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　　摘要：目的　探讨锰超氧化物岐化酶 （ＭｎＳＯＤ）在大肠癌组织中的表达及其临床病理学意义。方法　采用免疫组
织化学方法检测２５例大肠癌、大肠腺瘤、癌旁组织中ＭｎＳＯＤ表达及细胞定位，比较大肠癌、癌旁组织、大肠腺瘤中
ＭｎＳＯＤ的阳性率；ＲＴＰＣＲ方法检测２０例大肠癌及癌旁组织，１０例大肠腺瘤中 ＭｎＳＯＤ的水平，比较大肠癌、癌旁组
织和大肠腺瘤中ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ相对表达量，分析大肠癌组织中ＭｎＳＯＤ表达水平与各临床参数之间的关系。结果　大肠
癌癌组织、大肠腺瘤组织及癌旁正常大肠组织中ＭｎＳＯＤ表达率分别为７６％、４４％及１６％，大肠癌中 ＭｎＳＯＤ表达率显
著高于癌旁正常大肠组织和大肠腺瘤组织 （Ｐ均＜００５）。ＭｎＳＯＤ在大肠癌中的表达和组织分化程度有关 （Ｐ＜００５），
与其他临床病理因素无关 （Ｐ＞００５）。结论　ＭｎＳＯＤ可能在大肠癌发生、发展中发挥作用，有望成为大肠癌潜在的生
物标志物。
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　　大肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，其发
病率和死亡率呈逐年增高趋势。大肠癌的发生、发

展在不同阶段受到多种因素的影响，涉及多种蛋白

的异常表达。近年来许多研究发现，锰超氧化物岐

化酶 （ｍａｎｇａｎｅｓｅｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＭｎＳＯＤ）与肿
瘤的发生发展相关，在宫颈腺癌、前列腺癌、肺癌、

胃癌及乳腺癌等多种恶性肿瘤中均有异常表达，本

研究探讨了 ＭｎＳＯＤ在大肠癌组织中的表达及其临床
病理学意义。

材料和方法

标本来源　２０１０年７月至２０１１年５月在济南军
区总医院普外科就诊的患者手术标本或内镜中心活

检标本：（１）免疫组织化学检查采用大肠癌标本２５
例，其中，男 １２例，女 １３例，平均年龄 （５３３±
２１）岁 （３２～７３岁）；大肠腺瘤 ２５例，其中，男
１５例，女１０例，平均年龄 （６０６±３４）岁 （２８～
７９岁）。ＲＴＰＣＲ采用大肠癌标本 ２０例，其中，男
１４例，女６例，平均年龄 （５７６±３４）岁 （３９～
８２岁）；大肠腺瘤 １０例，其中，男 ６例，女 ４例，
平均年龄 （４６５±４６）岁 （２６～６４岁）。所有患者
均签署知情同意书，每例均有完整的临床病理资料，

并经病理学诊断证实，所有患者手术前均未进行放

疗、化疗、生物治疗等其他抗肿瘤治疗。取肿瘤组

织块同时，取距肿瘤边缘５～１０ｃｍ处组织块作为正
常对照。

ＭｎＳＯＤ蛋白的表达检测　采用免疫组织化学ＳＰ
法染色，染色程序按 ＳＰ试剂盒 （北京博奥森生物

技术有限公司）说明书进行，石蜡标本切片 ４μｍ
厚。主要步骤为：切片常规脱蜡、水化，经３％过氧
化氢３０ｍｉｎ灭活内源性过氧化物酶；柠檬酸盐缓冲
液加热修复抗原，正常羊血清封闭，分别滴加 Ｍｎ
ＳＯＤ一抗 （北京博奥森生物技术有限公司），４℃孵
育过夜，以 ＰＢＳ洗３次；加二抗 （北京博奥森生物

技术有限公司），置３７℃，３０ｍｉｎ；清洗后滴加辣根
酶标记链酶卵白素，置 ３７℃，３０ｍｉｎ；清洗后 ＤＡＢ
显色，苏木精复染，脱水透明封片。每批染色设立

已知阳性组织切片作为阳性对照，阴性对照选择以

ＰＢＳ代替一抗。结果判断：光学显微镜观察细胞质内
有棕黄色颗粒为 ＭｎＳＯＤ表达阳性。每张切片随机选
取１０个高倍镜 （×４００）视野，统计、计算出每１０００
个细胞的阳性细胞数，每张切片根据阳性细胞染色强

