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【摘要】 目的 分析膀胱癌患者外周血循环肿瘤细胞(CTC)中生存蛋白(survivin)的表达及意义。方法 选择

空军军医大学唐都医院于2019年1月至2020年11月期间收治的54例膀胱癌患者为研究对象，采集其外周静脉血，

采用CanPatrol技术检测CTC，免疫组化法检测 survivin水平，比较不同肿瘤直径、病理分级、肿瘤分期(T分期)、肿瘤

数目患者的外周血CTC、survivin的表达差异，以及不同类型CTC中 survivin阳性率的差异。结果 54例膀胱癌患

者中 25例检出CTC，阳性率为 46.30%，主要包括 13例上皮型CTC、7例间质型CTC、5例为混合型。上皮型CTC

中，7例为 survivin阳性表达，占 53.85%；间质型CTC中，均为 survivin阳性表达，占 100.00%；混合型CTC中，4例

survivin阳性表达，占80.00%。间质型 survivin阳性率显著高于上皮型和混合型CTC，差异有统计学意义(P<0.05)。

肿瘤直径<3 cm、分期<T2、单发肿瘤的CTC检验阳性率更高，差异有统计学意义(P<0.05)；不同病理分级之间的CTC

检测阳性率比较，差异无统计学意义(P>0.05)。肿瘤病理分级中高级别、分期≥T2的 survivin检测阳性率分别为

24.07%、25.93%，明显高于低级别、分期<T2的9.26%、7.41%，差异均有统计学意义(P<0.05)；不同肿瘤直径、肿瘤数

目的 survivin检测阳性率之间比较差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 膀胱癌患者中，间质型CTC的 survivin阳

性表达率较其他型别明显更高，且其表达与膀胱癌患者病理分期、分级之间具有一定相关性。

【关键词】 膀胱癌；外周血；循环肿瘤细胞；生存蛋白；病理分期；病理分级；相关性
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【Abstract】 Objective To analyze the expression and significance of survivin in peripheral blood circulating tu-

mor (CTC) cells of patients with bladder cancer. Methods A total of 54 patients with bladder cancer, who admitted to
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膀胱癌主要是指发生在膀胱黏膜上的恶性肿瘤，

