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survivin基因及其主要剪接变构体mRNA在大肠癌 
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【摘 要】目的：探讨大肠癌组织中Survivin基因及其主要剪接变构体与癌胚抗原(Carcinoembryonic antigen，CEA)CAM5mRNA表 

达的临床意义。方法：39例大肠癌切除标本，采集肿瘤组织、癌旁2．5 am组织和距离肿瘤10cm以上的正常大肠组织各 1块，采用 

RT—PCR方法检测总 survivin、snrvivin—AEx3、survivin一2B、survivin一3B、survivin 2 0【和CEA CAM5 mRNA的表达。用凝胶图像分析 

系统或 SYBR Green I实时荧光定量PCR检测上述基因 mRNA的表达水平。结果：总 survivin、survivin—AEx3、sutvivin一2B、sur— 

vivin一3B、survivin 2d和CEACAM5mRNA在大肠癌组织中的阳性表达率分别为 100．0％、92．3％、92．3％、79．5％、87．2％和 97．4％，均 

高于癌旁 2．5 cm组织中的 38．5％、25．6％、28-2％、7．7％、12．8％和 12．8％，差异均有统计学意义(P<0．01)。正常肠壁组织中上述 

mRNA的阳性表达率分别为17．9％、5．1％、7．7％、0．0％、2．6％和 10．3％，与癌旁2．5 cm组织比较，总survivin、survivin—AEx3和sur— 

vivin一2B差异有统计学意义(P<O．05 o总survivin及其剪接变构体和CEA CAM5 mRNA的表达水平，大肠癌组织高于癌旁2．5 cm 

组织(P<0．01)；癌旁 2．5 am组织与正常组织的差异均无统计学意义(P>0．05 o survivin剪接变构体 mRNA的表达水平与一些临 

床病理参数有关(P<0．05 o结论：Survivin和其剪接变构体 mRNA在大肠癌组织中呈高表达，表达水平与恶性临床病理参数有关。 

检测 Survivin和其剪接变构体mRNA表达对大肠癌前预报与早期诊断比CEA mRNA更有价值。 
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Expression of survivin gene and main transcript variants mRNA 

in colorectaI carcinomas 

zuo Wen-ge，et ol 

(Deptment ofGastroenterology，￡k First Affiliated People’s Hospital，Guangzhou Medical College) 

【Abstract】Objective：To investigate the clinical significance of the expressions of survivin gene and its main transcript variants mRNA in 

colorectal carcinoma．Methods：The expression of total survivin，survivin-A Ex3，survivin一2B，suivivin一3B，survivin 2 0【，and CEA CAM 

5 mRNA in 39 cases colorecta1 cancer，adjacent tissues (2．5 am from the cancer margin)and normal colorecta1 tissue (10 cm from the 

cancer margin)were detected by RT-PCR technique and semi-quantitative methods use gel imaging analytical system or SYBR Green I 

real-time fluorescent PCR．Results：Th e positive rates of total survivin，survivin—A Ex3，survivin一2B，survivin一3B，survivin2 ot，and CEA 

CAM5 mRNA in colorectal carcinoma and adjacent tissue were 100．O％，92．3％，923％，79．5％，87．2％，97．4％，and 38．5％，25．6％， 

28．2％，7．7％，12．8％，12．8％，showing significant differenceintwotissues (P<0．01)；The positive rateswere 17．9％，5．1％，7．7％，O．0％， 

2．6％ and 10_3％ in norma1 colorecta1 tissues，respectively，showing significant difference in total survivin，survivin—A Ex3 and sur— 

vivin一2B from adjacent tissues (P<O．05)．Total survivin，four transcript variants and CEA CAM5 mRNA levels were highcr in colorectal 

carcinoma than in adjacent tissue (尸(0．01)：but n0 significant difference was found between adjacent carcinoma and noFmaI colorectal 

tissues (P>0．05)．Several transcript variants mRNA levels were associated with some clinicopathologic parameters (P<O．05)．Conclu— 

sion：The survivin and its transcript variants mRNA were highly expressed in colorectal carcinomas，several transcript variants mRNA lev— 

els were associated with clinicopathologic parameters．Detection of Survivin transcript variants mRNA expression may be more valuable 

than the CEA mRNA in early prediction of colorectal carcinoma． 
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人 类 s u r v i v i n 基 因 位 于 染 色 体 1 7 q 2 5 ， 有 4 个 显

