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Abstract: Objective　To explore the correlation of RELL1 expression with clinical pathological features and
prognosis of patients with colon cancer. Methods　Immunohistochemical experiments of the RELL1 protein
were performed on tissue chips from 80 colon cancer tissues and 80 adjacent tissues. The relationship between
different expression levels of RELL1 protein and clinical pathological parameters was compared. Univariate
and multivariate Cox risk proportional regression analyses were conducted on factors affecting the survival of
patients  with  colon  cancer.  Kaplan-Meier  survival  curve  analysis  was  conducted  on  the  survival  rates  of
patients with colon cancer and different levels of RELL1 expression. Log rank test was performed to evaluate
differences in survival rates. Results　The expression of RELL1 in colon cancer tissues was lower than that
in adjacent tissues (P<0.05). The expression of RELL1 in cancer tissues is correlated with TNM stage and N
stage (P<0.05).  The 3-year  overall  survival  (OS) rate  of  colon cancer  patients  with high RELL1 expression
was higher than that of patients with low RELL1 expression (P<0.05). Multivariate Cox regression analysis
showed that low RELL1 expression, advanced age, and high TNM stage were risk factors for poor prognosis
in  patients  with  colon  cancer  (P<0.05). Conclusion　The  expression  of  RELL1 is  downregulated  in  colon
cancer  tissue,  and  the  low  RELL1  expression,  advanced  age,  and  high  TNM  stage  can  lead  to  adverse
outcomes in patients.
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摘　要：目的　探讨RELL1的表达与结肠癌患者临床病理特征以及预后的关系。方法　选择80例结肠

癌组织及80例癌旁组织的组织芯片进行RELL1蛋白的免疫组织化学实验。比较RELL1蛋白不同表达水

平与不同临床病理参数之间的关系，单因素和多因素Cox风险比例回归分析结肠癌患者生存的影响因

素，Kaplan-Meier生存曲线分析RELL1表达与结肠癌患者生存率的关系，Log rank检验生存率差异。

结果　结肠癌组织中RELL1表达低于癌旁组织（P<0.05）。癌组织中RELL1的表达与TNM分期、N分

期有一定相关性（P<0.05）。 RELL1高表达的结肠癌患者3年总生存率（OS）高于RELL1低表达的结

肠癌患者（P<0.05）。多因素Cox回归分析显示，RELL1低表达、高龄及高TNM分期是结肠癌患者预

后不良的危险因素（P<0.05）。结论　结肠癌组织中RELL1表达下调， RELL1低表达、高龄和高

TNM期可导致患者不良结局。
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0    引言

结直肠癌（Colorectal cancer，CRC）是全球最

常见的肿瘤之一，2018年全球癌症相关死亡病因中

居第二位[1]，在我国是仅次于肺癌、胃癌的第三大

高发癌症[2]。多数结肠癌患者会出现肿瘤复发，预

后较差[3]。淋巴组织表达受体（Receptor expressed
in lymphoid tissues, RELT）是一种肿瘤坏死因子家

族成员，与其两个类似的RELL1和RELL2统称为

RELTfms[4]。近年RELTfms与癌症的联系引起了较

多关注。RELL1为蛋白质编码基因[5]，其蛋白结构
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特点是包含典型的胞外半胱氨酸残基，但不包含

一些TNF受体家族成员中存在的保守的胞内死亡结

构[6]。TNF受体家族成员可以诱导应激反应、炎性

反应、迁移和增殖等细胞过程 [7]。RELL1通过与

TNF受体相关因子1（TNF receptor-associated factor
1, TRAF1）结合来激活促炎通路[8]。也有报道RELT
家族成员通过不同TNF受体的机制激活p38并诱导

细胞凋亡[9]。本研究前期发现RELL1的表达水平在

结肠腺瘤进展至结肠癌过程中有逐渐下降的趋势，

且RELL1与结肠肿瘤之间报道较少，故进一步探讨

RELL1的表达与结肠癌患者临床病理特征及预后的

关系，旨在为临床诊治和预后评估提供参考。

1    资料与方法

1.1    生物信息学方法分析RELL1表达量

从TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov）
下载并整理结肠癌的RNAseq数据，从UCSC XENA
（https://xenabrowser.net/datapages）提取TCGA中

的结肠癌数据以及GTEx中对应的正常组织数据，

从GEO数据库（https://www.ncbinlm.nih.gov/geo）下

载GSE20916的基因表达谱，提取并分析RELL1基
因在结肠癌组织与正常组织中的表达差异。

1.2    生物信息学方法探究RELL1在结肠癌中的生

存分析

利用在线GEPIA数据库（ http://gepia.cancer-
pku.cn）、HPA数据库（https://www.proteinatlas.org）
选择结肠肿瘤、RELL1基因进行生存分析曲线绘

