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结直肠癌渊colorectal cancer袁CRC冤是肠道高发
的恶性肿瘤之一袁 近年来其发病率与致死率在全

世界范围内高居恶性肿瘤第 3 位咱1暂遥 结直肠癌的
发生发展是一个多步骤尧 多阶段且复杂变化的生
物学过程袁多由于细胞内重要的调控基因受损袁导
致一系列信号传递系统出现故障 咱2袁3暂遥 研究表明
KRAS等癌基因的突变或激活和 P53尧MCC等抑癌

结直肠癌 KRAS基因突变阳性与 P53
及 MCC基因的相关性研究
罗喜顺袁王海鹏 *袁朱袭嘉袁李盛国袁龙祥恺袁蒋世宇袁张琪琦
桂林医学院第二附属医院 胃肠外科袁广西 桂林 54199

揖摘要铱 目的 探究结直肠癌 KRAS 基因突变阳性与 P53 基因及 MCC 基因的相关性研究遥 方
法 回顾性研究 2017 年 3 月至 2020 年 7 月于桂林医学院第二附属医院确诊为结直肠癌患者 89
例袁将其中 26例 KRAS突变阳性患者纳入突变组袁63例 KRAS突变阴性且无其他突变患者纳入未突
变组遥 采用荧光定量 PCR Taqman-ARMS探针法测定 KRAS基因突变曰 免疫组织化学方法对 P53 基
因尧MCC基因表达进行检测袁比较组间的差异性与相关性遥 结果 通过对 89 例结直肠癌患者 KRAS
突变阳性率的分析袁结果显示 26渊29.21%冤KRAS 突变阳性袁未突变患者为 63渊70.79%冤曰结直肠癌
KRAS 阳性率为 29.21% 曰KRAS 突变组 MCC 突变阳性效率 6 渊23.08% 冤 显著低于未突变组 27
渊42.86%冤差异有统计学意义渊P<0.05冤曰KRAS 突变组 P53 突变阳性效率 8渊30.77%冤著低于未突变组
40渊63.49%冤差异有统计学意义渊P<0.05冤曰KRAS突变与 P53尧MCC呈负相关遥结论 结直肠癌KRAS 突
变与 P53尧MCC呈显著的负相关关系遥

揖关键词铱 结直肠癌曰 KRAS基因曰 TP53基因曰 MCC基因

Correlation between positive KRAS mutation and P53 and MCC in colorectal cancer
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To explore the relationship between KRAS gene mutation and P53 gene and MCC
gene in colorectal cancer. Methods From March 2017 to July 2020, 89 patients with colorectal cancer in
our hospital were retrospectively studied. Among them, 26 patients with positive KRAS mutation were included
in the mutation group, and 63 patients with negative KRAS mutation and no other mutation were included in
the non mutation group. The mutation of KRAS gene was detected by TaqMan arms probe, and the expression
of P53 gene and MCC gene was detected by immunohistochemistry. Results By analyzing the positive rate
of KRAS mutation in 89 patients with colorectal cancer, the results showed that 26 渊29.21%冤 patients with
KRAS mutation were positive, 63 渊70.79%冤 patients without KRAS mutation were positive, and the positive
rate of KRAS mutation in colorectal cancer was 29 .21% . The positive rate of MCC mutation in KRAS
mutation group 6 渊23.08%冤 was significantly lower than that in non mutation group 27 渊42 .86%冤 , the
difference was statistically significant 渊P<0.05冤; the positive rate of P53 mutation in KRAS mutation group
8 渊30.77%冤 was significantly lower than that in non mutation group 40 渊63.49%冤, the difference was statis鄄
tically significant 渊P<0.05冤 ; there was a significant negative correlation between KRAS mutation and P53 ,
MCC. Conclusion KRAS mutation is negatively correlated with P53 and MCC in colorectal cancer.
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基因表达异常或缺失都与结直肠癌的发生尧 发展
密切相关咱4袁5暂遥 结直肠癌由正常结直肠上皮向腺瘤
和侵袭性癌的演变过程中将依次发生 野APC -
KRAS尧MMR-P53冶突变累积这一分子生物学模式,
P53 与 MCC 都是细胞生长过程中的负调节因子袁
与结直肠癌的发生密切相关咱6袁7暂遥 其中 MCC 基因
突变被认为与结直肠癌早期的发生有关尧P53 基
因突变被认为与结直肠癌晚期的发生有关咱8暂遥 本
研究通过对 KRAS 基因突变率的检测袁 以及 P53
基因尧MCC基因的相关表达袁研究 KRAS基因突变
与 P53 基因尧MCC 基因表达的相关性袁 进而探讨
CRC发生的可能机制袁也为 CRC 患者术后存活率
提供新的方向遥
1 资料与方法

