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ＳＥＲＣＡ３在结直肠癌细胞中异常
表达及其临床意义
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摘要：目的　探讨结直肠癌中肌浆网／内质网钙离子转运 ＡＴＰ酶３（ｓａｒｃｏｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍＣａ２＋ ｔｒａｎｓｐｏｒ
ｔｉｎｇＡＴＰａｓｅ３，ＳＥＲＣＡ３）ｍＲＮＡ的表达与临床病理特征的关系。方法　收集４０例病理确诊的结直肠癌腺癌组织及
其癌旁正常组织标本。采用实时ＲＴＰＣＲ检测ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表达，分析其与患者临床病理特征的关系。结果　
结直肠癌标本中ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表达较癌旁正常组织低（Ｐ＜０．０５）。结直肠癌ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ水平在淋巴结转移
和ＴＮＭ分期方面比较，差异均具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。结论　结直肠癌组织中ＳＥＲＣＡ３的异常表达与结直
肠癌淋巴结转移和ＴＮＭ分期密切相关。
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　　结直肠癌是全球发病率最高的癌症之一，具有较
高的死亡率。目前其发病机制尚有待进一步研究。

肌浆网／内质网钙离子转运 ＡＴＰ酶３（ｓａｒｃｏｅｎｄｏｐｌａｓ
ｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍＣａ２＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇＡＴＰａｓｅ３，ＳＥＲＣＡ３）参

与钙离子从内质网到细胞质的转运，并与细胞代谢、

神经细胞塑化、基因转录、细胞生长、分化、凋亡、蛋

白质折叠和癌变密切相关。为研究ＳＥＲＣＡ３与结直
肠癌发生和发展的关系，本研究收集４０例结直肠癌
组织标本及癌旁正常组织检测其ＳＥＲＣＡ３表达，分析
其与结直肠癌临床病理特征的关系。

１　资料与方法
１．１　一般资料

收集２００９年１月至２０１３年４月间中国医科大
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学附属第一医院胃肠外科收治的４０例结直肠癌患
者。患者均行结直肠癌根治术，４０例术后切除标本
均经病理检查确诊为腺癌。纳入标准：（１）术前肠
镜及病理检查证实为结直肠癌并成功行手术切除的

患者；（２）术前未行新辅助化疗或其他生物免疫治
疗等。其中男性２７例，女性１３例；年龄４１～７６岁，
中位年龄５７岁。根据世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）２０１０分级标准［１］，高分化 ７例，
中分化 ２４例，低分化 ９例。根据国际抗癌联盟（Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＵｎｉｏｎＡｇａｉｎｓｔＣａｎｃｅｒ，ＵＩＣＣ）第 ８版
（２０１７）ＴＮＭ分期［２］，Ⅰ期为７例，Ⅱ期１９例，Ⅲ期
１２例，Ⅳ期（肝转移）２例。取所有患者的癌旁正常
组织为对照。

１．２　方　法
１．２．１　ＲＮＡ抽提　从１～１０ｍｇ新鲜组织样品中
抽提ＲＮＡ：加入８００μＬ的 Ｔｒｉｚｏｌ试剂至样品中，样
品裂解后，室温孵育５ｍｉｎ；取１ｍＬ上述液体加入
０．２ｍＬ氯仿，剧烈振荡后，室温孵育 ２～３ｍｉｎ。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，取上清无色水相，加
异丙醇沉淀ＲＮＡ；用７５％乙醇进行ＲＮＡ清洗，用无
ＲＮａｓｅ水重新溶解ＲＮＡ沉淀。获得的 ＲＮＡ溶液保
存于－７０℃。
１．２．２　实时 ＰＣＲ检测 ＳＥＲＣＡ３　委托中国 Ｔａｋａｒａ
公司设计并合成ＳＥＲＣＡ３相关的实时ＰＣＲ引物，检
验引物特异性后，加入 ＰＣＲ微阵列相应的反应孔。
用Ｔｒｉｚｏｌ提纯ＲＮＡ，ＤＮａｓｅⅠ消化ＲＮＡ样品以除去
可能存在的基因组 ＤＮＡ，其后 ＲＮＡ纯化使用
ＲＮｅａｓｙＭｉｎＥｌｕｔｅＴＭ纯化试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），
通过琼脂糖电泳和紫外吸收测定法检测 ＲＮＡ的质
量、浓度和纯度，最后以 ＲＮＡ为模板，应用 Ｓｕｐｅｒ
Ｓｃｒｉｐｔ．Ⅲ 逆转录酶（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）合成
ｃＤＮＡ，２０μＬ反应体系加入１．５μｇＲＮＡ。ＰＣＲ微
阵列的每孔加入 ｃＤＮＡ与 ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙＰＣＲｍａｓｔｅｒ
ｍｉｘ（美国应用生物系统公司 Ｃａｔ．Ｎｏ．ＰＡ１１２）充分
混合，加１０μＬ至 ＰＣＲＡｒｒａｙ对应的每个孔中。实
时定量 ＰＣＲ程序设置为变性９５℃１０ｍｉｎ，扩增 ４０
个循环，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，采集荧光后分析溶解
曲线。数据分析采用 ΔΔＣｔ方法。荧光阈值设定为
０．１５，取ＰＣＲＡｒｒａｙ管家基因甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
的阈值循环数（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）均值为本底，计算
ΔＣｔ＝Ｃｔ均值 －管家基因的 Ｃｔ均值，计算 ΔΔＣｔ＝
ΔＣｔ结直肠癌组 －ΔＣｔ对照组。通过２

