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血 液 循 环 中 的 肿 瘤 细 胞 是 导 致 结 肠 癌 转 移 、

复发的重要原因之一 [ 1-2]。RT -PC R的应用为外周

血 中 肿 瘤 细 胞 的 检 测 提 供 了 一 种 具 有 高 度 敏 感

性 和 特 异 性 的 分 子 生 物 学 方 法 [ 3 ] 。 相 关 研 究 [ 4 - 7 ]

表 明 基 质 金 属 蛋 白 酶 1 1 （ M M P - 1 1 ） 、 癌 胚 抗

原 （ C E A ） 、 细 胞 角 蛋 白 2 0 （ C K - 2 0 ） 、 C D 4 4

与 消 化 道 肿 瘤 的 发 生 、 发 展 有 密 切 的 关 系 。 本

研 究 采 用 R T - P C R 方 法 检 测 结 肠 癌 患 者 外 周 血 中

游 离 肿 瘤 细 胞 及 组 织 标 本 中 M M P - 1 1 、 C E A 、

CK -20、CD44 mRNA的表达情况，研究其与结肠

癌 发 生 、 发 展 的 相 关 性 ， 为 结 肠 癌 的 早 期 筛 查 及

临床诊断提供依据。

1　资料与方法

1.1  研究对象

收 集 江 苏 省 海 安 县 人 民 医 院 结 肠 癌 患 者 临 床

资料（初诊结肠癌患者、晚期结肠癌患者各20例）

及 健 康 体 检 者 2 0 例 血 液 标 本 。 初 诊 结 肠 癌 患 者

20例，男13例，女7例；平均年龄（70.8±4.2）岁。

晚 期 结 肠 癌 患 者 2 0 例 ， 男 1 4 例 ， 女 6 例 ； 平 均 年

龄（68.3±5.6）岁。初诊结肠癌患者高、中分化

癌17例，低分化癌3例。晚期结肠癌患者高、中分

化癌14例，低分化癌6例。初诊结肠癌患者Dukes

分期：A期4例，B期15例，C期1例，均行根治性

切除。晚期结肠癌患者根治性切除8例，姑息性切

除者12例。同期健康体检者20例，其中男13例，

女7例，平均年龄（67.5±6.2）岁。

1.2  分组

⑴  试 验 组 （ 4 0 例 ） ： 初 诊 结 肠 癌 患 者 （ 未

经 放 化 疗 、 未 发 现 转 移 ） 和 晚 期 结 肠 癌 患 者 （ 已

发生远处转移）各20例外周血样本10 mL。⑵ 对
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照组（40例）：阳性对照组为上述20例晚期结肠

