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I 

摘  要 

背景和目的：TFF3 作为一种分泌蛋白，既往多个研究报道其可以作为多种恶性

肿瘤的血清标志物。我们通过检测胃肠道患者血清及尿液 TFF3 水平，研究血清

和尿液 TFF3 能否成为胃肠道肿瘤的标志物，研究其能否成为化疗疗效的预测指

标。 

方法：我们收集来自厦门大学附属中山医院肿瘤内科经过病理确诊的 90 名胃癌

患者和 128 名结直肠癌患者的血液和尿液样本。所有病例均符合入组标准。收集

来自厦门大学附属中山医院体检中心 91 名无癌健康志愿者的血液和尿液样本作

为对照组。血清及尿液 TFF3 水平使用酶联免疫吸附法检测。对比分析不同组的

血清和尿液 TFF3 水平与临床病理参数之间的关系。比较不同组化疗前后血清和

尿液 TFF3 水平的变化。 

结果：胃癌和结直肠癌两组患者的血清和尿液 TFF3 水平均明显高于健康对照组，

差异有统计学意义(P<0.05)。胃癌和结直肠癌两组患者血清 TFF3 水平的升高与

远处转移和临床分期的递增有显著的相关性(P <0.05)。结直肠癌患者的年龄和淋

巴结转移的数目与血清 TFF3 水平有显著的相关性(P <0.05)。胃癌和结直肠癌两

组中经过化疗获得部分缓解的患者，其血清 TFF3 水平明显下降。血液和尿液

TFF3 的联合检测不能提高两种类型肿瘤的诊断阳性率。胃癌和结直肠癌两组患

者的尿液 TFF3 水平呈现与肾小球滤过率（GFR）负相关 (P <0.05)。 

结论： 我们的研究数据显示血清 TFF3 是一项有效地监测胃肠道肿瘤远处转移

和肿瘤分期的分子标志物，其可能成为胃肠道肿瘤化疗疗效监测的药效学指标。  

 

关键词：胃癌，结直肠癌，三叶因子 3，肿瘤标志物 
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II 

Abstract 

BACKGROUND & AIMS: As a secreted protein, serum TFF3 has been reported to 

be a biomarker for several malignancies. We further investigated whether TFF3 can be 

applied as a biomarker for and predictor of responses to chemotherapy in 

gastrointestinal cancer. 

METHODS: Serum and urine samples were collected from 90 patients with gastric 

cancer, 128 patients with colorectal cancer and 91 healthy individuals as a control 

group. Serum and urine TFF3 levels were measured using an ELISA. 

RESULTS: Serum and urine TFF3 levels were significantly higher in the patients 

with gastric and colorectal cancer compared with the healthy individuals (P<0.05). 

Higher serum levels of TFF3 were significantly correlated with distant metastasis and 

an advanced stage in the two types of cancer (P<0.05). Age and the number of lymph 

node metastases were significantly correlated with serum TFF3 levels in colorectal 

cancer, and decreased serum TFF3 levels were significantly correlated with responses 

to chemotherapy in both the gastric and the colorectal cancer partial response (PR) 

groups. A combination of serum and urine data did not significantly improve the 

detection of either cancer, although urine levels have shown a significant negative 

relationship with the glomerular filtration rate (GFR).  

CONCLUSIONS: Our data indicated that serum TFF3 can be applied as an effective 

biomarker for the detection of tumor stages and distant metastasis and may be a 

pharmacodynamics marker of responses to chemotherapy in gastrointestinal cancer. 
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第一章  前言 

