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［摘要］  背景与目的：结直肠癌（colorectal cancer，CRC）为世界第三常见恶性肿瘤，近年来研究者认为白细胞介素

（interleukin，IL）-35和（或）IL-37与CRC的发展有关，但其作用机制尚未阐明。探究IL-35和IL-37在CRC发展中的作用及

其可能的机制，分析IL-35和IL-37与CRC患者预后的相关性。方法：收集2013年—2017年在上海交通大学医学院附属同仁

医院接受治疗的191例CRC患者手术病理蜡块的肿瘤组织，与其匹配的非癌组织是来源于同一患者的肠癌手术切缘蜡块组

织。应用免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）染色法将CRC患者的癌组织与非癌组织染色，并运用Image-Pro Plus
将IHC染色阳性部分定量分析，结合随访结果，探讨癌组织与非癌组织中IL-35和IL-37的表达水平与CRC临床病理学特征及

预后的相关性。结果：与非癌组织相比，CRC组织中IL-35的表达量减少了50%（P<0.000 1）。CRC组织中IL-37的表达量与

非癌组织相比增加了40%（P=0.012）。多因素生存分析显示，癌组织中IL-35（HR=0.39；95% CI：0.16~0.97；P=0.04）的

表达水平是CRC患者术后生存的独立预测指标。结论：IL-35和IL-37蛋白的表达水平可能与CRC的发展有关，IL-35的表达

水平可能是CRC患者术后生存的独立预测指标。
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［Abstract］ Background and purpose: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in the world. Recently, it is 

suggested that interleukin (IL)-35 and/or IL-37 are associated with CRC, but the precise underlying mechanism has not been fully 

explored. The aim of this study was to explore the correlation between IL-35 or IL-37 and clinicopathology of CRC, and to determine 

whether IL-35 or IL-37 could be used as prognosis biomarker for CRC patients. Methods: Tissue array was generated from both 

CRC (n=191) and the matched non-cancer tissues (n=141) from the same patient’s adjacent tissues from 2013 to 2017 in Department 

of Pathology, Tongren Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine. Quantitative analysis for IL-35 and IL-37 

was performed on these immunohistochemically (IHC) labelled tissues using Image-Pro Plus software, for comparison between 

cancer and non-cancer tissues. We investigated the correlation between IL-35/IL-37 in the CRC tissues and pathology, as well as 

prognosis. Results: The expression of IL-35 was decreased by 50% in CRC tissues compared with non-cancer tissues (P<0.000 1). 

In contrast, the expression of IL-37 was increased by 40% in CRC tissues compared with non-cancer tissues (P=0.012). Furthermore, 

the expression of IL-35, but not IL-37, in cancer tissues (HR=0.39, 95% CI: 0.16-0.97, P=0.04) was an independent predictor of 