性 外 显 子 和 数 个 隐性 外 显 子 ， 因 前 体 m R N A 剪 接 方

式 差 异 产 生 不 同 的 变 构 体 ， 包 括 s u r v i v i n 、 s u r v i v i n
一

△ E x 3 、 s u r v i v i n
一 2 B 、 s u r v i v i n

一 3 B 和 s u r v i v i n 2 c ~m R N A

等 ( 图 1 ) 。 研 究 显 示 ， S u r v i v i n 在 几 乎 所 有 恶 性 肿 瘤

组 织 内 均 有 表 达 ， 而 在 成 人 正 常 终 末 分 化 组 织 ( 除

胸 腺 、 生 殖 腺 及 胎 盘 ) 罕 见 表 达 或 仅 微 量 表 达 ， 具 有

抑 制 细 胞 凋 亡 、 调 节 细 胞 分 裂 、 增 强 微 血 管 生 成 和

促 进 肿 瘤 细 胞 耐 药 性 产 生 等 作 用 I ’1
。 本 研 究 通 过 检

测 大 肠 癌 组 织 S u r v i v i n 基 因 和 其 主 要 剪 接 变 构 体 ，

以 及 癌 胚 抗 原 ( C a r e i n o e m b r y o m i c a n t i g e n ， C E A )

C A M 5 m R N A 的 表 达 ， 并 与 癌 旁 组 织 和 正 常 组 织 比

较 ， 探 讨 其 对 大 肠 癌 诊 断 的 意 义 。
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横 线 下 方 为 引 物 的位 置 ， 箭 头 指 向 为终 止 密 码 子

