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结肠癌中 NMNAT2、p53的表达及三者相关性研究 *
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摘要 目的：检测结肠癌中烟酰胺核苷酸腺苷转移酶 2 (Nicotinamide nucleotide adenosine transferase 2, NMNAT2)、p53的表达并分

析三者之间的关系。方法：免疫组化 S-ABC法(<4分为阴性、≥ 4分为阳性)检测结肠癌标本(48例)、癌旁正常组织标本(40例)中

NMNAT2、p53的表达，分析其与结肠癌年龄、性别、病理类型、肿瘤形态、分化程度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移等临床参数

的关系及二者的关系。结果：(1) NMNAT2、p53表达于结肠癌组织细胞质、胞核，呈棕黄或棕褐色，在癌旁正常组织中表达较低或

缺失。结肠癌中 NMNAT2、p53表达阳性者占 83.33%、70.83%，癌旁正常组织中表达阳性者占 7.50%、0.00%，其差异有统计学意

义(P<0.05)。(2) NMNAT2、p53阳性率，在不同年龄、性别、病理类型、肿瘤形态、分化程度患者中的差异无统计学意义(P>0.05)；
(T3-T4)期者为 96.51%、84.62%，高于(T1-T2)期的 68.18%、54.55%(P<0.05)；(Ⅲ -Ⅳ )期者为 95.00%、85.00%，高于(Ⅰ -Ⅱ)期的

78.57%、57.14%(P<0.05)；有淋巴结转移者为 100.00%、84.21%，高于无淋巴结转移者的 72.41%、62.07%(P<0.05)。(3)结肠癌组织中
NMNAT2与 p53表达呈正相关(rs=0.809, P<0.05)。结论：NMNAT2、p53与结肠癌发展相关，且二者呈正相关，因此，联合检测有

助于对结肠癌诊治与病情评估。
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The Study of the Expression of NMNAT2 and p53 in Colon Cancer
and the Correlation between the Three*

To detect the expression of nicotinamide nucleotide adenosine transferase 2 (Nicotinamide nucleotide

adenosine transferase 2) and p53 in colon cancer and analyze the relationship between the three. S-ABC immunohistochemical

method (<4 = 4, divided into negative into positive) detection of colorectal cancer (48 cases) and adjacent normal tissues (40 cases) the

expression of NMNAT2, p53, and the analysis of colon cancer age and gender, pathological type, tumor morphology, differentiation, and

Jin Runshen TNM staging, lymph node metastasis and other clinical parameters of the relationship and the relationship between the two.

NMNAT2 and p53 expression in colon cancer tissue cytoplasm and nucleus, with Buffy or brown, expression is low or absent in

normal tissues. The positive rate of NMNAT2 and p53 expression in colon cancer was 83.33% and 70.83%, respectively. The positive

expression rate in 7.50% normal tissues was 7.50% and 0%, respectively, and the difference was statistically significant (P<0.05). The
positive rate of p53 and NMNAT2, there was no significant difference in different age, gender, pathological type, tumor size and differen-

tiation degree in patients (P>0.05); (T3-T4) period was 96.51%, 84.62% higher than the 68.18% period (T1-T2), 54.55%(P<0.05); (III -
IV) period was 95% 85%, higher than (I-II) period of 78.57%, 57.14% (P<0.05); lymph node metastasis was 100%, 84.21% higher than

those without lymph node metastasis, 72.41%, 62.07% (P<0.05). The NMNAT2 and p53 expression in colorectal cancer tissue was posi-

tively correlated (rs=0.809, P<0.05). NMNAT2 and p53 are related to the development of colon cancer, and there is a posi-

tive correlation between the two. The joint detection can be considered to assist the diagnosis and treatment of colon cancer and the eval-

uation of the disease.
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前言
结肠癌是临床较为常见、起病较为隐匿、以中年人最为高

发的一种大肠癌，随着国民体力劳动的减少和膳食结构的改
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变，其发病率在近几年有增无减，尽管国内外学者对其开展了

