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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
survivin expression and the indexes of apoptosis 
and proliferation in pancreatic carcinoma tissues. 

METHODS: Sixty-four pairs of pancreatic carci-
noma and cancer-adjacent tissues were included 
in this study. TUNEL method was used to mea-
sure the cell apoptosis index, and immunohis-
tochemistry was used to detect ki-67 expression 
(standing for the cell proliferation index) and Sur-
vivin expression. The relations of apoptosis index 
and proliferation index with Survivin expression 
and pathological features were analyzed. 

RESULTS: The apoptosis index had no correla-

tion with the age and gender of patients and 
tumor location, increased with the elevation 
of carcinoma differentiated degrees, and was 
markedly higher in cancer-adjacent tissues than 
that in cancer tissues (30.47% vs 1.64%, P < 0.001). 
The proliferation index had no correlation with 
the age and sex of patients, tumor location and 
lymphatic metastases, increased with the reduc-
tion of carcinoma differentiated degrees. From 
the view of differentiation, Survivin expression 
was negatively correlated with the apoptosis in-
dex (r = -0.85), but positively correlated with the 
proliferation index (r = 0.87) in pancreatic carci-
noma tissues. From the view of metastases, the 
apoptosis index was negatively correlated with 
Survivin expression (  = -0.81). 

CONCLUSION: Survivin gene plays an impor-
tant role in the pathogenesis and development 
of pancreatic carcinoma. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Survivin; Ki-67; 
Apoptosis index; Proliferation index; Immunohisto-
chemistry; TUNEL method
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摘要
目的: 观察胰腺癌组织Survivin的表达与细胞
凋亡、增殖的关系. 

方法: 采用TUNEL法和免疫组化法检测64
例胰腺癌及癌旁组织的细胞凋亡指数(AI)与
增殖指数(PI)及Survivin表达, 分析AI、PI与
Survivin表达和临床病理因素的相关性. 

结果: Survivin蛋白在癌旁组织无表达, 在胰
腺癌组织阳性率为87.9%, 两者比较差异显著
(P <0.001). AI与年龄、性别及肿瘤部位无关, 
随胰腺癌组织分化程度的增加而增加, 癌旁
组织显著高于胰腺癌组织(30.47% vs  1.64%, 
P <0.001); PI与年龄、性别、肿瘤部位及淋巴
结转移无关, 而与癌组织的分化程度相关, 随
着胰腺癌分化程度的降低而增加. 从分化程
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现在一般都认为
Survivin在胰腺癌
组织中呈高表达, 
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度观察, 胰腺癌组织AI与Survivin表达水平呈
负相关(r  = -0.85), PI与Survivin表达水平呈正
相关(r  = 0.87); 从有无转移来看, 胰腺癌AI与
Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.81). 

结论: Survivin凋亡抑制基因在胰腺癌发生和
发展中起重要作用.

关键词: 胰腺癌; Survivin; Ki-67; 凋亡指数; 增殖

指数; 癌旁组织; 免疫组化; TUNEL法
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0  引言

Surv iv in是1997年耶鲁大学Altieri[1]实验室利

用效应细胞蛋白酶受体(effector cell protease 
recepror 1, EPR-1)cDNA筛选人类基因组文库

获得的凋亡抑制蛋白(inhibitory of apoptosis 
protein, IAP). Survivin是迄今已鉴定的8个IAPs
家族成员中分子质量(16.5 kDa)最小和最具有基

础与临床意义而倍受关注的分子. Survivin除了

能以特征性的结构直接或间接抑制Caspase依赖

或Caspase非依赖的凋亡途径之外, 更重要的是

他表达的特异性与功能的多样性. Survivin在几

乎所有的人类肿瘤中高表达, 在正常终末分化

的成年组织或细胞中不表达[1-2]. 现在一般都认

为Survivin在胰腺癌组织中呈高表达, 并与胰腺

癌的分化程度、分期、淋巴结转移等生物学行

为和临床特征有关, 对胰腺癌的诊断和预后判

断有价值[2-5]. 
因为Surv iv in是目前所知最强的凋亡抑制

基因之一, 因此Surv iv in表达水平与某些恶性

肿瘤的凋亡水平呈负相关, 但是在胰腺癌细胞

中Surv iv in与细胞凋亡水平之间的关系研究较 
少[6-8]. 本研究通过标记胰腺癌组织Ki-67基因及

应用TUNEL法测定的凋亡指数比较了胰腺癌组

织中增殖指数(PI)与凋亡指数(AI)的水平、二者

与Survivin的关系, 并探讨胰腺癌细胞凋亡水平

与肿瘤临床特征之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 64例胰腺导管细胞癌手术切除的石蜡

标本, 均为南京医科大学第一附属医院近10年
手术切除标本, 均包括癌组织和癌旁组织, 由
本院病理科处理并诊断. 抗人Survivin多抗购自

Santa-Cruze公司; 抗人Ki-67多抗购自长岛公司; 
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HRP标记通用型二抗、DAB显色液为长岛公司