1.1 研究对象 回顾性研究 2017 年 3 月至 2020
年 7 月于桂林医学院第二附属医院确诊为结直肠
癌患者 89例袁将其中 26例 KRAS突变阳性患者纳
入突变组袁63 例 KRAS突变阴性且无其他突变患
者纳入未突变组遥纳入标准院淤术后病理学确诊为
结直肠癌咱9暂曰于术前检查后 1 周内接受根治性手
术治疗袁淋巴清扫至肠系膜血管根部袁肠系膜下动
脉选择根部离断或保留左结肠动脉分支后离断袁
直肠远切缘距肿瘤至少 2 cm曰盂肿瘤边缘逸 5 cm
行 KRAS基因检测遥排除标准 院淤有原发性直肠癌
外的其他腹盆腔疾病或相关血管相关疾病渊如门静
脉高压尧血管狭窄尧血栓或发育变异冤遥于合并严重
糖尿病尧高血压尧感染者;合并肾尧心尧肝尧肺等脏器
功能严重障碍者及患有其他恶性肿瘤患者曰 盂临
床资料不完整遥 本研究经医学伦理委员会审核批准
后执行袁患者基线资料差异无统计学意义渊P>0.05冤遥如
表 1遥
1.2 方法

1.2.1 KRAS突变基因的测定 采用荧光定量 PCR
Taqman-ARMS 探针法测定 KRAS 基因突变袁准备
工作院高温消毒实验器材遥 总 RNA 提取院将 Trizol
裂解组织的混合液收集至灭菌的 1.5 ml EP 管中袁
4益袁12 000 r/min袁离心 15 min遥吸取上清液至另一
灭菌的 1.5 ml EP管中遥于上清液中加入 200 滋l氯
仿袁并盖紧管盖袁剧烈充分振荡 15`30 s袁至乳化充
分袁无分相现象遥室温静置 5 min遥 4益袁12 000 r/min袁
离心 15 min遥于上清液中加入 500 滋l异丙醇袁并盖
紧管盖袁正反颠倒 EP管袁混匀遥 室温静置 10 min袁

4益袁12 000 r/min袁离心 15 min遥去除 EP管袁仔细观
察管底部是否有微小的白色沉淀袁 即总 RNA遥 用
75%乙醇洗涤 RNA袁去除上清液袁小心沿管壁加入
75%乙醇 1 ml/管遥 轻轻上下翻动 EP管袁使沉淀从
管壁脱落遥4益袁12 000 r/min袁离心 5 min遥弃掉上清
液袁以滤纸吸干管口乙醇袁开盖晾干遥 加入 DEPC
水 30 滋l/管遥 融解 RNA遥 用紫外分光光度计测定
OD260 与 OD280袁 并计算 OD260 与 OD280 比值袁
筛选比值在 1.8耀2.0 的样本用于后续实验遥 RNA
浓度计算遥 按下列公式计算 RNA浓度遥

