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结直肠癌中含溴结构域蛋白 ９ 的亚细胞定位模式
及其临床意义
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摘要:目的　 探讨结直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ ＣＲＣ)中含溴结构域蛋白 ９(ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ９ꎬ ＢＲＤ９)的蛋

白表达水平、亚细胞定位模式及其临床意义ꎮ 方法　 收集 ＣＲＣ 手术切除标本ꎬ采用免疫组织化学技术 ＥｎＶｉｓｉｏｎ
法检测 ＢＲＤ９ 的蛋白表达水平及其亚细胞定位ꎬ并分析其与患者临床病理特征及预后的关系ꎮ 结果　 在 ５０８ 例

ＣＲＣ 组织标本中ꎬＢＲＤ９ 高表达患者为 ７１.４６％ (３６３ / ５０８)ꎬＢＲＤ９ 细胞核阳性患者为 ８０.３１％(４０８ / ５０８)ꎻＢＲＤ９ 的

表达与患者肿瘤大小(Ｐ＝ ０.０２５)、淋巴结转移(Ｐ＝ ０.００４)、神经侵犯(Ｐ ＝ ０.０４３)、分化程度(Ｐ ＝ ０.０１７)及 ＴＮＭ 分

期(Ｐ＝ ０.００２)相关ꎬＢＲＤ９ 的亚细胞定位与患者淋巴结转移(Ｐ＝ ０.０４０)及 ＴＮＭ 分期(Ｐ＝ ０.０２６)相关ꎬ差异有统计

学意义ꎻＢＲＤ９ 高表达可作为患者的独立不良预后因素(ＨＲ ＝ １.９９４ꎬＰ ＝ ０.００２)ꎬ同时ꎬ在 ＢＲＤ９ 低表达患者中ꎬ
ＢＲＤ９ 细胞浆阳性可作为患者的独立不良预后因素(ＨＲ＝ ８.０５６ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ 结论　 在 ＣＲＣ 患者中 ＢＲＤ９ 的亚细

胞定位模式具有异质性ꎬ其高表达及细胞浆定位与 ＣＲＣ 的发生发展密切相关ꎬ并能够作为独立预测因子预测患者

的生存预后ꎮ
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５０８) ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ８０.３１％ (４０８ / ５０８) ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｆｏｒ
ＢＲＤ９. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ９ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ (Ｐ＝ ０.０２５)ꎬ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｐ＝ ０.００４)ꎬ ｎｅｒｖｅ
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ｏｕｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ９ ａｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＣＲＣꎬ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎻ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎻ Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ９ꎻ Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　 　 结直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ ＣＲＣ)是全球癌症

相关死亡的主要原因之一[１]ꎬ而且在我国 ＣＲＣ 的发

生率和死亡率仍呈现逐年上升的趋势[２]ꎬ同时也呈

现明显的年轻化趋势[３]ꎮ 因此ꎬ进一步深入探究

ＣＲＣ 发生发展的分子机制及分子分型和预后等的

生物标志物ꎬ仍是目前亟待解决的重要科学问题ꎮ
含溴 结 构 域 蛋 白 ９ ( ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ９ꎬ
ＢＲＤ９ ) 是 ｓｗｉｔｃｈ / ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｂｌｅ ( ＳＷＩ /
ＳＮＦ)染色质重塑复合物的一个关键组成部分[４]ꎬ其
在多种恶性肿瘤中高表达ꎬ并发挥促癌功能ꎬ其中包

括 ＣＲＣ[５]ꎮ 但 ＣＲＣ 中 ＢＲＤ９ 蛋白亚细胞定位的异

质性及其临床意义目前仍未见报道ꎮ 本研究中ꎬ我
们收集了 ＣＲＣ 患者临床手术切除标本ꎬ检测了

ＢＲＤ９ 的蛋白表达水平及其在 ＣＲＣ 组织中的亚细

胞定位ꎬ并探讨了其与患者临床病理特征及预后的

关系ꎬ旨在为 ＣＲＣ 患者的分子分型、预后预测等提

供潜在标志物ꎬ并为 ＢＲＤ９ 参与 ＣＲＣ 发生发展功能

机制的研究提供一定的理论基础ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 组织标本

收集济宁医学院附属医院 ２００８ ~ ２０１３ 年病理

科存档的 ＣＲＣ 手术切除标本 ５０８ 例ꎬ其中男 ２７４
例ꎬ女 ２３４ 例ꎬ中位年龄为 ６２ 岁ꎮ 随访时间为 １０９
个月ꎮ 本研究已获得济宁医学院附属医院伦理委员