1 

第一章  前言 

胃癌在全世界很多国家发病率均很高，是世界上常见的恶性肿瘤之一。日本

和中国都是全球胃癌的高发地区，中国每年都有较多的新发胃癌病例数，其胃癌

患者占全世界的 42 %[1]。胃癌在恶性肿瘤中发病率居第 4 位, 死亡率居第 2 位，

占癌症相关死亡率 11%[2] 。虽然胃癌的诊治技术获得了长足的进展, 但是仍然有

40% 的患者首诊时仍无法行根治性手术治疗,根治性手术治疗后的患者仍有

50 %出现各种类型的转移。总体而言，胃癌患者的生存预后仍然不容乐观[3]。 

结直肠癌也是全世界最常见和致死性恶性肿瘤之一。全球每年有 100 万新发

结直肠癌病例，占所有癌症相关死亡的 8%。疾病的治疗结局高度依赖诊断时的

肿瘤期别[4]。临床分期 I 期的患者有良好的 5 年生存率-90%，而临床分期 IV 期

的患者仅有 8%的 5 年生存率[4-5]。 

胃癌和结直肠癌的治疗结局高度依赖诊断时的肿瘤期别[6]。不幸的是，肿瘤

中晚期才会出现临床症状。往往这时肿瘤已经不再局限于胃肠道，而出现淋巴转

移或血行转移[7]。手术治疗仍旧是胃癌和结直肠癌的主要治疗手段，但是 5 年生

存率仍然有限。化疗在进展期胃癌和结直肠癌的治疗中发挥重要的作用，然而传

统的化疗药物出现了治疗瓶颈[8]。近年来恶性肿瘤在基础医学研究、转化医学研

究和临床医学研究领域均有明显的进展[9]。肿瘤的诊断由传统的组织细胞病理诊

断时代进入了分子病理诊断时代，这些分子标志物进一步衍生为预后因子以及个

体化治疗的靶点[10]。美国国立癌症研究中心（NCCN）报道了胃癌和结直肠癌的

重要分子标记（如：HER-2，K-ras），这些里程碑式的进展激励着人们去寻求其

它具有重要诊断和治疗意义的分子标志物。 

三叶因子 3(TFF3),又被称为肠三叶因子（ITF),其是三叶因子家族(TFF)中的

成员之一。TFF 因三叶二硫共价键和 P 结构域形成了特征性三叶草结构而命名为

三叶因子（图 1）[11]。TFF 家族蛋白由三种耐酶、耐热的多肽组成，三种多肽分

别命名为乳癌相关肽(TFF1),解痉多肽(TFF2)和肠三叶因子(ITF 或 TFF3)。1991

年学者 Suemori 在大鼠空肠中发现并报道了 TFF3,编码 TFF 家族肽链的基因集簇

于染色体 21q22.3 上，大小约 50kb。现有的文献阐述了 TFF 小分子多肽参与了
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正常细胞转化为肿瘤细胞过程中某些关键致癌基因的活化和肿瘤进展的过程[12]。

在成人，三叶因子主要由胃肠道粘液分泌细胞分泌。TFF3 主要由小肠及结肠的

杯状细胞分泌,其在胃肠道粘膜保护和溃疡修复过程中发挥重要作用[3-14]。除了胃

肠道粘液细胞分泌外，乳腺、唾液腺、下丘脑、呼吸道上皮细胞也会分泌 TFF3[5]。 

 

 

 

图 1 从左至右分别是人 TFF1，TFF2，TFF3。 人 TFF 包含一个由二硫键和

六个半胱氨酸残基形成的单一三叶结构域。七分之一半胱氨酸残基驻留在其羧基

末端，这有利于形成同源二聚体或与其他蛋白质分子间的相互作用（图片引自文

献[11]）。 

近年来研究表明 TFF3 在多种恶性肿瘤中过表达，包括胃癌、结直肠癌、乳

腺癌、前列腺癌、甲状腺癌、子宫内膜癌、肺癌等多种恶性肿瘤,它是一个肿瘤

驱动基因，与肿瘤的发生发展有关[15-16]。TFF3 的致癌潜能主要通过以下几种机

制实现：抑制细胞失巢凋亡、促进细胞运动侵袭、促进肿瘤血管形成等（图 2）

[17]。分泌蛋白可作为肿瘤分子标记在肿瘤的诊断、判断预后、预测疗效等方面发

挥重要作用[18]。体液标本（血浆、血清和尿液）、组织标本和肿瘤细胞株均可检

测这些分泌蛋白[19]。TFF3 作为一种分泌蛋白，多项研究报道血清 TFF3 水平可

作为多种实体肿瘤的分子标志物[10-22]。 
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图 2 TFF 蛋白通过调节肿瘤形成过程的关键功能蛋白，以促进肿瘤细胞生长、

