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结直肠腺癌 ＣＣＲＫ基因表达在分化程度评估中的意义
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　　摘　要　目的　检测不同分化程度结直肠腺癌患者ＣＣＲＫ基因及其蛋白表达水平，探讨 ＣＣＲＫ在结直肠腺
癌患者分化程度中的作用，为结直肠腺癌分化程度及其预后提供分子生物学依据。方法　分别采用ＲＴＰＣＲ、免
疫组织化学方法检测２３４例结直肠腺癌组织中ＣＣＲＫｍＲＮＡ和ＣＣＲＫ蛋白质表达水平。结果　在２３４例结直肠
腺癌组织中，ＣＣＲＫ的阳性表达者１４０例，不表达者９４例。其中ＣＣＲＫ阳性表达者在不同分化程度的结直肠腺
癌患者中ＣＣＲＫ蛋白染色得分值不同（ＨＣ＝１２３．７６５，Ｐ＜０．０００１）；而且 ＣＣＲＫｍＲＮＡ相对表达量在结直肠癌低
分化组（３．７１±０．４１）明显高于中分化组（３．０９±０．２３）和高分化组（２．１４±０．２１），差别具有统计学意义。结论
　ＣＣＲＫ的表达与结直肠腺癌分化程度有关，ＣＣＲＫ蛋白及其ＣＣＲＫｍＲＮＡ相对表达量越高，其分化程度越低，恶
性程度也越高；检测ＣＣＲＫ蛋白表达和ＣＣＲＫｍＲＮＡ水平有助于结直肠腺癌分化程度和预后的判断。
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　　结直肠癌是指大肠黏膜上皮在环境或遗传等
多种致癌因素作用下发生的恶性病变，在我国其死

亡率占全部恶性肿瘤死亡率的第４位，占胃肠道肿
瘤的第 ２位。其中绝大部分是腺癌，约占
６７２２％［１］。腺癌根据分化程度分为高、中、低分化

癌。腺癌的不同分化程度对手术和药物、放射治疗

的效果不同。因此，针对不同分化程度的个体开展

精准诊断、治疗及预防就显得更加重要。研究发

现，细胞周期相关激酶（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，
ＣＣＲＫ）的高表达与结直肠癌的发生、发展及其
ＴＮＭ的分期相关，分期越高，其表达量越高［２］。但

就有关ＣＣＲＫ表达与结直肠腺癌的分化程度是否
相关，目前尚未见诸报道。为此，本文采用分子生

物学技术，比较腺癌不同分化程度结直肠腺癌患者

组织中ＣＣＲＫ的表达水平，探讨ＣＣＲＫ表达水平与
大肠腺癌分化程度的关系，为不同结直肠腺癌患者

的预后及其精准治疗提供指导。

１　材料和方法

１．１　病例选择
选取医院２０１２年７月至２０１６年３月间确诊

的大肠腺癌患者２３４例，其中高分化腺癌８４例、中
分化腺癌１０１例、低分化腺癌４９例；年龄３５～６７
岁，平均（５４．４±１０．７）岁；男性 １１８例，女性 １１６
例。每例患者均于行结肠镜检查时钳取２块组织
或留取 ２块手术组织，其中 １组织标本用于
ＲＴＰＣＲ的检测，收集后及时置于ＲＮＡ酶抑制剂的
无菌冻存管中，４℃过夜后保存于－８０℃低温冰箱
留待统一检测；另一标本用于免疫组化检测，直接

保存于－８０℃低温冰箱留待统一检测。均征得患
者同意。

１．２　实验方法
１．２．１　 ＣＣＲＫ蛋白表达检测

按照免疫组化操作规程，严格按照ＣＣＲＫ检测
说明书以ＳＰ三步法进行操作。结果判定由２名有
经验的病理医师独立进行评分，最终评分为２位医
师评分的平均数。评分方法根据染色程度和染色