产品; 枸橼酸盐缓冲液、PBS缓冲液为迈新公司

产品; 防脱片剂购自迈新公司; 乙醇、苏木素、

二甲苯、中性树胶均为本科实验室常备. TACS-
BLUE TUNEL原位凋亡检测试剂盒购自美国

R&D公司, 包含: 蛋白酶K, TdT标记缓冲液, TdT
终止缓冲液, dNTP混合液, TdT酶, 链菌素-过氧

化物酶, TACS蓝色标记液, Mg2+溶液, 核快红溶

液. 其他实验仪器为本实验室常备.
1.2 方法 64例胰腺导管细胞癌组织及癌旁组织, 
按年龄、性别、肿瘤部位、分化程度和有无淋

巴结转移等临床及生物学特征进行分析. 免疫

组化采用SP一步法, Surv iv in一抗的工作浓度

为1∶200. 以PBS代替一抗作为空白对照. 免疫

组化的阳性表达程度通过计数高倍视野下1000
个特定细胞的染色结果判定, 染色阳性细胞为

胞质或胞核内出现棕褐色深染区或颗粒样深染

区. 以图像扫描仪分析阳性染色区域百分比作

为Survivin的表达程度, 空白对照的染色灰度作

为阴性对照. 采用免疫组化标记胰腺癌组织的

Ki-67基因, Ki-67在胰腺导管细胞癌的工作浓

度为1∶25, 染色后计数1000个癌细胞, 细胞核

出现棕褐色深染为染色阳性, 根据阳性染色结

果的百分比计算PI. TUNEL法测定胰腺癌组织

的AI, 按TACS-BLUE试剂盒说明进行, 染色后

观察1000个癌细胞, 细胞核蓝色深染为阳性细

胞染色, 根据阳性染色结果的百分比计算AI. 以
PBS代替TdT酶的步骤作为空白对照.
统计学处理 SAS统计软件处理数据, AI与PI

按率的比较作方差分析, Survivin、AI与PI的相

关性按Spearman等级相关分析.

2  结果

2.1 胰腺癌组织和癌旁组织Surv iv in表达 Sur-
v iv in蛋白在癌旁组织无表达, 而胰腺癌组织可

见大量的棕褐色深染区, 阳性率为87.9%, 与癌

旁组织比较(图1, P <0.001).
2.2 胰腺癌组织AI和PI TUNEL染色可见空白对

照组未见阳性的蓝色深染区, 注意红色染色为

阴性. 胰腺癌组织可见数量不等的少量凋亡细

胞: 低分化胰腺癌见散在细胞核染成深蓝色阳

性, 中分化组可见较多细胞核染成深蓝色, 高分

化组见胰腺癌细胞蓝色深染区增加; 而胰腺癌

旁组织可见大量的凋亡细胞染色. 由此分析得

到的AI表明, 胰腺癌旁组织的AI明显高于胰腺

癌组织(30.47% vs  1.64%, P <0.001, 图2, 表1). 64
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■研发前沿
Survivin是目前所
知最强的凋亡抑
制基因之一, 其表
达水平与某些恶
性肿瘤的凋亡水
平程负相关, 但在
胰腺癌细胞中的
研究较少. 



倪金良, 等. 胰腺癌组织Survivin的表达与细胞凋亡、增殖的关系                                                		            1427

www.wjgnet.com

例胰腺癌按不同年龄、性别、部位分组, 各组

之间的AI无显著差异(P >0.05); AI与胰腺癌的分

化程度和转移有关, 随着分化程度的的增加, 凋
亡细胞数增加, 胰腺癌细胞AI增加(P <0.01, 图2, 
表1); 有淋巴结转移组胰腺癌的AI亦低于无淋巴

结转移组(P <0.01, 表1). 
K i-67阳性染色为细胞核部位呈棕褐色深

染, 阴性者为苏木素染成蓝色. Ki-67在癌旁组

织中无表达, 在胰腺导管细胞癌中的表达率为

94.4%, 明显高于癌旁组织(P <0.001, 图3). 染色

结果表明PI与年龄、性别、肿瘤部位及淋巴结

转移无关, 而与肿瘤分化程度有关, 随着胰腺癌

分化程度的降低则PI增加(P <0.01, 表1). 
2.3 胰腺癌组织Survivin表达与AI、PI相关性 从
分化程度观察, 胰腺癌组织AI与Survivin表达水

平呈负相关(r  = -0.85); PI与Survivin表达水平呈

正相关(r  = 0.87); 从有无转移来看, 胰腺癌AI与
Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.81, 表2).
2.4 胰腺癌组织与癌旁组织AI比较 不同年龄、

性别、部位、分化程度和有无淋巴结转移组的

胰腺癌, 其癌旁组织的AI无显著性差异; 而胰腺

癌的癌旁组织的AI显著高于癌组织(P <0.001).

