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Numb 分子在结肠癌组织中的表达及其与临床分期的相关性
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(1. 中国人民解放军第306医院消化内科，北京 100101；2. 中国人民解放军第252医院病理科，河北 保定 071000)

[摘　要]	 目的：检测Numb分子在结肠癌组织中的表达，探讨其与临床病理分期的关系。方法：收集并筛

选2 0 1 2年9月至2 0 1 6年8月解放军第3 0 6医院病理科存档的手术切除且得到病理确诊的结肠癌病

例75例，记录其肿瘤分期，采用免疫组织化学方法检测结肠癌标本及癌旁组织中Numb蛋白表达

水平，分析其与临床病理因素的相关性。结果：在癌旁组织中Numb表达主要定位在细胞膜上，

而在癌组织中胞膜及胞浆均有表达。结肠癌组织中Numb表达水平较癌旁组织降低(4.87±2.10 vs 

7.88±1.87)，差异有统计学意义(P<0.01)；Numb表达水平在N0与N1~2期间及TNM分期I~II与III~IV

间差异具有统计学意义(P<0.01)；而Numb表达水平与患者性别、年龄、肿瘤大小比较差异无统

计学意义(均P>0.05)。结论：Numb在结肠癌组织中表达降低，提示Numb分子在结肠癌的发生发

展中发挥作用。
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Abstract Objective: To investigate the expression pattern of Numb molecule in colon cancer tissue and adjacent 

tissues, and to analyze the relationship of Numb expression with clinicopathological stage. Methods: Routine 

immunohistochemistry staining was used to detect the expression of Numb in 75 cases of surgical resected colon 

cancer tissues and adjacent colon tissues that were collected from September 2012 to August 2016 in the 306th 

Hospital of People’s Liberation Army. The pathological stages were recorded. The correlation of Numb expression 

levels with clinicopathologic data were analyzed. Results: Numb was expressed both in the colon cancer tissues 

and the adjacent colon tissues. Numb was mainly located on the cellular membrane in the adjacent colon tissues 

while it located both on the cellular membrane and in the cytoplasm in the cancer tissues. Compared with the 
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最 初 ， N u m b 作 为 一 个 调 节 神 经 细 胞 发 育 的