度及细胞百分数进行分级：（１）：染色强度０分 （不

着色），１分 （弱），２分 （中），３分 （强）；（２）细
胞数记分：＜５％为０分，５％ ～２５％为１分，２６％ ～
５０％为２分，５１％～７５％为３分，＞７５％为４分；（３）
组织化学积分 （两记分的乘积）：≤１为阴性，＞１为
阳性 （２～４分为弱阳性，６～８分为阳性，９～１２分为
强阳性）［１］。

ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ的表达检测　取 １００ｍｇ组织剪
碎置于匀浆器中，加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ（大连Ｔａｋａｒａ公司
产品）中充分匀浆，将匀浆液倒入１５ｍｌ离心管中，
依次加入等体积氯仿、异丙醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝９２ｃｍ）
１５ｍｉｎ离心 ２次后，获得组织总 ＲＮＡ。取 １μｇ总
ＲＮＡ进行逆转录 （试剂盒为大连 Ｔａｋａｒａ公司产品）
获得 ｃＤＮＡ，用紫外分光光度仪定量， －２０℃保存备
用。采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０进行引物设计：（１）β
ａｃｔｉｎ（２２０ ｂｐ）：５′ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡ
ＡＧＣＡ３′（Ｆ），５′ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ３′（Ｒ）；
（２）ＭｎＳＯＤ（１３０ｂｐ）：５′ＧＴＴＧＧＧＧＴＴＧＧＣＴＴＧＧＴ
ＴＴＣ３′（Ｆ），５′ＴＡＡＧＣＧＴＧＣＴＣＣＣＡＣＡＣＡＴＣ３′（Ｒ）。
ＲＴＰＣＲ反应体系 （２５μｌ）：ＴａＫａＲａ２×ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１２５μｌ，ＭｎＳＯＤ或 βａｃｔｉｎ的上游和下游引物各
１μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，Ｈ２Ｏ１０５μｌ。反应条件：９５℃，
１０ｍｉｎ变性；９５℃，１５ｓ，６０℃退火延伸 １ｍｉｎ，４０
个循环，扩增完毕后进行熔解曲线分析，明确 ＰＣＲ
产物的特异性，得到标本中 ＳＢＰ１和 βａｃｔｉｎ的阈值循
环数 （ｃｙｃｌｅＴｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）值。测到的 Ｃｔ值，以
βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的量为内参照，计算 ＳＢＰ１ｍＲＮＡ的相
对量，计算公式：２Ｃｔ（βａｃｔｉｎ）－Ｃｔ（ＭｎＳＯＤ）［２］。

统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件包，计数
资料采用多个样本等级资料的 ＫｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓＨ秩和
检验比较，计量资料以均数 ±标准差表示，参数总
体比较采用方差分析，组间参数两两比较采用 ＳＮＫｑ
检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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结　　果

ＭｎＳＯＤ在大肠不同组织类型中的表达情况　镜
下可见 ＭｎＳＯＤ定位于正常大肠组织细胞浆，呈弥漫
性分布。正常大肠组织黏膜上皮细胞的细胞质内染

色浅，范围小，甚至有的未染色；腺瘤上皮的细胞

质染色强度增强，范围增加；而大肠癌组织中的上

皮内染色强度明显增强，染色范围广 （图１）。在２５
例大肠腺瘤组织标本中，有 １１例 （４４％）ＭｎＳＯＤ
蛋白表达为阳性；在２５例大肠癌组织标本中，有１９
例 （７６％）ＭｎＳＯＤ蛋白表达为阳性；在 ２５例癌旁
组织标本中，有４例 （１６％）ＭｎＳＯＤ蛋白表达为阳
性；大肠癌组织的 ＭｎＳＯＤ阳性率明显高于大肠腺瘤
组织 （χ２＝５３３，Ｐ＜００５）和癌旁组织 （χ２＝
１９５６，Ｐ＜００５）。

ＭｎＳＯＤ蛋白表达与临床病理学参数的关系　免
疫组织化学染色的多样本等级资料 ＫｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓＨ

秩和检验结果显示，大肠癌组织中 ＭｎＳＯＤ蛋白的表
达与大肠癌的病理分化相关 （Ｐ＝００４３），与大肠
癌患者的年龄、性别、淋巴结转移、临床分期及肿

瘤部位等因素无关 （Ｐ均 ＞００５）（表１）。
ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ表达与临床病理学参数的关系

