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细胞周期相关蛋白激酶 2 在结肠癌中的表达及临床意义 

陈一思1，易维2

(1. 武汉市第一医院消化内科，武汉 430022；2. 华中科技大学同济医学院附属同济医院综合科，武汉 430030)

[摘　要] 目的：探索细胞周期相关蛋白激酶2(NIMA-related kinase 2，NEK2)在结肠癌中的表达及临床意义。

方法：回顾性分析武汉市第一医院2012年11月至2015年5月间收治的120例结肠癌患者临床资料及

随访情况。采用免疫组织化学法检测结肠癌组织与癌旁组织中NEK2的表达情况，依据结肠癌免疫

组织化学结果分成NEK2高表达组和低表达组，卡方检验分析NEK2的表达与病理因素的关系，单

因素及多因素分析影响总生存率及累计复发率的危险因素，Kaplan-Meier(K-M)法绘制生存曲线。

结果：NEK2在结肠癌组织中的表达显著高于癌旁组织。NEK2高表达组与年龄(P=0.260)、性别

(P=0.580)、肿瘤直径(P=0.522)、浆膜浸润(P=0.116)无关，而与肿瘤分化程度(P=0.021)、淋巴结转

移(P=0.017)、AJCC分期(P=0.018)相关。AJCC分期及NEK2的表达为影响总生存率和累计复发率的

独立影响因子。NEK2高表达组1，3年总生存率分别为33.4%，19%，NEK2低表达组1，3年总生存

率为70.3%，35%，NEK2高表达组1，3年总生存率低于NEK2低表达组(P<0.05)；NEK2高表达组1，

3年累计复发率分别为69.7%，84.3%，NEK2低表达组1年累计复发率为35.8%，72.4%，NEK2高表达

组1，3年累计复发率高于NEK2低表达组(P<0.05)。结论：NEK2在结肠癌组织中高表达，NEK2高

表达与恶性临床病理因素相关，NEK2是影响结肠癌患者预后的独立危险因素。
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Abstract Objective: To assess the expression profile of NIMA-related kinase 2 (NEK2) in colon cancer and its clinical 

significance. Methods: One hundred and twenty patients with colon cancer were retrospectively collected in the 

First Hospital of Wuhan from January 2012 to May 2015. Immunohistochemical staining was used to measure 

the expression of NEK2 protein in colon cancer tissues and paratumor tissues. The patients were divided into an 

NEK2 over-express group and an NEK2 low-express group, according to the express level of NEK2 in colon cancer 

tissue. Chi-square test was performed to reveal the relationship between NEK2 expression and clinicopathological 
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结 肠 癌 是 一 种 常 见 的 恶 性 肿 瘤 。 每 年 约 
608 000人死亡，占肿瘤死亡人数的8%，已成为世

界第4大肿瘤死因 [1]。手术切除被认为是治疗结肠

癌最有效的方法，但复发转移仍是导致结肠癌预

后差的主要原因[2]。寻找结肠癌的预后标志物对指

导临床治疗和评估预后具有重要的临床意义。细

胞周期相关蛋白激酶2[never in mitosis A (NIMA)-
related kinases 2，NEK2]是一种丝氨酸/苏氨酸激

酶，参与调控细胞有丝分裂过程中中心体复制、

纺锤体组装等生物过程 [ 3 ]。由中心体复制缺陷导

致的染色体不稳定性是肿瘤中常见现象，促进肿

瘤发展 [4]。NEK2过表达能通过调控有丝分裂检查

点促进非整倍体细胞的产生，是诱发肿瘤形成和

发展的重要原因 [5]。NEK2还可与受体酪氨酸激酶

Ret、细胞内信号分子、致癌途径等协同促进肿瘤

侵袭和转移 [6]。本文旨在通过组织化学检测NEK2
在 1 2 0 例结肠癌患者的肿瘤组织中的表达，分析

NEK2表达与结肠癌临床病理特征及预后的关系。

1  对象与方法

1.1  对象

收集武汉市第一医院 2 0 1 2 年 1 1 月至 2 0 1 5 年 5
月期间120例结肠癌患者，年龄43.6~73.2(66.21± 
3 . 6 6 ) 岁 。 纳 入 标 准 ： 均 经 病 理 诊 断 为 结 肠 癌 患

