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Abstract
AIM: To search for molecular tumor markers 
in the peripheral blood from patient with early 
stage of large intestinal carcinoma, and to offer 
early, reliable and simple methods for the early 
diagnosis of large intestinal carcinoma.

METHODS: The expression of CK-20, GST-π, 
hTERT, survivin and skp2 mRNA were detected 
by reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) in the peripheral blood from 
patients with large intestinal carcinoma (n = 28), 
adenoma accompanied by moderate and severe 
atypical hyperplasia (n = 8), adenoma accompa-
nied by light atypical hyperplasia (n = 18), and 
inflammatory polypus (n = 11) as well as normal 
controls (n = 10).

RESULTS: The positive rate of hTERT mRNA 
expression was 82.1%(23/28), 87.5%(7/8), 
27.8%(5/11), 9.1%(1/11), and 10%(1/10) in large 
intestinal carcinoma, adenoma accompanied 
by moderate and severe atypical hyperplasia, 
adenoma accompanied by light atypical hyper-
plasia, inflammatory polypus and normal con-
trols, respectively, and there existed significant 
differences between the former two and the lat-
ter three (P < 0.05). The positive rate of survivin 
mRNA expression was 64.2%(18/28), 50%(4/8), 
and 11.1%(2/18) in large intestinal carcinoma, 
adenoma accompanied by moderate and severe 
atypical hyperplasia, and adenoma accompa-
nied by light atypical hyperplasia, respectively, 
and there was no significant difference between 
the former two, while there existed marked dif-
ferences between and former two and the latter (P 
< 0.05). The expression of survivin mRNA was 
not found in inflammatory polypus and normal 
controls. There were no significant differences 
between all the groups in the expression of 
CK-20, GST-π, and skp2 mRNA (all P > 0.05).

CONCLUSION: It is meaningful to detect the 
expression of hTERT and survivin mRNA in 
peripheral blood using RT-PCR technique for 
early diagnosis of large intestinal carcinoma, 
and hTERT and survivin may be the molecular 
tumor markers for early diagnosis.
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摘要
目的: 探求大肠癌患者早期诊断的外周血分
子标记物, 为大肠癌临床筛查提供早期、可
靠、简便易行的有效方法. 

方法: 采用RT-PCR检测28例大肠癌、8例腺

■背景资料
早期大肠癌预后
较好, 因此, 在无
症状人群中筛检
大肠癌患者, 是大
肠癌重要防治策
略 之 一 .  有 学 者
提 出 ,  在 患 者 外
周血中寻找分子
标记物可能成为
易被接受的大肠
癌早期检测手段. 
本文应用RT-PCR
的 方 法 ,  检 测 大
肠癌患者外周血
中CK-20, GST-π, 
hTERT, Survivin
及Skp2的mRNA
表达, 以探求大肠
癌患者外周血的
早期分子标记物. 
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瘤中重度不典型增生、18例腺瘤轻度不典型
增生、11例炎性息肉患者和10例正常对照者
的外周血中CK-20, GST-π, hTERT, survivin及
skp2的mRNA表达情况. 

结果:  大肠癌、腺瘤中重度不典型增生、

腺瘤轻度不典型增生、炎性息肉组和正常
对照组hTERT mRNA表达的阳性率分别为
82.1%(23/28)、87.5%(7/8)、27.8%(5/11)、
9.1%(1/11)、10%(1/10), 大肠癌组及腺瘤中
重度不典型增生组与其他各组之间差别显著
(P <0.05); survivin mRNA在大肠癌、腺瘤中
重度不典型增生组、腺瘤轻度不典型增生组
的阳性率分别是64.2%(18/28)、50%(4/8)、
11.1%(2/18), 炎性息肉组及正常组未见表达, 
大肠癌组与腺瘤中重度不典型增生组无差别, 
与腺瘤轻度不典型增生组、炎性息肉及正常
组之间差别显著(P <0.05); 而CK-20, GST-π, 
skp2 mRNA在各组之间表达无统计学意义(均
P >0.05).

结论: RT-PCR检测大肠癌患者外周血hTERT, 
survivin mRNA的表达对大肠癌的早期诊断有
意义, 可望成为早期诊断的分子标记物. 