－ΔΔＣｔ计算结直肠癌组

与对照组对应基因的表达差异［３］。基因芯片实验

由康成生物工程有限公司（中国上海）提供技术

服务。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行数据分析。组间比较

采用ｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２．１　ＲＮＡ样品提纯鉴定

结直肠癌组和对照组反映 ＲＮＡ样品纯度的紫
外吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）比值 Ａ２６０／Ａ２８０分别为２．０１
和２．００。检测ＲＮＡ样品质量的变性琼脂糖凝胶电
泳结果见图１。结直肠癌组和对照组的２８Ｓ核糖体
ＲＮＡ带均亮而浓，前者密度高于后者，可看到一片
弥散的ＥＢ染色物质，可能是由 ｍＲＮＡ和其他异型
ＲＮＡ组成。

图１　ＲＮＡ样品的变性琼脂糖凝胶电泳鉴定
Ｆｉｇ．１　ＡｓｓｅｓｓｉｎｇＲＮＡｓａｍｐｌｅｓｂｙｄｅｎａｔｕｒｉｎｇａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅ
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２　结直肠癌组织ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表达
实时ＲＴＰＣＲ检测显示，４０例结直肠癌组织中

ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ水平较其癌旁正常组织低（Ｐ＜
００５，图２）。
２．３　ＳＥＲＣＡ３表达与结直肠癌临床病理特征的关系

结直肠癌患者ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表达在淋巴结转
移和 ＴＮＭ分期方面比较，差异均具有统计学意义
（均Ｐ＜０．０５，表１）。

３　讨　论
ＳＥＲＣＡ是内质网膜上的跨膜蛋白，亚型包含

ＳＥＲＣＡ１～３，通过水解ＡＴＰ将钙离子从细胞质中转
移到内质网腔内［４］。ＳＥＲＣＡ通过控制内质网内外
的钙离子浓度变化的频率幅度调控钙离子稳态

（ｃａｌｃｉｕｍｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ），参与多个通路的信号转导，
影响细胞内几乎 所 有 的 重 要 生 理 过 程［５６］。

ＳＥＲＣＡ３的异常表达与结直肠腺癌和结肠癌的发展
密切相关。既往研究表明，与癌旁正常组织比较，结
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图２　结直肠癌及癌旁组织中ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ水平检测
Ｆｉｇ．２　ＡｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＳＥＲＣＡ３ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ

表１　结直肠癌ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表达与临床病理特征的关系

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ

ａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

临床病理特征 例 数
ｍＲＮＡ表

达值（Ｃｔ）

结直肠癌组２－ΔΔＣｔ

对照组２－ΔΔＣｔ
Ｐ值

年龄

　＜６０岁 ２９ ２８．３６ ０．３４３ ０．２４３
　≥６０岁 １１ ２７．９２ ０．３４７
性别

　男 ２７ ２８．７３ ０．３３５ ０．１０４
　女 １３ ２８．９０ ０．３３０
肿瘤部位

　结肠 １６ ２８．８１ ０．３３６ ０．０９５
　直肠 ２４ ２８．２０ ０．３４１
淋巴结转移

　有 １４ ２７．３０ ０．３４３ ０．０２１
　无 ２６ ２７．３８ ０．３１４
ＴＮＭ分期
　Ⅰ～Ⅱ期 ２６ ２７．１５ ０．３３９ ０．０３４
　Ⅲ期 １２ ２７．６９ ０．３２５
　Ⅳ期（肝转移） ２ ２７．０３ ０．３１１
肿瘤组织分化程度

　中 ２４ ２７．３４ ０．３３９ ０．０７３
　低 ９ ２８．５２ ０．３３８
　高 ７ ２７．０２ ０．３４４
肿瘤大小

　＜５ｃｍ ３０ ２８．１３ ０．３４７ ０．１０２
　≥５ｃｍ １０ ２８．４２ ０．３４４
大体病理类型

　肿块型 ３１ ２７．９３ ０．３３８ ０．２１３
　浸润型 ２ ２８．１４ ０．３３７
　溃疡型 ７ ２７．０２ ０．３４０

肠癌组织中 ＳＥＲＣＡ３水平有所下降［７］。结肠癌

ＳＥＲＣＡ３表达水平的降低与结肠癌恶性程度密切相

关［６，８］。Ｇｏｕ等［９］通过 ＲＴＰＣＲ检测发现，ＳＥＲＣＡ３
ｍＲＮＡ表达在结肠癌中较原位癌低（Ｐ＜０．０５）；免
疫组织化学检查显示，ＳＥＲＣＡ３表达在淋巴结侵袭
方面，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。本研究采
用实时ＰＣＲ微阵列测定结直肠癌组织 ＳＥＲＣＡ３的
ｍＲＮＡ表达情况发现，结直肠癌 ＳＥＲＣＡ３ｍＲＮＡ表
达较癌旁组织低（Ｐ＜０．０５），其表达在淋巴结转移
和ＴＮＭ分期方面比较，差异均具有统计学意义（均
Ｐ＜００５），与上述结果相符［６，８１０］。本研究结果提

示，ＳＥＲＣＡ３异常表达与结直肠癌的发展密切相关，
但其影响结直肠癌的确切机制仍有待进一步研究。
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