在泌尿系统恶性肿瘤中十分常见。此病的发生与患

者吸烟、职业接触等因素相关，临床上患者多出现血

尿、尿频、尿急、尿流梗阻等症状，对其正常生活带来

极大困扰，症状严重者危及生命[1-3]。膀胱癌患者较多

数以浸润的方式生长，首次治疗后，具有较高的复发

率，且患者远期生存率较低，血行转移主要以外周血中

存在循环肿瘤细胞(circulating tumor cell，CTC)为基础，

是膀胱癌远处转移的主要途径 [4-5]。而生存蛋白(sur-

vivin)是一种凋亡抑制基因，与肿瘤的进展、转移之间具

有一定相关性[6]。本研究对膀胱癌患者外周血CTC进

行检测，观察其 survivin的表达情况，分析其与患者肿

瘤直径、肿瘤分期等的相关性，进一步探究是否将其作

为膀胱癌病情发展情况的监测指标，现报道如下：

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择空军军医大学唐都医院

于 2019 年 1 月至 2020 年 11 月期间收治的 54 膀胱癌

患者为研究对象。其中男性 40 例，女性 14 例；年龄

35~80 岁，平均(57.50±3.22)岁。纳入标准：①经手术

病理证实，确诊为膀胱癌；②未合并其他恶性肿瘤者；

③同意纳入本研究。排除标准：①合并严重心脑血管

疾病，肝肾功能不全者；②近期接受抗肿瘤治疗者；

③具有精神类障碍，无法进行正常沟通交流者；④因

其他原因中途放弃治疗者；⑤临床资料不全者。本研

究经医院伦理委员会批准后实施。

1.2 观察指标与评价(检测)方法 比较不同肿瘤

直径(<3 cm、≥3 cm)、病理分级(低级别、高级别)、肿瘤

分期(T分期即<T2、≥T2)、肿瘤数目(单发、多发)之间外

周血CTC、survivin表达的阳性率，以及不同类型CTC

中 survivin阳性率的差异。患者入组次日抽取空腹静

脉血，采用CanPatrol技术检测其不同型别的CTC，采

用免疫组化法检测 survivin表达情况。

1.2.1 CTC检测 首先应用红细胞裂解液对采

集的外周血样本进行处理，去除红细胞，之后以免疫

磁珠分离法去除CD45+的白细胞。采取膜滤过法自白

细胞中分离出CTC。最后，使用EDTA抗凝真空采血

管再次采集膀胱癌患者 10 mL的外周静脉血，将最初

收集的 2 mL 去除掉，以轻柔的力度将其进行上下颠

倒，使其处于混匀状态。将新鲜的血样样本放置于温

度为 0℃~4℃的环境中进行保存，在运输过程中，注

意避免造成震荡、碰撞。将红细胞裂解液加入血样

中，同样以轻柔的力度将其进行上下颠倒，使其处于

混匀的状态；将其放置于室温环境中，持续 5~8 min，

至出现透明红的情况。之后进行 4℃的离心，300×g，

持续 10 min，离心处理后，可见管底处有淡红色的细

胞，呈团块状，将上清弃掉，之后加入4 mL的磷酸盐缓

冲液(PBS)，将细胞重悬，并保持轻柔的动作，对其

细胞团块进行上下捶打，使其呈分散状。重悬细胞

后，将 200 µL 抗 CD45 的免疫磁珠加入，并放置于温

度为 2℃~8℃的环境中进行孵化，持续 30 min，在此

期间，以轻柔的动作将其倾斜、旋转。选取上清液，

使用 PBS 进行重悬，将抗 CD45、抗 CK8、染核试剂

依次加入，并将其混匀，放置于室温内，持续 30 min

的孵化，CK8+CD45-DAPI+细胞便可被定义为 CTC，

使用 24 孔的 5 µm 滤膜进行过滤，应用显微镜对不

同型别的 CTC 进行观察。

1.2.2 survivin 蛋白表达检测 于含有 10%的胎

牛血清RPMI-1640培养基、温度为 37℃、5%CO2条件

下，对CTC细胞进行培养。培养之后，应用丙酮进行

相应固定，持续 10 min，之后放置于温度为 37℃、

Tangdu Hospital from January 2019 to November 2020, were selected as the research subjects, and peripheral venous

blood was collected. CTC was detected by CanPatrol technique. The level of survivin was detected by immunohisto-

chemistry. The difference in tumor diameter, pathological grade, tumor stage (T stage), tumor number, blood CTC and

the expression of survivin were compared, as well as the difference of survivin positive rate in different types of CTC.

Results Among 54 cases of bladder cancer, 25 cases were positive for CTC with the positive rate of 46.30% (25/54), in-

cluding 13 cases of epithelial CTC, 7 cases of interstitial CTC and 5 cases of mixed type. In epithelial CTC, 7 cases were

survivin positive, accounting for 53.85% ; in interstitial CTC, all were survivin positive, accounting for 100.00% ; in

mixed type of CTC, 4 cases were survivin positive, accounting for 80.00%. Survivin positive rate of interstitial type was

significantly higher than that of epithelial type and mixed type of CTC (P<0.05). The positive rate of CTC test of tumor

diameter<3 cm, tumor stage< T2, and single tumor was significantly higher (P<0.05); there was no significant difference

in the positive rate of CTC test among different pathological grades (P>0.05). The positive rate of survivin in patients

with high-grade and tumor stage≥ T2 were 24.07% and 25.93% , respectively, which were significantly higher than

9.26% and 7.41% in in patients with low-grade and tumor stage< T2 (P<0.05); there was no significant difference in the

positive rate of survivin among patients with different tumor diameter and tumor number (P>0.05). Conclusion The

positive expression rate of survivin in interstitial CTC is significantly higher than that in other types of bladder cancer, and

there is a certain correlation between the expression of survivin and the pathological stage and grade of bladder cancer.

