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定量检测膀胱尿路上皮癌患者手术前后外周血中 survivin mRNA

的临床意义

陈平锋

(衡阳市南华大学附属第一医院泌尿外科，湖南 衡阳 421001)

[摘　要] 目的：研究膀胱移行细胞癌患者手术前后全血中survivin mRNA表达变化及其临床意义。方法：采

用qRT-PCR检测47名非肌层浸润膀胱癌患者与25名正常人群手术前后外周血中survivin mRNA表达量

并构建受试者工作特征(receiver operating characteristic，ROC)曲线。结果：术前膀胱癌患者survivin 

mRNA表达水平是正常人群的4.06倍(P<0.05)，经ROC曲线分析，区别膀胱癌患者与正常人群的

survivin表达临界值为1.4×10−2，患者组术后各时间点survivin表达水平明显低于术前水平(P<0.05)，

survivin mRNA水平高于临界值的术后患者较低于临界值的患者复发率高(P<0.05)。结论：qRT-PCR

可简单敏感地检测全血中sur v iv in  mR NA水平，sur v iv in可作为用于膀胱癌诊断及复发判断的标

志物。
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Clinical significance of survivin mRNA detection in the 
peripheral whole blood of patients with bladder urothelial 

carcinoma before and after surgery

CHEN Pingfeng

(Department of Urology, First Affiliated Hospital, University of South China, Hengyang Hunan 421001, China)

Abstract Objective: To investigate the mRNA expression of survivin in whole blood of patients with bladder urothelial 

carcinoma. Methods: Levels of survivin mRNA expression in the whole blood of 47 patients with non-muscle-

invasive bladder cancer before and after operations and 25 normal controls were detected by qRT-PCR and the 

receiver operating characteristic (ROC) curve for each factor was constructed. Results: The levels of survivin 

mRNA in bladder cancer patients were 4.06 folds compared to normal controls (P<0.05). The cutoff value for 

differentiating bladder cancer patients and normal people was 1.4×10−2 for survivin. Postoperative survivin 

expression in patients was significantly lower than preoperative expression at each time point (P<0.05). Post-
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膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤，其发病

率在世界范围内排在泌尿生殖系肿瘤的第2位 [1]。

当前膀胱癌诊断和复查策略多依靠影像学与病理学

手段，便利性较差，现在仍缺乏灵敏度高、简单有

效的筛查手段。随着肿瘤分子生物学机制研究的不

断深入，与癌症发生相关的基因逐步被发现，且可

能分布于人体体液系统，可通过分子生物学技术

检测出来。Sur v iv in被称为杆状病毒凋亡抑制因子

(inhibitor of apoptosis protein，IAP)，是IAP家族成

员之一，在促进细胞增殖和阻止细胞凋亡方面发挥

重要的生物学作用。已有研究 [2]证明：sur v iv in表

达增加与疾病进展、频繁复发、生存期缩短及治疗

抵抗相关。本研究旨在探讨膀胱移行细胞癌患者全

血中sur v iv in mRNA的表达变化，并探索其作为膀

胱癌诊断或复发的生物学标志物的价值。

1  材料与方法

1.1  标本来源与处理措施

共纳入4 7例经病理学初次确诊为非肌层浸润

膀胱尿路细胞癌肿瘤患者，均来自南华大学附属第

一医院，无其他系统与器官的器质性疾病，术前未

经任何化学或放射治疗；周围社区25例健康成人志

愿者作为对照组，两组基本人口特征见表1，两组

人口特征差异不具有统计学意义(P>0.05)。于术前

1 d，同时采正常对照组与患者血标本，术后采1，

6，12月的外周血标本，标本量均为5 mL。手术方

式为经尿道膀胱肿瘤激光汽化切除术。根据术前

患者与健康对照者的sur vivin RNA表达水平，构建

受试者工作特征(receiver operating characteristic，

ROC)曲线，并计算survivin mRNA表达水平区分健

康人群与患者的敏感度和特异度，并计算其界限

值。根据界限值，在各个测试时间点根据mRNA水

平将术后患者分类，并统计随访1年膀胱癌复发与

mRNA表达水平的关系，检测survivin mRNA表达水

平检验膀胱癌复发的有效性与能力。本研究经本单

位伦理委员会审核批准，符合医学伦理要求。

1.2  实验材料

膀胱癌T24受赠于武汉协和医院中心试验室，

RPMI-1640培养基标准胎牛血清、0.25%胰蛋白酶

购自美国Hyclone公司，LipofectamineTM2000购自

美国Inv itrogen公司，总RNA提取试剂、反转录试

剂盒、实时荧光定量PCR试剂盒购自武汉迈进生物

试剂有限公司，实时荧光定量PCR引物由武汉迈进

生物试剂有限公司设计合成。

operative recurrence rate of post-operative patients with mRNA level above cutoff value were higher than lower 

ones (P<0.05). Conclusion: qRT-PCR is a convenient and sensitive method to detect survivin mRNA in the 

whole blood using , and survivin could be useful tumor biomarkers for early detection and recurrence of bladder 

cancer. 
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表1 膀胱癌患者与健康对照组人口特征对比

