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［摘要］　目的：观察大肠癌组织中ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ的表达，探讨其与大肠癌生物学行为及临床预后的相关性。方法：应用半

定量ＲＴＰＣＲ方法观察８６例大肠癌组织及癌旁组织中ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ的表达水平；免疫组化法测定大肠癌组织中ＣＥＡ和

Ｐ５３蛋白的表达；微粒子酶联免疫荧光法（ＭＥＩＡ）检测大肠癌患者术前血浆ＣＥＡ、ＣＡ１９９水平。以８６例大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬ
ｍＲＮＡ的表达均值为界限，将大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达分为高表达、低表达，比较各临床、病理因素下大肠癌组织ｃＦＬＩ

ＰＬｍＲＮＡ的高表达率，比较高、低表达患者术后５年生存率的差异。结果：大肠癌组织中ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达均值明显高于

癌旁组织（０．５９±０．１０ｖｓ０．３６±０．１０，Ｐ＜０．０５）；８６例大肠癌患者中高表达５６例，高表达率为６５．１％。ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ高表

达率在ＤｕｋｅｓＢ、Ｃ、Ｄ期患者中依次增高，分别为５５．３％、６７．５％、１００％ （Ｐ＜０．０５）；ｃＦＬＩＰＬ高表达患者术后５年累计生存率

明显低于低表达患者（４１．１％ｖｓ５６．７％，Ｐ＜０．０５）。大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬ高表达率在除临床Ｄｕｋｅｓ分期外的其他不同临床、病

理指标下无显著差异。结论：ｃＦＬＩＰＬ表达可能与大肠癌患者临床分期及术后预后有一定相关性；检测大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬ表

达水平将有助于全面掌握患者病情、指导治疗并判断预后。
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　　细胞ＦＬＩＣＥ抑制蛋白（ｃＦＬＩＰ）基因是近年来发
现的抗凋亡基因，ｃＦＬＩＰ蛋白能抑制Ｆａｓ等死亡受
体介导的凋亡，包括短ｃＦＬＩＰ（ｃＦＬＩＰＳ）和长ｃＦＬＩＰ
（ｃＦＬＩＰＬ）两种形式［１］。肿瘤细胞表达ｃＦＬＩＰ蛋白

逃避Ｔ淋巴细胞介导的机体免疫监督［２］。前期研
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究［３］已证实大肠癌细胞及组织中均表达ｃＦＬＩＰＬ蛋
白，然而其与肿瘤临床病理因素的相关性及对临床
预后的影响目前尚不清楚。本研究应用半定量ＲＴ
ＰＣＲ法检测了大肠癌及相应癌旁正常组织中ｃＦＬＩ
ＰＬｍＲＮＡ的表达水平，探讨其与大肠癌患者临床病
理因素的相关性及对临床预后的影响。

１　材料和方法

１．１　临床资料　１９９９年４月至２０００年１２月间手
术治疗的８６例大肠癌患者，男５１例，女３５例，平均
年龄（６２．１±８．３）岁。所有标本均经病理确诊。标
本置液氮中保存，４％ 甲醛溶液固定并石蜡包埋。
按文献［４］标准，确定大肠癌相关临床、病理特征；按

Ｄｕｋｅｓ分期标准［５］进行大肠癌分期。所有临床特征
（包括性别、年龄、肿瘤部位、有无肠梗阻、术前血浆

ＣＥＡ和ＣＡ１９９水平等）均通过分析病历收集，病理
特征（包括肿瘤直径、大体类型、Ｄｕｋｅｓ分期、肿瘤肠
管浸润范围、是否存在淋巴结转移、有无远处转移、
肿瘤分化程度、组织学类型、肿瘤Ｐ５３及ＣＥＡ表达
阳性与否等）则通过分析病理报告和相关实验获得。

８６例术后均随访６～７年，分析患者的术后生存状
况，统计累计生存率。

１．２　ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ 半定量 ＲＴＰＣＲ检测　Ｑｉａ
ｇｅｎ试剂（德国）提取大肠癌及配对癌旁正常组织总

ＲＮＡ，每例取总ＲＮＡ５００ｎｇ，用 ＭＭＬＶ逆转录酶
（日本宝生物）进行逆转录，合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增

ｃＦＬＩＰＬ，同时扩增βａｃｔｉｎ作为内参照，每个标本至
少重复３次。９４℃３ｍｉｎ预变性后开始循环：９４℃
４５ｓ，５８℃ ４５ｓ，７２℃ ６０ｓ，共３２个循环，最后于

