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!!

摘
!

要"目的
!

探讨外周血生存素的表达与结肠癌的关系$方法
!

以逆转录
6

聚合酶链反应
6

酶联免疫吸附测定"

&56#!&6

0234%

#方法检测
=*

例结肠癌患者外周血生存素
'&(%

的表达!比较其是否与肿瘤部位%浸润深度%分化程度%淋巴结转移和临

床分期具有相关性$结果
!

,*

例"

,)871

#结肠癌患者外周血生存素
'&(%

表达阳性$肿瘤高%中分化及低%未分化生存素
'&6

(%

表达率分别为
,-8+1

%

;*8+1

$浸润深度达浆膜层者外周血生存素
'&(%

表达率"

;;8+1

#高于侵及黏膜下层及肌层的表达

率"

D+8+1

#!淋巴结有转移者外周血表达率为
;:8*1

!高于无淋巴结转移的表达率"

-=8;1

#$结论
!

生存素
'&(%

在外周血的

表达与肿瘤分化%浸润深度%淋巴结转移和临床分期均有明显相关性!但与肿瘤部位无明显相关$

关键词"结肠肿瘤&逆转录聚合酶链反应&酶联免疫吸附测定&淋巴转移&生存素
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凋亡蛋白抑制因子$
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3%#

%

是一族凋亡抑制蛋白#生存素$

BPIL@L@C

%是新近发现的
3%#

家

族成员之一#但具有不同于
3%#

家族其他成员的独特结构和

性质'

-

(

)其在正常成人组织$除胸腺*生殖器官%中不表达#而

选择性表达于恶性肿瘤组织#它具有调节细胞有丝分裂和抑制

细胞凋亡的双重功能#能抑制细胞凋亡和促进细胞增殖#并可

能参与血管生成#对肿瘤细胞浸润*转移可能起重要的作

用'

D6,

(

)有研究表明#生存素不仅在多种人类肿瘤中有异常表

达#且与肿瘤预后不良的病理参数有关'

;

(

)检测血液中生存素

的表达是一种非侵害性*简单的检测方法)为了对游离于血液

中的少数肿瘤细胞进行监测进而达到早期肿瘤转移筛查的目

的#本研究通过检测外周血生存素
'&(%

的表达#旨在探讨生

存素的表达与结肠癌的关系)

A

!

资料与方法

A8A

!

一般资料
!

血液标本取自
D++=

年
)

'

-D

月本院外科的

=*

例结肠癌手术患者)术前均未接受过化疗或放疗)诊断均

经术后病理检查证实)其中男
*:

例#女
,7

例&年龄
D7

'

:*

岁#平均
*=

岁&肿瘤位于升结肠
D+

例#横结肠
D7

例#降结肠
,,

例#乙状结肠
-;

例&有淋巴结转移者
*=

例#无淋巴结转移者

,)

例)

A8B

!

方法

A8B8A

!

取材及试剂
!

外周血为术前外周静脉抽血#置
<7+[

保存)生存素
'&(%

检测试剂盒购自四川新创生物科技有限

公司)

A8B8B

!

试验方法
!

$

-

%逆转录
6

聚合酶链反应$

&56#!&

%!采集

-'2

静脉血于抗凝管中#

;[,+++I

"

'@C

离心
-+'@C

收集细

胞沉淀#用
5I@V?H

试剂提取细胞沉淀中的总
&(%

#用逆转录试

剂盒按厂商说明合成
O$(%

#用特异的荧光素标记引物对生存

O$(%

$来自血液中的游离肿瘤细胞%进行
#!&

扩增)扩增产

物#即荧光素标记的生存素
$(%

片段)生存素转录物的
#!&

扩增采用顺向引物序列为
*\6]]!%5]]]5]!!!]]%!]