侵袭、转移和血管形成（图片引自文献[17]）。 

TFF3 蛋白的特性促使我们去研究是否人体体液标本的 TFF3 蛋白水平能否成

为监测胃肠道肿瘤和监测肿瘤治疗疗效的分子标志物呢？本课题研究进一步揭

示血清和尿液 TFF3 水平能否作为胃肠道肿瘤的分子标志物，它们能否成为胃肠

道肿瘤的化疗疗效的预测分子。研究数据表明血清 TFF3 是一个有效的胃肠道肿

瘤的生物标记，血清 TFF3 水平增高能预示较晚的胃肠道肿瘤分期和远处转移，

其同时可能是胃肠道肿瘤化疗的药效学分子标记。尿液 TFF3 不同于血清 TFF3，

虽然胃肠道肿瘤患者的尿液 TFF3 水平明显高于健康对照人群，但是它在胃肠道

肿瘤诊断的具体意义和价值有待探讨。在化疗过程中的尿液 TFF3 的动态监测结

果虽然与化疗疗效无显著的相关性，但有趣的是，它可作为一个发现早期肾功能

损害的分子标记。 
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第二章  材料与方法 

2.1 伦理申明 

这项研究由厦门大学附属中山医院伦理委员会通过(No: 20081009)。入组的

研究对象均签署了知情同意书。 

2.2 研究对象的一般资料分析 

     本研究于 2011 年 9 月开始启动，于 2013 年 4 月结束。本研究入组 90 例胃

癌患者，128 例结直肠癌患者，患者均来自于厦门大学附属中山医院肿瘤内科。

本研究一共入组 91 例健康无癌志愿者，均来自于厦门大学附属中山医院体检中

心。所有患者均由内镜活检病理或手术组织病理明确诊断为胃癌或结直肠癌，分

期依据美国癌症联合会（AJCC）指定的《AJCC 癌症分期手册》(AJCC Cancer 

Staging Manual)(2010 年第七版)。入组患者依据年龄、性别、肿瘤发生部位、病

理分级、淋巴结转移、远处转移和临床分期进行分类。所有入组患者的临床和病

理信息采集自厦门大学附属中山医院信息系统。在治疗前我们收集所有入组患者

的血液标本，其中的 46例胃癌患者以及 57例结直肠癌患者同时采集了尿液标本。

表 1-2 分别显示了胃癌组及结直肠癌组患者的临床特征。91 例健康无癌对照组，

其中男性 51 例，女性 40 例，中位年龄为 50.1 岁（40-60 岁）。胃癌组及结直肠

癌组的中位年龄更大，而且在胃癌组中有更多的男性患者。胃癌组中男女性别差

异与目前流行病学资料报道的胃癌高发区和低发区人群的性别差异一致[23]。入组

的研究对象中，24 例进展期胃癌患者和 29 例进展期结直肠癌患者接受了化疗。

在化疗观察组中，化疗前和化疗 2 周期后我们采集患者的血液和尿液样本。化疗

2 周期后我们依据 RECIST 1.1 版实体瘤评价标准评估化疗的结局和疗效。 

2.3 化疗疗效评价标准 

——实体肿瘤的疗效评价标准 1.1 版 [24] ( Response Evaluation 

Criteria in Solid Tumors RECIST Version)   
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2.3.1 肿瘤病灶的缓解评估  

