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【摘要】背景与目的：探讨大肠癌患者循环肿瘤细胞 &’( 基因的表达和端粒酶活性的变化及其临床病理学意义。 材料与方法：

%%# 例大肠癌患者、%# 例良性大肠肿瘤患者术前的外周血和 $& 例健康供血员的外周血，用分层液分离含有循环肿瘤细胞的单个核细

胞，应用流式细胞仪和 ’()*+,-./) 法 !分别检测 &’( 基因表达和端粒酶活性。 结果：在 %01 例有信息的大肠癌患者中，&’( 基因表达

和端粒酶活性的阳性率分别为 234 #5 6 2& 7 %018 和 9%4 05 6 93 7 %018。异常的 &’( 基因表达和端粒酶活性水平均与大肠癌患者的淋巴

结转移显著相关 6 ) : 04 018，两者的联合检测提高了对大肠癌淋巴结转移的预测水平。&’( 基因异常表达还与大肠癌细胞分化程度显

著相关 6 ) ; 04 00#8。 结论：循环肿瘤细胞异常的 &’( 基因表达和端粒酶活性是大肠癌的恶性生物学标志 ! 两者密切相关 ! 联合检测

可提高对淋巴结转移状态的预测水平。
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大肠癌是工业化国家常见的恶性肿瘤之一，近年来我

国大肠癌的发病率和死亡率明显上升，因此研究、开发能

发现早期大肠癌和术后高复发风险患者的方法 ! 具有重要

的临床意义 %̂ <$ _。肿瘤抑制基因 &1#是人体最常见的抑癌

基因，也是大肠癌最常见的有遗传学改变的基因，&’( 基

因的突变和表达改变与肿瘤侵袭性和治疗反应相关 #̂ <9 _。
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作者简介：周建农 6 %>1> < 8 ! 男，江苏沭阳人，博士，教授 ! 主任医师，研究方

向：结直肠肿瘤外科及相关分子生物学研究。
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表 + 大肠癌患者循环肿瘤细胞!"#基因表达和端粒酶与临床病理特征的关系
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端粒酶是当今肿瘤诊疗研究中另一个受重视的靶点，端粒