会正式批准(２０２３￣１１￣Ｂ００２)ꎮ
１.１.２　 主要试剂

无水乙醇、二甲苯等试剂均购自国药集团化学

试剂有限公司ꎬ抗￣ＢＲＤ９ 抗体购自武汉爱博泰克生

物科技有限公司ꎬ即用型快捷免疫组化 ＭａｘＶｉ￣
ｓｉｏｎＴＭ试剂盒及 ３ꎬ３Ｎ￣Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ￣
ｃｈｌｏｒｉｄｅ (ＤＡＢ)显色试剂盒均购自福州迈新生物技

术开发有限公司ꎬＥＤＴＡ 抗原修复液(５０×)、牛血清

白蛋白(ＢＳＡ)、苏木素染色液购自上海碧云天生物

技术有限公司ꎬ中性树胶封片剂购自北京索莱宝科

技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 免疫组织化学( ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ＩＨＣ)
染色和评分

ＩＨＣ 染色方法参照我们前期已发表文献[６]ꎮ

简言之ꎬＣＲＣ 组织经取材、固定、脱水及石蜡包埋ꎬ
制备 ４ μｍ 厚度组织切片ꎬ组织切片经二甲苯脱蜡、
梯度乙醇水化后ꎬ用 ＥＤＴＡ 抗原修复液进行微波煮

沸ꎬ抗原修复 ２０ ｍｉｎꎬ待其自然冷却至室温ꎬ滴加内

源性过氧化物酶阻断剂ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ５％ ＢＳＡ
室温孵育 １５ ｍｉｎꎬ滴加抗￣ＢＲＤ９ 抗体(１ ∶１５０)４ ℃孵

育过夜ꎮ 按照即用型快捷免疫组化 ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ试

剂盒说明书操作检测免疫复合物ꎬ并用 ＤＡＢ 显色ꎮ
最后ꎬ苏木素复染ꎬ脱水、透明ꎬ中性树胶封片ꎮ

对于 ＢＲＤ９ ＩＨＣ 染色评分及其亚细胞定位模式

的分析ꎬ由两名资深病理医师在 ２００ 倍光学显微镜

下进行评估ꎮ ＢＲＤ９ ＩＨＣ 评分参照我们前期已发表

文献[７]ꎮ 简言之ꎬ根据视野下细胞染色强度及染

色阳性率对 ＢＲＤ９ 的蛋白表达水平进行综合评估ꎬ
染色强度包含无着色、棕黄色及褐色ꎬ并依次赋值为

０、１ 和 ２ꎻ染色阳性率分为 ０、１％ ~ ２５％、２６％ ~ ５０％、
５１％ ~７５％和 ７６％ ~ １００％ꎬ依次赋值为 ０、１、２、３ 和

４ꎬ两者之和作为最终的 ＩＨＣ 评分ꎬ而在 ＢＲＤ９ ＩＨＣ
评分过程中不对 ＢＲＤ９ 的亚细胞定位情况进行区

分ꎬ最后所有病例按 ＢＲＤ９ ＩＨＣ 评分分为两组ꎬ当
ＩＨＣ 评分大于 ２ 时ꎬ定义为 ＢＲＤ９ 高表达组ꎬ反之则

为 ＢＲＤ９ 低表达组ꎮ 同时ꎬ在 ＢＲＤ９ 的亚细胞定位

模式分析中ꎬ根据 ＢＲＤ９ 抗原表达的亚细胞定位情

况将所有病例分为 ＢＲＤ９ 细胞浆阳性组和 ＢＲＤ９ 细

胞核阳性组ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０ 软件ꎮ 采用 χ２ 检验或

者 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法分析 ＢＲＤ９ 不同表达水平组、
不同亚细胞定位模式组间临床病理特征的差异ꎮ 生

存曲线采用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 法确定ꎬ其统计学意义比

较采用 Ｌｏｇ￣ｒａｎｋ 检验ꎮ 利用单因素和多因素 Ｃｏｘ 回

归分析明确 ＣＲＣ 患者及 ＢＲＤ９ 低表达组 ＣＲＣ 患者的

独立预后风险因子ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＢＲＤ９ 在 ＣＲＣ 组织中的表达及亚细胞定位

