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　　［摘要］　背景与目的：肿瘤出芽是结直肠癌的不良预后因素。本研究使用10个高倍镜视野计数的方法评

价肿瘤出芽，并分析其在预测T1期结直肠癌淋巴结转移中的临床应用价值。方法：通过计数307例T1期结直肠癌

10个高倍镜视野下肿瘤出芽个数，参比临床病理特征，建立T1期结直肠癌淋巴结转移的风险分析公式，并在14

例新病例中对该公式进行验证。结果：多因素分析结果显示，肿瘤分化水平、脉管侵犯和肿瘤出芽个数与T1期

结直肠癌淋巴结转移显著相关。统计分析得出的淋巴结转移的风险分析公式为：Z=1.571×(脉管状态：侵犯为

1；无侵犯为0)+2.661×(肿瘤分化：高级别为1；低级别为0)+0.024×(肿瘤出芽个数)-3.885，概率=1/1+e-Z。

在14例新病例中得到了验证。结论：通过计数10个高倍镜视野下的肿瘤出芽个数，可以精确地评估淋巴结转移

风险，从而协助临床作出合理的决策。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Tumor budding is a poor prognostic factor in colorectal cancer. In 
this study, we studied the tumor budding by counting the actual number in 10 high power fields and evaluated its 
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clinical application in predicting lymph node metastasis of T1 colorectal cancer. Methods: Tissue specimens from 
307 patients with histologically confirmed T1 colorectal cancer were enrolled. The clinicopathological characteristics 
including tumor budding were evaluated for their predictive value in lymph node metastasis. A formula was created 
to calculate the risk score for prediction of lymph node metastasis which was validated by 14 new cases. Results: In 
the multivariate analysis, it showed that tumor grade, lymphovascular invasion and the number of tumor budding were 
significantly associated with lymph node metastasis. The probability of lymph node metastasis was calculated using 
the following equations: Z=1.571×(lymphovascular state: invasion, 1; no invasion, 0)+2.661×(tumor grade: high grade, 
1; low grade, 0)+0.024×(budding counts)−3.885; Probability=1/1+e−Z. The high scores were correlated with the lymph 
node metastasis in the validations. Conclusion: We can accurately assess the risk of lymph node metastasis by counting 
the number of tumor budding in 10 high power fields. Therefore tumor budding could potentially assist treatment 
decision making in T1 colorectal cancer patients with high-risk lymph node metastasis.
  　［Key words］ Tumor budding; Lymph node metastasis; Colorectal cancer; Risk score

　　结直肠癌是消化系统最常见的肿瘤，全球

每年有超过120万的新发病例，60万人死于该

疾病［1］。肠镜检查能够发现较小的早期病变，

通过早期干预治疗可获得较好预后。早期结直

肠癌是指肿瘤局限于黏膜层或者黏膜下层的病

变。这部分患者可选择肿瘤局部切除［2］，如

内镜下黏膜切除术、内镜下黏膜下层剥除术及

经肛门内镜微创手术等，都可完整切除早期病

变。文献报道的限于黏膜层的病变几乎不发生

淋巴结转移，而黏膜下层浸润的T1期肠癌发生

淋巴结转移的比例为6.8%~17.8%［3-5］。目前，

临床缺乏预测肿瘤局部切除后淋巴结转移的有

效手段。如何准确评判肿瘤局部切除术后的淋

巴结转移风险是一个关系患者后续治疗方案

选择的难题。有研究发现，Ⅱ期结直肠癌中肿

瘤出芽与淋巴结转移及预后显著相关［6-7］。然

而，在早期结直肠癌中，肿瘤出芽能否预测肿

瘤转移尚无深入研究。

　　肿瘤出芽是指在肿瘤的浸润前沿散在分布

于间质中单个或者小于5个的小簇肿瘤细胞。研

究发现肿瘤出芽是肠癌细胞发生上皮间质转化

的特征性标志，是一个独立的不良预后因素，

与肿瘤的复发和转移密切相关［8-13］。对于肿瘤

出芽的评判方法目前没有统一的标准，不同研

究采用不同的方法计数肿瘤出芽，计量方法包

括：定性、定量、或者半定量法；计量范围包

括：最密集区计数、肿瘤浸润前沿计数或整个

肿瘤组织平均计数［6,8,14-16］。

　　在本研究中，我们使用10个高倍镜视野的

方法计数肿瘤出芽，通过建立淋巴结转移的风

险分析公式，客观评估淋巴结转移的概率，探

索其在临床应用中的价值。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　本研究经复旦大学附属肿瘤医院临床研究

