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Pleiotrophin 的表达及其在血清水平与结肠癌的关系
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摘   要 目的：探讨 pleiotrophin（PTN）的表达及其血清水平与结肠癌的关系。

方法：应用 real time-PCR、Western blot 方法检测 46 例结直肠癌组织及其对应癌旁组织中 PTN mRNA

及蛋白表达水平；ELISA 方法检测 76 例结直肠癌患者和 58 例健康体检者血液样本中的 PTN 表达

水平。

结果：PTN mRNA 在结直肠癌组织中表达量以及 PTN 蛋白的阳性表达率均明显高于癌旁正常组织，

差异均有统计学意义（均 P<0.05）；无论是 PTN mRNA 表达水平还是蛋白阳性率均与患者年龄、

肿瘤组织类型无关（均 P>0.05），而与肿瘤的分化程度呈负向关系、与 TNM 分期呈正向关系（均

P<0.05）。结直肠癌患者血清 PTN 水平明显高于正常人群（P<0.05）。

结论：PTN 在结直肠癌组织中表达增高；血清 PTN 水平检测可作为诊断结直肠癌参考指标之一。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(4):473-477]
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ABSTRACT Objective: To investigate the relations of pleiotrophin (PTN) expression and its serum level with colorectal 
cancer.

Methods: The PTN mRNA and protein expression in tumor tissue specimens of 46 cases of colorectal cancer 

and in their adjacent tissue was determined by real-time PCR and Western blot, respectively, and the PTN level 

in the blood samples from 76 patients with colorectal cancer and 58 subjects undergoing health maintenance 

examination was measured by ELISA assay.

Results: Both the PTN mRNA expression level and PTN protein positive expression rate in colorectal 

cancer tissue were significantly higher than those in the adjacent normal tissue (both P<0.05), and 
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结 直 肠 癌 的 发 生 是 多 基 因 共 同 参 与、 多 因 素

阶段累积的结果 [1]。近年来由于饮食习惯的改变、

环境、基因突变、错配等因素，致使其发病率逐年

升高，且具有低龄化趋向 [2]。在我国目前结直肠癌

居恶性肿瘤发病率第 4 位，传统的治疗手段虽然使

早、中期结直肠癌患者的生存率有所提高，但晚期

结直肠癌的生存期仍很低 [3-4]。因此寻求结直肠癌

早 期 检 测 指 标， 对 于 改 善 结 直 肠 癌 患 者 预 后 及 生

存 具 有 重 要 意 义。pleiotrophin（PTN） 基 因 作 为

具 有 促 血 管 生 成 作 用 的 多 效 生 长 因 子， 参 与 了 多

种实体肿瘤的生长、侵袭和转移 [5-7]。但其在结直

场癌中的研究甚少，为了明确 PTN 在结直肠癌中

的作用，本实验通过 real-time PCR、Western blot

和 ELISA 方法，检测 PTN 在结直肠癌组织及患者

血清中的表达水平，旨在探讨 PTN 在结直肠癌中

表达的意义。

1　材料与方法

1.1  研究对象

收 集 2007 年 3 月 —2008 年 3 月 于 西 安 交 通

大 学 医 学 院 第 一 附 属 医 院 普 通 外 科 行 结 直 肠 癌 手

术切除的结直肠癌组织标本 46 例，所有标本均经

组织病理学明确诊断。46 例结直肠癌患者中，男

26 例，女 20 例；年龄 30~69 岁，中位年龄 43 岁；

直 肠 癌 32 例， 结 肠 癌 14 例（ 左 半 结 肠 癌 6 例，

右 半 结 肠 癌 8 例 ）；TNM 分 期：I~II 期 18 例，

III~IV 期 28 例； 淋 巴 结 转 移 者 21 例， 无 淋 巴 结

转 移 者 25 例； 病 理 组 织 学 分 级： 低 分 化 20 例，

中 分 化、 高 分 化 26 例。 并 同 时 收 集 46 例 对 应 癌

旁组织（均来源于距肿瘤标本 5 cm 以上的正常黏

膜组织）。

本研究同时收集 2009—2012 年于西安交通大

学医学院第一附属医院就诊的 76 例未接受输血、

放化疗的结直肠癌患者（均经病理检查明确诊断）

的血液样本；另取 58 例无已知肿瘤、无新近创伤

或外科手术、无妊娠或月经来潮的门诊健康体检者

的血液样本（男 34 例，女 24 例）。

1.2  试剂与仪器

人 PTN 细胞因子购自德国 R&D 公司（产品目

录 号：252PL）；PTN 单 克 隆 抗 体 购 自 德 国 R&D

公司（产品目录号：AF-252-PB）；PTN（C-19）

多 克 隆 抗 体 购 自 Santa Cruz 公 司（ 产 品 目 录 号：

sc-1394）；无水乙醇、碱性磷酸脂酶显色试剂盒

等 均 购 自 西 安 沃 尔 森 生 物 科 技 有 限 公 司；PTN 探

针、引物由上海生物工程有限公司合成。YWY781

型医用微波仪（250 W，50 Hz）购自浙江临安电

子 器 材 厂；Leica 光 学 显 微 镜（DM3000） 购 自 德

国 Leica 仪器有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  real time PCR 检测　取液氮冻存结直肠癌