配置 RT-PCR反应液及琼脂糖凝胶遥首先袁安
装好制胶架和梳子曰然后称取琼脂糖 1.5 g袁用 100 ml
电泳缓冲液溶解袁微波炉中加热 2 min 至沸腾袁取
出后冷却至 50益左右袁加入缓冲液袁调节终浓度为
0.5 滋g/ml曰 最后将加入染料的琼脂糖凝胶倾倒入
制胶架内袁室温凝固 20 min袁垂直拔掉梳子袁将琼
脂糖凝胶转移至水平电泳槽内袁加入电泳缓冲液袁
使液面与凝胶面齐平袁梳子孔中充满电泳缓冲液遥
将扩增产物按照 5颐1加入 6伊上样缓冲液袁混匀袁每
孔加入 5 滋l 进行电泳遥 电泳仪参数设定为 80 V袁
60 min袁恒压电泳袁电泳过程中随时观察溴酚蓝电
泳位置袁跑至凝胶边缘立即停止电泳遥 测序反应
及纯化院向新的 0.2 ml的 EP管中加测序试液 1 滋l尧
酶解产物 2 滋l 和引物 2 滋l 进行 PCR 扩增袁 扩增
条件为变性 96益 1 min循环 1次袁96益 10 s 50益 5 s
60益 2 min循环 25 次袁25益 1 min循环 1 次遥 加醋
酸钠-乙醇混合物 16 滋l渊醋酸钠颐乙醇=1颐15冤并剧
烈振荡袁 避光静置 15 min后 12 000 r/min以上 4益
离心 30 min袁吸弃上清液遥加预冷 70%乙醇 70 滋l袁
剧烈振荡袁12 000 r/min 以上 4益离心 15 min 后吸
弃上清液遥 温和颠倒数次混匀后 12 000 r/min 以
上 4益离心5 min后吸弃上清液遥 加预冷 70%乙醇
70 滋l袁温和颠倒数次混匀后 12 000 r/min 以上 4益
离心 5 min 后吸弃上清液遥 室温放置 30 min 让酒
精在室温挥发干净 袁 加入去离子甲酰胺溶解
DNA遥 PCR 变性院95益 4 min袁4益 4 min遥向 96 孔板
内移液袁每孔加 11 滋l袁避免孔内出现气泡遥
1.2.2 P53及 MCC的测定 采用免疫组织化学方

法对 P53蛋白尧MCC蛋白表达进行检测遥 将固定好
的组织块取出袁用自来水流水充分冲洗袁冲洗后经

RNA浓度渊滋g/滋l冤= OD260伊40伊稀释倍数
1000
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年龄渊曾依泽袁岁冤
性别渊例冤
男

女

体质量指数渊曾依泽袁kg/m2冤
癌变部位渊例冤
结肠癌

直肠癌

组织学类型渊例冤
腺癌

黏液腺癌

分化程度渊例冤
高分化

中分化

低分化

TNM分期渊例冤
玉~域期
芋~郁期

淋巴结转移渊例冤
有

无

突变组

渊n=26 例冤
57.12依8.40

12
14

23.81依2.09

18
8

21
5

6
12

8

15
11

6
20

未突变组

渊n=63例冤
58.71依9.02

31
32

24.10依2.12

39
24

55
8

12
30
21

40
23

14
49

2.783
0.152

2.671
0.429

0.630

0.192

0.262

0.008

0.062
0.697

0.121
0.513

0.427

0.908

0.609

0.930

表 1 研究对象基线资料比较

基线资料 字2/t值 P值

突变组

未突变组

阳性

8
40

阴性

18
26

表 2 KRAS突变组与未突变组 P53阳性率的比较渊例冤
字2值 P值P53

组别

6.665 0.010

P53
MCC

r值
-0.782
-0.766

P值
0.006
0.032

表 3 KRAS突变与 P53尧MCC相关性研究
KRAS 突变

指标

全自动脱水机进行脱水遥 随后进行透明尧浸蜡尧包
埋袁进行切片遥 展片时水温维持在 45益左右袁用针
头挑取蜡带袁放在 30%乙醇溶液的水面上袁使切片
展开遥 将切片架置于 60益干燥箱中烘烤 2 h袁至切
片上的蜡熔化遥烤片后袁将切片架置入盛有二甲苯
的样本瓶中袁经过二甲苯玉尧域脱蜡各 20 min袁然
后再逐级放入梯度乙醇中袁浓度由高及低袁分别为
100%尧95%尧90%尧80%尧70%袁每个浓度乙醇浸泡
5 min袁最后放入蒸馏水中浸泡 5 min遥 染色院淤将
盛有柠檬酸缓冲液的烧杯放于电子万用炉上方加

