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　　摘要：目的　探讨 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胰腺癌中的表达及其与胰腺癌增殖活性的关系。方法　用 ＲＴＰＣＲ
法检测 ６２例胰腺癌、１２例慢性胰腺炎和 １０例正常胰腺组织中 ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达；用免疫组织化

学法检测胰腺癌中增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达，并观察两者的关系。结果　ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ在胰腺

癌中表达率为 ７４．２％，在慢性胰腺炎及正常胰腺组织中不表达，前者与后两者差异有显著性 （Ｐ ＜

０．０１）；与胰腺癌的分化程度、临床分期及淋巴结转移无明显关系（Ｐ ＞０．０５）。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达与胰

腺癌增殖活性有关；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性肿瘤具有较高的增殖活性，其 ＰＣＮＡ指数为（４６．４±１５．２）％，明显

高于 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阴性肿瘤者（２８．４±１４．８）％（Ｐ ＜０．０１）。结论　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在胰腺癌中过表

达，并与胰腺癌的高增殖有关。提示该基因对胰腺癌的发生和发展起重要作用。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因有望成

为胰腺癌诊断和治疗的新靶点。
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　　越来越多的研究表明，肿瘤的发生不仅与细胞
的增殖和分化异常有关，也和细胞凋亡异常有关。

胰腺癌是较常见的消化系统肿瘤，与许多凋亡和增

殖相关基因的异常表达或基因突变有关。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
是凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的新成员，其与胰腺癌
的发生发展及增殖活性的关系目前研究较少。笔

者探讨了 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胰腺癌中的表达及其与增殖细
胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达的关系，旨在为胰腺癌的诊
断及治疗提供线索。

１　资料与方法

１．１　一般资料
１．１．１　胰腺癌组　６２例胰腺癌标本均为取自
２００２年 ８月 ～２００４年 ７月我院手术切除并经病理
证实的胰腺癌组织。男 ３４例，女 ２８例；年龄 ３５～
７２岁，平均（５６．０）岁。分化程度：高分化 ２０例，
中分 化 ２２例，低 分 化 ２０例。按 国 际 抗 癌 协 会
（ＵＩＣＣ）１９９７年 ＴＮＭ分期标准分期：Ｉ期 １５例，ＩＩ
期 ２１例，ＩＩＩ期 １７例，ＩＶ期 ９例。有局部淋巴结转
移 ２２例，无淋巴结转移 ４０例。
１．１．２　对照组　取同期手术切取的非肿瘤性胰
腺组织标本 ２２例（慢性胰腺炎 １２例，正常胰腺组
织 １０例，均取自壶腹癌及胰腺内分泌性肿瘤手术
切除标本）作对照。每一标本分 ２块：一块用 １０％
福尔马林固定，石蜡包埋；另一块液氮速冻后，－
７０℃保存待用。
１．２　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ基因表达
样品总 ＲＮＡ的制备：取 组 织 ５０～１００ｍｇ，用

Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织中的总 ＲＮＡ。ｃＤＮＡ的合成方法：
反应体系中加入提取的 ＲＮＡ５μｇ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧
核糖核苷三磷酸（ｄＮＴＰ）４μＬ，寡聚脱氧胸苷酸（ｏｌｉ
ｇｏｄＴ）０．３μｇ，ＲＮＡ酶 抑 制 剂 （ＲＮａｓｉｎ）２０Ｕ，０．１
ｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇（ＤＤＴ）２．５μＬ，加水至 １９μＬ。上述
混合物 ７０℃ 加 热 ５ｍｉｎ后，冰 上 冷 却，然 后 加 入
Ｍｏｌｏｎｅｙ小鼠白血病病毒（ＭＭＬＶ）逆转录酶 ２００Ｕ，
５×逆转录酶缓冲液 ５μＬ，终体积 ２５μＬ，简短离心、
混均后 ３７℃水浴 ６０ｍｉｎ；最后 ９０℃灭活 ＭＭＬＶ逆
转录 酶 活 性，冰 上 冷 却 后 即 完 成 ｃＤＮＡ的 合 成。
ＰＣＲ反应：ｃＤＮＡ扩增 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因引物序列［１］为
５′ＧＧＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣＡＴ （上 游 ） 和 ５′
ＧＣＡＣＴＴＴＣＴＴＣＧＣＡＧＴＴＴＣＣ（下游）；内对照 β－肌动
蛋白 （βａｃｔｉｎ）基因引物序列为 ５′ＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧ
ＧＴＣＧＴＣＧＡＣＡ３′和 ５′ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＧＣＴ
３′。在 ２５μＬ反应体系中含有 ｃＤＮＡ１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／
ＬｄＮＴＰ２μＬ，２０ｐｍｏｌ／Ｌ上 下 游 引 物 各 ０．５μＬ，Ｐｆｕ
ＤＮＡ聚合酶 １．２５Ｕ（０．２５μＬ），５×ＰｆｕＤＮＡ聚合酶