图 1 s u r v i v i n 和 其 剪 接 变 构 体 tu R N A

l 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

我 院 2 0 0 7 年 1 1 月 ～ 2 0 0 8 年 4 月 问 因 大 肠 癌 接 受 外 科

手 术 切 除 的 3 9 例 患 者 标 本 ， 其 中 男 2 l 例 ， 女 1 8 例 ， 年 龄

3 6 ～ 8 2 岁 ( 中位 6 5 岁 ) ；组 织 学 分 型 ：腺 癌 2 9 例 ， 粘 液 腺 癌 9

例 ， 印 戒 细 胞 癌 1 例 。 采 集 肿 瘤 组 织 、 癌 旁 组 织 ( 距 离 癌 肿

2 ． 5 c m )和 距 离 肿 瘤 1 0 c ：m 以 上 部 位 的正 常大 肠 组 织 各 l 块 ，

置 于 液 氮 预 玲 的冻存 管 ， 并尽 快 放 入 一 8 0 ％ 冰箱 巾备用 。 病

理 学 证 实所 得 肿 瘤 组 织 均 为癌 变 组 织 ， 癌 旁组 织 和 正 常组 织

均 未 见 癌 变 发 生 。 所 有 病 例 术 前 未 行抗 肿 瘤 治疗 ． 入 选 患 者

均 知情 同意 。

1 ． 2 总 R N A 提 取 和 c D N A 合 成

按 照 T r i z o l 试 剂 说 明 书 提 取 组 织 R N A ， 以 比 色 法 测 定

R N A 浓 度 A √ A 。 比值 ， 均在 1 ． 8 ～ 2 ． 0 间 ， 以 甲醛 变 性 凝 胶 电

泳验 证 R N A 完 整 性 ， 置 一 8 0 ℃ 保 存 。 取 2 斗 g 总 R N A ， 按 照

M — M L V 逆 转 录 酶 说 明书合成 c D N A ，
一 2 0 ℃ 保 存 。

1 ． 3 P C R 扩 增 和 m R N A 表 达 水 平 测 定

参照人类 G e n B a n k m R N A 序列 和文献口。 匿 用 p r i m e r 5 软

件设 计 引物 ( 表 1 ) ， G A P D H 为 阳性 参照 和 标 准 品 ， 在 B i o
— R a d

梯 度 P C R 仪 上 完 成 后 ， 经 凝 胶 图像 分 析 系 统 ， 以 目 的 产 物

D N A 与 G A P D H 吸 光 度 的 比 值 作 为 总 s u r v i v i n 和 s u r v i v i n
一

△ E x 3 m R N A 的半定 量值 。 P C R 产 物试剂盒 纯 化 G A P D H 产 物

作 为标 准 品 ， 将 纯 化 的 D N A 模板 用 紫外 分 光 光 度仪 定 量 ， 初

浓 度 为 2 n g ， 2 0 X 梯 度 稀 释 ， 得 到 6 个 不 同浓 度 的标 准 模 板 ，

在 S Y B R G r e e n I 实 时 荧光 定 量 P C R 仪 上 对 s u r v i v i n
一 2 B 、 S H r —

v i v i n 一 3 B 、 s u r v i v i n 2 d 和 C E A C A M 5 e D N A 与标 准模板 同时进

行扩 增 。 将模板 不 同 已 知 浓 度 的对 数 和 相应达 到荧光 阈值 的

循 环 数 ( C t 值 ) 作 图 ， 得 内 参 基 因 G A P D H m R N A 表 达 实 时

P C R 检测 的标准 曲线 ， 由荧 光定 量 P C R 仪 支持软件收集数据 ，

以 目的基 因拷 贝值 ／G A P D H 拷 贝值作 为 目的基 因的半定量 值 。

1 ． 4 P C R 产 物 的 确 定

将 P C R 仪 所 扩 增 的 D N A 产 物 进 行 2 0 g／L 琼 脂 糖 凝 胶

电泳 ( 图 2 、 3 )及 融 解 曲线 分析 。 经 琼脂 糖凝 胶 电泳后 所 得 为

单 一 产 物 的 目的 条 带 ， 融 解 曲线 分 析 显 示 ， 各 标 本 G A P D H

和 目的 基 因 P C R 产 物 的 融 解 曲线 峰 形 状 锐 利 ， 融 解 温 度 均

一

， 说 明 实验 中未 f
“

}J现 污 染 、 引物 二 聚体和 假 阳性 。

裁
m a r k e r l 2 3 4 5 6 7

I 、 3 、 5 ． 分别 为 t o t a l s u r v i v i n 在 大肠 癌 、 癌 旁和 正 常组 织 的 表

达 ；2 、 4 、 6 ． 分 别 为 G A P D H 对 照 ；7 ． 空 白对 照

图 2 总 s u r v i v i n m R N A 在 大 肠 癌 、 癌 旁和 正 常组 织 的表 达

囊
m a r k e r 1 2 3 4 5 6 7

1 ． s u r v i v i n 一 △ E x 3 ； 2 ． s u r v i v i n 一 2 B ；3 ． s u r v i v i n 一 3 B ；4 ． s u r v i v i n

2 Ⅱ ：5 ． C E A C A M 5 ； 6 ． G A P D H ；7 ． 空 白jc=_『照

图 3 S u r v i v i n 剪接 变 构体 以及 C E A C A M 5 m R N A 在大

肠 癌 组 织 的表 达

1 ． 5 统 计 方 法

采用 S P S S l 3 ． 0 软件进 行统 计分析 ， 计数 资料采用 卡方检

验 。 T < 1 时 ， 用 四 格表 资料 的 F i s h e r 确切 概 率法 。 计量 资料采

用 ( 互 ± s ) 与 中 位 数 ( M ) 表 示 ， 两 组 间 比 较 采 用 ￡ 检 验 和

W i l c o x o n 秩 和 检 验 ， 多组 间 比较采用 秩 变换 后 方 差 分析 。 P <

0 ． 0 5 为差 异有 统计学 意义 。
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注： GAPDH退火温度同目的基因； GAPDH循环次数同目的基因；一无数据 