不少针对性研究，但其诊断及病情评估仍较困难，因此，寻求有

效、可靠的辅助指标仍是目前研究的热点。据报道[1-3]，结肠癌的

发生发展是一个与基因相关的高代谢过程，烟酰胺核苷酸腺苷

转移酶 2 (Nicotinamide nucleotide adenosine transferase 2, NM-

NAT2) 是细胞氧化还原反应等代谢过程的一个限速酶，p53是

大肠癌的一个驱动基因。近年来，驱动基因对肿瘤诊治的影响

及限速酶活性的影响正逐渐得到重视。本研究检测结肠癌中

NMNAT2、p53的表达并分析三者之间的关系，期望为结肠癌

的诊断及病情评估提供一定参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2015年 2月至 2017年 2月期间我院手术切取的结

肠癌标本 48例为研究对象，其中，男 29例，女 19例；年龄

(31-81)岁，平均(48.36± 5.24)岁；病理类型：腺癌 39例，粘液癌

9例；肿瘤形态：息肉型 17型，溃疡型 31例；分化程度：高分化

11例，中分化 28例，低分化 9例；浸润深度：T1期 6例，T2期

16例，T3期 15例，T4期 11例；TNM分期：Ⅰ期 8例，Ⅱ期 20

例，Ⅲ期 16例，Ⅳ期 4例；无淋巴结转移 29例，伴淋巴结转移

19例。40例留取结肠癌旁正常组织标本者作为对照。

1.2 诊断、分期标准

结肠癌诊断参照《大肠癌治疗指南(2014年版)》[4]，分期参

照国际抗癌联盟 /美国肿瘤联合会提出的 TNM法[5]，组织学分

级(分化程度)参照世界卫生组织于 2000年提出的标准[6]。

1.3 纳入与排除标准

纳入标准：⑴ 满足以上诊断标准、分期明确、经活组织病理

进一步确诊为结肠癌，癌旁正常组织距癌灶切缘不低于 5cm；

⑵ 术前未行靶向、化疗、放疗等抗肿瘤治疗；⑶ 临床病历资料完

整。排除合并急慢性严重炎症、结肠癌意外其它肿瘤、免疫病、

血液病、孕产妇女、过敏体质者。

1.4 切片制备及染色方法

选取新鲜、典型组织，4%多聚甲醛、石蜡分别进行固定、包

埋，连续切片(4滋m/层)后行免疫组化 S-ABC法染色，具体步骤

为：二甲苯脱蜡后过氧化氢水溶液阻断内源过氧化物酶作用，

胃蛋白酶 K修复抗原后滴加兔抗人 NMNAT2抗体 (1:150稀

释)或鼠抗人 p53抗体(1:100稀释)(均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司)，4℃孵育过夜后，滴入链霉素抗生物素蛋白 -过