556,\

及逆向引物序列为
*\6%]%]]!!5!%%5!!%5]]

!%6,\

)循环参数为
=;[

预变性
,'@C

#

=;[

变性
-'@C

#

)D

[

复性
-'@C

#

:D[

延伸
D'@C

#循环
,+

次#最后
:D[

延伸
-+

'@C

)产物为
;,=S

G

的部分生存素
$(%

序列片段)$

D

%酶联

免疫吸附测定$

0234%

%!

=)

孔杂交板的包被底物为
;,=S

G

生

D7*,

重庆医学
D+--

年
-D

月第
;+

卷第
,*

期



存素
$(%

序列片段中一段
,,7S

G

片段作为探针)用
(N"^

变性荧光素标记的生存素标准和血样
#!&

产物并与包被片断

杂交#

*+[

保温
DK

#洗去未杂交的核酸#用抗荧光素
&̂#

结

合物测定杂交的生存素扩增产物#显色反应底物
5YX

#以酶标

仪读取
%;*+

"

),+

)通过直线回归比较计算扩增的生存素
O$6

(%

相对含量)

A8C

!

统计学处理
!

应用
4#44-,8+

统计分析软件#计算直线

回归方程#定性资料以百分率表示#组间差异的分析采用
*

D 检

验#多组间$

(

,

组%差异应用
4

G

ENI'NC

等级相关分析#以
!

$

+8+*

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B8A

!

结肠癌不同病理特征外周血生存素表达结果
!

=*

例结

肠癌患者外周血生存素
'&(%

表达率为
,)871

$

,*

例%)结

肠癌低及未分化者的外周血生存素
'&(%

表达率$

;*8+1

%高

于高中分化者的表达率$

,-8+1

%$

!

$

+8+*

%)浸润深度达浆

膜层者外周血生存素
'&(%

表达率为
;;8+1

#高于侵及黏膜

下层及肌层的表达率
D+8+1

$

!9+8+D;

%)淋巴结有转移者外

周血表达率为
;:8*1

#高于无淋巴结转移的表达率
-=8;1

$

!9+8++7

%$表
-

%)用标准各点的光密度均值减去阴性质控

的光密度均值得到
#

%;*+

#以标准单位$

Z

%为横坐标#以其光

密度增量$

#

%;*+

%为纵坐标绘制的直线回归方程#见图
-

)

B8B

!

结肠癌不同部位外周血生存素表达
!

病灶位于升结肠*

横结肠*降结肠*乙状结肠表达率分别为
,)871

*

;+8:1

*

,78:1

*

,*8:1

#经相关分析#

"9<+8;

#

!9+8)

#生存素的表达

与肿瘤的部位不具有相关性)

图
-

!!

生存素标准曲线直线回归散点图

表
-

!!

生存素的表达与结肠癌临床病理特征的关系

病理特征
*

阳性$

*

% 阴性$

*

%阳性率$

1

%

!

分化程度

!

高*中分化
*7 -7 ;+ ,-8+ +8++=

!

低*未分化
,: -: -+ ;*8+

浸润深度

!

黏膜下层及肌层
,+ ) D; D+8+ +8+D;

!

浆膜层
)* D= ,) ;;8+

淋巴结转移

!

有
*= D7 ,- ;:8* +8++7

!

无
,) : D= -=8;

B8C

!

结肠癌外周血生存素表达阳性率与结肠癌不同分期之间

的关系
!

结肠癌病理分期按照
$PTEB

方案分期$

-=,*

年%)

/

期

患者
-D

例#

(

期患者
D;

例#

0

期患者
;)

例#

1

期患者
-,

例)随

病期越晚#外周血生存素表达阳性率越高#

/

*

(

期患者表达率较

低#分别为
78,1

*

D+871

&

0

*

1

期表达率较高#其中
1

期患者
-,

例中有
--

例表达#阳性率为
7;8)1

#经相关分析#

"9-

#

!9

+8+++

#生存素的表达与结肠癌的病理分期具有相关性)

C

!

讨
!!