表2 39例大肠癌、癌旁和正常组织 Survivin剪接变构体 mRNA表达比较n(％)；(x+s) 

．，t。大肠癌与癌旁组织比较 ，t：癌旁组织与正常组织比较；一无数据 

2 结 果 

2．1 标准曲线 

内参基因GAPDH定量标准曲线的回归系数 r2 

均大于 0．995．表明 Ct值和起始模板浓度对数呈现 

高度的线性关系，可用于对样本中目的基因的表达 

量进行定量分析。 

2．2 大肠癌、癌旁和正常组织相应 mRNA的表达 

(见表 2) 

总 survivin、survivin一△Ex3、survivin一2B、survivin 

一 3B、survivin 2仅和 CEA CAM5 mRNA在 39例大肠 

癌组织中均有较高的阳性表达，均显著高于癌旁组 

织(P<0．O1)；总 survivin、survivin一△Ex3和 survivin一 

2B mRNA在癌旁组织的阳性表达率均显著高于正 

常组织(P<0．05)。在大肠癌与癌旁组织阳性表达标 

本 中 ，survivin、survivin一△Ex3、survivin一2B、surviv 

in一3B、survivin 2o【和 CEA CAM5 mRNA的半 定 量 

值，癌组织高于癌旁组织(P<0．01)；而癌旁组织与正 

常组织半定量值的差异均未发现有统计学意义。 

2．3 大肠癌组织中相应 mRNA表达水平与临床资 

料的关系(见表 3) 

总 survivin、survivin一△Ex3、survivin一2B、sur— 

vivin一3B、survivin 2 和 CEA CAM5 mRNA的表 达 
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注 ： P<o．05 