热袁至沸腾袁放入切片袁小火维持沸腾状态20 min袁
以达到抗原修复的目的遥 于抗原修复后袁冷却至室
温袁将载玻片转移至湿盒中袁以 PBS 冲洗 3 次袁然
后于组织薄膜上滴加正常山羊血清袁封闭 10 min遥
盂去除封闭液袁勿洗遥 分别滴加 P53尧MCC 一抗工
作液渊1 颐300 稀释冤袁4益孵育过夜遥 榆PBS 洗涤袁
5 min/次袁洗涤 5 次遥 虞滴加二抗工作液渊1颐500稀
释冤袁37益恒温水浴锅中孵育 90 min遥 愚PBS洗涤袁
5 min/次袁洗涤 5次遥 舆滴加 DAB 显色液袁室温孵
育 1~10 min袁需随时观察染色情况袁将载玻片置
于白色背景上方袁观察染色良好后袁终止显色遥余PBS
缓冲液洗涤袁5 min/次袁洗涤 5次遥俞苏木素染色液
复染 30~60 s遥自来水充分冲洗遥随后进行封片尧照
片采集遥
1.3 统计学处理 采用 SPSS 26.0及 GarphPad 8.0
软件包对数据与图形处理遥首先袁采用 Kolmogorov-
Smirnov 检验与 Levene 检验判断数据的正态性与
方差齐性遥 计量资料以渊曾依泽冤表示袁组间比较采用
独立样本 t 检验曰计数资料采用例渊%冤表示袁组间
比较采用卡方检验曰采用 Spearman 对统计资料相
关性进行分析遥 以 P<0.05为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 突变组与未突变组一般资料比较 突变组

与未突变组在年龄尧性别尧体质量指数尧癌变部位尧
组织学类型尧分化程度尧TNM 分期尧淋巴结转移方
面差异均无统计学意义渊P跃0.05冤遥 见表 1遥
2.2 结直肠癌 KRAS 阳性率 26 例 渊29.21%冤
KRAS突变阳性袁未突变患者为 63例渊70.79%冤;结
直肠癌 KRAS阳性率为 29.21%遥
2.3 KRAS 突变组与未突变组 P53 阳性率的比较
KRAS 突变组 P53 突变阳性效率 8 例渊30.77%冤显
著低于未突变组 40例渊63.49%冤袁差异有统计学意

义渊P<0.05冤遥 见表 2遥
2.4 KRAS 突变组与未突变组 MCC 阳性率的比
较 KRAS突变组 MCC突变阳性效率 6例渊23.08%冤
显著低于未突变组 27 例渊42.86%冤袁差异有统计学
意义渊 字2=4.064袁P=0.044冤遥
2.5 KRAS突变与 P53尧MCC相关性研究 通过对

KRAS突变与 P53尧MCC相关性分析袁结果显示 KRAS
突变与 P53尧MCC呈负相关关系遥 见表 3遥
3 讨论

近年来结直肠癌的发病率与致死率在全世界

范围内居恶性肿瘤第 3位袁 且男女发病率大体相
同袁以北美洲及大洋洲多发袁在我国东南沿海地区
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多发咱10暂遥结直肠癌容易发生转移袁而且预后效果严
重影响人民的生存质量袁因此袁各国专家在不断地
寻找结直肠癌的发病原因及其机制遥 有关结直肠
癌发病的大体原因分为环境学说尧遗传基因学说尧
高危因素学说咱11袁12暂遥 近年来袁遗传与基因学说是结
直肠癌病因的研究重点遥 结直肠癌的发生发展是
一个多步骤尧多阶段且复杂变化的生物学过程袁多
由于细胞内重要的调控基因受损袁 进而导致一系
列信号传递系统出现故障咱13袁14暂遥 该生物学过程多
包括周围环境或危险因素激活某种癌基因尧 体内
某些变化进而导致抑癌基因的失活以及受到外界