论

生存素是迄今为止发现的最强的
3%#

#生存素的高表达能

抑制多种因素如
G

*,

*半胱天冬酶$

ONB

G

NBE

%等诱导的细胞凋

亡'

*

(

#其在多数实体肿瘤中存在高表达'

)

(

)在结肠癌组织中有

非常高的表达率#刘集鸿等'

:

(对
*-

例结肠癌患者应用实时荧

光定量
#!&

检测#结果癌细胞生存素高表达#而正常结肠黏膜

无表达#且有报道证实并不在血液中表达'

76=

(

)所以生存素有

可能是具有较高敏感度及特异度的非常理想的外周血中癌细

胞标志物)已有学者在近期研究中发现外周血生存素
'&(%

的表达与结肠癌的临床分期*淋巴结转移具有相关性'

-+

(

)

&56#!&

是目前检测癌细胞敏感度较高的一种方法)虽

然现今采用的肿瘤标志物肿瘤特异性不高#但很多却具有组织

特异性)比如癌胚抗原$

!0%

%来自上皮细胞#鳞状细胞癌抗原

$

4!!

%来自鳞状细胞#前列腺特异性抗原$

#4%

%来自前列腺和

甲胎蛋白$

%.#

%来自肝脏)因此如果在血液中检测到这些肿

瘤标志物的
'&(%

#就表明血液中有来自这些组织或脏器的

癌细胞)这些文献报道的大多数都认为用
&56#!&

方法检测

血中是否有游离癌细胞能够用来进行癌症转移和复发的早期

诊断*预后的判断和治疗的监测)

已有文献报道
&56#!&6023!%

检测方法敏感度较普通

&56#!&

更高#且有更高的特异性#重复性强#且操作简单'

--

(

)

外周血查肿瘤标志物提示癌细胞血行转移已被证实为一种安

全可行的癌症早期诊断方法)

e@E

等'

--

(曾应用
&56#!&6

0234%

技术对乳腺癌患者外周血生存素的表达进行相关研

究#有
*+1

的乳腺癌患者表达阳性#而作为对照的健康女性外

周血无表达)并证实外周血表达与临床病理分期具有相关性)

本研究通过分析外周血生存素的表达与结肠癌主要临床

病理特征的关系#发现生存素
'&(%

在外周血的表达与肿瘤

分化程度*浸润深度*淋巴结转移和病理分期均有明显相关性#

而这些病理特征均与患者的预后息息相关#这提示检测外周血

生存素可以判断患者的预后)本研究认为采集血样的方法#简

便易行且无侵害性#若能应用于临床对于其临床诊断和判断预

后将有很大应用价值)
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对照组在手术中细胞免疫功能受到了一些影响#可能是全

麻药物的作用和手术部位伤害性刺激向中枢传导引起的手术

应激反应#但并未发生明显的受抑制现象)与之相比#施行

0!!

的
&̂ $

组在细胞免疫功能上受到了抑制#特别对于双瓣

组的影响更为明显)

0!!

时血液长时间接触体外转流装置#

机器各部分的阻力以及心内负压吸引等均可大量破坏
5

淋巴

细胞&手术失血量和血液有形成分破坏较多#使细胞功能衰退#

免疫功能降低&

0!!

中低温可加剧手术过程中免疫细胞和免

疫活性物质的损害#对患者术后恢复有一定的影响'

-,

(

)本组

&̂ $

患者
0!!

中采用了浅低温技术#严格控制输血量#缩短

0!!

时间#减轻了机体免疫系统的变化#减少神经系统并发

症'

-;6-*

(

#使术后无感染)有报道应用西咪替丁可减轻
0!!

对

细胞因子的干扰#减少手术应激#降低术后感染率'

-)

(

#故在围

术期强化术后
*>

内预防感染的综合性措施十分重要)

综上所述#

0!!

可使
&̂ $

患者的细胞免疫功能受到明显

的抑制#机体处于暂时的免疫抑制状态)通过了解
0!!

中
5

淋巴细胞水平的变化规律#可探索较好的方法#以减轻细胞免

疫功能的损害#维持免疫系统的自稳以及防止术后感染)
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