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摘   要 目的：探讨胃肠道肿瘤患者外周血 Survivin 剪接变体△ EX3 mRNA 的表达对该病的发生及发展和预

后的价值。

方法：选 52 例胃肠道肿瘤患者为观察组，35 例健康体检人员为对照组。采用 PCR 技术对其外周血

Survivin- △ EX3 mRNA 表达进行检测。

结 果： 观 察 组 外 周 血 组 织 中 Survivin- △ EX3 mRNA 相 对 表 达 量 明 显 高 于 对 照 组 [（0.51± 

0.289）vs.（0.003±0.003），P=0.000]；低分化者 Survivin- △ EX3 mRNA 阳性率及 Survivin- △ EX3 

mRNA 相对表达指数均高于中高分化者（χ2=12.5759，P=0.0004；U=13.0915，P=0.0000）；I+II 期

与 III+IV 期 比 较，Survivin- △ EX3 mRNA 阳 性 率 及 Survivin- △ EX3 mRNA 相 对 表 达 指 数 后 者 明

显 比 前 者 升 高（χ2=7.0806，P=0.0078；U=13.2359 ，P=0.0000）； 淋 巴 结 无 转 移 者 与 有 转 移 者

Survivin- △ EX3 mRNA 阳 性 率 及 Survivin- △ EX3 mRNA 相 对 表 达 指 数 比 较， 后 者 明 显 高 于 前 者

（χ2=8.7970，P=0.0030；U=13.6479 ，P=0.0000）

结论：Survivin- △ EX3 mRNA 阳性表达与胃肠道肿瘤具有关；其表达的高低在分化程度、临床病理

分期和淋巴结转移方面均有意义。                         [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1423-1426]
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胃肠道肿瘤是临床上常见的恶性肿瘤 [1]，肿瘤