组 织 20 mg，Fast 200 试 剂 盒 提 取 组 织 RNA， 逆

转 录 为 cDNA（-80 ℃ 保 存）， 稀 释 10 倍 后 用 于

荧光定量 PCR 反应。配制 PCR 反应液（冰上操作）。

SYBR Premix Ex Taq TM II（2×） 10 μL；PCR 

Forward Primer（10 μM）0.8 μL；PCR Reverse 

Primer（10 μM）0.8 μL；RT 反 应 液（cDNA 溶

液 ）2 μL；ddH2O（ 灭 菌 蒸 馏 水 ）6.4 μL；Total 

20 μL。两步法 PCR 扩增标准程序：预变性、95℃ 

3 min； PCR 反应、95℃ 10s、55℃ 30s。

1.3.2  Western blot 检 测　RIPA（ 加 蛋 白 酶 及 磷

酸 酶 抑 制 剂） 裂 解 液 裂 解 10 mg 液 氮 冻 存 组 织，

BCA 法测蛋白浓度，5×Buffer 加样缓冲液混合，

变性蛋白（100 ℃ 5 min），每条 10% SDS-PAGE

凝 胶 泳 道 上 样 25 μg 蛋 白， 电 泳 110 V 2.5 h， 转

PVDF 膜 0.1 mA 1.5 h，含 10% 脱脂奶粉的 TBST

室 温 封 闭 2 h， 加 PTN 一 抗（1:300），β-actin

一 抗（1:8 000）。4 ℃ 过 夜， 鼠 二 抗（1:5 000）

either the PTN mRNA expression level or PTN positive rate was not associated with age of the patients 

or histological type of the tumor (all P>0.05), but showed a significantly negative relation with TNM 

classification (all P<0.05).The serum PTN level in colorectal cancer patients was significantly higher than 

that in normal subjects (P<0.05).

Conclusion: PTN expression is increased in colorectal cancer tissue and serum PTN level may be used as one of 

the diagnostic tests for colorectal cancer.                   [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(4):473-477]
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室温 1 h，ECL 显影，凝胶成像系统扫描。 

1.3.3  血液标本的采集　于晨起空腹静脉采血，

不抗凝 5 mL，静置 30~60 min，4 000 r/min，4 ℃

离心 5 min。新鲜分离血清后置 -80 ℃保存待测，

血清无溶血、脂浊。

1.3.4  ELISA 检测　PTN 的 单 克 隆 抗 体 TBS 稀 释

到 1 mg/mL，稀释的抗体 100 μL 量滴加到 96 孔板

4 ℃ 孵 育 过 夜。TBST 洗 涤 3 次（5 min/ 次）。 封

闭液（TBST 含 1% 牛血清白蛋白）4 ℃封闭 2 h。

再次 TBST 洗涤 3 次（5 min/ 次）。待检测样本用

2×TBST 稀释。每孔加入稀释好的样本 100 μL 室

温孵育 90 min，TBST 洗涤 3 次（5 min/ 次）。每

孔 加 入 500 ng/mL 生 物 素 - 亲 和 纯 化 抗 人 PTN 山

羊 免 疫 球 蛋 白 G（IgG）（R&DSystems, Inc.），

室 温 孵 育 1 h，TBST 洗 涤 3 次（5 min/ 次 ）。 每

孔 加 入 链 霉 亲 和 素 碱 性 磷 酸 酶（50 ng/mL）， 室

温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次（5 min/ 次）。4 ℃孵

育对硝基苯磷酸盐（Pierce Chemical Co.）18 h。

酶标仪 450 nm 测定样本吸光度。梯度稀释的人重

组 PTN 细胞因子设立标准曲线。

1.4  统计学处理

采用 SPSS 13.0 软件对数据进行统计学分析，

计量资料比较采 t 检验；计数资料比较采用 χ2 检

验。检验水准 α=0.05。

2　结　果

2.1  PTN mRNA 在结直肠癌组织、癌旁组织中

的表达

采 用 real-time PCR 方 法 对 所 收 集 的 结 直 肠

癌组织与癌旁组织中的 PTN mRNA 表达水平进行

检测。对照管家基因 GAPDH，经过标化计算出结

直肠癌组织和远端正常组织 ΔCt 值，进行结直肠

癌组织和远端正常组织 PTN 基因表达水平的比较

（表 1）。结果表明，PTN mRNA 的癌组织中表达

水 平 明 显 高 于 癌 旁 正 常 组 织，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.01）。