伦理委员会批准。收集2008年1月—2014年4月

在复旦大学附属肿瘤医院接受根治性手术治疗

的T1期结直肠癌患者307例。另选取2014年8月

后在我院手术治疗的T1期结直肠癌患者14例作

为验证组。研究排除Lynch综合征、炎性反应性

肠病和同期或曾患有进展期结直肠癌的病例。

1.2　研究方法

　　本研究从临床病史和病理报告中收集患者

的年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大小和淋巴结

转移情况等。由具有胃肠病理学专长的病理科

医师复习所有病理切片，评估肿瘤出芽和相关

病理特征。

　　肿瘤出芽的评价方法：低倍镜下(×100)浏览

每个病例的所有HE染色切片，在肿瘤浸润的前

沿寻找出芽最密集的区域，在该区域计数10个

高倍镜视野(×400)下总的出芽个数。如果在低倍

镜下没有发现明显的出芽区域，则随机选取10
个高倍镜视野来计数出芽个数。

　　其他病理特征包括：肿瘤分化水平(低级别

或高级别)、脉管侵犯(淋巴管或者血管)、黏膜

肌状态(可评估或不可评估)、黏膜下浸润深度

(根据Kudo分类分为SM1、SM2和SM3［17］)、生
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长类型(浸润型或膨胀型)及是否合并背景腺瘤。

1.3　统计学处理

　　本研究采用Mann-Whitney U/Kruskal-Wallis
检验方法来分析肿瘤出芽个数和病理特征之间

的关系。使用χ2检验、Fisher精确检验、t检验、

Mann-Whitney U检验和Logistic回归等方法来

分析组织病理特征和淋巴结转移之间的关系。

所有数据均采用SPSS 19.0软件包进行统计学分

析。采用双侧检验的方法。P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　　果

2.1　临床特征

　　在307例患者中，男性159例，女性148例，

男女比例1.1∶1.0。年龄27~86岁(中位年龄为

60岁)，平均59.8岁。肿瘤直径6~93 mm，平均 

20 mm。病变分别位于右半结肠(39例)、左半结

肠(64例)和直肠(204例)。平均每例的淋巴结数

目为13枚。

2.2　病理特征

　　所有病例在10个高倍镜视野下肿瘤出芽个

数为0~138个，平均12个(图1)。分析肿瘤出芽个

数和组织病理学特征的关系，发现肿瘤出芽个

数与肿瘤分化水平、黏膜下浸润深度、脉管侵

犯、肿瘤生长类型、黏膜肌状态和合并背景腺

瘤显著相关(表1)。

图 1　结直肠癌生长类型

Fig. 1    The growth type of colorectal cancer 

 A: Infiltrative type of growth pattern of T1 colorectal cancer, 
there were lots of tumor buds in the invasive front (HE, ×100); B: 
Expending type of growth pattern of T1 colorectal cancer, there was 
no bud in the invasive front (HE, ×40)

表 1　肿瘤出芽与T1期结直肠癌临床病理特征的联系

Tab. 1    Correlation of tumor budding with histopathological features in T1 colorectal cancer