【Key words】 Bladder cancer; Peripheral blood; Circulating tumor cell; Survivin; Tumor stage; Pathological

grade; Correlation
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0.75%H2O2-PBS 的环境中，持续浸泡 30 min，再应用

PBS进行振洗，之后将封闭血清加入，37℃持续30 min，

将血清弃之，将比例为 1∶100 的 survivin 一抗加入，

37℃持续 30~60 min，再次使用PBS振洗，之后加入二

抗，37℃ 30 min，PBS 进行振洗，Tris-HCl 缓冲液进行

振洗，将新鲜的底物溶液浸入，之后进行水洗，将苏木

素染液浸入，再用水进行清洗，快速过盐酸酒精，随后

用水洗，再过氨水，之后水洗，脱水过二甲苯，进行封

片，使用显微镜进行相应观察。

1.3 统计学方法 应用SPSS20.0统计学软件进

行数据分析，计量资料符合正态分布，以均数±标准差

(x-±s)表示，计数资料比较采用χ2检验，均以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 CTC 及 survivin 检测结果 54 例膀胱癌患

者中25例检出CTC，阳性率为46.30% (25/54)，主要包

括 13例上皮型CTC、7例间质型CTC、5例为混合型。

上皮型CTC中7例为 survivin阳性表达、占比53.85%；

间质型CTC中均为 survivin阳性表达、占比 100.00%；

混合型 CTC 中 4 例 survivin 阳性表达、占比 80.00%。

间质型CTC中 survivin阳性率明显高于上皮型和混合

型CTC，差异有统计学意义(χ2=5.765、4.605，P<0.05)。

2.2 膀胱癌病理特征与CTC阳性率的关系 肿瘤

直径<3 cm、T分期<T2、单发肿瘤的CTC检测阳性率明

显更高，差异均有统计学意义(P<0.05)；不同病理分级

之间的 CTC 检测阳性率比较差异无统计学意义(P>

0.05)，见表1。

2.3 膀胱癌病理特征与 survivin 阳性率的关

系 肿瘤病理分级中的高级别、T分期≥T2的 survivin

检测阳性率明显高于低级别及T分期<T2，差异均有统

计学意义 (P<0.05)；而不同肿瘤直径、肿瘤数目的

survivin检测阳性率之间比较差异均无统计学意义(P>

0.05)，见表2。

3 讨论

膀胱癌是临床上常见的泌尿系统肿瘤，具有较高

的复发率，而肿瘤的复发、转移与其预后之间具有密

切的关系[7-9]。因此，及时对此病进行正确诊断及治疗

具有重要的临床意义。研究指出通过分析膀胱癌患

者外周血CTC细胞中 survivin的表达情况，有助于了

解其表达阳性率与患者病理分级、分期、病灶大小之

间的关系，从而判定患者病情发展情况[10-11]。另有研

究显示，大约有半数的肌层浸润性膀胱癌患者在初期

治疗时，可能会出现微转移的情况[12-13]。

CTC主要是由肿瘤原发灶肿瘤细胞脱落、诊疗操

作时，释放入血液，随之会形成相应的肿瘤微转移灶，

CTC主要是肿瘤发生相关血行转移的基础，在肿瘤转

移中，是其必需的前提之一[14]。对患者外周血进行检

测，若发现CTC，则可能会发生远处转移的风险，预后

情况不佳。CTC 主要可分为上皮型 CTC、间质型

CTC、混合型CTC，其中间质型CTC迁移、传播能力较

强，具有更强的侵袭能力，通过观察其数量、表型的转

变，可在一定程度上提示患者疾病进展、治疗的应答

情况[15]。survivin属于一种细胞凋亡抑制蛋白，主要位

于第17号的染色体长臂上，包括4个外显子、3个内含

子，此物质对于细胞的凋亡具有一定抑制作用。sur-