Table1 Baseline characteristics of patients and healthy controls

组别 年龄/岁 性别(女/男) BMI/(kg·m–2)

患者组 62.0±6.9 28/19 27.5±3.2

健康对照组 63.5±6.3 18/7 26.5±2.5

P 0.3537* 0.2960# 0.1751*

*，两独立样本t检验；#，卡方检验。

*, independent sample t-test; #, Chi-squared test.
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1.3  qRT-PCR

操 作 步 骤 如 下 ： 1 ) 总 R N A 提 取 和 c D N A 合

成 。 用 E D TA - K 2 抗 凝 管 收 集 所 有 患 者 与 正 常 对

照 人 群 的 外 周 血 样 本 。 按 照 T R I Z O L 法 从 膀 胱 癌

T 2 4 细胞和全血 ( 包括血细胞与血浆 ) 中提取总量

RNA，每300 mL全血加入1 mL TRIzol。随后采用

1%琼脂糖凝胶电泳检测提取产物的完整性，紫外

分光光度计检测RNA的纯度和浓度。2)按反转录试

剂盒反转录得cDNA，反应条件如下：70 ℃ 10 min，

冰浴2 min，42 ℃  60 min，70 ℃  10 min；3)qRT-

PCR反应参数设置：95 ℃  20 s，95 ℃  5 s，60 ℃  

20 s，72 ℃  5  s，40个循环，每个样品做3个平行

管 ， 每 次 实 验 至 少 重 复 3 次 ； 既 知 膀 胱 癌 T 2 4 细

胞高表达s u r v i v i n [ 3 ]，取T 2 4细胞1 0 5种植6孔板培

养，取对数期细胞后提取总R NA作为阳参组，以

此定量各样本mR NA表达水平，2 −ΔΔCt法进行数据

分析，目的基因与内参基因引物序列见表2。

1.4 统计学处理 

采用SPSS 18.0统计软件进行分析。实验数据

以均数±标准差(x±s)表示，t检验分析比较各组间差

异。根据术前测得患者与正常对照者mRNA水平与

病理结果，构建ROC曲线并计算曲线下面积(area 
under the cure，AUC)，评估全血中靶基因mRNA水

平的诊断性能。约登指数用于确定两者最佳的诊断

临界值(灵敏度+特异度−1)，率的比较采用卡方检

验。P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  qRT-PCR 检测正常人群与膀胱癌患者 survivin 

mRNA 表达水平

膀胱癌患者survivin mRNA表达水平是健康对照

组的4.06倍(P<0.05)；经ROC曲线分析，区别膀胱癌

患者与正常人群的survivin表达临界值为1.4×10−2，

ROC AUC为0.895，其敏感度与特异度分别为85%与

92%(图1)。

2.2 qRT-PCR 检 测 患 者 组 术 后 各 时 间 点 survivin

表达水平

术 后 各 时 间 点 s u r v i v i n 表 达 水 平 明 显 低 于 术

前 水 平 ， 经 配 对 样 本 t 检 验 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05；图2)；在各时间点，经卡方检测sur vivin
表 达 高 于 临 界 值 的 术 后 患 者 比 例 较 术 前 时 低 ，

差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 5 ) 。 随 访 1 年 后 发 现 ：

sur v iv in mRNA水平高于临界值的术后患者累计人

数为14人，低于临界值的术后患者为33人，高于

临界值的术后患者有1 0人经过临床病理检查被确

认为肿瘤复发，低于临界值的患者有3人被确认为

肿瘤复发(图2)。经卡方检验，高于临界值的患者

较低于临界值的患者肿瘤复发率高，差异有统计

学意义(χ2=19.09，P<0.05；表3)。

表2 目的基因与内参基因引物序列

Table 2 Primers of β-actin and survivin used for real-time PCR

基因 基因引物序列(5′–3′)

Survivin F: AGGACCACCGCATCTCTACA

R: TGTTCCTCTATGGGGTCGTCA

β-actin F: AGCGAGCATCCCCCAAAGTT

R: GGGCACGAAGGCTCATCATT
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图1 术前膀胱癌患者与健康对照组survivin mRNA表达对平对比(A)与ROC曲线(B)