　将 ＭｎＳＯＤ测定稀释后，在最佳反应条件下进行定
量扩增，得出标准曲线的相关系数为 ０９９。记录
ＭｎＳＯＤ扩增曲线和融解曲线，将 ＰＣＲ产物在２％琼
脂凝胶电泳下进行鉴定，结果显示在大约１３０ｂｐ处
可见目的条带出现 （图２）。大肠癌组织中的 ＭｎＳＯＤ
ｍＲＮＡ平均相对表达量为 ０８２３±００７３（ｎ＝２０），
明显高于大肠腺瘤的０５９４±０１９３（ｎ＝１０） （Ｐ＝
００００）和癌旁组织的０４０５±０１０８（ｎ＝２０）（Ｐ＝
００１９），大肠腺瘤组织中的 ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ平均相对
表达量亦明显高于癌旁组织 （Ｐ＝００００）。大肠癌
组织中 ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ的表达与大肠癌的组织类型相
关 （Ｐ＝００００），与性别、年龄、分型、有无淋巴
结转移、肿瘤部位无关 （Ｐ均 ＞００５）（表２）。

表 １　ＭｎＳＯＤ表达与临床病理学参数的关系
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＭｎＳＯＤｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓ

临床相关因素

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓ

ＭｎＳＯＤ

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

阳性总数

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅ
阳性率

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
Ｐ

年龄 Ａｇｅ ０３６５

　≥６０ ３ ２ ６ ４ １２ ８０％

　 ＜６０ ３ ０ １ ６ ７ ７０％

性别 Ｓｅｘ ０６４７

　男 Ｍａｌｅ ３ １ ４ ４ ９ ７５％

　女 Ｆｅｍａｌｅ ３ １ ３ ６ １０ ７７％

部位 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ０１１８

　结肠 Ｃｏｌｏｎ ４ ０ ４ ９ １３ ７６％

　直肠 Ｒｅｃｔｕｍ ２ ２ ３ １ ６ ７５％

组织分化 Ｔｙｐｅｏｆｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ００４３

　高 Ｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ ３ ０ ２ ４ ６ ６７％

　中 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐ ２ １ ２ ４ ７ ７８％

　低 Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇｒｏｕｐ １ １ ３ ２ ６ ８５％

淋巴结转移 Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０３８１

　有 Ｙｅｓ ２ ２ ０ ６ ８ ８０％

　无 Ｎｏ ４ ０ ７ ４ １１ ７３％

Ｄｕｋｅｓ分期 Ｄｕｋｅｓｓｔａｇｅ ０３０８

　Ａ＋Ｂ ４ ０ ６ ８ １４ ７８％

　Ｃ＋Ｄ ２ ２ １ ２ ５ ７１％
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表 ２　ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ相对表达量与临床病理学参数的关系 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｎＳＯＤｍＲＮＡａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓ（ｘ±ｓ）

临床相关因素 Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓ ｎ ＭｎＳＯＤｍＲＮＡ ｔ／Ｆ Ｐ

性别 Ｓｅｘ ｔ＝－００２５ ０９８０
　男 Ｍａｌｅ １４ ０８１２±００５９
　女 Ｆｅｍａｌｅ ６ ０８１２±０１０６
年龄 Ａｇｅ ｔ＝１５１９ ０１４６
　≥６０ ９ ０８３９±００７１
　 ＜６０ １１ ０７９０±００７１
分型 Ｇｒｏｓｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｆ＝２３４４ ０１２６
　隆起型 Ｅｌｅｖａｔｅｄｔｙｐｅ ８ ０８５１±００７４ ００９３ａ

　溃疡型 Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｔｙｐｅ ９ ０７９２±００６９ ０５８９ｂ

　浸润型 Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｔｙｐｅ ３ ０７６７±００４２ ００８７ｃ

组织类型 Ｔｙｐｅｏｆｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ Ｆ＝１６７１９ ００００
　高分化 Ｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ ４ ０８９１±００６０ ００２１ｄ

　中分化 Ｍｉｄｄｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐ １１ ０８２５±００３９ ０００１ｅ

　低分化 Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇｒｏｕｐ ５ ０７２１±００４３４ ００００ｆ