■相关报道
Kawasaki et al报
道了Surv iv i n在
结直肠癌的表达
情况 ,  其中9 1例
(53.2%)阳性, 癌
旁正常组织均无
表达.

A B
图  1  Survivin在胰腺癌
和癌旁组织的表达(苏木
素复染×200). A: 胰腺导
管细胞癌组织; B: 癌旁

组织.

A B C

D E

图  2  胰腺癌TUNEL染色(×200). A: 空白对照; B: 低分化胰腺癌; C: 中分化胰腺癌; D: 高分化胰腺癌; E: 胰腺癌旁.

A B
图  3  Ki-67在胰腺导管
细胞癌和癌旁组织的表
达(苏木素复染×200). A: 
胰腺导管细胞癌组织; B: 

癌旁组织.
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■应用要点
本研究为胰腺癌
的基因治疗选择
靶基因提供了初
步的理论依据. 

3  讨论

细胞凋亡是一种基因调控下的细胞生理性死亡

过程, 该过程受凋亡促进因子和凋亡抑制因子

的共同调节. 凋亡的主要路径有二条, 即外源性

和内源性路径[1,9]. 前者通过与TNF相关蛋白, 如
Fas、Fas-L等细胞的死亡受体结合, 通过FADD
激活起始Caspase-8, 经效应Caspase即Caspase-3
和/或Caspase-7执行凋亡作用; 后者通过化疗药

物、电离辐射(IR)等基因毒促使细胞线粒体释

放细胞色素C, 经Apaf-1激活起始Caspase-9及
经Bid激活起始Caspase-8, 再激活效应Caspase
即Caspase-3和/或Caspase-7执行凋亡作用. 可见

Caspase-3(-7)是内外源性凋亡途径的共同信号

途径[9]. 
IAPs是近10年来发现的抑制细胞程序性死

亡的一组蛋白因子, 对肿瘤的发生和耐受治疗

起重要的作用[9]. IAPs广泛存在于各种恶性肿

瘤中, 属于凋亡抑制因子家族, 所抑制凋亡启

动因子的种类比目前已知的包括bc l-2 家族在

内的所有凋亡抑制基因更多. Survivin是目前所

知相对分子质量最小的IAP成员, 仅由142个氨

基酸和N-末端一个单独的杆状病毒凋亡抑制

因子重复序列(baculoviral inhibitor of apoptosis 
repeat, BIR)结构域构成. Survivin具有强大的

抑制凋亡的功能, 能够直接抑制内外凋亡途径

的共同信号分子Caspase-3和Caspase-7的活性, 
使Caspase-3不能有效地水解微管结构蛋白, 因
而维持了纺锤体的完整性, 使细胞有丝分裂得

以进行, 同时Surv iv in与周期蛋白激酶cdk4、
p34cdc2相互作用阻断凋亡信号转导通路这二条

途径来抑制细胞凋亡. Survivin抑制Fas、Bax、
Caspases及多种化疗药物诱导的凋亡. 已证实

Survivin表达阳性与凋亡抑制和肿瘤的复发呈正

相关, 而Survivin的高表达也与多种肿瘤对放疗

和化疗的敏感性和预后呈负相关. 
肿瘤组织内Survivin的表达具有普遍性, 胃

肠道恶性肿瘤中也存在着Survivin的高表达. Lu 
et al [10]用免疫组化的方法分析了174例胃癌, 其
中60例(34.5%)呈不同程度的阳性表达, 癌旁正

常组织均无表达. 其表达与p53和Bcl-2的表达正

相关, 与胃癌凋亡指数负相关. Kawasaki et al [11]