检测 ５０８ 例 ＣＲＣ 患者临床手术切除组织中

ＢＲＤ９ 的蛋白表达水平ꎬ结果显示 ＢＲＤ９ 主要在肿

瘤细胞核内表达(图 １)ꎬ其中 ７１.４６％(３６３ / ５０８)的
ＣＲＣ 患者中 ＢＲＤ９ 蛋白高表达 (表 １)ꎬ １９. ６９％
(１００ / ５０８)ＣＲＣ 患者中 ＢＲＤ９ 则为肿瘤细胞浆阳性
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表达(图 １Ｂ、表 １)ꎮ 这些结果表明ꎬ在 ＣＲＣ 患者中

既存在 ＢＲＤ９ 细胞核阳性表达的病例ꎬ也存在

ＢＲＤ９ 细胞浆阳性表达的病例ꎬ即在不同的 ＣＲＣ 病

例中ꎬＢＲＤ９ 蛋白的亚细胞定位不同ꎬ具有明显的异

质性特征ꎮ

图 １　 ＢＲＤ９ 在 ＣＲＣ 组织中的表达及亚细胞定位
Ａ:阴性对照ꎻＢ:ＢＲＤ９ 的表达水平及定位ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＢＲＤ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ９.

表 １　 ＢＲＤ９ 的表达及亚细胞定位与 ＣＲＣ 患者临床病理特征的关系
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＲＤ９ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

临床病理参数
ＢＲＤ９ 表达

高表达 /例 低表达 /例
χ２ Ｐ

ＢＲＤ９ 亚细胞定位

核阳性 /例 浆阳性 /例
χ２ Ｐ

年龄 /岁 ２.２８６ ０.１３１ ０.３６９ ０.５４４
　 ≤６０ １５１ ７１ １８１ ４１
　 >６０ ２１２ ７４ ２２７ ５９
性别 ０.００２ ０.９６７ ０.０５７ ０.８１２
　 女性 １６７ ６７ １８９ ４５
　 男性 １９６ ７８ ２１９ ５５
肿瘤部位 — ０.８２７ａ — >１.０００ａ

　 结肠 １６５ ６９ １８３ ５１
　 直肠 １９３ ７５ ２２０ ４８
　 盲肠 ５ １ ５ １
肿瘤大小 / ｃｍ ５.００９ ０.０２５ ０.３３０ ０.５６６
　 ≤４ １６２ ４９ １７２ ３９
　 >４ ２０１ ９６ ２３６ ６１
淋巴结转移 ８.５５０ ０.００４ ４.２１８ ０.０４０
　 阳性 １５６ ４２ １６８ ３０
　 阴性 ２０７ １０３ ２４０ ７０
脉管侵犯 ０.２０９ ０.６４８ ０.０７１ ０.７９１
　 有 ４８ １７ ５３ １２
　 无 ３１５ １２８ ３５５ ８８
神经侵犯 ４.０８３ ０.０４３ ３.６４０ ０.０５６
　 有 ３８ ７ ４１ ４
　 无 ３２５ １３８ ３６７ ９６
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临床病理参数
ＢＲＤ９ 表达

高表达 /例 低表达 /例
χ２ Ｐ

ＢＲＤ９ 亚细胞定位

核阳性 /例 浆阳性 /例
χ２ Ｐ

分化程度 — ０.０１７ａ — ０.１６１ａ

　 高 ８ ４ １０ ２
　 中 １５５ ８１ １８１ ５５
　 低 ２００ ６０ ２１７ ４３
ＴＮＭ 分期 ９.８７８ ０.００２ ４.９５６ ０.０２６
　 Ⅰ￣Ⅱ ２０３ １０３ ２３６ ７０
　 Ⅲ￣Ⅳ １６０ ４２ １７２ ３０

