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Abstract
AIM: To establish a real-time fluorescent 
quantitative reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR) system for determining 
the expression of human telomerase reverse 
transcriptase (hTERT) mRNA in colorectal 
cancer (CRC), and to evaluate their diagnostic 
value for micrometastasis of CRC.

METHODS: The expression of hTERT mRNA 
in 53 CRC patients and 21 healthy subjects was 

determined using real-time fluorescent quantita-
tive RT-PCR. Correlations between their expres-
sion and clinical pathological characteristics of 
CRC were analyzed. Receiver operating charac-
teristic curve (ROC curve) was used to evaluate 
the diagnostic value for micrometastasis of CRC.

RESULTS: The expression levels of peripheral 
blood hTERT mRNA were significantly higher 
in CRC patients than in the normal controls (t′ = 
7.953, P < 0.05), and their expressions were cor-
related with lymph node metastasis, hematog-
enous metastasis and TNM staging of CRC (t′/t 
= 2.334, 2.149, 2.460, all P < 0.05). The area under 
ROC curve of hTERT mRNA in diagnosing CRC 
was 0.91, and the cutoff value was Ct≤32.

CONCLUSION: Real-time fluorescent quanti-
tative RT-PCR has an advantage of giving the 
quantitative expression of hTERT mRNA com-
pared with the traditional PCR which was only 
applied to the qualitative expression. Peripheral 
blood hTERT mRNA is a novel and excellent 
marker for micrometastasis of CRC.

Key Words: Colorectal neoplasms; Micrometastasis; 
Human telomerase reverse transcriptase; Real-
time fluorescent quantitative reverse transcriptase 
polymerase chain reaction
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摘要
目的: 建立外周血端粒酶逆转录酶(hTERT) 
mRNA表达量检测的实时荧光定量逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)系统, 检测结直肠癌患
者hTERT mRNA的表达并探讨其对结直肠癌
微转移的诊断价值. 

方法: 用实时荧光定量RT-PCR技术检测53例
结直肠癌患者和21名健康人的外周血标本
hTERT mRNA表达情况, 分析其表达与肿瘤

®

■背景资料
端粒酶活性检测
对于恶性肿瘤的
诊断具有较强的
专一性, 被认为是
目前最具特异性
和普遍性的恶性
肿瘤标志物. 本�
�采用敏感的实
时荧光定量逆转
录聚合酶链反应
(RT-PCR)检测结
直肠癌患者外周
血端粒酶逆转录
酶(hTERT)mRNA
表达, 探讨其对结
直肠癌微转移的
诊断价值. 
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临床病理特征的关系并应用接受者操作特征
曲线(ROC曲线)分析hTERT mRNA检测对结
直肠癌的诊断价值. 

结果: 结直肠癌组外周血hTERT mRNA表达
水平显著高于正常对照组(t ' = 7.953, P <0.05), 
其表达与肿瘤淋巴结转移、血行转移和TNM
分期相关(t '/t  = 2.334, 2.149, 2.460, 均P <0.05). 
hTERT mRNA诊断结直肠癌的ROC曲线下面
积0.91, 诊断界值为Ct≤32.

结论: 应用实时荧光定量RT-PCR技术克服了
传统PCR只能定性检测而不能定量检测的缺
点; 外周血hTERT mRNA可作为诊断结直肠
癌微转移的标记物.

关键词: 结直肠肿瘤; 微转移; 外周血端粒酶逆转录

酶(hTERT)mRNA; 实时荧光定量逆转录聚合酶链
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0  引言

传统的PCR技术由于不能准确的定量, 敏感度及

特异性较差等缺点, 在临床上的应用受到限制. 
因此为更准确地进行定量, 人们对PCR技术不断

革新, 其中实时荧光定量PCR技术是其中最成功

的一种, 目前广泛用于mRNA定量研究[1]. 
结直肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 