的浸润和转移是造成肿瘤患者死亡的主要因素 [2]。

有研究显示 Survivin 在肿瘤的发展过程中发挥重要

作用，本研究主要以 2009 年 11 月—2013 年 11 月

52 例胃肠道肿瘤患者和 35 例健康体检人员为研究

对象，分析了胃肠道肿瘤患者外周血 Survivin 剪接

变体△ EX3 mRNA 的表达在胃肠道诊疗中的作用。

1　材料与方法

1.1  一般资料

2009 年 11 月 —2013 年 11 月 胃 肠 道 肿 瘤

患 者 52 例 为 观 察 组： 男 31 例， 女 21 例； 年 龄

32.1~65.6 岁， 平 均 年 龄（52±7.9） 岁； 其 中 胃

癌 27 例，结直肠癌患者 25 例；低分化 27 例，中

高分化为 25 例；根据 WHO2004 临床病理分期包

括 I+II 期 18 例和 III+IV 期 34 例；淋巴结无转移

20 例，有转移 32 例。随访时间为（9~24）个月 ,

平 均 随 访 时 间 为（12±2.3） 个 月。 入 选 标 准 [3]：

⑴ 符 合 胃 肠 道 肿 瘤 的 诊 断 标 准； ⑵ 无 心、 肝、

肾等其他器脏疾病；⑶ 无意识障碍或失语症的患

者；⑷ 同意接受本次试验并签署自愿同意书的患

者。排除标准 [4]：⑴ 不符合胃肠道肿瘤的临床诊

断标准；⑵ 合并有心、肝、肾等重要器脏疾病；

⑶ 排除孕妇和哺乳期妇女；⑷ 不接受本次试验的

患者。对照组 35 例健康体检人员为对照组，其包

括男 22 例，女 13 例；年龄 32.2~65.8 岁，平均年

龄（52±8.5）岁。取两组人员外周血 10 mL 均分

5 管内待检测。    
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1.2  诊断标准

所有患者均符合 1999 年世界卫生组织规定的

胃肠道肿瘤临床诊断标准。

1.3  方法

总 RNA 的 提 取： 通 过 红 细 胞 裂 解 液 对 样 本

红 细 胞 进 行 裂 解， 收 集 外 周 血 单 个 核 细 胞。 根 据 

Trizol 试剂盒说明书对全血总 RNA 进行提取。同

时测定 RNA A280 和 A260 的值，计算出 RNA 的产物

纯度和浓度。

合 成 cDNA: 采 用 来 自 TaKaRa 大 连 宝 生

物 的 逆 转 录 反 应 试 剂 盒， 严 格 按 照 试 剂 盒 说

明 书 进 行 逆 转 录 反 应。 反 应 体 系：5 μL，5 × 

PrimeScriptTMBuffer 3 μL， 浓 度 为 50 μmol/L 的

Oligo dT Primer 0.5 μL，PrimeScriptTMRT Enzyme 

Mix 1.0 μL，浓度为 100 μmol/L 的 Random 6 mers 

(100 μmol/L) 2 μL，将 RNA 酶去除加水至 10 μL。

混合均匀后放置在温度为 36 ℃的恒温箱中进行逆

转录反应，持续反应 15 min 后，改为 95℃使反应

中止。

PCR 技术对其外周血 Survivin- △ EX3 mRNA 

表 达 进 行 检 测： 选 择 TaKaRa 大 连 宝 生 物 生 产

的 PCR 检 测 试 剂 盒。Survivin 探 针：5' -AGC-

C A G A T G A C G A C C C C A T A G A G G A A C A T - 3 ' ； 

Survivin 上 游 : 5'-CAACCGGACGAATGCTTTTT- 

3'； 下 游 : 5'-CGAGGCTGGCTTCATCCA-3'；

△ EX3 探针：5' -AGAAAGTGCGCCGTGCCATCGA 

-3'； 上 游 : 5'-  AGGCCTCAATCCATGGCAG-3'，

下 游 5'-GATGACGACCCCATGCAAA-3'。 反 应 体

系 10 μL，循环参数为：90℃ 40 s 预变性，60 ℃ 

30 s 退火，持续 50 个循环，在延伸阶段采集荧光

信号。将所得产物在浓度为 2.5% 的琼脂糖凝胶电

泳 EB 染色下观察目的基因与其相对位置的关系。

1.4  统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件进行数据经统计，均数比

较采用 T 检验 , 阳性率数据进行 χ2 检验 , 选取检

验 水 准 α=0.05。 方 差 齐 性 检 验 水 准 α1=0.05，t  

（或 t '，U）检验水准 α2=0.05( 双侧 )。

2　结　果

2.1  RNA 凝胶电泳

对所取 RNA 的纯度及浓度、完整性进行鉴定

表明本次所取样本均处于 260 nm 其吸光度值均处

于 0.05~0.3；OD260/OD280 则 介 于 1.7~2.0，OD260/

OD230 均 >2.0。凝胶电泳可见 28S、18S 、5S 3 条

色带（图 1）。

300 bp

200 bp
150 bp
100 bp

M 1 2 3 4

图 1　1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 三 色 带　　M：DNA marker； 
1，2：观察组患者随机取 2 例患者的 RNA；3，4：对
照组随机取 2 例受检者的 RNA

2.2  观察组与对照组外周血中 Survivin- △ EX3 

mRNA 表达情况

观 察 组 外 周 血 组 织 中 Survivin- △ EX3 mRNA

相 对 表 达 量 明 显 高 于 对 照 组 [（0.51±0.289）vs. 