者；均行根治性结肠癌手术治疗者；病例及随访

资料齐全者。剔除标准：严重心、肝、肾功能不

全 而 无 法 耐 受 手 术 者 ； 5 年 内 曾 患 其 他 恶 性 肿 瘤

病史的患者；病例随访资料不全者。结肠癌分期

采用美国癌症协会(Amer ican Joint  Committee on 
cancer，A JCC) [7]分期标准。本研究获得武汉市第

一医院伦理委员会同意并批准实施。

1.2  方法

1.2.1  免疫组织化学染色

免 疫 组 织 化 学 步 骤 包 括 ： 首 先 获 得 组 织 切

片 ， 在 6 0  ℃ 条 件 下 烤 片 2  h ， 再 用 二 甲 苯 溶 液

浸泡 2 次，每次 1 5  m i n ，然后放于 1 0 0 % ， 9 5 % ，

90%，75%，70%五种浓度的酒精溶液中脱水，每

次5  m i n。抗原修复采用柠檬酸钠( 1 0  m m o l / L，

pH6.0)100 ℃维持10 min，室温冷却30 min，对内

源性过氧化物酶阻断采用3%过氧化氢溶液，阻断 
2 0  m i n ，然后用 5 % 脱脂牛奶封闭 2  h ，一抗采用

NEK2一抗(1:200，美国BD公司)于4 ℃孵育过夜，

二抗(山羊抗兔二抗，武汉博士德生物科技有限公

司)于37 ℃条件下孵育2 h，在DAB液下显色，苏木

精复染，风干后在显微镜下观察并拍照。

1.2.2  免疫组织化学结果判读

免疫组织化学评分结果分别由两位经验丰富

的病理科医师在盲法下核实。分别根据染色强度及

细胞阳性百分率读片。染色强度 [8]：0分为阴性，

无色；1分为弱阳性，淡黄色；2分为中等强度，黄

色；3分为强阳性，棕黄色或褐色。阳性细胞百分

率：0~5%为0分；6%~25%为1分；26%~50%为2分；

51%~75%为3分；>75%为4分，所得两类分值相乘，

5 个视野评分结果取均值， 0 分定为阴性 ( − ) ，总 

features. COX proportional hazard models were used to estimate the univariate and multivariate analyses. The 

Kaplan-Meier (K-M) curve was used to describe the overall survival. Results: NEK2 expression level was 

obviously higher in colorectal cancer tissues than paratumor tissues. NEK2 high express group was not correlated 

with age (P=0.260), sex (P=0.580), tumor diameter (P=0.522), serosal invasion (P=0.116), while significantly 

correlate with tumor differentiation (P=0.021), lymphatic metastasis (P=0.017), AJCC staging (P=0.018). AJCC 

staging and NEK2 expression was independent influence factor of overall survival rate and cumulative recurrence 

rate. The 1- and 3-year overall survival rate of the NEK2 high-express group was 33.4% and 19%, respectively, 

while 70.3% and 35% in the NEK2 low-express group, the 1- and 3-year overall survival rate of NEK2 high-express 

group was significantly lower than that in the NEK2 low-express group (P<0.05). The 1- and 3-year cumulative 

recurrence rate of NEK2 high-express group was 69.7% and 84.3%, respectively, while 35.8% and 72.4% in NEK2 

low-express group, the 1- and 3-year cumulative recurrence rate of the NEK2 high-express group was significantly 

higher than that in the NEK2 low-express group (P<0.05). Conclusion: NEK2 is high expressed in colorectal 

cancer tissues. Over-expression of NEK2 is closely related to malignant clinicopathological factors. NEK2 can act 

as an independent risk factor for prognosis in patients with colon cancer.