约50%新诊断的结直肠癌患者最终发生转移, 接
受根治手术者约20%-45%于5年内出现转移[2-3], 
而这些患者在术中探查和手术前后常规检查(包
括B超、CT、常规病理检查等)时可能并未发现

显性转移灶. 因此, 早期发现结直肠癌微转移具

有重要意义. 本研究采用敏感的实时荧光定量

逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测结直肠癌患

者外周血端粒酶逆转录酶(hTERT)mRNA的表

达水平, 进一步了解其对诊断结直肠癌微转移

的诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 青岛市市立医院2007-01/2008-02 53例
住院结直肠癌患者外周血标本为肿瘤组, 诊断经

病理学检查证实, 未接受过化疗、放疗和免疫治

疗, 其中男34例, 女19例, 年龄25-78(平均58)岁. 
同期21名健康体检者的外周血标本作为正常对

照组, 其中男12例, 女9例, 年龄23-55(平均42)岁. 
主要试剂和仪器: Ficoll分离液和Simply P总RNA
提取试剂盒(杭州博日科技有限公司); SYBR 
GreenⅠ嵌合荧光法实时RT-PCR试剂盒(TaKaRa
公司). 实时荧光定量PCR仪(ABI 7500 Real-time 
PCR System, Applied Biosystems).
1.2 方法 
1.2.1 外周血单个核细胞分离: 采集受试者空腹

静脉血5 mL, EDTA-Na抗凝, 3 h内经Ficoll分离

液分离, 反复离心、洗涤细胞, 末次离心后弃上

清, -70℃低温冰箱保存.
1.2.2 RNA提取: 严格按照试剂盒操作说明进行. 
所得RNA A 260nm/A 280nm介于1.7-2.2之间, 符合纯

度要求.
1.2.3 实时荧光定量RT-PCR: 根据GenBank中的

相应序列, 以Primer Premier 5.0软件设计引物, 
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成(表
1). 逆转录和PCR反应严格按照试剂盒操作说明

进行: 10 μL逆转录反应体系: 5×PrimeScriptTM 
Buffer 2 μL, PrimeScriptTM RT Enzyme Mix 0.5 
μL, Oligo dT Primer 0.5 μL, Random 6 mers 0.5 
μL, Total RNA 2 μL, RNase Free dH2O 4.5 μL, 反
应条件: 37℃ 25 min, 85℃ 1 min, -20℃保存备

用. 20 μL PCR反应体系中含SYBR® Premix Ex 
TaqTM 10 μL、正义和反义PCR引物(6 μmol/L)
各0.7 μL、ROXTM Passive Reference Dye 0.4 
μL、dH2O 6.2 μL和模板mRNA 2 μL, 反应条件: 
95℃ 10 s; 95℃ 5 s, 60℃ 45 s, 共40个循环, 反应

结束后, 由电脑自动分析计算出定量结果. 
1.2.4 结果判断: △循环阈值(cycle threshold, Ct) = 
样品Ct均值-内参照Ct均值, △△Ct = △Ct-(随机

阴性对照样品Ct均值-该样品内参照Ct均值), 以2-

△△Ct表示样品中目的基因初始cDNA相对表达量.
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件, 组间

计量资料的比较采用t检验. 计算各截断点Ct值
诊断结直肠癌的敏感性、特异性、阳性预测值

(PPV)和阴性预测值(NPV), 确定接受者操作特

征曲线(ROC曲线)的曲线下面积(AUC). P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 结直肠癌患者与正常对照组hTERT mRNA
表达情况 结直肠癌患者外周血中hTERT mRNA
的荧光定量扩增曲线呈现典型的S型曲线(图1), 
融解曲线分析可见只有单峰值, 排除了非特异

性扩增(图2), 其表达水平均明显高于正常对照

■研发前沿
前期��显示端
粒酶与结直肠癌
组织相关性的�
�取得了重大进
展, 近年来外周血
肿瘤微转移成为
��的热点, 但是
传统影像学检查
手段如B超、CT
等以及血清肿瘤
标记物检测难以
发现肿瘤微转移
灶 ,  因 此 外 周 血
端粒酶逆转录酶
(hTERT)mRNA表
达有可能成为判
断结直肠癌微转
移是否发生的一
项敏感指标.
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组(P <0.05, 表2).
2.2 结直肠癌患者外周血hTERT mRNA表达与