　 　 注:ａ 表示采用 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法ꎮ

２.２　 ＢＲＤ９ 表达和亚细胞定位与 ＣＲＣ 患者临床病

理特征的关系

本研究结果显示ꎬＢＲＤ９ 不同表达水平患者的

肿瘤大小(Ｐ＝ ０.０２５)、淋巴结转移(Ｐ ＝ ０.００４)、神经

侵犯(Ｐ ＝ ０.０４３)、分化程度(Ｐ ＝ ０.０１７)和 ＴＮＭ 分

期(Ｐ＝ ０.００２)间存在差异ꎬ差异有统计学意义(表
１)ꎮ 此外ꎬＢＲＤ９ 不同亚细胞定位组患者的淋巴结

转移(Ｐ＝ ０.０４０)和 ＴＮＭ 分期(Ｐ ＝ ０.０２６)间存在差

异ꎬ差异有统计学意义 (表 １)ꎮ 这些结果表明ꎬ
ＢＲＤ９ 蛋白的异常表达及亚细胞定位与 ＣＲＣ 的进

展密切相关ꎮ
２.３　 ＢＲＤ９ 高表达是 ＣＲＣ 患者不良预后的独立预

测因素

我们对不同 ＢＲＤ９ 表达水平的患者进行了生存

分析ꎬ结果显示 ＢＲＤ９ 高表达组的总生存率明显低

于 ＢＲＤ９ 低表达组(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ２ꎮ 同时ꎬ单因

素 Ｃｏｘ 回归分析显示ꎬ患者年龄(ＨＲ ＝ ２.１０９ꎬＰ <
０.００１)、淋巴结转移(ＨＲ ＝ ３.１３７ꎬＰ<０.００１)、脉管侵

犯(ＨＲ＝ ２.２９４ꎬＰ<０.００１)、神经侵犯(ＨＲ＝ ４.１００ꎬＰ<
０.００１)、分化程度(ＨＲ ＝ １.４４２ꎬＰ ＝ ０.０２７)、ＴＮＭ 分

期(ＨＲ＝ ３.３７７ꎬＰ<０.００１)及 ＢＲＤ９ 表达水平(ＨＲ ＝
２.２７３ꎬＰ<０.００１)与 ＣＲＣ 患者的不良预后相关ꎬ差异

有统计学意义ꎮ 我们将单因素分析中有显著统计学

意义的危险因素纳入多因素 Ｃｏｘ 回归分析ꎬ结果显

示ꎬ患者年龄(ＨＲ ＝ ２.２２７ꎬＰ<０.００１)、淋巴结转移

(ＨＲ＝ ０.２１４ꎬＰ ＝ ０.０１１)、脉管侵犯(ＨＲ ＝ １.６６１ꎬＰ ＝
０.０１５)、神经侵犯(ＨＲ ＝ ２.４４９ꎬＰ<０.００１)、ＴＮＭ 分

期(ＨＲ ＝ １２. ５１０ꎬＰ < ０. ００１) 以及 ＢＲＤ９ 表达水平

(ＨＲ＝ １.９９４ꎬＰ ＝ ０.００２)均是 ＣＲＣ 患者预后不良的

独立预测因素(表 ２)ꎮ

图 ２　 不同 ＢＲＤ９ 表达水平 ＣＲＣ 患者的总生存曲线
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＢＲＤ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

表 ２　 单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析 ＣＲＣ 患者预后的危险因素
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｃｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

参数
单因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
多因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
年龄(>６０ 岁 ｖｓ ≤６０ 岁) ２.１０９(１.４９６~３.０２４) <０.００１ ２.２２７(１.５７５~３.２０１) <０.００１
淋巴结转移(有 ｖｓ 无) ３.１３７(２.２６６~４.３７８) <０.００１ ０.２１４(０.０７７~０.８９０) ０.０１１
脉管侵犯(有 ｖｓ 无) ２.２９４(１.５２７~３.３４６) <０.００１ １.６６１(１.０８９~２.４６６) ０.０１５
神经侵犯(有 ｖｓ 无) ４.１００(２.７３６~５.９７８) <０.００１ ２.４４９(１.６０７~３.６３７) <０.００１
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续表

参数
单因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
多因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
分化程度(低 ｖｓ 高－中) １.４４２(１.０４５~１.９９９) ０.０２７ １.０５７(０.７５７~１.４８２) ０.７４７
ＴＮＭ 分期(Ⅲ￣Ⅳ ｖｓ Ⅰ￣Ⅱ) ３.３７７(２.４３３~４.７３３) <０.００１ １２.５１０(２.９５９~３５.９３０) <０.００１
ＢＲＤ９ 表达水平(高表达 ｖｓ 低表达) ２.２７３(１.５１６~３.５４５) <０.００１ １.９９４(１.３２２~３.１２３) ０.００２