《中国癌症杂志》2020年第30卷第6期 457

　　结直肠癌（colorectal cancer，CRC）在中国

男性癌症死亡率中排第5位，女性癌症死亡率中

排第4位［1］。城市的发病率高于农村地区，经济

较发达地区的发病率较高［1］。有研究显示，宿

主免疫在肿瘤发生中起着重要作用［2］，炎症性

肠病中持续存在的肠道炎症会显著增加CRC的

患病风险［3-4］。白细胞介素（interleukin，IL）-
12家族的成员IL-35为抗炎因子，IL-1家族的成

员IL-37同样也是一种抗炎因子［5］。最新研究显

示，IL-35具有强烈抑制免疫细胞的功能，并且

在溃疡性结肠炎中起到减轻结肠组织炎症损伤的

作用［6］，血清中IL-37水平升高与卵巢癌患者的

不良预后相关［7］。但IL-35和IL-37的表达水平是

否与CRC的发展有关、是否可以作为CRC患者术

后生存的独立预测指标，仍有待研究。

　 　 本 研 究 应 用 免 疫 组 织 化 学

（immunohistochemistry，IHC）染色法将191例

CRC患者的癌组织与匹配的切缘组织（即非癌

组织）染色，并运用Image-Pro Plus软件将IHC染

色阳性部分进行定量分析，结合随访结果，探

讨CRC组织与非癌组织中IL-35和IL-37表达水平

与CRC临床病理学特征及预后的相关性，探究

IL-35和IL-37在CRC诊断和治疗中的意义。

1 资料和方法

1.1  实验对象

1.1.1 患者临床病理学资料

　　收集2013—2017年在上海交通大学医学院附

属同仁医院接受治疗的CRC患者术后的病理学组

织蜡块和临床资料，并排除黏液腺癌。因为黏液

腺癌在显微镜下呈现为大片黏液，在IHC染色中

没有特异性。

1.1.2 实验组与对照组的选取

　　收集CRC患者191例，将其中CRC癌组织作

为实验组，同一患者的形态学正常的手术切缘组

织作为对照组，切缘组织距离肿瘤>5 cm。对照

组的总例数为141例。

1.1.3 随访

　　随访资料来源于上海市长宁区疾病预防控制

中心，在收集到的191例CRC患者中，共获得了

76例患者的随访信息。截至2018年5月，随访到

的患者信息如下：51例患者生存，25例患者死

亡，在这些CRC患者中，最长的生存时间为53 
个月。

1.1.4 患者肿瘤大小分组和年龄分组中间值的 
选择

　　选取肿瘤直径5 cm作为CRC患者分组的中间

值，是影响患者5年生存率和5年局部复发率的独

立因素［8］，因此本次实验选择5 cm作为CRC患者

分组的中间值。有研究［9］表明，CRC患者诊断

的中位年龄约为70岁，因此本次实验选择70岁作

为分组的中间值。

1.2  主要试剂与仪器

　　IL-35抗体（编号ab131039）购自英国Abcam
公司， IL-37抗体（编号ab57187）购自英国

Abcam公司，兔血清购自武汉博士德生物工程有

限公司，DAB显色液购自丹麦DAKO公司，苏木

精购自珠海贝索生物科技有限公司，EDTA修复

液购自丹麦DAKO公司，Olympus BX63光学显微

镜购自日本Olympus公司。

1.3  组织芯片的制作

　　由两名有高级职称的病理科医师在显微镜下

复习档案切片，并对比蜡块确定CRC组织实验组

和非癌组织对照组的代表性区域（以下称为癌组

织和非癌组织）。由病理科技师从石蜡块中取出

直径2.0 mm的代表性区域的组织，放入预制蜡块

中，制成组织芯片。将制好的组织芯片于80 ℃
烤箱高温处理10 min后进行切片。切片厚度为 
4 μm。将H-E染色切片的镜下形态与原选定区域

进行对比，形态高度一致则为最终的组织芯片。

postoperative survival in CRC patients, using the multivariate survival analysis. Conclusion: The expression of IL-35 or IL-37 may 

be involved in the development of CRC. The expression of IL-35 is believed to be an independent predictor of postoperative survival 

in CRC patients. The precise mechanism of IL-35 and IL-37 in the development of CRC in vivo will be determined in future.

［Key words］ Colorectal Cancer; Interleukin-35; Interleukin-37; Prognosis; Multivariate analysis
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1.4  IHC染色