阳性细胞百分比进行，染色方法采用细胞染色与背

景着色对比计算阳性细胞染色强度，根据染色程度

记分：无染色０分，淡黄色 １分，棕黄色２分，棕褐
色３分。染色细胞百分比根据阳性细胞所占总细
胞数百分比记分：随机选取５个高倍镜视野观察，

未发现阳性细胞计０分，阳性细胞占总细胞数比≤
２５％者计１分，阳性细胞比占总细胞数比在２５％
～７５％计２分，阳性细胞占总细胞数比 ＞７５％计３
分；最后将染色程度记分和染色阳性细胞百分比乘

积即为染色总得分：记为 ０～２分（－）、３～４分
（＋）、５～７分（＋＋）和８～９分（＋＋＋）。
１．２．２　ＣＣＲＫｍＲＮＡ检测

取结直肠腺癌组织标本约１０ｍｇ，经常规处理
取裂解取得的 ＲＮＡ全部置于新的 Ｅｐ管中。然后
按照组织总ＲＮＡ提取试剂盒说明书操作。将提取
物置于２６０ｎｍ紫外波长下测定 ＲＮＡ的 ＯＤ值，则
ＲＮＡ的浓度（μｇ／μｌ）为：４０×ＯＤ２６０×１００（稀释倍
数）／１０００，计算总ＲＮＡ含量。确定ＲＮＡ的完整性
后按照反转录说明书将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，然
后采用ＲＴＰＣＲ方法检测 ＣＣＰＫｍＲＮＡ的表达，按
照试剂盒说明书将表达产物进行琼脂糖凝胶电泳，

１６０Ｖ、２０ｍｉｎ在ＵＶＰ凝胶成像扫描分析系统中观
察凝胶结果，以目的基因的灰度值与内参 ＧＡＰＤＨ
灰度值的比值代表目的基因的相对表达量。其引

物由上海生物工程公司合成并纯化，目的基因

ＣＣＲＫ扩增产物片段长度 ３２１ｂｐ，上游引物：５’
ＴＧＡＧＣＣＴＴＡＣＣＴＴＣＴＧＴＧＴＧＣ３’；下游引物：５’
ＧＡＧＡＣＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＡＧＣＣ３′；内参 ＧＡＰＤＨ扩
增产物片段长度３１７ｂｐ，上游引物：５′ＧＡＣＴＣＡＣ
ＣＣＴＧＣＣＣＴＣＡＡＴＡ３′；下游引物：５′ＣＣＣＴＧＴＡＧＣ
ＣＴＧＧＡＣＣＴＧＡＴ３′。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行分析。不同
分化程度结直肠腺癌 ＣＣＲＫ蛋白阳性表达染色分
值比较采用校正的秩和检验（ＨＣ）；ＣＣＲＫ表达阳
性者不同分化程度结直肠癌组织 ＣＣＲＫｍＲＮＡ相
对表达量间的比较采用 Ｆ检验和组间两两比较的
ｑ检验，检验水准α均取０．０５。

２　结果

２．１　结直肠癌组织中总ＲＮＡ完整性检测
所提取的组织总 ＲＮＡ在 ＵＶＰ凝胶成像扫描

分析系统中观察，结果显示２８Ｓ和１８Ｓ条带清晰，
无弥散拖尾的现象，２８Ｓ条带的亮度约为１８Ｓ条带
的２倍（见图 １）。表示提取的组织总 ＲＮＡ无降
解，可用于下一步研究。
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注：Ｔ１Ｔ２为１２号癌组织；Ｎ１Ｎ２为１２号癌旁组织