Variables n Budding counts (x±s) P value
Tumor grade <0.000 1

Low 248 9±1
High  59 22±3 

Lymphovascular invasion <0.000 1
Negative 248 9±1 
Positive  59 23±3 

Growth pattern <0.000 1
Expanding   90 1±0 
Infiltration 217 16±1 

Muscularis mucosae state 0.028
Identifiable   68   5±1
Unidentifiable 239 14±1

Submocosal depth <0.000 1
SM1   68   6±1
SM2   88 10±1 
SM3 152 15±1

Background adenoma (BGA) <0.000 1
Present 240 10±1
Absent   67 17±2 

2.3　淋巴结转移的危险因素分析

　　统计分析显示，13%的病例(40/137)出现

了淋巴结转移。单因素分析显示，肿瘤分化水

平、脉管侵犯和肿瘤出芽与淋巴结转移显著相

关(表2)。多因素Logistic回归分析显示，肿瘤分

化水平(HR=4.811，95%CI：3.943~5.870)、脉

管侵犯(HR=14.315，95%CI：11.665~17.568)和
10个高倍镜计数的肿瘤出芽个数(HR=1.025，

95%CI：1.018~1.031)与淋巴结转移显著相关 

(表2)。
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2.4　淋巴结转移风险分析公式的建立

　　在相同的肿瘤分化水平和脉管状态下，肿

瘤出芽个数越多，淋巴结转移的概率越大。根

据Logistic回归分析的结果，我们创建了一个

淋巴结转移的风险分析公式：Z=1.571×(脉管状

态：侵犯为1；无侵犯为0)+2.661×(肿瘤分化水

平：高级别为1；低级别为0)+0.024×(肿瘤出芽

个数)−3.885，概率=1/1+e−Z。

2.5　公式的验证

　　14例验证病例的临床病理特征见表3，通过

淋巴结转移风险分析公式计算出相应的淋巴结

转移风险概率。3例淋巴结阳性的病例公式计算

出淋巴结转移风险概率分别为0.615、0.302和

0.349。11例淋巴结阴性的病例公式计算出的风

险概率为0.020~0.023。

表 3　验证组T1期结直肠癌淋巴结转移情况对比分析

Tab. 3    Clinicopathological details of the validation group of the 14 cases of T1 colorectal cancer

No. Age/year Gender Location Size l/mm MM SM BGA GP LVI Grade Budding 
counts P value* LNM

1 57 F Rectum 25 1 3 - 1 + High 5 0.61 +

2 51 M Rectum 20 1 3 + 1 - Low 3 0.02 -
3 71 M Rectum 20 1 3 - 0 - Low 2 0.02 -
4 71 M Right 40 0 1 + 1 - Low 0 0.02 -
5 49 M Rectum 15 1 3 - 1 - Low 6 0.02 -
6 72 F Right 18 0 1 - 1 - Low 0 0.02 -
7 58 F Rectum 10 1 3 - 1 - Low 0 0.02 -
8 62 F Left 10 1 2 + 1 - Low 0 0.02 -
9 74 F Rectum 18 0 3 - 0 - Low 0 0.02 -
10 66 M Right 25 0 2 - 0 - Low 0 0.02 -
11 62 M Left 22 1 1 - 0 - High 0 0.02 -
12 77 M Left 40 1 3 + 0 - Low 0 0.02 -
13 34 F Left 16 1 3 - 1 - High 16 0.30 +

14 57 F Right 25 1 3 - 1 - High 25 0.35 +

 *: The calculated probability of LNM according the predictive formula. MM: Muscularis mucosae state (0, identifiable; 1, unidentifiable). GP: 
Growth pattern (0, expanding; 1, infiltration). LVI: Lymphovascular invasion; F: Female; M: Male

表 2　T1期结直肠癌淋巴结转移的临床病理单因素和多因素分析

Tab. 2    Univariate and multivariate analysis of clinicopathological factors for T1 colorectal cancer lymph node metastasis

Variables LNM (-) LNM (+)
Univariate analysis Multivariate analysis

P value HR 95%CI P value
Tumor grade <0.000 1 14.315 11.665-17.568 <0.000 1
    Low 235 13
    High 32 27
Lymphovascular invasion <0.000 1 4.811 3.943-5.870 <0.000 1
    Negative 230 18
    Positive 37 22
Growth pattern 0.052
    Expanding 85 5
    Infiltration 182 35
Muscularis mucosae state 0.243
    Identifiable 62 6
    Unidentifiable 205 34
Submucosal depth 0.206
    SM1 61 6
    SM2 79 9
    SM3 127 25
Background adenoma 0.602
    Present 210 30
    Absent 57 10
    Budding counts (x±s ) 10±1 25±4 <0.000 1 1.025 1.018-1.031 <0.000 1
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3　讨　　论