酶的激活是细胞永生化的基本条件和癌变的关键步骤，并

且是大肠癌的诊断和预后的标志 QI ?P R。近年来研究发现，

456和端粒酶与癌变关系密切 ! 456是端粒酶活性的关键

调节因子，并影响端粒缩短对细胞的后果 QN ?+J R，然而鲜见

联合评价 &’( 基因表达、端粒酶活性改变在大肠癌临床病

理学中的意义；而循环肿瘤细胞的检测具有微创、无需瘤

体采样和敏感性高等特点 QK ! ++ ?+* R，这样在循环肿瘤细胞中

联合上述恶性肿瘤分子生物学标志，更有利于肿瘤的早期

发现，疗效监测和预后判断。因此，本研究对散发性大肠癌

患者以及良性肿瘤和健康对照人群进行了比较研究。

! 材料与方法

!" ! 病例与血样 收集 *JJ+ 年 ++ 月至 *JJ6 年

++ 月江苏省肿瘤医院收治的大肠癌患者 +*M 例，其中女

性 55 例，男性 I+ 例。年龄从 *P 岁至 P* 岁，平均为 56
岁。术前未经任何治疗，抽取外周血供进一步实验用。术

后病理学检查确证，其中大肠癌患者 ++6 例，良性肿瘤

患者 +6 例。另本院血库获得健康供血员 *P 例。

!" # $%& 蛋白检测 直标法进行流式细胞仪

SHT#U 检测，详见本所已往报告 Q+6 R，HT# 型号为 H$;8
T$)9O@% S美国 VF 公司 U，+5 :W 氩离子激光 !激发光波长

KPP .:。+ :) 抗凝外周血，用淋巴细胞分层液分离外周

血单个核细胞，4VA 洗涤，IJX酒精固定过夜。离心去除

乙醇，用 4VA 洗涤，调节细胞浓度为 + Y +JM Z :)。加入鼠

抗人突变型 456[H-2T 单抗 SB.;0)) 公司 U，并设同批试剂

本底对照管，暗处反应 6J :9.，4VA 洗涤后上机。用

T0))C@083 软件自动获取 +JK 个细胞样品并分析结果，记

录 456 蛋白阳性细胞百分率。

!" & 端粒酶活性检测 6 :) 抗凝外周血，用淋

巴细胞分层液分离外周血中的单个核细胞，用生理盐水

洗涤后 ! ? *J \保存待用。应用端粒重复序列扩增

S2]B4U 反应及 ^E-AB 法测定端粒酶活性，采用罗氏公

司端粒酶 2]B4[̂ E-AB 检测试剂盒，按该试剂盒所提供

的操作程序进行。阳性对照为 *N6 肾细胞，标本经

M5 \、加热 6J :9. 灭活端粒酶后作为阴性对照。用酶

标仪测定结果，以 K5J .: 的吸光度 S参照波长 MNJ .:U
判定。阳性对照吸光度应大于 +& 5，阴性对照吸光度应

小于 J& *5，待测标本!) _ 标本吸光度 ) 值 ? 阴性对照

吸光度 B 值，若标本!) ‘ J& *，即为端粒酶阳性 Q+K R。

!" ’ 统计学方法 实验数据用 A4AA ++& J 软件

包进行统计学处理，其中 *’( 基因异常表达率在大肠癌

不同分化组及良恶性肿瘤组间的差异分析用!
* 检验；

端粒酶阳性率在不同性别、年龄及在良恶性大肠癌和不

同肿瘤分化程度间的差异分析用!
* 检验；淋巴结转移

阳性率与端粒酶不同活性分组以及与 *56 表达、端粒酶

活性不同组合状态间的差异分析用!
* 检验；当分组后

某组频数小于 5 时，采用 H98D0% a 8 精确检验法。

# 结 果

#" ! $%& 蛋白表达 在检测 *’( 基因表达有信

息的 +J5 例大肠癌患者外周血单个核细胞中，456 蛋白

阳性细胞率超过在健康人群分布上限 S 5& MPX U Q+6 R者共

IP 例，阳性率为 IK& 6X。456 异常表达与部分临床病理

特征间的关系见表 +。从表 + 可见 !在 +J5 例大肠癌患者

中 ， 456 异 常 表 达 与 淋 巴 结 转 移 状 态 显 著 相 关

S & _ J& JJ6U。*’( 基因异常表达率与大肠癌分化程度显

著相关，并在良、恶性大肠肿瘤组间存在显著差异 S分别

为 & _ J& JJM! & _ J& JJKU，但未发现 *’( 基因异常表达

与性别、年龄间存在相关。

癌变 畸变 突变
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表 + 大肠癌循环肿瘤细胞端粒酶活性与淋巴转移

’,-./ + ’/.01/2,3/ ,4567658 69 4624:.,569; 5:102 4/..3 0< =,56/953 >65?
40.02/45,. 4,246901, ,9@ .81=?,564 1/5,35,363