２.４　 ＢＲＤ９ 细胞浆定位是 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者

不良预后的独立预测因素

基于 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者中 ＢＲＤ９ 亚细胞

定位的异质性ꎬ我们进一步分析了 ＢＲＤ９ 的亚细胞

定位与 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者生存预后间的关系ꎬ
结果显示ꎬＢＲＤ９ 细胞浆阳性组患者的生存率低于

ＢＲＤ９ 细胞核阳性组患者(Ｐ< ０.００１)ꎬ见图 ３ꎮ 同

时ꎬ单因素 Ｃｏｘ 回归分析显示ꎬ患者年龄 (ＨＲ ＝
３.２９０ꎬＰ＝０.０１１)、神经侵犯(ＨＲ ＝ ４.８５９ꎬＰ ＝ ０.００４)、

ＴＮＭ 分期(ＨＲ＝３.３０９ꎬＰ＝ ０.００２)及 ＢＲＤ９ 亚细胞定

位(ＨＲ＝ ７.０７５ꎬＰ ＝ ０.００１)与 ＣＲＣ 患者的不良预后

相关ꎬ差异有统计学意义ꎮ 我们将单因素分析中有

显著统计学意义的危险因素纳入多因素 Ｃｏｘ 回归

分析ꎬ结果显示ꎬ患者年龄(ＨＲ ＝ ２.７４４ꎬＰ ＝ ０.０３３)、
ＴＮＭ 分期(ＨＲ ＝ ２.９１０ꎬＰ ＝ ０.０１３)及 ＢＲＤ９ 亚细胞

定位(ＨＲ＝ ８.０５６ꎬＰ ＝ ０.００１)均为 ＣＲＣ 患者预后不

良的独立预测因素(表 ３)ꎮ

图 ３　 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者不同亚细胞定位模式的总生存曲线
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＢＲＤ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ３　 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者各预后参数的单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｃｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＢＲＤ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参数
单因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
多因素分析

ＨＲ / ９５％ＣＩ Ｐ
年龄 /岁(>６０ ｖｓ ≤６０) ３.２９０ (１.４０１~８.９９８) ０.０１１ ２.７４４ (１.１４５~７.６００) ０.０３３
神经侵犯(有 ｖｓ 无) ４.８５９ (１.４１５~１２.７９０) ０.００４ ２.４０９ (０.６４９~７.４０８) ０.１４６
ＴＮＭ 分期(Ⅲ￣Ⅳ ｖｓ Ⅰ￣Ⅱ) ３.３０９ (１.５２６~７.２８６) ０.００２ ２.９１０ (１.２２１~６.７８７) ０.０１３
ＢＲＤ９亚细胞定位(胞浆阳性 ｖｓ 胞核阳性) ７.０７５ (２.４６２~２９.８３０) ０.００１ ８.０５６ (２.７７７~３４.１６０) ０.００１

３　 讨　 论

ＢＲＤ９ 是 ＢＲＤ 蛋白家族的重要成员之一ꎬ其作为

ｎｏｎ￣ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｂａｒｒｉｅｒ￣ｔｏ￣ａｕｔｏｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ (ｎｃＢＡＦ)
复合体的一个关键亚基ꎬ主要依赖其溴区结构域介

导表观修饰ꎬ从而广泛地参与基因的转录调控过

程[８]ꎮ 越来越多的研究证据表明ꎬＢＲＤ９ 异常活化

与多种疾病的发生发展密切相关ꎬ其中包括恶性肿

瘤的发生发展ꎮ 比如ꎬ在炎症反应过程中ꎬＢＲＤ９ 协

同 ＢＲＤ４ 调控干扰素刺激应答基因的表达ꎬ从而参

与巨噬细胞的激活过程[９]ꎻ在骨髓瘤中ꎬＢＲＤ９ 高表

达与患者不良预后显著相关ꎬ而且其能够调控核糖

体生物合成相关基因的表达ꎬ从而影响细胞的蛋白

合成ꎬ最终参与骨髓瘤细胞的生长[１０]ꎻＢＲＤ９ 通过

与雄激素受体 ( ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＡＲ)及 ＣＣＣＴＣ
结合因子间的蛋白互作ꎬ参与 ＡＲ 依赖的基因表达

过程ꎬ并通过调控 ＡＲ 信号通路促进前列腺癌的发

生发展[１１]ꎬ表明 ＢＲＤ９ 作为一个重要的促癌基因ꎬ
其异常活化是恶性肿瘤发生发展的核心机制ꎮ 同
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时ꎬ有研究探讨了 ＢＲＤ９ 在 ＣＲＣ 中的表达和临床意