临床参数的关系 53例结直肠癌患者按患者的年

龄、性别及肿瘤的临床分期, 有无血行转移和

淋巴结转移, 浸润深度, 分化程度, 肿瘤直径的

大小进行分组, 观察外周血hTERT mRNA在结

直肠癌患者中的表达情况. 由表3可见: 结直肠

癌患者外周血中hTERT mRNA的检出率与患者

的淋巴结转移、血行转移及临床分期呈正相关

(P<0.05), 而与患者的年龄、性别、肿瘤大小、分

化程度等临床病理参数差异无统计学意义(表3).
2.3 ROC曲线分析 根据各组标本hTERT mRNA
的Ct值, 作ROC曲线分析, 肿瘤组与健康对照组

的ROC曲线中曲线下面积(AUC)为0.91(图3); 以
第3个截割点即Ct≤32为临床诊断参考值阈点较

佳, 在该截割点诊断的敏感性和特异性均较高, 
hTERT mRNA敏感性与特异性之和为最大, 即发

现真正患病者和非患病者的总能力最大(表4).

3  讨论

实时荧光定量P C R是检测P C R过程中每一个

循环产物的有效而可靠的方法, 在最佳实验条

件、相同扩增效率的前提下, 反应体系产生一

定强度的荧光信号所需的扩增循环数与反应体

系中的原始模板数成反比. 在实时PCR指数扩

增期的某一个时刻, 标本发出的信号比背景信

号强得多, 此时即为阈值, 因此PCR反应进行需

要一定数量的循环, 使产物能产生足够的荧光

■创新盘点
本文应用实时荧
光 定 量 RT- P C R
技术从mRNA水
平 阐 述 h T E R T 
mRNA表达对结
直肠癌微转移的
诊断价值.

表  1  PCR引物序列

     
目的基因			                     序列			   产物长度(bp)

hTERT	             正义 5'-CAG CTC CCA TTT CAT CAG CAA-3'	        115

	             反义 5'-GCG ACA TCC CTG CGT TCT T-3'

GAPDH	             正义 5'-TCA TGG GTG TGA ACC ATG AGA A-3'	        146

(内参照)	             反义 5'-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3'

表  2  各组外周血hTERT mRNA的阳性表达水平(mean±
SD, 2-△△Ct)

     
分组            n                hTERT mRNA	   t '值	   P

肿瘤组	 53         13.9990±7.7552       7.953      <0.05

对照组	 21           0.4770±0.3855
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图  1  部分患者标本hTERT mRNA荧光定量扩增曲线.

图  2  部分患者标本hTERT mRNA荧光定量熔解曲线.
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表  3  结直肠癌患者外周血hTERT mRNA表达与临床参数
的关系

     
临床参数	          n 	  hTERT mRNA表达    t 值或t '值	 P 值

性别				    0.483     0.631

    男	        34	 13.6119±7.2253	

    女	        19	 14.6918±8.7891		

年龄				    1.070     0.319

    <50	        16	 12.3686±7.3889	

    ≥50	        37	 14.7040±7.9014		

肿瘤直径(cm)			   0.350     0.728	

    <5	        30	 14.3280±6.7292	

    ≥5	        23	 13.5699±9.0623		

分化程度:				   0.308     0.760

    高中分化     24	 14.3623±6.8191	

    低未分化     29	 13.6983±8.5610		

浸润深度				    0.518     0.607

    未及浆膜     18	 13.2245±5.9136	

    浸及浆膜     35	 14.3973±5.6523		

淋巴结转移 			   2.334     0.024

    无转移	       28	 11.7445±8.2543	

    有转移	       25	 16.5240±6.4099		

血行转移				    2.149     0.036

    无转移	       35	 12.4113±8.9409	

    有转移	       18	 17.0861±2.9671		

TNM分期				   2.460     0.017

    Ⅰ-Ⅱ	        27	 11.5443±8.3420	

    Ⅲ-Ⅳ	        26	 16.5481±6.2816		
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以达到阈值, 此时的循环数称为Ct, 当扩增完成

