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[摘要] 目的 以 CD163 为标志物探讨人结直肠癌组织中 M2 型巨噬细胞与结直肠癌预后的关系。方法 收集

海军军医大学（第二军医大学）长海医院肛肠外科于 2010 年 1 月至 2011 年 12 月初次接受外科手术治疗的 648 例结

直肠癌患者的临床资料及其术后肿瘤组织石蜡标本，患者诊断均经术后病理证实。对照组分别为上述病例中 38 例患

者的癌旁组织，以及 37 例痔上黏膜环切钉合术（PPH）术后正常直肠黏膜组织和 33 例内镜治疗后的结直肠腺瘤组

织。所有标本制作成组织芯片，用免疫组化法检测 CD163 表达水平，分析不同 CD163 表达水平与结直肠癌临床病

理参数和预后的关系。结果 CD163 的表达水平与肿瘤分化程度、血清糖类抗原 19-9（CA19-9）、肿瘤复发

转移相关（P 均＜0.05）。生存分析发现  CD163 高表达组较低表达组无病生存率和总生存率低，且预后差

（P＜0.001）。Cox 多因素分析结果显示，血清癌胚抗原（CEA）、CD163 表达水平是结直肠癌预后的独立影响

因素（P 均＜0.05）。结论 M2 型巨噬细胞标志物 CD163 对结直肠癌预后有较好参考价值。
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Relationship between M2 macrophages marker CD163 and prognosis of colorectal cancer
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[Abstract]　Objective　To investigate the relationship between M2 macrophages and prognosis of patients with human 
colorectal cancer by using CD163 protein as a marker. Methods　The clinical data and paraffin samples of 648 patients with 
newly diagnosed colorectal cancer and the paraffin specimens of the tumor tissues after operation were collected from Jan. 
2010 to Dec. 2011 in the Department of Colorectal Surgery, Changhai Hospital, Navy Medical University (Second Military 
Medical University). All patients were diagnosed by postoperative pathology. Paracancerous tissues of the above 38 patients, 
normal colorectal mucosal tissues of 37 patients undergoing hemorrhoidectomy (PPH), and colorectal adenoma tissues of 
33 patients receiving endoscopic treatment served as controls. All specimens were made into tissue microarrays, and the 
expression of CD163 protein was detected by immunohistochemistry. The relationships between the expression of CD163 
protein and clinicopathological parameters and prognosis of patients with colorectal cancer were analyzed. Results　The 
expression level of CD163 was related to the degree of tumor differentiation, serum carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) and 
tumor recurrence and metastasis (all P＜0.05). Survival analysis showed that the high CD163 expression group had lower 
disease-free survival and overall survival rates and poor prognosis compared with the low CD163 expression group (P＜0.001). 
Cox multivariate analysis showed that serum expression levels of carcinoembryonic antigen (CEA) and CD163 were 
independent prognosis factors of patients with colorectal cancer (P＜0.05). Conclusion　M2 macrophage marker CD163 has 
a good reference value for the prognosis of patients with colorectal cancer.
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结直肠癌是常见的高危害消化系统恶性肿