图１　总ＲＮＡ完整性检测结果

２．２　ＰＣＲ扩增产物
将提取的ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ后测序，结果

见峰图２，ＣＣＲＫ扩增产物与目的基因序列一致率
为９７％；ＧＡＰＤＨ扩增产物与目的基因序列一致率
为９９％。

ＡＡＡＡＡＣＣＴＣＡＧＧＴＧＧＴＣＴＧＣＴＴＡＧＴＣＴＧＴＣＴＴ
ＴＣＴＣＣＴＴＴＣＴＣＡＡＧＧＧＡＡＡＴＧＧＣＴＡＡＧＧＴＧＧＣＡＴＴ
ＧＴＣＴＣＡＴＧＧＣＴＣＴＣＧＴＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＡＴＧＧＧＧＡＧＧ
ＧＴＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＡＧＣＣＡＣＴＴＴＴＧＣＣＣＴＧＡＧＧＧＡ
ＣＴＣＣＴＧＴＧＴＧＣＴＴＣＡＣＡＴＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧ
ＡＡＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＡＧＴＣＴＡＧＧＣＣＣＡＧＧＧＡＴＧ
ＧＣＴＣＣＡＧＴＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＡＧＧＡＧＡＣＣＣＴＣＴＧＣ
ＡＣＡＴＧＡＧＧＣＴＧＧＴＴＴＡＣＣＡＡＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＣＴＣＡＧ
ＧＡＴＧＡＧＣＧＴＧＡＧＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧＣＴＧＴＧＴＡＴＴＴＡＡ
ＧＧＡＡＡＣＡＡＧＣＧＴＴＣＣＴＧＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＡＴＡＡＡＴＴＴ
ＡＡＴＡＡＡＴＣＣＣＡＡＴＡＴＡＡＴＣＣＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ
ＡＡＡＡＡＡ

图２　ＣＣＲＫ扩增产物

ＣＣＴＧＧＣＴＣＧＣＣＴＧＣＡＣＧＴＣＣＣＡＧＧＧＣＧＧＧＧＡ
ＧＧＧＡＣＴＴＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＧＴＣＣＣＧＣＴＣＴＴＣＧＣＣＣＣＡ
ＧＧＣＴＧＧＡＴＧＧＡＡＴＧＡＡＡＧＧＣＡＣＡＣＴＧＴＣＴＣＴＣＴＣＣ
ＣＴＡＧＧＣＡＧＣＡＣＡＧＣＣＣＡＣＡＧＧＴＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＧＣ
ＣＴＴＴＧＴＧＧＧＡＧＧＣＣＴＣＴＧＧＧＣＣＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣ
ＣＴＧＴＣＣＴＣＣＧＣＣＴＧＧＧＧＣＣＣＣＡＧＣＣＣＧＧＡＧＡＧＡＧ
ＣＣＧＣＴＧＧＴＧＣＡＣＡＣＡＧＧＧＣＣＧＧＧＡＴＴＧＴＣＴＧＣＣＣＴ
ＡＡＴＴＡＴＣＡＧＧＴＣＣＡＧＧＣＴＡＣＡＧＧＧ

图３　ＧＡＰＤＨ扩增产物

２．３　不同分化程度结直肠腺癌组织中ＣＣＲＫ阳性
表达染色分值比较

在２３４例结直肠腺癌组织中，１４０例有 ＣＣＲＫ
的阳性表达，其中阳性表达者ＣＣＲＫ蛋白在不同分
化程度腺癌组织中的染色分值不同（ＨＣ＝１２３．
７６５，Ｐ＜０．００１）。见表１、图４。

表１　ＣＣＲＫ蛋白在不同分化程度结直肠腺癌组织中
染色分值比较

分组 ＋＋＋ ＋＋ ＋ － 合计

低分化组 ２７ ５ ５ １２ ４９

中分化组 １８ ２９ １９ ３５ １０１

高分化组 ２ ２２ １３ ４７ ８４

合 计 ４７ ５６ ３７ ９４ ２３４

　　注：Ａ正常组织ＣＣＲＫ表达（１０，－）；
Ｂ高分化直肠腺癌组织ＣＣＲＫ表达（１０，＋）；
Ｃ中分化直肠腺癌组织ＣＣＲＫ表达（１０，＋＋）；
Ｄ低分化直肠腺癌组织ＣＣＲＫ表达（１０，＋＋＋）

图４　免疫组化法检测不同分化程度结直肠腺癌
组织中ＣＣＲＫ蛋白的表达情况

２．４　ＣＣＲＫｍＲＮＡ的相对表达量
对１４０例ＣＣＲＫ阳性表达的不同分化程度结

直肠腺癌组织中ＣＣＲＫｍＲＮＡ的水平比较发现，低
分化结直肠腺癌组 ＣＣＲＫｍＲＮＡ相对表达量为
（３７１±０．４１）明显高于中分化组结直肠腺癌表达
量（３．０９±０．２３）和高分化组腺癌的相对表达量
（２１４±０．２１），３组间差别具有统计学意义（Ｆ值
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＝５６８９，Ｐ＜００５），组间两两比较见表２，提示随
着结直肠癌分化程度的增高，ＣＣＲＫｍＲＮＡ相对表
达量逐渐降低。见表２。