关键词: RT-PCR; 分子标记物; 早期诊断; 外周血; 
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0  引言

大肠癌是人类最为主要的恶性肿瘤之一, 其发

病率呈逐年上升趋势. 早期大肠癌预后较好, 然
而早期大肠癌往往无症状或症状不明显, 易被

忽视. 因此, 在无症状人群中筛检大肠癌, 达到

早发现、早诊断、早治疗, 是大肠癌重要防治

策略之一. 有学者[1]提出, 在患者外周血中寻找

分子标记物可能成为易被接受的大肠癌早期检

测手段. 我们应用RT-PCR的方法, 检测大肠癌

患者外周血中CK-20, GST-π, hTERT, survivin及
skp2的mRNA表达, 以探求大肠癌患者外周血的

早期分子标记物. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004/2005哈尔滨医科大学附属二

院腔镜中心大肠黏膜活检诊断为: 大肠癌28例
(男20例, 女8例, 平均年龄58.6岁)、腺瘤中重度

不典型增生8例(男5例, 女3例, 平均年龄59岁, 重
度不典型增生3例)、腺瘤轻度不典型增生18例
(男13例, 女5例, 平均年龄56.7岁)、炎性息肉11
例(平均年龄39.7岁)、正常黏膜10例(平均年龄

32岁, 4例健康志愿者, 6例为肠易激综合征患

者), 患者的血样5 mL, 抗凝, 用淋巴细胞分离液

分离单核细胞, 提取总RNA, -70℃保存. 淋巴细

胞分离液为天津市川页生化制品有限公司产品; 
TRIZOL®Reagent购于Gibco BRL公司; 三氯甲

烷、异丙醇分别由北京化工厂和天津市凯通化

学试剂公司提供; dNTP, DNA Marker购自宝生物

工程有限公司; M-MLV Reverse Transcriptase, Tag 
DNA聚合酶为Pramega产品; 引物由上海生工合

成. 仪器包括冰冻高速离心机, PTC-100热循环

仪, GE-100电泳仪, 全自动凝胶成像系统, 紫外分

光光度计等.
1.2 方法

1.2.1 病理分型 腺瘤分级采用Morson提出的3级
分类法即凡腺瘤均有不典型增生, 在此基础上

再分为轻、中、重3级. 轻度不典型增生(Ⅰ级)
以细胞学的异型性为主, 腺管内杯状细胞减少, 
核呈笔杆状, 紧挤, 复层排列, 但高度不超过细

胞的1/2, 腺管稍延长; 中度不典型增生(Ⅱ级)表
现为细胞异型加重并出现组织学异型性, 胞核

复层, 占据上皮细胞的2/3, 细胞顶端仍存在, 腺
管延长并扭曲, 大小不一, 部分可见共壁及背靠

背现象; 重度不典型增生(Ⅲ级)表现为两种异型

均较显著, 胞核复层, 占据整个上皮细胞的胞质, 
杯状细胞罕见或消失, 上皮细胞极性紊乱, 腺管

延长、扭曲、大小不一, 腺管共壁及背靠背多

见, 有的并出现筛状结构. 炎性息肉病理特点为

肉芽组织形成或有炎性细胞浸润, 表面是正常

上皮或再生上皮, 细胞分化良好, 无不典型增生. 
1.2.2 总RNA提取 在经淋巴细胞分离液分离所

得的单核细胞中, 加入1 mL TRIZOL试剂, 按说

明书提取总RNA. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳显示

28 s和18 s亚基; 紫外分光光度计测定总RNA含

量及纯度, A 260/A 280比值为1.8-2.0, 说明提取RNA
质量较好. 
1.2.3 cDNA合成 反应体系: 5×Buffer 5 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L) 5 μL, OligodT(10 pmol/L) 
1 μL, M-MLV 1 μL, 总RNA 2 μg, DEPC水补足

总体系25 μL; 反应参数: 42℃ 1 h, 70℃ 15 min.
1.2.4 PCR扩增 参照文献[2-6]设计引物, 并在

GenBank上进行核对, 设置b-actin为阳性参照, 
同时设H2O为阴性对照(表1). CK20第1轮PCR、
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GST-π、survivin反应体系: 10×Buffer 2.5 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, MgCl2(25 mmol/L) 
2 μL, 上、下游引物(10 pmol/L)各1 μL, Tag 
DNA聚合酶0.5 μL, cDNA 2 μL, 水补足体系