癌 患 者 手 术 切 除 的 癌 组 织 样 本 ； 阴 性 对 照 组 为 健

康 体 检 者 2 0 例 外 周 血 样 本 1 0  m L ， 分 别 提 取 上 述

各组样本的总RNA，采用RT -PCR检测MMP -11、

CEA、CK-20、CD44 mRNA的表达情况。

1.3  方法

1.3.1  仪 器 与 主 要 试 剂　 主 要 设 备：COBE 外

周 血 细 胞 分 离 机、OLYMPUS 倒 置 显 微 镜、

Thermofisher PCR 仪、Thermofisher 超 低 温 冰

箱、Thermofisher 液 氮 储 存 箱、Eppendorf 台

式 高 速 离 心 机、 纯 水 仪 等 设 备。 主 要 试 剂：

P o w e r  S Y B R  G r e e n  P C R  M a s t e r  M i x （ 2 X ）

（Li fe  t echno log ies），Rever tAid  F i r s t  S t r and 

cDNA Synthesis kit（Thermo scientific），Trizol 

Reagent（Life technologies），异丙醇（西陇化工

股份有限公司），无水乙醇（无锡市晨阳化工有限

公司），三氯甲烷（宜兴市第二化学试剂厂），碳

酸氢钾（上海润捷化学试剂有限公司），氯化铵（江

苏彤晟化学试剂有限公司），乙二胺四乙酸二钠（江

苏彤晟化学试剂有限公司），氢氧化钠（江苏彤晟

化 学 试 剂 有 限 公 司），MMP-11、CEA、CK-20、

CD44 试剂（罗氏公司）。

1.3.2  RT-PCR 操作过程　⑴ RNA 的提取：各组

EDTA 抗 凝 血 10 mL，Trizol 法 提 取 全 血 RNA，

冻 存 于 -80 ℃ 备 用。 癌 组 织 块 500 mg， 用 液 氮 研

磨 至 粉 状， 用 Trizol 提 取 总 RNA。 ⑵ 逆 转 录 合 成

cDNA：TaKaRa 公 司 逆 转 录 试 剂 盒（ 反 应 体 系： 

4 μL 5× 逆 转 录 buffer，0.4 μL 下 游 引 物 

（10 pmol/μL），0.5 μL dNTPs（10 mM），l μL 

MMLv（200 U/μL），10.1 μL DEPC 水，4 μL RNA

模板，总体积 20 μL，加 2 μL RNA 提取液，37℃

水 浴 60 min，95 ℃ 3 min。 ⑶ RT-PCR：MMP-

11 mRNA 上、 下 游 引 物 序 列 分 别 为 5'-GAG AAG 

ACG GAC CTC ACC TAC A-3'、5'-CTC AGT AAA 

GGT GAG TGG CGT C-3 '；CEA mRNA 上、 下 游

引 物 列 5'-TCT AAC CCA TCC CCG CAG TA-3'、

5'-TTA TTG CGG CCA GTA GCC AA-3'；CK-20 

mRNA 上、 下 游 引 物 序 列 5'-AAG AAC CTT CAA 

GAG GCC AA -3 '、5' -CTA GAG TGT GCT CCA 

AAG ACT-3'；CD44 mRNA 上、 下 游 引 物 列 5'-

CAG CAA CCC TAC TGA TGA TGA CG-3'、5'-GCC 

AAG AGG GAT GCC AAG ATG A-3'。β-actin 上、

下游引物序列分别为 5'-AGA AAA TCT GGC ACC 

ACA CC -3'、5' -AGA GGC GTA CAG GGA TAG 

CA-3'。 每 个 反 应 均 取 PCR 反 应 液 50 μL、Tag 酶

2 μL、RT 反 应 产 物 5 μL；MMP-11： 反 应 条 件：

94 ℃变性 45 s，60 ℃退火 45 s，72℃延伸 60 s，

扩增 35 个循环。CD44 反应条件：94 ℃变性 40 s，

60 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 60 s，扩增 40 个循环。

CEA 反应条件为：93 ℃变性 30 s，55 ℃退火 45 s，

72 ℃延伸 45 s，共 40 循环；CK20 反应条件为：

95 ℃变性 40 s，58 ℃退火 50 s，70 ℃延伸 40 s，

共 38 循环。

1.4  RT-PCR 定量检测与相对定量

定 量 检 测 M M P - 1 1 、 C E A 、 C K - 2 0 、 C D 4 4 

mRNA表达水平，通过MMP -11、CEA、CK -20、

CD44的Ct值与β -ac t in的Ct值得到△Ct值。通过

△Ct计算2-△△Ct比较各组MMP-11、CEA、CK-20、

CD44 mRNA表达的相对定量关系。

1.5  统计学处理

结果以均数±标准差（x±s）表示，MMP-11、CEA、

CK-20、CD44 mRNA两组之间比较行t检验，多组之间

比较行单因素方差分析，由SPSS13.0 for Windows统

计软件完成，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  MMP-11、CEA、CK-20、CD44 mRNA 表达