　　将制备好的组织芯片切片后，按顺序进行

烤片，67 ℃烘箱2 h；脱蜡，二甲苯5 min，梯度

乙醇100%、95%、80%中振洗1 min。修复：PT 
Link抗原修复仪，EDTA修复液，30 min。阻断：

0.3% H2O2，室温下温育30 min。封闭：兔血清浓

度1∶1 000，室温下温育30 min。加一抗，IL-35
浓度1∶12 000，IL-37浓度1∶300，室温下温育

30 min。加二抗，HRP标记的鼠兔通用二抗聚合

物，1∶1对倍稀释，室温下温育30 min。显色、

复染、脱水干燥封片［10-11］。

1.5  拍照

　　将IHC染色后的组织切片置于Olympus BX63

光学显微镜下拍照，物镜为60倍空气镜。每张芯

片中的每个组织拍30~40张图片。调整拍摄全程

中显微镜的光源为日光色温的白色光，保证显微

镜光源稳定。使用手动控制曝光时间，保持拍照

全程曝光一致。使用同样的显微镜工作条件（室

内温度、光线等）与相机工作条件，一次性拍摄

完所有照片。

1.6  Image-Pro Plus 9.1软件量化IHC染色

　　选取拍摄图片上带有IHC染色阳性色调的区

域为目标区域，测量该区域的累计吸光度（D）

值，选择并测量有效统计区域的面积，计算平均

D值，计算同一块组织上的各照片的平均值及标

准差，用统计学方法分析各个实验组的平均D值

之间差异是否有统计学意义，以每组所拍照片的

平均值作为最终量化后的数值［12-13］。

1.7  生存分析中高表达组与低表达组截断值的

判定

　　将76例随访患者CRC组织中IL-35和IL-37的

表达量分别进行排序，选择中位数作为区分高

表达组与低表达组的截断值（IL-35的截断值为

2.23×103，IL-37的截断值为0.98×105）。癌组织

中IL-35或IL-37的表达量高于中位数的CRC患者

为高表达组；癌组织中IL-35或IL-37的表达量低

于中位数的CRC患者为低表达组。

1.8  统计学处理

　　使用Mann-Whitney U检验法对两组进行比

较，使用GraphPad Prism 7软件绘制柱状图；使

用Kaplan-Meier方法、GraphPad Prism 7软件绘制

生存曲线，并通过log-rank检验法进行检验；使

用COX比例风险模型对影响患者预后的因素进行

单因素和多因素生存分析。P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1  CRC患者的临床病理学信息

　　本实验共收集191例CRC患者，其中男性120
例，女性71例。年龄范围24~94岁，且主要集中于

62~78岁（四分位数：25%~75%），总体年龄偏大

（<60岁，n=37/191）。按照CRC的病理组织学分

类标准［14］，高分化的患者例数为7例，中分化为

146例，低分化为38例。在进行IL-37与CRC相关性

的研究中由于组织芯片切片后位点丢失，漏掉3例

患者的非癌组织。IL-35和IL-37 IHC染色量化后的

数据均呈现偏态分布，因此使用中位数±四分位数

间距来反映数据情况，详细信息见表1。

2.2  IL-35和IL-37在CRC组织和非癌组织中表

达量的差异分析

　　在非癌组织中，IL-35和IL-37的表达主要定

位于肠黏膜上皮细胞的细胞质中（图1C~D）。

与非癌组织相比，CRC组织中的IL-35蛋白的表

达相对较弱，并在分化较差癌细胞的细胞质和细

胞核中呈扩散式分布（图1G）。与非癌组织相

比，CRC组织中的IL-37蛋白的表达相对较强，

并在分化较差癌细胞的细胞质和细胞核中呈扩散

式分布（图1H）。

　　与非癌组织相比，CRC组织中IL-35的表

达量减少了50%（图2A）。CRC组织与非癌

组织中IL-35蛋白表达量的差异有统计学意义 

（P<0.000 1）。与非癌组织相比，CRC组织中

IL-37的表达量增加了40%（图2B）。CRC组织

与非癌组织中IL-37蛋白表达量的差异有统计学

意义（P=0.012）。

2.3  CRC组织中IL-35和IL-37的表达量与CRC

患者生存时间的生存曲线分析

　　癌组织中IL-35高表达组与低表达组在CRC
患者的生存率中有差异，IL-35高表达组的CRC

陈飞儿，等  白细胞介素35和白细胞介素37与结直肠癌临床病理学特征及预后的相关性研究
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患者的生存率相对高；IL-35低表达组的CRC患

者的生存率相对低，并且当生存天数<800 d时，

高表达组与低表达组之间的差距最为明显，但

整体差异无统计学意义（P=0.18，图3A）。癌

组织中IL-37高表达组与低表达组在CRC患者的

图 1  CRC癌组织和非癌组织的阴性对照组、H-E染色以及IL-35和IL-37的IHC染色

Fig. 1  IHC staining of negative control groups, H-E staining and IHC staining of IL-35 and IL-37 in CRC tissues and non-cancerous tissues

The bar represented 40 µm

表 1  CRC患者的临床病理学信息

Tab. 1  Clinical pathology information of CRC patients

Characteristic
IL-35 non-cancer (units×103) IL-35 cancer (units×103) IL-37 non-cancer (units×105) IL-37 cancer (units×105)