瘤，全球每年新发病例约 120 万，其中因病致死 
60 万，且呈增多趋势[1]。结直肠癌的发展和预后不

仅与肿瘤本身特性有关，还与肿瘤微环境有关[2-3]。

研究证实，在肿瘤组织及其微环境中均存在大量

巨噬细胞，它们与肿瘤的发生、生长、转移等有

密切的关系，又被称为肿瘤相关巨噬细胞（tumor-
associated macrophage，TAM）[3]，以 M2 型巨噬细

胞为主，多项研究证实 CD163 蛋白是 M2 型巨噬

细胞的标志物[4-5]。本研究通过分析 CD163 表达水

平与结直肠癌预后的关系，探讨 M2 型巨噬细胞在

结直肠癌进展和转移中的作用。

1　资料和方法

1.1　病例资料与标本收集　收集 2010 年 1 月至 
2011 年 12 月接受外科手术的 648 例初治结直肠癌

患者的临床资料及其术后肿瘤组织石蜡标本，资料

及标本来源于海军军医大学（第二军医大学）长海

医院肛肠外科，患者诊断均经术后病理证实。排除

术前行新辅助化学治疗者。纳入标准：（1）术前

未合并其他部位恶性肿瘤；（2）术后病理证实为

结直肠癌，病理分期为Ⅰ～Ⅲ 期；（3）手术根治

性切除肿瘤，术后生存期大于 1 个月，未发生吻合

口瘘及心脑血管事件等并发症；（4）有完整规范

的术后病理报告及随访资料。生存时间定义为从初

次手术当日到末次随访或患者死亡时间。

648 例结直肠癌患者中，男性  395 例、女

性  253 例，男性∶女性为 1.5∶1；平均年龄

（60.21±12.35）岁；病理分期为Ⅰ期 128 例、Ⅱ

期 273 例、Ⅲ期 247 例。

选取上述病例中 38 例患者的癌旁组织制作

石蜡样本，同时纳入 37 例行痔上黏膜环切钉合术

（precedure for prolapse and hemorrhoids，PPH）的

混合痔患者术后正常黏膜组织和 33 例内镜治疗后

结直肠腺瘤样本。上述癌旁、正常黏膜、腺瘤组织

均经甲醛溶液固定、石蜡包埋，作为对照组。

1.2　观察指标　分析入组患者的年龄、性别、

肿瘤位置、清扫淋巴结数目、TNM 分期（按照

美国癌症联合委员会和国际抗癌联盟结直肠癌 
TNM 分期系统第 7 版进行分期）、肿瘤细胞分

化程度、术前血清癌胚抗原（carcinoembryonic 
antigen，CEA）水平、血清癌抗原糖类抗原 19-9

（carbohydrate antigen 19-9，CA19-9）水平、术后

是否行辅助化学治疗。术后复发：局部复发包括局

部淋巴结复发、吻合口复发等；远处复发包括血行

转移（肝、肺等）、腹腔种植转移等。术后复发诊

断主要依据体格检查、影像学检查及内镜检查。随

访开始于患者出院，截止时间为 2016 年 12 月或患

者死亡。

1.3　免疫组织化学染色　将上述甲醛固定、石蜡

包埋的标本由上海芯超生物科技有限公司制作成组

织芯片。鼠抗 CD163 单克隆抗体购自福州迈新生

物技术公司，货号：MAB-0206，工作浓度为即用

型。组织芯片经脱蜡水化、3% 过氧化氢溶液封闭

内源性过氧化物酶，柠檬酸盐高压加热修复抗原，

山羊血清封闭 30 min，洗净后孵育一抗，4 ℃ 过

夜。加二抗室温孵育 20 min，经 DAB 显色和苏木

精复染后，脱水封片。

1.4　免疫组织化学评分标准　免疫组织化学评分

由免疫染色阳性的细胞数决定。由 2 位硕士生在病

理科专家的指导下完成，取 2 位观察者观察数据的

平均值。随机选取 4 个 200 倍视野的相同大小的

间质进行计数，结果为平均的阳性细胞数。CD163 
的高表达标准：200 倍视野间质内阳性细胞数大于 
100。阳性细胞染色标准：细胞结构清晰，细胞膜

染色明显，着色和背景对比清楚。

1.5　统计学处理　采用 SPSS 21.0 软件进行数据分

析，计量资料比较采用 t 检验，计数资料比较采用 
χ2 检验或双侧 Fisher 精确概率法，分类变量比较采

用 Mann-Whitney U 检验。采用 Kaplan-Meier 法分

析 CD163 高表达组与低表达组生存率的差异；采

用 Cox 单因素和多因素回归分析法分析结直肠癌

预后的影响因素。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　CD163 在结直肠癌中的表达　CD163 在结

直肠癌组织芯片中表达于间质的巨噬细胞膜上，

呈棕黄色，在正常黏膜组织、癌旁组织、腺瘤组

织和结直肠癌组织呈不同程度的染色（图 1）。

结直肠癌组织中 CD163 阳性细胞数与正常黏膜组

织、癌旁组织、腺瘤组织比较差异均有统计学意义

（121.46±49.76 vs 48.69±13.37、75.75±43.07、
88.21±52.69，P＜0.01）。
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图 1　CD163 在正常黏膜组织、癌旁组织、腺瘤组织和结直肠癌组织中的表达

Fig 1　Expressions of CD163 in normal mucosal, paracancerous, adenoma and colorectal cancer tissues
A: Normal mucosal tissue; B: Paracancerous tissue; C: Adenoma tissue; D: Colorectal cancer tissue with low CD163 expression; E:  

Colorectal cancer tissue with high CD163 expression. Original magnification: ×200

2.2　结直肠癌临床病理参数与组织芯片中 CD163 
表达之间的关系　648 例结直肠癌患者癌组织芯片

的免疫组织化学分析结果显示，CD163 蛋白的表

达水平与分化程度（P＝0.002）、血清 CA19-9 浓

度（P＝0.011）、肿瘤复发转移（P＜0.001）相

关；而与年龄、性别、肿瘤部位、TNM 分期、血

清 CEA 浓度无关（P 均＞0.05）。见表 1。

表 1　结直肠癌组织中 CD163 的表达与临床病理参数的关系

Tab 1　Relationship between expression of CD163 in colorectal cancer tissues and the clinicopathological factors