结 肠 癌 患 者 外 周 血 中 各 肿 瘤 标 志 物 表 达 水 平

高于健康体检者（P<0 .05）；晚期结肠癌患者癌

组 织 中 各 肿 瘤 标 志 物 水 平 均 高 于 其 外 周 血 中 的 肿

瘤标志物水平（均P<0.05）；Dukes C-D期结肠癌

患者外周血中各肿瘤标志物含量均高于Dukes A-B

期患者（均P<0 .05）；低分化结肠癌患者外周血

中 各 肿 瘤 标 志 物 含 量 均 高 于 高 、 中 分 化 结 肠 癌 患

者（均P<0.05）（表1）。

2.2  相对定量分析

通过△Ct计算2 -△△Ct比较以上各组MMP -11，

C E A ， C K - 2 0 ， C D 4 4  m R N A 表 达 的 相 对 定 量 显

示 ： 结 肠 癌 患 者 外 周 血 中 各 肿 瘤 标 志 物 水 平 明 显

高 于 健 康 体 检 者 ； 晚 期 结 肠 癌 患 者 癌 组 织 中 各

肿 瘤 标 志 物 水 平 明 显 高 于 其 外 周 血 肿 瘤 标 志 物 水

平；Dukes C-D期结肠癌患者外周血中各肿瘤标志

物水平明显高于Dukes A-B期患者；低分化结肠癌

患 者 外 周 血 中 各 肿 瘤 标 志 物 明 显 高 于 高 、 中 分 化

结肠癌患者（表2）。
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表 1　各组 MMP-11，CEA，CK-20，CD44 mRNA 比较（△ Ct，x±s）
　　　标本 MMP-11 CEA CK-20 CD44 
试验组外周血 12.79±0.791) 11.95±1.981) 14.99±1.671) 4.20±0.701)

阴性对照组外周血 13.28±0.89 13.12±1.55 15.94±1.46 4.94±0.56
晚期结肠癌外周血 12.50±0.672) 11.22±1.992) 14.37±1.802) 3.96±0.592)

晚期结肠癌癌组织 4.82±2.06 2.42±2.75 3.31±3.14 2.15±0.90
Dukes A-B 外周血 13.08±0.833) 12.69±1.723) 15.60±1.293) 4.43±0.743)   
Dukes C-D 外周血 12.50±0.67 11.22±1.99 14.37±1.80 3.96±0.59
高、中分化外周血 12.89±0.564) 12.30±1.774) 15.26±1.564) 4.32±0.664)

低分化外周血 12.05±0.78 9.49±1.76 13.09±1.11 3.35±0.22
注：1）与阴性对照组比较，P<0.05；2）与晚期结肠癌癌组织比较，P<0.05；3）与 Dukes C-D 期比较，P<0.05；4）与低

分化者比较，P<0.05

表 2　各组 MMP-11，CEA，CK-20，CD44 mRNA 表达的相对定量关系（2- △△ Ct）
项目 MMP-11 CEA CK-20 CD44 

试验组 vs. 阴性对照组 1.40 2.25 1.93 1.68
癌组织 vs. 外周血 205.79 445.15 2126.52 3.52
Dukes C-D 期 vs. Dukes A-B 期 1.50 2.77 2.36 1.38
低分化组 vs. 高、中分化组 1.79 7.05 4.5 1.95