E)*=,+’F G0/> ()G ,./010/2 H+)4= 3 6 7 68 :65，!’ I 68 6B

!" ! 端粒酶活性 在用外周血单个核细胞检测

端粒酶活性的 %6B 例大肠癌患者中，;: 例为阳性，阳性

率为 ;%8 6@；$C 例健康供血员中均为阴性。尽管大肠癌

转移和未转移组间端粒酶阳性率的差异无统计学意义

3表 %5，但在端粒酶阳性表达组中，与低表达组相比，随

着端粒酶活性水平的提高，大肠癌细胞的淋巴结转移率

显著增加 3 ’ I 68 6B5。在端粒酶阴性表达组肿瘤转移率

较低表达组增加了 DD@，值得关注 3表 $5。未发现端粒

酶活性与性别、年龄以及在良、恶性大肠肿瘤和不同肿

瘤分化程度间有明显相关 3表 %5。

!" # $%# 蛋白和端粒酶活性的联合检测 对 AD
例大肠癌患者联合检测了 ’() 基因表达和端粒酶活

性 ， 发 现 这 两 种 生 物 学 标 志 异 常 改 变 间 显 著 相 关

3 ’ I 68 6B5；它们不同组合的检测与淋巴结转移的关系

参见表 #。其中 JB# 蛋白 3 K 5 L 端粒酶活性 3 K 5 组大肠

癌患者的肿瘤转移发生率最低 ! 仅为 $B@；其他 # 组淋

巴结转移率均有明显增加，其中又以 JB# 蛋白质 3 M 5 L
端粒酶活性 3 M 5 组增加最为明显，为 ;:8 :@；两者相比

提高达 $8 B 倍以上，尽管因为阴性组病例数少未显示有

统计意义 ! 但数倍的差异已初步显示，’() 基因表达和

端粒酶活性联合检测提高了对肿瘤淋巴结转移状态的

预测能力 !有待扩大样本进一步验证。

# 讨 论

癌基因的活化和肿瘤抑制基因的灭活是肿瘤发生

的中心生物学过程，它提供了癌变细胞的选择性生长优

势和克隆扩增 N%B O。JB# 蛋白调控细胞的增殖、衰老和凋

亡等重要过程，关于 *() 基因异常改变与大肠癌转移和

预后关系的研究积累了大量的资料，并有一组国际协作

的研究肯定了 *B# 基因突变对大肠癌预后判断的价

值 N% !$ !: K; O。有学者认为，检测肿瘤细胞 *() 基因的异常

表达是发现 JB# 突变的有效方法，但由于不是所有的

JB# 突变类型都产生蛋白质积累，还有一些病毒癌蛋

白、细胞癌蛋白与野生型 JB# 蛋白结合增加其稳定性而

积聚，因此应用免疫组织化学方法检测 JB# 蛋白用于大

肠癌患者的预后研究存在一些矛盾的结果 N:，; ! %; O，但扩

大研究的样本后，得到了肯定其预后作用的结果 N;，%6 O。

同时免疫组化法检测费时、分析的细胞有限。应用 PE?
可在短时间内、自动地定量分析大量的细胞，已有研究

表明，在 CC 例健康人群中无 % 例存在 *() 基因异常表

达 N%# O；本研究在较大样本的大肠癌患者中证实，*() 基

因的异常表达与肿瘤淋巴结转移状态和细胞分化程度

显著相关，可作为大肠癌恶性生物学标志，有助于临床

更精确分组治疗，以提高疗效。随着 PE? 日益普及，该

方法的临床应用价值应予以重视。

端粒位于人类染色体的末端，在保护染色体末端和

QRS 复制稳定性中起重要作用。正常细胞因 QRS 复制

的“末端问题”，随着细胞分裂端粒不断缩短，在 ’() 基

因完整时将导致细胞衰老；在癌变过程中端粒酶被激

活，维持端粒的长度，并成为癌细胞的重要特征 NA O。本研

究应用高灵敏度的 JETU&TSJUV<WXS 方法检测端粒酶活

性比检测端粒酶 TRS 表达更有价值 ND，%: O，本研究结果表

明，随着端粒酶活性的增加，大肠癌转移的危险性也显

著提高 3表 #5；但同时也观察到端粒酶阴性组大肠癌患

者的淋巴结转移率明显高于低表达组，这可能与端粒延

长旁路 3 ,(/’+Y,/01’ (’YH/>’Y0YH )Z /’()*’+’，S<&5有关。这

一替代途径的确切机制还未阐明，此时细胞可能是通过

重组维持端粒的完整性，’() 基因突变可促进这一途

径 NA O。在本组同时有 JB# 检测的 #A 例端粒酶阴性大肠

癌患者中，有 #% 例为 JB# 异常表达 3 DA8 B@ 5；其中 $6
例为转移性大肠癌，此 $6 例中 %C 例为 *() 基因异常表

达 3 A6@ 5。这些结果提示，’() 基因异常促进了 S<& 的

发生，并提高了癌细胞的恶性程度；正因为 *() 基因异

常表达和端粒酶活性在癌变过程中密切相关，并且 JB#
是端粒动态过程的关键调节者 NA O，故联合检测可提高对

大肠癌淋巴结状态的预测水平。

大量的研究表明，脱落进入循环系统的肿瘤细胞反

映原位肿瘤的生物学特征，可用来监测病情 ! 预测化疗

敏感性和早期复发等，是独立的预后指标，近几十年来

这方面研究倍受关注，尤其是在大肠癌 N%D O。有多种敏感

的方法检测循环肿瘤细胞，但近来在大肠癌等的研究表

明，应用 T&UJET 检测上皮细胞来源的标志物如 E[U$6
等的 *TRS，来确定外周血中的循环肿瘤细胞，由于这
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表 A 大肠癌患者循肿瘤细胞!"#表达和端粒酶活性状态与淋巴转移
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种方法很难区分这些 -.,/ 是来自少量癌细胞，还是造

血细胞的非常规转录，因此这类研究逐渐减少，转而应

用肿瘤特异性标志物如端粒酶等，并取得了良好的结

果 0++，+1 2。本研究直接在从外周血分离的单个核细胞，应

用 34# 和 5./6789:;/ 法分别检测 &’( 基因的表达和

端粒酶的活性，结果证明外周血确实存在循环肿瘤细

胞 !已如上述它们的存在与肿瘤淋巴结转移和细胞分化

程度明显相关；联合检测可提高对大肠癌患者淋巴结状

态的预测水平。因此，应用肿瘤特异性标志检测循环肿

瘤细胞值得深入研究，可望用于致癌物易感人群筛

查 0+< 2、肿瘤早期发现、病情监测、预测化疗敏感性和肿

瘤转移复发等 0=，+1，+> 2。
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