制。下载GSE17536数据提取生存时间及状态，使

用Cox回归方法对结肠肿瘤中RELL1高低分组绘制

生存曲线，探讨RELL1在结肠癌中的意义。

1.3    组织样本来源

结肠癌组织芯片（购自武汉大械生物医疗科技

有限公司）共包括80例结肠癌样本及80例癌旁组

织，均有完整的病例信息，包括性别、年龄、病理

分期、生存及随访信息。OS时间定义为自确诊至

死亡或随访截止时间。本研究已通过医院伦理审批

免知情同意（2023-078）。

1.4    免疫组织化学实验及半定量分析

RELL1抗体购自英国Abcam公司，采用EnVi-
sionTM两步法批量检测组织芯片RELL1蛋白表达。

微波加热抗原修复，3%H2O2封闭内源性过氧化物

酶，滴加一抗（1∶100），4℃冰箱过夜，PBS缓冲

液清洗，滴加二抗 （1∶100），DAB显色，苏木精

对比染色，常规封片。采用免疫反应性评分方法

（Immunoreactive score, IRS）作为评分标准，显微

镜下随机选择不重叠的3个视野，人工计数阳性着

色细胞，在光学显微镜下对组织切片分别按染色程

度（阴性着色、淡黄色、浅褐色、深褐色分别为

0、1、2、3分）、阳性范围进行评分（1~4分别为

0~25%、26%~50%、51%~75%、76%~100%），最

后进行染色程度与阳性范围评分相乘得到IRS范围

（0~12分）。由两名资深病理学医师在双盲条件下

独立观察染色结果。当存在争议时，引入上级医院

作为第三方判断。

1.5    统计学方法

使用SPSS软件（22.0版和R 4.2.2版）进行统计

分析。正态分布的计量资料用均数±标准差表示，

非正态分布的计量资料用中位数表示。Student-t检
验和皮尔逊卡方检验用于比较组间差异。绘制

Kaplan-Meier曲线比较组间预后差异，Log rank检
验生存率差异。通过单因素和多因素Cox比例风险

回归分析影响结肠癌患者生存的因素，其中将单因

素分析结果中P<0.1的变量纳入多因素分析。基于

多因素Cox回归模型的结果，使用Nomogram绘制

列线图，采用Bootstrap自抽样法进行内部验证，计

算一致性指数，绘制校准曲线并对列线图进行验

证，P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    RELL1在不同数据库中的表达结果及RELL1
在结肠癌中的生存分析

多个数据库分析发现RELL1在结肠癌中的表达

较正常组明显下降，差异有统计学意义（P<0.001），

见图1。在GEPIA数据库中，当Cut off值为中位数

时，KM曲线中生存率无统计学差异，见图2A，当

进一步选择下调RELL1表达值，把Cut off值调为

20%时，我们发现生存率差异有统计学意义（P<
0.05），见图2B。同时在HPA数据库中也发现当

RELL1 mRNA取值在0.94时（低表达例数∶高表达

例数为126∶471），生存率差异有统计学意义（P<
0.05），见图2C。当然，这两个数据库均是基于

TCGA数据库统计，我们同时也探索GEO数据库中

GSE17536数据集，包括结肠癌样本177例，按照

RELL1表达量中位数作为高低分组即发现高表达组

OS生存率高于低表达组，见图2D。

2.2    病例资料

纳入80例结肠癌样本，中位随访48（5~56）个

月。患者诊断时的中位年龄为61岁，其中35例
（43.8%）患者年龄≥60岁。男性43例（53.8%），

女性37例（46.2%）。TNM分期Ⅰ~Ⅱ、Ⅲ~Ⅳ期肿
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瘤患者分别为46例（57.5%）、34例（42.5%）。80例
CRC患者的详细临床参数见表1。
2.3    RELL1表达与临床病理参数的关系以及对结

肠癌患者生存分析的影响

免疫组织化学实验结果显示， RELL1在癌组

织和癌旁组织中的IRS平均值分别为5.13±2.51和
8.11±2.50分（P<0.001），见图3 。

80例CRC组织RELL1的IRS评分中位数为6分，

以此作为RELL1表达高低分组，发现生存率差异无

统计学意义，见图2E。使用R语言survival包的surv_
cutpoint函数测得最佳Cut off值为4分，取IRS≥4表
示RELL1高表达（n=56），IRS<4表示RELL1低表达

