

生物钟基因 Cry1 蛋白在消化道腺癌组织和癌旁组

织中均有表达( 见图 1 ) ，在表达强度方面两者之间

差异无统计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) ，见表 1。Cry1 蛋白

在细胞核和细胞质中均有表达，癌组织中核表达阳

性 29 例，胞质表达阳性 25 例，癌旁组织中核表达阳

性 47 例，胞质表达阳性 4 例，Cry1 蛋白在癌组织和

癌旁组织中的亚细胞分布差异具有统计学意义( P
＜ 0． 01) ，见表 2。
2． 2 Cry1 蛋白的表达、亚细胞分布与消化道腺癌

临床病理特征的关系 Cry1 蛋白在消化道腺癌组

织中的表达强度与肿瘤分化程度相关，低分化的腺

癌表达高于中分化的腺癌( P ＜ 0． 05 ) ，与患者的性

别，年龄，肿瘤大小、侵袭深度、有无淋巴结转移和

TNM 分期均无相关性 ( P ＞ 0． 05 ) 。Cry1 蛋白在消

化道腺癌中的亚细胞分布与患者的性别，年龄，肿瘤

大小、侵袭深度、分化程度、有无淋巴结转移和 TNM
分期等无相关性( P ＞ 0． 05) ，见表 3。

3 讨论

隐色素( Cry) 基因是生物钟基因家族中最重要

的成员之一，定位于人染色体 12q23． 3，其编码一种

黄素蛋白，是调控昼夜节律的振荡器中一个关键的

核心组件，作为生物钟基因负反馈环的主要组成部

分，Cry1 可以不依赖于 Per 或两者复合物，直接与

Clock 或 Bmal1 或 Clock∶ Bmal1 复合物起作用抑制

转录，据此有人认为 Cry1 的负反馈作用可能是由于

其抑制活性强于任何 Per 蛋白，其表达失调必然会

导致昼夜节律的紊乱，昼夜节律紊乱又会诱发糖代

谢紊乱、肿瘤等疾病。
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表 1 Cry1 在胃腺癌、结直肠腺癌、消化道腺癌组织和癌旁组织中的表达

Tab 1 Cry1 expression in gastric adenocarcinoma，colorectal adenocarcinoma，gastrointestinal adenocarcinoma and the adjacent tissues

Cry1 的表达
胃腺癌( n = 30) 结直肠腺癌( n = 33) 消化道腺癌( n = 63)

癌组织 癌旁组织 癌组织 癌旁组织 癌组织 癌旁组织

－ 4 6 5 6 9 12
+ 8 7 20 11 28 18
 13 10 7 12 20 22
 5 7 1 4 6 11
Z 0． 067 1． 389 0． 909
P 0． 947 0． 165 0． 363

表 2 Cry1 在胃腺癌、结直肠腺癌、消化道腺癌组织和癌旁组织中的亚细胞分布

Tab 2 The subcellular distribution of Cry1 in gastric adenocarcinoma，colorectal adenocarcinoma，gastrointestinal adenocarcinoma and
the adjacent tissues

Cry1 的表达
胃腺癌( n = 30)

癌组织 癌旁组织
χ2 P

结直肠腺癌( n = 33)

癌组织 癌旁组织
χ2 P

消化道腺癌( n = 63)

癌组织 癌旁组织
χ2 P

核表达 阴性 15 8 3． 455 0． 063 19 10 4． 982 0． 026 34 18 8． 383 0． 004
阳性 15 22 14 23 29 45

胞质表达 阴性 19 28 7． 954 0． 005 19 29 7． 639 0． 006 38 57 15． 445 0． 000
阳性 11 2 14 4 25 6

表 3 Cry1 在消化道腺癌中的表达和亚细胞分布与临床病理特征的关系

Tab 3 The expression and subcellular distribution of Cry1 in gastrointestinal adenocarcinoma and correlation with clinicopathological
features

特征 例数
Cry1 蛋白的表达

低表达* 高表达＊＊
χ2 P

核表达

阴性 阳性
χ2 P

胞质表达

阴性 阳性
χ2 P

性别

男 40 21 19 1． 755 0． 185 22 18 0． 047 0． 828 22 18 1． 294 0． 255
女 23 16 7 12 11 16 7

年龄( 岁)

≤60 27 16 11 0． 005 0． 941 16 11 0． 532 0． 466 16 11 0． 022 0． 882
＞ 60 36 21 15 18 18 22 14

