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摘要

目的: 检测大肠癌组织Survivin和环氧化酶(Cox-2)的表达

情况 并探讨二者之间的相关性.

方法: 应用免疫组织化学(S-P)方法分别检测Survivin 和

Cox-2在40例大肠癌及34例正常大肠黏膜中的表达情况.

结果: Survivin的阳性表达定位于细胞质 在大肠癌组织

中其阳性率为67.5% 正常大肠黏膜组织中阳性率为0

二者差异十分显著(P <0.01); Cox-2的阳性表达定位于细胞

质 在大肠癌组织中其阳性率为90% 正常大肠黏膜组织

中阳性率为11.8% 二者差异十分显著(P <0.01). Survivin

和Cox-2的表达具有一定的相关性(r =0.39 P <0.05).

结论: 大肠癌组织中Survivin过表达可能是最终导致大肠癌

发生的突破点 Survivin和Cox-2的协同表达表明大肠癌

中的抑制凋亡是通过多种通路实现的.
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0   引言

凋亡的调节对人体组织保持内环境稳态及正常细胞形

态至关重要 这一过程受到干扰将使细胞的寿命无限

延长或累积突变 有利于肿瘤的发生. Survivin 凋亡

抑制蛋白家族(IAP)的新成员 是一种最近才发现的抗

凋亡基因 Survivin在胎盘和胚胎组织中高水平表达 在

正常组织中不表达 已经证实Survivin在许多肿瘤中过

表达[1-3] 但Survivin在大肠癌中的作用所知甚少. 大肠

癌发生 发展过程中环氧化酶(Cox)-2表达增加 [4-5] 大

量研究证实表达Cox-2的细胞株增加癌变潜能与抵抗

凋亡有关 但是关于Cox-2和 Survivin 的相关性还不

清楚. 本实验通过检测Survivin在大肠癌中的表达说明

Survivin 在大肠癌发生 发展过程中的作用 另外探

讨大肠癌中Survivin和Cox-2表达的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  中国医科大学附属第二医院2002-06/2002-10

手术切除和内窥镜活检后的大肠组织74例 大肠癌组

织 40 例 其中男 29 例 女 11 例 33-74 岁 平均

年龄61.4 10.7岁 所有患者术前均未接受放疗和化

疗. 选择 34 例正常大肠黏膜作为对照 其中男20例

女14例 35-70岁 平均年龄60.5 19.4岁. Survivin

羊抗人多克隆抗体(sc-8806) Cox-2 单克隆抗体均为

Santa Cruz 公司产品 Survivin 一抗工作浓度1 50

Cox-2 一抗工作浓度1 75 SP 试剂盒为北京中山生

物技术有限公司产品.

1.2 方法  采用链霉卵白素-生物素-辣根过氧化物酶

复合法(S-P法)进行免疫组化染色. 在400倍放大的显微

镜下记数至少5个随机视野 取平均值 阳性细胞数

小于 10% 计为阴性 余下为阳性 采用盲法计数.

         统计学处理  采用 χ2检验 P <0.05有统计学意义.
Survivin 和 Cox-2 的相关性分析采用Spearman 检验

P <0.05有统计学意义.

2   结果

2.1 Survivin和Cox-2在大肠癌中的表达  Survivin阳性

染色主要在大肠癌细胞的细胞质中(图1) 大肠癌中其

阳性率为67.5% 而正常大肠黏膜中未见到阳性表达

(图 2) 二者差异十分显著(P <0.01)(表 1).

表1  Survivin在大肠癌组织及正常大肠黏膜中的表达

Survivin
研究对象  n

阳性    阴性

大肠癌组织 40   27      13

正常大肠黏膜 34     0      34

P <0.01 vs 大肠癌组织.

        Cox-2的阳性表达定位于细胞质中 大肠癌及正

常大肠黏膜中均可见阳性表达 阳性率分别为90%(图

3)和 11.8%(图 4) 二者差异十分显著(P <0.01)(表 ).

表2  Cox-2 在大肠癌组织及正常大肠黏膜中的表达

             Cox-2
研究对象  n

阳性      阴性

大肠癌组织 40   36           4

正常大肠黏膜 34    4                           30

P <0.01 vs 大肠癌组织.

2.2 Survivin和Cox-2表达的相关性  采用Spearman检

验结果表明存在正相关(r = 0.39 P <0.05).
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图1  大肠癌组织中Survivin的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

图 2  正常大肠黏膜中无Survivin表达( 400).