７２℃ 延伸５ｍｉｎ。ｃＦＬＩＰＬ引物序列：５′ＧＣＴＧＡＡ
ＧＴＣＡＴＣＣＡＴＣＡＧＣＴ３′（正义），５′ＣＡＴＡＣＴ
ＧＡＧＡＴＧＣＡＡＧＡＡＴＴ３′（反义）；βａｃｔｉｎ引物
序列：５′ＴＧＡ ＣＧＧ ＧＧＴ ＣＡＣＣＣＡ ＣＡＣ ＴＧＴ
ＧＣＣ３′（正义），５′ＣＴＧＣＡＦＣＣＴＧＴＣＧＧＣＡＡＴ
ＧＣＣＡＧ３′（反义）。扩增产物在１．５％琼脂糖凝胶
上电泳分离，并在凝胶成像系统中采用美国Ｉｍａｇｅ
ＰＣａｌｐｈａ９图像分析软件对结果进行图像分析，计
算每个样本所测得的ｃＦＬＩＰＬ与βａｃｔｉｎ条带的相对
光密度值。结果分析：以ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ 表达的相
对光密度值均值为界限，将大肠癌患者分为ｃＦＬＩＰＬ
ｍＲＮＡ高表达和低表达患者，计算高表达率。

１．３　大肠癌组织ＣＥＡ、Ｐ５３蛋白表达及术前血浆

ＣＥＡ、ＣＡ１９９的检测　采用链菌素过氧化物酶
（ＳＡＢＣ）免疫组化染色法对８６例大肠癌组织进行染
色，操作按ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德）说明书进行。

一抗为小鼠抗ＣＥＡ和ｐ５３ＩｇＧ单克隆抗体（武汉博
士德）。用已知ＣＥＡ和ｐ５３阳性切片作阳性对照，
阴性对照用ＰＢＳ缓冲液代替一抗。结果判定：细胞
质染色为阳性，阳性细胞占肿瘤细胞的２０％以上为
阳性，小于２０％为阴性。采用微粒子酶联免疫荧光
法（ＭＥＩＡ），应用ＡｘＳＹＭ 全自动酶免疫分析仪（美
国雅培公司）测定术前血浆ＣＥＡ和ＣＡ１９９浓度，
操作按说明书常规进行。

１．４　统计学处理　不同临床、病理特征下肿瘤组织

ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ高表达率的比较采用 ＡｂａｃｕｓＣｏｎ
ｃｅｐｔｓ公司ＳｔａｔＶｉｅｗ４．５统计软件进行χ

２检验；

ｃＦＬＩＰＬ高、低表达患者术后累计生存率的比较采用

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法；Ｌｏｇｒａｎｋ法分析组间差异。

２　结　果

２．１　大肠癌和配对癌旁正常组织中ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ
的表达　如图１所见，大肠癌及配对癌旁正常组织均
表达ｃＦＬＩＰＬ，８６例大肠癌组织中，ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ 表
达的 相 对 光 密 度 值 范 围 为 ０．３２～０．８２，均 值

０．５９±０．１０；而癌旁组织中的分布范围为０．１２～
０．６５，均值０．３６±０．１０。大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ
表达均值明显高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）。但由于癌组
织与癌旁组织ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达的相对光密度值范
围部分重叠，少数癌组织ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ相对光密度
值可略低于癌旁组织，如图１中３３号标本。

图１　大肠癌组织及癌旁正常组织中

ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ

ｔｉｓｓｕｅａｎｄｐｅｒｉｔｕｍｏｒｉａｌｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ；Ｎ：Ｐｅｒｉｔｕｍｏｒｉａｌｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｔ：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；

２７，３３，５：Ｓｐｅｃｉｍｅｎｎｕｍｂｅｒ

　　以ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达均值０．５９为界，将大肠
癌组织ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ表达分为高表达和低表达，
本组８６例大肠癌患者中有５６例患者高表达，高表
达率为６５．１％。

２．２　大肠癌组织ＣＥＡ、Ｐ５３蛋白的表达及术前血浆

ＣＥＡ、ＣＡ１９９浓度的测定　８６例大肠癌组织中

ＣＥＡ蛋白表达阳性７９例，阴性７例，阳性率为
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９１．９％；Ｐ５３蛋白表达阳性５１例，阴性３５例，阳性
率为５９．３％。８６例患者中术前ＣＥＡ血浆浓度高于
正常 ３４ 例，处于正常范围 ５２ 例，异常增高率

３９．５％；ＣＡ１９９血浆浓度高于正常５０例，处于正常
范围３６例，异常增高率４１．９％。

２．３　ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ表达与患者临床、病理因素及
术后５年生存率　如表１所示，肿瘤组织ｃＦＬＩＰＬ
ｍＲＮＡ高表达率在患者不同性别、年龄大于或小于