　　T1期结直肠癌淋巴结转移概率较低，患者

可以通过损伤相对较小的内镜下切除治疗获得

根治。但是，一部分患者可能有淋巴结转移的

风险，本研究中T1期结直肠癌淋巴结转移率为

13%，与既往文献报道的淋巴结转移率(10%)
相似［3-5］。内镜下局部切除后如何精确评估淋

巴结状态始终是临床关注的问题。但是，评估

转移风险的病理标准尚未确立［18-19］。除了脉

管侵犯和肿瘤分化水平这两个已被广泛接受的

病理特征，肿瘤出芽已引起越来越多研究者的

注意。一系列研究表明，肿瘤出芽与淋巴结侵

犯、远处转移、肿瘤局部复发和较短的生存时

间等显著相关［8-13］。本研究通过对307例T1期结

直肠癌患者进行回顾性分析，发现肿瘤出芽和

淋巴结转移显著相关，肿瘤出芽是预测淋巴结

转移的一个重要影响因素。因此，我们通过单

因素和多因素回顾性分析发现肿瘤出芽同样是

T1期结直肠癌淋巴结转移的高危因素，可作为

淋巴结转移风险评估客观指标之一，继而为临

床后续治疗方案的选择提供参考。

　　病理切片中肿瘤出芽的判读缺少标准化的

评价方法［6,8,14-16］，不同的研究采用的计数方法

各不相同。其中使用最广泛的是由Ueno等［10］

提出的计数方法：在×20的物镜下(放大倍数为

×200)计数出芽最密集区域的肿瘤出芽个数，

根据阈值判断有否有肿瘤出芽。最近，Horcic 
等［6］比较了7种不同计数方法在105例Ⅱ期肠

癌患者中的应用价值，结果显示，10个高倍镜

视野计数肿瘤出芽的方法具有较好的准确性和

可重复性，观察者之间一致性程度较高，并

且独立于T分期和脉管侵犯而与临床结局显著

相关，因此建议使用该方法计数肿瘤出芽。 

Karamitopoulou等［16］的研究也推荐使用10个

高倍镜视野计数的方法。我们的研究方法与

Ueno等［10］的计数法类似，通过低倍镜下初筛

直接计数出芽最密集区10个高倍镜视野肿瘤出

芽的具体个数。该计数方法一方面可避免肿瘤

内肿瘤出芽分布异质性引起的选择偏倚［20］，

另一方面又可直接反映所选择的区域肿瘤出芽

个数减少统计偏差。因此，这种10个高倍镜视

野肿瘤出芽计数方法具有较好的准确性和可重 

复性。

　　在结直肠癌研究中综合各项危险因素构建

风险分析公式，可以更加准确客观地评估不良

事件的风险。Macias-Garcia等［21］通过对97例T1

期结直肠癌患者的研究发现肿瘤浸润性生长、

无淋巴细胞浸润、肿瘤分化差、无蒂的形态与

淋巴结转移相关，并在此基础上构建了一个风

险分析模型来评估淋巴结状态。此外，Masaki
等［13,22］在T1和T2期结直肠癌中发现肿瘤出芽

与淋巴结转移相关，构建了肿瘤出芽单因素的

淋巴结转移风险分析公式。在后续验证病例中

该公式可对淋巴结转移进行预测，但是由于公

式仅包含肿瘤出芽一个变量，不能反映其他因

素对淋巴结转移风险的影响。我们的研究不仅

对肿瘤出芽与淋巴结转移的关系进行分析，而

且在多因素分析的基础上建立多个变量的淋

巴结转移风险分析公式，相关变量依据影响力

进行权重，依据算式，可计算出淋巴结转移的

概率。在后续14例新病例的验证中，公式计算

的淋巴结转移概率与实际淋巴结转移情况相吻

合，提示该公式具有一定的临床应用前景。

　　综上所述，在T1期结直肠癌中肿瘤出芽作

为一个可量化的组织学指标，与临床病理特征

密切相关。单因素和多因素分析显示，10个高

倍镜视野下的肿瘤出芽个数与T1期结直肠癌淋

巴结转移显著相关。本研究演算出的淋巴结转

移风险分析公式能有效地预测淋巴结转移，可

协助临床评估T1期结直肠癌患者淋巴结转移的

风险。
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