（0.003±0.003），P=0.000]（表 1）。

表 1　观察组与对照组外周血中 Survivin- △ EX3 mRNA 表达

情况比较
组别 n Survivin- △ EX3 mRNA t P

观察组 52 0.51±0.289
12.6488  0.0000 

对照组 35 0.003±0.003

2.3  胃肠道肿瘤患者外周血中 Survivin- △ EX3 

mRNA 表达情况

低 分 化 患 者 27 例，中 高 分 化 为 25 例；低 分

化 者 Survivin- △ EX3 mRNA 阳 性 率 及 Survivin-

△ EX3 mRNA 相 对 表 达 指 数 均 高 于 中 高 分 化

者 （ χ 2 = 1 2 . 5 7 5 9 ， P = 0 . 0 0 0 4 ； U = 1 3 . 0 9 1 5 ，

P=0.0000）；I+II 期 与 III+IV 期 比 较，Survivin-

△ EX3 mRNA 阳 性 率 及 Survivin- △ EX3 mRNA

相对表达指数后者明显比前者升高（χ2=7.0806，

P=0.0078；U=13.2359 ，P=0.0000）； 淋 巴 结

无 转 移 者 与 有 转 移 者 Survivin- △ EX3 mRNA 阳

性 率 及 Survivin- △ EX3 mRNA 相 对 表 达 指 数 比

较，后者明显高于前者（χ2=8.7970，P=0.0030； 

U=13.6479 ，P=0.0000）（表 2）。
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3　讨　论

胃 肠 道 肿 瘤 目 前 已 经 成 为 威 胁 人 类 生 命 健 康

的主要肿瘤疾病之一，该病发病机制复杂，通常是

环境、遗传、病毒、自身免疫等多种因素综合作用

的结果，具有一定的治疗难度 [5]。因此，对该病的

早期诊断和治疗显得尤为重要。近年来，国内外大

量研究表明，造成胃肠道肿瘤患者死亡的重要因素

是肿瘤细胞发生远处转移所致 [6]。随着 PCR 技术

的不断发展和普及，通过 PCR 技术对对患者外周

血 中 特 异 性 基 因 表 达 水 平 的 检 测 已 经 成 为 临 床 上

诊断异位肿瘤是否存在的主要手段。

Survivin 基 因 处 于 EPR-1 基 因 的 对 侧 反 义 链

上，含有 3 个内含子和 4 个外显子，其有 15kb 跨

度 [7]。由于 Survivin 基因是选择性剪接，转录过程

中 会 产 生 多 个 mRNA， 目 前， 临 床 上 已 经 发 现 的

mRNA 包 括 Survivin- △ EX3 mRNA 、Survivin-
2B、Survivin 以 及 Survivin-2a。 其 中，Survivin-
△ EX3 mRNA 在选择剪切时剪切掉外显子 3，同

时 改 变 外 显 子 4 区 域 的 编 码 顺 序， 从 而 使 密 码 子

中止并转移至 3’端非翻译区，重新编码出 130 个

新 的 氨 基 酸。 相 关 文 献 [8] 表 明，Survivin- △ EX3 

mRNA 在 恶 性 肿 瘤 中 具 有 高 表 达， 而 Survivin-
2B 则 高 表 达 于 良 性 肿 瘤。 研 究 发 现，Survivin-
△ EX3 mRNA 在胃肠道肿瘤外周血患者的阳性表