缓冲液 ２．５μＬ。反应条件：９４℃，４０ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；
７２℃１ｍｉｎ，共 ３２个循环。以 βａｃｔｉｎ为内参照检测
转录效率。ＰＣＲ产物用 ２％琼脂糖凝胶电泳，溴化
乙锭（ＥＢ）显色并照相。
１．３　免疫组织化学（免疫组化）法检测 ＰＣＮＡ的

表达

采用链 霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白 －过 氧 化 酶 连 接
（ＳＰ）免疫组化方法。一抗 ＰＣＮＡ抗体及 ＳＰ试剂盒
均为武汉博士德公司产品。一抗工作浓度为１∶５０，
实验步骤按试剂盒说明书进行。将已知阳性肺癌

切片作阳性对照，ＰＢＳ缓冲液代替一抗，作阴性对
照。

结果判定：以细胞核染成棕黄色为阳性。增殖

活性以 ＰＣＮＡ标记指数（ＰＣＮＡＬＩ）代表，随机计数
５００个细胞中阳性细胞数。ＰＣＮＡＬＩ＝（阳性细胞
数／计数细胞总数）×１００％。
１．４　统计学处理

数据 的 组 间 差 异 采 用 χ２ 检 验 法 及 ｔ检 验，
ＳＰＳＳ１２．０软件进行数据分析。

２　结　果

２．１　胰腺癌、慢性胰腺炎及正常胰腺组织中 Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ基因的表达

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ＲＴＰＣＲ产物为 ３３８个碱基，βａｃ
ｔｉｎ内对照为 ６１９个碱基。７４．２％的胰腺癌组织表
达 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因，而慢性胰腺炎和正常胰腺组织不
表达（Ｐ＜０．０１）（图 １）。

　　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～３：胰腺癌；４，５：慢性胰腺
炎；６，７：正常胰腺组织

图 １　 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ在胰腺癌、慢性胰腺炎及正常胰
腺组织中的表达

２．２　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达与胰腺癌临床病理特征的
关系

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达与胰腺癌的分化程度、ＴＮＭ分
期及淋巴结转移无明显关系（附表）。

２．３　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ＰＣＮＡ表达的关系
胰 腺 癌 组 织 ＰＣＮＡ 平 均 指 数 为 （４１．２±

１７．０）％ （图 ２），显 著 高 于 慢 性 胰 腺 炎 （２．１±

８１８
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０．６）％和正常胰腺组织的（１．３±０．２）％（Ｐ ＜
０．０１）。４６例 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性胰腺癌中 ＰＣＮＡ平均指
数为（４６．４±１５．２）％，明显高于 １６例 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阴
性的胰腺癌中 ＰＣＮＡ平均指数（２８．４±１４．８）％。
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达与 ＰＣＮＡ指数关系明显（Ｐ＜０．０１）。
表 １　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达与胰管细胞癌临床病理特征的