肿瘤大小

≤5 cm 47 26 21 0． 888 0． 346 24 23 0． 628 0． 428 29 18 0． 148 0． 700
＞ 5 cm 16 11 5 10 6 9 7

侵袭深度
T1 + T2 16 10 6 0． 126 0． 723 9 7 0． 045 0． 832 11 5 0． 637 0． 425
T3 + T4 47 27 20 25 22 27 20

分化程度

中分化 33 24 9 5． 602 0． 018 20 13 1． 229 0． 268 17 16 2． 243 0． 134
低分化 30 13 17 14 16 21 9

淋巴结转移

无 25 16 9 0． 475 0． 491 17 8 3． 285 0． 070 13 12 1． 198 0． 274
有 38 21 17 17 21 25 13

TNM 分期

Ⅰ +Ⅱ 33 19 14 0． 038 0． 845 20 13 1． 229 0． 268 19 14 0． 218 0． 641
Ⅲ +Ⅳ 30 18 12 14 16 19 11

* 低表达包含阴性( － ) 和弱阳性( + ) ，＊＊高表达包含阳性( ) 和强阳性( )

消化道腺癌是一种复杂的由多基因、多因素、多
步骤演化而最终发生的难治性疾病。本文选取 30
例胃腺癌和 33 例结直肠腺癌作为研究对象，尽管两

种肿瘤的致病因素和发病机制略有不同，但同属于

消化道腺癌范畴，因此我们对 63 例消化道腺癌患者

病理标本检测结果先分类分析再合并分析，检测结

果发现人生物钟基因 Cry1 在癌组织和癌旁组织中

均有表达，但两者之间表达强度差异无统计学意义。
我们的研究结果与先前的报道有相似之处，如 Oshi-
ma 等［10］研究发现 Cry1 在结直肠癌组织和癌旁组

织之间无显著差别，Cry1 高表达和低表达患者的生

存率也无明显差异，但也有部分研究结果显示 Cry1
在部分肿瘤组织中表达上调，如 Yu Hongyan 等［9］发

现 Cry1 在癌组织中高表达，并且与淋巴结转移状态
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和肿瘤的 TNM 分期相关，Cry1 高表达的 B-CLL 患

者的无进展生存期显著缩短［7］，也有学者研究发现

Cry1 在肝癌组织中表达下调［13］，Cry1 在肿瘤组织

中的表达尚未有一致的结果，造成此种现象的原因

可能与不同肿瘤的特性及样本量的大小有关，也可

能与种族差异或病例分布区域相关。当然，免疫组

织技术在基因蛋白表达的定量方面也有自身的局限

性，精确定量比较还需进一步通过 Ｒeal time PCＲ 和

Western blot 检测。

A: Cry1 在结直肠腺癌和癌旁组织中的表达( DAB × 100 ) ; B: Cry1 在

癌旁组织中的表达( DAB ×400) ，阳性表达位于细胞核; C: Cry1 在癌

组织表达( DAB ×400) ，阳性表达位于细胞质; D: Cry1 在癌组织表达

( DAB ×400) ，阳性表达位于细胞核

图 1 Cry1 在结直肠腺癌和癌旁组织中的表达

Fig1 Cry1 expression in colorectal adenocarcinoma and its ad-
jacent tissues

先前的研究者通过小鼠实验检测认为 Cry1 蛋

白是核内蛋白［2］，也有报道提出了 Cry1 蛋白在肿瘤

组织和癌旁组织中均有表达［8］，但是没有进一步做

亚细胞分布的统计研究。据我们所知，本文首次进

行了 Cry1 蛋白在肿瘤组织和癌旁组织中亚细胞分

布的研究。我们的研究证实了 Cry1 蛋白在癌组织、
癌旁组织中的细胞核和细胞质中均有表达，通过统

计学比较发现 Cry1 蛋白在癌组织和癌旁组织中均

以细胞核表达为主，但是在癌组织中 Cry1 蛋白在细

胞质中的表达比例( 25 /63 ) 显著高于癌旁组织 ( 4 /
63) ，两者的亚细胞分布差异具有统计学意义，Cry1
蛋白在消化道腺癌中的亚细胞分布与患者的性别，

年龄，肿瘤大小、侵袭深度、分化程度、有无淋巴结转

移和 TNM 分期等无相关性，基于此结果，我们推测

在肿瘤的发生发展过程中 Cry1 蛋白可能发生了由

核内向核外的迁移或者 Cry1 蛋白合成后入核受阻，

这一现象与肿瘤的发生发展有一定的关联，但具体

的机制还不明了，我们将在以后的研究中就此方面

做更进一步的研究。
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