氧化物酶复合物，二氨基联苯胺(武汉博士德生物技术有限公

司)显色液显色后苏木精衬染，最后镜下观察。以磷酸盐缓冲液

(无毒且与机体内环境浓度接近，用于调节 pH、清除实验干扰

因素)代替一抗作阴性对照。所有操作在我院同两名高年资临

床技师指导下严格按照操作说明书进行。

1.5 染色判定方法

在 40倍镜下进行染色强度评分，其中，无染色记 0分，淡

黄染色记 1分，棕褐或棕黄染色记 2分。在高倍镜(× 400)选取

10个互不重叠的视野进行阳性细胞百分比评分，每个视野取

500个连续的肿瘤细胞，细胞存在染色即为阳性细胞，阳性细

胞在肿瘤细胞中的数量比例不足 5%者记 0分，5%至 25%者记

1分，26%至 50%者记 2分，超过 50%者记 3分。染色强度、阳

性细胞百分比评分之积即为免疫组化染色的总积分，反映结肠

癌组织细胞中 NMNAT2、p53的表达情况，<4分为阴性，≥ 4分

为阳性。

1.6 资料收集

通过 Execl表格建立本研究数据库，基于电子及纸质病

历，采用双人双录、单人核对、及时备份等方式收集入组结肠癌

患者的姓名、年龄、性别、病理类型、肿瘤形态、分化程度、浸润

深度、TNM分期、淋巴结转移及 NMNAT2、p53在标本中的表

达等情况。

1.7 统计学处理

统计学分析经 SPSS 22.0完成，TNM分期等计数资料采用

百分率表示，NMNAT2 等阳性率的对比采用 x2 检验；NM-

NAT2、p53之间的关系采用 Spearman等级相关分析，设检验

水准为 琢=0.05，差异具有统计学意义的标准为 P<0.05。

2 结果

2.1 NMNAT2与 p53的表达情况

NMNAT2表达于结肠癌组织细胞质、胞核内，呈棕黄或棕

褐色(图 1A)；在癌旁正常组织中表达较低或缺失(图 1B)。结肠

癌 NMNAT2阳性表达者占 83.33%(40/48)，癌旁正常组织中阳

性表达者占 7.50%(3/40)，二者差异有统计学意义(x2=23.547,
P=0.000)。p53主要表达于结肠癌组织胞核内，呈棕黄或棕褐色
(图 2C)；在癌旁正常组织中表达缺失(图 2D)。结肠癌 p53阳性

表达者占 70.83%(34/48)，癌旁正常组织中阳性表达者占 0.00%

(0/40)，二者差异有统计学意义(x2=39.904, P=0.000)。

图 2 p53的表达(C：结肠癌，D：癌旁正常组织，

免疫组化 SABC法× 400)

Fig.2 Expression of p53 (C: colon cancer, D: adjacent normal tissue,

Immunohistochemical SABC× 400)

图 1 NMNAT2的表达(A：结肠癌，B：癌旁正常组织，免疫组化 SABC

法× 400)

Fig.1 Expression of NMNAT2(A :colon cancer, B :adjacent normal tissue,

Immunohistochemical SABC× 400)
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2.2 NMNAT2、p53与结肠癌的相关性分析

经统计，NMNAT2、p53阳性率，在不同年龄、性别、病理类

型、肿瘤形态、分化程度患者中的差异无统计学意义(P>0.05)；

(T3-T4)期者高于(T1-T2)期(P<0.05)，(Ⅲ-Ⅳ)期者高于(Ⅰ-Ⅱ)期

(P<0.05)，有淋巴结转移者高于无淋巴结转移者(P<0.05)，见表1。

表 1 NMNAT2、p53与结肠癌的相关性研究

Table 1 Study on the correlation between NMNAT2, p53 and colon cancer

Variables Cases
NMNAT2 expression p53 expression

Positive P value Negative P value

Ages 0.154 0.146

>60 years 22 18(81.82%) 16(72.73%)

≤ 60 years 26 22(84.62%) 18(69.23%)

Sex 0.187 0.175

Male 29 24(82.76%) 21(72.41%)

Female 19 16(84.21%) 13(68.42%)

Pathological type 0.119 0.136

Adenocarcinoma 39 33(84.62%) 26(66.66%)

Mucous carcinoma 9 7(77.78%) 6(66.66%)

Tumor morphology 0.107 0.155

Polypoid type 17 14(82.35%) 12(71.59%)

Ulcerative type 31 26(83.87%) 22(70.97%)

Degree of differentiation 0.101 0.104

High 11 9(81.82%) 8(72.73%)

Middle 28 24(85.71%) 20(71.43%)

Poorly 9 7(77.78%) 6(66.66%)

Depth of infiltration 0.000 0.011

T1-T2 stage 22 15(68.18%) 12(54.55%)

T3-T4 stage 26 25(96.15%) 22(84.62%)

TNM stage 0.000 0.008

Ⅰ-Ⅱ 28 21(78.57%) 16(57.14%)

Ⅲ-Ⅳ 20 19(95.00%) 17(85.00%)

Lymph node metastasis 0.001 0.016

No 29 21(72.41%) 18(62.07%)

Yes 19 19(100.00%) 16(84.21%)

2.3 NMNAT2与 p53的相关性分析

48 例结肠癌组织中，NMNAT2、p53 同时表达阳性者占

68.75%(33/48)，同时表达阴性者占 12.50%(6/48)，Spearman分

析显示，二者表达呈正相关(P<0.05)(表 2)。

表 2 NMNAT2与 p53的相关性研究

Table 2 Study on the correlation between NMNAT2 and p53

NMNAT2 expression
p53 expression

rs P value
Positive Negative

Positive 33 7 0.809 0.000

Negative 1 6

3 讨论
大肠癌多发于结肠，是目前危害最大、发病率最高的恶性

肿瘤。据统计[7-9]，全球大肠癌人数达 1400万，每年新发、死于大
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肠癌的人数分别约为 95万、50万，在中国等亚洲地区大肠癌