“ 命 运 决 定 分 子 ” 而 被 人 们 发 现 ， 因 其 能 够 抑

制 No t c h 受体信号通路而引起人们的广泛关注。

随后的研究 [ 1 ]表明它参与调节多种生化途径与信

号，除可以通过内吞及泛素化作用调节 No t c h ，

He d g e h o g 和 T P 5 3 等信号途径外，其还可以调节

细 胞 间 黏 合 和 紧 密 连 接 ， 维 持 细 胞 的 极 性 。 考

虑 N u m b 在细胞动态平衡中多方面的作用，人们

推 测 其 可 通 过 多 种 途 径 调 控 肿 瘤 的 发 生 发 展 。

研 究 [ 2 ] 显 示 N u m b 分 子 可 以 通 过 调 控 黏 附 分 子

E - c a d h e r i n 胞内的定位调节肿瘤发生过程中的上

皮-间质转变，提示其可能与肿瘤的侵袭及转移

有关。结直肠癌是我国第二高发的肿瘤，且在我

国发病率逐年升高，目前对于其发生及转移的机

制认识仍不清楚。检测 N u m b 在结肠癌组织及癌

旁组织中的表达变化，并且分析其与临床病理因

素之间的相关性，可以为结肠癌的发生和发展提

供新的理论基础。

1  材料与方法

1.1   材料

收 集 解 放 军 第 3 0 6 医 院 2 0 1 2 年 9 月 至 2 0 1 6 年

8 月 病 理 科 存 档 且 术 前 均 未 行 放 、 化 疗 的 手 术 切

除结肠癌标本7 5例，每例均同时采集肿瘤组织和

肿瘤组织边缘5 cm以外的癌旁组织。男40例，女

3 5例；年龄> 7 0岁者3 3例，年龄≤7 0岁者4 2例；

TNM I~II期36例，III~IV期39例；肿瘤浸润程度

T 1 ~ T 2者 1 3例，T 3 ~ T 4 者 6 2 例；肿瘤直径< 3  c m
者24例，≥3 cm者51例；淋巴结转移者39例，无

转移者 3 6 例；有远处器官转移者 9 例，无转移者  
6 6 例 。 T N M 分 期 参 照 美 国 癌 症 联 合 委 员 会

(American Joint Committeeon Cancer，A JCC)指南

(第7版，2010) 进行。

1.2  方法

1.2.1  免疫组织化学染色

使用免疫组织化学染色二步法检测Numb分子

在结肠癌及癌旁组织中的表达情况。实验步骤严格

遵照试剂说明书指导进行。使用PBS代替一抗作为

阴性表达对照。兔抗人Numb多克隆抗体(Ab14140)
及辣根过氧化酶标记的山羊抗兔二抗(Ab136817)均

购于美国Abcam公司，氨基联苯胺(DAB)显色试剂

盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。4 μm厚

石蜡包埋组织切片置入烤箱中烤片，分别置入二甲

苯及浓度梯度酒精中脱蜡至水，置入EDTA修复液

中进行高压热修复，修复完毕冷却后置入3%H 2O 2

去离子水中消除内源性过氧化物酶，洗涤完毕后加

盖用PBS配制的3% BSA封闭1 h后立即加入稀释好的

一抗(1:1 800)，4 ℃孵育过夜。PBS洗涤后加入稀

释的二抗(1:200)，37 ℃孵育1 h。然后加入DAB工

作液染色。染色终止后逐步苏木素染核、酒精盐酸

分色、脱水及中性树脂封片。

1.2.2  免疫组织化学结果判定

组织切片的免疫组织化学结果在2 0倍放大光

学显微镜下每一标本随机观察 3 ~ 4 个显微镜视野

中染色阳性细胞。按照一般的评价标准，阳性细

胞 百 分 比 量 化 成 5 组 ： 0 ~ 5 % 阳 性 细 胞 评 分 为 0 ；

6%~25%阳性细胞评分为1；26%~75%阳性细胞评

分为3；>75%阳性细胞评分为4。染色强度评分：

无染色评分为0，弱染色评分为1，中度评分为2，

强染色评分为3。采用阳性染色强度评分和百分比

量化评分乘积来表示Numb表达水平：阴性(0分)，

低表达(1~6分)和高表达(>6分)。

1.3  统计学处理

利用SPSS 13.0软件进行统计学分析。计量资

料采用均值±标准差( x ± s )表示，总体均数间的比

较采用S t u d e n t - t检验。计数资料以采用χ 2检验及

adjacent colon tissues, the overall expression level decreased significantly in the colon cancer tissues (4.87±2.10 

vs 7.88±1.87), the difference was statistically significant (P<0.01). The ratios of high level of Numb expression 

in the groups of N0 and TNM I–II stages were significantly higher than that in the N1-2 and TNM III–IV stages, 

respectively (P<0.01). However, there were no significant differences between the level of Numb expression with  

gender, age and tumors size, respectively (all P>0.05). Conclusion: Numb expression changes in colon cancer 

tissue, which plays an important role in the carcinogenesis and progression of colon cancer. 

Keywords Numb; colon cancer; clinical staging
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Fisher精确检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  Numb 在癌旁组织和结肠癌组织中的表达情况

N u m b 在 癌 旁 组 织 和 结 肠 癌 组 织 均 有 表 达 ，

在癌旁组织表达主要定位在细胞膜上，而在癌组

织 中 胞 膜 及 胞 浆 均 有 表 达 ， 呈 弥 漫 性 或 散 在 分

布 的 棕 黄 色 颗 粒 ( 图 1 ) ， 在 不 同 个 体 中 其 表 达 强

弱存在较大差异。总体上，结肠癌组织的表达水

平较癌旁组织表达明显降低，差异有统计学意义

( P < 0 . 0 1 ；表 1 ) 。结肠癌组织有 2 2 例高表达， 5 3
例低表达，而癌旁组织有29例高表达，46例低表

达，不同表达水平在结肠癌组织及癌旁组织间差

异有统计学意义(χ2=15.49，P<0.01)。

2 .2  Numb 表达与结肠癌患者临床病理分期的相

关性

Numb分子的表达在TNM分期III~IV期与I~II期

结肠癌组织中的分布差异有统计学意义(P<0.01)，

Numb表达与TNM分期呈负相关。Numb表达水平

在不同分期淋巴结转移患者中差异有统计学意义

(P<0.001)，Numb低表达患者更容易发生淋巴结转

移。而Numb表达与结肠患者肿瘤大小无明显相关

(P=0.108)。Numb表达水平与患者的性别和年龄也

无显著相关性(P=0.520，0.870；表2)。

B

D

C
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A

图1 免疫组织化学检测Numb分子在结肠癌及癌旁组织中的不同强度表达(×200)

Figure 1 Differential expression of Numb in colon cancer and adjacent colon tissues detected by immunohistochemistry method 

(×200)

A，B，C为癌旁组织；D，E，F为结肠癌组织。

A, B, C for adjacent colon tissues; D, E, F for colon cancer tissues.

表1 免疫组织化学检测Numb分子在结肠癌及癌旁组织中的表达(n=75)

Table 1 Expression of Numb between the colon cancer tissues and adjacent colon tissues detected by immunohistochemistry (n=75)

染色强度 低表达 高表达 合计 

结肠癌组织

百分比 70.6 29.4 100

总分 164 201 365

平均分 3.10±1.42 9.13± 1.76 4.87±2.10

癌旁组织

百分比 38.7 61.3 100

总分 121 470 591

平均 分 4.17±1.64 10.22±1.53 7.88±1.87
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3  讨论