表 1　PTN mRNA 在结直肠癌组织与癌旁正常组织中的表

达（n=46）
Table 1　PTN mRNA expression in colorectal cancer tissue and 

adjacent normal tissue (n=46)
组织 PTN mRNA t P

　癌组织 5.7270±4.7635
5.376 <0.01

　癌旁正常组织 1.8239±1.2624

2.2  PTN mRNA 的表达与结直肠癌患者临床病

理因素的关系

46 例 结 直 肠 癌 患 者 中 PTN mRNA 在 结 直 肠

癌 组 织 中 的 表 达 水 平 在 患 者 年 龄、组 织 类 型 分 组

间 差 异 无 统 计 学 意 义（ 均 P>0.05）。PTN mRNA

表达水平在 III~IV 期患者中明显高于 I~II 期患者

（P<0.05），且在高分化亚组表达水平明显低于低

分化亚组（均 P<0.05）（表 2）。

表 2　PTN mRNA 的表达与结直肠癌患者临床病理因素的

关系
Table 2　Relations of PTN mR NA ex pression w ith the 

clinicopathological factors of colorectal cancer 
patients

临床病理特征 n PTN mRNA 表达量 t P
年龄（岁）
　＜ 50 12 6.416 5±2.723 1

1.822 >0.05
　≥ 50 34 4.263 2±5.135 2
组织类型
　腺癌 36 4.871 0±4.604 3

0.4633 >0.05
　黏液癌 10 5.230 0±0.370 7
分化程度
　高中分化组 26 3.538 1±3.406 7

4.099 <0.05
　低分化组 20 9.657 4±5.968 6
TNM 分期
　I~II 期 18 3.247 4±2.925 1

4.467 <0.05
　III~IV 期 28 8.947 8±5.678 2

2.3  PTN 蛋白在结直肠癌组织、癌旁远端正常

组织中的表达水平

SDS-PAGE 电 泳 结 果 表 明，PTN 在 PVDF 膜

上 18 kD 显示，内参 β-ac t in 条带在 43 kD 处均

见， 各 泳 道 β-ac t in 表 达 基 本 抑 制（ 图 1）。 阳

性判读标 准：灰 度 值 ≥ β - a c t i n；阴 性 判 读 标 准：

<β - a c t i n 灰 度 。P T N 蛋 白 在 结 直 肠 癌 组 织 中 的

阳 性 表 达 率 为 6 3 . 1 %， 在 癌 旁 远 端 正 常 组 织 中

的 表 达 率 为 2 3 . 9 %，差 异 有 统 计 学 意 义（P< 0 . 0 5）

（表 3）。

2.4  PTN 蛋白的的表达与结直肠癌患者临床病

理因素的关系

46 例结直肠癌患者中 PTN 蛋白在结直肠癌组

织中的表达水平在患者年龄、细胞组织类型分组间

差 异 无 统 计 学 意 义（ 均 P>0.05）；PTN 蛋 白 表 达

水 平 在 III~IV 期 明 显 高 于 I~II 期（P<0.05）， 且

高分化水平明显低于低分化水平（P<0.05），癌组

织分化愈差，PTN 蛋白表达愈强（表 4）。
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PTN

β-actin

结肠癌组织 癌旁组织

图 1　部分组织蛋白电泳结果
Figure 1　Result of protein electrophoresis from part of the 

samples

表 3　PTN 蛋白在结直肠癌组织与癌旁正常组织中的表达 [n

（%）]
Table 3　PTN protein expression in colorectal cancer tissue and 

adjacent normal tissue [(n)%]
类别 阳性 阴性 χ2 P

癌组织 29（63.1） 17（36.9）
14.331 0.000

癌旁正常组织 11（23.9） 35（76.1）

表 4　PTN 蛋白的表达与结直肠癌患者临床病理因素的关

系 [n（%）]
Table4　Relations of PTN protein ex pression with the 

clinicopathological factors of colorectal cancer 
patients [n(%)]

　项目 阳性 阴性 χ2 P
年龄（岁）
　＜ 50 8（66.6） 4（33.3）

0.680 0.410
　≥ 50 18（52.9） 16（47.1）
组织类型
　腺癌 17（47.2） 19(52.8)