报道了Survivin在结直肠癌的表达情况, 其中91
例(53.2%)阳性, 癌旁正常组织均无表达. 该作者

还发现Survivin在低度异常增生腺瘤、高度异常

增生腺瘤和腺癌组织中的表达依次增高, 凋亡

指数依次降低, Ki-67标记的增殖指数和血管密

度依次增高, 从而认为Survivin在人类结直肠肿

瘤由低恶性到高恶性的发展过程中起着重要的

作用. Satoh et al [12]用免疫组化、RT-PCR等方法

对4株胰腺癌细胞株、56例不同的胰腺病变组

织标本进行了Survivin与胰腺癌关系的研究. 结
果表明胰腺癌阳性率为76.9%, 而非癌组织均为

阴性, 在IPTM组织中为56.3%. 近来, 有学者发

现胰腺导管上皮上皮内瘤变也有Survivin少量表

达, 并且随着瘤变级别增高, Survivin的表达水平

也逐渐增高, 则提示Survivin在胰腺癌的发病早

期可能也有作用, 有待进一步的研究[13]. 
在胰腺癌中高表达的Surv iv in与凋亡指数

(AI)呈负相关. 提示胰腺癌早期发病和进展过程

中Survivin的表达即上调, 而凋亡受抑制. Sarela 
et al [14]研究发现52例胰腺癌中Survivin的阳性率

为88%, p53阳性率为54%, bcl-2为12%. Survivin
的表达与细胞的增殖与凋亡指数均相关. 多种

研究结果表明, Survivin阳性时, 凋亡指数显著下

降, 而凋亡指数低者其预后明显差于凋亡指数高

者. Survivin表达阳性与否及对凋亡的抑制程度

是评判胃肠道恶性肿瘤发展及预后的重要指标. 
本研究采用TUNEL法和免疫组化观察和比

较了胰腺癌和癌旁组织的AI和PI, 并与Survivin
的相关性进行了比较. 我们的结果表明AI与胰

表  2  胰腺导管细胞癌组织Survivin表达与AI、PI相关性(%)

     
指标	                    n      Survivin表达率         AI	    PI

分化程度	       高      25           63.6	    2.66	 70.8

                      中      17           71.2	    1.28	 89.7

                      低      22           94.3	    0.75	 98.5

淋巴结转移    有      33           93.1	    0.69	 97.9

                      无      31           78.6	    1.72	 94.3

表  1  胰腺导管细胞癌组织AI和PI的检测

     
分组                               n      AI(%)      PI(%)     癌旁组织AI(%)

年龄(岁)     ≥55	   35     1.52     92.3           28.7

                  <55	   29     1.61     95.7           27.2

性别           男	   30     1.48     91.8           32.9

                  女	   34     1.55     96.6           31.8

分化程度	   高	   25     2.66     70.8           28.9

                  中	   17     1.28     89.7           31.5

                  低	   22     0.75     98.5           27.6

部位           胰头	   41     1.61     94.3           29.5

                  体尾部	   23     1.54     92.5           32.1

淋巴结       有	   33     0.69     97.9           32.7

转移           无	   31     1.72     94.3           30.6
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■同行评价
本文论述条理, 内
容全面 ,  结论可
靠, 国内期刊物无
类似文章, 是一篇
较好的论著. 

腺癌的分化程度有关, 随着分化程度的降低, 胰
腺癌细胞AI下降(P <0.01); 有淋巴结转移组胰腺

癌的AI亦低于无淋巴结转移组(P <0.01). PI也与

分化程度有关, 随着胰腺癌分化程度的降低则PI
增加; 而胰腺癌Survivin表达与AI和PI的相关性

结果提示, 从胰腺癌分化程度观察, 胰腺癌组织

AI与Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.85); PI与
Survivin表达水平呈正相关(r  = 0.87); 从有无淋

巴结转移观察, 胰腺癌AI与Survivin表达水平呈

负相关(r  = 0.81); 各分组的胰腺癌, 其癌旁组织

的AI均显著高于癌组织(P <0.001). 以上结果进

一步表明了胰腺癌Surv iv in与凋亡之间的密切

关系, 与文献报道基本一致[12,14]. 提示Survivin这
一凋亡抑制基因在胰腺癌发生和发展中的重要

作用, 也为我们研究胰腺癌的基因治疗时选择

Survivin作为靶基因提供了理论依据. 已有学者

研究利用反义寡核苷酸、mRNA剪切和DNA疫

苗等技术, 抑制Survivin的转录与表达, 从而降低

培养癌细胞的恶性表型, 甚至抑制肿瘤的生长

等[15-18], 探索Survivin的临床应用价值. 
本研究TUNEL染色采用TACS-BLUE试剂

盒, 阳性显色为蓝色, 而Ki-67阳性染色为棕褐色, 
两者对比鲜明, 非常易于分析. 因胰腺癌旁组织

几乎无Ki-67表达, 所以无法检测癌旁组织的PI. 
今后可以考虑使用其他反映增殖水平的分子标

志如增殖细胞核抗原(PCNA)或溴化脱氧尿嘧啶

核苷(BrdU)染色, 在正常组织中也有表达, 不过

他们可能不具备如Ki-67与Survivin的密切关系. 
不同年龄、性别、分化程度和有无淋巴结转移

组的胰腺癌旁组织的AI无显著性差异, 表明胰腺

癌旁组织的AI与肿瘤的临床与生物学特征无关.
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