　　　Index High expression group N＝363 Low expression group N＝285 P value
Age (year), x±s 60.53±12.57 60.44±11.73     0.869
Gender n (%)     0.545

Male 225 (61.98) 170 (59.65)
Female 138 (38.02) 115 (40.35)

Tumor location n (%)     0.123
Colon 145 (39.94)   97 (34.04)
Rectum 218 (60.06) 188 (65.96)

Differentiation degree n (%)     0.002
High   2 (0.55)   3 (1.05)
Moderate 337 (92.84) 279 (97.90)
Poor 24 (6.61)   3 (1.05)

TNM stage n (%)     0.799
Ⅰ   72 (19.83)   56 (19.65)
Ⅱ 149 (41.05) 124 (43.51)
Ⅲ 142 (39.12) 105 (36.84)

CEA n (%)     0.717
＜5 ng/mL 233 (64.19) 179 (62.81)
≥5 ng/mL 130 (35.81) 106 (37.19)

CA19-9 n (%)
＜37 U/mL 312 (85.95) 263 (92.28)     0.011
≥37 U/mL   51 (14.05) 22 (7.72)

Recurrence and metastasis n (%) ＜0.001
Yes 124 (34.16)   30 (10.53)
No 239 (65.84) 255 (89.47)

　　CEA: Carcinoembryonic antigen; CA19-9: Carbohydrate antigen 19-9
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2.3　CD163 的表达水平与结直肠癌患者预后的

关系　648 例结直肠癌患者的  5 年平均生存期

为 (42.32±14.51) 个月；5 年总体生存（overall 
survival，OS）率为 91.05％（590/648）；5 年无

病生存（disease-free survival，DFS）率为 76.23％
（494/648）。CD163 高表达组与 CD163 低表达组

的 5 年 DFS 率和 5 年 OS 率比较差异均有统计学

意义（P 均＜0.001，图 2）。

图 2　CD163 高表达与低表达结直肠癌患者的无病生存曲线和总生存曲线比较

Fig 2　Comparison of disease-free survival curve and overall survival curve of patients with colorectal cancer with

 high expression and low expression of CD163

2.4　结直肠癌患者预后影响因素的 Cox 单因素和

多因素分析　患者总体生存期的 Cox 单因素分析

结果显示，血清 CEA 水平（P＝0.049）、CD163 
表达水平（P＜0.001）是结直肠癌预后的影响因

素，而患者的年龄、性别、肿瘤部位、分化程

度、TNM 分期和血清 CA19-9 水平不是结直肠癌

预后的影响因素（P 均＞0.05）；Cox 多因素分析

结果显示，血清 CEA 水平（P＝0.008）、CD163 
表达水平（P＜0.001）是结直肠癌预后的独立影响

因素，而患者的年龄、性别、肿瘤部位、分化程

度、TNM 分期和血清 CA19-9 水平不是结直肠癌

预后的独立影响因素（P 均＞0.05）。见表 2。

患者无病生存期的  Cox 单因素分析结果显

示，TNM 分期（P＝0.047）、血清 CEA 水平（P＝
0.035）、CD163 表达水平（P＜0.001）是结直肠

癌预后的影响因素，而患者的年龄、性别、肿瘤部

位、分化程度和血清 CA19-9 水平不是结直肠癌预

后的影响因素（P 均＞0.05）；Cox 多因素分析结

果显示，血清 CEA 水平（P＝0.010）、CD163 表
达水平（P＜0.001）是结直肠癌预后的独立影响因

素，而患者的年龄、性别、肿瘤部位、分化程度、

TNM 分期和血清 CA19-9 水平不是结直肠癌预后

的独立影响因素（P 均＞0.05）。见表 3。

表 2　648 例结直肠癌患者总体生存期的影响因素

Tab 2　Influencing factors of overall survival of 648 patients with colorectal cancer

                             Parameter
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI）      P value HR (95% CI）     P value
Age (＜60 years vs ≥60 years) 0.889 (0.529, 1.494)     0.656 0.781 (0.457, 1.336)     0.368
Gender (male vs female) 0.956 (0.558, 1.638)     0.870 0.901 (0.521, 1.558)     0.709
Tumor location (rectum vs colon) 1.343 (0.790, 2.283)     0.276 1.003 (0.575, 1.749)     0.992
Differentiation degree (poor vs moderate-high) 0.800 (0.195, 3.284)     0.757 1.230 (0.293, 5.170)     0.778
TNM (Ⅰ-Ⅱ vs Ⅲ) 1.505 (0.893, 2.535)     0.125 1.183 (0.687, 2.038)     0.544
CEA (＜5 ng/mL vs ≥5 ng/mL) 1.693 (1.003, 2.858)     0.049 2.100 (1.209, 3.648)     0.008
CA19-9 (＜37 U/mL vs ≥37 U/mL ) 1.199 (0.807, 1.781)     0.369 0.839 (0.549, 1.282)     0.417
Expression of CD163 (low vs high) 2.080 (1.496, 2.894) ＜0.001 2.048 (1.463, 2.868) ＜0.001