患者在进入新世纪以来增加了 3倍左右，其 5年生存率不足

50%，对国民乃至全人类身心健康的影响已不容忽视。现已知，

代谢异常是结肠癌较为常见的特征表现，瓦尔堡效应理论认

为，肿瘤代谢异常旺盛，其代谢环境常处于氧饥饿状态，在原

癌、抑癌基因的参与下，肿瘤代谢网络重新编程，使得线粒体功

能下调，有氧氧化反应减弱，无氧糖酵解反应增强，即便氧供重

足，肿瘤细胞能量供应仍以糖酵解为主。相关研究还指出[10]，肿

瘤重编程的目的是充分利用机体各种代谢产物及有限资源，进

而支持肿瘤的无限增殖。因此，若能明确结肠癌病理变化，无疑

对临床诊治、病情评估有重要指导意义。

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (Nicotinamide adenine dinu-

cleotide，NAD)对机体代谢反应、钙离子活化等过程具有不可或

缺的作用，通常以 NAD+、NADPH等形式维持机体代谢，来源

于烟酰胺单核苷酸，而 NMNAT家族是其合成过程的限速酶之

一，其中，NMNAT2 对胞内 NAD 含量的变化最为敏感 [11]。

NMNAT2主要表达于神经、脑、肥厚心肌等高代谢组织中，本

研究结肠癌 NMNAT2阳性表达者占 80%以上，远高于癌旁正

常组织中阳性表达比例，显示了研究的必要性。进一步分析发

现，NMNAT2与浸润深度、TNM分期、淋巴结转移显著相关

(P<0.05)，其影响结肠癌的机制可能有[12-20]：（1）通过参与NAD+、

NADPH含量的调节，破坏机体氧化还原反应平衡状态，无氧糖

酵解高度活跃，介导肿瘤生长、增殖、分裂、分化等恶化途径；

（2）结合组蛋白去乙酰化酶 3后抑制细胞凋亡、促进细胞增殖。

此外，Grifantini等[14]还指出，噻唑呋林可通过影响 NMNAT表

达调节 NAD含量，进而发挥抗肿瘤作用，且其对肿瘤细胞的敏

感性与 NMNAT2含量极度相关。

p53蛋白是基因定位于人 17号染色体的一种肿瘤重编码

调节因子，本质是一种核结合蛋白，有野生型和突变型之分，前

者半衰期较短，检测较为困难；后者因构象改变半衰期显著延长，

且含量稳定，易经免疫组化法测得。野生型 p53的功能有[21-25]：

（1）缺氧、DNA损伤时，GADD45等 DNA修复基因、p21等周

期素依赖激酶抑制剂表达上调，从而在生长停滞的 G1期进行

DNA修复，若失败，则无法进入 S期，此时 bax基因可使修复

失败的细胞进入凋亡模式，以保证基因稳定遗传，该过程完成

依赖 p53蛋白；（2）p53通过上调依赖于 p53的糖酵解和凋亡

调控因子进而抑制无氧糖酵解；（3）细胞色素 C氧化酶是呼吸

链传递电子的组分之一，p53通过上调其表达而增强氧化磷酸

化。当 p53基因突变或表达缺失时，以上功能均失活，DNA损

伤无法修复并持续遗传、糖酵解明显增强。本研究显示，70%结

肠癌标本 p53阳性表达，且与肿瘤浸润、转移等相关，这与以上

观点相符合。

此外，本研究发现，结肠癌中 NMNAT2、p53的表达呈正相

关，其可能的机制是[26-30]：（1）NMNAT2是 p53的下游基因，突

变型 p53对 NMNAT2的表达具有诱导、促进作用；（2）NAD+

是 p53基因上游调定点，p53基因表达上调时，NAD+需求量间

接增高，其合成所需 NMNAT家族关键酶的表达也随之增高；

（3）当 p53进行的脱乙酰反应需乙酰化酶沉默调节蛋白 1参

与，后者的合成依赖于 NAD+的存在。这还说明 p53还可能通

过调节结肠癌的新陈代谢进而影响肿瘤的演变，在一定程度上

深化了对 p53、结肠癌的认识。

总之，本研究显示了 NMNAT2、p53、结肠癌三者之间的关

系，既深化了对结肠癌的认识，又为其诊治、病情评估提供了一

定依据。
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