后, 自动生成荧光强度曲线, 曲线横坐标为扩增

循环数, 纵坐标为荧光强度, 阳性标本呈现典型

的S型曲线, 而阴性对照是一条不规则的波浪线, 
根据阴性对照的最高点确定此次反应的基线, 
基线与荧光强度曲线相交的点即为拐点, 其对

应的横坐标的循环数为Ct值. 其方法操作简便, 
具有高度的敏感性和可信的特异性, 目前广泛

用于mRNA定量研究. 
消化系恶性肿瘤微转移的诊断是临床难题

之一, 许多早期肿瘤患者循环血中可能已有肿

瘤细胞存在, 但传统影像学检查手段如B超、CT
等以及血清肿瘤标记物检测难以发现微转移灶. 
外周血不仅是早期转移阶段肿瘤细胞播散的最

主要途径, 而且具有取材方便、重复性好、便

于筛查、随访等优点, 因此外周血肿瘤微转移

指标成为近年研究的热点[4]. 选择合适的检测指

标是肿瘤转移诊断最重要的环节. 我们应用端

粒重复序列扩增(TRAP)-银染法在国内率先系

统研究了端粒酶与消化系肿瘤的相关性. 前期

研究显示端粒酶在结直肠癌组织中高表达, 阳

性率达95.3%[5]. 近年端粒酶与恶性肿瘤相关性

的研究取得了重大进展, 很多实验证明在永生

化的细胞中, 如肿瘤细胞, 端粒酶是保持高度活

性的, 其活性与多种癌症肿瘤的预后有密切的

相关性[6-8]. Dasi et al采用实时定量RT-PCR半定

量测定结直肠癌、胰腺癌及淋巴瘤患者血清和

血有核细胞中hTERT mRNA的表达定量均高

于健康对照者的最高值, 差异有显著统计学意 
义[9-10]. Miura et al [11]应用该技术检测了78例原

发性肝细胞癌患者的血清hTERT mRNA, 89.7%
的患者结果阳性. Lledó et al [12]以实时定量RT-
PCR检测结直肠癌患者外周血hTERT mRNA, 结
果显示其表达量均高于健康对照者的最高值. 
本研究采用实时荧光定量RT-PCR结合相应熔

解曲线分析, 发现结直肠癌患者外周血hTERT 
mRNA表达水平显著高于正常对照组, 其表达水

平与肿瘤淋巴结转移、血行转移和TNM分期相

关, 并同时结合ROC曲线分析提示其对结直肠

癌微转移的诊断具有重要意义. 
用ROC曲线下面积评价诊断实验的准确性, 

一般认为, ROC曲线下面积在0.7-0.9时, 有一定

准确性, 面积在0.9以上时有较高的准确性[13-14]. 
本研究中hTERT mRNA检测诊断结直肠癌的

AUC为0.91, 提示hTERT mRNA检测对结直肠癌

外周血微转移具有较高的诊断价值. 
总之, 本研究使用的实时荧光定量聚合酶链

反应检测提示hTERT mRNA在结肠癌外周血中

有高表达, 外周血hTERT mRNA可作为诊断结

直肠癌微转移的标志物.
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世界华人消化杂志外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-28)
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■同行评价
本文针对结直肠
癌患者血中的端
粒酶逆转录酶的
表达, 应用荧光定
量实时PCR进行
检测, 分析其与结
直肠癌微转移的
关系 ,  设计合理 , 
具有一定的临床
实际应用价值; 其
方法较为先进, 有
一定的可操作性
和先进性; 统计了
较多的临床资料, 
有一定的普遍性.