vivin对细胞分裂具有调节作用，还可有效的参与至肿

瘤血管生成过程，在膀胱癌组织中呈现为高表达 [16]。

有研究指出，若患者存在CTC，其数量越多则患者疾

病的浸润性会越强，复发时间也就相应越短，从而会

显著提高转移的概率，增加患者疾病风险[17]。本研究

发现，54例膀胱癌患者中有 25例检出CTC，阳性率为

46.30% (25/54)；肿瘤直径<3 cm、T分期<T2、单发肿瘤

的 CTC 检验阳性率显著更高；不同病理分级之间的

CTC检测阳性率差异不具明显性；肿瘤分级高级别、T

分期≥T2的 survivin检测阳性率更高；不同肿瘤直径、

肿瘤数目的 survivin 检测阳性率之间差异不具明显

表1 膀胱癌病理特征与CTC阳性率的关系[例(%)]

病理特征

肿瘤直径

<3 cm

≥3 cm

病理分级

低级别

高级别

T分期

<T2

≥T2

肿瘤数目

单发

多发

阳性

17 (31.48)

3 (5.56)

18 (33.33)

12 (22.22)

27 (50.00)

8 (14.81)

15 (27.78)

5 (9.26)

阴性

27 (50.00)

7 (12.96)

11 (20.37)

13 (24.07)

3 (5.56)

16 (29.63)

26 (48.15)

8 (14.81)

χ2值

12.027

2.309

18.774

6.136

P值

<0.05

>0.05

<0.05

<0.05

CTC检测结果

表2 膀胱癌病理特征与 survivin阳性率的关系[例(%)]

病理特征

肿瘤直径

<3 cm

≥3 cm

病理分级

低级别

高级别

T分期

<T2

≥T2

肿瘤数目

单发

多发

阳性

9 (16.67)

9 (16.67)

5 (9.26)

13 (24.07)

4 (7.41)

14 (25.93)

9 (16.67)

9 (16.67)

阴性

31 (57.41)

5 (9.26)

23 (42.59)

13 (24.07)

26 (48.15)

10 (18.52)

28 (51.85)

8 (14.81)

χ2值

0.990

4.266

6.666

0.990

P值

>0.05

<0.05

<0.05

>0.05

survivin检测结果
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性。可进一步提示，患者CTC细胞阳性率、CTC细胞

中 survivin阳性表达与其病理分级、分期、直径等之间

具有一定相关性。

本研究主要根据CanPatrol技术、免疫磁珠法、膜

滤过法等技术对膀胱癌患者外周血中的CTC进行检

测，与传统检测方法比较更加多样化，且优势更加明

显，可以将白细胞进行更有效的去除，且去除率较高；

此外，本研究所应用的检测方法可以对各种表型的

CTC进行有效的收集，所收集的CTC细胞可在细胞培

养、免疫荧光剂基因检测等检测中进行良好的运用，

回收率更高[18]。54例膀胱癌患者检测结果显示，上皮

型CTC中 7例为阳性表达，占比 53.85%；间质型CTC

中均为阳性表达，占比100.00%；混合型CTC中4例阳

性表达，占比80.00%。间质型阳性率显著高于上皮型

和混合型CTC。这可能是由于，间质型CTC的侵袭性

较高，可能与 survivin的高表达具有相关性，survivin通

过对细胞的凋亡进行有效的抑制，对于细胞的分裂、

肿瘤血管生成具有促进作用，从而侵袭性显著增强。

综上所述，膀胱癌患者CTC细胞阳性率、CTC细胞

中survivin阳性表达与其病理分级、分期、直径等之间具

有一定相关性，可作为临床评估病情的有效依据。
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