至25 μL; 反应条件: 95℃预变性5 m in, 94℃ 
45 s, 58℃ 45 s, 72℃ 60 s, 32个循环, 72℃ 
7 m in. 取CK20第1轮PCR产物2 μL进行第2
轮反应 ,  体系及条件同上 .  h T E RT反应体系: 
10×Buffer 2.5 μL, dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, 
M g C l 2(25  m m o l/L)1.8  μL, 上、下游引物

(10 pmol/L)各0.75 μL, Tag DNA聚合酶0.4 μL, 
cDNA 2 μL, 水补足体系至25 μL; 反应条件: 
95℃预变性5 min, 94℃ 45 s, 60℃ 45 s, 72℃ 
60 s, 32个循环, 72℃ 7 min. skp2、b-actin反
应体系: 10×Buffer 2.5 μL, dNTP(2.5 mmol/L) 
2 μL, MgCl2(25 mmol/L)2 μL, 上、下游引物

(10 pmol/L)各1 μL, Tag DNA聚合酶0.5 μL, 
cDNA  2 μL, 水补足体系至25 μL; 反应条件: 
95℃预变性5 m in, 94℃ 1 m in, 55℃ 1 m in, 
72℃ 2 m in, 35个循环, 72℃ 10 m in. 产物于

20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色(10 mg/L)
后, 通过凝胶成像系统对目的电泳条带进行分析.

统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0软件处

理, 采用χ2检验. 

2  结果

2.1 外周血CK20 mRNA表达 大肠癌组阳性率

为89.3%(25/28), 腺瘤中重度不典型增生组阳性

率75%(6/8), 腺瘤轻度不典型增生组阳性率为

61.1%(11/18), 炎性息肉阳性率为63.6%(7/11), 
正常组2例表达(P >0.05)(表2, 图1, 2).
2.2 外周血GST-π mRNA表达 大肠癌组阳性率

为75%(21/28), 腺瘤中重度不典型增生组阳性

率是62.5%(5/8), 腺瘤轻度不典型增生组阳性率

66.7%(12/18), 炎性息肉组54.5%阳性, 正常组

40%表达(P >0.05)(表2, 图3).
2.3 外周血hTERT mRNA表达 28例大肠癌患

者有23例外周血hTERT mRNA表达, 阳性率

为82.1%; 腺瘤中重度不典型增生组阳性率为

87.5%(7/8); 腺瘤轻度不典型增生组和炎性息肉

组阳性表达率分别是27.8%、9.1%; 正常组有1
例表达. 大肠癌组及腺瘤中重度不典型增生组

与其他各组之间差别显著(P <0.005)(表2, 图4).
2.4 外周血survivin mRNA表达 大肠癌组阳性率

是64.2%(18/28); 腺瘤中重度不典型增生组有4
例表达survivin mRNA, 阳性率50%; 腺瘤轻度不

典型增生组阳性表达率为11.1%, 炎性息肉组及

正常组未见表达, 经统计学分析大肠癌组与腺

瘤中重度不典型增生组无差别, 与腺瘤轻度不

典型增生、炎性息肉及正常组之间有差别(表2, 
图5).
2.5 外周血skp2 mRNA表达 本次实验有53.6%大

肠癌患者外周血表达skp2 mRNA, 腺瘤中重度

不典型增生及腺瘤轻度不典型增生组阳性率分

图  1  β-actin.

图  2  CK20 mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4: 大肠癌患者.