水平 与性别 、年龄 、肿瘤发生部位均无关 (P>0．05)； 

CEA CAM5 mRNA与肿瘤分化程度有关(P<0．05)， 

survivin—AEx3 mRNA与肿瘤浸润深度有关( ．05)， 

survivin一△Ex3、survivin一3B和 CEA CAM5 mRNA 

的表达水平均与淋 巴结转移和 Dukes分期有关 (P< 

0．05)。 

3 讨 论 

Survivin是凋亡抑制蛋白(Inihibitor of apoptosis 

protein，IAP)家族的新成员 ．被认为是很强的凋亡抑 

制因子，由于其在肿瘤组织中重新表达，并在肿瘤的 

发生和演变过程中发挥作用。目前，作为一个潜在的 

肿瘤标记物和治疗靶点 日益受到重视。初步的研究显 

示[3,5-8]．在各种剪接变构体中Survivin mRNA的表达 

占绝对优势，不同的剪接变构体在不同的亚细胞定位 

分别编码不同的蛋 白质 ，发挥特有的作用。survivin一 

△Ex3仍具有很强的抗凋亡特性，survivin一2B被视为 

凋亡前体蛋白，其短暂表达可抑制肿瘤细胞生长并诱 

导凋亡，survivin 2ol可能充当天然对抗 survivin抑制 

凋亡作用的角色，survivin一3B可能有抗凋亡、细胞保 

护和调节survivin表达的作用。Survivin同时通过促 

进同胞染色单体分离等途径调控细胞的有丝分裂，通 

过增加血管内皮细胞生长因子等途径促进微血管的 

生成l1．51。 

目前．临床上 CEA检测经常用于大肠癌患者疗 

效观察、预后判断以及复发和转移的监测。大约 95％ 

的大肠癌组织表达 CEA，Guadagni[91应用 RT—PCR检 

测结直肠癌病人外周血 CEA mRNA的表达 ，在所有 

不同分期的病人中CEA mRNA阳性占69％，而血清 

CEA阳性率为 35％。本研究用 RT—PCR方法对 39 

例大肠癌组织、癌旁 2．5 em组织和距离肿瘤 10 em 

以上的正常肠壁组织分别检测总 survivin、survivin— 

AEx3、survivin一2B、survivin一3B、survivin 2 和 CEA 

CAM5 mRNA的表达。发现总 survivin mRNA在 3种 

组织中的阳性表达率分别为 100％、38．5％和 17．5％， 

差异均有统计学意义，癌组织的PCR产物量显著高 

于癌旁组织。CEA CAM5 mRNA在 3种组织中的阳 

性率分别为 97．4％、12．8％和 10．3％，癌与癌旁组织 

表达率和表达水平的差异均有统计学意义．癌旁与 

正常组织间表达率和表达水平的差异无统计学意 

义 。survivin—A Ex3、survivin一2B、survivin一3B和 sllr 

vivin 2oL在大肠癌组织中也有较高的阳性表达，与癌 

旁组织的差异均有统计学意义，在正常大肠组织这 

些剪接变构体较少表达。本研究还发现，在未检测到 

总 survivin的组织中，亦未检测出它的剪接变构体。 
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本组 39例大肠癌旁2．5 cm处和距离肿瘤 10 cm以 

上组织标本．均经组织病理学证实未见癌细胞浸润。 

然而，二者间总survivin、survivin—AEx3和survivin一 

2B mRNA的表达率差异有统计学意义，推测在癌旁 

2．5 C1TI处有部分组织出现了分子水平 的异常改变 ， 

但检测 CEA CAM5 mRNA尚不能反映出这种改变。 

这一结果提示 ：总 survivin mRNA表达可能还代表 

细胞生物学转化的中间环节，在大肠癌前预报与早 

期诊断中可能比CEA mRNA更有价值。 

Giananil’01用免疫组化方法首先检出 survivin蛋 

白在正常的结肠黏膜 、增生性息肉和不同分化程度 

的结肠腺癌均有表达，在正常的结肠黏膜表达仅局 

限在基底 隐窝的上皮 细胞 ，显现均匀 强度 的弱染 

色。但在腺瘤和腺癌 survivin蛋白显现高强度广泛 

的胞浆染色．不同细胞、腺体和区域之间染色不均 

匀 ，大批 survivin强阳性染色细胞出现在 网眼 的表 

面，该研究未发现邻近腺癌形态学上正常的黏膜与 

结肠 正常黏 膜 的染 色式 样有差 异性 。我们 检测 

su,wivin、survivin一△Ex3、survivin一2B、survivin一3B和 

survivin 2o【mRNA的半定量表达水平，发现在大肠 

癌组织中上述基因 mRNA的表达水平与性别 、年 

龄、肿瘤发生部位均无关，CEA CAM5 mRNA与肿瘤 

分化程度有关 ，survivin—AEx3 mRNA与肿瘤浸润 

深度有关．survivin一△Ex3、survivin一3B和 CEA CAM5 

mRNA的表达水平均与淋 巴结转移和 Dukes分期 

有关。在距离肿瘤 10 cm以上的正常大肠组织中，我 

们仅检测到 17．9％的组织 有总 survivin表达 ，可能 

由于正常的结肠黏膜基底隐窝上皮细胞 表达 sur— 

vivin mRNA量极低或只是阶段性表达。其它剪接变 

构体 mRNA在正常大肠组 织中表达更少 ，故检测 

survivin剪接变构体 mRNA可能对提高大肠癌诊断 

的准确性有益。 

存在抗凋亡基因表达的细胞可获得更多的生 

存和分裂增殖的机会，导致其恶性增殖 ，增强其侵 

袭能力并促使肿瘤转移。研究发现用RT—PCR检测 

其表达水平的差异对预测乳腺癌患者术后复发_3I、 

软组织肉瘤⋯】和急性髓细胞样白血病【 21患者生存期 

有一定意义，我们也将追踪评估本研究组患者的预 

后。目前。研究初步认为 survivin亚型间具有不同的 

功能【l3】，它们在肿瘤演进过程中的相互关系与确切 

的生物学功能尚不清楚，这一热点研究若能取得突 

破，将有助于对以Survivin和其亚型为靶点治疗和 

预防肿瘤以及其他疾病。 
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