0.024 1.000
　黏液癌 5（50.0） 5（50.0）
分化程度
　高中分化组 8（30.9） 18（69.1）

10.980 0.001
　低分化组 16（80.0） 4（20.0）
TNM 分期
　I~II 期 7（38.9） 11（61.1）

4.785 0.037
　III~IV 期 20（71.4） 8（28.6）

2.5  PTN 在结直肠癌患者和健康志愿者血清中

的表达

ELISA 检 测 58 例 健 康 志 愿 者 和 76 例 结 直 肠

癌 患 者 血 清 中的 PTN 表 达 水 平，结 果 显 示：健 康

志 愿 者 的 血 清 PTN 水 平 为（73.42±46.31）pg/

mL；结直肠癌患者的平均血清 PTN 水平（187.32± 

56.78）pg/mL，差异有统计学意义（P<0.05）；95.5%

的健康志愿者的 PTN 血清水平低于 200 pg/mL。选取 

>200 pg/mL 作 为 血 清 PTN 升 高 的 标 准，PTN 的 血

清 水 平 结 直 肠 癌 患 者 高 于 正 常 对 照 组（P<0.05） 

（表 5）。

表 5　结直肠癌组与正常对照组血清 PTN 浓度
Table 5　Serum PTN level in colorectal cancer patients and 

normal controls

组别 n 
平均年龄

（岁）
PTN

（pg/mL）
t   P 

正常对照组 58  43.4 73.42±46.31
9.416 <0.01

结直肠癌组 76  52.6 187.32±56.78

3　讨　论

近 年 来， 随 着 肿 瘤 分 子 标 志 物 的 研 究， 越 来

越 多 的 癌 基 因、 抑 癌 基 因、 以 及 一 些 对 肿 瘤 有 预

测价值的小分子 miRNA，逐渐成为研究热点 [8-9]。

而 PTN 基因作为一种原癌基因，属 MDK 家族 , 其

作用类似于生长因子样作用。在细胞的生长、分化

及骨骼发育过程中起重要作用 [10]。在肿瘤相关研

究中，PTN 基因不但参与肿瘤细胞的黏附、增殖、

抑制肿瘤细胞凋亡等 [11]，还参与肿瘤细胞的远处

转移。最近的研究表明：多种实体肿瘤组织中（胰

腺 癌、 肺 癌、 前 列 腺 癌、 乳 腺 癌 等）PTN 表 达 增

高 [12-15]。在前列腺癌、胰腺癌的研究 [16-17] 表明，

PTN 血 清 中 的 含 量 反 映 患 者 预 后。 所 以 本 实 验 研

究结直肠癌组织及血清中 PTN 的表达情况，对于

结直肠肿瘤的发生及患者的预后具有重要意义。

本 研 究 real-timePCR、Western blot 实 验 结

果显示：46 例结直肠癌组织标本及对应的远端正

常 组 织 中，PTN mRNA 及 蛋 白 表 达 水 平 在 结 直 肠

癌组织中高于对应远端正常组织，结直肠癌 TNM

分 期 中 III~IV 期 的 表 达 高 于 I~II 期（P<0.05）。

这 一 结 果 与 Jäger 等 [18] 在 肺 癌 中 的 研 究 结 果 一

致；说明 PTN 作为癌基因，核酸表达水平、蛋白

表 达 水 平 异 常 升 高 的 现 象 具 有 很 好 的 一 致 性， 证

实 PTN 基因从转录、翻译水平共同参与结直肠癌

细胞的异常增殖，且随着肿瘤 TNM 分期的升高，

PTN 蛋白含量也随之升高。而 PTN 蛋白表达在高

分 化 组 明 显 低 于 低 分 化 组（P<0.05）， 提 示 癌 组

织分化愈差，PTN 蛋白表达愈强，患者预后愈差。

本 实 验 ELISA 方 法 检 测 58 例 健 康 志 愿 者 和

76 例结直肠癌患者的血清中 PTN 的含量：多数健

康志愿者的血清 PTN 水平在 50 pg/mL 左右，均值

为（73.42±46.31）pg/mL， 而 结 直 肠 癌 患 者 的 平

均 血 清 PTN 水 平 为（187.32±56.78）pg/mL。 通

过 统 计 检 验，PTN 的 血 清 水 平 结 直 肠 癌 患 者 高 于

正 常 对 照 组（P<0.05）。 多 数 学 者 检 测 PTN 的 血
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清浓度变化很大，这可能是由于检测方法不同，采

血时间及试剂灵敏度等原因引起。而且化疗或手术

后患者血清 PTN 含量迅速降低至正常水平 [19]。由

此，血清 PTN 含量检测可作为结直肠癌早期筛查

和判断预后的参考指标之一。

目 前 对 于 结 直 肠 癌 的 治 疗， 很 大 程 度 上 取 决

于早期诊断发现和有效控制肿瘤侵润、转移 [20]。

目前亟需对与肿瘤发生相关的基因、分子标志物进

行大量的基础研究。虽然 PTN 基因与肿瘤发生的

具体机制，尚未完全阐明，但随着基因研究的逐渐

深 入，PTN 基 因 将 有 望 为 肿 瘤 基 因 治 疗 和 预 测 临

床预后提供新的理论依据。 
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