Ｄｕｋｅｓ分期 Ｄｕｋｅｓｓｔａｇｅ ｔ＝１７６８ ００９４
　Ａ＋Ｂ １４ ０８３０±００６７
　Ｃ＋Ｄ ６ ０７７０±００７４
淋巴结转移 Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｔ＝－０７７２ ０４５０
　有 Ｙｅｓ ５ ０７９０±００６３
　无 Ｎｏ １５ ０８１９±００７７
部位 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔ＝－０３７０ ０７１６
　直肠 Ｒｅｃｔｕｍ １２ ０８０７±００６５
　结肠 Ｃｏｌｏｎ ８ ０８１９±００８８

ａ：隆起型与溃疡型比较；ｂ：溃疡型与浸润型比较；ｃ：隆起型与浸润型比较；ｄ：高分化与中分化比较；ｅ：中分化与低分化比较；ｆ：高分化与低分化

比较
ａ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｌｅｖａｔｅｄｔｙｐｅａｎｄｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｔｙｐｅ；ｂ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｔｙｐｅａｎｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｔｙｐｅ；ｃ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｌｅｖａｔｅｄｔｙｐｅａｎｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｔｙｐｅ；ｄ：
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｍｉｄｄｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｄｄｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐａｎｄｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｆ：
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｉｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇｒｏｕｐ
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Ｍ：标准分子量；ａ：癌旁组织；ｂ、ｃ：大肠腺瘤；ｄ～ｆ：大
肠癌

Ｍ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；ｂ，
ｃ：ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｍａ；ｄｆ：ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
图 ２　ＲＴＰＣＲ扩增的ＭｎＳＯＤ的凝胶电泳结果
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＭｎＳＯＤａｆｔｅｒＰＴＰＣＲ

　

讨　　论

ＭｎＳＯＤ是位于线粒体内重要的超氧阴离子自由

基清除剂，可保护细胞免受活性氧化物造成的伤害。

人类的 ＭｎＳＯＤ是１个相对分子质量为８８６００的四聚
体蛋白，含有 Ｍｎ２＋与每个亚基关联。活性氧 （ｒｅａｃ
ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是启动和促进肿瘤生长过
程中的重要介质，抗氧化酶的异常表达和／或功能障
碍被认为是癌症中 ＲＯＳ高水平的重要原因［３］。Ｍｎ
ＳＯＤ做为在线粒体中的一个主要的抗氧化酶，重要
作用是维护细胞的氧化还原平衡。人 ＭｎＳＯＤ编码基
因定位于６ｑ２５，在哺乳动物中是高度保守的［４］。人

ＭｎＳＯＤ基因可被近端启动子区域激活，该启动子区
域以缺乏 ＴＡＴＡ盒或 ＣＡＡＴ盒而存在多个 ＣｐＧ岛为
特点［５］。转录调控因子 ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｓｐ１）和
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２（ＡＰ２）可以直接与 ＣｐＧ岛结合从
而调节启动子的活性［６］。Ｓｐ１在 ＭｎＳＯＤ基因的转录
激活中发挥核心作用，这与其他缺乏 ＴＡＴＡ盒或
ＣＡＡＴ盒的人类基因研究观察一致。相比之下，ＡＰ２
在 ＭｎＳＯＤ基因的转录调控中起负调节，它通过减弱
Ｓｐ１功能发挥作用［７］。
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多项研究发现，在胃癌、宫颈腺癌、膀胱癌、

食管癌和乳腺癌中的 ＭｎＳＯＤ蛋白表达水平及活性均
较正常细胞明显增高［８１３］。但也有研究结论显示，

在乳腺癌和肺癌中 ＭｎＳＯＤ表达水平明显低于正常组
织［１４－１６］。推测其原因可能是由于不同部位、不同病

理类型的瘤细胞或组织中的 ＲＯＳ不同，ＭｎＳＯＤ影响
了Ｏ２－／Ｈ２Ｏ２平衡

［１７］，但确切机制还有待于进一步

探讨。

本研究采用免疫组织化学和 ＲＴＰＣＲ方法检测了
ＭｎＳＯＤ在大肠腺瘤和大肠癌中的表达情况，结果显
示 ＭｎＳＯＤ在大肠腺瘤中的表达有上调趋势，在大肠
癌组织中表达显著上调；大肠癌组织中 ＭｎＳＯＤ的表
达与病理分化相关，随着大肠癌组织分化的降低，

其表达有上调趋势；而与大肠癌患者的年龄、性别、

淋巴结转移、临床分期及肿瘤部位等无显著相关。

（本文图１见插图第１２页）
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