3　讨　论

肿 瘤 标 志 物 是 由 肿 瘤 细 胞 合 成 、 释 放 或 者 是

宿主对癌类反应性的一类物质，它们的存在或在血

液 中 水 平 的 变 化 可 以 提 示 肿 瘤 的 性 质 ， 同 时 有 助

于了解肿瘤的组织发生、细胞分化及细胞功能[8]。

MMP -11是基质金属蛋白酶（MMPs）家族的成员

之 一 ， 其 作 用 底 物 主 要 是 基 质 中 的 蛋 白 多 糖 和 糖

蛋 白 ， 能 降 解 细 胞 外 基 质 和 基 底 膜 ， 可 以 导 致 细

胞 外 基 质 代 谢 平 衡 的 失 调 ， 从 而 引 发 肿 瘤 的 浸 润

和转移，在人体不同实体瘤中MMP-11有不同程度

的增高，与肿瘤进展及预后相关[9-10]。CEA是一种

糖 蛋 白 抗 原 ， 是 常 见 的 大 肠 癌 肿 瘤 标 志 物 ， 正 常

情 况 下 C E A 经 胃 肠 道 代 谢 ， 而 肿 瘤 状 态 时 C E A 则

进入血和淋巴循环，引起血清CEA异常增高[11-13]。

细胞角蛋白20（CK-20）具有严格的上皮组织特异

性 ， 它 非 常 局 限 于 胃 肠 上 皮 细 胞 ， 在 肿 瘤 组 织 及

其血液中表达升高 [14-15]。CD44是一种分布广泛的

跨 膜 糖 蛋 白 分 子 ， 具 有 激 活 淋 巴 细 胞 、 参 与 信 号

传 递 、 促 进 细 胞 间 黏 附 等 多 种 生 物 学 功 能 ， 许 多

类型的恶性肿瘤存在不同程度CD44分子表达，高

表达CD44分子的肿瘤细胞通过与细胞外基质中透

明 质 酸 、 血 管 内 皮 细 胞 的 黏 着 ， 赋 予 肿 瘤 细 胞 很

强 的 侵 袭 转 移 能 力 ， 与 肿 瘤 的 生 长 、 发 展 、 转 移

和预后密切相关[16-17]。

本 研 究 结 果 显 示 ： 结 肠 癌 患 者 外 周 血 中 

MMP-11、CEA、CK-20、CD44 4种肿瘤标志物水

平明显高于健康体检者（P<0.05）；结肠癌Dukes 

C -D 期 患 者 外 周 血 中 各 肿 瘤 标 志 物 含 量 明 显 高 于

Dukes A-B期患者（P<0.05）；低分化结肠癌患者

外 周 血 中 各 肿 瘤 标 志 物 明 显 高 于 高 、 中 分 化 结 肠

癌患者（P<0.05）。本实验说明MMP-11、CEA、

CK -20、CD44可作为结肠癌诊断的肿瘤标志物，

且 随 着 结 肠 癌 恶 性 程 度 的 增 高 和 D u k e s 分 期 的 进

展，结肠癌患者外周血中MMP-11、CEA、CK-20、

CD44 mRNA表达水平也增加，从而提示外周血中

肿 瘤 标 志 物 水 平 也 逐 渐 增 高 ， 可 为 结 肠 癌 患 者 的

早 期 诊 断 、 恶 性 程 度 的 判 断 、 及 疾 病 分 期 提 供 有

价 值 的 信 息 。 肿 瘤 标 志 物 均 存 在 敏 感 性 和 特 异 性

较 低 的 局 限 性 ， 特 别 是 单 一 的 标 志 物 对 结 肠 癌 的

早 期 诊 断 意 义 有 限 ， 而 多 种 肿 瘤 标 志 物 联 合 检 测

有 助 于 提 高 诊 断 的 敏 感 性 和 准 确 性 ， 目 前 多 种 肿

瘤 标 志 物 联 合 检 测 已 成 为 结 肠 癌 早 期 诊 断 、 手 术

方式选择、判断预后的一种重要手段 [ 18]。联合检

测 上 述 四 种 肿 瘤 标 志 物 可 提 高 结 肠 癌 诊 断 的 敏 感

性 和 准 确 性 ， 但 目 前 尚 无 文 献 报 道 联 合 检 测 外 周

血中MMP-11、CEA、CK-20、CD44 mRNA的表达

以 早 期 筛 查 、 诊 断 结 肠 癌 。 今 后 可 进 一 步 行 联 合

检测结肠癌患者外周血MMP-11、CEA、CK -20、

CD44 mRNA的表达及其相关性的研究。

总 之 ， 外 周 血 中 M M P - 1 1 、 C E A 、 C K - 2 0 、

CD44 mRNA表达水平的变化对于结肠癌的诊断及

临 床 分 期 很 有 价 值 ， 为 结 肠 癌 的 早 期 筛 查 提 供 了

较准确的检查方案。
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