６５岁、不同肿瘤部位、有无肠梗阻、不同术前血浆

ＣＥＡ、ＣＡ１９９浓度间无显著差异。

表１　不同临床指标下ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ的表达

Ｔａｂ１　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

Ｉｎｄｅｘ Ｎ ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ（Ｈ）
［ｎ（％）］ Ｐ

Ｇｅｎｄｅｒ ＞０．０５
　　Ｍａｌｅ ５１ ３０（５６）
　　Ｆｅｍａｌｅ ３５ ２６（５９．３）
Ａｇｅｓ ＞０．０５
　　≤６５ｙｅａｒ ４２ ３０（６１．８）
　　＞６５ｙｅａｒ ４４ ２６（６０）
Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓ ＞０．０５
　　Ｃｏｌｏｎ ５２ ３４（５７．９）
　　Ｒｅｃｔｕｍ ３４ ２２（５７．６）
Ｂｏｗｅｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ＞０．０５
　　Ｐｒｅｓｅｎｔ ３０ ２１（５０）
　　Ａｂｓｅｎｔ ５６ ３５（５８．３）
ＣＥＡ（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１） ＞０．０５
　　≤５ ５２ ３６（５６．５）
　　＞５ ３４ ２０（５８．６）
ＣＡ１９９（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１） ＞０．０５
　　≤４０ ５０ ３５（７０）
　　＞４０ ３６ ２１（５８．３）

　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ（Ｈ）：ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　如表２所示，ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ高表达率在Ｄｕｋｅｓ
Ｂ、Ｃ、Ｄ期患者ｃＦＬＩＰＬ依次增高，分别为５５．３％（２１／

３８）、６７．５％（２７／４０）、１００％ （８／８，Ｐ＜０．０５）；而在不同
其他指标下（肿瘤大小、大体类型、肠管内浸润、分化
程度、组织学分型、有无淋巴结及远处转移以及肿瘤
组织ＣＥＡ、Ｐ５３蛋白表达与否）无显著差异。

　　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ高、低表达患者术后５年累计生
存率分别为４１．１％（２３／５６）、５６．７％（１７／３０），两者
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。

３　讨　论

　　ｃＦＬＩＰ是Ｉｒｍｌｅｒ等［１］１９９７年首先发现并克隆出
来的凋亡信号转导抑制蛋白，包括ｃＦＬＩＰＳ和ｃＦＬＩＰＬ
两种 形 式。ｃＦＬＩＰＬ 结 构 与 ｃａｓｐａｓｅ８ 相 似，包
括２个ＤＥＤ（ｄｅａｔｈｅｆｆｅｃｔｏｒｄｏｍａｉｎｓ）和１个ｃａｓｐａｓｅ

表２　不同病理特征下ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ的表达

Ｔａｂ２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄ

ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｉｎｄｅｘ Ｎ ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ（Ｈ）
［ｎ（％）］ Ｐ

Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｔｕｍｏｒｓ ＞０．０５
　　≤６ｃｍ ６６ ５０（５６．８）
　　＞６ｃｍ ２０ ６（６２．５）
Ｔｙｐｅｓｏｆｔｕｍｏｒｓ ＞０．０５
　　Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｔｙｐｅ １１ ８（６０）
　　Ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎｔｙｐｅ ４１ ２８（６２．５）
　　Ｌｕｍｐｔｙｐｅ ３４ ２０（５０）
Ｄｕｋｅｓｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＜０．０５
　　Ｂ ３８ ２１（５５．３）
　　Ｃ ４０ ２７（６７．５）
　　Ｄ ８ ８（１００）
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｗａｌｌ ＞０．０５
　　 ＞１／２ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ ２２ １３（５９．１）
　　≤１／２ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ ６４ ４３（５６．７）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ＞０．０５
　　Ｐｒｅｓｅｎｔ ４６ ３０（６０）
　　Ａｂｓｅｎｔ ４０ ２６（５６．３）
Ｒｅｍｏｔｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ＞０．０５
　　Ｐｒｅｓｅｎｔ １５ １２（６６．７）
　　Ａｂｓｅｎｔ ７１ ４４（５７．１）
Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ＞０．０５
　　Ｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ７ ２（４０）
　　Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ６９ ４７（５７．１）

　　Ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ １０ ７（８０）

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅｓ ＞０．０５

　　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ７６ ４９（６０）

　　Ｍｕｃｉｎｏｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ １０ ７（５６．３）

ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰ５３

　　（＋） ５１ ３１（６０．８） ＞０．０５

　　（－） ３５ ２５（７１．４）

ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＥＡ

　　 （＋） ７９ ５３（６７．１） ＞０．０５

　　 （－） ７ ３（４２．９）

　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ（Ｈ）：ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图２　ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ高表达、