（n=24）时，发现两组生存率差异有统计学意义，见

图2F。RELL1蛋白差异表达与患者N分期及TNM分

期有相关性（P<0.05），而与患者年龄、性别、T分
期、M分期无显著相关性（P>0.05），见表1。
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图 1　RELL1在不同数据库中正常组织与肿瘤组织中的表达

Figure 1　Expression of RELL1 in normal and tumor tissues in different databases
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A: RELL1 OS survival curve in the GEPIA database (50% cut off); B: RELL1 OS survival curve in the GEPIA database (20% cut off); C: RELL1 OS
survival curve in the HPA database (cut off value 0.94); D: RELL1 OS survival curve in GSE17536 (50% cut off); E: survival curve after median IRS
grouping of colon cancer tissue chips (IRS=6); F: survival curve after optimal IRS grouping of colon cancer tissue chips (IRS=4).

图 2　RELL1高低表达的结肠肿瘤患者的OS生存曲线

Figure 2　OS survival curves of patients with colon cancer based on high or low expression of RELL1
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2.4    结肠癌患者预后影响因素分析

以结肠癌患者预后为因变量 （0=存活，1=死
亡），以RELL1表达IRS值、年龄、性别、肿瘤直

径、分化程度、T分期、N分期、M分期、TNM分

期为自变量，单因素Cox回归分析显示高N分期、

高TNM分期， 低RELL1表达、高龄与结肠癌患者

预后不良有关（P<0.1），多因素Cox回归分析显示

高龄、高TNM分期、低RELL1表达是结肠癌患者

预后不良的危险因素 （P<0.05），见表2。

2.5    列线图绘制及验证

单因素和多因素Cox回归分析均显示RELL1表
达、年龄、TNM分期是影响预后的因素，基于这

3个因素绘制列线图，用于预测3年内的生存率。校

准曲线提示预测风险接近实际风险（C-index：
0.788），提示RELL1是预测CRC生存分析的可靠

生物标志物，见图4。

3    讨论

结直肠癌的病因及其发生发展机制目前仍不是

很清楚，缺乏有效的预防及筛查方法以及特异性诊

断和预后指标。我们前期通过生信方法在结肠腺瘤

中筛选到RELL1，并进一步研究其在结肠癌中的作

用。既往的报道中，RELTfms在不同肿瘤中发挥促

癌作用还是抑癌作用存在显著差异。在胶质瘤中

RELL1表达上调，并与严重的胶质瘤病理和免疫抑

制环境相关，可能是胶质瘤的预后标志物 [10-11]。

RELT促进恶性B细胞淋巴瘤进展，与健康淋巴结

相比，B细胞淋巴瘤活检组织中RELT蛋白表达上

调[6]。在非急性早幼粒细胞白血病中，RELL2与不

良预后相关[12]。在乳腺癌中RELT与人三阴性乳腺

癌中上调的基因簇相关，促进乳腺癌的进展 [13]。

RELT在小细胞肺癌低危组表达较高，提示了对肺

癌的保护作用[14] ，但RELT又是肾癌中的不良预后

指标[15]。RELTfms在消化道肿瘤中发挥的作用差异

也较大，RELL1在胃肿瘤中发挥抑制胃癌进展的作

用，它被转录成一种环状RNA，与胃癌预后不良相

关[16]。RELT通过激活NF-kappaB通路促进食管鳞

状细胞癌的生长[17]，然而RELL2在致瘤性ESCC细
胞系中表达水平较低，对食管癌又具有保护作用 [18]。

RELL2在胰腺导管癌中也表现出了抗肿瘤作用[19]。

有文献通过生物信息学分析表明[20]，RELL1可能通

过竞争miRNA导致结直肠癌基因表达失调从而促

 

表 1　RELL1表达与结肠癌患者临床病理参数的关系

Table  1　 Relationship  between  RELL1  expression  and
clinical pathological parameters of colon cancer patients

Characteristics
High RELL1

expression (n=56)
Low RELL1

expression (n=24)
P

Gender 0.129
  Female 29(36.2%) 8(10.0%)
  Male 27(33.8%) 16(20.0%)
Age(years) 0.806
  ≤60 31(38.8%) 14(17.5%)
  >60 25(31.2%) 10(12.5%)
T stage 0.151
  T1-2 11(13.8%) 1(1.2%)
  T3-4 45(56.2%) 23(28.7%)
N stage 0.042
  N0 37(46.2%) 10(12.5%)
  N1-2 19(23.8%) 14(17.5%)
M stage 0.539
  M0 49(61.3%) 19(23.8%)
  M1 7(8.8%) 5(6.2%)
TNM stage 0.018
  Ⅰ-Ⅱ 37(46.2%) 9(11.2%)
  Ⅲ-Ⅳ 19(23.8%) 15(18.8%)
Tumor size(cm) 0.304
  >5 28(35.0%) 15(18.8%)
  ≤5 28(35.0%) 9(11.2%)
Differentiation 0.512
  Well and moderate 43(53.8%) 20(25.0%)
  Poor 13(16.2%) 4(5.0%)