N u m b 分 子 是 一 个 膜 相 关 的 蛋 白 分 子 ， 在

干 细 胞 分 裂 期 ， 其 不 对 称 地 分 布 到 两 个 子 代 细

胞中，通过抑制 No t c h 通路的活性使两个子代细

胞 显 示 不 同 的 分 化 特 性 。 同 时 ， N u m b 又 是 一

个 进 化 保 守 的 分 子 ， 在 哺 乳 动 物 中 ， 它 的 同 源

分子由 m N u m b 和 m N u m b - l i k e 两个基因编码 [ 3 ]。

N u m b 蛋白氨基端包含一个磷酸化酪氨酸结合域

( phosphot y rosine binding，P TB)，羧基端的包含

富含脯氨酸区( proline-r ich region，PRR)和Eps15
同源区(e p s l 5  h o m o l o g y，E H；D P F和N P F区)，

选择性剪切主要发生在 P T B 和 P R R 区 [ 1 ]。目前已

知，根据位于P T B区内的一个1 1个氨基酸片段、

位于P R R区内的4 8个氨基酸片段及P R R区的存在

与否，Num b基因至少存在6种转录剪切体——编

码分子质量为54~72 kD之间的6种蛋白，并且各种

剪切体的表达存在一定的细胞特异性 [ 4 ]。既往研 
究 [5]表明Numb分子在肠上皮细胞系和肠黏膜上皮

细胞内都有表达，Notch通路相关分子在肠黏膜上

皮细胞存在共定位关系，在体外培养的细胞系上

能够通过抑制Notch信号通路使细胞显示出杯状细

胞表型。且这些普遍表达的 N u m b 分子能够通过

调节细胞及连接复合体的组装维持上皮细胞的顶

底极性 [6]。基于上述结果推测Numb分子可能通过

调节上皮细胞的增殖、分化及上皮间质细胞间的

EMT等过程参与结肠癌的发生发展。

研究[7-8]表明Numb与多种肿瘤的发生有关，并

且其表达水平在不同类型的肿瘤中也存在差别。

例如在乳腺癌及非小细胞肺癌中Numb表达降低，

说明其可能发挥抑癌基因的作用。Zheng等 [9]研究

发现胰腺导管癌组织中Numb蛋白的表达水平显著

下降，并且通过反转录PCR研究发现PRR结构域完

整型和P R R中间4 8氨基酸缺失型的两种剪切体均

有表达。食管鳞癌中，PTB和PRR结构域均完整的

Numb1亚型低表达与肿瘤术后高复发率及不良预

后显著相关 [10]。但也有研究 [11-12]显示：Numb基因

在如星形胶质细胞瘤、宫颈鳞状细胞癌等肿瘤中

过度表达，可能发挥原癌基因的作用。同样，Lu
等[13]报道PTB结构域部分缺失的Numb3型在肝细胞

癌中呈过表达，与肝癌早期复发及不良预后显著

相关。X ie等 [14]发现在肝细胞癌中Numb的过表达

与肝细胞癌组织分型、门静脉侵袭以及癌灶数量

呈正相关。这说明Numb在肿瘤发生发展中发挥肿

表 2 Numb 分子表达与结肠癌患者临床病理特征的相关性 (n=75)

Table 2 Correlation between Numb expression levels and the clinicopathological parameters of colon cancer specimens (n=75)

临床病理特征 n
Numb 表达水平

高表达数
低表达数 χ2 P

性别

男 40 13 27 0.415 0.52

女 35 9 26

年龄 / 年 0.027 0.87

≤ 70 42 12 30

>70 33 10 23

肿瘤大小 /cm 2.59 0.108

≤ 3 24 10 14

>3 51 12 39

淋巴结转移 7.626 0.006

N0 36 16 20

N1~2 39 6 33

TNM 分期 22.684 <0.001

I~II 36 18 12

III~IV 39 4 41
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瘤特异性的作用。

曾蕴林等 [ 1 5 ]研究发现 Nu m b 在正常结肠组织

和中、高分化的结肠癌组织中均有较高的阳性表

达率，在低分化的结肠癌组织中阳性率下降，说

明 N u m b 的表达强度与肿瘤分化程度相关。且该 
研究 [15]表明来源于Dukes’C级结肠癌的S W62细胞

系中Numb分子表达较来源于Dukes’B级结肠癌的

S W48细胞系明显降低，但是在不同Dukes分期肿

瘤组织中未发现Numb的表达强弱有明显差异。本

研究发现在不同分期的结肠癌组织中均有Numb高

表达及低表达的发生，但是Numb表达与淋巴结转

移及T N M分期呈明显负相关，这说明Nu m b分子

可能如之前推测通过Numb -Notch拮抗、维持P53
稳定性及调节E-Cadherin的定位等抑制肿瘤的发生

发展。然而有研究[4]显示两种PRR结构域大部分缺

失的两种新型Numb分子亚型NUMB5和NUMB6具

有促进肿瘤发生的作用。K arac z y n等 [ 1 6 ]研究发现

NUMB6分子能够通过诱导上皮基质转换促进乳腺

癌的侵袭和转移。说明Numb分子在肿瘤发生发展

中具有亚型特异性。本研究发现不同分期的肿瘤

组织中均可观察到高、低水平的Numb分子表达，

同样说明Numb分子在不同个体结肠癌发生发展中

可能起到不同的作用。要研究Numb分子在结肠癌

中的作用机制，可能需要深入到不同的Numb分子

亚型水平。
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