达率和肿瘤大小、位置、患者的年龄性别等没有直

接关系，和肿瘤的分化程度、临床病理分期以及淋

巴结转移具有不同程度的联系，这表明，Survivin-
△ EX3 mRNA 在癌变组织中发挥了重要作用。实

际上，Survivin- △ EX3 mRNA 在表达过程中虽然

没有掉外显子 3，但其抗凋亡活性依然存在。相关

表达试验 [9] 证实，Survivin- △ EX3 mRNA 和正常

Survivin 可以形成异源复合物，同时与线粒体共同

作用，较好地发挥抗凋亡功能。另外，在肿瘤组织

中 促 凋 亡 剪 接 变 体 的 表 达 和 抗 凋 亡 剪 接 变 体 的 表

达水平不平衡，这也是导致胃肠道肿瘤发生的重要

机制之一。唐余燕等 [10] 对 40 例胃肠道肿瘤患者和

20 例健康外周血进行检查，结果发现，有 36 例胃

肠道肿瘤患者外周血 Survivin-  mRNA 出现阳性表

达，而在 20 例健康患者中则只有 1 例有 Survivin-  

mRNA 阳 性 表 达 情 况， 这 一 结 果 提 示，Survivin-  

mRNA 的 阳 性 表 达 与 胃 肠 道 肿 瘤 的 发 生 发 展 具 有

直接关系。

本 研 究 通 过 采 用 PCR 技 术 对 其 对 52 例 胃 肠

道 肿 瘤 患 者 和 35 例 健 康 体 检 人 外 周 血 Survivin-
△ EX3 mRNA 表达进行检测，结果显示，肿瘤患

者 Survivin- △ EX3mRNA 的表达明显高于正常人，

Survivin- △ EX3mRNA 于 胃 肠 道 肿 瘤 患 者 外 周 血

中所表达情况为：Survivin- △ EX3 mRNA 阳性率

和 Survivin- △ EX3 mRNA 相对表达指数为低分化

者 高 于 中 高 分 化 者；I+II 期 与 III+IV 期 Survivin-
△ EX3 mRNA 阳 性 率 及 Survivin- △ EX3 mRNA

相对表达指数比较，后者高于前者；无淋巴结转移

者与有淋巴结转移者 Survivin- △ EX3 mRNA 阳性

率和 Survivin- △ EX3 mRNA 相对表达指数比较，

有转移者明显升高。在分化程度、临床病理分期和

淋 巴 结 转 移 方 面 均 有 不 同 程 度 的 高 表 达 这 一 结 果

与相关文献报道的数据相吻合。

综上所述，Survivin- △ EX3 mRNA 阳性表达

与 胃 肠 道 肿 瘤 具 有 一 定 相 关 性， 其 高 表 达 在 分 化

程 度、 临 床 病 理 分 期 和 淋 巴 结 转 移 方 面 具 有 一 定

的 诊 断 意 义， 在 胃 肠 道 的 临 床 诊 断 中， 应 当 重 视

对 Survivin- △ EX3 mRNA 表达水平的检测，以提

高胃肠道肿瘤的确诊率，提高临床治愈率。
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摘   要 目的：探讨凋亡抑制蛋白因子 Livin 在结肠癌组织中的表达及其与结肠癌发生发展的各临床病理因素

之间的关系。

方法：收集 2008 年 10 月—2012 年 4 月经手术切除且病理证实的 95 例结肠癌患者临床资料，记录

患者性别、年龄、分化程度、浸润程度、淋巴结转移情况及 TNM 分期等各项临床相关资料。应用免

疫组化方法检测 Livin 在 95 例结肠癌患者肠组织中的表达情况。

结果：Livin 在结肠癌中表达阳性率 46.32%（44/95）, 明显高于对照组的 12.82%（5/39）；Livin 基

因表达与患者性别、年龄、肿瘤病灶大小、是否有远处转移均无关（P>0.05）；与是否有淋巴结转移、

TNM 分期、分化程度及浸润深度有关 （P<0.05）。

结论：检测 Livin 在结肠癌组织中的表达对结肠癌的临床诊断、病情评估、治疗及预后可提供重要指导。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1426-1428]
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结 肠 癌 是 指 结 肠 黏 膜 上 皮 在 环 境 或 遗 传 等 多

种致癌因素作用下发生的恶性病变，是人类最常见

的恶性肿瘤之一，以 40~50 岁年龄组发病率最高，

全 球 每 年 新 发 病 例 约 800 万 人， 占 所 有 恶 性 肿 瘤

的 10%~15%[1]。 近 年 来， 随 着 医 疗 水 平 的 提 高，

结肠癌的早期诊断率和治愈率均有了明显的提高。

但 在 很 多 情 况 下， 早 期 结 肠 癌 及 其 分 型 仍 较 难 明

确，须依靠临床、影像和病理多种手段的结合明确

诊 断。 特 异 性 肿 瘤 标 志 物 的 检 测 也 日 益 成 为 一 种
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