 

12

10

8

6

4

2

Normal

A B C
P<0.001

Tumor

 
A: high expression of the RELL1 protein in normal colon tissue; B: low expression of the RELL1 protein in colon cancer tissue; C: IRS expression in
colon cancer tissue is significantly lower than that in adjacent tissue.

图 3　RELL1蛋白在结肠癌组织和癌旁组织中的表达(IHC ×400)
Figure 3　Expression of RELL1 protein in colon cancer tissues and adjacent tissues (IHC ×400)
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进肿瘤进展，这与我们的结果相反，但其结论缺乏

实验验证，具体机制有待进一步探讨。

我们通过挖掘多个数据库联合分析发现，与正

常组相比RELL1 mRNA的表达在结肠癌中明显下降，

推测其有可能起到一定抑癌作用，故进一步探索

RELL1在结肠癌中对生存预后的影响。在GEPIA及

HPA数据库中发现按照较低的RELL1水平进行高低

分组对结肠癌患者的生存率影响有统计学意义，并

通过组织芯片免疫组织化学实验进一步验证。在研

究中发现癌旁组织RELL1蛋白的IRS分数明显高于

结肠癌组织。按照RELL1的IRS评分中位数进行

RELL1表达高低分组，发现生存率虽然无统计学差

异，但RELL1高表达患者整体生存趋势较好，而以

IRS 4分调整高低分组例数再次分组后，生存率则

 

表 2　影响结肠癌患者预后的单因素及多因素Cox回归分析

Table 2　Univariate and multivariate Cox regression analyses of factors affecting the prognosis of patients with colon cancer

Characteristics n Univariate analysis Multivariate analysis
HR(95%CI) P HR(95%CI) P

RELL1 expression <0.001 <0.001
  High 56 Reference Reference
  Low 24 4.080(2.002-8.316) 3.915(1.858-8.251)
Gender 0.991
  Female 37 Reference
  Male 43 1.004(0.493-2.045)
Age(years) 0.089 0.031
  ≤60 45 Reference Reference
  >60 35 1.861(0.910-3.804) 2.288(1.081-4.841)
T stage 0.360
  T1-2 12 Reference
  T3-4 68 1.746(0.529-5.762)
N stage 0.009 0.177
  N0 47 Reference Reference
  N1-2 33 2.627(1.279-5.392) 0.479(0.164-1.395)
M stage 0.266
  M0 68 Reference
  M1 12 1.662(0.679-4.067)
TNM stage <0.001 <0.001
  Ⅰ-Ⅱ 46 Reference Reference
  Ⅲ-Ⅳ 34 4.626(2.156-9.924) 6.867(2.221-21.228)
Tumor size(cm) 0.135
  >5 43 Reference
  ≤5 37 0.570(0.273-1.192)
Differentiation 0.689
  Well and moderate 63 Reference
  Poor 17 0.834(0.342-2.034)
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图 4　基于多因素Cox回归分析结果绘制结肠癌患者预后列线图及其验证

Figure 4　Prognostic nomogram for patients with colon cancer based on the results of multivariate Cox regression analysis
and its validation
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达到了统计学差异，提示RELL1蛋白的表达对结肠

癌生存率有一定影响。RELL1蛋白在高TNM分期

及高N分期肿瘤中的低表达比例更高（P<0.05），

提示随着结肠肿瘤分期的进展，RELL1表达有下降

趋势。本研究结果推测RELL1低表达到一定程度

后，可能通过某种方式如免疫抑制或者肿瘤信号

通路的激活促进结肠癌的进展。通过单因素及多

因素Cox回归分析发现结肠癌组织中低RELL1、高

TNM分期、高龄是结肠癌预后不良的危险因素，

并绘制预后列线图进一步预测了患者1、2及3年的

生存预测。

综上，本研究运用生信分析及组织芯片实验相

结合，初步探索了RELL1在结肠癌中的表达及对患

者预后的影响。但仍存在一些局限性，比如样本数

的限制、实验方法较单一，尚不能直接证实 REL-
L1在结肠癌中的致病机制，其中涉及的信号通路等

分子机制仍有待进一步研究，未来仍需开展大样本

临床研究和细胞及动物等基础研究证实。
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