关系

项目 总例数
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达
例数 百分率（％） χ２值 Ｐ值

分化程度

　高分化 ２０ １４ ７０．０
　中分化 ２２ １６ ７２．７ ０．５６１ ＞０．０５
　低分化 ２０ １６ ８０．０
临床分期

　Ｉ，ＩＩ期
　ＩＩＩ，ＩＶ期

３６
２６

２４
２２

６６．７
８４．６

２．５４０ ＞０．０５

淋巴结转移

　阳性
　阴性

２２
４０

１７
２９

７７．３
７２．５

０．１６９ ＞０．０５

图２　 ＰＣＮＡ在胰腺癌组织中的表达（×４００）

３　讨　论
细胞增殖和凋亡的平衡对于维持多细胞生物

体的稳态至关重要。平衡的破坏使存在基因缺陷

的细胞得以生存，促使基因突变的积累和细胞的

恶性转化，最终导致肿瘤的发生和发展［２］。Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的新成员，能直
接抑制凋亡途径终末效应因子 Ｃａｓｐａｓｅ３，７的活
性，阻断细胞的凋亡过程［３］。与其他 ＩＡＰ家族成
员不同的是，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在组织分布上具有明显的细
胞选择性，通常只表达于胚胎和发育的胎儿组织，

除胸腺外不见于其他正常终末分化的成人组织。

而在大多数肿瘤组织中可见 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达［４］。本
研究证实，正常胰腺组织和慢性胰腺炎 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基
因无表达，而在 ７４．２％的胰腺癌组织中有 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｍＲＮＡ表 达。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基 因 在 胰 腺 癌 组 织 表 达 上
调，提示 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因可能通过抑制细胞凋亡，对
胰腺癌的发生发展起重要作用。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达与胰腺癌分化程度、ＴＮＭ
分期和淋巴结转移均无明显关系。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达上

调可出现在胰腺癌发生的各个阶段，提示用 ＲＴ
ＰＣＲ检测 ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ对于恶性程度及病期早晚
的预测无明显价值。然而，有研究［５］显示，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
阴性的乳腺癌患者术后生存时间明显高于 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
阳性的乳腺癌患者。检测 ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ或蛋白表
达对于预测乳腺癌的预后有一定价值。有关 Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ与胰腺癌的预后尚有待于进一步探讨。

已有研究表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能通过影响细胞周
期循环参与细胞增殖的调控［６］。增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）又称周期蛋白，在静止细胞内含量很少，
Ｇ１晚期开始增加，Ｓ期达到高峰，Ｇ２，Ｍ期明显下
降。故 ＰＣＮＡ可作为细胞周期内 Ｓ期的特异性标
记。其合成和表达与细胞增殖有关。因此，ＰＣＮＡ
可作为评价细胞增殖状态的一个指标。本研究显

示，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阳性的胰腺癌其 ＰＣＮＡ指数明显
高于 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阴性的胰腺癌，说明二者关系密
切。这种关系表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因异常表达与胰腺
癌细胞增殖活性升高有关，可能具有促进胰腺癌

细胞增殖的作用。有关 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ调控细胞增殖的
机制 目 前 还 不 清 楚。可 能 的 机 制 是：Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与
ＣＤＫ４直接作用，导致 Ｃｄｋ２／ＣｙｃｌｉｎＥ激活与 Ｒｂ磷
酸化；磷酸化的 Ｒｂ蛋白失去对细胞生长的抑制作
用，导致细胞失控性生长。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 Ｃｄｋ４相互作
用还可导致 ｐ２１蛋白与 Ｃｄｋ４分离，分离后的 ｐ２１
蛋白与线粒体的前 Ｃａｓｐａｓｅ３结合，抑制 Ｆａｓ介导
的凋亡。

综上所述，本研究发现：Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在胰腺癌
组织中表达上调，并与 ＰＣＮＡ有明显的关系，提示
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因可能通过抑制凋亡、促进增殖，从而
干扰细胞凋亡和增殖的平衡，促进胰腺癌的发生

和发展。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因有望成为胰腺癌基因治疗的
新靶点。
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