CEA: Carcinoembryonic antigen; CA19-9: Carbohydrate antigen 19-9; HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval
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表 3　648 例结直肠癌患者无病生存期的影响因素

Tab 3　Influencing factors of disease-free survival of 648 patients with colorectal cancer

                  Parameter
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI） P value HR (95% CI） P value
Age (＜60 years vs ≥60 years) 0.887 (0.530, 1.485)     0.649 0.839 (0.495, 1.421)     0.514
Gender (male vs female) 0.908 (0.531, 1.551)     0.723 0.887 (0.517, 1.524)     0.665
Tumor location (rectum vs colon) 1.379 (0.817, 2.329)     0.229 1.010 (0.588, 1.734)     0.972
Differentiation degree (poor vs moderate-high) 0.704 (0.172, 2.889)     0.626 1.077 (0.256, 4.535)     0.920
TNM (Ⅰ-Ⅱ vs Ⅲ) 1.686 (1.006, 2.825)     0.047 1.375 (0.805, 2.347)     0.244
CEA (＜5 ng/mL vs ≥5 ng/mL) 1.746 (1.040, 2.932)     0.035 2.027 (1.181, 3.481)     0.010
CA19-9 (＜37 U/mL vs ≥37 U/mL ) 1.706 (0.807, 3.605)     0.162 0.913 (0.416, 2.004)     0.821
Expression of CD163 (low vs high) 4.723 (2.444, 9.128) ＜0.001 4.706 (2.383, 9.295) ＜0.001

CEA: Carcinoembryonic antigen; CA19-9: Carbohydrate antigen 19-9; HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval

3　讨　论

肿瘤微环境是指肿瘤局部浸润的免疫细胞、间

质细胞及所分泌的活性介质等与肿瘤细胞共同构成

的局部内环境[6]。肿瘤微环境与肿瘤细胞的生长关

系密切[7]，而肿瘤微环境中数量最多是巨噬细胞[8]，

其在肿瘤的发生、进展、免疫逃逸和转移中发挥重

要作用[9-10]。因此，巨噬细胞对肿瘤微环境的改变

和肿瘤细胞的生长有重要影响[11-13]。

目前认为 TAM 有 2 种亚型，即 M1 型和 M2 
型，M1 型巨噬细胞通过激活免疫系统和释放活性

氧、一氧化氮、肿瘤坏死因子等发挥抗肿瘤作用。

M2 型巨噬细胞发挥免疫抑制和促进肿瘤生长的作

用，通过促进微血管生长进而促进肿瘤转移。肿瘤

细胞分泌细胞因子诱导巨噬细胞向 M2 型转化，

以利于其生长，因此肿瘤相关巨噬细胞以 M2 型
为主 [14]。M2 型巨噬细胞增多在多个肿瘤中提示

预后不良[10,15-16]，其常用标志物为 CD163，表达于 
M2 型巨噬细胞膜上[17]。

本研究通过 648 例结直肠癌样本探讨 CD163 
表达水平与结直肠癌预后的关系，推测 M2 型巨噬

细胞在结直肠癌中的作用，在样本量和随访时间方

面较之前的研究更完善[4,14]，为进一步论证 CD163 
表达与结直肠癌的关系提供了线索和依据。本研究

提示 648 例结直肠癌患者间质中 CD163 的表达水

平与肿瘤分化程度、血清 CA19-9 水平、肿瘤复发

转移有关。生存分析发现 CD163 高表达组的 DFS 
率和 OS 率较低表达组低，且预后差。患者总体

生存期的 Cox 单因素分析结果显示，血清 CEA 
水平、CD163 表达水平是结直肠癌预后的影响因

素；Cox 多因素分析结果显示，血清 CEA 水平、

CD163 表达水平也是结直肠癌预后的独立影响因

素。患者无病生存期的 Cox 单因素分析结果也显

示，TNM 分期、血清 CEA 水平、CD163 表达水

平是结直肠癌预后的影响因素；Cox 多因素分析

结果也显示，血清 CEA 水平、CD163 表达水平

是结直肠癌预后的独立影响因素。

综上，CD163 高表达结直肠癌患者较低表达患

者预后差，提示 M2 型巨噬细胞可能引起结直肠癌

的不良预后，CD163 有希望成为新的预测结直肠癌

侵袭及转移的生物标志物，未来可通过减少结直肠

癌中 M2 型巨噬细胞的数量达到治疗肿瘤的目的。
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