Keywords colon cancer; NIMA-related kinase 2; prognosis; clinical significance
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分≤6分定义为低表达；>6分定义为高表达。

1.2.3  患者分组

将结肠癌组织中N E K 2总评分≤6分的患者列

为低表达组，共60例；>6分的患者为高表达组，

共60例。

1.2.4  病例随访

采用电话或门诊随访的方式自手术当日起进

行随访，截止时间为2017年15月1日，随访内容包

括肿瘤复发时间、部位、死亡及死亡原因等，共

失访4人，随访期为(20.5±13.5)个月。

1.3  统计学处理

采用SPSS 22.0软件进行分析，计数资料采用
χ 2检验，两组间比较采用配对 t检验。生存分析采

用K aplan-Meier法 log-rank检验，评估生存预后采

用Cox比例风险模型。检验结果取双侧，检验水准
α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  NEK2 在结肠癌中的表达

免 疫 组 织 化 学 示 ： N E K 2 染 色 主 要 位 于 细

胞 质 与 细 胞 核 ， 在 结 肠 癌 组 织 中 表 达 显 著 高 于

癌 旁 组 织 ( 图 1 ) 。 肿 瘤 组 织 与 癌 旁 组 织 免 疫 组 织

化学评分分别为 3 . 0 1 7 ± 0 . 8 3 5 和 1 . 1 8 3 ± 0 . 3 5 5 ，差

异有统计学意义( t = 6 . 6 8 9， P < 0 . 0 0 1 )；肿瘤组织

高表达率为5 0 % ( 6 0 / 1 2 0 )，癌旁组织高表达率为

22.5%(27/120)。

2.2  NEK2 的表达与结肠癌临床病理因素的关系

N E K 2 高 表 达 与 年 龄 ( P = 0 . 2 6 0 ) 、 性 别

( P = 0 . 5 8 0 ) 、 肿 瘤 直 径 ( P = 0 . 5 2 2 ) 、 浆 膜 浸 润

(P=0.116)无关，而与肿瘤分化程度(P=0.021)、淋巴

结转移(P=0.017)、AJCC分期(P=0.018)相关(表1)。

2.3  结肠癌总生存率及累计复发率的单因素分析

单 因 素 分 析 示 ： 肿 瘤 分 化 程 度 、 淋 巴 结 转

移、AJCC分期及NEK2的表达为影响总生存率和累

计复发率的影响因素(表2)。

2.4  结肠癌总生存率及累计复发率的多因素分析

多因素分析示：AJCC分期及NEK2的表达为影

响总生存率和累计复发率的独立影响因子(表3)。

2.5  生存分析

NEK2高表达组1年总生存率为33.4%，NEK2
低表达组 1 年总生存率为 7 0 . 3 % ， N E K 2 高表达组  
1 年 总 生 存 率 低 于 N E K 2 低 表 达 组 ( P = 0 . 0 1 8 ) ；

NEK2高表达组3年总生存率为19%，NEK2低表达

组为35%，NEK2高表达组3年总生存率低于NEK2
低表达组 ( P = 0 . 0 1 1 ，图 2 A ) ；N E K 2 高表达组 1年

累计复发率为 6 9 . 7 % ， N E K 2 低表达组 1 年累计复

发率为 3 5 . 8 % ， N E K 2 高表达组 1 年累计复发率高

于NEK2低表达组( P= 0.032)；NEK2高表达组3年

累计复发率为 8 4 . 3 % ， N E K 2 低表达组为 7 2 . 4 % ，

NEK2高表达组3年累计复发率高于NEK2低表达组

(P=0.014，图2B)。

图1 NEK2在结肠癌及癌旁组织中的表达(×200) 

Figure 1 Expression of NEK2 in colon cancer tissues and paratumor tissues (×200)
(A)NEK2在结肠癌组织中的表达；(B)NEK2在癌旁组织中的表达。 

(A) Expression of NEK2 in colon cancer tissue; (B) Expression of NEK2 in paratumor tissues.