Figure 1 Comparison of preoperative blood level of survivin between patients and healthy controls (A) and outcomes of ROC 

analysis (B)
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3  讨论

本研究发现：与正常人群相比，膀胱尿路上

皮癌患者外周血中sur v iv in表达上调。本研究通过

分析区分膀胱癌患者与健康人群的sur v iv in表达的

临界值，检验了 s u r v i v i n 判断膀胱癌发生的灵敏

度与特异性，并通过术后观察随访验证了外周血

survivin水平提示膀胱癌复发的有效性。

近 些 年 来 ， 许 多 与 膀 胱 癌 发 生 发 展 有 关 的

基因逐渐被发现，并且作为肿瘤的生物学标志物

广泛应用于靶向治疗、肿瘤诊断和预后判断中。

S u r v i v i n 也 称 为 杆 状 病 毒 I A P ， 是 I A P 家 族 成 员 
之一。Sur viv in定位于人染色体17q25，含4个外显

子和3个内含子，分子蛋白约有1 4 2个氨基酸 [ 4 ]。

Sur viv in只含有1个由3个螺旋和3个反平行β片层组

成的BIR结构，其羧基末端缺乏与锌结构结合的结

构域，代之以一个独特的α螺旋结构，富含疏水基

团，能与纺锤体微管上的微管蛋白结合，抑制细

胞凋亡 [5]。另外，sur v iv in的BIR中还含有Pio33，

Tr p 6 7 和 C y s 8 4 等 氨 基 酸 残 基 ， 通 过 这 些 残 基 与

Caspase-3和Caspase-7结合抑制Caspase活性，阻止

多种凋亡信号诱导的细胞凋亡[6]。

S u r v i v i n 在 促 进 细 胞 增 殖 和 阻 止 细 胞 凋 亡

方 面 发 挥 重 要 的 生 物 学 作 用 。 已 有 研 究 [ 7 ] 证 明

存 活 素 表 达 增 加 与 肿 瘤 进 展 、 频 繁 复 发 、 生 存

期 缩 短 和 治 疗 抵 抗 相 关 。 S a l z 等 [ 8 ]发 现 s u r v i v i n
的 过 表 达 可 引 起 膀 胱 尿 路 上 皮 组 织 基 因 转 录 微

环 境 的 改 变 ， 从 而 促 进 膀 胱 肿 瘤 形 成 。 同 时 有

研 究 [ 9 ] 表 明 ： s u r v i v i n 或 将 成 为 一 种 理 想 的 肿

瘤 标 志 物 ， 可 用 于 多 系 统 或 器 官 肿 瘤 的 诊 断 及

预 后 判 断 ， 并 在 血 液 标 本 中 呈 现 出 差 异 性 表

达 。 N i g a m 等 [ 1 0 ]发 现 s u r v i v i n 的 高 表 达 可 以 减 少

胆 囊 癌 术 后 生 存 时 间 。 D e l l a l 等 [ 1 1 ] 发 现 泌 乳 素

肿 瘤 患 者 血 清 中 s u r v i v i n 的 高 表 达 。 D o n g 等 [ 1 2 ] 

报道胰腺癌患者血清的sur v iv in也出现表达水平增

高。而Wang等[13]首次发现乳腺癌患者sur vivin在全

血中的表达水平与健康人群有明显差异，并且对

区分正常人群与乳腺癌患者有较为理想的敏感度

和特异性；同时研究 [14]发现：sur v iv in高表达提示

膀胱癌患者的不良预后。现在尚无明确的机制解

释肿瘤患者外周血sur v iv in表达水平上调的原因，

sur v iv in mRNA在胎儿组织与大部分人类肿瘤组织

中选择性大量表达，但在正常的分化组织中却十

分罕见 [ 1 5 ]。本研究也证实了这一点，有研究 [ 7 ]推

论，这可能是由肿瘤组织血运丰富，肿瘤组织向

循环系统释放survivin mRNA所致。

本研究尚有不足之处，样本的膀胱癌病理类

型与临床分期较单一，样本量较小，进一步的研

究需针对不同临床分期、病理类型并扩大样本量

以验证sur v iv in作为膀胱癌标志物的有效性与可行

性。综上，本研究证实了全血中 s u r v i v i n  m R N A
表达水平作为诊断或预测膀胱癌发生和复发的有

效性和可行性，采用q RT-P CR方法检测手术前后

外周血sur v iv in mRNA水平的变化，可作为观察膀

胱瘤术后微转移的一种低创伤性、可测量的客观 
指标。
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