    

表  1  扩增基因序列

	                                                                       扩增片断

                                                                                          长度 (bp)

CK20    A: 5'-CAGACACACGGTGAACTATGG-3'         370

             B: 5'-GATCAGCTTCCACTGTTAGACG-3'

             C: 5'-CTGTTTGTTGGCAATGAGAAAATGG-3' 303

             D: 5'-GTATTCCTCTCTCAGTCTCATACT-3'	

GST-π  F: 5'-CAGGAGGGCTCACTCAAAG-3'              354

             R: 5'-CAGGTTGTAGTCAGCGAAG-3' 	        

hTERT  F: 5'-TTCCTGCACTGGCTGATGAGTGT-3'       329

             R: 5'-CGCTCGGCCCTCTTTTCTCTG-3' 	        

survivin F: 5'-GGACCACCGCATCTCTACAT-3'             350

             R: 5'-GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3' 	        

skp2     F: 5'-AGTCTCTATGGCAGACCTTAGACC-3'    500

             R: 5'-TTTCTGGAGATTCTTTCTGTAGCC-3' 	        

β-actin F: 5'-CGAGAAGATGACCCAGATCA-3'            240

             R: 5'-AGGGGCCGGACTCGTCATAC-3'

基因	                        引物序列

1       2       3       4

250 bp 240 bp

250 bp

1      2      3     4

303 bp
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别是37.5%、33.3%, 炎性息肉患者和正常人阳

性表达率为27.3%和30%(P >0.05)(表2, 图6).

3  讨论

大肠癌的发生、发展是一个多步骤、多阶段演

进的复杂过程. 国内外学者[1,7,8]证实在这个过程

中伴随着外周血的某些基因表达的变化, 并认

为在大肠癌形成过程中这可能是一个早期事件, 
对大肠癌的早期诊断有重要意义. 应用RT-PCR
可扩增出肿瘤细胞“标志性”靶RNA. 因此, 选
择适当的靶RNA是决定检测结果是否准确可靠

的重要因素. 作为肿瘤细胞“标志”的靶RNA
应具有肿瘤特异性或组织特异性. 

细胞角蛋白(cytokeratins, CKs)是分布于上

皮细胞的中间纤维, 包含多个成员, CK20 mRNA
作为一种组织特异性基因, 首先被Soeth et al [9]

用于检测大肠癌患者骨髓的癌细胞, 且证明具

有高度特异性. Funaki et al [10]以CK20 mRNA为

靶基因检测外周血中的大肠癌细胞, 认为有较

高的灵敏度. Zhang et al [11,12]通过RT-PCR测定了

58例大肠癌和47例胃癌患者外周血, 结果单次

实验CK20 mRNA阳性率分别为44.8%(26/58)
和42.6%(20/47), 重复实验阳性率提高到69.0%
和74.5%, 而6例正常人外周血未见表达, 认为

用RT-P C R检测外周血胃肠道肿瘤细胞C K20 
m R N A表达是敏感的、特异的、方便和可靠

的, 具有重要的临床意义. 然而, 我们的实验结

果是大肠癌患者外周血CK20 mRNA阳性率为

89.3%(25/28), 腺瘤中重度不典型增生阳性率

75%(6/8), 腺瘤轻度不典型增生组和炎性息肉组

阳性率为61.1%和63.6%, 正常组有2例表达, 并
且排除了实验本身问题的干扰. 大肠癌组CK20 
mRNA表达与腺瘤中重度不典型增生、腺瘤轻

度不典型增生及炎性息肉组之间没有明显差别, 

图  3  GST-π mRNA表达. 1: Marker; 2, 3: 正常组; 4: 大肠癌组.

图  4  hTERT mRNA表达. 1, 2: 大肠癌; 3: 高级别腺瘤; 4, 5: 

低级别腺瘤; 6: 炎性息肉; 7: Marker.

图  5  survivin mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4, 5: 大肠癌. 

图  6  skp2 mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4: 大肠癌.

    

表  2  外周血mRNA表达情况

	                                               CK20	    GST-π                      hTERT                    survivin                     skp2

分组                                         n    阳性数   阳性率   阳性数   阳性率      阳性数   阳性率    阳性数  阳性率     阳性数   阳性率

                                                                         (％)                        (％)                           (％)                          (％)                         (％)

大肠癌	                            28       25       89.3        21         75            23         82.1         18        64.2         15        53.6

腺瘤中重度不典型增生         8         6        75            5         62.5           7         87.5           4        50              3        37.5

腺瘤轻度不典型增生          18        11       61.1        12         66.7           5         27.8           2        11.1           6        33.3

炎性息肉	                            11         7        63.6          6          54.5            1           9.1           0          0              3	 27.3