因素刺激后导致错配修复基因突变等咱15暂遥 多项研
究表明 KRAS等癌基因的突变或激活与 P53尧MCC
等抑癌基因表达异常或缺失与结直肠癌的发生尧
发展密切相关咱12,14暂遥 KRAS基因主要在大肠部位表
达袁KRAS基因突变袁蛋白结构发生改变袁失去原来
的信号转导途径袁进而促进细胞异常分化尧增殖袁
甚至发生恶变袁 与结直肠癌的发生及预后有着很
密切的关联遥其最为常见的突变方式为点突变袁即
KRAS基因的 exon1 出现突变袁导致其与之前拼接
方式出现不同袁 与该蛋白结合的第 188 或 189 位
氨基酸发生相应变化袁 与 GTP结合后对原有的信
号通路不应答或失活袁 进而导致细胞不受控的恶
变袁被认为是与结直肠癌发生的最重要一步咱16暂遥本
研究通过对 89 例结直肠癌患者 KRAS 突变阳性
率的分析袁结果显示 26 例渊29.21%冤KRAS 突变阳
性袁未突变患者为 63 例渊70.79%冤袁Spearman 相关
性分析发现 KRAS 突变与 P53尧MCC 呈负相关遥

P53 是细胞生长过程中的负调节因子袁 与结
直肠癌的发生密切相关遥 MCC基因突变被认为与
结直肠癌早期的发生有关尧P53 基因突变被认为
与结直肠癌晚期的发生有关遥 P53 基因分为野生
型与突变型两种类型袁 野生型是作为抑癌基因对
癌细胞的终末分化具有负调节作用袁 进而维持细
胞的稳定袁诱导细胞的正常凋亡袁其蛋白在细胞中
表达较少曰若突变型在细胞中过度表达袁导致细胞
的正常生理周期被破坏袁进而激活某些癌基因袁使
正常细胞进入到不正常的分化周期中袁无限生长尧
繁殖袁且淋巴转移程度更高袁由于突变导致蛋白构
象改变袁如用免疫组织化学等方法检测袁可以检测
出突变基因蛋白的表达情况袁 故其作为结直肠癌
的恶性程度高的标志之一咱17暂遥 通过对 KRAS突变
组与未突变组 P53 阳性率的比较袁 结果显示袁

KRAS 突变组 P53 突变阳性率 30.77%低于未突变
组 63.49%袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥

MCC基因同样作为一种抑癌基因袁 可以控制
调节肿瘤细胞的生长袁主要表达在细胞的细胞质尧
细胞核及骨架之中袁 同样在细胞的生长与分化中
起到重要作用遥 MCC基因的杂合子丢失以及MCC
基因突变与结直肠癌有关袁MCC 基因突变位于
5q21 号染色体上袁其突变常常会导致近 80%的锯
齿状息肉产生以及近 50%的散发性结直肠癌发
生遥 这表明 MCC基因沉默是结直肠癌早期发展的
重要因素遥 MCC基因在早期很小范围的腺癌组织
中即可以检出咱18暂遥 MCC基因在蛋白翻译后对细胞
内 E-钙黏蛋白进行抑制作用袁后者与微环境相互
作用袁形成细胞 E-钙黏蛋白黏附复合物袁进而控
制正常细胞的正常分化与增殖袁使得 MCC 基因甲
基化高度表达袁加快淋巴转移袁并同时使得肿瘤呈
低分化趋势发展遥 本研究通过对 KRAS 突变组与
未突变组 MCC 阳性率的比较情况袁 结果显示袁
KRAS 突变组 MCC 突变阳性率 23.08%显著低于
未突变组 42.86%袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥

综上所述袁通过对 KRAS基因突变率的检测袁及
P53基因尧MCC 基因相关表达情况的研究袁结果显
示 KRAS突变与 P53尧MCC呈负相关遥
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