评估肿瘤负荷治疗前后的变化，是包括化疗在内的肿瘤治疗评价疗效的重要

临床部分。为了评估肿瘤的客观反应或病情进展，本研究必须评估在基线治疗前

总的肿瘤负荷，并以此为随后的测量比较。本研究主要研究终点是肿瘤客观缓解

率。 

2.3.2 肿瘤病灶的基线记录  

治疗前的基线检查必须评估肿瘤病灶或淋巴结转移灶的负荷。将它们分为两

种类型病灶：可测量病灶和不可测量病灶。 

可测量的肿瘤病灶：必须通过影像检查准确测量，病灶任何直径的最小值

（即短直径）必须满足以下条件：CT 测值短直径≥10 mm（注明：CT 扫描层厚

不超过 5mm）；临床查体病灶量尺测量短直径≥10 mm（注明：若不能被量尺准

确测量的病灶应被视为不可测量病灶）；胸部 X 线片检查短直径≥20 mm；恶性

淋巴结：具有病理阳性意义的淋巴结必须是 CT 测量短轴直径≥15 mm（注明：

CT 扫描层厚不超过 5mm），在基线测量和以后的随访复查中，列为靶病灶的恶

性淋巴结必须以短轴直径的测量结果为比较标准。 

不可测量的肿瘤病灶：不符合以上列举的可测量肿瘤病灶以外的所有类型

病灶（包括：最长径＜10 mm 的结节；CT 测量的淋巴结短轴直径界于≥10 mm

至＜15 mm；确实无法测量的病灶）。确实无法测量的病灶包括：软脑膜转移灶；

腹腔积液；胸腔或心包腔积液；皮肤或肺的淋巴管转移；无法重复测量的腹部肿

块或肿大的腹腔脏器。 

在基线检查和随后的复查评价检查必须使用同一影像检查手段评估同一肿

瘤病灶。肿瘤负荷的评估是基于影像检查（CT、核磁共振、超声等等），而不是

粗略的临床查体。基线检查时可测量病灶≥1 个时，应记录并测量所有病灶，总

数≤5 个（每个器官≤2 个）。如记录为“存在”，“缺失”或极少数情况下“明确进

展”。广泛存在的靶病灶可与靶器官记录在一起(如大量扩增盆腔淋巴结或大规模

肝转移)。 

2.3.3 疗效评价标准 

对于靶病灶的评价标准如下：完全缓解（CR）：所有的靶病灶消失。所有的

病理性淋巴结短径减少至＜10 mm。 部分缓解（PR）：靶病灶的直径总和比基线
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测值减少≥30%。 疾病进展（PD）：本临床研究中以靶病灶直径之和的最小值为

参照，评价时的直径和比基线测值增加≥20%；另外，直径和的绝对值必须增加

≥5 mm（注明：随访过程中肿瘤出现一个或多个新病灶也被视为疾病进展）。 疾

病稳定（SD）：靶病灶的变化界于 PR 与 PD 之间的水平（靶病灶减小的程度既

没有达到 PR 水平，或增加的程度也没达到 PD 水平）。  

2.4 化疗方案 

入组的所有胃癌及结直肠癌患者的化疗方案为 XELOX 方案，即卡培他滨及

奥沙利铂两药联合：奥沙利铂 130mg/m2，ivgtt，d1，卡培他滨（希罗达）

850~1000mg/m2，bid，po，d1~14， 每 3 周重复 1 次。 

2.5 ELISA 方法检测血清及尿液 TFF3 水平 

2.5.1 所需器材 

隔水式电热恒温培养箱（上海市跃进医疗器械一厂），5415D 型台式高速离

心机（德国 Eppendorf 公司），全自动酶免分析仪(FREroOM EV0LYTER2008 型)，

干净的试管和离心管，容量瓶。微量加样器(Eppendorf，德国)和蒸馏水。 

2.5.2 所需试剂 

尿液 TFF3 水平检测使用人三叶因子酶联免疫试剂盒（CUSABIO 公司，编号：

CSB-EL023433HU）,血清 TFF3 水平检测使用人三叶因子酶联免疫试剂盒（R&D

公司，编号：DY4407）。 

2.5.3 ELISA 测试原理 

使用经过纯化处理的抗体包被 96 微孔板，将其制成固相载体，再向包被好抗

TFF3 抗体的微孔中按照顺序加入标本或标准品、生物素化的抗 TFF3 抗体、已

经经过 HRP 标记的亲和素，最后经过彻底洗涤后用底物 TMB 显色。过氧化物酶

催化 TMB 转变成蓝色，最终在酸的作用下转化成黄色。样本中的 TFF3 的蛋白

水平和反应物颜色的深浅呈正相关。按照试剂盒规定的时间内使用酶标仪在

450nm 波长下测定每个微孔的吸光度（OD 值），绘制标准曲线计算所测样本的

TFF3 蛋白水平。 
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