正常	                            10         2	  20            4          40              1         10              0          0              3	 30

250 bp

1      2       3      4

354 bp

250 bp329 bp

1   2   3   4   5   6   7

250 bp
350 bp

1     2    3     4     5
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与正常组间有差别. 我们认为CK20作为大肠癌

分子标记物的证据不够充分, 但对大肠癌及增

生性疾病的监测尚有一定意义. Bustin et al [13]检

出健康志愿者, 肠道良性疾病患者和大肠癌患

者术前及术后外周血CK20 mRNA全部阳性表

达, 因此, 得出CK20作为大肠癌患者监测的分子

标记是无意义的, 也不足以成为肠组织特异性

指标物的结论. Schuster et al [14]也提出还不能满

意区分CK20 mRNA标记信号是来自于肿瘤细胞

还是发自血液系统那些非正常转录的造血细胞, 
那些被分析的循环肿瘤细胞标记物的单一拷贝

数是不足以检测到的, 或更大可能末梢血是不

适合检测结肠癌肿瘤细胞的. 
谷胱甘肽 - S -转移酶 ( g l u t a t h i o n e - S -

t r a n s f e r a s e,  G S T)是机体中催化谷胱甘肽

(glutathione, GSH)与亲电子物质结合的一类酶

系, GST-π被认为与肿瘤关系最密切. 研究显示[15]

伴有不典型增生的大肠腺瘤及大肠癌组织中

GST-π表达明显高于腺瘤和息肉组, 说明随着

肠腺上皮细胞的增生和异型性的明显, 组织内

GST-π也逐渐升高, 认为GST-π是一种较好的肠

癌及癌前病变标志物. 有学者[16]发现GST-π蛋
白表达在大肠正常黏膜、移行黏膜(transitional 
mucosa, TM)、癌组织有递增趋势, 可见GST-π
对大肠癌早期诊断的意义. 一般认为GST-π含量