义ꎬ结果表明与结直肠正常上皮组织相比ꎬＢＲＤ９ 在

ＣＲＣ 组织中的表达水平显著上调[５]ꎮ 本研究中我

们通过大队列的 ＣＲＣ 临床组织标本进一步检测了

ＢＲＤ９ 的表达水平ꎬ检测结果显示 ＢＲＤ９ 在多数

ＣＲＣ 患者中均高表达ꎬ并与患者肿瘤大小、淋巴结

转移、神经侵犯、分化程度及 ＴＮＭ 分期等均密切相

关ꎮ 这些结果进一步证实 ＢＲＤ９ 的高表达是 ＣＲＣ
发生发展的关键机制ꎮ

越来越多的证据表明ꎬ蛋白质的亚细胞定位模

式决定其生物学功能ꎬ其在细胞质和细胞核之间的

异常易位是许多疾病发生的重要原因ꎬ其中包括恶

性肿瘤的发生发展ꎮ 例如ꎬ高迁移率族蛋白 Ｂ１ꎬ作
为一种染色质的结构蛋白ꎬ其亚细胞定位模式的转

变在不同的生物学过程中发挥了多种不同作用[１２]ꎻ
在肝细胞癌中ꎬ含 ＹＴＨ 结构域的蛋白 １ 通过协调铁

蛋白轻链和铁蛋白重链的亚细胞定位来调节铁死

亡[１３]ꎮ 新近的研究证据表明ꎬ尽管 ＢＲＤ 蛋白主要

定位于细胞核ꎬ并通过染色体重塑参与众多基因的

转录过程ꎬ但 ＢＲＤ 蛋白的亚细胞定位模式也具有动

态变化的特征[１４]ꎬ一方面其定位于细胞核内发挥转

录调控功能ꎻ另一方面ꎬ其同样存在细胞浆定位的模

式ꎬ并可能发挥转录非依赖性功能ꎬ或者因其亚细胞

易位过程异常导致其细胞浆滞留ꎮ 比如ꎬＢＲＤ７ 是

ＢＲＤ 家族的重要成员之一ꎬ其作为一种核转录调节

因子ꎬ主要定位于细胞核ꎬ而其胞浆定位与乳腺癌患

者的不良预后密切相关[１５]ꎮ 本研究显示 ＢＲＤ９ 主

要定位于 ＣＲＣ 细胞核ꎬ然而ꎬ在 ＢＲＤ９ 低表达的

ＣＲＣ 患者中ꎬ其主要定位于细胞浆ꎬ而且 ＢＲＤ９ 的

胞浆定位与 ＣＲＣ 患者的淋巴结转移和 ＴＮＭ 分期

密切相关ꎮ 这些结果证实 ＢＲＤ９ 在 ＣＲＣ 患者组织

中的亚细胞定位具有异质性ꎬ其亚细胞定位的改变

与 ＣＲＣ 的进展密切相关ꎮ
ＣＲＣ 的发生发展过程具有典型的多阶段、多步

骤特征[１６]ꎬ为其分子分型、早筛早诊提供了有力依

据[１７]ꎬ然而越来越多的研究证据表明 ＣＲＣ 也是一

类极具异质性的恶性肿瘤ꎬ这不仅是其起源机制解

析的巨大障碍ꎬ也是 ＣＲＣ 患者复发、转移及耐药的

重要机制[１８￣２０]ꎬ其中既包含逐步累积的遗传突变ꎬ
也包含表观遗传的改变[２１￣２３]ꎮ 溴区包含 ( ｂｒｏｍｏ￣
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇꎬ ＢＲＤ)蛋白作为表观遗传标记的