N M±QR N M±QR N M±QR N M±QR
Non-cancer vs cancer 141 3.75±9.43 191 1.04±9.10 138 1.60±0.98 191 2.14±0.40
Gender
 Male 89 3.77±9.47 120 1.00±2.73 91 1.97±1.31 120 2.30±1.42
 Female 52 3.32±10.44 71 0.83±2.93 47 1.75±1.82 71 2.16±1.51
Age/year
 <70 29 4.83±14.08 42 0.95±3.59 32 1.76±1.43 42 2.31±1.72
 ≥70 112 3.61±8.85 149 0.91±2.65 106 2.00±1.40 149 2.24±1.36
Size D/cm
 ≤5 113 3.92±8.74 148 1.01±2.93 111 1.97±1.46 148 2.31±1.39
 >5 28 2.47±16.39 43 0.83±2.35 27 1.57±1.30 43 1.92±1.23
Lymph node metastasis
 No 87 3.40±7.34 116 0.98±3.22 84 2.00±1.37 116 2.38±1.47
 Yes 54 4.26±17.59 75 0.84±2.27 54 1.75±1.42 75 1.91±1.46
Differentiation
 Well 4 3.73±0.93 7 3.49±31.89 4 1.02±0.91 7 2.37±0.94
 Moderate 107 3.54±9.04 146 0.78±2.30 107 1.75±1.41 146 2.24±1.56
 Poor 30 4.57±15.97 38 1.26±4.07 27 2.42±1.77 38 2.06±1.45
Invasion depth
 T1 6 3.75±9.43 11 1.04±9.10 8 1.60±0.98 11 2.14±0.40
 T2 19 2.89±6.10 26 0.63±1.76 16 1.87±1.82 26 2.82±1.86
 T3 24 3.73±17.21 31 1.02±3.72 23 1.75±1.58 31 2.25±1.65
 T4 92 4.11±9.64 123 1.01±2.67 91 2.11±1.33 123 2.11±1.41
TNM
 Ⅰ 21 3.77±7.15 33 0.77±3.17 21 1.74±1.48 33 2.38±1.26
 Ⅱ 65 3.37±7.89 82 1.03±3.03 63 2.12±1.42 82 2.36±1.66
 Ⅲ 46 3.77±19.71 65 0.84±2.14 48 1.75±1.39 65 1.90±1.54
 Ⅳ 9 6.98±10.63 11 0.82±5.09 6 1.78±3.34 11 2.04±1.36

M±QR: Median±quartile range

生存率中同样有差异，IL-37高表达组的CRC患

者的生存率相对高；IL-37低表达组的CRC患者

的生存率相对低，并且在生存时间>500 d后，其

离散趋势十分明显，但整体差异无统计学意义

（P=0.14，图3B）。
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图 2  IL-35和IL-37在CRC组织与癌组织之间表达的差异

Fig. 2  Difference in expression of IL-35 or IL-37 between  

non-cancerous tissues and CRC tissues
****: P<0.000 1; *: P<0.05; The Y-axis represented the arbitrary units of 
IL-35 or IL-37 expression

图 3  CRC组织中IL-35和IL-37的表达量与CRC患者生存时间的

生存曲线

Fig. 3  Survival curves of the relationship between the expression 

of IL-35 or IL-37 in CRC tissues and the survival time among CRC 

patients

2.4  CRC患者癌组织中IL-35和IL-37的表达

量与其他临床病理学特征的单因素和多因素生

存分析

　 　 单 因 素 生 存 分 析 中 显 示 ， 淋 巴 结 转 移

（HR=2.80，95% CI：1.25~6.25，P=0.01）、肿

瘤侵袭深度（HR=2.89，95% CI：1.25~6.70，

P=0.01）及TNM分期（HR=2.48，95%  CI：

1.46~4.23，P=0.001）均为可以作为CRC患者

预后的预测指标。IL-35（HR=0.59，95% CI：

0.27~1.29，P>0.05）不能作为CRC患者预后的预

测指标。

　　多因素生存分析中显示，IL-35（HR=0.39，

95% CI：0.16~0.97，P=0.04）、肿瘤侵袭深度

（HR=2.42，95% CI：1.05~5.60，P=0.04）是

CRC患者术后生存的独立预测指标。其他因素如

IL-37、性别、年龄、肿瘤大小、淋巴结转移、

肿瘤分化及TNM分期在CRC的多因素分析中无显

著差异（表2）。

表 2  CRC患者癌组织中IL-35和IL-37表达量与其他临床病理学特征的单因素和多因素生存分析表

Tab. 2  Univariate and multivariate analysss of IL-35, IL-37 and clinicopathological factors affecting survival of patients with CRC