增高与转录水平mRNA表达增高有关, GST-π受
基因控制, 当致癌物作用于机体细胞引起细胞

变异时, 同时诱导GST-π基因表达, 表明GST-π的
表达在转录发生起始阶段就已决定, 故可作为

早期癌变的标志酶[17]. 龙延滨 et al [18]用比色法对

结肠癌患者外周血淋巴细胞内GST活性进行测

定, 结果表明结肠癌患者外周血淋巴细胞内及

癌组织内GST活性不仅较正常组织明显升高, 而
且淋巴细胞内与癌组织内GST活性变化呈正相

关. 我们用RT-PCR检测大肠癌患者外周血GST-π 
mRNA表达, 阳性率较其他各组高, 但没有明显

差别. 可是, 我们发现正常组4例阳性表达的PCR
产物条带强度较弱, 设想应用定量PCR是否有意

义将有待进一步研究. 由于GST-π在体内广泛存

在, 缺乏器官组织特异性, 也使在大肠癌诊断中

的应用受到限制. 
端粒酶(te lomerase)是一种核糖核蛋白复

合体, 由RNA单链和结合的蛋白成分共同构成, 
能以其自身RNA为模板合成端粒的DNA重复

序列, 本质属逆转录酶. 人端粒酶至少由3个亚

单位组成, 即端粒酶RNA(hTR)、端粒酶相关

蛋白(telomerase associated protein 1, TP1)和端

粒酶催化活性亚单位(human telomerase reverse 
transcriptase, hTERT). 细胞永生化是肿瘤发生

的基础, 引起肿瘤无限增殖的关键是端粒酶的

上调和再表达, 而hTERT被认为是端粒酶活性

的限制性因素[19-21]. 国内外研究表明, 端粒酶活

力的出现与hTERT的表达有一个近乎平行的关

系[22-25]. 近年实验显示, hTERT与消化道肿瘤关

系密切, 并且在癌前病变、癌组织中的表达呈

递增趋势, 因此, 推断hTERT的表达是消化道黏

膜癌变过程中的早期事件[26-29]. Lledo et al [30]应

用qRT-PCR(real-time quantitative RT-PCR)对50
例大肠癌患者和50例健康志愿者外周血血浆

hTERT基因表达进行定量分析, 结果差异显著. 
此方法用于结直肠癌患者检测的敏感性和特异

性分别是98%和64%. 这为结直肠癌的非侵入性

诊断提供了新方法. Shin et al [31]用RT-PCR在胃

癌患者外周血中检测hTERT mRNA表达, 同样

认为外周血hTERT mRNA可以作为胃癌诊断的

分子标记物. 本组研究显示, 大肠癌及腺瘤中重

度不典型增生患者外周血hTERT mRNA的表达

明显高于腺瘤轻度不典型增生、炎性息肉和正

常组, 而两者之间没有差别. hTERT mRNA在腺

瘤轻度不典型增生组中已有增高, 在腺瘤中重

度不典型增生中明显高表达, 进一步证实这是

大肠癌发生过程中的一个极早事件. 我们的结

论是RT-PCR检测外周血hTERT mRNA表达对大

肠癌早期诊断有意义. 我们知道, 在正常人造血

细胞及淋巴细胞有一定量的hTERT mRNA表达, 
因此, 作为大肠癌细胞分子标记物的证据还不

够充分. 
生存素(surviv in)是新近发现的一种细胞

凋亡抑制因子, 主要分布于胚胎及分化未成熟

的组织中, 在成人体内除胸腺、生殖腺中有微

量表达外, 所有分化成熟的组织, 包括外周血

白细胞、淋巴结均无表达. 学者应用免疫组化

和PCR检测常见肿瘤的survivin表达, 发现基本

存在肿瘤特异性表达的特点, 在恶性肿瘤组织

中survivin表达的阳性率为34%-100%不等[32,33]. 
survivin的表达在大肠癌的发生中有一定作用, 
同时, 也与Ⅰ-Ⅲ期大肠癌患者的生存状态显著

相关[34]. 我们观察了28例大肠癌患者, 有18例外

周血表达survivin mRNA , 阳性率为64.2%; 腺瘤

中重度不典型增生组有50%阳性; 腺瘤轻度不典

型增生组阳性率是11.1%; 而炎性息肉组及正常

组无survivin mRNA表达, 经统计学分析大肠癌
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组与腺瘤中重度不典型增生组无差别, 与腺瘤

轻度不典型增生组、炎性息肉及正常组之间差

别显著. Kawasaki et al [35]对直肠组织从增生到癌

变不同时期标本的survivin表达情况进行研究, 
结果发现增生息肉、低度增生不良性腺瘤、高

度增生不良性腺瘤、腺癌的survivin表达阳性

率分别为0, 2.3%, 52.4%, 63.3%. 可见, survivin
在癌组织中的表达是一个渐进的过程, 随着肿

瘤细胞恶性程度的增加, 其表达也逐渐升高, 说
明survivin具有对肿瘤进行早期诊断的潜在价

值. 董燕 et al [36]发现在人外周血活化淋巴细胞有

survivin基因的转录激活. 那么, 本组实验大肠癌

患者外周血高表达的survivin mRNA是来自于循

环肿瘤细胞, 还是来自于肿瘤患者免疫机制启

动后被活化的淋巴细胞, 需要进一步验证. 
细胞S期激酶相关蛋白2(S-phase k inase 

associated protein 2, skp2)作为人类F-box蛋白家

族的一员, 在许多细胞周期调控因子的泛素依

赖蛋白水解途径中起到特异性识别底物的作用, 
从而参与细胞周期的调控. 目前国内外许多研

究都发现恶性肿瘤组织中skp2的表达呈不同程

度增高, 且与肿瘤的发生、发展及预后密切相

关[37,38], 有癌基因的潜能. 我们在前期工作中发

现, 大肠癌组织中skp2蛋白及mRNA表达增高. 
此次实验, 在大肠癌患者外周血中skp2 mRNA
的表达增高不明显, 正常人外周血中亦有表达, 
可能是维持正常细胞生物学功能所需. 

在大肠癌患者外周血中寻找分子生物学

标记物是一项困难而有实际意义的工作. 我们

通过实验初步认为, 利用RT-PCR检测外周血

hTERT和survivin mRNA的表达对大肠癌的早期

诊断有意义. 但hTERT和survivin能否成为大肠

癌早期诊断的分子生物学标记物将有待进一步

研究.
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