“读取器”ꎬ其不仅在机体正常生理功能的稳态中发

挥重要作用ꎬ其表达及功能异常也是多种疾病发生

发展的核心机制ꎬ其中包括恶性肿瘤的发生发展ꎬ而
且被证实为极具发展潜力的治疗靶点[２４￣２６]ꎮ 研究

结果表明ꎬＢＲＤ９ 高表达不仅与 ＣＲＣ 的生长和转移

密切相关ꎬ其高表达还能够独立预测 ＣＲＣ 患者的不

良预后(ＨＲ＝１.９９４ꎬＰ ＝ ０.００２)ꎬ这些结果提示 ＢＲＤ９
不仅能够作为 ＣＲＣ 患者分子分型、预后预测的良好

标志物ꎬ它也是 ＣＲＣ 临床抗肿瘤治疗过程中的潜在

靶点ꎮ 此外ꎬ尽管 ＢＲＤ９ 是染色体重塑复合体的关

键亚基ꎬ其转录调控功能仍依赖于其细胞核定位ꎮ
然而ꎬ检测结果提示 ＣＲＣ 中 ＢＲＤ９ 的亚细胞定位具

有显著的异质性特征ꎬ而且在 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患

者中ꎬＢＲＤ９ 的胞浆定位能够作为患者不良预后的

独立预测因子(ＨＲ＝ ８.０５６ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ 这些研究证

据表明ꎬ尽管相较于 ＢＲＤ９ 高表达 ＣＲＣ 患者而言ꎬ
ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者的不良预后风险显著降低ꎬ
但在 ＢＲＤ９ 低表达 ＣＲＣ 患者中ꎬＢＲＤ９ 细胞浆阳性

患者的不良预后风险显著增加ꎬ表明 ＢＲＤ９ 亚细胞

定位的异质性是 ＣＲＣ 肿瘤异质性的重要组成部分ꎬ
其不仅为 ＣＲＣ 肿瘤异质性的解析提供理论依据ꎬ也
为 ＣＲＣ 患者分子分型、预后预测等提供更加敏感、
有效的潜在标志物ꎮ

本研究结果显示ꎬＣＲＣ 患者中 ＢＲＤ９ 亚细胞定

位的异质性特征ꎬ为基于亚细胞定位模式解析 ＣＲＣ
肿瘤异质性的研究提供了新方向ꎬ但对 ＢＲＤ９ 细胞

浆表达的潜在机制仍未深入解析:是否存在基因突

变导致 ＢＲＤ９ 核输入信号的失活ꎬ使其无法完成核

输入而被阻滞于细胞浆内ꎻ是否存在蛋白构象的改

变使得 ＢＲＤ９ 蛋白与细胞浆表达的蛋白亲和力增

强ꎬ从而诱导其细胞浆阻滞ꎻ是否存在转录调控非依

赖性功能ꎬＢＲＤ９ 在其低表达 ＣＲＣ 患者中发挥细胞

浆定位依赖性功能ꎻＢＲＤ９ 亚细胞定位的异质性是

否具有 ＣＲＣ 组织特异性ꎬ在其他恶性肿瘤中的亚细

胞定位模式如何ꎮ 上述有关 ＢＲＤ９ 细胞浆定位的潜

在机制是本研究后续的重要方向ꎮ 总体而言ꎬ本研

究进一步证实了 ＢＲＤ９ 作为潜在促癌基因参与了

ＣＲＣ 的发生发展过程ꎬ而且为 ＣＲＣ 患者的分子分

型及预测预后提供了生物标志物ꎬ并从亚细胞定位

模式的维度为 ＢＲＤ９ 参与 ＣＲＣ 发生发展分子机制

的解析提供了理论依据ꎮ
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ｄｉｓｒｕｐｔｓ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ [ Ｊ] .
Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ ２９(９): １８０７￣１８２１.

[１１] Ａｌｐｓｏｙ Ａꎬ Ｕｔｔｕｒｋａｒ ＳＭꎬ Ｃａｒｔｅｒ ＢＣꎬ ｅｔ ａｌ. ＢＲＤ９ ｉｓ ａ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｏｓ￣
ｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ [Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ ８１(４):
８２０￣８３３.

[１２] Ｌｉｕ Ｔꎬ Ｌｉ Ｑꎬ Ｊｉｎ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＭＧＢ１: Ａ ｐｏｔｅｎ￣
ｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] .
Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ １９(１５): ５０２０￣５０３５.

[１３] Ｈａｏ ＳＨꎬ Ｍａ ＸＤꎬ Ｘｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｈｏｓｐｈａ￣
ｔａｓｅ ４ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔ

Ｕｐｄａｔꎬ ２０２４ꎬ ７３: １０１０５２. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｄｒｕｐ. ２０２４.
１０１０５２.