表２　ＣＣＲＫｍＲＮＡ在不同分化程度结直肠腺癌中的
相对表达量比较

分 组 ＣＣＲＫ的相对表达量
低分化组 ３．７１±０．４１
中分化组 ３．０９±０．２３

高分化组 ２．１４±０．２１△

Ｆ值 ５．８９６
Ｐ ＜０．０５

　　注：与低分化组相比，Ｐ＜０．０５；△与中分化组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，最新报

道，５０％ ～７０％ 的结直肠癌是通过“腺瘤 －癌顺
序”演变而来，此过程大概需要１０～１５年［３］，其发

生是正常肠上皮－增生改变，微小腺瘤－早期腺瘤
－中期腺瘤－后期腺瘤－癌－癌转移的演变过程，
在这一过程的不同阶段伴随着癌基因和抑癌基因

的变化，基因的突变则是环境因素与遗传因素综合

作用的结果。结直肠癌中绝大部分是腺癌，按癌细

胞分化程度又分为高度分化腺癌、中分化腺癌和低

分化腺癌 ３种，分化程度越低恶性程度越最高。
ＣＣＲＫ是新近发现的一种具有 ＣＡＫ活性的激酶，
它具有正向调控细胞周期的作用。Ｌｉｕ等［４］首次

指出ＣＣＲＫ具有调节细胞生长的作用，是细胞生长
必不可少的一种基因，细胞一旦缺乏ＣＣＲＫ基因将
无法生长，并且细胞ＣＣＲＫ蛋白表达水平与细胞的
生长速度成正相关性；ＣＣＲＫ过度表达引起恶性肿
瘤的发生发展，并且影响着患者的预后。本文采用

分子生物学技术，比较了不同分化程度结直肠腺癌

组织中ＣＣＲＫ的表达。结果发现，ＣＣＲＫ蛋白在不
同分化程度中结直肠腺癌组织中的染色得分值随

着分化程度的降低而升高，各组差别有显著学意义

（Ｐ＜０．００１）；ＣＣＲＫｍＲＮＡ在低分化结直肠腺癌
组ＣＣＲＫｍＲＮＡ相对表达量高于中分化组和高分
化组，随着结直肠癌分化程度的增高，ＣＣＲＫｍＲＮＡ
相对表达量逐渐降低，差别具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），这与Ｆｅｎｇ的研究结果ＣＣＲＫ高表达与癌细
胞的侵袭转移及癌症患者的生存率密切相关有一

定的相似性［５］；也与我们先前的研究结果，ＣＣＲＫ

的高表达与结直肠癌的发生、发展及其 ＴＮＭ的分
期相关的结论基本一致［２］。其机制可能与 ＣＣＲＫ
基因表达增加，加快了 ｃｙｃＥＣｄｋ２复合物的磷酸
化，通过调节 Ｃｄｋ２、ｃｙｃｌｉｎＥ和 Ｒｂ参与结直肠癌
Ｇ１／Ｓ期转换和癌变有关［６］，提示 ＣＣＲＫ的表达与
结直肠腺分化程度有关，ＣＣＲＫ表达水平可以作为
判断结直肠腺癌分化程度的重要参考指标；如果能

采用一定的分子生物学技术抑制 ＣＣＲＫ在结直肠
腺癌中的表达，将有可能达到阻值癌细胞增殖的目

的，为结直肠腺癌的基因精准治疗提供指导。

有关ＣＣＲＫ表达在结直肠腺癌分化程度中的
作用还不十分明确，考虑到结直肠癌的发生因素复

杂，还受其他多种因素的影响，如能结合其他基因

等因素，将ＣＣＲＫ的表达水平与其他基因等因素综
合分析形成一个诊断结直肠癌分化程度的半定量

指标，必将为下一步结直肠腺癌的分化程度及预后

评估、靶向治疗等提供一个新的思路和方向。
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