A B
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表2 结肠癌总生存率和累计复发率的单因素分析
Table 2 Univariate analyses of overall survival rate and cumulative recurrence rate

临床因素
总生存率 累计复发率

HR (95%CI) P HR (95%CI) P

年龄(<65岁 vs >66岁) 0.804 (0.544~1.189) 0.395 0.938 (0.697~2.365) 0.414

性别(男vs女) 1.109 (0.767~1.603) 0.782 1.326 (0.673~1.830) 0.816

肿瘤分化(低vs中高) 1.786 (0.360~2.716) 0.032 1.583 (0.478~4.930) 0.029

最大肿瘤直径(<3 cm vs >3 cm) 1.141 (0.772~1.687) 0.258 1.264 (0.839~2.387) 0.376

浆膜浸润(有vs无) 1.341 (0.945~1.905) 0.316 1.593 (0.813~2.836) 0.417

淋巴结转移(有vs无) 1.571 (1.063~2.322) 0.007 1.327 (0.929~2.157) 0.013

AJCC 分期(III，IV vs I，II) 1.505 (1.031~2.196) 0.005 1.358 (1.031~2.196) 0.001

NEK2(高vs低) 1.976 (1.192~2.487) 0.015 1.825 (1.037~2.229) 0.018

表3 多因素分析总生存率和累计复发率
Table 3 Multivariate analyses of overall survival rate and cumulative recurrence rate

临床因素
总体生存率 累计复发率

HR(95%CI) P HR(95%CI) P

淋巴结转移(有vs无) 3.331 (1.153~6.842) 0.382 4.305 (1.831~8.352) 0.475

肿瘤分化(低vs高中) 5.716 (3.140~11.613) 0.497 3.251 (1.218~5.150) 0.249

AJCC 分期(III，IV vs I，II) 7.505 (3.035~12.596) 0.005 5.430 (1.330~8.117) 0.022

NEK2表达(高vs低) 4.976 (1.192~16.487) 0.015 3.718 (2.132~7.407) 0.011

表1 NEK2表达与结肠癌患者临床病理因素的关系(n=60)
Table 1 Relationship between NEK2 expression and clinicopathological characteristics in colon carcinoma patients (n=60)

组别
年龄/岁 性别 肿瘤分化 肿瘤直径/cm 浆膜浸润 淋巴结转移 AJCC分期

<65 ≥65 男 女 低 中高 <3 ≥3 有 无 有 无 I，II III，IV

NEK2低表达 20 40 36 24 4 56 16 44 37 23 21 39 37 23

NEK2高表达 26 34 33 27 20 40 13 47 45 15 34 26 25 35

χ2 1.127 0.554 3.661 0.640 1.570 2.382 2.192

P 0.260 0.580 0.021 0.522 0.116 0.017 0.018

图2 NEK2高低表达的生存曲线

Figure 2 Survival curve of NEK2 over-express group and NEK2 low-express group 
(A)NEK2高低表达组的总生存曲线比较；(B)NEK2高低表达组的总复发生存曲线比较。
(A) Comparison of overall survival curve between the NEK2 over-express group and the NEK2 low-express group; (B) Comparison of 
cumulative recurrence curve between the NEK2 over-express group and the NEK2 low-express group.
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3  讨论

结肠癌是一种具有高度侵袭、转移能力的恶

性肿瘤。预计到2030年，全球结肠癌患者将达到

220万人，死亡病例达110万人[9]。因此，筛选有效

肿瘤转移、复发及评估预后的分子标志物对指导

临床治疗、改善患者预后具有重要意义。

非 整 倍 体 和 染 色 体 不 稳 定 性 是 人 类 肿 瘤 中

常见的现象，失去控制的有丝分裂、多极纺锤体

的 形 成 、 胞 质 分 裂 都 是 造 成 这 种 现 象 的 重 要 原 
因[3]。NEK2是调控细胞周期的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶，可影响有丝分裂检查点正常功能的发挥，