[１４] Ｃｒｏｄｉａｎ ＪＳꎬ Ｗｅｌｄｏｎ ＢＭꎬ Ｔｓｅｎｇ ＹＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｆ￣
ｆｉｃｋｉｎｇ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ７
(ＢＲＤ７ )ꎬ ａ ｓｗｉｔｃｈ / ｓｕｃｒｏｓｅ ｎｏｎ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｂｌｅ ( ＳＷＩ /
ＳＮＦ) ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔꎬ ｉｎ ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｃｌｅａｖａｇｅ￣ｓｔａｇｅ ｅｍｂｒｙｏｓ [ Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ
Ｆｅｒｔｉｌ Ｄｅｖꎬ ２０１９ꎬ ３１(９): １４９７￣１５０６.

[１５] Ｖｉｖｅｎｚａ Ｄꎬ Ｇａｒｒｏｎｅ Ｏꎬ Ｂｒｉｚｉｏ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ７ ｉｓ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] .
Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ｄｒｕｇｓꎬ ２０２０ꎬ ３１(４): ４２３￣４３０.

[１６] Ｄａｒｉｙａ Ｂꎬ Ａｌｉｙａ Ｓꎬ Ｍｅｒｃｈａｎｔ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ [Ｊ] . Ｃｒｉｔ
Ｒｅｖ Ｏｎｃｏｇꎬ ２０２０ꎬ ２５(２): ７１￣９４.

[１７] Ｚｙｇｕｌｓｋａ ＡＬꎬ Ｐｉｅｒｚｃｈａｌｓｋｉ Ｐ. Ｎｏｖｅｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋ￣
ｅｒｓ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ ２３
(２): ８５２. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｉｊｍｓ２３０２０８５２.

[１８] Ｃｈｅｎ Ｈꎬ Ｚｈａｉ Ｃꎬ Ｘｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉｌｅｖｅｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ
ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒｓ (Ｂａ￣
ｓｅｌ)ꎬ ２０２３ꎬ １６(１): ５９. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｃａｎｃｅｒｓ１６０１００５９.

[１９] Ｐｕｎｔ ＣＪꎬ Ｋｏｏｐｍａｎ Ｍꎬ Ｖｅｒｍｅｕｌｅｎ Ｌ. Ｆｒｏｍ ｔｕｍｏｕｒ ｈｅｔｅｒ￣
ｏｇｅｎｅｉｔｙ ｔｏ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１７ꎬ １４(４): ２３５￣２４６.

[２０] Ｓａｏｕｄｉ Ｇｏｎｚáｌｅｚ Ｎꎬ Ｓａｌｖà Ｆꎬ Ｒｏｓ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｒａｖｅｌｌｉｎｇ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ: ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙꎬ ｃｌｏｎａｌ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒｓ (Ｂａ￣
ｓｅｌ)ꎬ２０２３ꎬ１５(１６): ４０２０. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｃａｎｃｅｒｓ１５１６４０２０.

[２１] Ｎｇｕｙｅｎ ＬＨꎬ Ｇｏｅｌ Ａꎬ Ｃｈｕｎｇ ＤＣ. Ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ １５８ ( ２):
２９１￣３０２.

[２２] Ｈｏｎｇ ＳＮ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｉｎｔｅｓｔ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １６(３): ３２７￣３３７.

[２３] Ｓｉｎｇｈ ＭＰꎬ Ｒａｉ Ｓꎬ Ｓｕｙａｌ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ: ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ
[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎꎬ ２０１７ꎬ １７(７): ６６５￣６８５.

[２４] Ｐａｎ Ｚꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｂｒｏｍｏ￣
ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｆ ｄｒｕｇ
ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ ４(１): １３. ｄｏｉ: １０.
１１８６ / ｓ４３５５６￣０２３￣００１２７￣１.

[２５] Ｍａｒｍｏｒｓｔｅｉｎ Ｒꎬ Ｚｈｏｕ ＭＭ. Ｗｒｉｔｅｒｓ ａｎｄ ｒｅａｄｅｒｓ ｏｆ ｈｉｓ￣
ｔｏｎｅ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ: ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂ Ｐｅｒｓｐｅｃｔ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ ６ ( ７):
ａ０１８７６２. ｄｏｉ: １０.１１０１ / ｃｓｈｐｅｒｓｐｅｃｔ.ａ０１８７６２.

[２６] Ｆｕｊｉｓａｗａ Ｔꎬ Ｆｉｌｉｐｐａｋｏｐｏｕｌｏｓ Ｐ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒｏｍｏ￣
ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ １８(４):
２４６￣２６２.
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