Characteristic
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
IL-35 (high/low) 0.59 (0.27-1.29) - 0.39 (0.16-0.97) 0.04
IL-37 (high/low) 0.55 (0.24-1.24) -
Gender (male/female) 0.84 (0.37-1.92) -
Age/year (<70/≥70) 1.58 (0.37-6.71) -
Size D/cm (≤5/>5) 1.68 (0.67-4.23) -
Lymph node metastasis (no/yes) 2.80 (1.25-6.25) 0.01 1.44 (0.26-8.09) -
Differentiation (well/moderate/poor) 1.66 (0.66-4.20) -
Invasion depth (T1/T2/T3/T4) 2.89 (1.25-6.70) 0.01 2.42 (1.05-5.60) 0.04
TNM (Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ) 2.48 (1.46-4.23) 0.001 1.58 (0.48-5.22) -

P values for COX proportional hazards regression analysis; -: No significant difference

3 讨  论

　　与健康人群相比，炎症性肠病患者发生CRC
的风险更高，并且肠炎的病程长和广泛性是炎症

性肠病患者最终患有CRC的危险因素［15-16］。炎

症性肠病中持续存在的肠道炎症会显著增加CRC
的风险，并且结肠炎演变而来的CRC的存活率比

普通CRC患者低［17］。

　　CRC的进展会受到癌细胞和肿瘤微环境之间

复杂相互作用的影响。免疫细胞对肿瘤进展的影响

已在各种癌症类型中广泛报道［18］。免疫细胞可以

具有肿瘤抑制作用并在免疫监视和平衡期控制肿瘤

生长，同时，肿瘤进展也可以由慢性炎症诱导，刺

激癌细胞的增殖并促进血管生成和转移［19］。

　　IL-35与肿瘤进展及预后的关系尚未得到充

分证明。在本实验研究结果中， IL-35蛋白在

CRC组织中的表达量比非癌组织减少了50%，提

示IL-35在CRC组织中的作用可能与抑制肿瘤细

胞生长有关。当IL-35表达水平高时，可能通过
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诱导G1期细胞周期停滞等功能，从而抑制CRC的

发生，而IL-35表达水平降低，使IL-35在CRC组

织中抑制肿瘤细胞生长的功能减弱，从而导致了

CRC的进展。

　　本研究结果显示，CRC组织中IL-35和IL-37
的高表达均可能有利于CRC患者术后生存时间

的延长，这可能与IL-35和IL-37作为抗炎因子，

其高表达有利于患者术后恢复有关。Mohammed 
等［20］也认为抗炎药物的应用有助于CRC患者术

后的治疗。但在本研究中，CRC组织中IL-35和

IL-37表达量的高低与患者术后生存时间的差异

无统计学意义，这可能是由于随访的患者数量较

少所致。

　　本研究结果显示，CRC组织中IL-37的蛋白

表达量在单因素与多因素生存分析中均不是影响

患者术后生存时间的因素。而IL-35的蛋白表达

量在单因素生存分析中不显著，但在多因素生存

分析中可以作为影响CRC患者生存时间的独立因

素。其原因可能是在统计分析中IL-35的真实作

用在单因素分析中被其他临床病理学特征掩盖，

因此其在单因素生存分析中差异无统计学意义。

而通过多因素分析去除其他影响因素后，显现出

了IL-35的蛋白表达量对CRC患者术后生存时间

的真实作用，即IL-35可能是CRC患者术后生存

的独立预测指标。

　　总之，IL-35和IL-37的表达水平在CRC癌组织

与非癌组织中存在差异。癌组织中IL-35的表达水

平可能是CRC患者术后生存的独立预测指标。
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