促进非整倍体细胞的产生 [5]。NEK2通过调节中心

体分离和纺锤体的形成在维持中心体结构、染色

质凝集和非整倍体细胞产生过程中起重要作用，

由此导致的基因组不稳定是诱发肿瘤发生、侵袭

和转移，并影响预后的重要原因 [10]。Zeng等 [11]通

过对乳腺癌体内和体外研究，发现中心体扩增有

助于促进癌变，与调控中心体的蛋白细胞周期素

D 1及N E K 2表达上升有关。Ma r i na等 [ 1 2 ]证实多种

乳腺癌细胞系中NEK2表达受抑制会引起一系列的

细胞响应，如锚定非依赖性生长、细胞增殖、迁

移和细胞克隆形成的减弱、凋亡增加，细胞周期

干扰等。在胰腺癌中，NEK2基因沉默后，可显著

抑制细胞侵袭和迁移能力，有效抑制肝转移 [13]。

Neal等 [14]分析结肠癌患者病理标本发现NEK2高表

达与AJCC分期密切相关。

在 分 子 机 制 水 平 ， N E K 2 可 通 过 调 控 信 号

途 径 、 蛋 白 酶 等 参 与 调 控 肿 瘤 发 生 发 展 过 程 。

如 N E K 2 过表达通过激活基质金属蛋白酶 (m a t r i x 
metal loproteinase，MMP)介导肝癌细胞迁移 [15]。

在多发性骨髓瘤中 N E K 2 过表达激活磷脂酰肌醇

3 激 酶 / 蛋 白 激 酶 B 及 Wn t 信 号 途 径 ， 增 强 细 胞 增

殖、染色体不稳定及耐药性，临床病理学分析发

现NEK2表达与亚二倍体、13号染色体缺失、染色

体1q21扩增均显著相关 [16]。本研究免疫组织化学

检测发现NEK2在结肠癌组织中的表达显著高于癌

旁组织，提示NEK2可能作为促癌基因参与结肠癌

发生发展过程。临床病理因素分析结果显示NEK2
高表达与淋巴结转移、腹膜播散、A JCC分期有显

著相关性，这与前人[10,14]在结肠癌中的研究结果类

似。推测NEK2在结肠癌中过表达是通过影响基因

组稳定性如增强染色质不稳定性、诱导非整倍体

等，从而促进结直肠癌细胞迁移和扩散。

NEK2高表达不仅影响多种肿瘤转移、侵袭，

且 与 不 良 预 后 相 关 ， 如 前 列 腺 癌 [ 1 7 ]、 肝 癌 [ 1 5 ]、

非小细胞肺癌 [ 1 8 ]等。Ta k a ha s h i等 [ 1 0 ]发现N E K 2受

m i c roR N A - 1 2 8调控，N E K 2表达上调的结肠癌患

者复发率较高、预后较差。Zhong等 [19]在对270例

非小细胞肺癌患者肿瘤组织中NEK2的表达和临床

病理因素分析后发现：NEK2在肿瘤组织中表达较

高，高表达的NEK2与淋巴结转移相关，且具有较

差的总生存时间。Lin等 [20]在对肝癌的临床随访研

究中发现：手术后NEK2阳性肝癌患者相比NEK2
阴性患者预后差。本研究中生存分析显示NEK2高

表达组总生存率低于NEK2低表达组，且NEK2高

表达组累计复发率高于NEK2低表达组。单因素和

多因素分析示：NEK2高表达为影响总生存率及累

计复发率的独立危险因素，这一结论与NEK2在其

他肿瘤临床随访研究[12-17]的结果类似。本研究将为

NEK2应用于结肠癌患者临床评估和监测患者预后

提供一定的临床指导意义。

本研究随访时间较短，尚存在一定的不足，

如5年总生存及无瘤生存数据缺乏，在体外细胞系

中的结果如何不得而知，值得进一步研究。

综上，N E K 2在结肠癌组织中高表达，N E K 2
高表达与恶性临床病理因素相关， N E K 2 高表达

患者预后较差，为影响结肠癌预后的独立危险因

子，可作为监测结肠癌预后的分子标志物。
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