低表达患者５年累积生存率比较

Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄ５ｙｅａｒａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ
　　ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ（Ｈ）：ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｃＦＬＩＰＬ

ｍＲＮＡ（Ｌ）：ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃＦＬＩＰＬ

ｍＲＮＡ（Ｌ）
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相似 区；而 ｃＦＬＩＰＳ 只 有 ２ 个 ＤＥＤ。ｃＦＬＩＰＬ 和

ｃＦＬＩＰＳ都能同 ＦＡＤＤ 和 ＦＬＩＣＥ 结合，强效抑制

Ｆａｓ、ＴＲＡＭＰ、ＴＲＡＩＬＲ（ＤＲ４）和ＴＮＦＲ１等死亡
受体诱导的细胞凋亡。已有研究证实ｃＦＬＩＰ在恶性
黑素瘤、结肠癌、肺小细胞癌、子宫内膜癌、胃癌、前
列腺癌等多种人类肿瘤中均呈过表达状态，而对应
的正常组织或良性病变中ｃＦＬＩＰ不表达或低表达。

　　Ｒｙｕ等［６］研究发现大肠癌细胞可通过表达

ｃＦＬＩＰＬ逃避Ｔ淋巴细胞介导的机体免疫监督。研
究［７８］发现，用ｓｉＲＮＡ技术抑制大肠癌细胞的ｃＦＬＩ
ＰＬ表达可增强化疗药物诱导凋亡的作用，而与ｐ５３
基因表达状态无相关性。亦有研究［９］认为ｃＦＬＩＰＬ
的表达量与Ｐ５３的积累呈负相关，ｃＦＬＩＰＬ抗凋亡作
用受肿瘤细胞Ｐ５３表达状态的影响。本研究结果表
明ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ高表达率在Ｐ５３蛋白不同表达状
态的大肠癌组织间无显著差异，提示ｃＦＬＩＰＬ抗凋亡
作用与ｐ５３基因表达状态无关，与文献［７８］报道一

致。

　　ＣＥＡ酸性糖蛋白是结直肠腺癌的特异肿瘤标志
物。大肠癌患者术前ＣＥＡ蛋白血浆浓度异常增高，
常提示患者术后预后不佳［１０］。ＣＡ１９９是表达在高分
子量黏蛋白糖类位点的单涎酸神经节苷脂，不具有器
官特异性，在多种腺癌中均高表达。大肠癌患者术前

ＣＡ１９９蛋白血浆浓度异常增高，提示患者术后肝外
转移可能性大，预后欠佳［１１］。ｃＦＬＩＰ表达水平与

ＣＥＡ、ＣＡ１９９表达的相关性研究国内外尚未见报道。
本研究结果表明，ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ高表达率在术前血
浆ＣＥＡ不同浓度及大肠癌组织中ＣＥＡ表达不同程
度下无显著差异；ｃＦＬＩＰＬ ｍＲＮＡ高表达率在不同术
前血浆ＣＡ１９９浓度下亦无显著差异。这提示ｃＦＬＩ
ＰＬ表达与ＣＥＡ、ＣＡ１９９表达状态可能相关性不大。

　　ｃＦＬＩＰ表达与大肠癌患者临床、病理指标的相关
性及其对患者临床预后的影响目前仍有争议。已有
研究表明，甲状腺癌［１２］、子宫内膜癌［１３］和肝癌［１４］组织

ｃＦＬＩＰ高表达可能提示患者预后较差，子宫内膜癌［１３］

和肝癌［１４］组织ｃＦＬＩＰ表达与临床分期及浸润范围等
指标有关。亦有研究［１５］表明恶性胶质瘤ｃＦＬＩＰ表达
程度与预后无明显相关。本研究发现癌旁组织中

ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达显著低于癌组织（Ｐ＜０．０５）；大肠
癌ｃＦＬＩＰＬ高表达率随Ｄｕｋｅｓ分期明显增高，ＤｕｋｅｓＤ
期明显高于Ｃ期和Ｂ期，但与其他临床、病理因素（年
龄、性别、肿瘤大小、大体类型、肠管内浸润、分化程
度、组织学分型和远处转移等）未见明显相关。结果
还表明大肠癌ｃＦＬＩＰＬ高表达患者预后明显不佳，术后

５年累计生存率明显低于低表达患者（Ｐ＜０．０５），与

甲状腺癌、子宫内膜癌及肝癌组织类似。

　　综上所述，本研究结果表明ｃＦＬＩＰＬｍＲＮＡ表达
可能与大肠癌患者临床Ｄｕｋｅｓ分期及术后预后有一
定相关性，对大肠癌组织ｃＦＬＩＰＬ表达水平进行检测
将有助于全面掌握病情、指导治疗及判断预后。
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