图3  大肠癌组织中Cox-2的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

图4  正常大肠黏膜中Cox-2的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

3   讨论

大肠癌的发展分多个阶段 受多基因调控 包括累积

突变和细胞周期调节失衡 在大肠癌的早期阶段检测

出这些改变可以解释大肠癌的发展过程. IAP家族是一

种广泛表达的抑制凋亡的基因家族 Survivin 是人们

最近发现的凋亡抑制蛋白家族的新成员[6] Survivin 基

因定位于17q25 分子量16.5 kD Survivin 有保护细

胞 维持微管结构完整性的作用 他的表达特点是在胎

盘和胚胎组织中强烈表达 在终末分化良好的正常组

织中不表达 在许多恶性肿瘤组织胞质中重新出现高

水平表达 这样可以使肿瘤细胞免于凋亡 促进有丝分

裂的畸变 加速多倍体的形成. 外界某些凋亡刺激因子

激活caspase[7-8] 通过线粒体释放细胞色素c激活胞质

内的caspase级联反应 形成了由procaspase-9 Apaf-

1 细胞色素 c 和 dATP 组成的凋亡小体 最终激活

caspase-3和 caspase-9而导致凋亡 Survivin调节线粒

体内膜通过电压依赖的离子通道释放细胞色素c 比

其他凋亡抑制基因如bcl-2 的作用更强 他可以直接

与caspase-3和 caspase-7结合 使caspase的活性降低

而抑制凋亡 或者与caspase的启动子和效应子相互作

用 防止caspase蛋白水解酶活性成熟 抑制细胞色素

c的释放而保持线粒体的完整性; Survivin 还可以调节

G2/M细胞周期[9, 25]. 本组实验得出这样的结果: Survivin阳

性染色主要位于细胞质 大肠癌中其阳性率为67.5%

而正常大肠黏膜中未见到阳性表达 二者差异十分显

著(P <0.01) Lin et al [28]曾用免疫组化的方法检测

Survivin 蛋白在正常大肠黏膜 腺瘤及大肠癌中的表

达情况时发现从正常大肠黏膜到腺瘤以及最终癌变的

发展过程中Survivin表达逐渐增加[10] 而且Survivin表

达强度与大肠癌分化程度无关 由此证明Survivin重新

表达的时机为肿瘤发生的早期.

        有研究表明大肠癌中Survivin的表达阳性率较高

且与肿瘤的分化程度及淋巴结转移无关[11] 在大肠癌

的发生 发展过程中起重要作用 这使得Survivin成为

肿瘤特异性诊断指标 并为大肠癌的治疗提供新的靶

点. 实验[12]表明用磷酸化缺陷的Survivin Thr34 Ala突

变体防止Survivin 蛋白第34位苏氨酸(Thr34)磷酸化

Thr34磷酸化丢失导致Survivin-caspase-9复合体从有丝

分裂结构中分离开 Survivin 的表达下降 Survivin 这

种抗凋亡功能丢失使得依赖caspase-9的各种肿瘤细胞

凋亡[25].  T34A的抗癌特性最近在严重联合免疫缺陷鼠黑

素瘤异体移植动物模型中得到证实 SurvivinT34A的表

达抑制肿瘤生长达60-70%.  Yamamoto et al [13]将EPR-1

导入结肠癌细胞株 使Survivin 表达下降 降低细胞

增生 促进凋亡 增加对抗癌药的敏感性.

        研究表明Survivin干扰 caspase-9的激活或直接与

caspase-3和caspase-7结合而使凋亡的级联终止[25] 而

生物体内的凋亡是多步骤过程 是多种因子相互作用

的级联反应. Cox-2是催化花生四烯酸转化为前列腺素

的限速酶 其过度表达与大肠癌的发生 发展密切相

关 大量研究已经证实在大肠癌的发生过程中Cox-2的

表达增加[14] 本研究结果表明大肠癌中Cox-2的阳性

率为90% 而正常大肠黏膜中其阳性率为11.8% 二者

差异十分显著(χ2=45.29 P <0.01). 以往的研究发现肠
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上皮细胞内Cox-2过表达增加 IAP水平 而且前列腺

素E2 Cox-2主要代谢产物 可以增加人结肠癌细胞中

另一种凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达[15-17]; 另外 Cox-2抑

制剂NSAIDs[18-20]阻断Cox-2通路 使Bcl-2 表达下调

肿瘤变小 癌前和癌性病变细胞数减少[15, 21-22] 使癌细

胞对放化疗更敏感[23-24]; NSAIDs也可以通过诱导线粒体

释放细胞色素c 激活caspase-3和 caspase-9而促进

肿瘤细胞的凋亡[26-27]. Survivn和Cox-2在大肠癌中均呈高

水平表达 二者之间是否存在某种联系? 目前关于

Survivin和Cox-2的相互作用所知甚少 Yu et al [29]研究

Survivin在胃癌及其一级亲属中的表达时已证实Survivin和

Cox-2 有明显的相关性 Cox-2过表达的细胞株可以

减少细胞色素 c 的释放 并抑制 caspase 的活性[26]

Cox-2表达的细胞株中内皮细胞生长因子受体(EGFR)呈

高水平表达 Cox-2通过EGFR调节结肠癌细胞株的增

生 而Survivin也可以抑制caspase的活性 调节血管内

皮细胞的表达[30] 实验经统计学分析大肠癌中Survivin

和 Cox-2的表达具有正相关性(r =0.39 P <0.05) 说

明Survivin和Cox-2协同表达通过多种方式抑制凋亡.

        Survivin作为凋亡抑制蛋白家族的新成员 他的生

物学特性及与多种生物因子的相互作用已得到共识

Survivin在大肠癌组织中表达 而在正常大肠黏膜中不

表达 Survivin和Cox-2的表达具有一定的正相关性 这

说明大肠癌中凋亡的抑制作用是通过多种通路实现的

因此 深入研究Survivin将对大肠癌的治疗 化疗药物

的研制奠定理论基础.
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